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(57) Sang ché de Xudt cac polypeptit lién két (vi du, cac khang thé), va cac lién hop thude

ctia chung, bao gdm mién Fc véi tinh chat

glycosyl hoa bién d01 va chirc nang phan tng lai

kich thich suy giam. Theo phuong an cu the mién Fc bao gdm: gdc asparagin & vi tri axit
amin 298, theo cach danh s6 cua EU; va goc serin hoac threonin & vi tri axit amin 300, theo
cach danh sé ciia EU. Sang ché ciing dé xuat cac axit nucleic ma hoa cac polypeptit lién
két khang nguyén, cac vecto biéu hién tai to hop va cac té bao chu dé tao ra cac polypeptit
lién két khang nguyén nhu vay. Sang ché ciing dé xuit cac phuong phép st dung cac
polypeptit lién két khang nguyén theo sang ché dé diéu trj bénh.
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Céc sang ché lién quan

Sang ché nay xin hudéng quyén wu tién tir don Sang ché Qudc té
PCT/EP2012/003.819, c6 tén “Anti-Alpha Beta TCR Antibodies”, ndp ngay
12 thang 9 nam 2012 va don Sang ché M§ tam thdi 61/776.715, mang tén “Fc
Containing Polypeptides With Altered Glycosylation and Reduced Effector
Function”, np ngay 11 thang 3 2013. '

Céc sang ché ciing lién quan dén Séng ché M tam thoi 61/776.724,
mang tén  “Site-Specific = Antibody Drug Conjugation Through
Glycoengineering”, ndp 11 thang 3 nim 2013 va don Sang ché M§ tam thoi
61/776.710, mang tén “Hyperglycosylated Binding Polypeptides” ndp ngay
11 thang 3, nam 2013.

Linh vie k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé dugc phan 1ap gdm mién Fc chira

asparagin duoc glycosyl hoa va ché phim chira khang thé nay.
Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Céc khang thé véi glycosyl héa Fc bj suy giam hodc bi huy bé da dugc
sir dung dé diéu tri cac bénh hodc céc rdi loan viém nhidém va ty mién dich dé
lam giam céc tac dung phu hodc doc tinh lién quan dén chirc ning phan tng
lai kich thich khéng mong mudn (vi du xem, Chan and Carter, Nat. Reviews
Immunology, 2010). Tuy nhién, glycosyl héa mién Fc cta khang thé c6 vai
trd quan trong dbi vé6i chu trac, su On dinh,va chtic nang cta khang thé va
glycosyl hoa c6 thé dan dén céac khang thé véi cac dic tinh sinh ly x4u. Do do,
¢6 nhu ciu trong linh vuc k§ thuat déi véi cac protein lién két duoc thiét ké
véi chirc ndng phan Umg lai kich thich suy gidm nhung cling van duy tri céac
dic tinh mong mudn ctia mién Fe duge glycosyl hoa.

Don sang ché qudc t& WO 2004/099249 boc 16 cac bién thé Fe, cac
phuong phép tao ra ching, va cac khang thé va céac dung hop Fc chira cac
bién thé Fc trén. Tuy nhién céc bién thé Fc co glycosyl hoa bién ddi va chirc
nang phan ung lai kich thich suy gidam khéng duoc boc 16.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché cai tién tinh trang k¥ thuat bang cach dé xuét cac polypeptit
lién két (vi du, cac khéng thé hodc dung hop), va tly ¥ c4c lién hop thude cua
chiing, bao gdm mién Fc v&i glycosyl hoa bién ddi va chirc nang phan tng lai
kich thich suy giam. Theo cac phuong an dién hinh, mién Fc bao gém: gbc
asparagin ¢ vi tri axit amin 298, theo cach danh sé cua EU; va gde serin hoic
threonin & vi tri axit amin 300, theo cach danh sb cua EU. Sang ché cling dé
xudt cac axit nucleic ma hoéa cic polypeptit lién két khang nguyén, cac vecto
biéu hién tai to hop va céc té bao chu dé tao ra cac polypeptit lién két khang
nguyén nhu vay. Sang ché cling dé xuat cic phuong phap st dung céc
polypeptit lién két khang nguyén nay dé diéu tri bénh.

Céc tac gia sang ché d3 bat ngo phat hién ra rang cac polypeptit lién két
(vi du, cac khang thé) theo sang ché thé hién cac dic tinh glycosyl héa bién
d6i ma thuén loi trong viéc hity bo lién két cua polypeptit lién két voi cac thu
thé Fey, do do thay dbi chirc ning phéan g lai kich thich ctia polypeptit lién
két trong khi van duy tri céc dic tinh sinh ly mong mudn c6 duoc boéi
glycosyl hoa. Hon nita, vi tri glycosyl hoa lién két & nguyén tir N dugc thiét
ké & vi trf axit amin 298 cling ¢6 thé duge dung lam noi dé lién hop cac nhém
chirc phan tng lai kich thich, chéng han nhu céc loai thudc gy doc té bao.

Sang ché duge x4c dinh bing cac yéu cau bao hd.

Theo d6, sang ché dé xudt polypeptit lién két duoc phan 1ap bao _gém
mién Fc véi glycosyl héa bi bién doi, trong do mién Fc bao gdm: gbe
asparagin O Vi- trf axit amin 298, theo cach danh s6 cia EU; va gbc serin hoic
threonin & vi tri axit amin 300, theo cach danh sb ctia EU, va trong d6
polypeptit lién két thé hién chtc nang phan Umg lai kich thich suy giam do
glycosyl hoa bi bién doi & trén. Theo mot phuong an, polypeptit lién két con
bao gdm gbc alanin & vi trf axit amin 299, theo cach danh s6 cua EU. Theo

phuong an khac, polypeptit lién két con bao gébm gbc glutamin & vi tri axit
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amin 297, theo cach danh sd ciia EU. Theo sang ché, mién Fc 1a mién Fc cua
IgG1. Theo sang ché, mién Fc 12 & nguoi.

Theo mét phuong 4n, chudi bén cia gbc asparagin duoc lién két véi
polysacarit qua lién két B-glycosylamit. Theo phuong 4n khac, polysacarit 14
polysacarit ¢4 hai nhanh. Theo phuong an khac, polysacarit 1a glycoform tu
nhién & dong vat cd vu.

Theo phuong 4n khéc, polypeptit 1ién két ¢ ai luc dbi véi thu thé Fey thap
hon so véi lién két polypeptit c6 mién Fc tu nhién. Theo mot phuong 4n, thu
thé Fey 1a FeyRI va/hoic FeyRIIIa. Theo phuong an khéc, polypeptit lién két
c6 4i luc dbi véi thu thé FcRn tuong tu nhu polypeptit lién két c6 mién Fe tu
nhién.

Theo phuong an khac, polysacarit gdbm nhém andehyt phan tng. Theo
phuong an khéc, polysacarit gbm gbc sacarit bi oxy héa bao gébm nhém
andehyt phan mg. Theo phuong an khac, gbc sacarit bi oxy héa 1a axit sialic
hodc galactoze & vi tri cudi.

Theo phuong an khéc, polysacarit dugc lién két v4i nhém chire phan tng
lai kich thich. Theo phuong an khéac, nhom chirc phan mg lai kich thich la
chét gy doc té bao. Theo phuong 4n khac, chat gy doc té bao duoc lua chon
tlr nhom cac chat gdy doc té bao duoc liét ké trong Bang 1. Theo phuong 4n
khic, nhom chirc phan ng lai kich thich Ia tdc nhan phat hién. Theo phuong
4n khéc, nhém chitc phan ung lai kich thich dugc lién két qua lién két oxim
hodc hydrazon véi gbc sacarit ctia polysacarit. Theo phuong 4n khéc, gbe
sacarit 13 axit sialic hodc gbc galactoze & vi tri cudi ctia polysacarit. Theo
phuong an khéc, nhém chirc phan tmg lai kich thich gém méi lién két nhay
pH, mdi lién két disulfua, méi lién két nhay enzym hodic nhém chuc lién két
khéc c6 thé tach ra dugc. Theo phuong 4n khic, nhom chirc phan tmg lai kich
thich gdm nhém chuc lién két duoc chon tir nhém cac nhém chirc lién két
dugc mo ta trong Bang 2 hodc 14. Puge boc 16 thém la polypeptit lién két 1a

khang thé hodc immunoadhesin (bdm dinh mién dich).
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Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét polypeptit lién két dugc phan lap
bao gdm mién Fe, trong dé mién Fc bao gém: gbc asparagin tu do tai vi tri
axit amin 298, theo cach danh s6 cua EU; va géc serin hodc threonin tur do &
vi tri axit amin 300, theo cach danh 36 cua EU.

Theo khia canh khéac, sang ché dé xuét polypeptit lién két duoc phan lap
bao gébm mién Fc, trong d6 mién Fc bao gdm: gdc asparagin bi bién d6i & vi
tri axit amin 298, theo cach danh s6 ctia EU; va géc serin hoac threonin tuy do
& vi tri axit amin 300, theo cach danh s6 cta EU.

Theo phuong 4n khac, nhém chuc phan Ung lai kich thich dugc lién két
qua chudi bén cla céc gbc asparagin bi bién dbi véi gbc sacarit cia
polysacarit. Theo mft phuong an, sacarit 13 axit sialic hoéc gbc galactoze & vi
tri cudi cua polysacarit. Theo mot phuong an, nhom chitc phan tmg lai kich
thich duge lién két qua lién két oxim hodc hydrazon véi gbc sacarit cla
polysacarit. Theo mot phuong 4n, sacarit la mdt axit sialic hodc gbc galactoze
& vi tri cudi cua polysacarit. Theo phuong 4n khéc, gdc asparagin bi bién dbi
duoc lién két v6i nhom chie phéan tmg lai kich thich cta thudc dé tao thanh
lién hop thude khang thé (ADC).

Theo khia canh khac, dugc pham chira polypeptit lién két theo diém bét ky
trong sb cac diém néu trén va chit mang hoic ta duoc duge dung.

Theo khia canh khéc, séng ché dé xuét phuong phap diéu tri trong d6 bao
gbm viéc ding mdt lugng c6 hiéu qua duge phdm theo sang ché cho bénh
nhan. |

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét polynucleotit dugc phan 1ap
ma hoa polypeptit lién két theo sang ché. Theo khia canh khac, séng ché dé
xuét vecto biéu hién gdm polynucleotit hogc té bao cha gdm polynucleotit
hoac vecto biéu hién.

Theo khia canh khéc nita, sang ché dé xuét phuong phap tao ra polypeptit

lién két bao gdm biéu hién polynucleotit hogc vecto biéu hién trong té bao.
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MO ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1 1a so d6 minh hoa ctia qu4 trinh tdng hop lién hop thudc khéng
thé trong d6 nhém chirc doc t§ duoc lién két voi gde axit sialic bi oxy héa clia
polysacarit khang thé bang cach sir dung lién két oxim.

Hinh 2 13 gel mau xanh Coomassi cho thdy sy biéu hién va thanh loc
céc dot bién glycosyl hoa.

Hinh 3 md ta cac két qua clia cdc thtr nghiém cdng hudng plasmon bé
mit duoc sir dung dé dénh gi lién két cua céc dot bién khang thé afTCR
HEBE1 IgG vé6i FeyRIlla tai to hop & ngudi (V158 & F158).

Hinh 4 md ta cac két qua cta cac thir nghiém cong hudng plasmon bé
mit duge st dung dé dénh gid lién két cua céc dot bién khang thé aBTCR
HEBEI1 IgG véi FeyRI tai t6 hop & ngudi.

Hinh 5 m6 ta dic trung giai phong cykotin tr PBMCs d6i voi TNFa,
GM-CSF, IFNy va IL10 véi sy ¢6 mit cta céc khang thé dot bién khang-
oBTCR (ngy 2).

Hinh 6 mo ta dic trung giai phong cykotin tir PBMCs d6i véi IL6, IL4
va IL2 véi su ¢6 mit cia cac khang thé dot bién khang-ofTCR (ngay 2).

Hinh 7 mo ta dac trung giai phong tir PBMCs d6i v6i TNFa, GM-CSF,
[FNy va IL10 v6i sy ¢6 mit cta céc khang thé dot bién khang-apTCR (ngay |
4).

Hinh 8 mo ta dic trung giai phong th PBMCs dbi véi IL6, IL4 va IL2
véi su ¢6 mat cua cac khang thé dot bién khang-afTCR (ngdy 4).

Hinh 9 mé ta cac két qua cta céc thir nghiém nghién ciu mirc d6 bicu
hién cta cac dot bién 2C3 bang Western blotting va cong huong plasmon bé
mat.

Hinh 10 md ta cac két qua cta cac thir nghiém nghién ctru glycosyl hoa
clia cac dot bién 2C3 trude va sau khi diéu tri PNGase F.

Hinh 11 md ta cac két qua cia cac thir nghiém SDS-PAGE nghién ctru

céac vi tri glycosyl hoa trén cac dot bién 2C3 duoc phan lap tir nudi cly té bao.
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Hinh 12 md ta cac két qua cua cac thir nghiém cong hudng plasmon bé
mit duoc sir dung dé danh gia lién két khang-CD52 bi bién ddi v6i FeyRIlla
tai tb hop & ngudi (V158). Khang-CD52 bao gém cac dot bién S298N/Y300S
& mién Fc d3 duoc sit dung dé danh gia chiic ning phan tng lai kich thich cua
phén tir bi bién ddi lién két voi CD52 peptit (A), lién két véi FeyRIlla (V158,
B), va dbi ching lién két véi FcRn & chudt (C). |

Hinh 13 md ta cac két qua cua cac thir nghiém cong hudng plasmon bé
mit nghién ctru cac dic tinh lién két Fc cta cac dot bién 2C3.

Hinh 14 md ta cac két qua cia cac thir nghiém cdng hudng plasmon bé
mit nghién ctru lién két ciia khang-CD52 bi bién dbi véi ca FeyRlIlla (Vall58)
(nhu trén) va FcyRlIlla (Phel58). Cac khang thé khang-CD52 bao gdm céc
dot bién S298N/Y300S & mién Fc di duogc sir dung dé danh gia chic ning
phan tmg lai kich thich ctia phan tir bj bién doi lién két véi FeyRIlla (VallS8,
Hinh 14A) va FcyRIlla (Phe58, Hinh 14B).

Hinh 15 mé t& phan tich cua lién két Clq trong dot bién S298N/Y300S
va dbéi chimg WT 2C3 (A) va cac két qua clia phan tich Eliza xac nhan 16p
phu tuong duong clia cac giéng.

Hinh 16 md ta cac két qua cua cac thir nghiém cong hudng plasmon do
cac dong hoc lién két clia cac dot bién 2C3 véi CD-52 peptit 741.

Hinh 17 md ta céc két qua ctia cac thir nghiém cdng hudng plasmon so
sénh i luc lién két khang nguyén cia WT khang-CD-52 2C3 va dot bién
A114N hyperglycosyl hoa.

Hinh 18 md ta cac két qua cua cac thir nghiém dang dién tap trung va
xé4c dinh dic tinh dién tich khéi phd dé x4c dinh ham lugng polysacarit cia
cac dot bién 2C3.

Hinh 19 md ta cac két qua cla cac thir nghiém co dic (Octet) va cdng
huéng plamon so sanh ai luc lién két khéang nguyén cia WT khang-CD-52

2C3 va céc dot bién.
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Hinh 20 md ta cac két qua cta céc thir nghiém SDS-PAGE dé xac dinh
ham luong polysacarit cua dot bién A114N khang-TME1.

Hinh 21 md ta cc két qua cia SDS-PAGE va phan tich sic ky tuong
tac ky nudc cuia dot bién A114N khéng-HER2.

Hinh 22 md ta cac két qua cia céc thir nghiém SDS-PAGE dé chimg
minh sy lién hop cua PEG véi dot bién A114N 2C3 thong qua lién két
aminooxy.

Hinh 23 mé ta céc két qua cta cac thir nghiém LC-MS dé x4c dinh cac
ham lugng polysacarit cua dot bién khang-TEM1 A114N hyperglycosyl héa.

Hinh 24 md ta cac két qua cia céac thir nghiém LC-MS dé xac dinh cac
ham lugng polysacarit cua khang thé HER2 dang ty nhién va dot bién A114N
khang-HER2 hyperglycosyl hoa.

Hinh 25 mo t& phuong phap dién hinh dé thuc hién su lién hop vi trf cu
thé ctia khang thé theo cac phwong phap cua sang ché.

Hinh 26 m6 ta sy tong hop cac nhém chirc phan tmg lai kich thich dién
hinh cua sang ché: aminooxy-Cys-MC-VC-PABC-MMAE va aminooxy-Cys-
MC-VC-PABC-PEG8-Doll0.

Hinh 27 md ta thong tin xac dinh déc tinh d6i v6i khang thé HER2
duogc sialyl hoa.

Hinh 28 mo ta thong tin xac dinh déc tinh cta khang thé khang-HER 2
dugc sialyl hoa bi oxy hoa.

Hinh 29 md ta cac sic ky tuong tac ky nuédc clia cic lién hop glyco
duoc didu ché véi ba khang thé duoc sialyl héa khac nhau véi hai nhém
aminooxy khac nhau.

Hinh 30 cho thdy séc ky HIC cua dot bién khang-Her2 A114 glycosyl
héa lién hop véi AO-MMAE duoc didu ché béng cach st dung hod hoc
GAM(+).

Hinh 31 mé t4 su so sanh vé hiéu lyc in vitro ctia lién hop glyco khang-

HER2 va lién hop thiol.
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Hinh 32 mo ta su so sanh vé hiéu luc in vitro cia lién hop glyco khang
FAP B11 va lién hgp thiol.

Hinh 33 md ta sy so sanh hiéu lyc in vivo cua cac lién hgp glyco
khang-HER?2 va cac lién hop thiol & mAu ghép ngoai lai té bao khéi u HER2+.

Hinh 34 m6 ta cac két qua cua cac thir nghiém LC-MS dé x4c dinh ham
luong polysacarit cua khang thé dot bién khang-afTCR c6 chira dot bién
S298N/Y3008.

Hinh 35 md ta cac két qua cla cac thir nghiém ludng sdc tudn hoan dé
x4c dinh su 6n dinh nhiét twong déi cua khang thé khang-opTCR dang tu
nhién va khéng thé dot bién khang-ofTCR chira dot bién S298N/Y300S.

Hinh 36 mo ta cic két qua cua thir nghiém ting sinh té bao d6i véi
ADC dugc diéu ché véi khang thé khang-HER mang dot bién A114N
hyperglycosyl hoa va AO-MMAE.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xut cac polypeptit lién két (vi du, cac khang thé), va céc
lién hop thude ctia chiing, bao gbém mién Fe, trong d6 mién Fc bao gom: gdc
asparagin & vi tri axit amin 298, theo cach danh s6 ctia EU; va gde serin hodc
threonin & vi tri axit amin 300, theo cach danh sb cua EU. Sang ché ciing dé
xuit cac axit nucleic ma héa cac polypeptit lién két khang nguyén, cac vecto
bidu hién tai td hop va céc té bao chu dé tao ra cac polypeptit lién két khang
nguyén nhu vdy. Sang ché ciing dé xuét cac phuong phap st dung cic
polypeptit lién két khang nguyén theo sang ché dé diéu tri bénh.
I. Binh nghia

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit " polypeptit lién két" s& dé cap dén
polypeptit (vi du, khang thd) ¢6 chira it nhat mot vi tri lién két chiu trach
nhiém veé lién két c6 chon loc véi khang nguyén muc tiéu dugc quan tam (vi
du nhu khang nguyén & nguoi). Céc vi tri lién két dién hinh bao gdm mién

bién dbi ctia khang thé, vi trf lién két phéi tir ctia thy thé, hodc vi tri lién két
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thu thé ctiia mot phéi tir. Theo mot s6 khia canh nhét dinh, cac polypeptit lién
két theo séng ché bao gém nhiéu (vi dy, hai, ba, bbn, hodc nhiéu hon) cac vi
trf lién két.

Nhu duoce st dung & day, thudt ngit "gdc tu nhién" s& dé cap dén gdc
axit amin xuAt hién tu nhién & vi tri axit amin cu thé ctia polypeptit lién két (vi
du, khang thé hodc doan khang thé) va gdc axit amin nay khong bi sta doi,
dua vao, hay bién doi do tac dong cua con nguoi. Nhu dugce st dung & day,
thuat nglt "polypeptit lién két bi bién dbi" bao gdm cac polypeptit lién két (vi
du, khang thé hoic doan khang thé) bao gdm it nhat mét gdc axit amin dot
bién phi ty nhién.

Thuat nglt "lién két dac hiéu" nhu dugc st dung trong tai liu nay, de
cap dén kha ning cta khang thé hogic doan khéang thé lién két khang nguyén
dé lién két v6i khang nguyén voi hing s6 phan ly (Kd) 1én nhét khoang 1 x
10°M, 1x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M, 1 x 10" M, 1 x 101" M, 1 x 1072
M, hodc thap hon, va/hodc dé lién két v6i khang nguyén véi i luc 16n hon it
nhét hai 14n 4i lyc ctia n6 d6i v6i mot khang nguyén khong dac hiéu.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit "khang thé" d& cap dén cac nhém
(vi dy, cac phén tu khang thé con nguyén ven, cic doan khang thé, hoic cac
bién thé cta né) c6 hoat tinh phan tmg mién dich dic higu dang ké dugc biét
dén ddi vé6i khang nguyén dugc quan tAm (vi du nhu khang nguyén co lién
quan dén khdi u). Cac khang thé va céc globulin mién dich bao gdm céc chudi
nhe va ndng, c6 hoac khong cé lién két cong hoa tri lién chudi gifta chung.
Céc clu trac globulin mién dich co ban & dong vét c6 xuong sdng duoc hiéu
tuong doi rd.

Nhu s& duoc thao luan chi tiét hon duéi dy, thuat ngit chung "khang
thé" bao gdm-ndm loai khéng thé riéng biét c6 thé dugc phan biét theo sinh
héa. T4t ca niam loai khang thé r6 rang 13 trong pham vi clia séng ché, viéc
thao luin sau day néi chung s€ huong dén loai IgG cua cac phan tir globulin

midn dich. Déi véi IeG, globulin mién dich gdm hai chudi nhe twong dong c6

-10-
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trong luong phan tir khoang 23000 Dalton, va hai chudi ning tuong dong co
trong luong phan tu ndm trong khoang tr 53000 dén 70000 Dalton. Bén
chudi ndy duoc ndi két_ bang lién két disulfua theo hinh dang "Y" trong d6 cac
chudi nhe néi két véi cac chudi ning bét ddu tir miéng ciia "Y" va tiép tuc qua
ving bién doi.

Céac chudi nhe cua globulin mién dich dugc phan loai hodc 1a kappa
hodc 13 lambda (x, ). M&i 1p chudi ning c6 thé dugc lién két véi hodc 1a
chudi nhe kappa hodc chudi nhe lambda. N6i chung, cac chudi nhe va ning
duoc lién két cdng hoa tri véi nhau, va >céc phﬁn "duo6i" cla hai chudi ning
duoc lién két véi nhau béng cac lién két cong hoa tri disulfua hodc cac lién
két khong cdng hoa tri khi cac globulin mién dich duoc tao ra hoic béng cac
té bao lai, cac té bao B, hodc bang céc té bao chu bién d6i gen. Trong chudi
nang, cac trinh ty axit amin chay tu diu N & cac diém két thuc & ngd ba cla
hinh dang Y dén diém cudi C & cudi mdi chudi. Chuyén gia trong linh vuc k¥
thuat nay s€ danh gia cao ring cac chudi ning dugc phan loai 14 gamma, mu,
alpha, delta, hodc epsilon; (y, W, a, 8, €) vo1 mot s6 phan 16p trong ching (vi
du, y1-y4). Ban chét cia chudi nay 1a x4c dinh "16p" cta cac khang thé tuong
tmg 12 IgG, IgM, IgA IgG, hodc IgE. Céc phéan 16p khang thé globulin mién
dich (vi du, IgGl, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgAl, v.v.) dugc mo ta 16 va duge biét
dén 1a dé mang lai sy chuyén mon hoa chirc nang. Cac phién ban stra d6i cua
mdi trong s6 cac 16p va céc khang thé nay 1a d& dang nhén thdy duoc dbi véi
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét vi ly do cong bb ngay lap tic va, vi vay,
nam trong pham vi cua sang ché.

Ca chudi niang va nhe duoc chia thanh cac ving tuong dong vé ciu tric
va chic nang. Thuat nglt "vung" dé cap dén mot phan hodc mot doan cuia
chudi globulin mién dich hozc chudi khéng thé va bao gdbm ving khéng doi
hodc cac vung bién d6i, cling nhu cac phﬁn hodc cac doan roi rac hon cua céc

vung néu trén. Vi dy, cac vung bién doi cua chudi nhe bao gdm "cac ving xac
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dinh bd sung" hay "CDRs" xen ké& giita "cac vung khung" hay "FRs", nhu
duoc dinh nghia & day.

Céc vung cua chudi nang hodc nhe cua globulin mién dich c6 thé duoge
dinh nghia 13 ving "khéong d6i" (C) hodc cac ving "bién dbi" (V), dua trén su
thiéu hut tuong ddi ctia bién ddi trinh tu trong cdc ving cua céac thanh vién
16p khac nhau trong truong hop cia "viung khong d6i", hodc sy bién ddi déng
ké trong cac ving ctia cdc thanh vién 16p khac nhau trong truong hop cua
"cac ving bién d6i". Cac thuat ngit "ving khong d6i" va "ving bién d6i" ciing
6 thé duogc st dung theo chirc ning. V& van dé nay, no s& duoc dénh gia cao
rdng céc ving bién d6i ctia globulin mién dich hodc khéng thé xac dinh viéc
nhan dién khing nguyén va tinh dédc hiéu. Nguoc le_ii, c4c ving khong doi cua
globulin mién dich hodc khang thé mang lai cac chirc ning phan tng lai kich
thich quan trong nhu su bai tiét, tinh luu dong qua nhau thai, lién két thy thé
Fc, lién két bd sung, va tuong tw. Cac chu trac tiéu don vi va cac cdu hinh ba
chidu cua céc ving khong dbi ctia cac 16p globulin mién dich khac nhau dugc
biét dén rong rai.

Cac vung khong ddi va bién ddi ctia cac chudi ning va nhe cta globulin
mién dich duoc xép vao cac mién. Thuat ngit "mién" ding dé chi ving hinh
cau ctia chudi ning hodc nhe bao gdm cac vong peptit (vi du, bao gbm 3 dén
4 vong peptit) duoc on dinh, vi du, bang tAm P-pleated va/hodc lién két
disulfua trong' chudi. Cac mién ving khong dbi trén chudi nhe cia globulin
mién dich dugc goi thay thé cho nhau 12 "c4c mién ving khong doi ctia chudi
nhe", "cac vung CL" hodc "cac mién CL". Céc mién khong dbi trén chudi
nang (vi du nhu céac mién béan 18, CH1, CH2 hoic CH3) dugc goi thay thé cho
nhau 13 "cac mién viing khong ddi ctia chudi ning", cac mién ving "CH" hodc
“c4c mién CH”. Cac mién bién d6i trén chudi nhe duoc goi thay thé cho nhau
13 "cAc mién ving bién doi ctia chudi nhe", cac mién ving “VL” hodc “cac

mién VL”. Cac mién bién doi trén chuoi ning dugc goi thay thé cho nhau la
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"c4c mién ving bién dbi cia chudi ning", cac mién ving “VH” hoidc "céc
mién VH".

Theo quy wdc danh s cta cac mién ving khong dbi, bién ddi tang khi
ching tré nén xa hon tur vi tri lién két khang nguyén hoidc két thic amin cta
globulin mién dich hodc khang thé. N- két thuc cia mdi chudi globulin mién
dich nang va nhe 1a ving bién dbi va taiC- két thic 1a ving khoéng doi; cac
mién CH3 va CL trén thuc té bao gom két thiic cacboxyl ctia chudi ning va
nhe, tuong Ung. Theo do, cac mién cta chudi nhe globulin mién dich dugc
sap xép theo huéng VL-CL, trong khi cac mién cua chudi ning duoc sip xép
theo huéng VH-CH1-ban 16-CH2-CH3.

Céc vi tri axit amin trong vung khong d6i chudi ning, bao gébm ca vi tri
axit amin trong cac mién CH1, ban 18, CH2, CH3, va CL, ¢6 thé duoc danh sb
theo hé théng danh s6 theo chi s6 Kabat (xem tai liéu Kabat et al, doan
"Sequences of Proteins of Immunological Interest", U.S. Dept. Health and
Human Services, 4n ban thit 5, 1991). Ngoai ra, vi tri axit amin khang thé ¢6
thé duoc danh sb theo hé théng dénh sb theo chi s EU (xem tai liéu Kabat et
al, cung doan do).

Nhu dugce st dung & day, thuat ngtr "mién VH" bao gém mién bién doi
két thuc amin ctia chudi ning globulin mién dich, va thuat ngft "mién VL"
bao gdm mién bién d6i két thiic amin ctia chudi nhe globulin mién dich.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngir "mién CH1" bao gdm mién ving
khong ddi (hdu hét két thiic amin) thir nhét ctia chudi ning globulin mién dich
kéo dai, vi duy, tir cac vi tri khoang 114 dén 223 trong hé théng d4nh sb Kabat
(cac vi tri tir 118 dén 215 trong hé thdng danh sé EU). Mién CHI tiép giap
v6i midn VH va két thuc amin tiép gidp v6i ving ban 18 clia phan tir chudi
ning globulin mién dich, va khong tao thanh mdt phan ctia mién Fe cta chudi
ning globulin mién dich.

Nhu dugc stir dung & day, thuat nglr "vung ban 18" bao gdm mot phan

ctia phan tir chudi ning ghép mién CHI véi mién CH2. Ving ban 18 nay bao
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gém khoang 25 gdc va rat linh hoat, vi thé cho phép hai ving lién két khang
nguyén N- cudi di chuyén mot cach doc 1ap. Cac vung ban 1& ¢6 thé dugc chia
thanh ba mién khéc nhau: cc mién trén, gifta, va ban 1& & dudi (Roux et al. J.
Immunol. 1998, 161: 4083).

Nhu duge st dung ¢ day, thuat ngh "mién CH2" bao gdm mot phan ciia
phéan tir globulin mién dich chudi ning kéo dai, vi du, tir cac vi tri khoang 244
dén 360 trong hé théng danh s6 Kabat (cac vi tri 231 dén 340 trong hé théng
danh sd EU). Mién CH2 ddc ddo & chd nd khong két ndi chat ché véi mién
khéc. Thay vao d6, hai chudi cacbohydrat phan nhénh lién két & nguyén tir N
duoc dat gitta hai mién CH2 cta phan tt IgG gbc con nguyén ven. Polypeptit
lién két theo sang ché bao gdm mién CH2 ¢6 ngudn gde tir phan tir IgG1 (vi
du nhu phan ti IgG1 & nguoi).

Nhu duoc str dung ¢ day, thuat ngl "mién CH3" bao gdm mot phén ciia
phan tir globulin mién dich chudi ning kéo dai khoang 110 gbc tir N- két thiic
ctia mién CH2, vi dy, tir khoéng cac vi tri 361 dén 476 cta hé théng danh sd
Kabat (cac vi tri 341 dén 445 cta hé thdng danh sé EU). Mién CH3 thuong
tao thanh mot phan diém cudi C cua khang thé. Tuy nhién, & mot s6 globulin
mién dich, cac mién bd sung co thé kéo dai tir mién CH3 dé tao thanh mot
phan diém cudi C cta phan tir (vi du nhu mién CH4 trong chudi p cia IgM va
chubi e cua IgE). Polypeptit lién két theo sang ché bao gém mién CH3 cé
ngudn gdc tir phan tir [gG1 (vi dy nhu phan tir IgG1 & nguoi).

Nhu duge sir dung & day, thuat ngir "mién CL" bao gdm mién ving
khong ddi ctia chudi nhe globulin mién dich kéo dai, vi du nhu tir khoang vi
tri 107A-216 ctia hé théng danh s6 Kabat. Mién CL tiép giap v6i mién VL.
Theo mot phuong an, polypeptit lién két theo sang ché bao gém mién CL bét
ngudn tr chudi nhe kappa (vi dy, chudi nhe kappa & nguoi).

Nhu dugce sir dung & day, thuat nglr "mién Fc¢" dugce dinh nghia 1a mdt
phan cta ving khong dbi chudi ning bit ddu & ving ban 18 ngay phia trén cta

vi tri phéan tach papain (tic 1a gbc 216 trong IgG, liy gbc dau tién cia ving
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khong ddi chudi ning 1a 114) va két thic tai C- két thic clia khang thé. Do
d6, mién Fc hoan chinh bao gé)m it nhat mién ban 1&, mién CH2, va mién
CHS.

Nhu duoc st dung ¢ day, thudt nglt "Fe tu nhién" d& cap dén phan tir
gdm trinh ty clia doan khong lién két khang nguyén do sy tiéu héa ctia khéng
thé hodc dugc tao ra bang cac phuong phap khéc, du & dang don thé hoic da
thé, va ¢6 thé chira ving ban 18. Nguén gbc cta globulin mién dich ban dau
ctia Fe tu nhién t&t hon 13 c6 ngudn gbc & ngudi va co thé 1a bat ky globulin
mién dich ndo, mic du IgG1 va IgG2 duge uu tién. Cac phéan tir Fe tu nhién
duogc tao thanh tir cac polypeptit don thé c6 thé dugc lién két thanh cac dang
nhi thé hozc da thé bang lién két cong hoéa tri (tic 13, cac lién két disulfua) va
khong cong hoa tri. S6 luong céc lién két disulfua lién phan tir gitta céc tiéu
don vi don thé clia cac phéan t Fc tu nhién ndm trong khoang tir 1 dén 4 tuy
thudc vao 16p (vi du, IgG, IgA, va IgE) hodc phan 16p (vi du, IgG1, IgG2,
12G3, IgAl, va IgGA2). Mot vi du vé Fe tu nhién 13 mot nhi thé duoc lién ket
disulfua do su tiéu hoa papain cia IgG. Thuat ngtt "Fc ty nhién" nhu dugc st
dung & day la chung cho cac dang don thé, nhi thé, va da thé.

Thuét ngft "bién thé Fc" nhu dugc st dung & day dé cap dén phan tir
hodc trinh duogc bién déi tir Fe tu nhién nhung van bao gdm vi tri lién két véi
thu thé salvage, FcRn (thu thé Fc méi sinh). Céc bién thé Fc dién hinh, va su
twong tac cia chung voéi thu thé salvage, duogc biét dén trong linh vuc k¥
thuat. Nhu vay, thuat ngit "bién thé Fc" 6 thé bao gém phén tir hodc trinh tu
duoc nhan ban tir Fc tu nhién khéng phai & nguodi. Hon nita, Fc ty nhién bao
gdm cac ving c6 thé duge loai bd vi ching mang lai céc ddc tinh cau tric
hodc hoat tinh sinh hoc ma khong can thiét cho céc polypeptit lién két gidng
khang thé theo sang ché. Nhu viy, thuat ngit "bién thé Fc" bao gém phan tir
hodc trinh tu thiéu mot hodc nhiéu vi trf Fc tu nhién hoic géc, hodc trong dé
mot hoac nhiéu vi tri Fc hodc géc da duoc bién ddi, ma c6 anh hudng hodc co

lién quan dén: (1) su tao thanh lién két disulfua, (2) su khdng twong thich véi

-15-



39041

té bao chu duge lua chon, (3) su khong dong nhat diém cudiN khi biéu hién
trong té bao chu dugc lua chon, (4) su glycosyl héa, (5) su tuong tac véi phén
bd sung, (6) lién két véi thu thé Fc khac ngoai thu thé salvage, hoic (7) doc
tinh té bao phu thudc khang thé (ADCC).

Thuét ngfr "mién Fc¢" nhu duge sir dung & day bao gbém Fc tu nhién va
cac bién thé Fc va céc trinh tu nhu duoc dinh nghia & trén. Nhu véi céac bién
thé Fc va cac phan tir Fc tu nhién, thuat ngit "mién Fc" bao gdm cac phan tir &
dang don thé hodc da thé, du dugc tiéu héa tir toan b khang thé hay duoc tao
ra bang cac phuong phép khac.

Nhu di-néu & trén, cic ving bién doi ctia khang thé cho phép né nhan
biét c6 chon loc va lién két dac hiéu céc epitop trén cac khang nguyén. D6 13,
mién VL va mién VH cta khang thé két hop dé tao thanh ving bién dbi (Fv)
xé4c dinh vi trf lién két khang nguyén ba chiéu. Cau trac khéng thé bac bon
nay tao thanh vi trf lién két khang nguyén c6 mit & phan cubi mdi nhanh cia
Y. Cu thé hon, vi trf lién két khdng nguyén dugc xac dinh béi ba ving xac
dinh bd sung (CDR) trén mdi ving bién d6i chudi ning va nhe. Nhu dugc st
dung ¢ day, thudt nglt "vi tri lién két khang nguyén" bao gém vi tri ma lién
két dic hiéu (phan tng mién dich véi) khang nguyén (vi du, bé mat té bao
hodc khang nguyén co thé hoa tan). Vi tri lién két khang nguyén bao gdm
ving bién déi chudi niang va chudi nhe globulin mién dich va vi trf lién két
duoc tao thanh bdi cac vung bién ddi nay xéac dinh tinh dic hiéu cua khang
thé. Vi tri lién két khang nguyén duoc tao thanh béi cac ving bién ddi ma
thay ddi tir khang thé sang khang thé khac. Cac khang thé duoc thay dbi theo
sang ché bao gom it nhat mot vi tri lién két khang nguyén.

Theo cac phuong an nhit dinh, cac polypeptit lién két theo sang ché
bao gdm it nhét hai mién lién két khang nguyén mang lai sy lién két két hop
cua polypeptit lién két v6i khang nguyén dugc lya chon. Cac mién lién két
khang nguyén khong can phai c6 ngudn gbe tir cing mot phan tir globulin

mién dich. Vé van dé nay, ving bién doi c6 thé hodc cé nguon goc tu loai
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dong vat bat ky ma c6 thé duoc gy ra dé gin két phan tng mién dich dich thé
va tao ra cic globulin mién dich chéng lai khdng nguyén mong mudbn. Nhu
véy, ving bién dbi ciia polypeptit lién két c6 thé 14, vi dy, c6 ngudn gbc tir
dong vat ¢ vu vi dy, co thé 1a & nguoi, thudc ho chudt, chudt, dé, ctru, linh
trudng khong phai nguoi (nhu khi cynomolgus, khi macaques, v.v.), cho séi,
hodc ho lac da (vi du, tir lac da, lac da khong budu va céc loai c6 lién quan).

O céc khang thé xuat hién tu nhién, sau CDR c6 mit trén mdi khang
thé don thé 13 céc trinh tu ngin, khong tiép giap clia céc axit amin dugc dinh
vi cu thé dé tao thanh vi trf lién két khang nguyén khi cac khang thé gia dinh
hinh dang ba chiéu cua né trong mdi trudong nude. Phan con lai clia cic mién
bién ddi ning va nhe cho thiy sy bién dbi lién phan tir it hon trong trinh tu
axit amin va duoc goi la cac vung khung. Cac vung khung phan 16n chip
nhan céu trac tAm B- va cac CDR tao thanh céc vong két ndi, va trong mot s6
truong hop tao thanh mét phan cua cdu tric tm B-. Vi thé, cac ving khung
nay déng vai tro dé tao thanh gia d& mang lai sy dinh vi sdu CDR ding huéng
bang cac twong tac lién chudi, khong cdng hoa tri. Mién lién két khang
nguyén dugc tao thanh bdi cac CDR dugc dinh vi x4c dinh sy bo sung bé mit
dbi véi epitop trén khang nguyén phan tng mién dich. Bé mit bd sung nay
thuc ddy lién két khong cong hoa tri ctia khang thé véi epitop khang nguyén
phan tmg mién dich.

Céc polypeptit lién két dién hinh theo sang ché bao gdm cac bién thé
khang thé. Nhu dugc str dung & day, thuét ngfr "bién thé khang thé" bao gom
cac dang téng hop va duge thiét ké cua cac khang thé duoc bién doi nhu vay
dé ching khéng xuét hién tu nhién, vi du nhu, cic khang thé bao gom it nhét
hai phan chudi ning nhung khong phai 1a hai chudi ning hoan chinh (ching
han nhu, cac khang thé hoic cac doan khang thé da xo4 bo mién); cac dang da
dic hidu ctia cac khang thé (vi du, dic hiéu hai, dic hidu ba) dugc bién doi dé
lién két véi hai hodc nhidu khang nguyén khac nhau hodc véi cac epitop khac

nhau trén mot khang nguyén); cac phan tir chuoi néng lién két véi cac phan tur
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scFv va tuong tu. Ngoai ra, thuat nglr "bién thé khang thé" bao gém céc dang
da hoa tri cia cac khang thé (vi du nhu, héa tri ba, hoa tri bdn, v.v, cac khang
thé lién két v6i ba, bon hodc nhiéu ban sao ctia cing mot khang nguyén.)

Nhu duge st dung & day thuat ngir "hoa tri" dé cap dén sd luong cac vi
trf lién két ml_.m tidu tiém ning trong polypeptit. M&i vi tr lién két muc tiéu
lién két ddc hiéu véi mot phan ti muc tiéu hodc vi tri ddc hi€u trén phan tu
muc tiéu. Khi polypeptit bao gdm nhiéu hon mét vi tri lién két muc tiéu, mdi
vi tri lién két muyc tiéu c6 thé lién két dic hiu véi cac phéan tir gidng nhau
hodc khac nhau (vi dy, c6 thé lién két v6i cac phdi tir khac nhau hodc cac
khang nguyén khac nhau, hodc cac epitop khac nhau trén cung mot khang
nguyén). Tot hon 13, cac polypeptit lién két muc tiéu c6 it nhat mot vi tri lién
két dac hiéu d6i v6i mot phan tir khang nguyén & nguoi.

Thuét ngit "dic hiéu" dé cip dén kha ning lién két dic higu (vi du,
phan Ung mién dich v6i) khang nguyén muc tiéu xac dinh (vi dy, khang
nguyén muc tiéu ¢ nguoi). Polypeptit lién két c6 thé 1a dic hiéu mét va chira
mot hodc nhiéu vi trf lién két ma lién két dic hidu muc tiéu hodc polypeptit co
thé 13 da dic hiéu va chira hai hogc nhiéu vi trf lién két ma lién két ddc hidu
c4c muc tiéu gidng nhau hodc khac nhau. Theo cdc phuong 4n nhét dinh,
polypeptit lién két theo sang ché 1a dic hi¢u dbi véi hai phan khac nhau (vi
du, khong trung 1ap) ctia cung mot muc ti€éu. Theo cac phuong an nhét dinh,
polypeptit lién két theo sang ché 1 dic higu ddi véi nhiéu hon moét muyc tidu.
Céc polypeptit lién két dién hinh (vi du, cac khang thé) bao gom cac vi tri lién
két khang nguyén lién két véi cac khang nguyén biéu hién trén cac té bao
khdi u duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat va mot hoac nhiéu CDR tir cac
khéng thé nhu vay co thé dugc bao gdm trong khang thé theo sang ché.

Thuat ngit "nhém chirc lién két" bao gbm cac nhom chirc ¢6 kha ning
lién két nhom’ chue phéan ung lai kich thich véi cac polypeptit lién két duoc
boc 16 & day. Nhom chire lién két nay 6 thé duoc lya chon 12 nhém chirc c6

thé tach ra duoc (vi dy, cac enzym c6 thé tach ra duoc hodc nhay véi pH)
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hodc khong tach ra duoc. Cac nhém chirc lién két dién hinh dugc néu trong
Bang 2 dudi day.

Nhu duogc st dung & day, thuat nglt "nhém chuc phan Ung lai kich
thich" bao gdm cac tac nhan chin doan va diéu tri (nhu céc protein, cic axit
nucleic, cac lipit, caic nhom chuc thudc, va cac doan cla ching) véi hoat tinh
sinh hoc hodc chiic ning khac. Vi du, polypeptit lién két bién d6i bao gom
nhém chtre phan ung lai kich thich lién hop véi polypeptit lién két c6 it nhét
mot chirc ning hodc dic tinh bd sung so véi cac khang thé khong duoc lién
hop. Vi du, su lién hop ciia thude giy doc té bao (vi du, mét nhém chirc phan
ting lai kich thich) véi polypeptit lién két din dén su tao thanh polypeptit lién
két v6i doc tinh t& bao cua thude 13 chirc ning thir hai (tic 14 thém vao lién
két khang nguyén). Trong mot vi du khac, sy lién hop ctia polypeptit lién két
thr hai véi polypeptit lién két c6 thé mang lai cac dic tinh lién két bd sung.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, & d6 nhém chtic phan ung lai kich thich 1a
protein hodc axit nucleic didu tri hodc chin doan dugec m3 hoa gen, nhém
chirc phan tng lai kich thich nay c¢6 thé dugc tong hop hodc biéu hién hoic
bang phuong phap tong hop peptit hodc bang phuong phap ADN téi t6 hop
duoc biét dén rong rai trong linh vuc k¥ thuat. Theo mot khia canh khac, & do
phan Ung lai kich thich 1a peptit khong dugc ma hoéd gen, hodc nhom chic
thudc, nhém chire phan Ung lai kich thich c6 thé duoc téng hop nhan tao hodc
tinh ché tir ngudn tu nhién. Nhu duoc sir dung & ddy, thuat ngit "nhém chirc
thudc" bao gém céc tac nhan didu tri khang viém, chdng ung thu, chdng
nhidm tring (vi du, khang nidm, khang khuin, chdng ky sinh trung, chdng
virus, va gdy.mé. Theo phuong 4n tiép tuc, nhém chic thudc 13 tac nhan
chéng ung thu hodc giy doc té bao. Cac nhém chire thude tuwong hop ciing co
thé bao gdm cac tién thudc. Cac nhém chirc phan tg lai kich thich dién hinh
dugc néu trong Bang 1 dudi day.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit "tién thube" d& cip dén tién chit

hodc dang dAn xuit cua tac nhan hoat tinh duoc it hoat tinh hon, it phan Ung
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hon hoac it bi cac tdc dung phu hon so véi thude géc va ¢6 thé duoc hoat hoa
enzym hodc duoc chuyén dbi thanh dang hoat tinh hon in vivo. Céc tién thubc
tuong hop véi cac ché pham theo sang ché bao gdm, nhung khong gidi han
véi, cac tién thude chaa phosphat, cac tién thudc chta axit amin, cac tién
thubc chtra thiophosphat, cac tién thudc chira sulfat, cc tién thudc chira
peptit, cic tién thudéc chira P-lactam, tuy y cac tién thubc chua
phenoxyaxetamit duoc thé hodc tuy ¥ cac tién thude phenylaxetamit duoc thé,
céc tién thudc 5-fluorocytosin va 5-fluorouridin ma c6 thé dugc chuyén doi
thanh thudc khong gy doc té bao ¢ hoat tinh nhiéu hon. Chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat co thé tao ra cac bién ddi héa hoc véi nhém chic thude
mong mudn hoic tién thude clia nd dé tao ra cac phan tmg cta hop chét thuan
loi hon cho cac muc dich didu ché cac polypeptit lién két dugc bién ddi theo
sang ché. Cac nhém chirc thube nay ciing bao gém cac dan xuit, cac mudi
duoc dung, céc este, cac amit va céc ete clia cac nhém chie thude duoc mé ta
trong tai liéu ndy. Cac dan xuét bao gém cac su bién ddi thanh cac loai thude
duge x4c dinh & ddy ma co thé cai thién hoic 1am giam khong dang ké hoat
tinh diéu tri mong mudn cua loai thude cu thé.

Nhu dugce sir dung & day, thuat ngit "tac nhan chéng ung thu" bao gém
céc tac nhan giy bat loi cho sy phat trién va/hodc su ting sinh cta céc té bao
ung thu hodc khéi u va c¢6 thé déng vai tro lam giam, e ché hodc tiéu diét
khdi u 4c tinh. Cac vi du vé cac tac nhan nhu vay bao gdm, nhung khong gidi
han véi, cac tac nhan kim ham té bao, cc tac nhan alkyl héa, thudc khéng
sinh, nucleosit gay doc té bao, cac tac nhan lién két tubulin, hoocmon, thudc
d6i khang hoocmon, cac tic nhan gdy doc té bao, va cac tac nhan tuong tu.
Céc tac nhan gy doc té bao bao gém cac dan xudt tomaymyxin, cac dan xuét
maytansin, cic dén xuat cryptophyxin, cac dan xuét antraxyclin, cac dan xuét
bisphosphonat, cic dan xuét leptomyxin, cac dan xuét streptonigrin, cac dan

xuat auristatin, va cac dan xuat duocarmyxin. Bat ky tac nhan nao dong vai

-20-



39041

tro tri hodn hodc lam chm sy ting trudng cua cac t& bao phan ing mién dich
hodc cac té bao 4c tinh nim trong pham vi ctia sang ché.

Thuat nglt "khang nguyén" hay "khang nguyén muc ti€u" nhu dugc su
dung & day d& cap dén phan tir hodc mot phén cua phén tir ¢6 kha ning duoc
lién két bai vi trf lién két cua polypeptit lién két. Khang nguyén muc tiéu c6

thé ¢c6 mot hodc nhiéu epitop.

I1. Céc polypeptit lién két

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét cac polypeptit lién két (vi du, cac
khang thé, cac doan khang thé, cac bién thé khang thé, va cac protein hop
nhit) bao gdm mién Fc, trong d6 mién Fc nay bao gdm: gbc asparagin & vi tri
axit amin 298, theo cach danh sb cua EU; va géc serin hoac threonin & vi tri
axit amin 300, theo cach danh s6 cua EU.

Cac mién Fc tir 16p globulin mién dich bat ky (vi du: IgM, IgG, IgD,
IgA va IgE) va céac loai co thé duoc st dung trong cac polypeptit lién két
duoc boc 16 & day. Cac mién Fc kham bao gém céc phan clia cac mién Fe tir
cac loai khac nhau hodc cac 16p Ig cling c6 thé duogc st dung. Mién Fc 1a
mién Fc ctia IgG1 & nguoi. Trong trudng hop cia mién Fc cua IgG1 & ngudi,
ddt bién cua axit amin ty nhién tai vi tri 298 Kabat dén asparagin va vi tri 300
Kabat dén mot serin hodc threonin dan dén sy tao thanh vi tri lién ung
glycosyl hoa lién két & vi tri nguyén tir N (tirc 13, sequon N-X-T/S, trong d6 X
1a axit amin bét ky trir prolin). Tuy nhién, trong trudng hop céc mién Fc cua
cac loai khac va/hodc cac 16p Ig hodc céac isotyp, chuyén gia trong linh vuc k¥
thuét s& dénh gia ring n6 c6 thé 13 can thiét dé bién doi vi tri 299 Kabat cia
mién Fc nay néu gdc prolin c6 mat dé tai tao sequon N-X-T/S.

Céc polypeptit lién két dugc boc 16 & ddy bao gdm polypeptit lién két
bét ky ma bao gdm mién Fc ¢6 vi tri glycosyl hoa lién két & vi tri nguyén ti N
tai vi tri 298, theo cach danh s6 Kabat. Theo cac khia canh nhat dinh,
polypeptit lién két 1a khang thé, hodc doan hodc dan xuét cia nd. Bét ky
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khang thé tir bat ky ngudn hoidc cac loai c¢6 thé duoc st dung trong céc
polypeptit lién két duoc boc 16 & ddy. Cac khang thé phii hop bao gom khéng
gidi han, cac khang thé & ngudi, cac khang thé duoc nhan héa hoic céc khang
thé kham.

Theo céc khia canh nhit dinh, polypeptit lién két theo sang ché c6 thé
bao gdm doan lién két khang nguyén cua khang thé. Thuat ngit "doan lién két
khang nguyén" dé cap dén doan polypeptit ctia globulin mién dich hoic khang
thé ma lién két khang nguyén hoic canh tranh véi khang thé con nguyén ven
(vi du, véi khang thé con nguyén ven ma chiing ¢6 ngudn gdc) déi véi khang
nguyén lién két (ttrc 13, lién két dac hidu). Cac doan lién két khang nguyén co
thé duoc san xuét bang phuong phép tai tb hop hodc sinh héa duge biét dén
rong réi trong linh vyc k§ thuat. Cac doan lién két khang nguyén dién hinh
bao gém Fv, Fab, Fab', va (Fab')2. Theo céc khia canh dugc uu tién, doan lién
két khang nguyén theo sang ché 13 doan lién két khang nguyén thay déi bao
gém it nhat mot vi tri glycosyl hoa dugc thiét ké. Theo mot khia canh dién
hinh, doan lién két khang nguyén thay doi theo sang ché bao gdm mién VH
thay doi duoc mé ta & trén. Theo khia canh dién hinh khéc, doan lién két
khang nguyén thay dbi theo sang ché bao gdm mién CHI thay ddi duge mé ta
O trén. |

Theo cac phuong an dién hinh, polypeptit lién két bao gém trinh tur
ving bién d6i chudi don (ScFv). Trinh tu ving bién dbi chudi don bao gdm -
polypeptit don cé mdt hoac nhiéu vi trf lién két khang nguyén, vi dy, mién VL
lién két boi méi lien két linh hoat v6i mién VH. Cac phan tr ScFv c6 thé
duge céu tao theo huéng VH-1ién két-VL hodc huéng VL-lién két-VH. Béan 18
linh hoat lién két cac mién VL va VH ma tao tao thanh vi tri lién két khang
nguyén tot hon 1a chira tir khoang 10 dén 50 gbc axit amin. Cac peptit lién két
Kpeptit dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat. Polypeptit lién két theo séng
ché c6 thé bao gdm it nhit mot scFv va/hodc it nhat mot ving khéng doi.

Theo mot phuong an, polypeptit lién két theo sang ché ¢ thé bao gdm it nhat
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mot scFv lién két hodc hop nhét véi khang thé hodc doan gdm mién CH1 (vi
du nhu mién CHI gom gdc asparagin tai vi tri 114 Kabat) va/hodc mién CH2
(vi du nhu mién CH2 gdm gdc asparagin & vi tri 298 EU, va gbc serin hoic
threonin & vi tri 300 EU).

Theo cac phuong an dién hinh nhit dinh, polypeptit lién két theo sang
ché 14 khang thé da héa tri (vi du, héa tri bbn) dugc tao ra bang cach hop nhat
trinh tu ADN ma héa khang thé véi phan tir ScFv (vi du, phan tr ScFv da
bién déi). Vi dy, theo mot phuong &n, cac trinh tu nay dugce két hgp nhu vay
ma phén tir ScFv (vi du, phan tt ScFv da bién dbi) dugc lién két tai N- két
thiic hogc C- két thuc cta n6 véi doan Fe cua khang thé théng qua mdi lién
két linh hoat (vi du, lién két gly/ser). Theo phuong 4n khac, khang thé hoa tri
bén theo sang ché c6 thé duge tao ra bang cach hop nhit phan tir ScFv véi
peptit lién két, ma dugc hop nhat véi mién CH1 (vi du nhu, mién CH1 gbm
gbc asparagin tai vi tri 114 Kabat) dé tao thanh phan tir héa tri bon ScFv-Fab.

Theo phuong an khéc, polypeptit lién két theo sang ché 1a doan khang
thédoan khang thé da bién d6i. Cac doan khang thédoan khang thé da bién doi
theo sang ché 1a cic phan tur d6i xting hai bén tao thanh tir hai chudi
polypeptit mdi chudi bao gdm phan tir ScFv (vi du, mot phan tir ScFv bi bién
ddi bao gdm mién VH bj bién d6i dugc mé ta & trén) ma duoc hop nhat véi
mién CH3 hodc mdt phin cua nd qua peptit lién két. Cac doan khang thé c6
thé dugc tao ra bang cach thiét ké thanh phekm— ScFv va thanh phan peptit lién
két-CH3 bang céch sir dung céc phuong phap dugc mé ta trong linh vuc k§
thuat (xem, vi du, US patent 5.837.821 hodc WO 94/09817Al). Theo phuong
an khéc, doan khang thé hoa tri bbn c6 thé duge thiét ké. Cac doan khang thé
~ héa tri bdn c6 thé duge thiét ké theo cach thic gidng nhu cac doan khang thé,
ngoai trir hai phan tir ScFv duoc lién két bing cach sir dung méi lién két linh
hoat. Thiét ké scFv-SCF dugc lién két sau d6 dugc lién két véi mién CH3.

Theo mot phuong an khac, polypeptit lién két theo sang ché bao gdm

diabody. Cac diabody 1a cac phén tir d6i xting hai bén, héa tri bdn mdi phan
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tr c6 polypeptit twong tu v6i cac phan tir scFv, nhung thudng ¢6 gde axit
amin ngan (it hon 10 va tot hon 12 tir 1 dén 5) lién két két ndi ca hai mién bién
d6i, nhu vay cac mién VL va VH trén cliing chudi polypeptit khong thé tuong
tac. Thay vao d6, mién VL va VH ciia mot chudi polypeptit tuong tac véi
mién VH va VL (twong (mg) trén chudi polypeptit tht hai (xem, vi du, WO
02/02781). Cac diabody theo sang ché bao gém phan tir scFv hop nhat véi
mién CH3.

Theo cac phuong 4n khac, cac polypeptit lién két theo sang ché bao
gém cac khang thé da dic hiéu hoic da hoa tri bao gém mét hodc nhiéu vung
bién ddi lién tiép trén cung chudi polypeptit, vi du nhu, cac polypeptit cé
mién bién dbi song song (TVD). Céc polypeptit TVD dién hinh bao gdm hinh
dang "hai dau" hoic "FV song song" dwoc md ta trong U.S. Patent No.
5989830. O hinh dang Fv song song, cac mién bién ddi cua hai khang thé
khac nhau dugc biéu theo hudng song song trén hai chudi riéng biét (mot
chudi ning va mét chudi nhe), trong dé mot chudi polypeptit ¢6 hai 1an VH
lién tiép cach nhau béi mdi lién két peptit (VHI1-lién két-VH2) va chudi
polypeptit khac bao gdm cac mién VL bo sung duoc lién két 1ién tiép boi mébi
lién két peptit (VL1-lién két-VL2). O hinh dang hai dau giao nhau, cac mién
bién d6i cta hai khang thé khac nhau dugc biéu hién theo huéng song song
trén hai chudi polypeptit riéng biét (mdt chudi ning va mot chudi nhe), trong
d6 mét chudi polypeptit co hai VH lién tiép cach nhau béi mdi lién két peptit
(VHI-lién két-VH2) va chudi polypeptit khac bao gdm cac mién VL b sung
duoc lién két lién tiép bdi mbi lién két peptit theo huéng dbi dién (VL2-lién
két-VL1). Céc bién thé khang thé b6 sung dua trén dinh dang "FV kép" bao
gbém khang thé dic hiéu hai IgG mién bién dbi kép (DVD-IgG) (xem U.S.
Patent No. 7.612.181 va dinh dang TBTI (xem US 2010/0226923 A1l). Viéc
bd sung cic mién khong ddi vao cac chudi twong tmg ctia Fv kép (CH1-Fc
vao chudi ning va mién khong doi kappa hodc lambda vao chudi nhe) dan

dén cac khang thé dac hiéu hai chic ndng ma khong can bat ky cac su bién
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d6i thém nao (tirc 13, sy bd sung cac mién khong d6i dé dé tang cuong su dn
dinh).

Theo phuong an dién hinh khéc, polypeptit lién két bao gom khang thé
diac hiéu hai IgG mién bién dbi kép giao nhau (CODV-IgG) dya trén hinh
dang "dau doi" (xem US 20120251541 Al). Céc bién thé khang thé CODV-
IgG ¢6 mot chudi polypeptit v6i cac mién VL duge lién két lién tiép véi mién
CL (VL1-L1-L2-VL2-CL) va chudi polypeptit thir hai v6i cac mién VH bd
sung duoc lién két lién tiép theo huéng dbi dién véi mién CHI (VH2-L3-L4-
VH1-CH1), noi ma céac chudi polypeptit tao thanh cip chudi nhe-chudi ning
giao nhau. Theo phuong 4n nhét dinh, polypeptit thir hai c6 thé dugc tiép tuc
lién két voi mién Fe (VH2-L3-L4-VH1-CHI1-Fc). Theo cac phuong 4n nhét
dinh, mbi lién két L3 it nhit bang hai lan chiéu dai cta mdi lién két L1
va/hodc méi lién két L4 it nhét bang hai 1an chiéu dai ciia mdi lién két L.2. Vi
du, L1 va L2 ¢6 thé 1a céc géc ¢ tir 1 dén 3 axit amin trong chiéu dai, L3 ¢6
thé 1a cac gdc c6 tir 2 dén 6 axit amin trong chidu dai, va L4 c6 thé 1a cac gdc
c6 tir 4 dén 7 axit amin trong chiéu dai. Cac vi du vé cac mdi lién két phu hop
bao gdm mdt gde glyxin (Gly); peptit diglyxin (Gly-Gly); tripeptit (Gly-Gly-
Gly); peptit Véi bbn gbe glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly); peptit véi nam gde glyxin
(Gly-Gly-Gly-Gly-Gly); peptit v6i sdu gdc glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-
Gly); peptit vdi bay gbc glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly); peptit véi
tam gbc glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly). Céc t6 hop khac cia
cac gbe axit amin c6 thé dugc sir dung ching han nhu peptit Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser va peptit Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.

Theo céc khia canh nhat dinh, polypeptit lién két bao gdm phan tir bam
dinh mién dich bao gdm vung lién két khéng khang thé (vi du, thy thé, phdi
tir, hodc phan tir két dinh té bao) hop nhat vdi mot ving khong dbi khang thé
(xem vi du, Ashkenazi et al., Metods, 1995 8 (2), 104-115).

Theo céc khia canh nhat dinh, polypeptit lién két bao gdm céc mién

gidng globulin mién dich. cic mién gidng globulin mién dich thich hop bao

-25-



39041

gdm, nhung khéng gi6i han, cac mién fibronectin (xem, vi du, Koide et al.
(2007), Metods Mol. Biol 352: 95-109, DARPin (xem, vi dy, Stumpp et
al.(2008) Drug Discov. Today 13 (15-16): 695-701), cac mién Z ciia protein
A (xem, Nygren et al. (2008) FEBS J. 275 (11): 2668-76, cac Lipocalin (xem,
vi du, Skerra et al. (2008) FEBS J. 275 (11): 2677-83, cac Affilin (xem, vi du,
Ebersbach et al. (1997) J. Mol. Catal. B Enzy. Biol 372 (1): 172-85, céc
Affitin (xem, vi dy, Krehenbrink et al. (2008). J. Mol. Biol 383 (5): 1058-),
cac Avimer (xem, vi dy, Silverman et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23 (12):
1556-61, cac Fynomer, (xem, vi du, Grabulovski et al. (2007) J Biol Chem
282 (5): 3196-3204, va cac peptit mién Kunitz (xem, vi du, Nixon et al.
(2006) Curr Drug Opin Discov Devel 9 (2): 261-8).

I1I. Céc Polysacarit lién két & vi tri nguyén tr N

Mién Fc ciia cac polypeptit lién két duoc boc 16 & diy duoc glycosyl
héa & arginin dugc thiét ké & vi tri 298 (N298), theo cach danh sé cta EU.
Polysacarit lién két & vi tri nguyén tir N thudong duoc lién két qua lién két p-
glycosylamit v6i nhém nito ctia chudi bén N298. Tuy nhién, céc lién két khac
dugc cong nhan thude linh vyc k¥ thuat phu hop cling cé thé dugc sur dung.

Bit ky loai polysacarit lién két & vi tri nguyén t& N ti nhién hogc téng
hop (tic 13, khéng tu nhién) c6 thé duogc lién két véi N114. Vi du, polysacarit
c6 thé 1a polysacarit tr nhién hodc polysacarit dugc thiét ké c¢6 chira cac lién
két khoéng tu nhién. Theo céc phuong an nhat dinh, polysacarit bao gdém
sacarit ma c6 thé bi oxy hoa (vi du, bang cach xir Iy periodat) dé tao ra nhém
thich hgp cho sy lién hgp véi nhém chire phan Ung lai kich thich (vi du, nhém
andehyt phan tmg). Cac sacarit oxy hoa dugc thich hgp bao goém, nhung
khong gidi han, galactoze va axit sialic (vi dy, axit N-Axetylneuraminic).
Theo cac phuong 4n nhét dinh, polysacarit 13 polysacarit c6 hai nhénh. Theo
céc phuong 4n nhat dinh, polysacarit 13 glycoform cua dong vat c6 va trong tu

nhién.
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Glycosyl héa c6 thé dat duoc théng qua phuwong phéap bt ky duge biét
dén trong linh vuc k¥ thuét. Theo cic phuong 4n nhat dinh, glycosyl hoa duge
thue hién bang sy biéu hién cta cac polypeptit lién két trong cac té bao c6 kha
ning glycosyl hoa lién két & vi tri nguyén tir N. Bat ky t& bao ty nhién hodc
duoc thiét ké (vi dy, nhan so hodc nhan chuén) ¢ thé duoc s dung. No6i
chung, cac té bao dong vat c6 vi duoc st dung dé thyc hién glycosyl hoa. Céc
polysacarit lién két & vi tr nguyén ti N dugc tao ra trong cac té bao dong vat
c6 vu thuong dugc goi la cac N-glycan phue hop (xem vi du, Drickamer K,
Taylor ME (2006). Introduction to Glycobiology, 2nd ed.). Cac N-glycan
phitc hop nay ¢ céu triic voi thuong 14 tir 2 dén 6 nhanh bén ngoai véi trinh
tu sialyllactosamin dugc lién két v6i cdu tric 161 bén trong Man;GleNAc,. N-
glycan phirc hop ¢6 it nhat mét nhanh, va tét hon 1a it nhat hai nhanh, xen k&
gitta cac géc GIcNAc va galactoze (Gal) ma két thiic trong cac oligosacarit
nhu, vi du: NeuNAc-; NeuAc 02,6 GalNAc al-; NeuAc 02,3 Gal B1,3
GalNAc al-; va NeuAc 02,3/6 Gal 1,4 GIcNAc B1.; Ngoai ra, cac este sulfat
c6 thé xuét hién trén galactoze, cac gbc GalNAc, va GleNAc, va céc este
phosphat c¢6 thé xuat hién trén cac gbc mannoza. NeuAc cé thé duoc axetyl
héa & vi tri nguyén t& O hoic duoc thay thé béi NeuGl (axit N-
glycolylneuraminic). Cac N-glycan phtic hop ciing c¢6 thé c6 cac sy thay thé
bén trong chudi vé su chia d6i GleNAc va fucoza (Fuc).

Ngoai ra, glycosyl hoéa c6 thé dat dugc hogc thay ddi thong qua céc
bién phap enzym, in vitro. Vi dy, mot hodc nhiéu glycosyltransferaza (cac
enzym thiét 1ap céc lién két glycosidic ty nhién) c6 thé duoc sir dung dé thém
cac géc sacarit dac hi€u vao N298, va mdt hodc nhiéu glycosidaza cé thé
duoc sir dung dé loai bo cac sacarit khéng mong mudn tir polysacarit lién két
& vi tri nguyén tir N. Cac bién phap enzym nay duoc biét dén rong rai trong

linh vuc k§ thuat (xem. Vi du, WO/2007/005786).

IV. Chtre ning phan tmg mién dich hoc va Su bién dbi Fc
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Theo céc khia canh nhit dinh, cac polypeptit lién két c6 thé bao gom
ving khong doi khang thé (vi du ving khong dbi IgG nhu ving khong dbi
IgG & ngudi, vi du nhu, ving khong d6i IgG1 hodc IgG4 & ngudi) ma lam
trung gian dé diéu chinh mét hodc nhiéu chuc nang phan Ung lai kich thich.
Vi du, lién két ctia thanh phan C1 cta bd thé vé6i viing khéng déi khang thé co
thé kich hoat hé théng bd thé. Su kich hoat cua bd thé 1a quan trong trong tién
trinh opsonin héa cac vi tring va ly giai té bao mam bénh. Su kich hoat cta
b6 thé ciing kich thich phan tmg viém va ciing ¢6 thé dugc tham gia vao qua
man tu mién. Hon nita, cac khang thé lién két véi céc thu thé trén cac té bao
khéac nhau théng qua vung Fe, voi vi tri lién két thu thé Fc trén ving Fc khang
thé Fc lién két véi thu thé Fc (FCR) trén té bao. C6 mot sb thu thé Fe ma 1a
dic hidu véi cac 16p khac nhau cua khang thé, bao gdm IgG (céc thu thé
gamma), IgE (cac thu thé epsilon), IgA (cic thu thé alpha) va IgM (cac thu
thé mu). Lién két cua khang thé véi cac thu thé Fc trén bé mit té bao gay ra
mét sb phan ung sinh hoc quan trong va da dang bao gém su nhén sau va pha
huy cac hat phit khang thé, su giai phong cac phire hop mién dich, su ly giai
céc té bao myc tiéu phii khang thé boi cac té bao sat thi (goi 13 doc tinh té bao
qua trung gian t& bao phu thudc khang thé, hay ADCC), su giai phéng cac
chét trung gian gay viém, van chuyén qua nhau thai va kiém soat viéc san
xuit globulin mién dich. Theo cac phuong 4n uu tién, cac polypeptit lién két
(vi du, cac khang thé hodc cac doan lién két khang nguyén cia ching) theo
sang ché lién két véi thu thé Fc-gamma. Theo cic phuwong an thay thé,
polypeptit lién két theo sang ché c6 thé bao gdbm ving khong d6i ma thiéu
mot hodc nhiéu chirc nang phan ung lai kich thich (vi dy, hoat tinh ADCC)
va/hoidc khong thé lién két thy thé Fey.

Céc phuong 4n nhét dinh theo sang ché bao gom céc khang thé trong
d6 it nhat mot axit amin trong mot hodc nhidu mién ving khéng ddi da bi xé6a
hodc bj thay ddi dé tao ra cac dic tinh sinh héa mong mudn nhu 1am giam

hodc ting cuong cac chic ndng phan Ung lai kich thich, kha nang nhi trung
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hoa khong cong hoa tri, lam tang kha nang dinh vi tai vi tri cla khdi u, 1am
giam thoi gian ban hiy trong huyét thanh, hodc lam ting thoi gian ban huy
trong huyét thanh khi so sanh véi khang thé diy du, khong bi thay déi trong
khoang mién dich twong tu. Vi du, mot 30 khang thé nhit dinh dé st dung
trong cac phuong phap chan doan va diéu tri duge mé ta trong tai liéu nay la
cac khang thé dd xo4 mién ma bao gdm chudi polypeptit twong tu véi chudi
nang globulin mién dich, nhung thiéu it nhat mot phén ctia mot hodc nhiéu
mién chudi nang. Vi du, trong cac khang thé nhét dinh, toan bd mdt mién cua
vung khong ddi cua cac khang thé bién ddi s& bi x06a, vi du, toan bd hoac mdot
phan ctia mién CH2 s& bi x6a.

Theo céc phuong 4n nhét dinh khac, cac polypeptit lién két bao gém
cac ving khong dbi bit ngudn tir cc isotyp khang thé khac nhau (vi du, cac
vung khong d6i tir hai hodc nhiéu IgG1 & ngudi). Theo cac khia canh khac,
céc polypeptit lién két bao gdm ban 1& kham (tic 13, ban 18 bao gébm cac phan
ban 18 bat ngudn tir cac mién ban 1& cua cac isotyp khang thé khac nhau, vi
du, mién ban 18 phia trén tir phan tir [gG4 va mién ban 18 & gitra IgG1). Theo
mot khia canh, cac polypeptit lién két bao gdm mién Fc hodic mét phan ciia n6
tir phan tir [gG4 & ngudi va dot bién Ser228Pro (theo cach danh s EU) trong
ving ban 18 161 cua phan tur.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, mét phan Fc c6 thé duoc bién dbi dé
ting hodc giam chirc nang phan tmg lai kich thich bang cach st dung céc k§
thuét duoc biét dén trong linh vuc k¥ thudt. Vi du, viéc xo04 bd hoac lam bat
hoat (théng qua cac dot bién diém hogc cac bién phap khac) mién ving khong
d6i c6 thé lam giam lién két thu thé Fc ciia khang thé bién dbi tudn hoan do
d6 lam tang sy dinh vi khéi u. Trong cac trudng hop khac, né c6 thé 1a cac
bién dbi ving khong dbi phi hop véi lién két bd sung vira phai ciia cac sang
ché va vi vay 1am giam thoi gian ban hily trong huyét thanh va lién két khong
ddc hiéu cua doc td té bao lién hop. Cac bién ddi khac nita cla vung khong

doi c6 the dugce stir dung dé bién doi cac moi lién két disulfua hodc cac nhom
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chirc oligosacarit ma cho phép tang cuong su dinh vi do lam téng tinh dic
hiéu hodc tinh linh hoat khang nguyén. CAu hinh sinh ly hoc thu duoc, sinh
kha dung va céc tac dung sinh hoa khac clia cac bién dbi nay, ching han nhu
su dinh vi khdi u, phan bé sinh hoc va thoi gian ban hily trong huyét thanh, c6
thé d& dang do ludong va dinh luong bang cac k¥ thuat mién dich hoc dugc
biét dén rong rdi ma khong can thir nghiém qua mirc.

Theo cic phuong an nhat dinh, mién Fc st dung trong khang thé theo
sang ché 14 bién thé Fc. Nhu dugc st dung & day, thudt ngit "bién thé Fc" dé
cap dén mién Fc ¢6 it nhit mot su thay thé axit amin lién quan dén mién Fc tu
nhién ma mién Fc nay c6 ngudn gbc tir d6. Vi dy, trong dé mién Fc c6 ngudn
gbc tir khang thé IgG1 & nguoi, bién thé Fc cia mién Fc IgGl & ngudi néi
trén bao gdm it nhat mot sy thay thé axit amin lién quan dén mién Fc néi trén.

Su thay thé axit amin cua bién thé Fc c6 thé dugc dinh vi & bat ky vi tri
(tc 13, bat ky vi tri axit amin theo quy uéc EU) trong mién Fc. Theo mot
phuong an, bién thé Fc bao gém su thay thé & vi trf axit amin dinh vi trong
mién ban 1& hoic mdt phan cua nd. Theo phuong 4n khac, bién thé Fc bao
gém su thay thé & vi tri axit amin dinh vi trong mién CH2 hodc mdt phan cta
n6. Theo phuong an khac, bién thé Fc bao gbm sy thay thé & vi tri axit amin
dinh vi trong mién CH3 hodc mét phan cta né. Theo phuong an khac, bién
thé Fc bao gé)m su thay thé & vi trf axit amin dinh vi trong mién CH4 hodc
mot phan cua né.

Céc polypeptit lién két theo sang ché c6 thé sir dung bat ky bién thé Fc
dugc cong nhan trong linh vuc k¥ thuit ma duoc biét dén dé tao ra su cai tién
(vi du, lam giam hodac tdng cuong) vé chirc nang phan tng lai kich thich
va/hodc lién két FcR. Cac bién thé Fo da néu 6 thé bao gdm, vi du, bat ky
mdt su thay thé ndo trong s cac su thay thé axit amin dugc boc 16 trong
International .= PCT  Publications  WOS88/07089A1, WO96/14339A1,
WO98/05787A1, WO98/23289A1, WO99/51642A1, WO99/58572A1,
WOO00/09560A2, WO00/32767A1, WO00/42072A2, WO02/44215A2,
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WO002/060919A2, WO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2,
WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2,
WO05/040217A2, WOO05/070963A1 , WOO05/077981A2, WO05/092925A2,
WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2, va WO06/085967A2
hodc U.S. Pat. Nos. 5.648.260. 5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871;
6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124;
6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; va 7.083.784. Theo médt phuong an dién
hinh, polypeptit lién ké theo sang ché c6 thé bao gém bién thé Fc gdm su thay
thé axit amin & vi trf 268 EU (vi dy, H268D hoic H268E). Theo mét phuong
4n dién hinh khac, polypeptit lién két theo sang ché c6 thé bao gdm sy thay
“thé axit amin & vi tri 239 EU (vi dy, S239D hay S239E) va/hodc vi tri 332 EU
(vi du, 332D hoac 1332Q).

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit lién két theo sang ché c6 thé
bao gém bién thé Fc gdbm mét su thay thé axit amin ma 1am thay ddi cac chuic
ning phan ung lai kich thich khong phu thudc khéang nguyén ciia khang thé,
cu thé 1a thoi gian ban huy tudn hoan cua polypeptit lién két. Cac polypeptit
lién két nhu vay thé hién sy lién két voi FcRn hodc ting 1én hodc giam di khi
so sanh véi cac polypeptit lién két khoéng ¢ cac su thay thé nay, do dé, co
thoi gian ban hily trong huyét thanh ting 1én hoic giam di twong mg. Cac
bién thé Fc véi 4i luc dbi voi FeRn duoce cai thién dugc du doan s& co thoi
gian ban huy trong huyét thanh dai hon, va céc phan tir nhu vay c¢6 cac tng
dung hitu ich trong cac phuong phap diéu tri cho dong vat c6 vii & d6 thoi
gian ban huy dai cia khang thé dugc dung duoc mong mudn, vi dy, dé didu tri
bénh man tinh hodc rdi loan. Nguoc lai, cac bién thé Fc véi 4i luc lién két
FcRn giam di .duqc du kién s& c6 thoi gian ban huy ngin hon, va cac phén tir
nhu vay ciing rat hiu ich, vi dy, dé dung cho dong vét c6 va & d6 thoi gian
tudn dugc hoan rat ngrfm ¢ thé 12 mét lgi thé, vi du nhu d6i vé6i chan doan
hinh anh in vivo hodc trong cac tinh hudng ma khang thé bat dau cé cac tac

dung phu ddc hai khi c6 mét trong su tuan hoan trong thoi gian dai. Cac bién
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thé Fc véi ai luc lién két FcRn giam di cling it c6 kha ning di qua nhau thai
va, vi vay, cling rat hitu ich trong viéc diéu tri cac bénh va cac roi loan ¢ phu
nlt mang thai. Ngoai ra, cac ing dung khéc trong do ai luc lién két FcRn giam
di ¢ thé duoc mong mudbn bao gém céc tng dung trong d6 sy dinh vi & nio,
than va/hodc gan 1a mong mudn. Theo mdt phwong 4n dién hinh, céc
polypeptit lién két thay doi (vi du, cac khang thé hodc cac doan lién két khang
nguyén cia chung) theo sang ché thé hién su van chuyén giam di qua t& bao
biéu mé ciia tiéu cau than tir mach mau. Theo phuong an khac, céc polypeptit
lién két thay ddi (vi dy, cac khang thé hodc cac doan lién két khang nguyén
clia chung) theo sang ché thé hién su van chuyén giam di qua hang rao mau
ndo (BBB) tir ndo b, vao khong gian mach mau. Theo mot phuong an, khang
thé véi lién két FcRn thay ddi bao gém mién Fc ¢6 mot hodc nhiéu su thay thé
axit amin trong "vong 13p lién két FcRn" ctia mién Fe. Céac vong lap lién két
FcRn bao goém cac gbe axit amin 280-299 (theo cach danh s6 cua EU). Céc su
thay thé axit amin dién hinh ma thay d6i hoat tinh lién két FcRn duge boc 10
trong International PCT Publication No. WO05/047.327. Theo c4ac phuong an
dién hinh nhét dinh, cac polypeptit lién két (vi du, cac khang thé hodc céac
doan lién két khang nguyén cia chung) theo sang ché bao gdm mién Fc ¢
mot hodc nhiéu hon céc su thay thé sau ddy: V284E, H285E, N286D, K290E
va $304D (theo cach danh sé ctia EU). Theo cac phuwong 4n dién hinh khac
nita, cc phén tir lién két theo sang ché bao gdm mién Fc & ngudi véi dot bién
kép H433K/N434F (xem, vi dy, US Patent No. 8.163.881).

Theo céc khia canh khéc, cac polypeptit lién két, dé st dung trong cac
phuong phap chan doan va diéu tri dugec mo ta trong tai liéu nay c6 vung
khéng dbi, vi du nhu, ving khong d6i chudi ning IgG1 hoic IgG4, ma dugc
thay dbi d& giam hodc loai b glycosyl héa. Vi du, cac polypeptit lién két (vi
duy, cac khang thé hodc cac doan lién két khang nguyén ctia ching) theo sang
ché ciing c¢6 thé bao gdm bién thé Fc gbm sy thay thé axit amin ma 1am thay

ddi glycosyl hoa ciia khang thé Fc. Vi du, bién thé Fc dd néu cb thé c6
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glycosyl hoa giam di (vi dy, glycosyl héa lién kéto vi trf nguyén tr N hodc
0). Theo céc phuong 4n dién hinh, bién thé Fc bao gdm glycosyl héa giam di
clia polysacarit lién két & vi tri nguyén tir N thuong dugc tim thdy & vi tri axit
amin 297 (theo cach danh sé cua EU). Theo phuong an khac, khang thé ¢ su
thay thé axit amin gan hodc trong mb tip glycosyl héa, vi du, mé tip glycosyl
hoa lién két & vi tri nguyén tir N ¢6 chua trinh ty axit amin NXT hodc NXS.
Theo phuong 4n cu thé, khang thé bao gdm bién thé Fc véi su thay thé axit
amin & vi trf axit amin 228 hodic 299 (theo céch danh sé ciia EU). Theo cac
phuong 4n cu thé hon, khang thé bao gdm ving khéng dbi IgG1 hodc IgG4
gdm dot bién S228P va T299A (theo cach danh s6 cta EU).

VIII. Cac nhoém chire phan tmg lai kich thich

Theo céc phuong an nhéit dinh, cac polypeptit lién két theo sang ché
bao gém cac nhém chirc phan ung lai kich thich. N6i chung, cdc nhém chire
phan Umg lai kich thich ndy dugc lién hgp véi (truc tiép hoic théng qua nhém
chu lién két) véi polysacarit lién két & vi tri nguyén tir N trén polypeptit lién
két nay, (vi du, polysacarit lién két & vi tri nguyén tir N lién két véi N298
(theo cach danh s cua EU) cia mién CH2 va/hodc N114 (theo cach danh 50
ctia Kabat) ctia mién CH1). Theo cic phuong an nhét dinh, polypeptit lién két
1a khang thé c6 chiéu dai day du bao gom hai mién CHI véi polysacarit tai vi
tri 114 Kabat, trong d6 ca hai polysacarit nay dugc lién hop véi mot hodc
nhiéu nhém chic phan tmg lai kich thich.

B4t ky nhém chtrc phan tng lai kich thich ¢6 thé dugc thém vao cac
polypeptit lién két dugc boc 16 & ddy. Tot hon 13, cac nhém chire phan tng lai
kich thich thém chirc ning khong tw nhién vao khang thé thay dbi hodc céac
doan cua ching, ma khong lam thay d6i dang ké cac hoat tinh néi tai cua
polypeptit lién két. Nhém chirc phan tmg lai kich thich c6 thé 13, vi du nhung

khong gi6i han, tac nhan diéu tri hodc chan doan. tPolypeptit lién két bién doi
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(vi du, khang thé) theo sing ché c6 thé bao gdm mdt hodc nhiéu cac nhém
chttc phan tmg lai kich thich, ma c6 thé ciing khac nhau.

Theo mét phuong an, nhém chitc phan ung lai kich thich ¢6 thé ¢6
cong thuec (I):

H,N-Q-CON-X Cong thuc (1),
trong do:
A) Q1a NH hoac O; va
B) CON 1a nhém chte ndi; va
C) X 1a mot tac nhan tri liéu nhu dugc dinh nghia & day.

Nhém chire ndi nay ndi tic nhan didu tri véi H,N-Q-. Nhém chire nbi
c6 thé bao gdm it nhat mét trong cac thanh phan phi hop duoc biét dén boi
céc chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat, bao gém, vi dy, thanh phén alkylenyl,
thanh phan polyetylen glycol, thanh phan poly(glyxin), thanh phén
poly(oxazolin), thanh phan cacbonyl, thanh phan c6 ngudn gbc tur
cysteinamit, thanh phan c6 ngudn gdc tir valin két hop véi citrulin, va thanh

phan c6 ngudn gbc tir 4-aminobenzyl cacbamat, hosdc bat ky su két hop dé.

Theo phuong an khac, nhém chtrc phan tmg lai kich thich c6 cong thic
(I) c6 thé c6 cong thic (Ia):
H,N-Q-CH,-C(0O)-Z-X Cong thtc (1a),
trong do:
A) QlaNH hoac O; va
B) Z 14 -Cys-(MC)a~(VC)p-(PABC)~(Ci6H32038C,Hy ),
trong do:
i. Cys 1a thanh phén c6 nguc‘f)ri gbc tir cysteinamit;
ii. MC 1a thanh phan c¢6 ngudn gbc tir maleimit;
iii. VC 1a thanh phan c6 ngudn gbc tir valin két hop véi

citrulin;
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(iv) PABC 1a thanh phan c¢6 ngudn gdc tir 4-aminobenzyl
cacbamat;

v. X 1a tac nhéan tri liéu nhu dugc dinh nghia & day;

vi.ala 0 hoac 1;

vii. b1a 0 hoac 1;

viil. ¢ 1a 0 hoac 1; va

ix. fla 0 hoac 1

"Thanh phan ¢6 ngudn gdc tir cysteinamit" 1a dau gin v6i HoN-Q-CH,-
C(O)-. Theo mét phuong 4n, "thanh phan c6 ngudn gbc tir cysteinamit" c6 thé
dé cap dén mot hodc nhidu phan ctia nhém chirc phan tmg lai kich thich c6

cau truc:

e
§—NY1L”_§

S
|

[Va¥aVa¥)

Theo mdt phuong an, thanh phan "Cys" ctia nhém chirc phan ung lai
kich thich c6 thé bao gém mot phﬁn nhu vay. Vi du, cAu tric sau day cho théy
nhom chic phan Umg lai kich thich vé1 mot phan nhu vy (trong d6 thanh

phan "Cys" duoc biéu thi bing 6 vudng c6 dudng nét dit quing):

M-(VC),-(PABC),(C1H3205CH,4)X
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Theo phuong 4n khac, thanh phan "Cys" ctia nhém chirc phan tmg lai
kich thich ¢6 thé bao gém hai hoac nhiéu phﬁn nhu vdy. Vi dy, nhém chirc
sau chtra hai phan nhu:

(MC)a-(VC)b-(PABC)c(C16H320802H4)fx

S
H
R-N N s (MC)4-(VC)p-(PABC)(C16H3208CoH,)X
H
@)
O

NH,

Nhu c6 thé thiy tir cAu tric nay, mdi thanh phan "Cys" mang nhém -
(MC)a-(VC)p~(PABC)~(Ci16H3205CoHa)e-X.
Theo mdt phuong 4n, cum tir "thanh phan c6 ngudn gbc tir maleimit"

c6 thé dé cap dén bit ky phan nao ctia nhém chirc phan tmg lai kich thich c6
O
g,q 0
T
O d "

trong d6, d 14 sé nguyén tir 2 dén 5. S6 lugng cac thanh phdn MC c6 trong bt
k}" nhom Cys-(MC)a—(VC)b-(PABC)C-(C16H3208C2H4)f-X nao trong nhoém

cau truc:

chirc phan tng lai kich thich dugc biéu thi bang chi s6 dudi "a", va c6 thé 12 0
hodc 1. Theo mot phuong an, a 1a 1. Theo phuong an khéc, b 1a 0.

Theo mot phuong 4n, thanh phin "Cys" ¢6 thé duogc két ndi véi thanh
phan "MC" théng qua nguyén ti luu huynh trong thanh phén "Cys", nhu dugc

biéu thi bang 6 vudng c6 duong nét dit quing trong chu tric dudi day:

NH,

(@)
H @)
R-N N\ﬁ)k
rs [ (VO)ar(PABC)(C16H2206CoHAX
0 O |
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Theo mot phuong 4n, cum tir "thanh phan c6 ngudn gbc tir valin két
hop v6i citrulin” ¢6 thé dé cap dén bét ky phan nio ctia nhém chirc phan tmg

lai kich thich véi cau truc sau:

g ©
r:\N N\/U\r;
H 5 E\L

NH

A

07 NH,

S8 lugng cac thanh phan VC trong bt ky nhém Cys-(MC),-(VC)y-
(PABC)~(C16H3205C,H4)¢ -X nao trong nhom chirc phan tmg lai kich thich
duoc biu thi bing chi s du6i "b", va c¢6 thé 1a 0 hodc 1. Theo mdt phuong
an, b 1a 1. Theo phuong én khac, b 13 0.

Theo mot phuong 4n, cum tir "thanh phan c6 ngudn gbc tir 4-
aminobenzyl cacbamat" co thé dé cap dén bét ky phan nao ciia nhém chic

phén tng lai kich thich véi cau tric sau:

S6 luong cac thanh phan PABC c6 trong bat ky nhém Cys-(MC),-
(VO)p-(PABC)-(C16H3208C,Hy )X nao trong nhém chirc phan tmg lai kich
thich duoc biéu thi béng chi s6 dudi "c", va c6 thé 1a 0 hodc 1. Theo mdt
phuong an, ¢ 1a 1. Theo phuong an khac, ¢ 1a 0.

Theo mdt phuong an, "Ci6H3,08C,Hs" dé cap dén cAu tric sau:

A~
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S6 luong cac phan tir CisH3Og c6 trong bat ky nhém Cys-(MC),-
(VO)p-(PABC)-(C16H3203C2Hy)r -X nao trong nhém chire phan tmg lai kich
thich dugc biéu thi bang chi s6 dudi "f'. Theo mdt phuong an, f1a 1. Theo
phuong 4n khée, 12 0. |

Theo mot phuong an,alal,blal,clal,vaflao.

a) Cac nhém chirc phan ung lai kich thich tri liéu

Theo céc phuong an nhit dinh, cic polypeptit lién két theo sang ché
dugc lién hgp voi nhém chire phan ung lai kich thich gém mat tdc nhan tri
liéu, vi du nhu nhém chue thude (hodc tién thube cia chung) hoic hop chit
danh dau phong xa. Theo mot phuong an, tdc nhan tri li€u la doc td té
bao. Cac nhém chure phan tng lai kich thich gy doc t& bao dién hinh dugc

néu trong Bang 1 & day.

Bang 1. Cac nhém chirc phan tng lai kich thich gay doc té bao dién hinh

H 2 . H 1 N oM
Tt Sy EPSaRRTLT
o} o_ ©O 0. 0 0 o_ ©O o 6

OH
(0] NN\
H H Me,,
H\,\I‘/N\)J\'\I:\R/MN\/\[; H 0 ’ o
| i H : N N N NH
0~ o_© o._ ©O 2 N 7N
I ARFARTIRR

MeO,C,, OH
N N
HT ; T HNji”/H\)LNj;/\\n/(N%NH
= o} o_ O
0 A N0 > o Al o 0o o_o0

° MeO,C., o MH
H N
SO ST | o ey
HN < N ' I O N N 0_ O N
| z | o. O PR ~
A 0_ 0 N t

0
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R;= alkyl, aryl, alkoxy, aryloxy, R,, Rj3=
alkyl, aryl

Céc nhém chite thude dién hinh thém nita bao gdm cac tac nhan khang
viém, chéng ung thu, chéng nhiém trl‘ing (vi dy, khang nam, khang khuén,
chéng ky sinh tring, chdng virus, v.v. ) va cac tac nhan diéu tri gy mé. Theo
phuong an duéc thém nita, nhém chirc thude 1a tac nhan chéng ung thu. Céc
tac nhan chéng ung thu dién hinh bao gdm, nhung khong giéi han, cac
cytostatic, cc tic nhan tc ché enzym, cic tac nhan didu chinh gen, céc

nucleosit gdy doc té bao, cac tdc nhan lién két tubulin hodc céc tdc nhan ic
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ché tubulin, céc tac nhén trc ché proteasome, cac hoocmon va cic tac nhan dbi
khang hoocmon, cac tac nhan chéng tao mach, va céc tac nhan tuong tu. Cac
tac nhan chdng ung thu kim té bao dién hinh gém céc tac nhan alkyl hoéa nhu
ho «cic thudc antraxyclin (vi du: adriamyxin, carminomyxin,
xycloxyclosporin-A, cloroquin, metopterin, mithramyxin, porfiromyxin,
streptonigrin, porfiromyxin, cdc anthracenedion, va cac aziridin). Cac tac
nhan chdng ung thu kim t& bao khac bao gdm cac tac nhan e ché tong hop
ADN (vi du nhu metotrexat va clorodiclorometotrexat, 3-amino-1,2,4-
benzotriazin 1,4-dioxit, aminopterin, cytosin e -D-arabinofuranosit, 5-fluoro-
5'-deoxyuridin, 5-fluorouracil, ganciclovir, hydroxyurea, actinomyxin-D, va
mitomyxin C), c4c tac nhan xen vao gitta ADN hoic cac lién két chéo (vi du
nhu bleomyxin, carboplatin, carmustin, buxilChlorambuxil,
xycloxyclophosphamit, cis-diamminplatinum (II) diclorua (cisplatin),
melphalan, mitoxantron, va oxaliplatin), va cac diéu hoa phién md ADN-ARN
(vi dy, actinomyxin D, daunorubixin, doxorubixin, homoharringtonin, va
idarubixin). Céc tac nhan kim té bao dién hinh khac twong thich véi sang ché
bao gdm céc ansamyxin benzoquinon, cic din xuit quinonoid (vi du nhu céc
quinolon, genistein, bactacyclin), busulfan, ifosfamit, mechlorethamin,
triaziquon, diaziquon, carbazilquinon, indoloquinon EQ9, diaziridinyl-
benzoquinon metyl DZQ, trietylenphosphoramit, va cac hop chét nitrosourea
(vi du carmustin, lomustin, semustin).

Céc tac nhan chéng ung thu nucleosit giy doc té bao dién hinh bao
gém, vi du, adenosin arabinosit, xytarabin, cytosin arabinosit, S-fluorouraxil,
fludarabin, floxuridin, ftorafur, va 6-mercaptopurin. Céc tac nhén lién két
tubulin chdng ung thu dién hinh bao gém cac taxoit (vi du nhu paclitaxel,
docetaxel, taxan), nocodazol, rhizoxin, cac dolastatin (vi du Dolastatin-10, -
11, hodc -15), colchicin va cac colchicinoit (vi du ZD6126), céac
combretastatin (vi du combretastatin A-4, AVE-6032), va cac vinca alkaloit

(vi du nhu vinblastin, vincristin, vindesin, va vinorelbin (navelbin)). Céc
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hoocmon va céc tdc nhan d6i khang hoocmon chdng ung thu dién hinh, bao
gdm cac corticosteroit (nhu prednison), progestin (vi du hydroxyprogesteron
hodc medroprogesteron), cac estrogen (vi du nhu dietylstilbestrol), céac chét
khang estrogen (vi du nhu tamoxifen), cac nd1 tiét t6 androgen (vi du nhu
testosteron), cac chit @c ché aromataza (vi du aminogluthetimit), 17-
(allylamino)-17-demetometoxygeldanamyxin, 4-amino-1, 8-naphthalimit,
apigenin, brefeldin A, cimetidin, axit clorodiclorometylen-diphosphonic,
leuprolide (leuprorelin), hoocmon giai phéng hoocmon luteinizing, pifithrin-
a, rapamyxin, globulin lién két hoocmon gidi tinh, va thapsigargin. Cac hop
chét chdng ung thu, chéng tao mach dién hinh bao gébm Angiostatin K1-3,
DL-a-diflometyl-ornithin, endostatin, fumagillin, genistein, minocyclin,
staurosporin, va (£)-thalidomit.

Céc chét e ché enzym chdng ung thu dién hinh bao gdm nhung khong
gi6i han, S(+)-camptothecin, curcumin, (-)-deguelin, 5,6-diclobenz-imidazol
1-B-D-ribofuranosit, etoposit, formestan, fostriecin, hispidin, axit 2-imino-1-
imidazolidineaxetic (xyclocreatin), mevinolin, trichostatin A, tyrphostin AG
34, va tyrphostin AG 879.

Céc tac nhan diéu chinh gen chong ung thu dién hinh bao gém 5-aza-2'-
deoxycytidin,  5-azacytidin,  cholecalciferol  (vitamin = D3), 4-
hydroxytamoxifen, melatonin, mifepriston, raloxifen, trans-retinal (céac
vitamin A aldehyt), axit retinoic, axit vitamin A, axit 9-cis-retinoic, axit 13-
cis-retinoic, retinol (vitamin A), tamoxifen, va troglitazon.

Céac 16p cua cac chét chéng ung duoc wu tién khac bao gém, vi du, ho
pteridin cta céc thube, cac diynene, va cc podophyllotoxin. Dic biét hitu ich
la cac thanh vién cia cac 16p bao gém, vi du, cac din xuét metopterin,
podophyllotoxin, hodc podophyllotoxin nhu etoposit hodc etoposit phosphat,
leurosidin, vindesin, leurosin va cac chét tuong tu.

Céc tic nhan chéng ung thu khac nita twong thich véi sang ché bao

gom cac auristatin (vi du auristatin E va monometylauristan E),
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geldanamyxin, calicheamicin, gramicidin D, cdc maytansanoid (vi du
maytansin), neocarzinostatin, topotecan, cac taxan, xytochalasin B, ethidium
bromit, emetin, tenoposit, colchicin, anthracindion dihydroxy, mitoxantron,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, puromyxin, va cic chét tuong tu
hodc céc chit trong dong clia nd.

Céc chét chdng ung thu khéc nira tuong thich véi sang ché bao gém céc
dan xuit tomaymyxin, cac din xuit maytansin, cac dan xuit cryptophyxin,
cac din xudt anthracyclin, cdc din xudt bisphosphonat, cic dan xuét
leptomyxin, cac dan xuét streptonigrin, cdc dan xuét auristatin, va céc dén
xuit duocarmyxin.

L6p cac chat chdng ung thu tuong thich khéac c¢6 thé duogc st dung lam
cac nhém chuc thube 1a cac thude nhay phdéng xa ma co thé 1a hiéu qua tryc
tiép voi khéi u hodc cac té bao phan ing mién dich. Cac nhém chirc thude
tang cuong do nhay vdi buc xa ion hda, do d6 lam tang hi€u qua xa tri. Khong
bi gi6i han boi ly thuyét, nhung mét khang thé duogc stra dbi véi nhoém chie
thudc nhay phong xa va duoc tiép nhan bdi té bao khéi u s& van chuyén chit
nhay phéng xa gén nhan noi sy nhay phéng xa s& 1a t6i da. Cac khang thé mat
nhom chirc nhay phong xa s€ dugc don sach nhanh chong khéi mau, dinh vi
tac nhan nhay phéng xa con lai trong khéi u muyc tiéu va cung cip su hép thu
tbi thiéu trong cac mo binh thuong. Sau khi lam sach khoi mau, xa tri bd sung
¢6 thé duge sir dung bang chum tia bic xa bén ngoai truc tiép dén khdi u,
phéng xa dugc céy truc tiép vao khdi u, hodc xa tri mién dich hé théng Vo1
cung khang thé duoc sira doi.

Theo mdt phuong an, tac nhan tri li€u bao gém cac hat nhan phong xa
hodic cac chat danh ddu phéng xa véi buc xa ion hoa ning luong cao c6 kha
ning giy ra cac sy pha v nhiéu soi trong ADN hat nhan, dan dén chét té bao.
Céac hat nhan phéong xa nang lugng cao dién hinh bao gém: 90Y, 1251, 1311,
1231, 111In, 105Rh, 153Sm, 67Cu, 67Ga, 166Ho, 177Lu, 186Re va 188Re.

Céc ddng vi nay thuong tao ra cc hat a hogc B ning luong cao c6 chiéu dai
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dudng di ngén. Cac hHat nhan phéng xa nhu vy tiéu diét cac té bao & gan
chiing, vi du nhu céc té bao ung thu theo d6 thé lién hop dwoc gin vao hoic
dugc dua vao. Cac hat nhan phong xa nhu vay co rét it hodc khong c6 anh
huéng 1én cac t& bao khong phai dia phuong va co ban 1a khong mién dich.
Ngoai ra, cac d@)ng vi nang lugng cao co thé dugc tao ra béng cach chiéu Xa
nhiét cia mot déng vi 6n dinh khéc, vi du nhu trong tri liéu bt notron bo
(Guan et al, PNAS, 95: 13206-10, 1998).

Theo mot phuong an, tdc nhan tri liéu duogc lya chon tr MMAE,
MMAF, va PEG8-Do110.

Céc nhom chuc phan tng lai kich thich tri lidu dién hinh bao gém cac

céutrﬁc:
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Theo mdt phuong an, nhom chire phan tng lai kich thich duoc chon tir:
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Theo cac phuong 4n nhét dinh, nhém chirc phan ung lai kich thich chira
nhiéu hon mét tic nhan tri liéu. Céc tac nhan tri liéu nay co thé giéng nhau

hodc khac nhau.

i. Cdc nhém chike phan g lai kich thich mang tinh chan dodn

Theo céc phuong an nhét dinh, céc polypeptit lién két theo sang ché
dugc lién hgp véi nhém chie phan tng lai kich thich gdm tac nhan chén
doén. Theo médt phuong an, tac nhan chan dodn 14 cac chét ddnh déu phén tir
nhé c6 thé phat hién dugc nhu biotin, cac chét huynh quang, cac chét sinh

mau, cic dau do cdng huong quay, hodc cac chat danh dau phong xa. Céc
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chét huynh quang dién hinh bao gdm cac thudc nhuém huynh quang (vi du
fluorescein, Rhodamine, va chit tuong tw) va céc phan tir phat quang khéac (vi
du nhu luminal). Ch4t huynh quang c¢6 thé 1a nhay véi méi trudng dé huynh
quang cia nd thay ddi néu né nam gan véi mét hosic nhidu gbc trong
polypeptit lién két bién ddi ma trai qua cac thay doi vé ciu trac khi lién két
chét nén (vi du céc dau do dansyl). Cac chét danh ddu phéng xa dién hinh bao
gdm céc phén. tr nho ¢6 chira cac nguyén tir v6i mot hodc nhiéu hat nhan c6
d6 nhay thip (13C, 15N, 2H, 1251, 1241, 1231, 99Tc, 43K, 52Fe, 64Cu, 68Ga,
111In va nguyén tir tuong tu). Tt hon 13, hat nhan phéng xa nay 1a hat nhan
phéng xa phat ra gamma, photon, hodc positron ¢é chu ky ban rd phu hop dé
cho phép hoat dong hoac phat hién sau thoi gian troéi qua trong khoang sur
dung thude va dinh vi vi tri chup hinh.

Theo mdt phuong an, tac nhan chin doan 1a polypeptit. Cac polypeptit
chén doén dién hinh bao gém céc enzym c6 hoat tinh huynh quang hosc sinh
mau, vi du nhu kha ning dé tach chat nén ma tao thanh chat huynh quang
hodc sinh mau nhu mot san phdm (tc 13 céc protein bao céo nhu luciferaza).
Céc protein chdn doan khac c6 thé c6 hoat tinh huynh quang hodc sinh mau
ndi tai (vi dy, cac protein aequorin phat quang sinh hoc huynh quang mau
xanh 14 cay, mau dé, va mau vang tir sinh vat bién phat quang sinh hoc) hoic
chung c6 thé bao gdm protein c¢6 chira mot hozic nhiéu hat nhan phéng xa
nang luong thap (13C, 15N, 2H, 1251, 1241, 1231, 99Tc, 43K, 52Fe, 64Cu,
68Ga, 111In va hat nhan tuong tu).

Déi vé6i viée st dung cac thé lién hop danh dau phéng xa két hop véi
sang ché, cac polypeptit lién két theo sang ché c6 thé dugc dan nhan tryc tiép
(vi du nhu théng qua phéan tng iot hod) hodc c6 thé duge dan nhin gian tiép
thong qua viéc st dung tac nhan chelat hod. Nhu dugc str dung & day, cd hai
cum tUr "dan nhan gian tiép" va "phuong phap dan nhéﬁ gian tiép" déu c6
nghia la tadc nhan chelat hod duogc lién két cong hoa tri voi polypeptit lién két

va it nhdt mof hat nhan phéng xa duoc két hop véi tac nhan chelat hoa. Cac
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tac nhan chelat hod nhu vay thuong duge goi la cac tac nhan chelat hoa nhi
chic khi chung lién két ca polypeptit va dong vi phéng xa. Cac tac nhan
chelat hoa dién hinh bao gdm cac din xuét axit 1-1sothiocycmatobenzyl-3-
metyldiothelen triaminpentaaxetic ("MX-DTPA") va axit xyclohexyl
dietylentriamin pentaaxetic ("CHX-DTPA"). Cac tac nhan chelat hoakhac
gém céc din xuit P-DOTA va EDTA. Cic hat nhan phong xa dugc dic biét
uu tién dé dan nhén gian tiép bao gdm 111In va 90Y. Hau hét cac nghién ctu
hinh anh st dung 5 mCi khang thé dan nhan 111In, vi lidu lugng nay 14 an
toan va hiéu qua hinh anh tang 1én so véi cac lidu thdp hon, véi hinh anh t6i
uu xuat hién tai thoi diém tir 3 dén 6 ngay sau khi st dung khang thé. Xem, vi
du, Murray, (1985), J. Nuc. Med. 26: 3328 va Carraguillo et al, (1985), J.
Nuc. Med. 26: 67. Hat nhan phéng xa dugc dac biét uu tién dé dan nhan truc
tiép 1a 1311. Cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat s& dénh gia cao rang céc
lién khéng phéng xa ciing c6 thé duoc két hop tiy thude vio céc tac nhan
duoc lya chon dé dugc lién hop.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, cic nhém chic phan tng lai kich thich
mang tinh chan doan 1a dau do FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer). FRET d duoc str dung cho mét loat cac ing dung chin doan bao
gdm cac chin doan ung thu. Dau do FRET c6 thé bao gdm mot mdi lién két
c6 thé tach ra duoc (mbi lién két nhay enzym hodc pH) két ndi cac nhém chire
cho va nhan cta dau do FRET, trong d6 su phéan tach dan dén sy phat huynh
quang duoc ting cudng (bao gébm hdng ngoai gin) (xem, vi du nhu: A.
Cobos-Correa et. al. Membrane-bound FRET probe visualizes MMPI12
activity in pulmonary inflammation, Nature Chemical Biology (2009), 5(9),
628-63; S. Gehrig et.al. Spatially Resolved Monitoring of Neutrophil Elastase
Activity with Ratiometric Fluorescent Reporters (2012) Angew. Chem. Int.
Ed., 51, 6258-6261).

Theo mot phuong an, nhom chire phan Ung lai kich thich dugce chon tu:
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c. Cdc nhém chirc phan vung lai kich thich dwoc chirc nang hoa

Theo cac phuong 4n nhit dinh, cac nhém chirc phan tmg lai kich thich
theo sang ché c6 thé dugc chirc ning hoa dé chtra cac nhém bo sung thém vao
chinh nhéom chirc phan ung lai kich thich. Vi du, nhom chirc phan tng lai kich
thich ¢6 thé chira cac mbi lién két c6 thé tach ra dugc ma giai phong nhém
chirc phan tmg lai kich thich tir polypeptit lién két dudi cac didu kién cu thé.
Theo céc phuong 4n dién hinh, nhém chirc phan tng lai kich thich ¢6 thé bao
gém mdt mdi lién két ma c6 thé tach ra duoc bing cac enzym té bao va/hoic
l1a nhay pH. Ngoai ra hodc cach khac, nhém churc phan tng lai kich thich c6
thé chura lién két disulfua ma dugc tach bing glutathion trong té bao khi hip
thu vao té bao. Disulfua dién hinh va cac méi lién két nhay pH duoc cung cip

dudi day:
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Theo cac phuong én khac nira, nhom churc phan Umg lai kich thich cé
thé bao gébm cac nhém chic wa nuéc va twong thich sinh hoc nhu
poly(glyxin), poly(oxazolin), hoic cdc nhém chirc PEG. Céc ciu tric dién

hinh ("Y") dugc cung cip dudi déy:
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R =H, nhém chua dugc thay thé hodc nhém chirc chira cac nhém alkyl

P va Q = cac nhoém churc gidng hodc khac nhau dé lién két cac thude,

cac phan ti va protein bao céo

Theo c4c phuong an nhét dinh, nhém chirc phan tmg lai kich thich chira
nhém aminooxy ma tao didu kién cho su lién hop véi polypeptit lién két
thong qua lién két oxim 6n dinh. Céc nhém chirc phan tng lai kich thich dién

hinh c¢6 chira cac nhém aminooxy dugc néu trong Bang 2 dudi day.

Bang 2. Cac nhém chirc phan tng lai kich thich aminooxy dién hinh (trong d6
X ¢6 thé 1a mdi lién két bat ky, Y 13 ving dém bat ky , va trong d6 X va/hodc
Y 14 khong bat bude)

Thubc (Drug) ¢ day c6 thé 1a bat ky loai thudc ndo cua bang 1 & day. Thudel
(Drugl) va Thudc2 (Drug2) c6 thé giéng hodc khac nhau.

Z-Y—X-—Drug | _Dru
\N«O‘Q—\O«O Drug
~—/ 0 o}
Z—Y—X—N\
0 0
X —Drug X-Drug

H H
W-N 0 Z-Y—N X—b

o II:IIJ\/O\NHZ o °
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Theo cac phuong an khac, nhém chirc phan Ung lai kich thich chaa
nhém hydrazit va/hoic nhém hydrazin duge alkyl hod & vi tri nguyén tir N dé
tao diéu kién cho su lién hop véi polypeptit lién két thong qua lién két
hydrazon 6n dinh. Cac nhém chirc phan tmg lai kich thich dién hinh c6 chira

cac nhom aminooxy duogc néu trong Bang 14 dudi day.

Bang 14. Cac nhém chuc phan ung lai kich thich hyzarin va/hoac hydrazit

dién hinh
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V. Su lién hgp cua cadc nhom chuc phéan Umg lai kich thich véi cac polypeptit
lién két

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac nhém chirc phan tmg léi kich thich
duoc lién hop (truc tiép hodc thong qua nhém chic lién két) véi polysacarit
duoc oxy hoéa (vi dy, polysacarit lién két & vi tri nguyén tir N duoc oxy héa)
ctia polypeptit lién két dugc thay doi, (vi du, polysacarit duoc thiét ké tai vi tri
N298 ctia mién Fc khang thé). Thuat ngir "polysacarit dugc oxy héa" ¢ nghia
12 nhém thé ruou trén polysacarit di duoc oxy hoéa, tao ra nhém thé
cacbonyl. Nhom thé cacbonyl c¢6 thé phan tmg véi 4 nhan nito thich hop dé
tao thanh lién két doi cacbon-nito. Vi du, phan tmg ctia nhém cacbonyl véi
nhoém aminooxy hodc nhém hydrazin s€ tao thanh oxim hodc hydrazin, tuong
tmg. Theo mdt phuong 4n, nhom thé cacbonyl 1a andehyt. Cac polysacarit
duge oxy hoa phu hop bao gdm galactoze duge oxy héa va axit sialic dugc

oxy hoa.
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Theo mdt phuong 4n, polypeptit dugc bién ddi c6 cong thirc (IT) c6 thé

la cong thuc (11):
Ab(Gal-C(O)H)y(Gal-Sia-C(O)H), Cong thue (10),

trong do:

A) Ab 1a mot khang thé hoic polypeptit lién két khac nhu duge xac

dinh ¢ day;

B) Gal la thanh phan c6 ngudn gdc tir galactoze;

C) Sia la thanh phan c6 ngudn gdc tir axit sialic;

D) x 14 0 dén 5; va

E)y1a 0 dén 5,

trong d6 it nhat mot x va y khong phai 1a 0.

Bét ky k¥ thuat hoa hoc dugc cong nhan co thé dugc st dung dé lién
hop nhém chic phan tng lai kich thich (vi du, nhém chire phan tng lai kich
thich gdm nhém chtc lién két) véi polysacarit (xem vi du, Hermanson, G.T,
Bioconjugate Techniques. Academic Press (1996)). Theo cac phuong an nhét
dinh, gdc sacarit (vi du, axit sialic hodc gbc galactoze) ctia polysacarit bi oxy
héa trude tién (vi du nhu, béng cach s dung Natri periodat hodc xu ly
galactoze oxidaza) dé tao ra nhém andehyt phan mg. Nhém andehyt nay
dugc phan g véi nhém aminooxy hodc nhom hydrazin cua nhém chire phan
tmg lai kich thich dé tao thanh mdi lién két oxim hodc hydrazon, twong ung.
Céc phuong phap dién hinh st dung so d6 phan tmg chung nay dugc néu
trong cac vi du tir 10 dén 15.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac polysacarit ty nhién hodc duoc thiét
ké cua polypeptit lién két truéc tién dugec xir ly trudc véi enzym
glycosyltransferaza in vitro dé tao ra gbc sacarit cudi ma c6 hoat tinh phu
hop. Vi du, sialyl héa c6 thé dat duogc dau tién bang cach sir dung su két hop
cua galactosyltransferaza (Gal T) va sialyltransferaza (Sial T). Theo céac

phuong 4n nhét dinh, cac polysacarit c6 hai nhanh thiéu galactoze (GOF hoic
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GO) hodc chi chira mot galactoze (G1F hodc G1) c¢6 thé dugc bién déi thanh
cac cau truc duogc galactosyl hoa hodc sialyl hod cao hon pht hop cho su lién
hop (G1F, G1, G2F, G2, G1S1F, G1S1, G2S1F, G2S1, G2S2F, hodc G2S2).

So d6 lién hop dién hinh dé tao ra cac lién hop glyco duge sialyl hoa
dugc thé hién trong Hinh 25C. Cac gdc axit sialic duoc dua vao bing enzym
va & vi trf cu thé cua polysacarit ctia khang thé (vi du, polysacarit duoc thiét
ké tai vi trf N298 cua mién Fc) bang cach st dung su két hop cua
galactosyltransferaza (Gal T) va sialyltransferaza (Sial T). Cac gbc axit sialic
duge dua vao sau d6 bi oxy héa véi ndng do thap cta Natri periodat dé thu
duge cac andehyt axit sialic hoat tinh phan tmg thich hop véi cac mbi lién két
thude (vi dy, céc mdi lién két thuéc aminooxy) dé tao ra cac lién hop thude
khang thé (ADC) (vi du, cac ADC dugc lién két oxim). Bang cach kiém soat
s& luong céc polysacarit va sb luong cac goc sialic vai viée tai cu trac in
vitro, chuyén gia trong linh vuc ky thuat c¢6 thé kiém soat chinh xac ty 18
thudc-khang thé (DAR) ciia cac ADC. Vi du, néu ~ 1 axit sialic dugc thém
vao polysacarit ¢6 hai nhanh don (A1F) trong mdi chudi ning, khéng thé hodc
polypeptit lién két véi DAR ctia 2 ¢ thé thu dugc dong nhét.

VI.  Polypeptit lién két duoc thay dbi

Theo céc phuong 4n nhit dinh, phat minh cung c¢ip cac polypeptit ma
1a san phdm cua cac nhém chic thudc phan tng két hop dugc hop chét (truc
tiép hodc théng qua mdt mot nira mdi lién két) dén mét polysacarit oxy héa
(vi du, mdt N-glycan lién két bi oxy héa) ctia polypeptit lién kétpolypeptit
lién két thay ddi stra ddi (vi du: , méot polysacarit ké tai N298 ctia mién Fc
khang thé).

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit lién két c6 thé c6 cong thirc
(I1I):

Ab-(Gal-C(H)=NQ-CON-X)(Gal-Sia-C(H)=NQ-CON-X),
Cong thuc (11D),
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trong do:

A) Ab 1a mét khang thé nhu duge xéac dinh & day;

B) Q 1a NH hoac O;

C) CON la nhém chire két ndi nhu duge dinh nghia & diy; va
D) X la mot tac nhan diéu tri hodc chan doan bénh nhu duge x4c dinh &

day;

E) Gal 1a thanh phan c¢6 ngudn gbc tir galactoze;

F) Sia 1a thanh phan c6 ngudn gbc tir axit sialic;

G)xlatr0dén5; va

H)y latir 0 dén 5,

trong d6 it nhat mot x va y khong phai 12 0.

Theo mét phuong 4n, polypeptit lién két ¢6 thé c6 cong thirc (IIT) c6 thé
c6 cong thuce (IlIa):
Ab(Gal-C(H)=NQ-CH,-C(0)-ZX)(Gal-Sia-C(H)=NQ-CH,-C(O)-ZX),
Formula (II1a),
trong do:
A) Ab 13 khang thé;
B) Q 1a NH hoéc O;
C) Z 1a Cys-(MC)a-(VC)p-(PABC)c-(Ci16H3208C,Hy ) -, trong do
i. Cys la thanh phan c6 nguén gbc cysteinamit;
ii. MC la thanh phan c6 ngudn gdc tir maleimit;
iii. VC 1a thanh phan c6 ngudn gdc tir valin két hop véi citrulin;
ivPABC 13 thanh phin c6 ngudn gbc tir 4-aminobenzyl
cacbamat;
v. X 1a mét tAe nhan diéu tri hogc chan doan bénh nhu dugc xac
dinh & day;
vi. ala 0 hoac 1;

vii. bla 0 hoac 1;
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viii. ¢ la 0 hoac 1; va

ix. f1a 0 hoac 1;
D) X la tac nhan tri liéu nhu dugc dinh nghia ¢ day;
E) Gal 14 thanh phan c6 ngudn gbc tir galactoze;
F) Sia la thanh phan c6 ngudn gdc tir axit sialic;
G)x latr 0 dén 5; va
H)y latir0 dén 5,

trong do it nhat mot x va y khong phai 13 0.

N6 duoc hiéu rang cong thire (III) khong nhim dé ngu vy ring khang
thé, nhom thé Gal, va nhom thé Gal-Sia duoc két ndi theo cach giéng nhu
chudi. Ping hon 13, khi cidc nhém thé nhu vay c6 mét, khang thé duogc két ndi
truc tiép véi timg nhém thé. Vi du, polypeptit lién két c6 cong thirc (I1I) trong
dox1a 1 vayla2 cothé cé sy sip xép duoc the hién dudi day:

X-CON-Q-N=C(H)-Gal._ /GaI-Sia-C(H)=N-Q-CON-X
Ab

ClaaI-Sia-C(H)=N-Q-CON-X
Cong thuc (1IT)

Nhom thé CON trong cong thie (IIT) va cac thanh phan nhu duoc duge
md ta trong d6 ¢ lién quan dén cong thic (1) d6i v6i cac nhém chirc phan
ung lai kich thich.

Theo mdt phuong an, Q la NH. Theo phuong an khac, Q 1a O.

Theo mdt phuong an, x 1a 0.

Khang thé Ab c6 cong thirc (III) c6 thé 12 bat ky khang thé phi hop nhur

duoc mo ta trong tai li€u nay.
Theo mét khia canh, c6 mdt phuong phap diéu ché polypeptit lién két

c6 cong thuc (III) dugce dé xuét, phuong phap nay gébm phan tmg ctia nhém

chirc phan tng lai kich thich c6 cong thirc (I):
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NH,-Q-CON-X
Cong thuc (1),
trong do:
A) Q la NH hoac O;
B) CON 1a nhém chre két ndi; va
C) X 14 tdc nhan diéu tri hodc chan doan bénh nhu duoc xac dinh &
day,

v6i khang thé duogc bién doi c6 cong thire (II)
Ab (OXG),
Cong thuc (11)
trong do:
A) OXG la polysacarit dugc oxy hoa; va
B) r dugc chon tur 0 dén 4;

Theo mdt khia canh, c6 mot phuong phéap diéu ché polypeptit lién két co
cong thie (IIT), phuong phap nay gdm phan tmg ctia nhém chirc phan tng lai
kich thich ¢é cong thirc (I):

NH,-Q-CON-X
Cong thtc (1),
trong do:
A) Q la NH hodc O;
B) CON 1a nhém chuc két ndi; va
C) X la tac nhéan didu tri hodc chan doan bénh nhu duoc xac dinh &

day,
v6i khang thé duogc stra ddi c6 cong thic (11a)

Ab(Gal-C(O)H)«(Gal-Sia-C(O)H)y
Formula (ITa),
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trong do:
A) Ab 1a khang thé nhu duge mé ta trong tai liéu nay;
B) Gal 14 thanh phin c6 ngudn gdc tir galactoze;
C) Sia 14 thanh phan c6 ngudn gdc tir axit sialic;
D) x latir 0 dén 5; va
E)ylatlr 0 dén 5,
trong d6 it nhat mot x va y khong phai 13 0.

IX. Cac phuong phép xir Iy cac khang thé bi bién doi

Theo mét khia canh, sdng ché dé xuét cac phwong phap diéu tri hodc
chan doan bénh nhan trong dé bao gdm ding mdt luong hiéu qua polypeptit
lién két duoc boc 10 & day. Theo céc khia canh dugc uu tién theo sang ché 1a
dé xuét cac b kit va cac phuong phap dé chan doan va/hodc didu tri cac rbi
loan, vi du nhu, cac réi loan ung thu & d6i tuong 14 dong vat c6 va can sy diéu
tri nhu vay. Tt hon 13, d6i twong nay 1a con nguoi.

Céc polypeptit lién két theo sang ché 1a rat hiru ich trong nhidu tng
dung khac nhau. Vi duy, theo mot phuong an, cac polypeptit lién két 14 hiru ich
cho viéc lam giam hodc loai bo chc té bao mang epitop dugc cong nhan boi
mién lién két cua polypeptit lién két. Theo phuong an khac, céac polypeptit
lién két c6 hidu qua trong viéc lam giam ndng do6 hodc loai bd khang nguyén
hoa tan trong su tuan hoan. Theo mét phuong an, cac polypeptit lién két co
thé 1am giam kich thu6c khéi u, (e ché sy ting truéng cta khéi u va/hodc kéo
dai thoi gian séng ciia dong vat mang khdi u. Do d6, sang ché nay ciing dé
cap dén phuong phép didu tri cac khdi u & ngudi hoidc dong vat khac bing
cach dung mot lugng khang thé duoc bién dbi khong ddc hai, hiéu qua cho
nguoi hodc dong vat nhu vay. Mot chuyén gia trong linh vuc ki thuat sé co
thé, bang thir nghiém théng thuong, xdc dinh nhu thé nao 13 mét luong
polypeptit lién két duoc bién dbi khong doc hai, hidu qua s& duge danh cho

muc dich diéu tri cac khoi u 4c tinh. Vi dy, mot lugng c6 hoat tinh tri liéu cua
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khéﬁg thé hodc cac doan cua né duge bién dbi c6 thé thay doi theo cac yéu td
nhu giai doan bénh (vi dy, giai doan I so véi giai doan IV), do tudi, gi6i tinh,
cac bién ching y khoa (vi dy, cac tinh trang hodic cdc bénh suy gidm mién
dich) va trong luong cua dbi tuong, va kha ning cua khang thé duoc bién dbi
dé gy ra phan tmg mong mudn & doi tugng. Phac d6 lidu luong c6 thé dugc
diéu chinh dé tao ra dap ung diéu tri t5i wu. Vi dyu, mét s6 liéu duoc chia ra co
thé duoc ding hang ngay, hodc c6 thé giam lidu luong twong tmg nhu dugc
chi ra boi cac nhu cau cép bach cia tinh hinh didu tri.

Nhin chung, cac dugc phém theo sang ché co thé duge sur dung dé diéu
tri dg phong hodc tr1 liéu khdi u bat ky bao gdm chét danh déu khang nguyén
ma cho phép nhdm muc tiéu 14 cac té bao ung thu bang khang thé dugc bién

doi.

X. Phuong pﬁép str dung cac Khang thé hoic cac doan ciia chiung duge bién
doi

Phuong phap diéu ché va str dung cac polypeptit lién két theo sang ché
cho dbi tugng duoc biét dén rong rdi hodc dé dang dugc xac dinh béi cac
chuyén gia trong linh vyc k¥ thudt. Cach stir dung cac polypeptit lién két theo
séng ché c6 thé 1a duong udng, dudng tiém, duong ho hap hodc boi tai chd.
Thuat ngit duong tiém nhu dugc st dung & day bao gbm tiém tinh mach,
dong mach, mang bung, tiém bép, tiém dudi da, truc trang hodc am dao. Cac
hinh thtrc tiém tinh mach, dong mach, tiém dudi da va tiém bép tiém thuong
duoc vu tién hon. Trong khi tit ca cac hinh thic tiém nay da dugc du tinh rd
rang nhu la trong pham vi cua sang ché, dang st dung s& 12 dung dich dé
tiém, cu thé 14 tiém tinh mach hodc dong mach hoic nho giot. Théng thuong,
duoc phdm phu hop dé tiém cé thé bao gdm chat dém (vi du nhu chit dém
axetat, phosphat hoac citrat), chit hoat dong bé mat (vi du polysorbat), tuy y
tac nhan 6n dinh (vi du albumin ctia nguoi), v.v. Tuy nhién, trong cac phuong

phép khac phi hop véi séng ché, céc khéng thé dugc bién doi ¢6 thé dugce
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chuyén tryc tiép dén cac vi tri tap trung nhiéu té bao x4u do d6 lam ting s
tiép xUc cia cac mo bénh véi tac nhan tri liu.
Theo mdt phuong an, polypeptit lién két duoc sir dung 13 polypeptit
lién két c6 cong thire (I11):
Ab(Gal-C(H)=N-Q-CON-X),(Gal-Sia-C(H)=N-Q-CON-X),

Cong thuc (I1I),
trong do:
A) Ab 13 khang thé nhu duoc x4c dinh & day;
B) Q 1a NH hoac O;

C) CON la nhom chirc ndi nhu dugc dinh nghia & day; va

D) X 13 tac nhan diéu tri hodc chan doan bénh nhu duge xac dinh &
day;

E) Gal 14 thanh phan c6 ngudn gbc tir galactoze;

F) Sia 14 thanh phén ¢6 ngudn goe tir axit sialic;

G) x 1a tir 0 dén 5; va

H)ylaty 0 dén 5,

trong d6 it nhat mot x va y khong phai 13 0.

Céc dugc phdm ding dé tiém bao gdom cac dung dich nuéc hozic khong
chtta nudc vo trang, huyén phu, va nhii twong. Céc vi du vé cac dung moi
khong chira nude la propylen glycol, polyetylen glycol, cac dau thyc vat nhu
dAu 6 liu, va cac este hitu co c6 thé tiém duge nhu etyl oleat. Cac chat mang
dang nuéc bao gébm nudc, cic dung dich con/dang nuée, nhii tuong hoic
huyén pht, bao gébm cac dung dich nuéce mubi va dém. Trong céc duoc pham
va phuong phap theo sang ché, cac chét mang dugc dung bao gom, nhung
khong gidi han, dung dich dém phosphat véi né)ng do tr 0,01 dén 0,1 M va tdt
hon 13 0,05M hodc nuéc mubi 0,8%. Cac ta duge 16ng dung cho tiém phé
bién khac bao gdm dung dich natri phosphat, dextroza ctia Ringer, dextroza
va natri clorua, Lactated ctia Ringer, hodc cac loai dau 6n dinh. Céc ta duogc

long dung cho tiém tinh mach bao gdm céc chit bd sung chat 1ong va chat
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dinh dudng, cac chit bo sung dién giai, nhu cac chit bd sung trén co s6
dextroza cua Ringer, va chét tuong tu. Cac chit bio quéan va cac phu gia khac
cling co thé ¢6 mat, vi du nhu, cdc tic nhan khang vi sinh vat, cac tac nhan
chdng oxy hoa, cac tc nhan chelat hod, va cac khi tro va chit twong tu. Cu
thé hon, cac duge phdm phi hop ding dé tiém bao gdm cac dung dich dang
nuée vo tring (c6 nude hoa tan) hodc cac dang huyén phi va céc dang bot vo
tring dé pha ché dot xudt cac dung dich hodc cac huyén phu c¢6 thé tiém duoc
v tring. Trong cac trudng hop nhu vdy, duoc phdm phai 13 vo tring va nén
1a 16ng trong pham vi ma kha ning tiém duoc dé dang ton tai. N6 phai 1a on
dinh duéi cac diéu kién san xuat va luu trit va s& t6t hon 13 dugce bao quan
chéng lai hoat dong gy 6 nhiém ciia vi sinh vat, nhu vi khuan va ndm. Chét
mang co thé 1a dung méi hodc méi trudng phan tan chira, vi dy, nude, etanol,
polyol (vi du, glyxerin, propylen glycol, va polyetylen glycol 16ng, va chat
tuong tr), va cac hdn hop phi hop cia ching. Tinh luu dong phit hop ¢6 thé
duoc duy tri, vi dy, bang cach st dung 16p pht nhu lexithin, bing cach duy tri
kich thudc hat yéu ciu trong truong hop huyén phu va bing cach sir dung céc
chit hoat dong bé mat.

Viéc ngan ngura hoat dong clia cac vi sinh vat co thé dat duoc br?mg cac
tac nhan khéng khuan va khang ndm khéic nhau, vi du, cac paraben,
clorobutanol, phenol, axit ascorbic, thimerosal va chat tuong tu. Trong nhiéu
truong hop, né s& 13 tot hon dé bao gdm céc tac nhan dang truong, vi du, cac
duong, cac rugu da chuc, nhu mannitol, sorbitol, hodc natri clorua trong dugc
phdm. Sy hip thu kéo dai ctia céc dugc pham c6 thé tiém duoc co thé xay ra
béng cach bao gdm trong ché phim tac nhan ma lam cham sy hap thu, vi du,
nhdm monostearat va gelatin.

Trong bét ky trudng hop nao, cac dung dich c6 thé tiém duge vo tring
¢6 thé dugc pha ché bang cach két hop hop chat hoat tinh (vi dy, polypeptit
lién két duoc bién ddi boi chinh né hodc két hop véi cdc tac nhan hoat tinh

khac) & luong yéu cau trong dung mdi phu hop véi mot hodc su két hop cua
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céc thanh phan dugc liét ké & day, theo yéu cau, tiép theo 1a loc khir tring.
N6i chung, céc huyén phi duoc pha ché bang cach két hop hop chat hoat tinh
vao ta duge vo tring, ma chira méi trudng phan tan co ban va cac thanh phan
khac theo yéu cau tir cac thanh phan duoc liét ké & trén. Trong truong hop cia
céc bot vo tring dé pha ché cac dung dich co thé tiém duoc vo tring, cac
phuong phap .pha ché dugc uu tién 13 sdy chan khong va dong khd, ma thu
duge bot cta thanh phan hoat tinh cong véi bat ky thanh phan mong mudn bd
sung tir dung dich dugc loc vo trung trude day cua nd. Cac dugc pham dung
dé tiém duoc xit ly, rét day vao cac d6 chtra nhu dng, tai, chai, dng tiém hodc
lo, va duge gén kin dudi cac diéu kién vé triung theo cac phuong phap dé biét
HonglhﬁlvuckythuétIﬂgoéimgcécduqcphﬁnlcéthéduqcdénggéivébén
& dang bo kit nhu dugc md ta trong U.S.S.N. 09/259.337 va U.S.S.N.
09/259.338. Cac mit hang nhu vy clia nha san xut s& t6t hon 1a ¢6 nhan
quéang céo cai trong thung hang chi ra rang cac dugc pham lién quan 13 rat
hitu ich cho viéc diéu tri d6i tuong bi cac roi loan dan dén tuy mién hodc ung
thu.

Liéu ¢6 hiéu qué cua céac dugc phém theo sang ché, dé diéu tri cac tinh
trang bénh dugc mo ta & trén thay d6i tiry thudc vao nhiéu yéu té khac nhau,
bao gdm phuong thirc st dung, vi tri muc tiéu, trang thai sinh Iy ctia bénh
nhéan, cho du bénh nhan la ngudi hodc dong vat, cac thudc khéac duge st dung,
va viéc diéu tri 1a du phong hoic tri liéu. Thong thudng, bénh nhan 14 ngudi
nhung cac loai dong vat c6 v khong phai nguot bao gbm cac loai dong vt c6
va bién ddi gen ciing c6 thé duogc diéu tri. Liéu diéu tri c6 thé dugc diéu chinh
bing cach st dung céc phuong phép théng thuong di biét véi chuyén gia
trong linh vuc k¥ thuat dé 61 uu hoa sur an toan va hiéu qua.

Déi v6i mién dich thu dong vé6i polypeptit lién két, lidu luong c6 thé
dao dong, vi du, trong khoang tur 0,0001 dén 100 mg/kg, va thuong 13 trong
khoang tur 0,01 dén 5 mg/kg (vi dy, 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg 0,75
mg/kg, 1mg/kg, 2 mg/kg, v.v.), trong lugng co thé vat chi. Vi du lidu luong
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c6 thé 1a 1 mg/kg trong lugng co thé hodc 10 mg/kg trong luong co thé hoic
trong khoang tir 1 dén 10 mg/kg, t6t hon 14 it nhit 1 mg/kg. Lidu trung binh
trong céc khoang & trén ciing duge nham muc dich 14 trong pham vi ctia sang
ché. Cac dbi tuong c6 thé duge dung cac lidu nhu vay hang ngay, vao céac
ngay khéc, hang tuan hodc theo bat ky lich trinh khac duge xac dinh béng
cach phan tich thyc nghiém. Phuong phépdiéu tri dién hinh doi hoi viée ding
nhiéu lidu trong mét thoi gian dai, vi du, it nhat sau thang. Cac phac do diéu
tri dién hinh bd sung doi hoi dung mot 1an mdi hai tudn hodc mot 1an mdi
thang hodac mot lAn mdi 3 dén 6 thang. Lich trinh liéu luong dién hinh bao
gom tir 1 dén 10 mg/kg hodc 15 mg/kg vao nhitng ngdy lién tiép, 30 mg/kg
vao nhitng ngay khac hodc 60 mg/kg hang tudn. Trong mdt sb phuong phép,
hai hodc nhiéu khéng thé don dong c¢6 céc dic tinh lién két khac nhau duoc
ding ddng thoi, trong truong hop d6 lidu luong ctia mdi khang thé dugc dung
nam trong pham vi dugc chi dinh.

Céc polypeptit lién két theo sang ché c6 thé dugce dung trong nhiéu
truong hop. Khoang thoi gian gifta cac lidu don c6 thé 1a hang tuan, hang
thang hoac hang nam. Khoang thoi gian cling c6 thé 1a khong déu nhu dugc
chi ra bing cach do ndng do trong mau cia polypeptit lién két dugc bién dbi
hodc khang nguyén & bénh nhan. Trong mot s& phuong phap, lidu luong duoc
didu chinh dé dat duoc ndng d6 polypeptit lién két dugc bién doi trong huyét
tuong ndm trong khoang tir 1 dén 1000 mg/ml va trong mot s6 phuong phap
ndéng do nay nim trong khoang tir 25 dén 300 mg/ml. Ngoai ra, cac polypeptit
lién két c6 thé duge dung lam duoc phdm giai phéng lau dai, trong trudong
hop d6 viéc ding it thudng xuyén hon 14 cin thiét. DSi véi cac khang thé, lidu
luong va tan suét thay dbi tuy theo thoi gian ban hily ctia khang thé & bénh
nhan. Né6i chung, cac khang thé & ngudi cho thay thoi gian ban hiy dai nhét,
tiép theo 1a cac khang thé kham va cac khéng thé khong phai & nguoi.

Lidu luong va tan suat dung c6 thé thay ddi tiy thudc vao viée diéu tri

la du phong hoac tri li€u. Trong cac Uimg dung du phong, cac dugc phém co
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chtra cac khang thé theo sang ché hodc hdn hop ciia né duge dung cho bénh
nhan chua cé tinh trang bénh dé ting cudng sirc dé khang ctia bénh nhan.
Luogng nhu vay dugc xac dinh la "lidu hitu hiéu dé phong ngira". Trong viéc
sir dung nay, cac luong chinh xéc lai phu thudc vao tinh trang stc khoé cua
bénh nhén va kha nang mién dich néi chung, nhung thudng nam trong khoang
tir 0,1 dén 25 mg mdi lidu, nhét 1a nim trong khoéang tir 0,5 dén 2,5 mg mdi
lidu. Liéu luong tuong ddi thap duoc ding & cac khoang thoi gian tuong d6i
khong thuong xuyén trong mot thoi gian dai. Mot s6 bénh nhan tiép tuc duoc
didu trj trong sudt quing doi con lai ctia ho. Trong cac img dung diéu tri, lidu
luong tuong di cao (vi dy, ndm trong khoang tir 1 dén 400 mg/kg khang thé
mdi lidu, v6i cac 1idu lugng ndm trong khoang tir 5 dén 25 mg duogc st dung
nhidu hon dbi véi céc lién hop mién dich phéng xa va céc lidu cao hon dbi
v6i cac khang thé duoc bién doi doc t t& bao thudc) & cac khoang thoi gian
tuong dbi ngén doi khi dugc yéu cAu cho dén khi su tién trién cta bénh dugc
giam bat hoac chdm dut, va tét hon 1a cho dén khi bénh nhan cho théy su cai
thién mot phﬁn hodc hoan toan céc triéu ching cua bénh. Sau dé, bénh nhan
c6 thé duge dung ché d6 du phong.

Céc polypeptit lién két theo sang ché c6 thé tuy y dugc dung két hop
véi cac thc nhan khac ma c6 hiéu qua trong diéu tri cac rdi loan hodc tinh
trang can didu trj (vi dy, phong bénh hodc chita bénh). Cac liéu luong diéu tri
don hiéu qua (tuc 13, cac luogng c6 hi¢u qua tri liéu) cia cac khang thé duoc
sira d6i duoc dan nhan 90Y theo sang ché ndm trong khoang giita 5 va 75
mCi, t6t hon nita 13 ndm trong khoang giita 10 va khoang 40 mCi. Cac lidu
luong didu tri don hidu quéa khéng xam 14n tiy cla cac khang thé dugc bién
d6i 1311 nim trong khoang gifta 5 va 70 mCi, t6t hon 1a ndm trong khoang
gifta 5 va 40 mCi. Céc lidu lugng didu tri don hidu qua xam 14n (tic 13, c6 thé
yéu cau ghép tiy xuong tu than) cua cic khéng thé duoc dén nhin 1311 ndm
trong khoang gitta 30 va 600 mCi, t6t hon 14 ndm trong khoang gifta 50 va

thdp hon 500 mCi. Két hop véi khang thé kham, do thoi gian ban huy tuan
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hoan 1au hon so véi cac khang thé chudt, cac lidu lugng diéu tri don hiéu qua
khong xam l4n tiy cua cac khang thé kham dan nhén iot-131 nam khoang tir
gitta 5 va 40 mCi, t6t hon 13 nhé hon khoang 30 mCi. Tiéu chi hinh &nh cho,
vi du nhu, nhén 111In, thuong nhorrr hon khoang 5 mCi.

Trong khi cac polypeptit lién két co thé dugc ding nhu duoc mé ta
ngay & trén , cin phai nhin manh ring theo cic phuong an khéc, céc
polypeptit lién két c6 thé duge dung cho cic bénh nhan khoe manh nhu mot
lidu phap dau tién. Theo cac phuong an nhu vay, cac polypeptit lién két c6 thé
dugce dung cho cac bénh nhan c¢6 dy trir ty do binh thudong hodc trung binh
va/hodc cho cac bénh nhan ma chua trai qua, va dang khong trdi qua céc
phuong phap diéu tri khac. Nhu duoc sir dung trong tai liéu nay, viéc st dung
cac khang thé duoc stra ddi hodic cac doan cia nd cung hoac két hop voi liéu
phap bd sung c6 nghia 1a dung hoic 4p dung liéu phap va cac khang thé theo
sang ché tuan tu, cung ltc, cung tdn tai, déng thoi, di kém hodc déng thoi.
Céac chuyén gia trong linh vyc k¥ thuat s€ danh gia cao viéc dung hoac ap
dung céc thanh phan khéc nhau cta phac do6 diéu tri két hop c6 the duoc diéu
chinh dé nang cao hiéu qua diéu tri tong thé. Vi du, cic tic nhan hoa tri lidu
6 thé duoc dung trong cac dot diéu tri tiéu chuén, duoc biét dén rong rai theo
sau trong vong vai tun bang cac lién hgp mién dich phéng xa theo séng ché.
Nguoc lai, cacs polypeptit lién két dugc két hop doc td té bao c6 thé duoc
tiém tinh mach sau d6 1 btc xa chum tia bén ngoai khu tra khéi u. Theo céc
phuong an khéc nitra, polypeptit két dugc bién doi c6 thé duge dung dong thoi
voi mot hodc nhiéu tdc nhan héa tri liéu duoc lua chon trong mot lan thim
kham. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat (vi du nhu mot bac si chuyén khoa
ung thu ¢6 kinh nghiém) s& dé dang c6 thé nhan ra cc phac do diéu tri két
hop ¢6 hiéu qua ma khong can thir nghiém qua mutc dua trén lidu phép bd
sung dugc lya chon va ndi dung ban mo ta cua sang ché.

V& véan dé nay, né s& duoc danh gia cao rang su két hop cia cac

polypeptit lién két va tac nhan héa tr liéu c6 thé dugc dung theo th ty bat ky
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va trong khoang thoi gian bat ky ma mang lai loi ich diéu tri cho bénh nhan.
D6 13, tac nhan héa tri liéu va cac polypeptit lién két co thé duge dung theo
tht ty bat ky hodc dong thoi. Theo cic phuong 4n duogc lya chon, céc
polypeptit lién két theo sang ché s& dugc dung cho céc bénh nhan ma da trai
qua héa tri liéu truéc do6. Theo cac phuong an khac nita, cic polypeptit lién
két va diéu tri hoa tri liéu vé co ban s& duge ding ddng thoi hodc song song.
Vi dy, bénh nhan c6 thé duoc cung cép céc polypeptit lién két trong khi trai
qua dot héa tri. Theo cac phuong an dugc wu tién, khéng thé dugce sira doi s&
dugc dung trong vong mdt ndm d6i voi bat ky tac nhan hozc didu tri hoa tri
liéu nao. Theo cac phuong an dugc uu tién khac, cac polypeptit lién két s&
dugc tiém trong vong 10, 8, 6, 4, hodc 2 thang d6i voi bat ky tac nhan hodc
diéu tri hoa tri liéu nao. Van theo cic phuong an dugc uu tién khéc, polypeptit
lién két s& duogc dung trong vong 4, 3, 2 hodc 1 tudn dbi v6i bat ky tac nhan
hodc diéu tri hoa tri liéu ndo. Theo cac phuong én khac nira, cic polypeptit
lién két s& duoc dung trong vong 5, 4, 3, 2 hodc 1 ngay d6i véi tac nhan hoic
diéu tri hoa tri liéu duoc lua chon. N6 s& con dugc danh gia cao réng hai tac
nhan hodc phwong phap diéu tri c6 thé dugc dung cho bénh nhan trong vong
mot vai gio hodc mot vai phut (tie 1a, vé co ban 1a dong thoi).

N6 s& con duoc danh gia cao rang cac polypeptit lién két theo sang ché
c6 thé dugc sir dung cung hodc két hop véi bit ky tac nhan héa tri liéu nao
hodc céc tac nhéan (vi du, dé cung cap phac d6 diéu tri két hop) ma loai bo,
lam giam, &c ché hodc kiém so4t su ting trudng cua té bao ung thu in vivo.
CAc tac nhan hod hoa tri lidudién hinh ma phu hop véi sang ché bao gdm cac
tdc nhan alkyl hoa, cdc vinca alkaloit (vi du, vincristin va vinblastin),
procarbazin, metotrexat va prednison. Su két hop bdn loai thubc MOPP
(mechlethamin (nitrogen mustard), vincristin (Oncovin), procarbazin va
prednison) 14 rat hiéu qua trong diéu tri nhiéu loai ung thu lympho khéc nhau
va bao gdm mot phuong 4n duge uu tién theo sang ché. O cac bénh nhan

khang MOPP, cic su két hop ABVD (vi duy, adriamyxin, bleomyxin,
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vinblastin va dacarbazin), ChIVPP (CHlorambuxil, vinblastin, procarbazin va
prednison), CABS (lomustin, doxorubixin, bleomyxin va streptozotoxin),
MOPP cong vai ABVD, MOPP cong véi ABV (doxorubixin, bleomyxin va
vinblastin) hodac BCVPP (carmustin, xyclophosphamit, vinblastin,
procarbazin va prednison) co thé dugc str dung. Arnold S. Freedman va Lee
M. Nadler, Malignant Lymphomas, in HARRISON’S PRINCIPLES OF
INTERNAL MEDICINE 1774-1788 (Kurt J. Isselbacher et al, eds., 13th ed.
1994) va V.T. DeVita et al, (1997) va céc tai lidu tham khao duoc trich dan
trong d6 dbi véi liéu lugng ding va 18n lich tiéu chuan. Céc liéu phap nay c6
thé duoc st dung khéng thay ddi, hodc thay dbi khi can thiét ddi voi bénh
nhan cu thé, két hop voi mét hodc nhiéu polypeptit lién két theo sang ché nhu
duogc mo ta trong tai li€u nay.

Céc phac dd bo sung hitu ich trong pham vi clia sang ché bao gbm str
dung cac tac nhan alkyl héa don nhu xyclophosphamit hodc clorambuxil,
hodc cac su két hop nhu CVP (xyclophosphamit, vincristin va prednison),
CHOP (CVP va doxorubixin), C-MOPP (xyclophosphamit, vincristin,
prednison va procarbazin), CAP-BOP (CHOP cong v6i procarbazin va
bleomyxin), m-BACOD (CHOP cdng v&i metotrexat, bleomyxin va
leucovorin), ProMACE-MOPP (prednison, metotrexat, doxorubixin,
xyclophosphamit, etoposit va leucovorin cong véi MOPP tiéu chuén),
ProMACE-CytaBOM (prednison, doxorubixin, xyclophosphamit, etoposit,
xytarabin, bleomyxin, vincristin, metotrexat va leucovorin) va MACOP-B
(metotrexat, doxorubixin, xyclophosphamit, vincristin, prednison lidu ¢6 dinh,
bleomyxin va leucovorin). Cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat s& dé dang
c6 thé xac dinh cac lidu luong tiéu chuén va 1én lich cho mdi trong s6 cac
phac dd diéu tri nay. CHOP ciing da dugc két hop véi bleomyxin, metotrexat,
procarbazin, nitrogen mustard, cytosin arabinosit va etoposit. Cac tdc nhan
hoa tri liéu twong thich khac bao gbém, nhung khong gidi han, 2-

clorodeoxyadenosin (2-CDA), 2'-deoxycoformyxin va fludarabin.
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Dbi v6i cac bénh nhin ¢6 mic NHL trung binh va cao, ngudi khong
dat duoc su thuyén giam hodc tai phat, liéu phap ctru h¢ duoc str dung. Céc
liéu phép ctru ho st dung cac loai thudc nhu cytosin arabinosit, carboplatin,
cisplatin, etoposit va ifosfamit riéng 1¢ hodc két hop. O cac dang tai phat hodc
ning hon cua céc rbi loan ung thu nhét dinh, cac giao thic sau diy thuong
dugc st dung: IMVP-16 (ifosfamit, metotrexat va etoposit), MIME (metyl-
gag, ifosfamit, metotrexat va etoposit), DHAP (dexamethason, xytarabin lidu
cao va cisplatin), ESHAP (etoposit, metylpredisolon, HD xytarabin,
cisplatin), CEPP(B) (xyclophosphamit, etoposit, procarbazin, prednison va
bleomyxin) va CAMP (lomustin, mitoxantron, Xytarabin va prednison) mdi
loai v6i ty 18 lidu lugng va lich trinh ding thube dugc biét dén rong rai.

Luong tac nhan hoa tri liéu duoc st dung két hop véi cac khang thé
duoc bién ddi theo sang ché c¢6 thé thay dbi theo ddi tuong hodc co thé duoc
ding theo céch duogc biét dén trong linh vuc k¥ thuat. Xem vi dy, Bruce A.
Chabner et al, Antineoplastic Agents, trong GOODMAN & GILMAN'S THE
PHARMACOLOGICAL BASIS OF THEREPEUTICS 1233-1287 (Joel
Hardman G. et al., eds., 9th ed. 1996).

Nhu da thao luan trude do, cac polypeptit lién két theo sang ché, cac
doan phan ing mién dich hoic céc tai t6 hop cta chiing c¢6 thé duoc dung véi
luong dugc dung dé didu tri cac réi loan & dong vat cé vu in vivo. Vé van dé
nay, no sé duoc danh gia la cac polypeptit lién két theo sang ché s& duoc lap
cong thuce dé tao diéu kién thuan loi cho viéc dung va thic déy su 6n dinh cua
tac nhan hoat dong.

Tét hon 13, cac duge pham theo sang ché bao gdm chit mang dugc
dung, khong ddc hai, tiét tring nhu nudc mudi sinh 1y, cac chat dém khong
ddc hai, cac chét bao quan va cac chét tuong ty. Péi véi cac muc dich cua
sang ché, mét lugng duoc dung ctia polypeptit lién két dugc stra ddi, doan
phan tng mién dich hoic tai td hop cta ching, duge lién hop hoic khong

duoc lién hop véi tac nhan tri li€u, s€ duoc gift c6 nghia 1a mot luong vira du
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dé dat duoc lién két c6 hiéu qua véi khang nguyén va dé dat dugc loi ich, vi
du, dé cai thién cac triéu chimg ctia bénh hodc rdi loan hodc dé phat hién chét
hoc t& bao. Trong trudng hop clia cac té bao khéi u, polypeptit lién két duge
bién d6i tot hon 13 s& c6 kha ning tuong tac véi cac khang nguyén phan Gng
mién dich dugc chon trén cac té bao ung thu hodc phan tmg mién dich va tao
ra su gia tdng cai chétcua cac té bao d6. Tt nhién, cac duge pham theo sang
ché ¢6 thé duoc dung mot hodc nhiéu lidu dé cung cp mot lugng duoc dung
ctia polypeptit lién két duoc bién dbi.

Dé phuhop véi pham vi ctia sang ché, cac polypeptit lién két theo séang
ché c6 thé duge dung cho ngudi hoidc dong vat khac theo cac phuong phap
diéu tri da néi trén véi mot lugng vira du dé tao ra hiéu qua diéu tri hodc du
phong. Céc polypeptit lién két theo sang ché c6 thé dugc ding cho ngudi
hoac dong vat khac nhu vay ¢ dang bao ché thong thuong dugc pha ché béng
cach két hop cac khang thé theo sang ché véi chit mang hodc chét pha lodng
dugc dung thong thudng theo cac k¥ thuat da dugc biét dén. N6 s& duoge cong
nhan bdi mot chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat la dang va déc tinh cta chét
mang hodc chét pha loing duoc dung dugc quyét dinh boi sb lwong thanh
phan hoat chit ma né duoc két hop, cach ding thudc va cac bién s6 duoc biét
dén rong rdi khac. Cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét s& danh gia cao hon
nita dung dich hdn hop gdm maot hozc nhiéu loai polypeptit lién két dugc mé
t4 trong sang ché c6 thé ching t6 1a ddc biét higu qua.

V. Biéu hién cua céc polypeptit lién két

Theo mdt khia canh, sang ché dé& xuit cic polynucleotit md hoa céc
polypeptit lién két duoc boc 16 & day. Phuong phap tao ra polypeptit lién két
bao gdm biéu hién cac polynucleotit nay ciing dugc dé xuat.

Cac polynucleotit mad hoéa cac polypeptit lién két duoc boc & day
thuong dugc chén vao vecto biéu hién dé dua vao té bao vat chii ma cé thé
duoc sir dung dé san xuét sb lugng mong mudn cac khang thé duoc yéu ciu

bao ho, hodc cac doan cua ching. Do do, theo cac khia canh nhét dinh, sang

-70-



39041

ché dé xuit cac vecto biéu gdbm cac polynucleotit duoc bd 16 & day va cac té
bao vét chii bao gdm céc vecto va cac polynucleotit nay.

Thuat nglt "vecto" hay "vecto biéu hién" duoc st dung & day cho cac
muc dich ctia ban md ta va cic yéu cau bao hd cua sang ché, c6 nghia 1a céc
vecto duge st dung theo sang ché nhu mot phuong tién dé dua vao va biu
hién gen mong mudn trong té bao. Nhu di duoc cac chuyén gia trong linh vuc
k¥ thuat biét dén, cac vecto nhu vay c6 thé d& dang duoc chon tir nhém gdm
cac plasmit, cac thé thuc khuén, cc virus va cac retrovirus. Noi chung, cac
vecto tuong thich v6i sang ché s& bao gdm chat danh du chon loc, cac vi tr
han ché thich hop dé tao diéu kién nhan ban ctia gen mong mudn va kha ning
di vao va/hoic tai tao trong cac té bao nhan chuén hodc nhéan so.

Nhiéu hé théng vecto biéu hién c6 thé dugc st dung cho céc muc dich
cua sang ché. Vi dy, mét 16p vecto st dung cac yéu t6 ADN ¢6 nguén géc to
vi rat dong vat nhu vi rat u nht & bo, vi rut polyoma, vi rut Adeno, virus
Vaccinia, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV hoac MOMLYV) hoac virus
SV40. Céc yéu td lién quan dén viéc sir dung cac hé théng polycistronic véi
céc vi trf lién két ribosome ndi bd. Ngoai ra, cac té bao da tich hop cac ADN
vao céc nhiém sic thé cua ching c6 thé dugc lya chon bing cach dwa mot
hodc nhiéu chat danh diu ma cho phép chon loc céac té bao vat chu chuyén
nhidm. Chit danh dau nay c6 thé cung cap thé nguyén dudng cho vét chii dinh
dudng thu dong, khang chét diét khuan (vi dy, thudc khang sinh) hozc khang
cac kim loai nang nhu déng. Chét danh diu c6 thé duge chon c6 thé lién két
truc tiép vO1 cac trinh ty ADN duoc biéu hién, hodc dua vao cung té bao
boicung su bién doi. Cac yéu td khac ciing c6 thé can thiét cho su tong hop tdi
uu ciia mRNA. Cac yéu td nay c6 thé bao gém céc trinh tu tin hiéu, céc tin
hiéu ndi, cling nhu céc yéu tb thic ddy, cac yéu tb ting cudng, va céc tin hiéu
két thiic phién ma. Theo cac phuong 4n dic biét wu tién, cic gen bién ving

bién doi nhan ban vo tinh dugc dua vao vecto biéu hién cung véi cac gen
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ving khong d6i mach ning va nhe (t6t hon 13 & ngudi) tong hop nhu da trinh
bay & trén.

Theo cac phuong an uu tién khac, cac polypeptit lién két theo sang ché
c6 thé dugc bidu hién hién bang cach st dung cac ciu tric polycistronic.
Trong céc hé théng biéu hién nhu vay, nhiéu san phim gen quan tim nhu cac
mach nang va nhe cua cac khang thé c6 thé duoc tao ra tir clu tric
polycistronic don. Cac hé théng nay sir dung thuan lgi vi tri di vao ribosome
nodi bd (IRES) dé cung cip muc do twong doi cao cua cac polypeptit theo sang
ché trong cac té bao vét chil nhan chuan. Céc trinh ty IRES twong thich dugc
bdc 16 trong U.S. Pat. No 6.193.980. Cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat
sé danh gia cao la cac hé thdng biéu hién nhu vay c6 thé duoc sir dung dé tao
ra ¢6 hiéu qua dly du cac polypeptit theo sang ché.

Téng quat hon, mot khi vecto hodc chudi ADN ma hoéa khang thé, hoic
doan cta no, da duoc pha ché, vecto biéu hién nay c6 thé duoc dua vao té bao
vat chu thich hop. D6 13, céc té bao vat chi c6 thé dugc bién doi. Viéc dua
plasmit vao t€ bao vat cht ¢o thé dugc thuc hién béng cac k¥ thuat khac nhau
duoc biét dén rong rdi voi cac chuyén gia trong linh vuc k§ thuat. Cac k§
thuat nay bao gdm, nhung khong gidi han, chuyén nhiém (bao goém ca dién di
va cong nghé dién di), hop nhat t& bao nguyén sinh, két tha canxi phosphat,
hop nhét té bao v6i ADN cé vo, vi tiém, va nhiém virus con nguyén ven.
Xem, Ridgway, A,A.G. "Mammalian Expression Vectors" Chapter 24.2, pp.
470-472 Vectors, Rodriguez va Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass.
1988). Tbt nhét 13, viéc dua plasmit vao vat chi 14 théng qua cong nghé dién
di. Céc té bao bién ddi duoc phat trién trong cac didu kién phu hop cho viée
tao ra cac chudi nhe va cac chudi ning, va xét nghiém dbi véi su téng hop
protein chudi ning va/hoic nhe. Cac k¥ thuét xét nghiém dién hinh bao gém
xét nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), xét nghiém mién dich
phong xa (RIA), hodc phan tich phan loai té bao hoat hoa huynh quang

(FACS), hoa mo mién dich va xét nghiém tuong tu.
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Nhu duoc st dung & day, thuat ngit "chuyén doi" s& dugc sir dung theo
nghia rong dé deé cap dén viéc dua ADN vao té bao vat chi nhan ma thay ddi
kiéu gen va do d6 dan dén sy thay ddi trong t& bao nhan.

Tuong tu, "céc té bao vat chi" deé cap dén céc té bao da duoc bién doi |
vé6i céc vecto dugce cAu tric bang cach st dung cac k§ thuat ADN tai to hop
va ma hoa it nhdt mot gen khac loai. Trong viéc mé ta cac quy trinh dé tach
céc polypeptit tir cac vat chu tai to hop, cac thudt ngit "té bao" va "nudi cay té
bao" dugc st dung thay thé cho nhau dé biéu thi ngudn gbc ciia khang thé trir
khi dugc quy dinh khéac di. Noi cach khac, su thu hdi polypeptit tir "cac té
bao" ¢6 thé c6 nghia hodc tir ly tAm ldng nhanh toan bd cac té bao, hodc tir
nudi cdy té bao c6 chira ca méi truong va cac té bao lo limg.

Theo mét phuong an, dong t& bao vat chi dugc sir dung dé biéu hién
khang thé c6 ngudn gdc tir dong vat c6 vi; cac chuyén gia trong linh vuc k§
thuét c6 thé xac dinh cu thé cac dong té bao vat chi ma phu hop nhét cho viée
tao ra gen mong mudn dugc biéu hién trong do. Cac dong té bao vat chu dién
hinh bao gdm, nhung khéng gidi han, DG44 va DUXB11 (cac dong té bao
budng trimg chudt déng Trung Qudc, DHFR 4m), HELA (dong té bao ung
thu bidu méd cb tir cung & ngudi), CVI (dong té bao than & khi), COS (din
xut cia CVI véi khang nguyén SV40 T), R1610 (nguyén bao soi chudt dong
Trung Quéc) BALBC/3T3 (nguyén bao s¢i & chudt), HAK (dong té bao than
& chudt), SP2/0 (dong té bao u tuy & chudt), BFA-1c1BPT (céc té bao ndi mo
cta bo), Raji (céc té bao lympho & ngudi), 293 (dong té bao than & ngudi).
Theo mét phuong 4n, dong té bao niy tao ra glycosyl héa bi thay déi, vi du
nhu, afucosyl ho4, cia khang thé dugc biéu hién tir d6 (vi dy, cac dong té bao
PER.C6.RTM. (Crucell) hoac FUTS8-knock-out CHO (Potelligent. RTM.
Cells) (Biowa, Princeton, N.J.)). Theo m¢t phuong an, cac té bao NSO ¢6 thé
duoc st dung. Cac té bao CHO duoc dic biét wu tién. Cac dong té bao vét chi
thuong co6 san tir cac dich vu thuong mai, American Tissue Culture Collection

hodc tur tai liéu da dugc cong bo.
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Viée tao ra in vitro cho phép mé rong quy md dé cung cap mot luong
16n céc polypeptit mong mudn. Céc k¥ thuét dbi v6i nudi ciy té bao dong vt
¢6 v trong cac didu kién nudi cdy mé duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat
va bao gdm nudi cdy huyén phu dong nhét, vi du nhu trong 16 phan ‘mg nang
khi nén hodc trong 10 phan tmg khudy lién tuc, hodc nudi ciy t& bao cb dinh
hoic bay, vi du nhu trong cic soi rong, vién nang siéu nho, trén cac vi hat
agaroza hodc cac hop gém. Néu can thiét va/hozic mong mubn, cac dung dich
ctia céc polypeptit ¢6 thé dugc tinh ché bang cac phuong phap sic ky thong
thuong, vi du loc gel, sic ky trao d6i ion, sic ky trén DEAE-xenluloza
va/hodc sic ky (mién dich) 4i luec.

Cac gen ma hoéa cac polypeptit lién két theo cac sang ché ciing c6 thé 1a
céc té bao khong phai ciia dong vét c6 va dugc biéu hién nhu cac té bao vi
khudn hodc ndm men hay thuc vat.Vé van dé nay, n6 s& duoc danh gia cao la
vi sinh vat don bao khéng phai cta dong vat c¢6 vi nhu vi khuén ciing c6 thé
duoc chuyén doi; tic 14 ching c6 kha nang phat trién trong cac mdi truong
nudi cdy hodc qua trinh 1én men. Vi khudn, ma dé bj bién ddi, bao gdm cac
loai cua ho enterobacteriaceae, nhu cac chung Escherichia coli va Salmonella;
Bacillaceae, nhu Bacillus subtilis; Phé cau; Streptococcus, va Haemophilus
influenzae. N6 con dugce danh gia cao 1a, khi duoc biéu hién trong vi khuan,
cac polypeptit co thé tro thanh mot phan cta co quan thu nhan. Céc polypeptit
phai dugc tach, lam sach va sau d6 dugc ghép vao cac phén tir chirc nang.

Ngoai sinh vat nhan so, vi sinh vt nhan chuén cling co thé duoc st
dung. Saccharomyces cerevisiae, hodc ndm men lam banh thong thuong,
duoc str dung phd bién nhét trong sb cac vi sinh vat nhan chudn mic di mot
s6 chung khac thuong c6 sin. D6i véi biéu hién & Saccharomyces, cac plasmit
YRp7, vi dy, (Stinchcomb et al, Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al,
Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al, Gene, 10:157 (1980)) thuong dugc st
dung. Plasmi nay da c6 chira gen TRP1 ma cung cap chat danh diu chon loc

cho chiing nAm men d6t bién khong c6 kha ning phét trién trong tryptophan,
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vi du ATCC No. 44076 hoac PEP4-1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). Su ¢6
mat cda thuong ton TRP1 nhu mét dic tinh ciia bd gen té bao vat chi men sau
d6 cung cap mdi trudng hidu qua dé phét hién su bién d6i bang su phat trién

trong diéu kién khong c6 trytophan.

Vi du thye hién sang ché

Sang ché duoc minh hoa thém bang cac vi du dudi diy ma khong nén
duoc hiéu 1a gigi han thém nita.
Vi du 1. Thiét ké, diéu ché va mé ta dic tinh cta cac dot bién khang thé 2C3
khang-CD-52 hyperglycosyl hoa

Nhidu sy dot bién hyperglycosyl héa dugc thiét ké trong chudi ning
ctia khang thé khang-CD-52, 2C3, véi muc dich bd sung nhém cong kénh vao
bé mit tuong tac (vi du, vi tri lién két FcRn dé diéu chinh duoc dong hoc
khang thé), dé diéu chinh chirc ning phan Gng lai kich thich clia khang thé
bang cach thay ddi su twong tc ctia né véi FeyRs, hodc dé dua vao vi tri lién
két chéo méi sau su bién ddi hoa hoc cho su lién hop nhém chire phan ung lai
kich thich, bao gff)m nhung khong gidi han, cac thude, cac doc td, cac tac nhan
gay doc t& bao, va cac nucleotit phong xa. Cac dot bién 2C3 dugc
hyperglycosyl hdéa dugc néu trong Bang 3.
Bang 3. Cac dot bién 2C3 khang-CD-52 duoc hyperglycosyl héa

Su dot bién Loi ich mong mudn Céc ung dung

A114N Glycosyl héa & Asn- | 1) Dbi ching
Ser-Thr 2) Lién hop nhém chirc phan

ung lai kich thich

Y436T Glycosyl hoa & | 1) Ghép tang va céac chi dinh
Asn434 khac can c6 thoi gian ban
Uc ché lién két FcRn | hily ngén

Y436S Glycosyl hoa 6 | 1) Ghép tang va céc chi dinh

-75-



39041

Asn434 khac can c6 thoi gian ban
Uc ché lién két FcRn | hily ngén
S440N Glycosyl héa & Asn- | 1) Dbi chimg
Leu-Ser 2) Lién hop nhém chirc phan
ung lai kich thich
S442N Glycosyl héa & Asn- | 1) Dbi chimg
Leu-Ser 2) Lién hop nhém chirc phan
ung lai kich thich
Thém  NGT | Glycosyl hoa 1) Bbi ching
vao  C-két 2) Lién hop nhém chirc phan
thuc ung lai kich thich
S298N/Y300S | Glycosyl hoéa 6|1) Lam gidm chuc nang
Asn298 phan Ung
Chic nang phan Ung | 2) Li€n hop nhom chirc phan
giam ung lai kich thich

1A. Tao ra cic dot bién khang thé 2C3 khang-CD-52 hyperglycosyl hda
Dot bién A114N, duoc dat tén dya trén hé thdng dénh sé Kabat, duoc
dua vao mién CHI cta 2C3 bai PCR gay dot bién. Dé tao ra khang thé day du

do dai, mién VH cong v6i gbc A114N dot bién da duoc chén bing nhan ban
doc 1ap thit (LIC) vao vecto pENTR-LIC-IgG1 mi héa céc mién CH 1 dén 3
cua khang thé. TAt ca cac su dot bién khac dugce dua vao pENTR-LIC-IgG1
bing dot bién c6 chi dich véi bo kit dot bién c6 chu dich QuikChange
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). WT 2C3 VH da duoc
nhan ban thanh cac vecto dot bién bai LIC. Cac dot bién day du do dai duoc
nhin ban vé tinh thanh vecto biéu hién pCEP4(-E+I)Dest bing nhan ban
Gateway. Céc su dot bién Fc da duoc chi dinh dua trén hé thong dénh s6 EU.
Céac su dot bién dd dugce xac nhan béi trinh tw ADN. Céc trinh tu axit amin

cua céc chuoi nang va nhe WT 2C3 va céac chuoi nang 2C3 dot bién duge néu
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trong Bang 4. Céc axit amin dot bién dugc danh dau bang mau xam va cac vi

tri muc tiéu glycosyl hoa lién ung dugc tao ra boi sy dot bién nay duoc gach

chan.

Bang 4. Cac trinh ty axit amin cua cac khang thé 2C3 khang-CD-52

SEQ ID | Tén Trinh tuy Axit Amin
NO
1 Chudi DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGK
nhe TYLNWLLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSG*
khang- | SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGTHLHTFG
CD-52 | QGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
WT LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC
2. Chubi VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWM
nang NWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESV
khang- | KGRFTISRDDSKNSLYLOQMNSLKTEDTAVYYCTP
CD-52 | VDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
WT GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP

AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
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LSLSPGK

Chudi
nang
khang-
CD-52
A114N

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSNSTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

Chubi
nang
khang-
CD-52
Y436S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
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KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHSTQKSL
SLSPGK

Chudi
nang
khang-
€D-52
S440N

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKN
LSLSPGK

Chubi
nang
khang-
CD-52
S442N

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLOQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

-79-




39041

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LNLSPGK

Chudi
nang
khang-
CD-52
NGT

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGKNGT

Chudi
nang
khang-
CD-52
S298N/
Y3 00S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYW
MNWVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAES
VKGRFTISRDDSKNSLYLOQMNSLKTEDTAVYYCT
PVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
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NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNNTSRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

Céc dot bién va kiém soat WT dugc chuyén nhidm vao céc t& bao
HEK293-EBNA & dang dia 6 giéng. Nhu duoc thé hién trong Hinh 9, mirc
bidu hién duoc tim thdy 1a ~ 0,1 pg/ml, nhu dugc phan tich bsi SDS-PAGE
va Western blot. Biéu hién ctia céc dot bién trong cac mdi trudng c6 didu kién
cling duoc do bang chup protein A trén Biacore. Nong d6 dugc xac dinh bing
cach st dung phan Ung phan ly 6 phut sau khi tiém vao Protein A c¢b dinh.
WT 2C3 tao ra CHO dugc pha loang lan luot trong cAc mdi truong tir
90pg/mL xudng dén 1,5ng/mL duoc dung 1am dudng cong chuin. Cac nong
d6 duge tinh toan xubng dén ~ 0,2ug/mL bang dudng chuan sir dung 4-tham
s6 phu hop. Nhu duoc thé hién trong Hinh 9, cic mirc biéu hién 1 tuong déi
thap va thuong tudng g véi cac két qua Western blot.

1B. X4c minh hyperglycosyl héa

Dé x4c dinh xem ¢6 cac vi tri glycosyl hoa bd sung di dugc dua vao
b&i su dot bién khong, céc protein dot bién 2C3 va dang tu nhién dugc xt 1y
véi enzym deglycosyl hoa phé bién PNGase F va cac mau protein di duge
phan tich bang SDS-PAGE va Western blot. Nhu dugc thé hién trong hinh 10,
chi c6 dot bién A114N c6 trong luong phan tir bidu kién tang 1én, cho thiy su
¢6 mat cua cacbohydrat lién két & vi tri nguyén tir N b sung.

Céc su pha ché khang thé quy mé nho di dugc tao ra dé 1am sach cac
dot bién 2C3 véi muc dich xac minh tiépvé su dua vao vi tri glycosyl hoéa.
Nhu thé hién trong Hinh 11, né da dugc khang dinh boi SDS-PAGE d6 1a chi

c6 dot bién AT14N c6 céc vi tri glycosyl héa bd sung duogc dua vao.
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1C. Céc dic tinh lién két cia cic dot bién 2C3 khang-CD-52

Biacore da dugc st dung dé so sanh céc dic tinh lién két cua céc
protein tinh khiét. FcRn-HPC4 & chudt va & nguoi da duge lam sach SEC
duoc c¢b dinh trén chip CM5 qua lién két amin. Mdi khang thé duogc pha lodng
dén 200, 50, va 10nM va duoc tiém trén cac thu thé Fc ¢ dinh. Campath, WT
2C3 tao ra CHO, va Campath dugc xur ly DEPC duogc bao gdm 1am céc mau
dbi ching duong tinh va 4m tinh. Nhu duoc thé hién trong Hinh 13, dot bién
Y4368S hién thi su giam 2 1an trong lién két véi FcRn & ngudi. Didu tha vi 1a,
lién két cua dot bién nay véi FcRn & chudt khong bi anh hudng. Khong dot
bién nao trong sb cac dot bién 2C3 khac ¢ bat ky téc dong dang ké nao ddi
vé6i lién két FcRn & ngudi hodc & chudt.

Biacore da dugc st dung dé so sanh cac dic tinh lién két khang nguyén
clia céc protein tinh khiét bang cach sir dung thir nghiém lién két Biacore CD-
52 peptit 741. Peptit CD-52 peptit 741 va peptit ddi chung 777 dugc ¢b dinh
vao chip CMS5. Cac khang thé duoc pha lodng 1an luot 2 1an tir 60 xubng dén
0,2nM trong HBS-EP va duogc hai lan trong 3 phut tiép theo 1a phan ly 5 phut
trong dung dich dém & toc do dong chay 50uL/phut. GLD52 16 17200-084
duge bao gdm 1am dbi ching. Bé mit duogc tai sinh véi xung HC1 40mM. Mo
hinh lién két 1:1 duoc st dung dé phu hop véi cac duong cong 7,5 xubng dén
0,2nM. Nhu duge thé hién trong Hinh 16, dot bién A114N c6 4i luc lién két
CD-52 thp hon mot chit trong khi dot bién NGT ¢6 4i luc cao hon mdt chut
so v&i phin con lai cua céc dot bién trong thir nghiém nay. Thir nghiém lién
két Biacore CD-52 peptit 741 dugc l3p lai v6i protein tinh ché tir pha ché quy
mod 16n hon. Nhu duogc thé hién trong Hinh 17, dot bién A114N thé hién lién
két CD-52 peptit ma c6 thé so sanh duge véi WT 2C3.
1D. Mb ta dic diém dién tich clia dot bién A114N

Tap trung déng dién (IEF) dugc thuc hién dé mé ta dic diém dién tich
clia c4c dot bién 2C3. Protein tinh khiét duoc chay trén cac gel acryalamit

Gradient pH ¢6 dinh (pH trong khoang tur 3 dén 10) (IPG). Nhu duoc thé hién
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trong Hinh 18A, A114N da dugc tim théy 14 ¢6 nhiéu dién tich 4m hon, c6 thé
do cac gbe axit sialic. Dit liéu MS khong thay doi x4c nhan cdu triic phirc tap
véi céc axit sialic trén dot bién A114N. Nguoc lai, WT 2C3 da duogc ching
minh 13 c6 GOF va G1F 1a cac dang glycosyl hoa chu yéu (Hinh 18C va 18D,
tuong Ung).
Vi du 2. Diéu ché cac dot bién hyperglycosyl hoa trong mot s6 chudi chinh
ctia khang thé

Ngoai khang thé 2C3 khang-CD-52, dot bién A114N duge thiét ké
trong mat s6 chudi chinh cua khang thé khac dé xac nhan réng vi tri
hyperglycosyl héa duy nhat c6 thé dugc dua vao cac trinh tu mién bién doi
chudi ning khong lién quan. Cac dot bién khang-TEMI, khéng-FAP, va
khang-HER2 d4 dugc hyperglycosyl hoa dugc néu trong Bang 5.

Bang 5. Cac dot bién A114N va/hodc S298N dugc thiét ké trong mét s6 chudi
chinh ctia khang thé khéng lién quan

Sy dot bién Khang | Lgi ich mong muén ﬁng dung
thé

A114N Khang- | Vi tri glycosyl hoa bé | 1) Ddi chimg
TEM1 |sung & ban 1& khuyu | 2) Lién hop doc
khang- |cta chudi ning cho t6 aminooxy qua
FAP su lién hop qua trung | tiép xtic véi axit
khang- | gian cacbohydrat‘é vi | sialic hoac nhom
HER2 trf cu thé galactoze (SAM

hoac GAM)
S298N/T299A/Y300S | khang- Chuyén glycosyl hoa | 1) Lién hop doc
(NNAS) HER2 |t Asn297 sang|td aminooxy qua
Asn298 duoc thiét | tiép xic voi axit
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ké. Cho doi dung moi
tiép xic va cac
cacbohydrat phtrc tap
tai S298N, cung cip

vi tri lién hop va

sialic hodc nhom
galactoze (SAM
hoac GAM)

2) Lam giam

chirc nang phan

phuong tién dé loai ung lai kich thich
bd chuc ndng phan
ung lai kich thich
A114N/NNAS khang- |Tiém ning c6 duogc | 1) Dbi chimg
HER2 su lién hop ting 1én|2) Lién hop ddc

v6i hai vi tri lién hop

t0 aminooxy qua

tiép xtic véi axit
sialic hodc nhom
galactoze (SAM

hoac GAM)

2A. Tao ra cac dot bién hyperglycosyl hoa cia khing thé khane-TEM1 va

khang-FAP

Dot bién A114N, duoc dat tén dua trén hé théng danh sé Kabat, da
dugc dua vao mién CH1 cua khang-TEM1 va khang-FAP bang PCR giy dot
bién. D8 tao ra khang thé day du chiéu dai, VH dot bién cong voi gbe 114 da
duoc chén bang nhan ban doc 14p thit (LIC) vao vecto pENTR-LIC-IgG1 ma
héa cac mién tir CH1 dén CH3 cua khang thé. Sau do, cac dot bién day du
chidu dai dugc nhan ban v tinh thanh vecto biéu hién pCEP4(-E+I)Dest bang
nhan ban v6 tinh Gateway. Cac dot bién da dugc xac nhan béi trinh tu ADN.
Céc trinh ty axit amin cta dang tu nhién khang-TEMI va céc chudi ning va
nhe dot bién dugc néu trong Bang 6. Cac axit amin dot bién dugce danh diu
bing mau xam va cac vi tri muyc tiéu glycosyl hoa lién ting duge tao ra bing

su dot bién nay duoc gach chan.
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Bang 6. Cac trinh ty axit amin cua céc khang thé khang-TEM1 va khang-FAP

SEQ
ID NO

Tén

Trinh tu axit amin

9

Chudi
nhe
khang-
TEMI1
WT
(Clone
#187)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

10

Chudi
nang
khang-
TEM1
WT
(Clone
# 187)

QVQLQESAPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSWIR
QPPGKGLEYIGYIYYTGSAIYNPSLQSRVTISVDTSKN
QFSLKLNSVTAADTAVYYCAREGVRGASGYYYYGM
DVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKYV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

11

Khang-
TEMI1
Al114N

QVQLQESAPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSWIR
QPPGKGLEYIGYIYYTGSAIYNPSLQSRVTISVDTSKN
QFSLKLNSVTAADTAVYYCAREGVRGASGYYYYGM
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DVWGQGTTVTVSSNSTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK*

Cac dot bién va d6i ching dang tu nhién dugc chuyén nhiém vao cac té
bao HEK293-EBNA trong dinh dang binh ba dugc lam sach trén cac cot
HiTrap protein A (GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, USA). Nhu
duge phan tich biang A280 trén quang ph6 ké NanoDrop, biéu hién cua
khang-FAP A114N va khang-FAP A114C la khoang 3pg/ml va lpg/ml,
tuong Gmg. Biéu hién ctia khang-TEM1 A114N la khoang 0,04pg/ml.
2B. X4c minh hyperglycosyl hoa

Pé x4c nhén rang vi tri glycosyl hod bb sung di duoc dua vao cac dot
bién A114N, protein tinh ché tir cac dot bién A114N dugc phén tich vé viéc
lam giam SDS-PAGE cung vdi protein d6i chimg dang tu nhién. Mot vi tri
glycosyl hod b sung s& thém 2000 dén 3000 Dalton vao trong lugng phan tir
ctia chudi nang. Nhu duogc thé hién trong Hinh 20, SDS-PAGE cho théy cac
dai chudi ning cia dot bién khang-FAP va khang-TEM1 A114N da ting
trong lwong phan tir biéu kién, phu hop véi sy dua thanh cong vi tri glycosyl
héa bd sung vao ca hai khang thé.
2C. Tao ra cac dot bién hyperglycosyl hoa cua khéng thé khang-HER2

Cac khang thé Her-2 A114N, Her-2 A114N/NNAS, va WT Her-2 dugc

tao ra bang cach nhan ban doc lap thit. Mién VH ctia Herceptin duoc tong
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hop va khuéch dai PCR v6i hai bd cac mdi twong thich LIC, hoic WT hoic
mang dot bién A114N. Dé c6 duoc khang thé déy da do dai, cac dot bién VH
da khuéch dai (WT hoac A114N) da duogc nhan ban vo tinh thanh hai vecto
pENTR mi héa cac mién CHI dén CH3, pENTR-LIC-IgG1 WT va pENTR-
LIC-IgG1 NNAS, thu duogc ba dot bién diy du chidu dai (A114N, NNAS,
A114N/NNAS) va ddi chimg WT 1a dau vao nhan ban trén pENTR. Cac dot
bién nay duoc nhan ban v6 tinh thanh vecto biéu hién pCEP4(-E+I)Dest, bang
cach nhén ban Gateway. Cac dot bién dd dugc xac nhan béng trinh tu ADN.
Céc trinh tu axit amin cta cac chudi ning va nhe ctia khang-Her-2 dang tu
nhién va dot bién duoc néu trong Bang 7. Cac axit amin dot bién dugc danh
dau béng mau xam va cac vi tri muc ti€u glycosyl héa lién img dugc tao ra

bang su dot bién nay duoc gach chan.

Bang 7. Céc trinh ty axit amin cua cac khang thé khang-Her-2

SEQ ID|Tén Trinh tu Axit Amin
NO
12 Chudi | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAW
nhe YQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDF
WT TLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIK
khang- | RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
Her-2 | AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC
13. Chudi | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIH
nang WVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFT
WT ISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDG
khang- | FYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
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Her-2

SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

14.

Chuéi
nang
khéng-
Her-2
A114N

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYTH
WVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFT
ISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDG
FYAMDYWGQGTLVTVSSNSTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

15

Chuoi
nang

khang-

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIH

WVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFT
ISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDG
FYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST

-88-




39041

NNAS

SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNNASRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

16

Chudi
nang
khang-
HER2
Al14N
/NNAS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIH
WVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFT
ISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDG
FYAMDYWGQGTLVTVS SNSTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNNASRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

2D. Biéu hién cua dot bién hyperglycosyl hoa khéng thé A114N khang-HER2

Cac céu tric A114N khang-Her2 va dang tu nhién di dugc chuyén

nhiém véi Lipofectamin-2000 (ty 1é cua thudc thir voi AND la 2,5:1) va

XtremeGene HP (ty 1& cua thubc thir véi AND 14 3:1) vao cac té bao

HEK?293-EBNA trong 12 binh ba. Po octet cia cdc phan udc tir moi truong

¢6 diéu kién ngay 3 (CM) cho thay biéu hién protein 1 nhit quan trén 6 binh
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cho ca Lipofectamin-2000 va XtremeGene HP. Nhu dugc thé hién trong Bang
8, hiéu qua chuyén nhiém toan bd cao hon khoang 30% véi XtremeGene HP.
MBoi truong cé didu kién thu thap vao ngay thtr 3 duoc gdp lai v6i nhau ddi
v6i ca hai trang thai chuyén nhiém va dugc tinh ché bang cot protein A. Po
octet cho thiy- 1,8 ug/ml khang thé trong méi trudng md phong cé chira huyét

thanh so v&i 0 ug/ml trong méi truong mo phong khong céd huyét thanh.

Bang 8. Biéu hién dot bién hyperglycosyl hoa A114N anti-Her2

Lipofectamin- XtremeGene HP
2000
Nong do | 1,72 3,18
(mg/ml)
Protein tinh ché | Thé tich (ml) 35 3,5
tur cOt protein A
Téng sb protein | 6,02 11,13
(mg)
Néng do | 15,59 16,86
(mg/ml)
Protein trao ddi | Thé tich (ml) 0,2 0,36
dung dich dém
Téng sb protein | 3,1 6,07
(mg)
% Thu hoi 51,8 54,5
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Moi truong co didu kién tir ngay 6 dugc thu thap va tinh ché riéng biét
cho timg trang thai chuyén nhiém. C4 hai nudc giai hap duogc trao d6i dung
dich dém riéng r€ vao PBS, pH 7,2, va ¢6 dac ~ 15 14n bang cach st dung céc
cdt Amicon-4 (ngudng 50 kD). CM ngay 6 cho thidy muc do biéu hién cao
hon so v4i CM ngay 3. Nhu dugc thé hién trong Bang 8, tong cong 3 mg
Herceptin A114N 15,59 mg/ml (tur chuyén nhiém Lipofectamin) va 6 mg
Herceptin A114N 16,86 mg/ml (tu chuyén nhiém XtremeGene HP) duoc tao
ra tir mdi trudng c6 diéu kién ngay 6 cho cac tmg dung lam giam bb sung,
chang han nhu lién hop khéng thé-thudc.
2E. Phan tich SDS-PAGE va HIC ctia dot bién A114N khéng-HER2

Truée khi lién hop, Herceptin A114N tinh khiét dugc mo ta dic diém
bing SDS-PAGE va HIC (séc ky tuong tac ky nuéc). Nhu dwoc thé hién
trong Hinh 21, chat lugng ctia Herceptin A114N tinh khiét duoc xac dinh 1a

phu hgp cho cac ing dung lam gidm khéc.

2F. Su lién hop vdi glycosyl hoa duoc thiét ké

N6 d3 dugc chimg minh rang: a) vi tri glycosyl héa da dugc dua vao &
Vi tri 114 Kabat trén khang-TEM1; b) dot bién A114N c6 hyperglycosyl hoa
trén chudi ning béng cach lam giam SDS-PAGE; va c) dot bién duogc
hyperglycosyl hod A114N co chu tric cacbohydrat phic tap bang LC/MS
nguyén ven, bao gdm céc axit sialic va galactoze cudi, ma 1a 1y tudong cho su
lién hgp SAM va GAM. Dé x4c nhan rang vi tri glycosyl hoa dugc thiét ké 1a
phu hop cho su lién hop, A114N khang-TEM1 duoc lién hop v6i SkDa PEG
thong qua héa aminooxy. Nhu dugc thé hién trong Hinh 22, PEG duoc lién
hop thanh cérig v6i A114N khang-TEM1 thong qua lién két aminooxy. Dot
bién nay ciing da duoc diéu ché thanh cong trén cac chudi chinh khang-FAP
va khang-CD-52 2C3 (khong hién thi). Céc s6 lidu nay chig minh rang vi tri
glycosyl hoa & N114 1a hitu ich cho su lién hop ctia cdc nhém chirc phan timg
lai kich thich.
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Vi du 3: Tao ra céc dot bién Fc S298N/Y300S

Céc bién thé Fc duge thiét ké va tao ra trong do vi tri glycosyl hoa mai da

duoc dua vao tai vi tri Ser 298 EU, bén canh vi tri Asn297 ¢6 trong ty nhién.

Glycosyl hoa & Asn297 hoac dugc duy tri hoac bi cat bo béng su dot bién.

Céc dot bién va cac két qua glycosyl héa mong mudn duge néu trong Bang 9.

Béang 9: Cac trang thai glycosyl ho4 cua cac bién thé khang thé khac nhau

4 IDot bién

mong mudn

Trang thai glycosyl hoéalUng dung

17 N297Q

Khong glycosyl hoa (agly)

Doi ching agly

18 [T299A

Khong glycosyl hoa (agly)

D6 ching  agly,
chitc ndng phan

g chua biét

19
(NSY)

IN297Q/S298N/Y300S

duoc thiét ké & 298

Khong glycosyl hda & 297Lam giam chug
nhung vi tri glycosyl hodnang phan tUng;

Lién hop qua ti€p
xuc vol cac nhoém
hodc

axit sialic

galactoze.

20
(STY)

S298N/T299A/Y3008S

tri 297 nhung vi

o 298

Khong glycosyl hoa ¢ viLam giam chuc
trindng phan Ung;

glycosyl hod dugc thiét k&Lién hop qua tiép

xuc vO1 cac nhom

axit sialic hoac

galactoze.

21
S298N/Y300S (SY)

tiém nang tai 297 & 298;

Hai vi tri glycosyl hoalLam gidm chuc

nang phan Ung;
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Céac su thay doi trong mélLién hop qua tiép

hinh glycosyl hoa. xUc voi cac nhom
axit sialic hoac
galactoze.
22 |Dang tu nhién 297 P6i chimg

3A. Tao ra cac bién thé elycosyl hod bi bién ddi ctia khang thé H66 of-TCR

Dot bién d3 dugce tao ra trén chudi ning cia khang thé thu thé aff T-cell
nhan ban #66 boi Quikchange bang cach st dung mau pENTR_LIC IgGl.
Mién VH cua HEBE1 Aab IgG1 #66 dugc khuéch dai v6i cac mdi LIC trude
khi duoc nhan ban vé tinh thanh pENTR_LIC IgGl dot bién hodc dang tu
nhién bai LIC dé tao ra dot bién véi do dai déy da hoac cac khang thé dang tu
nhién. Su tao dong phu da duoc kiém ching véi tiéu hoa kép Dralll/Xhol, tao
ra (insert) dot bién c6 kich thudc khoang 1250 bp trong cac ban sao thanh
cong. Sau d6 Cac dot bién ddy du chidu dai nay dd dugc nhan ban v tinh
thanh vecto biéu hién, pCEP4(-E+I)Dest, bang cach nhan ban Gateway. Cac
dot bién nay dugc xac nhan bai trinh tw ADN. Céc trinh tu axit amin cia cac
chudi ning va nhe WT H66 khang-aBTCR va cic chudi ning H66 dot bién
dugc néu trong Bang 10. Cac axit amin dot bién duoc danh dau bang mau
x4m va céc vi trf muc tiéu glycosyl héa lién tmg dugc tao ra bai dot bién duoc

gach chan.

Bang 10: Céc trinh ty axit amin cta cac khang thé H66 khang-apTCR

SEQ ID NO | Tén Trinh tu Axit amin

23 Chudi  nhe | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSATSSVSY
khang- MHWY QQKPGQAPRRLIYDTSKLASGVPAR
afTCR  ban | FSGSGSGTSYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWS
sao H66 SNPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
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LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C*

24

Chudi ning
khéng-
afTCR ban
sao H66

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKEFT
SYVMHWVRQAPGKGLEWVGYINPYNDVT
KYNEKFKGRFTLSRDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCARGSYYDYDGFVYWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*

25

Chudi ning
S298N/Y300
S khéang-
afTCR béan
sao H66

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFT
SYVMHWVRQAPGKGLEWVGYINPYNDVT
KYNEKFKGRFTLSRDNSKNTLYLQMNSLR

AEDTAVYYCARGSYYDYDGFVYWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLS'SVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
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KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL

LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD |

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK

VSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES

NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*

26

Chudi ning
S298N/T299
A/Y300S

| khang-

afTCR  ban

| sao H66

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFT
SYVMHWVRQAPGKGLEWVGYINPYNDVT
KYNEKFKGRFTLSRDNSKNTLYLOQMNSLR
AEDTAVYYCARGSYYDYDGFVYWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*

27

Chuoi nang

EVQLLOQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFT
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N297Q/S298
N/Y300S
khang-
afTCR  ban
sao H66 |

SYVMHWVRQAPGKGLEWVGYINPYNDVT
KYNEKFKGRFTLSRDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCARGSYYDYDGFVYWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYOQNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK*

Cac chu truc dot bién, dang tu nhién, va hai cAu tric dbi chimg
aglycosylat hoa (HEBE1 Agly IgG4 va HEBE1 Aab IgG1 trbng pCEP4) duoc
chuyén nhiém vao céc té bao HEK293-EBNA trong c4c binh ba dé biéu hién.
Céc protein dugc tinh ché tir 160 ml cua cic méi trudng c6 didu kién (CM)
véi 1 ml HiTrap cac cot protein A (GE) bang cach sir dung bom nhu dong da
kénh. Ndm microgram mdi dich chiét thu dugc dugc phan tich trén céc gel
lam giam va khong lam giam SDS-PAGE c6 tu 4 dén 20% Tris-Glyxin(xem
Hinh 2). C4c chudi ning cta cac dot bién aglycosyl héa (N297Q, T299A, va
cac dbi chung Agly), da di chuyén ra xa (d4u miii tén), pht hop v6i su bién
mét cla cac polysacarit trong cac khang thé nay. Cac chudi ning cia cac
khéng thé glycosylat hoa duoc thiét k& (NSY, STY, SY, Aab, va d6i chimg wt
, cac mii tén), tuy nhién, di chuyén tuong ty nhu dbi ching dang tu nhién.

Két qua nay phu hop véi su tdn tai cua vi tri glycosyl hoa dugc thiét ké & vi
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tri 298 EU. Phan tich SEC-HPLC chi ra ring tit ca cac dot bién dugc biéu
hién nhu cac don phéan.

3B. Phan tich glycosyl héa bing LC-MS

Céc bién thé Fc H66 IgG1 duogc thiét ké dugc lam giam mot phan véi
DTT 20mM & 37°C trong 30 phit. Sau d6, cac mau nay dugc phan tich bang
L.C/MS mao dan trén hé théng HPLC mao dan Agilent 1100 két hop vé6i hé
théng lai QSTAR qq TOF (Applied Biosystems). Su tai clu triic protein
Bayesian v6i su diéu chinh co ban va mo hinh may tinh trong Analyst QS 1.1
(Applied Bis&ystem) duogc st dung dé phan tich dit lidu. O dot bién khang thé
H66 S298N/T299A/Y300S, mot vi tri glycosyl hoa duge quan sat thdy & axit
amin 298 v64i cac polysacarit dang phuc tap c¢6 hai nhanh va ba nhanh dugc
phat hién 1a 1a cac loai chu yéu cing voi GOF, GIF va G2F (xem Hinh 34).
CAu hinh glycosyl hod bi thay ddi nay 1a phu hop khi dich chuyén glycosyl
héa & N298 thay vi vi tri glycosyl hod dang tur nhién & N297.

3C. Céac dic tinh lién két cia cac dot bién khang thé aBTCR véi FeyRIIla va

FcyRI & ngudi bing cach sit dung Biacore

Biacore da dugc st dung dé danh gia lién két v6i FeyRIlla (V158 &

F158) va FeyRI téi t6 hop & nguoi. Tét ca bon flowcells ctia chip CMS5 dugce
¢b dinh v6i khang thé khang-HPC4 qua cac phuong thirc ghép ndi amin tiéu
chuén dugc cung cip boi Biacore. Khang thé khang-HPC4 dugc pha lodng
dén 50pg/mL trong natri axetat 10mM c6 pH bang 5,0 cho phan tung ghép ndi
va dugc tiém trong 25 phtt ¢ luu lugng SpL/phut. Khoang 12.000 RU cua
khang thé duoc c¢b dinh vao bé mit chip. FeyRIITa-V158 va FeyRI1la-F158 tai
t6 hop & nguoi duge pha lodng dén 0,6pg/mL trong dung dich dém lién két
(HBS-P véi CaCl, ImM) va dugce tiém vao cac flowceell 2 va 4, twong tng,
trong 3 phtt ¢ luu luong Spul/phuat dé bat 300 - 400 RU thu thé trén chip
khang-HPC4. D& phén biét giita cac chat két dinh thap, rhFcyRIIla duoc bét

nhiéu hon ba lan trén bé mat khang-HPC4 so véi thong thudng dugc sit dung
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trong thtr nghiém nay. Cac flowcell 1 va 3 da duge dung lam céc d6i chimg
tham khao. Mdi khang thé duoc pha lodng dén 200nM trong dung dich dém
lién két va duoc tiém qua ca bdn flowcell trong 4 phut, tiép theo 13 5 phit
phan ly trong dung dich dém. Céc bé mat dugc tai sinh vé6i EDTA 10mM
trong dung dich dém HBS-EP trong 3 phit & luu luong 20pL/phit. Cac két
qua cua cac thtr nghiém nay duge thé hién trong Hinh 3.

Biacore ciing dugc sir dung dé so sanh cac lién két FeyRI. Khang thé
khang-tetra-His duogc trao ddi dung dich dém vao natri axetat 10mM c6 do
pH 13 4,0 bang céach sir dung cot khir mubi Zeba Desalting va duoc pha lodng
dén 25ug/mL trong dung dich dém axetat nay dé ghép ndi amin. Hai flowcell
cta chip CM5 dugc ¢ dinh v6i ~ 9000 RU cua khéng thé khang-Tetra-His
sau 20 phut tiém & luu lugng Sul/phut. Nhu trong thtr nghiém trude, FeyRI
duoc bit hon mudi lan véi bé mat khéang-tetra-His dé so sanh cac miu voi
lién két yéu. FeyRI tai to hop & nguoi duoc pha lodng dén 10pg/mL trong
dung dich dém lién két HBS-EP va duoc tiém vao flowcell 2 trong 1 phut &
luu lugng 5puL/phit dé bit ~ 1000 RU thy thé véi chip khéng-tetra-His. Nong
d6 khang thé don, 100nM, dugc tiém trong 3 phit & luu lwgng 30puL/phit trén
bé mat thu thé bat duoc va bé mit dbi chimg. Sau d6, su phéan ly duoc giam
sat trong ba phit. Sau d6, bé miat nay dugc tai sinh véi hai 1an tiém 30 gidy
glyxin 10mM ¢6 d6 pH 13 2,5 & luu lwong 20pL/phut. Céc két qua clia cac thir
nghiém nay duoc thé hién trong Hinh 4.

Céc két qua nay cho thiy su sut giam dang ké trong lién két cta cac dot
bién duoc glycoengineered véi FeyRIlla hodic FcyRI. Dic biét, H66
S298N/T299A/Y300S di gan nhu hoan toan bi pha bo lién két v6i ca hai thy

thé. Dot bién nay duoc lua chon cho phan tich chi tiét hon.

3D. Mb ta dic tinh dn dinh bang cach st dung Circular Dichroism (CD)
Do 6n dinh cta dot bién khang thé S298N/T299A/Y300S dugc giam
sat bang thir nghiém nhiét néng chay nhiét Far-UV CD trong d6 tin hiéu CD
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tai 216nm va 222nm dugc giam sat khi tdng nhiét do dan dén su trai ra cla
khéng thé (su bién tinh).

Nhiét.dd duoc didu khién béi mot peltier nhiét dién (Jasco model
AWC100) va duoc thém & tbe do 1°C/phut tir 25 dén 89°C. Cac phd CD duoc
thu thap trén quang phd ké Jasco 815 & ndéng do protein khoang 0,5 mg/mL
trong dung dich dém PBS trong cuvet thach anh (Hellma, Inc) véi chiéu dai
quang duong [a 10 mm. Tbc do quét 1a 50 nm/phit va cao do dit ligu 13 0,5
nm. Bang thong 2,5 nm dugc st dung véi thiét 18p d6 nhay trung binh. Tin
hiéu CD va dién ap HT da dugc thu thap tir 210 dén 260 nm véi khoang di
liéu 14 0,5 nm va & khoang nhiét d¢ 1a 1°C va bén 1an quét 13p lai duge thue
hién cho timg mau. Céac két qua cho thdy ca hai dot bién delta AB H66 va
S298N/T299A/Y300S H66 thé hién cac trang thai nhiét tuong tu va c6 nhiét
do bét dAu thoai hoa tuong duong (khoang 63°C) (Hinh 35), cho thdy thém

rang ching c6 do 6n dinh tuong duong.

Vi du 4: Phan tich chirc nang cta cac dot bién Fc duoc thiét ké

Céc dot bién Fe duoc thiét ké duge dénh gia thong qua thir nghiém
tang sinh PBMC va thtr nghiém giai phong cytokin. Trong thtr nghiém ting
sinh PBMC, PBMC & ngudi duge nudi cdy véi su gia ting ndng do ctia khang
thé diéu tri trong 72 gid, *H-thymidin d3 dugc bd sung va cac té bao duoc thu
hoach sau khoang thoi gian 18 gio. Déi v6i thir nghiém suy giam té& bao T/
giai phéng cytokin, PBMC & nguoi dugc nudi cdy véi su gia ting nong do
ctia khang thé diéu tri va dugc phan tich hang ngay dé dém sb luong té bao va
'kha ning t6n tai (Vi-Cell, Beckman Coulter) & ngoai dén ngay 7. Cac dich
chiét té bao cling duoc thu hoach, bao quan ¢ -20°C va phén tich trén panel
cytokin 8-plex (Bio-Rad).

PBMC cho binh thudong dugc rd dong va dugc xtr Iy dudi cac diéu
kién sau day (tit ca trong moi trudng chia thé bu): Chua duoc xir 1y;

BMAO031, molgG2b 10ug/ml; OKT3, molgG2a 10ug/ml; H66, hulgGl
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deltaAB 10ué/ml, lug/ml va 0,lug/ml; H66, hulgGl S298N/T299A/Y300S
10ug/ml, 1ug/ml va 0,1ug/ml.

Cac cytokin dugc thu hoach vao ngay thtr 2 (D2) va ngay thir 4 (D4)
cho Bioplex Analysis (IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, GM-CSF, IFNg, TNFa). Cac
té bao duge nhudm mau tai D4 cho CD4, CD8, CD25 va biéu hién abTCR.

Céc két qua, duoc thé hién trong cac Hinh tir 5 dén 8, chimg minh
rang H66 S298N/T299A/Y300S hanh dong tuong tu véi H66 deltaAB trong
tAt ca cac thir nghiém trén co s& té bao duoc thuc hién, cho théy su kich hoat
té bao T t4i thiéu bang biéu hién CD25, lién két v6i abTCR (vé6i dong hoc hoi
khac véi deltaAB), va giai phong cytokin tbi thidu & ca thoi diém D2 va D4.
Vi thé, dot bién S298N/T299A/Y300S loai bd chirc ning phan tng lai kich
thich hiéu qua nhu dot bién deltaAB.

Vi du 5. Piéu ché va xac dinh dic tinh cta bién thé Fc duoc thiét ké trong
chudi chinh ctia khang thé khang-CD52

Ngoai khang thé H66 khing-afTCR, dot bién S298N/Y300S ciing
duoc thiét ké trong chudi chinh cia khang thé khang-CD52 (ban sao 2C3).
Sau do, dot bién nay duogc kiém tra dé xac dinh xem liéu su diéu bién chuc
ning phan ung lai kich thich dd dugc quan sat thdy trong khang thé
S298N/Y300S H66 khang-aTCR co nhét quan trong chudi chinh cua khang
thé khac hay khong.

5A. Tao ra cic cac bién thé olycosyl hod duoc bién dbi ctia khang thé 2C3
khang-CD52

Pau tién, AND ctia bién thé S298N/Y300S 2C3 duoc diéu ché bang
cach thay doi nhanh chéng dot bién bang cach st dung pENTR_LIC IgGl,
va WT 2C3 VH dugc nhan ban thanh vecto dot bién bang LIC. Cac dot bién
dAy du chidu dai duoc nhan ban thanh vecto biéu hi¢n pCEP4(-E+T)Dest bang

cach sir dung cong nghé Gateway. Sau do, cac dot bién duogc xac nhan bang
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trinh tw ADN va céc trinh ty dugc néu trong Bang 11. Sau do, cac dot bién
nay duoc chuyén nhiém vao cac té bao HEK293-EBNA trong dinh dang dia 6
giéng va protein duoc tinh ché tir cac méi truong c6 didu kién. Khang thé
dang ty nhién 2C3 khang-CD52 duogc tao ra song song lam d6i chimg. Mirc
d6 bidu hién duge tim thay 14 0,1pg/mL bing cach sir dung cac phan tich SD-
PAGE va Western blot (Hinh 9A). Biéu hién ctia cac dét bién trong cac moi
truong c6 didu kién gon gang ciing dugc do bang bét protein A trén Biacore.
Nong d6 dugc xac dinh bang cach sir dung phan tng phén ly sau khi tiém sau
phat vao protein A ¢d dinh. WT 2C3 tao ra CHO duoc pha lodng lan luot
trong cac moi truong tr 90 pg/mL xubng dén 1,5ng/mL dugc st dung lam
dudng cong chuin. Nong do duge tinh todn trong khoang 0,2 pg/mL béng
duong cong hiéu chuén st dung phil hop 4tham s6. Cac mtrc d6 biéu hién 1a

tuong d6i thp va thuong phil hop véi dit liu Western blot (Hinh 9B).

Bang 11: Cc trinh ty cta khang thé khang-CD52 ban sao 2C3

SEQ | Tén Trinh tu Axit amin
ID
NO

28 | Chudi | DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLN
nhe | WLLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFT

khang- | APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
CD- VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
522C3 | KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*

WT LKISRVEAEDVGVYYCVQGTHLHTFGQGTRLEIKRTVA |

29 Chuéi | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMNW
nang VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTIS
WT RDDSKNSLYLOMNSLKTEDTAVYYCTPVDFWGQGTT
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khang-
CD-
522C3

VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK* |

30 | Chudi
nang
khang-
CD-52
2C3
S298N/
Y300S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENTY WMNW
VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTIS
RDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFWGQGTT
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNNTSRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

5B. Phéan tich glycosyl hoa bing cich stt dung PNGaseF

Dé danh gid cac vi trf glycosyl hoa dua vao thém boi sy dot bién, dot

bién S298N/Y300S duge lam gidu dugc de-glycosyl hoa véi PNGase F. N6

da khong chimg minh bat ky su thay doi biéu kién nao vé trong luong phan

ttr, diéu nay chi ra rang khong c6 mit cacbohydrat bb sung (Hinh 10). Cac su

didu ché quy mé nhé duoc thuc hién dé thanh loc cac dot bién nay dé xac
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dinh dic tinh hon nita va cac két qua tai khang dinh rang khéng cé
cacbohydrat bd sung xuét hién trén dot bién S298N/Y300S (Hinh 11).

5C. Cac dic tinh lién két cia cac bién thé cua khing 2C3 khing-CD52 véi

FcyRIIla & nguoi bing cach sir dung Biacore

Biacore ciing duoc st dung dé mo ta dic tinh khang nguyén-lién két,
FeyRIIL, va cac dic tinh lién két cta cac khang thé tinh khiét (xem cac Hinh
12, 13, va 14). Bién thé S298N/Y300S 2C3 lién két véi peptit CD52 chit ché
va sensorgram lién két khong thé phan biét dugc véi d6i chimg dang tu
nhién, chimg minh ring dot bién nay khong anh huéng dén lién két khang
nguyén cua n6 (Hinh 12A).

Pé thir nghiém dbi v6i chic nang phan tng lai kich thich cia Fe, thu
thé FeyRIII (Vall58) dugc sir dung trong cac nghién ctru lién két. Khang thé
ctia dot bién va d6i chimg dang tu nhién duoc pha lodng dén 200nM va dugc
tiém vao FcyRIHa bt HPC4-tag. Lién két FeyRIII 1a gan nhu khong thé phat
hién dugc dbi véi dot bién S298N/Y3008S, diéu nay chi ra su mét churc nang
phén Gng lai kich thich ctia bién thé nay (Hinh 12B va Hinh 14A). Dé thu
nghiém thém nita d6i voi chic ning phan tng lai kich thich ctia Fethu thé
FcyRIII (Phel58) ciing dugc st dung trong cac nghién ctru lién két. Cac
khang thé cua dot bién va dbi chimg dang tu nhién dugc pha lodng dén
200nM va duoc tiém vao FeyRIIIa bit HPC4-tag. Lién két FeyRIII 1a gan nhu
khong thé phat hién dugc ddi véi dot bién S298N/Y3008S, diéu nay chi ra su
mét chttc ning phan tmg lai kich thich véi bién thé Phe158 (Hinh 14B). Cubi
cung, Biacore dugc st dung dé so sanh céac dic tinh lién két FcRn cla céc
protein tinh khiét. FcRn-HPC4 & chudt va & nguoi dugce thanh loc SEC dugce
¢b dinh vao chip CM5 qua ghép ndi amin. M6i khang thé dugc pha lodng dén
200, 50, va 10 nM va duogc ti€ém trén cac thu thé. Campath, WT 2C3 te_io ra
CHO, va Campath dugc xtr ly DEPC dugc bao gdm lam cac ddi chimg duong

tinh va Am tinh. Céc di liéu nay cho thay dot bién lién két v6i ca hai thy thé
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FcRn & ngudi va chudt véi ai luc twong tu nhu ddi ching khang thé dang tu
nhién va rang c6 thé khong c6 cac sy thay doi vé thoi gian ban huy tudn hoan
cua no hoac cac dic tinh dugc dong hoc khac (xem Hinh 12C, Hinh 13A va
B). Do d6, dot bién S298N/Y3008S 14 thich hop véi cac khang thé néi chung,
dé lam giam hodc loai bo chirc niang phan \mg lai kich thich ctia Fc khong

mong mudn, vi dy thong qua su tham gia ctia cac thu thé Fey & nguoi.

Vi du 6: Phat hién phirc hop mién dich tudn hoan trong dot bién
S298N/Y300S.

Su phat hién phtrc hop mién dich tudn hoan ciing d dugc nghién cu'u
bang cach sir dung thir nghiém lién két Clq dbi véi dot bién S298N/Y300S va
d6i chimg WT. Céc dia 96 giéng Costar lién két cao duoc phu qua dém & 4°C
v6i 100pl ctia cac 2C3 Ab duoc pha lodng 2 14n lién tiép & ndng d6 nam trong
khoéang tir 10 dén0,001 pg/ml trong dung dich dém phii (NaCHO; 0,1M ¢6 do
pH 14 9,2). Phéan tich ELISA cho thiy lién két Clq bi giam ddi véi dot bién
S298N/Y300S so v6i WT (Hinh 15A). Lién két cta khang-Fab Ab véi cac
2C3 Ab duoc phu xac nhan 16p phu twong duong cua céac giéng (Hinh 15B).

Vi du 7: Tach va phan tich dot bién S298N/Y300S b:flng cach st dung tap
trung déng dién

Gel tap trung Piang dién (IEF) c6 d6 pH tir 3 dén 10 dugc chay dé
mo ta dac tinh cac dot bién S298N/Y300S. S298/Y300S d3 duoc tim théy co
nhidu dién tich 4m hon, va do d6, cé thé c6 nhiéu phan tir axit sialic hon
(Hinh 18A). Ca dot bién S298N/Y300S va WT 2C3 dugc chimg minh bang
MS con nguyén ven dé c6 GOF va GIF 1a céc dang glycosyl héa chu yéu
(Hinh 18 B va D, tuong tng).

Vi du 8: Ai lyc lién két khang nguyén ctia S298N/Y300S.
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Biacore duoc sir dung dé so sanh 4i lyc lién két khang nguyén cia
WT khang-CD52 2C3 Ab va dot bién S298N/Y300S ma di dugc diéu ché va
tinh ché tir ca cac biéu hién quy md nhé hon (Hinh 16) va 16n hon (Hinh 17).
Thu duoc céc chip CM5 c¢b dinh véi CD52 peptit 741 va peptit 777 dbi
chimg. Cac khang thé duoc pha lodng 2 1an lién tiép tir 60 dén 0,2nM trong
HBS-EP va sau d6 duoc tiém trén bé mit chip trong 3 phut tiép theo 13 phan
ly 5 phtt trong dung dich d&m & luu luong 50ul/phit. Sau do, bé mit nay
dugc tai sinh vdi xung HCI 40mM. Céc phén tich nay da dugc thyuc hién 2 lan
va ching minh ring c4c khang thé dot bién S298N/Y300S va WT 2C3 thé
hién lién két CD52 peptit tuong duong.

Mot nén tang sang loc méi truong duge thiét ké dé kiém tra cac dic
tinh lién két chie ning trude khi tinh ché dé sang loc céc khang thé duoc tao
ra trong cac chuyén nhiém quy moé nhoé. Céc thir nghiém nay dugc thuc hién
bang cach st dung Octet (Hinh 19A) dé x4c dinh ndng d6 va st dung cac cam
bién sinh hoc Protein A va dudng cong chudn GLD52. Cac mau dugc pha
lodng dén 7,5 va 2nM trong HBS-Ep dé so sanh lién két CD52 bang cach str
dung Biacore (Hinh 19B). Céc két qua ctia thir nghiém lién két peptit cho thay
c4 hai khang thé dot bién S298N/Y300S va WT 2C3 c6 lién két CD52 peptit
tuong duong. Hon nita, cac phan tich nay chimg minh rang Octet va Biacore
lam viéc tot dé du doan lién két khang nguyén cua céc khang thé tir cac

chuyén nhieém quy md nho.

Vi du 9: Pidu ché cac dot bién glycosyl hoa S298N/Y300S,
S298N/T299A/Y3008S, va N297Q/S298N/Y300S bién ddi ¢ cac chudi chinh
khang thé b6 sung

Ngoai khang thé khang-op-TCR va khang thé 2C3 khang-CD-52, cac

dot bién S298/Y300S, S298N/T299A/Y3008S, va N297Q/S298N/Y300S duge
thiét k& trong céc chudi chinh khang thé khac dé x4c nhan rang vi tri glycosyl
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héa song song bo sung c6 thé dugce dua vao céc trinh ty mién bién doi chuoi

nang khong lién quan. Cac dot bién khang-CD-52 12G6 va khang-Her2 bi

glycosyl hoa khac dugc néu trong Bang 12 va 13.

Bang 12: Céc trinh khéng thé khang-CD52 ban sao 12G6

SEQ | Tén Trinh ty Axit Amin

ID

NO

31 Chudi DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYL
nhe WT | NWVLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTD
khang- | FTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTKLEIKR
CD-52 | TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
12G6 QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

32 Chudi EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNY WMNW
nang VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTI
WT SRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGT
khang- | TVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
CD-52 | YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
12G6 VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDK

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*
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33

Chubi
nang
khang-
CD-52
12G6
S298N/
Y300S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNW
VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTI
SRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGT
TVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*

34

Chudi
nang
khang-
CD-52
12G6
S298N/T
299A/Y3
00S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNY WMNW
VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTI
SRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDY WGQGT
TVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NNASRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISK AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*
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35 | Chudi
nang
khang-
CD-52
12G6
N297Q/
S298N/
Y300S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNY WMNW
VRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTI
SRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDY WGQGT
TVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
QNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK*

Bang 13: Cac trinh tu khang thé khang-Her2

SEQ ID | Tén Trinh ty axit amin

NO

36 Chudi | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWY
nhe QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTL
WT TISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTV
khang- | AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
Her2 WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*

37 Chudi | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
nang VRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTIS
WT ADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFY
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khang-
Her2

AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

38

Chudi
nang
khang-
Her2
S298N/
T299A
/Y300S

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
VRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTIS
ADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFY
AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQYNNASRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

Vi du 10. Tao ra cac khang thé bi thay ddi c¢6 chira cac nhém chire polysacarit

phan (g
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Dé tao ra cac khang thé ¢6 chira cic nhém chire polysacarit ¢6 kha ning
phan Ung véi cac nhom chuc phan tng lai kich thich dan xut, trude tién
khang thé khang-HER dugc glycosyl hoéa in vitro bang cach st dung
glycosyltransferaza va cac chét cho dang duong UDP thich hop. Vi du, dé
dua céc gde axit sialic, trudc tién cac khang thé cho dugc galactosyl hoa véi
f-galactosyltransferaza, tiép theo 1 sialyl hoa v6i a2,6-sialyltransferaza theo
cac phuong phap cia Kaneko et al. (Kaneko, Y., Nimmerjahn, F., va Ravetch,
J. V. (2006) Anti-inflammatory activity of immunoglobulin G resulting from
Fc sialylation. Science 313, 670-3). Phan tmg dugc thyc hién trong bude tong
hop mot ndi bang cach sir dung p-galactosyltransferaza (50mU/mg, Sigma) va
a2,6-sialyltransferaza (Sug/mg, hé thdng R&D) véi cac chit nén nucleotit
dang duong cho, UDP-galactoze (10mM) va CMP-axit sialic (10mM) trong
dung dich dém MES 50mM (pH 14 6,5) ¢6 chita MnCl, SmM. Hén hop phan
mg ¢6 chira Smg/ml khang thé khang-HER2 dugc U trong 48 giy & 37°C.
Sialyl héa dugc xac nhan bang céch sir dung phan tich MS MALDI-TOF ctia
céc polysacarit bi permetylat hoa giai phong tir khang thé v6i PNGase F, phan
tich ham luong axit sialic bang cach sir dung Dionex HPLC va tham lectin v&i
SNA, lectin dic hiéu ddi véi axit a2,6-sialic.

Phan tich MALDI-TOF cua céc polysacarit giai phong baoi xur ly PNGase F
ctia khang thé khang-HER?2 bj sialyl hoé chi ra rang céac polysacarit ty nhién
da hoan toan dugc stra lai v&i mot cAu tric c6 hai nhanh bi monosialyl hoa 1a
cha yéu, A1F (Hinh 27A) ctng véi mot lugng nhéd cac dang bi disialyl hoa.
Xt 1y khang thé nay véi cac luong nhiéu hon cta a2,6-sialyltransferaza tao ra
céc quan thé glycoform A1F ddng nhét hon , goi ¥ rang hodc hoat tinh enzym
hodc su dinh vi polysacarit co thé ngan sialyl héa hoan toan. Ham luong axit
sialic duge x4c dinh 1a ~ 2 mol trén mdi mol cta khang thé, ma phu hop véi
AT1F polysacarit 1a cac dang glycoform chu yéu (Hinh 27B). Tham lectin véi

lectin SAN, Sambucus nigra agglutinin dac hi¢u ddi véi axit sialic duogc lién
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két & vi trf 02,6, xac nhan réng axit sialic da c6 mat trong cAu hinh lién két
a2,6 (Hinh 27C).

Tém lai, mac du céc polysacarit protein tu nhién la cé phan khong dong
nhét, sira lai qua galactosyl va cac sialyltransferaza thu dugc khéng thé gan
nhu dong nhét véi cac polysacarit (A1F) ¢ hai nhanh bi monosialyl hod
nhung bi galactosyl hda hoan toan. Viéc dua vao chi ~ 1 axit sialic trén hai
chét nhan galactoze trén mdi polysacarit phan nhinh c6 thé 14 do kha ning
tiép c4n ctia mot trong céc galactoze bi han ché tir cac polysacarit ma thuong
bi che di trong khéng thé hodc cac tuong tic khong cong hod tri clia cac

polysacarit v6i bé mit protein.

Vi du 11. Qua trinh oxy héa cac khang thé bi thay doi ¢ chira cac nhém chiic

polysacarit phan ting

Mot khi sialyl héa duge xdc minh, qua trinh oxy hoa trung gian cua
khéng thé khang-HER2 dugc sialylat héa véi cic nong do khic nhau cua
periodat (tir 0,25 dén 2mM) dugc khao sat. Trude tién, khang thé duoc sialyl
héa duge trao d6i dém vao Tris-HC1 25mM (c6 dd pH 1a 7,5) ¢6 chira EDTA
5mM tiép theo 14 trao d6i dém voi dung dich dém PBS. Sau do¢, hon hop
khang thé d& dém duoc 4p dung vao cdt Sepharose protein A dugc cn bang
trude véi dung dich dém PBS. Sau khi ¢t duge rua voi 15 thé tich cot cua
PBS, 15 thé tich cot cia PBS chira EDTA SmM, va 30 thé tich cot cia PBS,
sau d6 né dugc rira giai voi dung dich dém xitrat phosphat 25mM (c6 do pH
1a 2,9). Céc nuéc giai hip duoc trung hoa ngay 1ap tirc vé6i dung dich dém
phosphat hai bazo va khang thé duoc co dic bang cach st dung Amicon ultra
tr Millipore. Sau khi thanh loc, khang thé khang-HER2 dugc sialyl hoa sau
do6 duoc oxy hoa vai natri periodat (Sigma) trong dung dich dém natri axetat
100mM (c6 do pH la 5,6) trén da bang trong bong t61 trong 30 phut, va phan
mg duoc dap tat véi 3% glyxerin trén da bang trong 15 phut. San pham duoc
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khir mubi va trao ddi ddi vao natri axetat 100mM (c6 do pH 14 5,6) bang 5
vong siéu loc qua 50kDa Amicons. Hinh 28A cho thiy phan tich ham luong
axit sialic cua khang thé dugc sialyl hoa chuén d6 véi cac luong periodat khac
nhau. Qua trinh oxy hoa hoan toan cua cac gdc axit sialic dat duge & ndng do
periodat trén 0,5mM. That vay, néng do periodat thép nhét 12 0,5mM 1a du dé
oxy hoa hoan toan axit sialic dugc dua vao. Do do, néng d6 1mM cua
periodat da dugc lya chon cho qua trinh oxy hoa cta khing thé dugc sialyl
héa cho lién hop thude.

Qua4 trinh oxy héa ¢ thé c6 nhitng anh hudng x4u dén tinh toan ven
ctia khang thé. Pbi véi, qué trinh oxy héa cua céc gbc methionin, bao gom
Met-252 va Met-428, nim trong mién CH3 Fc, gan vé6i vi tri lién két FcRn
duoc biét 13 anh huodng dén lién két FcRn ma 14 rat quan trong cho viéc kéo
dai thoi gian ban huy trong huyét thanh cta khang thé (Wang, W., et al.
(2011) Impact of methionine oxidation in human IgG1 Fc on serum half-life
of monoclonal antibodies. Mol Immunol 48, 860-6). Do d6, dé kiém tra cac
tac dung phu tiém tang ctia qua trinh oxy héa periodat trén cac gbc methionin
(vi du, Met-252) ¢6 tinh quyét dinh dbi véi su twong tic FeRn, trang thai oxy
hoa cia khéng thé duoc sialyl hoa dugc xéc dinh bang phan tich LC/MS cua
su tiéu ho4 trypsin peptit. Phan tich nay cho thiy ~ 30% qué4 trinh oxy hoéa clia
Met-252 va <10% qua trinh oxy hoa ciia Met-428 sau khi xtr ly trastuzumab
duoc sialyl hoa véi periodat ImM. Pé x4c dinh anh hudng clia mic dd oxy
héa methionin 1én lién két FcRn, dong hoc lién két FcRn ddi véi mdi khang
thé dugc dénh gid bing cach st dung cdng hudng plasmon bé mit
(BIACORE). Phéan tich nay cho thdy trang thai oxy héa twong quan véi su
giam nhe trong lién két FcRn (Ka giam 12% va 26% dbi v6i FcRn & chudt va
& nguoi, xem cac Hinh 28B va 28C tuong Umg). Dang chu y, Ka giam ~ 25%
dbi v6i FcRn & ngudi da duogc bdo céo 1a khong c6 anh hudng 1én thoi gian

ban huy trong huyét thanh & chudt bién dbi gen FcRn & nguoi, vi vi tri mién
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FcRn nguyén ven duy nhat trén mdi khéng thé 1a da dé cung cép chirc ning va
loi thé PK (Wang et al., Id).

To6m lai, cac dir liéu nay cho théy réng viéc dua vao cac géc axit sialic
nhay periodat bang cach xit 1y sialyltransferaza cho phép str dung céc ndng do
periodat thdp hon nhiéu, dan dén cac tac dung phu 13 ti thiéu 1én cac twong
tac khang thé FcRn va tinh toan ven khing thé nhu duoc danh gia bang su tap
hop (<1% ). Vi vay, viéc st dung cac khang thé dugc sialyl hoa theo cac
phuong phép cua sang ché cung cip khoang céc diéu kién oxy héa réng hon
dé duoc sir dung,cho phép tao ra cac lién hgp glyco hoat dong c6 thé tai san
xuét duge ma khong anh hudng dén thoi gian ban hity trong huyét thanh.

Galactoze trong khang thé dot bién duoc hyperglycosyl héa ciing c6 thé
bi oxy hoa riéng biét bang cach st dung galactoze oxidaza dé tao ra nh(')m.
andehyt cho sy lién hop. Dé xac nhan phuong phap nay, khang thé A114N
khang-TEM1 duoc co dic xudng 13 dén 20 mg/ml va sau d6 duoc xir ly véi
20mU/mg sialidaza trong PBS trong 6 gio ¢ 37°C. Sau do, san pham duoc
desial hod bi oxy hoa véi galactoze oxidaza ("GAQO"), dau tién véi 5 ug
GAO/mg protein qua dém ¢& 37°C tiép theo bang cach thém 2 ug GAO/mg
protein va U thém trong 5 gio. Natri axetat dugc thém vao dé diéu chinh do
pH vé 5,6 (theo ty 18 0,1 phan thé tich, d6 pH 1a 5,6), va DMSO dugc thém
vao dé dat duoc néng doé phan tng cudi cung la 16%, dugc thém vao trude
khi lién hop. Khang thé dot bién A114N khang-HER hyperglycosyl hoa
(15mg/ml) duoc desialyl hda twong tu voi sialidaza (20mU/mg) va bi oxy hoa
v6i 5ug GAO mdi mg protein trong phéan tmg duy nhét qua dém & 37°C.

Vi du 12. Tong hop cac nhém chiic phan tmg lai kich thich hoat dong
Pé tao thuan loi cho sy lién hop véi cac glycoform khang thé dan xuét
andehyt theo sang ché, cac nhém chirc phan tng lai kich thich thudc tmg cir

vién (vi dy, Momometyl Auristatin E (MMAE) va Dolastatin 10 (Dol10))
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duoc din xudt v6i aminooxy-cystamit dé chra cic nhém chuc (vi du,
aminooxy-cys) phan ung riéng véi andehyt.

Tém lai, dé tao ra aminooxy-cystamit nhu nguyén liéu ban dau, S-
Trityl-L-cysteinamit (362 mg, 1 mmol) dugc thém vao 3 mL dung dich DMF
cua este N-hydroxysucxinimit axit t-BOC-aminooxyaxetic sucxinieste(289 mg,
1 mmol). Phan tmg dugc hoan tat sau 3h rd rang tir phan tich HPLC. Hon hop
phan {mg sau d6 dugc pha loang v6i 30 ml diclorometan va dugc rura voi
dung dich natri bicacbonat 0,1 M (2 x 20 ml), nuée (2 x 20 ml), va nude mudi
(2 x 20 ml). Dung dich duoc siy kho qua natri sulfat khan, dugc loc va cd dac
dén kho. Thém 3 ml TFA tiép theo 1a 150 ml trietylsilan vao phan con lai kho
nay. Dung dich thu dugc dugc lam két tha tir t-butyl metyl ete va qua trinh
nay duogc 13p lai ba lan. Sau khi loc, phan két tia duoc siy khd duéi 4p suat
thap thu dugc 205 mg chét rén mau tring (hiéu suit 67%). Hop chit nay duogc
str dung cho buéc tiép theo ma khong can tinh ché thém.

Pé tao ra MMAE dan xuét aminooxy (Aminooxy-Cys-MC-VC-PABC-
MMARE), 30,1 mg aminooxy-cystamit (0,098 mmol, 2 duong luong) dugc két
hop v6i 64,6 mg MC-VC-PABC-MMAE (0,049 mmol), va 100 ml
trietylamin trong 3 ml DMF. Hon hop phan tng thu dugc dugc khudy & nhiét
do phong trong 15 phut, qua thoi gian d6 phan Uimg duoc hoan tat theo phan
tich HPLC. Hop chat duoc tinh ché bﬁng HPLC diéu ché thu duogc 45 mg
(62%) san pham mong mudn 13 chit rin mau tring. Phan tich HPLC dao pha
thdy ring do tinh khiét ctia hop chat 1a > 96%. Tinh toan ESI d6i véi
C73H116N14018S (MH)" 1509,8501; tim thiy, m/z 1509,8469.

Pé tao ra cac Doll0 din xuit aminooxy (Aminooxy-Cys-MC-VC-
PABC-PEG8-Dol10), 7,4 mg (0,024 mmol, 3 duong lugng) aminooxy-
cystamit, 12 mg (0,008 mmol) MC-VC-PABC-PEG8-Dol10 va 30 ul
trietylamin duogc két hop trong 3 ml DMF. Phan tmg da dugc hoan tat trong
15 phit theo phéan tich HPLC. Loc HPLC diéu ché thu duoc 6,2 mg (46%)

san pham mong mudn 14 chét rén mau tring. Phéan tich HPLC dao pha cho
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thdy do tinh khiét cua hop chét 1a > 96%. Tinh toan ESI d6i véi
C80H124N16019S2 (MH)" 1678,0664; tim thay, m/z 1678,0613.

Vi du 13. Lién hop qua trung gian sxit sialic- (SAM) ctia cdc nhém chirc
phan tmg lai kich thich hoat tinh

Sau khir mudi, cac mdi lién két thude cua Vi du 11 duogc két hop véi
céc khang thé dugc oxy héa, dugc sialyl hoa cta Vi du 10 trong 75% DMSO
& ndng do 25mM dé dat duge ty 18 mol cta mdi lién két thude véi khang thé
1a 24:1 va ndng do khang thé cubi cung & 5 mg/ml. Hon hop duge i qua dém
& nhiét d phong. Cac mdi lién két thude chua duge hop nhat va bat ky cac
thude tu do duoc lam sach b:fmg cach str dung BioBeads. San phém duoc trao
déi dém vao dung dich dém Histidin-Tween bang cach su dung PD-10
columns va duoc loc vé trung. Cac mtrc nd1 doc 6 da duoc x4c dinh va thu
duoc it hon 0,1EU/mg ADC trong nghién ctru in vivo.

Hinh 29A-C cho thiy sic ky twong tac ky nuéc (HIC) cua cac khang
thé duoc sialyl héa khac nhau (khang thé khang-FAP B11 va G11 va khang-
HER?2 cta Vi du 11) dd lién hop glycol véi AO-MMAE. Khang thé HER2
duoc sialyl hoa cling da dugc lién hop véi cac mdi lién két thube, AO-Cys-
MC-VC-PABC-PEG8-Dol10 (Hinh 29D). Phén tich nay cho thay c6 chi yéu
12 mdt hodc hai lién hop thudc trén mot khang thé voi ty 18 thudce véi khang
thé (DAR) nam trong khoang tur 1,3 dén 1,9. Thoi gian git cta lién hop
glyco Dol10 ting 1én (Hinh 29D) so véi lién hop glyco MMAE (Hinh 29¢) ¢6
thé 13 do tinh ky nudc ctia Dol10 16n hon.

Phan tich LC-MS ciing d& duoc tién hanh véi khang thé khang-HER
lien hop vé6i hai méi lién két thudc khéc nhau (AO-MMAE hogc AO-PEGS-
Dol10) & quy md 30mg. Phan tich nay cho thiy céc gia tri DAR tuong tu 1a
1,7 va 1,5 sau’lién hop, ma la twong duong v6i phéan tich HIC. Séc ky loai trir
kich thuéc (SEC) cho thdy cac mirc rat thip (1%) cta cac két tap trong cac
lién hop nay.
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Vidu 14. Lién hop qua trung gian galactoze (GAM) cuia cac nhom chirc
phan ung lai kich thich hoat tinh

Andehyt galactoze dugc tao ra véi galactoze oxidaza trén khang thé dot
bién hyperglycosyl héa A114N khang-TEM1 nhu dugc mo ta trong Vi du 11
duoc lién hop véi 24 luong mol du cua mdi lién két thuéc aminooxy-MC-
VC-PABC-MMARE trén khang thé bang cach u qua dém & 25 ° C, thu duoc
lién hop ADC véi DAR 1a 1,72.

Véikhang thé khang-HER dugc xir Iy galactoze oxidaza da diéu ché nhu
dugc md ta trong Vi du 11, mot phan mudi khéi lugng phan Gng cla natri
axetat 1M, d6 pH l1a 5,6, da dugc bd sung dé diéu chinh do pH xuéng 5,6 va
DMSO di dugc thém vao dé 1am cho néng do cudi cung la 14% trude khi
thém 24 duong lugng mdi lién két thuéc aminooxy-MC-VC-PABC-MMAE.
Céc phan ing dugc G qua dém & nhiét do phong. Thudc va mdi lién két thude
tu do duoc lam sach véi Biobeads va san phém dugc trao ddi dém bang SEC
(hidu suit 65%). Lién hop san pham dugc phan tich bang HIC. Nhu dugc thé
hién trong Hinh 30, AO-MMAE da duoc lién hop véi ~ 60% cac phan tur.

Vidu 15. Céc thir nghiém tang sinh té& bao ADC in vitro

Hoat tinh ctia c4c phan tir lién hop khang-HER va khang-FAP in vitro theo
sang ché cling dugc so sanh véi céc lién hop thiol tuong tmg ¢ chira nhém
chue thube tuong tur duge lién két thong qua cac mdi lién két thiol voi cac
cystein ving ban 1& cua khang thé cho twong ty. Céc lién hop thiol chira
khoang gép doi sd luong céc thube trén mot khang thé (DAR) so v6i céc lién
hop glyco. Lién hgp trén co s& thiol duogc thyc hién nhu duge mo ta boi
Stefano et al (Methods in Molecular Biology 2013, trén bao chi). Cac dong té
bao HER2+ SK-BR-3 va Her2- MDA-MB-231 sau d6 duoc sir dung dé danh
gia hiéu qua tuong di ctia mdi ADC. Céc két qua ctia phan tich nay dugc

trinh bay trong Bang 15 duéi day
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Bang 15. So sanh ECs ctia cac lién hop glyco va céc lién hop thiol

DAR ECso (ng/ml)
Khéang-HER-MC-VC-PABC-MMAE 3 g+ 23
(Thiol MMAE)
Khang-HER-AO-Cys-MC-VC-PABC-
MMAE 1,7* 4,7
(Glyco MMAE)
Khang-HER-MC-VC-PABC-PEGS-
Dol10 3,9% 0,45
(Thiol Dol10)
Khang-HER-AO-Cys-MC-VC-PABC-

1,5% 0,97

PEGB8-Dol10 (Glyco Dol10)

Khang FAP  B11-MC-VC-PABC-
MMAE 3,3%% 382,4
| (Thiol MMAE), CHO + FAP

Khang FAP B11-AO-Cys-MC-VC-
PABC-MMAE (Glyco MMAE), CHO +

1,5%* 682,4
FAP

Luu ¥: * DAR dugc x4c dinh bang LC-MS; ** DAR xac dinh bang HIC

Hinh 31 cho thiy su so sanh hiéu luc cua lién hop glycol khang-HER va
lién hop thiol dbi chimg cua né. Kha ning sdng duge cua té bao dugc xac
dinh sau 72 gio tiép xuc cua céc lién hop nay véi cac té bao biéu hién khang
nguyén HER2 (SK-BR-3) (Hinh 31A va C) hodc cac t& bao khong biéu hién
(MDA-MB-231) (Hinh 31B va D). Cac ADC chtra hodc MMAE hoédc PEG8-
Dol10 lién két véi cac polysacarit ("glyco") hodc bang héa hoc thong thuong
véi cée cystein viing ban 18 ("thiol"). Nhu duge thé hién trong Hinh 30A va C,
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ECso thap hon 2 1an di dugc quan sét thay ddi véi cac lién hop thiol so véi
cac lién hop glyco, phu hgp véi DAR cao hon 2 lan cua céi trude so voi cai
sau. Khong c6 doc tinh dugc quan sat véi dong té bao Her2- véi khang thé bét
ky 1én dén 100ug/ml.

Cac xu hudng tuong tu cling duoc quan sat thdy trong sy tang sinh té
bao déi véi ADC duogc didu ché véi cac khang thé chdng lai khang nguyén
khdi u (FAP) ma duogc biéu hién cao bdi cac nguyén bao soi md dém hoat tinh
trong cac bénh ung thu biéu md bao gdm cung thu dai trang, tuyén tuy va ung
thu va (Teicher, B. A. (2009) Antibody-drug conjugate targets. Curr Cancer
Drug Targets 9, 982-1004). Céc lién hop nay dugc diéu ché mot 1an nita bang
cach lién hop hodc mdi lién két thubc aminooxy MMAE hodc méi lién két
thudc maleimido MMAE véi cac polysacarit hoic nhém thiol. Céc thur
nghiém tang sinh té bao cua cac lién hop nay cho thiy ECsp ctia lién hop thiol
c6 hiéu luc cao hon ~ 100 l4n trén céac té bao CHO dugc chuyén nhiém voéi
FAP & nguodi so v6i cac té bao tuong tu khong c6 biéu hién FAP nhu dugc
md ta trong Hinh 32, ma cho thay su so sanh hiéu lyc cua lién hop glyco
khang FAP B11 va lién hop thiol in vitro. Kha ning sdng duoc cta té bao
dugc x4c dinh sau tiép xtc cua cac lién hop véi céc té bao CHO chuyén
nhiém véi hoic khong véi khang nguyén FAP. Cac ADC chira MMAE lién
két v6i cac polysacarit ("glyco") hodc bang hoa hoc thong thuong véi cac
cystein ving ban 1& ("thiol"). Luu y rang ECso thdp hon ~ 2 1an déi véi thiol
so voi céc lién hop glyco 1a phu hop véi cac lugng tuong d6i cua thude phan
phéi cho mdi khang thé gia sir rang cac hidu qua tuong tu d6i véi lién két muc
tiéu va sy tiép thu trong cac té bao CHO biéu hién khang nguyén. Song song
v&i do, lién hop glyco cua khang FAP (B11) ADC véi DAR la 1,5 nhu duoc
mod ta trude d6 duge thtr nghiém va cho thiy ECsy cao hon ~ 2 lan so véi lién
hop thiol so sanh (DAR 14 3,3).

Nhu duge thé hién trong Hinh 36, cac xu huéng tuong tu cling duoc

quan sat thdy trong thir nghiém ting sinh té bao dbi véi ADC duoc didu ché
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v6i khang thé khang-HER mang dot bién hyperglycosyl hoa A114N va AO-
MMAE nhu duoc mé ta trong Vi du 14, khi thtr nghiém trén cac té bao biéu
hién SK-BR-3 hoic c4c té bao MDA-MB-231. Lién hop glyco A114N 3 rang
cho thdy doc tinh té bao dugc ting cuong chéng lai dong té bao biéu hién
HER?2 hon dong té bao khong biéu hién. Ddc tinh twong déi so véi lién hop
glyco SialT duogc didu ché vé6i khang thé twong tu 13 phu hop véi tai luong
thudc thap hon cia duge phim nay.

Thtt nghiém tang sinh t& bao cling duoc thuc hién dbi véi ADC dugce
didu ché véi khang thé khang-TEM1 mang dot bién hyperglycosyl hoa
A114N va AO-MMAE duge diéu ché nhu mo ta trong Vi du 14. Ddc tinh
cao hon dugc quan st thdy véi cac dong té bao biéu hién TEM1 SJSA-1 va
A673 so vii dong MDA-MB-231 khong biéu hién. Mirc doc tinh so véi lién
hop thiol thong thuong véi khang thé tuong tu 1a phu hop véi tai lwong thude
(DAR) cta dugc pham nay.

SJSA-1 | A673-RPMI | A673-DMEM-RPMI | MDA-MB-231
IC50 IC50 IC50 IG50
khang TEM1 A114N-AO-MC-VC-PABC-MMAE| 3 ug/ml | 3,2 pg/ml 2,2 pglml 40 pg/ml
Kkhang TEM1-MC-VC-PABC-MMAE 4pg/ml | 1 pg/mi 0,9 pg/ml 20 pg/mi

Tém lai, su lién hop cu thé cia cac thudc thoéng qua céc polysacarit véi
cac mdi lién két c6 thé tach ra dugc tao ra cac ADC voéi cac doc tinh va hiéu
qlié in vitro 1a twong duong véi cac lién hgp trén co sé thiol thong thuong,
nhu duge chimg minh bang cach st dung cac khang thé khac nhau va cac mbi
lién két thudc khac nhau. Hon nita, thap hon periodat 2mM, mirc do lién hop
thube c6 trong quan véi su giam axit sialic. Tang ndng do periodat cao hon
2mM tao ra loi ich nho, nhu mong dgi tir viéc chuyén ddi hoan toan cua axit
sialic thanh dang dugc oxy héa. Tuy nhién, trong moi didu kién, sd lugng cac
thudc trén mot khang thé 1a thap hon mét chut so véi ham lugng axit sialic,
chira réng mot s6 axit sialic duoc oxy hoa tuong tu co thé khong san sang dé
ghép ndi, hodc vi che di hoic néu khéng thi do tré ngai vé khong gian phat

sinh tir su cong kénh ctia moi lién két thudc.
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Vidu16. Xac dinh dic tinh cta céc lién hop thudc khang thé in vivo

Hiéu luc cua cac lién hop glyco khang-HER cling duoc danh gia trong
mAau ghép ngoai lai t& bao khdi u HER2+ va so sanh véi cdc b so sanh 1a lién
hop thiol c6 DAR cao hon ~ 2 1an. Nhitng con chudt Beige/SCID duoc cay
céc té bao khdi u SK-OV-3 HER2+ ma dugc phép thiét 1ap cac khdi u ~ 150
mm? truée khi bét dau didu tri. Cac ADC & cac lidu 3 hodc 10mg/kg dugc
tiém qua tinh mach dudi vao cac ngay 38, 45, 52 va 59. C6 ~ 10 con chudt
mdi nhém. Thé tich khédi u cta nhiing con chudt trong nhém khéac nhau duge
do va su sdng sét ciia ching dugc ghi lai. Puong cong ty 1€ song st dugc v&
dua trén phuong phap Kaplan-Meier.

Hinh 33 cho théy su so sanh hiéu luc cta cac lién hop glyco khang-
HER va céc lién hop thiol in vivo trong mau ghép ngoai lai té bao khéi u
HER2+. Nhitng con chudt Beige/SCID dugc cdy cac té bao khdi u SK-OV-3
HER2+ duoc .dinh liéu vé6i MMAE (Hinh 33 A va B) va PEG8-Dol10 (Hinh
33 C va D) chtra cic lién hop glyco hoac cac bd so sanh lién hop thiol v6i
DAR cao hon ~ 2. Bdng hoc sy phat trién ctia khdi u ctia céc lién hop MMAE
duoc thé hién trong Hinh 33A. Trong trudng hop nay, lién hop glyco cho thay
hiéu luc cao hon déng ké so vdéi chi c6 khang thé trdn (mau den) nhung thap
hon so véi bd sé sanh lién hop thiol c6 DAR cao hon ~ 2 lan (mau xanh 14
cdy). Lién hop glyco MMAE cho thdy su thoai hoa khéi u dang ké va sy tri
hodn trong su phat trién ctia khdi u ~ 20 ngay (Hinh 33A) va ting gép ~ 2 lan
thoi gian séng sot tir lidu dau tién (Hinh 33B). Lién hop thiol MMAE cho
thay su wc ché khéi u gin nhu hoan toan & lidu twong tu cua ADC (10
mg/kg).

Hiéu luc cua lién hop glyco PEGS8-Dol10 ("Glyco Dol10”) va bd so
sanh lién hgp vdi DAR cao hon ~ 2 lan ("Thiol Dol10") ciing dugc xac dinh
trong mau ghép ngoai lai té bao khéi u HER2+. Ca hai lién hop nay cho thay
hiéu luc thap hon so véi cac lién hgp MMAE nhu dd md ta tru6e ddy. Tuy
nhién, lién hop glyco aminooxy-PEG8-Dol10 ("Glyco Doll0") ¢ mirc 10
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mg/kg cho thdy sy tri hodn trong sy phat trién ctia khdi u 15 ngay (Hinh 33C)
va thoi gian sbéng sot ting 1én ~ 20 ngay (gdp 1,7 1an) sau khi tiém lidu dau
tién (Hinh 33D). Lién hop thiol ¢6 hidu luc hon & lidu twong tu, cho thay ty 1&
sdng soét ting gip 2 14n. O lidu thdp hon (3 mg/kg), lién hop thiol cho thay
hiéu luc thap hon so véi lién hop glyco & mic 10 mg/ke. Liéu nay tuong tmg
v6i 80 umol thudc PEG8-Dol10 mdi kg lidu, so v6i 110 umol thudc PEGS-
Dol10 mdi kg liéu dbi véi lién hop glyco.

Céc sb liéu nay chimg minh rang su lién hop & vi tri cu thé cta céc
thudc 1&n trén axit sialic ctia cac polysacarit khang thé thu dugc cac phan ti
c6 hiéu lyc tuong duong voi cac ADC duoc tao ra theo duong hoéa hoc trén co
s& thiol. Hiéu luc in vivo thdp hon mét chit co thé xuét phat tir s luong cac
loai thudc it hon ma dugc mang boi mdi khang thé vao cac té bao khdi u do
su tiép thu cua moi khang nguyén duge lién két khang thé. Mic du céc tac gia
sang ché khong so sanh cac lién hop glyco nay véi cac lién hop thiol c6 DAR
tuong tu, hiéu luc quan sat théy & céc lidu khac nhau cta hai ADC dai dién
cho muc tuong duong cua thudc duge tiém cho thay cac lién hop glyco co
hiéu luc thuc chit twong duong nhu cic lién hop thiol cta ching, cho thy
khong c6 anh hudng c6 hai cua sy lién hop tai vi tri nay. Hon nia, lidu
10mg/kg cua lién hgp glyco Doll0 dugce dua vao chi hon ¢6 28% thubc ma
mang lai sy gia ting gip 2 lan ti 1é sdng s6t hon lién hop thiol (& mic
3mg/kg), cho thdy cac lién hop nay thadm chi c6 thé mang lai céc hiéu luc
vuot troi & DAR tuong tu. Véi su han ché r3 rang ban dau trong viéc két hop
axit sialic & cac polysacarit tu nhién, tai lugng thudc cao hon c6 thé duoc thuc
hién bang mot s6 chién luge khac nhau bao gdm ca viée sir dung cac mbi lién
két thudc phan nhanh ho#ic dua vao cac vi tri glycosyl hoa bd sung va st dung

phuong phap tuong tu.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Khéang thé dugc phan 1ap gdm mién Fe ctia IgG1 & nguoi, trong d6 mién Fe
cta IgG1 & nguoi bao gdm gdc asparagin duge glycosyl héa & vi tri axit amin
298, theo cach danh sb cua EU:; va géc serin hodc threonin & vi tri axit amin
300, theo cach danh s6 ctia EU.
2. Khang thé theo diém 1, trong d6 mién Fc ctia IgG1 & ngudi bao gdm thém
géc alanin & vi tri axit amin 299, theo cach danh s6 cua EU; hodc mién Fc cua
IgG1l & nguoi.bao gom thém gbc glutamin & vi tri axit amin 297, theo cach
danh s cua EU.
3. Khang thé theo diém 1 hoic 2, trong d6 mdt hodc nhiéu diéu kién sau duoc
dap Ung;:
a) chudi bén cua gdc asparagin & vi tri axit amin 298, theo cach danh sb
ctia EU, duoc lién két v6i glycan qua lién két B-glycosylamit;
b) chudi bén cua gbc asparagin & vi tri axit amin 298, theo cach danh s
ctia EU, duoc lién két v6i glycan qua lién két B-glycosylamit, va:
i) glycan la glycan c6 hai nhanh;
ii) glycan la glycoform ty nhién ¢ dong vat c6 vu;
iii) glycan bao gdm nhém andehyt phan ting;
iv) glycan bao gdm gbc sacarit bi oxy héa bao gdm nhém andehyt
phan Ung; hodc
v) glycan duoc lién két véi nhém chirc phan ung lai kich thich.
4. Khang thé theo diém 3, trong do mot hoac nhiéu diéu kién sau duoc dap
ung;:
a) géc sacarit bi oxy hoa la axit sialic hodc galactoza & vi tri cudi;
b) nhém chtrc phan tng lai kich thich 14 ddc t6 té bao;
¢) nhom chtre phan ung lai kich thich 1a tac nhan chén doan;
d) nhém chirc phan tng lai kich thich 14 tac nhan diéu tri, trong dé tac
nhan diéu tri nay dugc lya chon tuy y tor nhom gém ¢6 nhém chtre thude,

nhém chire tién thudc, va hop chat danh dau phéng xa;
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e) nhém chirc phan ung lai kich thich bao gom mbi lién két nhay pH,
mdi lién két disulfua, méi lién két nhay enzym hodc nhém chic lién két khac
c6 thé tach ra duge ma giai phong nhém chirc phan tng lai kich thich tir
khéng thé khi bi tach ra; va

f) nhém chite phan tmg lai kich thich bao gdm nhom chirc lién két duge
chon tir nhém cac nhém chire lién két duge mo ta dudi day:
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5. Khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir 3 dén 4, trong d6 mot
hodc nhiéu diéu kién sau dugc dap tmg:
a) doc td té bao duogc chon tir nhom céac doc té bao dugc md ta bén

duéi:

NH,
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va

~COOH

trong d6 R' = alkyl, aryl, alkoxy, aryloxy, R, R* = alkyl, aryl

b) nhom chirc phan Gng lai kich thich dugc lién két qua lién két oxim
hodc hydrazon véi gbc sacarit cia glycan; va

¢) nhém chte phan Gng lai kich thich duoc lién két qua lign két oxim
hodc hydrazon véi gbc sacarit ciia glycan, trong d6 gbc sacarit 13 gde axit
sialic hodc galactoza & vi tri cubi cua glycan.
6. Khang thé theo diém bét ky trong sb cc diém tir 1 dén 5, khang thé nay
bao gdm mién Fc cta IgG1 & ngudi bao gdém gbc asparagin & vi tri 297, theo

cach danh sb ctia EU; gbc asparagin duoc glycosyl hoa & vi tri 298, theo cach
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danh sb cia EU; géc alanin & vi tri axit amin 299, theo cach danh s6 cua EU;
va géc serin & vi tri axit amin 300, theo cach danh s6 ctia EU.

7. Ché pham chira khang thé theo diém bét ky trong sb céc diém néu trén va
chat mang hodc ta duoc dugc dung.

8. Polynucleotit dugc phéan lap ma hoéa khang thé theo diém bét ky trong sb
céc diém tir 1 dén 6.

9. Vecto chira polynucleotit theo diém 8.

10. Té bao chu chira polynucleotit theo diém 8 hoic vecto theo diém 9.

11. Phuong phép tao khang thé bao gébm biéu hién polynucleotit theo diém 8

hoidc vecto theo diém 9 trong té bao.
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Miu  k(c106Ms) k(x10%s) R,RU)  KolnM)

GLDS? 70 17 670 244
WT2C3 6,0 11 642 175
AN 47 11 505 245
Y4365 59 10 669 173

SOBNTY300S 57 10 633 1,80
Y436T 48 0.9 65,7 1,95
S44ON 58 11 668 184
S442N 51 11 662 185

NGT 79 1,1 02 135
Hinh. 16
" Mhu K bat (x10WM's?) K eat (x10%7) KD (nM)
WT 23 5,2 11 2,1
AN 5,3 13 24
Hinh. 17
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A114N 11/23/2009 2,83
S298N/Y300S 11/23/2008 1,36
S440N 11/23/2009 1,32
S442N 11/23/2009 1,21
Y4363 11/23/2009 1,92
Y436T 11/23/2008 0,34
NGT 11/23/2009 1,90
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S phuc héi khdi hmng cua glﬂi i chap cua +TOF MS:
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Axit sialic, mobmol
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Sw tang sinh t& bao CHO+FAP

100 Q=0
e
O
[¥ ]
2 ® Thiol MMAE CHO+FAP
% M Glyco MMAE CHO+FAP
[R4sF]

O Thiol MMAE CHO-FAP
O Glyco MMAE CHO-FAP
50-

% cac te bao ¢co6 th

v - 8
0,01 0,1 1 10 100

Khang thé pg/ml

Hinh. 32
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SK-BR-3 (Her2*) 72 gier

G Herceptin

O Her-MC-VC-PABC-MMAE DAR3,5)
A Her(SialT)-AC-MMAE (DAR1,9)

& Her(AT14M}-AQ-MMAE (GAM+)

=y
L]
|

-

% céc té bao co thé song s6t

50 -

0

| | T T T T !
104 105 104 10° 10% 101 10° 10" 10F
Khéng thé ug/mi

MDA-MB-231 (HER2") 72 giv

%% cac té bio co the song sot
1%y
(]
1

O Herceplin

O Her-MC-VC-PABC-MMAE

& Her-AQ-MMAE

& Her{A114N)AD-MMAE (GAM+}

4 L

1 | | H I i
104 10f 10 102 10" 102 10f
Khang thé ug/ml

Hinh. 36
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Danh muc trinh tu
<110> GENZYME CORPORATION

<120> KHANG THE DPUQC PHAN LAP GOM MIEN FC CUA IGG1 & NGUOI VA CHE PHAM
CHUA KHANG THE NAY

<130> 550502 SA9-109PC

<140> PCT/US2013/059481
<141> 2013-09-12

<150> 61/776,715
<151> 2013-03-11

<150> PCT/EP2012/003819
<151> 2012-09-12

<160> 45

<170> B3ng sang ché trong phién ban 3.5
<210> 1

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhédn tao: Tdng hop

polypeptit "
<400> 1
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Val Gln Gly
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Thr His Leu

Thr vVal Ala
115

Leu Lys Ser
130

Pro Arg Glu
145

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu

His Lys Val
195

Val Thr Lys
210

<210> 2
<211> 443
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
- <221> ngudn
<223> /luu

<400> 2

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

His

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

ti nhén

y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Tdéng hop polypeptit”

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

tao

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

39041

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Arg

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr
190

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu .Val Gln Pro Gly Gly Ser

5

10

15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Trp

20

25
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Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly
35 40 45

Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
50 . 55 60

Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu
65 70 75 80

Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
100 105 110

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

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

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

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

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
180 185 190

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

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
210 215 220

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
225 230 235 240

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
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245 250 255

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
260 265 270

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
275 280 285

Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
290 295 300

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
305 310 315 320

Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Tle Ser Lys Ala Lys
325 330 335

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
340 345 350

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
370 375 380

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
385 : 390 395 400

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
' 405 410 415

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
420 425 430

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 3
<211> 444
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhan tao: Téng hgp polypeptit"

<400> 3
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Gly Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
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180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 , 390 395 400
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Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 4

<211> 444

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh ty nhén tao: Tdéng hgp polypeptit”

<400> 4
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Gly Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270 '

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335
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Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Ser

Gly Gln

Glu Leu
355

Tyr Pro
370

Asn Asn
Phe Leu

Asn Val

Thr Gln
435

<210> 5
<211> 444
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

<223>

<400> 5

Glu

1

Ser

Trp

Gly

Val Gln

Leu Arg

Met Asn

35

Gln Ile

Pro Arg
340

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

405

Phe Ser
420

Lys Ser

tu nhan

/luu y="Mb& ta

Leu Vél
5

Leu Ser
20

Trp Val

Arg Leu

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

tao

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

39041

Val
345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Pro

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Trinh tu nhan tao: Téng

Glu

Cys

Arg

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Gly
10

Leu

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Ala

-177-

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

hop

Val

Thr

Gly

Thr

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Gly

Tyr

Val

Glu



39041

50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270
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Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Asn Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 6

<211> 444

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
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<223> /luu y="M& ta

<400> ©
Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyr

Gln

Leu

Met

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Thr

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr
195

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Pro

100

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

180

Ile

Val

5

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Val

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Cys

39041

Trinh tu nhan tao: Téng

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

150

Thr

Val

Asn

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly

135

Val

Phe

Val

Val

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Trp

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn
200

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

105

Ser

Ala

Val

Ala

Val

185

His

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Gln

Val

Ala

Ser

Val

170

Pro

Lys

-180-

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gly

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

hop

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
205

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Val

110

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val

95

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Gly
Tyr
Val
Glu
Ser
80

Tyr
Val
Ser
Lys
Leu
160
Leu

Thr

vVal
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Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
‘ 405 410 415
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Gly Asn Val

Tyr Thr Gln

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 7
Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Ser

Ser

Leu

Met

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

Lys
130

435

447
PRT
Trinh

ngudn
/luu y

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Ala

115

Ser

Phe
420

Lys

Ser

Ser

tu nhan

="M6 té

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Pro

100

Ser

Thr

Val

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Val

Thr

Ser

39041

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His

425

Leu Asn Leu Ser Pro Gly Lys

tao

440

Trinh ty nhan tao: Tdng

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Lys

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly
135

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Trp

Pro

120

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

105

Ser

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Gln

Val

Ala

-182-

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gly

Phe

Leu

hop

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Thr

Pro

Gly
140

430

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Cys

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Val

110

Ala

Leu

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val

95

Thr

Pro

Val

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Val

Ser

Lys
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Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
145 150 155 160

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
: 325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350
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Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Asn Gly Thr
435 440 445

<210> 8

<211> 444

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhdn tao: Tdng hgp polypeptit"

<400> 8
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Gly Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 ‘ 75 80
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Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285
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Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Thr Ser Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 9

<211> 215

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh ty nhan tao: Téng hop polypeptit"

<400> 9
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
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Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

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

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
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<210> 10

<211> 454

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhén tao: Téng hop polypeptit"

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Arg Ser Tyr
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Thr Gly Ser Ala Ile Tyr Asn Pro Ser Leu Gln
50 . 55 60 '

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Glu Gly Val Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp
100 105 110

Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
115 120 125

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

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
145 150 155 160

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
165 170 175
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Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
180 185 190

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
195 200 205

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro
210 215 220

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

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245 250 255

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

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280 285

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
290 295 300

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 310 315 320

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330 335

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345 350

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
355 - 360 365

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375 380
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Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395 400

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

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

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 ‘ 440 445

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 11

<211> 454

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhan tao: Tdéng hop polypeptit™

<400> 11
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Ala Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Arg Ser Tyr
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Thr Gly Ser Ala Ile Tyr Asn Pro Ser Leu Gln

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
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Arg Glu Gly Val Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp
100 105 110

Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Asn Ser Thr Lys
115 ) 120 125

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

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
145 150 155 160

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
165 170 175

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

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
195 200 205

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro
210 215 220

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

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245 250 255

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

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280 285

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
290 295 300
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Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 - 310 315 320

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330 335

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345 350

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
355 360 365

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375 380

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395 400

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

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

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 440 445

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 12

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhan tao: Téng hop polypeptit"

<400> 12
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
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<210> 13

<211> 450

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

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

<400> 13
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

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

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

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

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
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Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 ) 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380
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Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu

435

Lys
450

<210> 14
<211> 450
<212> PRT

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

<400> 14

Glu
1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Val Gln

Leu Arg

Ile His
35

Arg Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Gly

Asp

Trp

420

His

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Trinh ty nhén

/luu y="M& ta

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Pro

390

Ser

Gln

His

tao

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

39041

Asn Tyr

Leu Tyr
410

Val Phe
425

Gln Lys

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Trinh tu nhan tao: Téng

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Tyr Thr

Asp Thr

Glu Asp
90

-196-

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Thr

Lys

Cys

Leu

hop

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Pro

Thr

Val

430

Leu

Pro Val

400

Val Asp

415

Met

Ser

polypeptit"

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

His

Pro

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Asn Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
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Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 15

<211> 450

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhén tao: Tdng hgp polypeptit"

<400> 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

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

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

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

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
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Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Ala Ser Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 - 425 430
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Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435

Gly Lys
450

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

<220>
<221>
<223>

<400>

16
450
PRT
Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 ta

16

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Tyr Ile His Trp Val

35

Ala Arg Ile Tyr Pro

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ser Arg Trp Gly Gly

100

Gly Thr Leu Val Thr

115

Phe Pro Leu Ala Pro
130

tao

440

Trinh tu nhan tao: Téng

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

-201-

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

hop

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly
140

445

polypeptit"

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

vVal

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

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 . 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Ala Ser Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350
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Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

<210> 17

<400> 17

000

<210> 18

<400> 18

000

<210> 19

<400> 19

000

<210> 20

<400> 20

000

<210> 21

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

39041

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

-203-

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Ser

Glu

Pro

vVal

415

Met

Ser

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro



39041

<400> 21
000

<210> 22

<400> 22
000

<210> 23

<211> 213

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhan tao: Téng hgp polypeptit”

<400> 23
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Thr Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

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

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro

100 105 110

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

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

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

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

<220>

<221>
<223>

<400>

24

450
PRT
Trinh ty nhén

24

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

ngudn
/lua y="Mo6 ta

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Val Met His

35

Gly Tyr Ile

50

Lys Gly Arg

65

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

tao

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

39041

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Trinh tu nhan tao: Téng

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu
70

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Val

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn
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Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser
75

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

hop

Val

Lys

Gly

Tyr

60

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ala Lys

Gln Glu
160

Ser Ser
175

Tyr Ala

Ser Phe

polypeptit”

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Lys Phe

Leu Tyr
80



39041

Leu Gln Met Asn Ser Leu Afg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Val Tyr Trp Gly Gln
100. 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

-206-



Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

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

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

<220>

<221>
<223>

25

450
PRT
Trinh ty nhan tao

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

ngudn
/luu y="M6 td Trinh ty nhén tao:

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

39041

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys
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Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Téng hop polypeptit"

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro
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<400> 25
Glu Val Gln Leu Leu Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Val Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Gly Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Val Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
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Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Thr Ser Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 . 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

-209-



420

39041

425

430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435

Gly Lys
450

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

<220>
<221>
<223>

<400>

26
450
PRT
Trinh tu nhan

ngudn
/luu y="M6 ta

26

Glu Val Gln Leu Leu

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Val Met His Trp Val

35

Gly Tyr Ile Asn Pro

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Gly Ser Tyr

100

Gly Thr Leu Val Thr

115

tao

440

Trinh tu nhan tao: Téng

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Asp

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

vVal

Asp

Glu

Asp

105

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

-210-

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Val

Lys

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Lys

445

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Tyr

Gly
125

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

Cys

Gln

Val



39041

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 : 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Ala Ser Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr

-211-



Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

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

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

<220>

<221>
<223>

<400> 27

27

450
PRT
Trinh ty nhén

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

ngudn
/lmu y="M6 ta

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Glu Val Gln Leu Leu

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Val Met His Trp Val

35

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

tao

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

39041

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Trinh ty nhan tao: Tdng

Gln Ser Gly Gly Gly Leu

10

Cys Ala Ala Ser Gly Tyr

25

Arg Gln Ala Pro Gly Lys

40

-212-

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

hop

Val

Lys

Gly

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

polypeptit"

Gln Pro Gly

15

Phe Thr Ser

30

Leu Glu Trp

45

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

Gly

Tyr

Val



39041

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Val Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe

Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Gly Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Val Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu

-213-



39041

260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Gln Asn Thr Ser Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 - 445

Gly Lys
450

<210> 28
<211> 218

-214-



39041

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh ty nhan tao: Téng hop polypeptit”

<400> 28
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 ‘ 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Val Gln Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

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

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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

-215-



180

His Lys Val Tyr Ala

195

Val Thr Lys Ser Phe
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

29
444
PRT
Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M6 té

29

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Trp Met Asn Trp Val

35

Gly Gln Ile Arg Leu

50

Ser Val Lys Gly Arg

65

Leu Tyr Leu Gln Met

85

Tyr Cys Thr Pro Val

100

Ser Ser Ala Ser Thr

115

39041

185

190

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

200

Asn Arg Gly Glu Cys

tao

215

Trinh tu nhan tao: Tdéng

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Trp

Pro
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Gln

Val

-216-

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gly

Phe

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Thr

Pro

205

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Leu
125

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Val

110

Ala

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val

95

Thr

Pro

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Val

Ser



39041

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 . 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Vval
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val vVal Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

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

-217-



Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

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

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

<220>

<221>
<223>

<400> 30

30
444
PRT
Trinh

Leu

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

ngudn
/luu y="Mb ta

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn

35

Gly Gln Ile

50

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

tyu nhan

Leu

Leu

20

Trp

Arg

vVal

5

Ser

Val

Leu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

tao

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

39041

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Pro

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Trinh tu nhan tao: Tdng

Glu

Cys

Arg

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser
55

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Ser
25

Pro

Asn Asn

Gly
10

Leu

Gly Phe

Gly

Lys

Tyr Ala

-218-

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

hop

Val

Thr

Gly

Thr
60

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Gly

Tyr

Val

Glu



39041

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro

-219-



Arg

Val

305

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

275

Glu Glu Gln Tyr
290

Leu His Gln Asp

Asn Lys Ala Leu
325

Gly Gln Pro Arg
340

Glu Leu Thr Lys
355

Tyr Pro Ser Asp
370

Asn Asn Tyr Lys

Phe Leu Tyr Ser
405

Asn Val Phe Ser
420

Thr Gln Lys Ser
435

<210> 31

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mo té

<400> 31

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

tao

Asn

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

280

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

39041

Ser

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Pro

Trinh ty nhan tao:

-220-

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Leu
Lys
Lyé
335
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

415

Asn

Téng hop polypeptit"

Thr

vVal

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His



39041

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

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Val Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

Pro Gln Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Val Gln Gly
85 90 95

Ser His Phe His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 . 105 110

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

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190

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

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

-221-



210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

32

444

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="Moé ta

32

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Trp Met Asn Trp Val

35

Gly Gln Ile Arg Leu

50

Ser Val Lys Gly Arg

65

Leu Tyr Leu Gln Met

85

Tyr Cys Thr Pro Ile

100

Ser Ser Ala Ser Thr

115

Ser Lys Ser Thr Ser
130

Asp Tyr Phe Pro Glu

145

tao

215

39041

Trinh ty nhdn tao: Tdéng

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro
150

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

Gly

Gly

135

Val

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Trp

Pro

120

Thr

Thr

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

105

Ser

Ala

Val

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Gln

Val

Ala

Ser

-222-

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gly

Phe

Leu

Trp
155

hop

Val

Pro

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Thr

Pro

Gly

140

Asn

polypeptit"”

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Val

110

Ala

Leu

Gly

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Asn

Val

95

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

Tyr

vVal

Glu

Ser

80

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu
160



Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

 Asp

Phe

Ser

Ser

Thr

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Gly

Leu

Tyr

195

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Leu

355

Pro

Val

Ser

180

Ile

Val

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

His

165

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

245

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Phe

Val

Val

Lys

215

Leu

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Pro

Thr

Asn

200

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

360

Val

39041

Ala

Val

185

His

Cys

Gly

Met

His

265

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal

345

Ser

Glu

Val

170

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

-223-

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

235

Ser

Asp

Asn

val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Gln

Ser

Ser

Thr

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

205

His

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Leu

190

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Gly

175

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

vVal

320

Ala

Arg

Gly

Pro



370

Glu Asn Asn Tyr Lys
385

Phe Phe Leu Tyr Ser
405

Gly Asn Val Phe Ser
420

Tyr Thr Gln Lys Ser
435

<210> 33
<211> 444
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 33
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Trp Met Asn Trp Val
35

Gly Gln Ile Arg Leu
50

Ser Val Lys Gly Arg
65

Leu Tyr Leu Gln Met
85

Thr

390

Lys

Cys

Leu

tao

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

Thr

Val

Leu
440

39041

Pro

Val

Met

425

Ser

Val

Asp

410

His

Pro

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Trinh tu nhan tao: Tdéng

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr
90

-224-

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

380

Asp

Ser

Ala

Lys

hop

Val

Pro

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Ser Asp Gly Ser

400

Arg Trp Gln Gln

415

Leu His Asn His

430

polypeptit"

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Asn

Val
95

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr



39041

Tyr Cys Thr Pro Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Thr Ser Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 . 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val

-225-



39041

305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 34

<211> 444

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta& Trinh ty nhan tao: Téng hop polypeptit"

<400> 34
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
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Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 ‘ 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 ‘ 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 . 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Vval
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245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Ala Ser Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 ‘ 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr TIle Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 . 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 35
<211> 444
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Téng hop polypeptit”

<400> 35
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

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

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

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

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

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
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180 185 190

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

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Tyr Gln Asn Thr Ser Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

"Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400
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Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln

<210> 36
<211> 21

<212>

<213> Tr

<220>
<221> ng

<223>

<400> 36
Asp Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

435

4

PRT

inh

udn

/luu y

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

Tyr

Phe
420

Lys

Ser
405

Ser

Ser

tuy nhan

="M6 ta

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Lys

Cys

Leu

tao

39041

Leu Thr Val Asp

410

Ser Val Met His

425

Ser Leu Ser Pro

440

Lys Ser Arg Trp Gln Gln

415

Glu Ala Leu His Asn His

Gly

Trinh tu nhan tao: Tdéng

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

-231-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Lys

hop

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

430

polypeptit"

Ala

vVal

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly



Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

115

Ala Ser
130

Val Gln

Ser Val

Thr Leu

Cys Glu

195

Asn Arg
210

<210> 37
<211> 450
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

<223>

<400> 37

Glu

1

Ser

Tyr

Ala

Val Gln

Leu Arg

Ile His
35

Arg Ile
50

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

ty nhan

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

/luu y="Mbé ta

Val

Ser

Val

Pro

Cys Leu
135

Val Asp

150

Gln Asp

Ser Lys

His Gln

Cys

tao

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

39041

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Asn Phe

Leu Gln
155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Trinh tu nhan tao: Tdng

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Thr Asn
55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Arg

-232-

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

hop

Val

Asn

Gly

Tyr
60

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
175

Lys Val
190

Thr Lys

polypeptit"

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Pro Gly
15

Lys Asp
30

Glu Trp

Asp Ser

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Thr

Val

Val
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 . 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

' Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
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Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 38

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

<211> 450
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

39041

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

-234-

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal

400

Asp

His

Pro



<221> ngudn
<223> /luu y="Mb6 ta

<400> 38
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Tyr Ile His Trp Val
35

Ala Arg Ile Tyr Pro

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ser Arg Trp Gly Gly
100

Gly Thr Leu Val Thr
115

Phe Pro Leu Ala Pro
130

Leu Gly Cys Leu val
145

Trp Asn Ser Gly Ala
165

Leu Gln Ser Ser Gly
180

Ser Ser Ser Leu Gly

39041

Trinh ty nhan tao: Tdng

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

-235-

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

hop

Val

Asn

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

polypeptit"”

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

vVal

Ala

175

Val

His

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

Cys

Gln

vVal

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys
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195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Asn Ala Ser Arg
290 295 300

Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

-236-



39041

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 39

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Tdéng hop polypeptit”

<400> 39
Gly Gly Gly Gly
1

<210> 40

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhan tao: Tdéng hop polypeptit"
<400> 40 \

Gly Gly Gly Gly Gly

1 5

<210> 41

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 tad Trinh tu nhan tao: Téng hgp polypeptit”

<400> 41
Gly Gly Gly Gly Gly Gly

-237-



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

<220>
<221>
<223>

<400>

42

-

PRT

Trinh ty nhéan

ngudn
/luu y="M6 ta

42

Gly Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

43

8

PRT

Trinh ty nhén

ngudn .
/luu y="M6 ta

43

Gly Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

44

5

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M& ta

44

Gly Gly Gly Gly Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

5

45

10

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 ta

39041

tao

Trinh ty nhan tao:

Gly Gly

tao

Trinh ty nhan tao:

Gly Gly Gly

tao

Trinh ty nhan tao:

tao

Trinh ty nhan tao:
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Téng hop polypeptit"

Téng hop polypeptit"

Téng hop polypeptit"

Téng hop polypeptit"
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<400> 45
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

-239-





