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(57) Séng ché dé cap dén khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua n6, ma
gin két v6i phitc hgp cia GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant -
glycoprotein A ¢6 cac trinh tu 13p chiém uu thé) va TGF-B1 (Transforming growth
factor Bl - Yéu td tang truéng bién d6i B1), cu thé 1a phic hop GARP cua ngudi va
TGF-B1 cia nguoi. Cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén nay thé hién tap
hop céc dac diém c6 loi bao gdbm gin két khang nguyén 4i luc cao va kha nang trc ché
su giai phong TGF-f hoat tinh tir té bao T didu hoa. Cac khang thé hodc manh gén két
khang nguyén theo sang ché twong dbi bén véi su khir amin, dong phan héa va oxy
héa, do d6 ching cho thdy tinh 6n dinh dugc cai thién. Sang ché ciing d& cap dén
polynucleotit phan 1dp ma hoa khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua no,
vecto bidu hién bao gdm polynucleotit, hé biéu hién té bai chu hodc phi t€ bao chira
vecto biéu hién nay, duoc phdm chira khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cta
n6. Sang ché ciing dé cap dén phwong phép san xuét khang thé tai t6 hop hodc manh

gan két khang nguyén cua no.
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Linh vie ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé va manh gin két khang nguyén clia n6, ma gin
két v6i phitc hop GARP va TGF-B1, cu thé 14 phttc hgp GARP cua ngudi va TGF-1
cua nguoi. Cac khang thé va méanh gin két khang nguyén nay thé hién tap hop cac dic
didm c6 loi bao gdm kha nang gin két khang nguyén ai luc cao va tic ché su giai
phong TGF-B hoat tinh tir t& bao T diu hoa. Cac khang thé va manh gin két khang
nguyén theo sang ché dugc cai thién so v6i khang thé trong trang k¥ thuat vé kha ning
gén két v6i phirc hgp GARP va TGF-B1. Cu thé, cac khang thé va manh gan két khang
nguyén theo sang ché turong d6i bén véi qué trinh khir amin, ddng phan héa va oxy
hoéa, nhd d6 chiing cho thiy tinh én dinh dwoc cai thién so véi khang thé GARP-TGF-
B1 dugc mo ta trong tinh trang k§ thuat.

Tinh trang ky thuat ciua sang ché

Té bao T didu hoa (con duoc goi 1a “Treg” hodc té bao diéu hoa T Foxp3™) la
thanh phin quan trong cia hé mién dich. Cu thé, cac Treg dong vai trd quan trong
trong sy c4n bang ndi moi mién dich bang cach e ché cac khia canh khic nhau ctia
dap tmg mién dich. Nhu mot hé qua v& vai trd cta ching trong viéc phdi hop dép tng
mién dich, hoat tinh Treg bi 161 loan c6 thé din dén viéc phét trién c4c bénh va tinh
trang bénh ly khac nhau. Cu thé, chirc nang Treg khong du c6 thé din dén bénh ly tu
mién, trong khi d6 hoat tinh Treg qua mirc dwoc lién quan dén viée Grc ché dap g

khang u ¢ cac bénh nhan ung thu.

Protein GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant - glycoprotein A c6
céc trinh tr lip chiém wu thé) dugc xac dinh 1a déu chuén duoc biéu hién nhiéu trén bé
mit cua Treg, dac biét 1a Treg hoat dong. GARP la protein xuyén mang 80kDa voi
vung ngoai bao bao gb6m 20 doan lap gidu leuxin. N6 con dugc goi [a LRRC32. GARP
dung lam thu thé d6i véi TGF-B, dac biét 1a dang tiém tang cia TGF-B, va can cho su
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bidu hién cua TGF-p tiém tang trén té bao Treg (EM Shevach. Expert Opin Ther
Targets (2016) 21(2), 191-200).

TGF-p 1a xytokin dugc biét 1a déng vai tro trong nhiéu quy trinh bao gbm tang
sinh va biét hoa t& bao, tao hinh md, qué trinh viém va chét theo chuong trinh. N6
cling da dugc xac dinh 1a mot yéu t6 tang truéng quan trong lién quan dén su phat
trién ung thu, va kha bét thuong, da dugc xac dinh 1a mdt xytokin véi dic tinh thuc
day khéi u va e ché khéi u.

Viéc san xuét va hoat hoa TGF-B 1a quy trinh gdm nhiéu budc, ma duge didu
hoa & cac muc khac nhau. TGF-B dugc tong hop dudi dang tién chat dime pro-TGF-B,
mdi chudi polypeptit chira peptit lién quan dén trang thai tiém tang (latency-associated
peptide - LAP) va ving TGF-B truong hoan chinh. Pro-TGF- trai qua sy phén cit boi
enzym furin dé tao thanh “TGF-B tiém tang”, mot dang bat hoat trong d6 LAP van
dugc lién két phi cong hoéa tri v6i ving TGF-B trudng thanh cla mdi chudi polypeptit
(xem Fig. 1). GARP dugc dinh vi trén mang su dung dé van chuyén va neo gitt TGF-B
tiém tang voi bé mat té bao cua Treg, va n6 1a tir phuc hop TGF- tiém tang-GARP
duoc gin két véi mang ma dang hoat dong ciia TGF-B duoc gidi phong. Nhiéu co ché
da duge dé xuit dé giai thich cach TGF-B hoat tinh dwoc giai phong tir phirc hop
GARP-TGF-p tiém tang trén bé mat cia Treg. Tuy nhién, cac integrin, dac biét la
avB6 va avp8, hién nay dugc cho 1a dong vai tro quan trong trong vige diéu khién Iuc

truot can cho viéc giai phong dime TGF-B trudng thanh.

Khi dugc gii phong, dime TGF-B hoat tinh c6 thé hoat dong nhu chét diéu hoa
tu tiét hodc can tiét ciia con dudng truyén tin hiéu xudi chiéu. Trong pham vi hé mién
dich, TGF-P giai phong tir cac té bao Treg dugc coi 1a anh hudng dén hoat tinh cuia cac
té bao T tac dong khac nhau va ca chinh cac Treg (xem Fig. 1). Do Treg dong vai tro
quan trong trong viéc uc ché mién dich, nguoi ta cho ring TGF-B dugc giai phong tur
Treg va hoat dong theo cach tu tiét 6 thé tham gia vao viéc diéu tiét uc ché Treg. Cu
thé, TGF-B1 duoc diéu khién béi Treg dugce coi la dong vai tro dang ké trong viéc tic

ché qua trung gian Treg cta tinh mién dich khéi u.
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Cho rang vai trd cua TGF-B dugc didu khién boi Treg trong viéc tic ché dap
tmg mién dich trong vi moi truong khdi u, ngudi ta quan tAm dén viéc huéng dich con
duong nay nhu la mot cach tiép can thay thé cho liéu phép mién dich ung thu. Vi du,
c4c tac nhan tri liéu ¢6 kha nang lam gidm con duong nay co thé dong vai tro 1a cong
cu hiru ich dé cai thién hiéu qua cla vacxin ung thu hodc cac phac d6 liéu phap mién
dich ung thu khac dugce thiét ké dé khai thac strc manh ctia hé mién dich cta co thé dé

diéu tri ung thur.

Cuende et al. (Sci Transl Med. 2015 Apr 22;7(284):284ra56) mo ta viéc san
xuét va mé ta dic diém cia hai khang thé don dong (MHG-8 va LHG10), ma gan két
v6i phttc hop GARP-TGF-B trén Treg va tc ché san xuat TGF-. Hai khang thé nay
cling dugc mo ta va duge mo ta dic diém trong cac don qudc té s6 W02015/015003
va WO2016/125017. Céc khang thé nay da thé hién 14 c6 kha ning trc ché hoat tinh tc
ché mién dich cia Treg nguoi trong mo hinh chudt c6 bénh do md ghép chéng lai vat
chu ghép khac loai. Cong vi€c nay nhidm x4ac nhan phirc hop GARP-TGF-f 1a dich
diéu tri quan tAm nham muc dich diéu bién chuc ning Treg va do d6 diéu tri cac bénh
nhu ung thu va bénh ty mién trong d6 muc do hoat dong cia Treg dong vai trd quan
trong. Tuy nhién van c6 nhu cau ddi v6i khang thé GARP-TGF-B cai tién c6 kha ning
trc ché su giai phong TGF-B va do do diéu bién hoat tinh ctia Treg. Sang ché khic

phuc duogc van dé nay nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché cai thién tinh trang k§ thuat bing cach d& xuét khang thé méi va manh
gin két khang nguyén cta n6, ma gin két v6i phitc hgp GARP-TGF-B1 cua ngudi.
Céc khang thé va manh gin két khang nguyén theo sang ché thu duoc tir khang thé
GARP-TGF-B1 “LHG-10”, dugc md ta trong cac don sang ché qudc té sd
W02015/015003 va W0O2016/125017. Céc trinh ty mién bién ddi chudi nang va mién
bién ddi chudi nhe cua LHG-10 duogc thé hién & cac SEQ ID NO: 1 va 2, tuong ung,
va mién bién ddi chudi nhe cia bién thé dugc x40 tron chudi, LHG-10.6 (cling duge
md ta trong WO2015/015003 va W0O2016/125017), dugc thé hién ¢ SEQ ID NO: 3.
Khéng thé theo sang ché dac biét khac biét dbi v6i cac trinh tu CDR nhat dinh so véi

3
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LHG-10 va LHG-10.6, cu thé 1a @i v6i cac trinh ty CDR2 va CDR3 cia mién bién
dbi chudi ning. Cac khang thé LHG-10 va LHG-10.6 GARP-TGF-p c6 trinh ty CDR2
chudi ning: RIDPEDGGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 5); va trinh tw CDR3 chudi
ning: NEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 6), trong khi d6 cac khang thé theo
sang ché bao gdm trinh ty CDR2 chudi ning: RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID
NO: 12); va trinh ty CDR3 chudi ning: YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:
13).

Sy khic biét trong cac trinh tu CDR2 va CDR3 chudi ning dugc thong béo &
day din dén cac khang thé nay cai tién so v6i khang thé trong tinh trang k¥ thuét nho
tinh &n dinh dugc cai thién cia chung. Cu thé hon, cac khang thé theo sang ché tuong
d8i bén dbi v6i sy khir amin, ddng phan héa va oxy hoa, do d6 ching thé hién tinh 6n
dinh duoc cai thién. Bat ngd 1a viéc thay thé dac hiéu trong cic ving CDR2 va CDR3
chudi ning ma din dén tinh 6n dinh dugc cai thién khong lam giam dang ké ai lyc gan
két cta cac khang thé nay dbi véi phitc hop GARP-TGF-B1. Tinh 6n dinh dugc cai
thién duoc két hop vai viéc gén két dich 4i luc cao tao cho cac khang thé theo sang ché
dac biét thich hop dé phat trién 14m sang lam céc tac nhan tri liéu, vi du cac thc nhan
tri liéu bénh ung thu.

Theo khia canh th@ nhat, sang ché dé xuat khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cua no, ma gin két voi phirc hgp GARP-TGF-B1 cua nguoi, trong d6 khang
thé hodc manh gin két khang nguyén cia né bao gdm mién bién d6i chudi nang (VH)
trong do:

VH CDR3 bao gbém trinh ty axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:
13),

VH CDR2 bao gbém trinh tur axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),
va

VH CDRI1 bao gdm trinh tur axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4).

Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché d& xuit khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cua nd, ma gin két voi phirc hop GARP-TGF-B1 cia nguoi, trong dé

4

4/151



khéang thé hodc manh gan két khang nguyén cuia n6 bao gom mién bién d6i chudi nang

(VH) trong do6:
VH CDR3 gdm c6 trinh ty axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 gdm c6 trinh tu axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),

va
VH CDR1 gdm c6 trinh tr axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4).

Khang thé hodc manh gan két khang nguyén c6 thé con bao gdbm mién bi€n doi

chudi nhe (VL) trong do:

VL CDR3 bao gff)m trinh tu axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gém trinh tu axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDR1 bao gdm trinh tir axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6

thé con bao gdm mién bién d6i chudi nhe (VL) trong do:

VL CDR3 gdm c6 trinh tyr axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 gdm c6 trinh tir axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDR1 gém ¢ trinh tu axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cla

n6 bao gdbm
mién bién d6i chudi nang (VH), trong do:

VH CDR3 bao gbém trinh trr axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:
13),

VH CDR2 bao gém trinh tu axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),

va
VH CDR1 bao gdm trinh tir axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4); va

mién bién d6i chudi nhe (VL), trong do:



VL CDR3 bao gdm trinh ti axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gdm trinh t axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
VL CDR1 bao gdm trinh tr axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).
Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia
n6 bao gébm
mién bién ddi chudi ning (VH), trong do:
VH CDR3 gdm c6 trinh tur axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 gbm c¢6 trinh tu axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),
va
VH CDR1 gdm c6 trinh tir axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4); va
mién bién d6i chudi nhe (VL), trong d6:
VL CDR3 gém ¢ trinh tu axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 gdm c6 trinh ty axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
VL CDR1 gdm c6 trinh tir axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phwong an nhit dinh, khang thé hodc manh gin két khang nguyén bao
gbm it nhét 12 mot mién bién dbi chudi ning (VH) va/hogc it nhat 1a mot mién bién doi
chudi nhe (VL) 12 bién thé duoc 1am gidng cua ngudi, dugc tao dong mam hoic bién
thé ai luc cua mién VH hoic VL thu dugc tir lac da.

Theo cac phwong an nhat dinh, sang ché dé xut khang thé hoic manh gin két
khang nguyén cia nd, ma gin két voi phitc hop GARP cia nguoi va TGF-B1 cia
nguoi, trong d6 khang thé hoic manh gin két khang nguyén nay bao gdbm mién bién
ddi chudi nang duoc chon tir cac mién dudi day:

(i) VH bao gbm hoic gdm c6 trinh tir axit amin SEQ ID NO: 14; hodc

(ii) VH bao gdm hodc gdm ¢ trinh tw axit amin c6 do dong nhat it nhat 1a 90%, it
nhét 12 95%, it nhat 1a 97%, it nhit 1a 98%, hogc it nhat 1a 99% véi SEQ ID
NO:14.
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Theo mét phuong an khac hodc ngoai ra, khang thé hodc manh gin két khang
nguyén c6 thé bao gdm mién bién ddi chudi nhe (VL) dugc chon tir cac mién dudi
day:

(i) VL bao gém hoic gdm c¢6 trinh tir axit amin SEQ ID NO: 15; hogc

(ii) VL bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit amin c6 do dong nhat it nhét 1a 90%, it
nhat 12 95%, it nhat 12 97%, it nhét 12 98%, hodc it nhat 1 99% véi SEQ ID
NO: 15.

Déi véi cac phuong 4n trong d6 céc mién cua khang thé hoic manh gan két
khang nguyén duoc x4c dinh bang do ddng nhét trinh tu theo ty 1& % cu thé véi trinh
tu tham chiéu, cac mién VH vi/hoic mién VL c6 thé gilr lai céc trinh tw CDR déng
nhat v6i cac mién c6 mit trong trinh tu tham chiéu sao cho bién thé nay chi c6 mit

trong vung khung lam viéc.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuit khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cta no, trong do mién bién ddi chudi ning (VH) bao gdbm hoic gbm co
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 14 va mién bién d6i chudi nhe (VL) bao gbm hoic gdm
¢O trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khéng thé theo sang ché bao gdm mién CHI,
ving ban 18, mién CH2 va mién CH3 ctia khang thé nguoi, cu thé IgG1, 1gG2, 1gG3
hodc IgG4 cua nguoi. Theo cac phuong an nhat dinh, khang thé bao gdm ving CH3
cua IgG4 nguoi va bao gbdm phép thé S228P trong mién CH3.

Khéng thé gin két véi phirc hgp GARP-TGF-B1 ¢c6 thé bao gém it nhit 13 mot
chudi ning globulin mién dich chiéu dai ddy du va/hodc it nhét 1a mot chudi nhe
lambda hodc kappa chiéu dai day di. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé bao
gbdm chudi ning gbm trinh tur axit amin SEQ ID NO: 16 va chudi nhe chira trinh ty axit
amin SEQ ID NO: 17. Theo céc phwong an nhét dinh, sang ché d& cap dén khang thé
don dong bao gém chudi ning véi do déng nhét trinh tu it nhat 1a 90%, it nhét 12 95%,
it nhit 12 97%, it nhit 12 98%, hodc it nhét 12 99% vdi trinh tw axit amin duge thé hién
dusi dang SEQ ID NO: 16. Theo cac phuong 4n nhét dinh, sing ché dé xuat khang thé
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don dong bao gdm chudi nhe v6i do ddng nhét trinh tu it nhat 1a 90%, it nhét 1a 95%, it
nhat 13 97%, it nhit 13 98%, hodc it nhat 1a 99% v6i trinh tur axit amin dugc thé hién
dudi dang SEQ ID NO: 17. Theo c4c phwong 4n nhét dinh, sang ché dé cap dén khang
thé don dong bao gbm chudi niang véi do ddng nhét trinh tur it nhét 12 90%, it nhét 1a
95%, it nhit 12 97%, it nhat 1a 98%, hodc it nhit 12 99% v6i trinh tw axit amin dugc thé
hién duéi dang SEQ ID NO: 16, va chudi nhe v6i do ddng nhat trinh tu it nhat 1a 90%,
it nhét 12 95%, it nhit 1a 97%, it nhét 1a 98%, hodc it nhat 1a 99% véi trinh ty axit amin
duogc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 17.

Déi véi cac phuong an trong d6 céc chudi ning va/hodc chudi nhe cua khang
thé duoc x4c dinh bing do ddng nhét trinh tu theo ty 1& % cu thé véi trinh tw tham
chiéu, chudi ning va/hodc chudi nhe c6 thé gift lai trinh tw CDR dong nhat véi ching

cd mit trong trinh ty tham chiéu sao cho bién thé nay chi c6 mit trong cac vang CDR.

Trir khi duge quy dinh khac trong sang ché nay, % d6 dong nhét trinh tu gifta
hai trinh tu axit amin co thé dugc xac dinh béng cach so sanh hai trinh tu dugc sép
thang hang theo céch td1 wu va trong d6 trinh ty axit amin dwugc so sanh ¢ thé bao
gdm céc thém hoidc b6t so v6i trinh ty tham chiéu dbi vai viée sip thang hang toi vu
giita hai trinh ty ndy. Ty 16 % d dong nhit dugc tinh bang cach xéc dinh s6 luong vi
tri ddng nhéat trong d6 gbc axit amin 1a ddng nhét gitta hai trinh tu, bang cach chia s6
vi tri d6ng nhét cho tong s6 vi tri trong clra sd so sanh va nhan két qua thu duoc véi
100 dé thu duge ty 1€ % do ddng nhit giita hai trinh tw nay. Vi du, c6 thé sir dung
chuong trinh BLAST, "trinh tw BLAST 2" (Tatusova et al, "Blast 2 sequences - a new
tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-
250), cac thong sb duge sir dung 1a céc thong sé mic dinh (cu thé dbi véi cac thong sb
"diém phat khoang trbng ho": 5, va "diém phat khoang trbng m& rong": 2; ma tran
duoc chon 13, vi du, ma trdn "BLOSUM 62" duogc dé xuét boi chuong trinh), ty 1€ %
clia do ddng nhat giita hai trinh tu duge so sanh dugc tinh truc tiép bang chwong trinh.

Mbi khang thé GARP-TGF-B1 hodc ménh gin két khang nguyén cia n6 duge

dé xuat & day co6 thé thé hién mot hodc nhiéu dic diém/dau hiu sau:
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- khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 thé phan ting chéo véi phirc
hgp GARP-TGF- c6 ngudn gdc tir Cynomolgus;

- khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 thé gin két v6i GARP-TGF-
B1 cua nguoi bang &i luc cao;

- khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 thé bao gdbm mién VH va
mién VL khi duge thit nghiém 1a méanh Fab c6 téc do phan ly (Kof) ddi voi
phitc hop TGF-B1 va GARP cuia ngudi nhé hon 5 x 107 gidy™;

- Kkhang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 thé bao gdbm mién VH va
mién VL ma khi dugc thir nghiém & dang manh Fab thé hién tdc do phan ly
(Kofr) dbi v6i phitc hgp GARP va TGF-B1 ciia ngudi ndm trong khoéng 1 x
106 giay! dén 5 x 10 giay™';

- khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 thé bao gdbm mién VH va
midn VI ma khi duoc thit nghiém dudi dang mAb thé hién Kp nhé hon 1,7
x 10° M;

- khang thé hoic manh gin két khang nguyén co thé phong bé hoic trc ché sy
giai phong TGF-B1 tir té bao T diéu hoa.

Theo cac khia canh khac, sang ché ciing dé cap dén phan tr polynucleotit ma
héa cac khang thé va manh gin két khang nguyén dugc liét ké & trén, ngoai vecto biéu
hién bao gdm polynucleotit, té bao chli chira vecto nay, va phwong phap biéu hién tai

t8 hop/san xuit khang thé duge mo ta & day.

Theo khia canh khéc nita, sang ché dé cap dén duoc phim bao gdm bit ky mét
trong s cac khang thé GARP-TGF-B1 hodc manh gén két khang nguyén cia n6 duge

mo ta & dy, va chit mang hodc ta dugc dugc dung.

Mot khia canh khac nita clia sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri y té bang
cach st dung cac khang thé GARP-TGF-B1 dugc liét ké ¢ trén hodc manh gin két
khang nguyén cua no, cu thé 1a trong phong ngira va/hodc diéu tri cac rdi loan lién
quan dén TGF-B. Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché dé cap dén phuong phap
diéu tri bang cach sir dung khéng thé GARP-TGF-B1 hodc ménh gin két khang nguyén

cda no, trong d6 bénh hodc tinh trang bénh ly dugc diéu tri dugc chon tir nhém bao

9
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g@)m bénh viém, lay nhiém man tinh, ung thu, chimg xo hoéa, bénh tim mach, bénh
mach mau ndo va bénh thoai hoa than kinh. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khédng thé
GARP-TGF-B1 hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 dugc ding két hop voi
phuong phép didu tri khac nhu 1a mot phin ciia phwong phép diéu tri két hop. Vi du,
khang thé GARP-TGF-B1 hogc manh gin két khang nguyén cla né c6 thé dugc sur
dung két hop v6i tac nhén tri liéu mién dich, tiry ¥ khang thé kich thich mién dich hoac

vacxin khoi u.

Céac phuong an nay va cac phuong 4n khac cua sang ché s& duogc danh gia va
dwoc hidu 16 hon khi duge xem xét két hop voi phan mo ta chi tiét dudi day va phéan
hinh v& kém theo. Tuy nhién, can hiéu ring mo t sau day, phan mb ta chi tiét dudi
day, trong khi chi ra cac phuong 4n khic nhau cua sang ché va cac chi tiét cu thé cia
ching, dugc néu nham muc dich minh hoa va khong gi6i han. Nhiéu thay thé, cai bién,
bd sung va/hodc su sap xép lai co thé dugc thuc hién trong pham vi clia sang ché ma
khong nim ngoai y tudng cua ching, va sang ché bao gdm tét ca cic thay thé, cai bién,

bo sung va/hoac sap x€p lai.
M0 ta van tat cac hinh vé

Fig. 11aso dd thé hién viéc gén két TGF-B tiém tang véi GARP trén bé mit cta
té bao T didu hoa. TGF-B dugc san xudt dudi dang tién chat, “pro-TGF-B” va trai qua
su phén cat dé tao ra “TGF-p tiém tang”, mot dang trong d6 dime TGF-p truéng thanh
duy tri lién két phi cong héa tri v6i viung peptit lién quan dén trang thai tiém tang
(LAP) ctia mdi polypeptit. Chinh dang tiém tang nay gin két v6i GARP trén bé mit
cta té bao Treg. Céc integrin avB6 va avB8 dugc coi la chiu trach nhi¢m diéu tiét sy
giai phong cua “TGF-P hoat tinh” hodc trudng thanh tur bé mit t& bao. Dang hoat dong
ndy c6 thé hoat dong theo kiéu can tiét dé mang lai hiéu tng trong nhiéu loai té bao
dich hodc c6 thé hoat dong nhu mdt chét trung gian ty dong béng céach lién két véi thu

thé TGF-P trén cac té bao Treg.

Fig. 2 thé hién hoat tinh gin két v6i dich nhu dugc xé4c dinh bing Biacore™
hoic cong hudng plasmon bé mit (SPR) ddi véi khang thé 39B6 IgG1N*7Q va 39B6
1gG45228® trong khoang thoi gian 56 ngay d6i v6i cac mau dugc bao quan & -20°C, 5°C
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va 37°C trong PBS hoic PBSTween (PBSTw). M3u tham chiéu (-20 °C) duoc thiét
1ap & hoat tinh gén két 100% & mdi thoi diém.

Fig. 3 thé hién két qua thir nghiém cac bién thé khang thé 39B6-A trong thi
nghiém dugc thiét ké dé theo ddi qua trinh phosphoryl héa SMAD2 xudi chiéu cua su
hoat hoa thu thé TGF-B. Qua trinh phosphoryl héa SMAD2 st dung lam dau chuin
cho su hoat hoa con duong hoat héa TGF-B, sau khi TGF-f gin két véi thu thé cia no.
Néu qua trinh phosphoryl hoéa SMAD2 giam, hoat tinh TGF-B bi trc ché. Fig. 3A: Thu
nghiém thdm tach Western thé hién mirc phosphoryl héa SMAD2 gidm véi su ¢6 mat
ciia cdc ndng d khac nhau ciia cic khang thé GARP-TGF-B 39B6-A, 39B6-AVE,
39B6-AEE, 39B6-AYE, 39B6-ANR va 39B6-ANK. Fig. 3B: Su biéu dién duéi dang
dd thi vé dit liéu & (A) thé hién ty 1€ % tc ché phosphoryl hoa SMAD2 & céc ndng do
khang thé khac nhau.

Fig. 4 thé hién két qua thir nghiém céc bién thé khang thé 39B6-A trong thir
nghiém duoc thiét k& @ xac dinh hoat tinh TGF-f thong qua gen thong béo luciferaza
duogc lién hop véi promoto SMAD. Céc db thi thé hién ty 1¢ % (rc ché cua tin hiéu phat
quang vdi su c6 mat cac ndéng d6 khac nhau cta khidng thé GARP-TGF-p LHG-10,
39B6-A, 39B6-AVE, 39B6-AEE, 39B6-AYE, 39B6-ANR va 39B6-ANK.

Fig. 5 thé hién ty 18 % tao thanh két tu trong khoang thoi gian 56 ngay véi
khang thé 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR dugc bao quan & 5°C
va 37°C. Viéc tao thanh khoi két tu dugc theo doi béng sdc ky loai trur theo kich thugc
(SE-HPLC).

Fig. 6 thé hién ty 1& % tao thanh manh trong khoang thoi gian 56 ngay voi
khang thé 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR dugc bao quan ¢ 37 °C.
Viéc tao thanh manh duoc theo ddi bang sic ky loai trir theo kich thuée (SE-HPLC).

Fig. 7 thé hién ty 1&¢ % ving monome trong khoang thoi gian 56 ngay véi cac
khang thé 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR dugc bao quan ¢ 5 °C
va 37 °C. Vung monome dugc theo doi bang sic ky loai trir theo kich thuéc (SE-

HPLC).
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Fig. 8 thé hién két qua phan tich SDS-PAGE céc miu khang thé dugc béo quan
trong 56 & nhi¢t do tham chiéu (-20 °C), & 5 °C va 37 °C. Fig. 8A: 39B6-AVE. Fig.
8B: 39B6-AYE. Fig. 8C: 39B6-ANK. Fig. 8D: 39B6-ANR. Dau chuan xuat hién &
trung tAm clia mdi gel. Phia trai cla cac dAu chuén, 3 miu 1a cac mau (i) Ref; (ii) 5 °C;
va (iii) 37 °C duogc thr nghi€ém trong cac diéu kién khong khong khir va phia phéi cua
cac ddu chudn, 3 mau 1a cac méu (i) Ref; (ii) 5 °C; va (iii) 37 °C duge thir nghiém

trong cac diéu kién khu.

Fig. 9 thé hién hoat tinh gin két voi dich nhu duoc xdc dinh bang
Biacore™hodc SPR déi véi cac khang thé 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va
39B6-ANR trong khoang thoi gian 56 ngay dbi v6i mau duge bao quan & -20 °C, 5 °C
va 37 °C. MAu tham chiéu (-20 °C) duoc thiét 1ap hoat tinh gin két 100% & mdi thoi
diém.

Fig. 10 thé hién ndng do protein (mg/ml) d6i véi mau khang thé 39B6-AVE,
39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR trong khoang thoi gian 56 ngay dbi véi cac
mau dugce bao quan & -20 °C (ref), 5 °C va 37 °C.

Fig. 11 thé hién két qua phén tich SDS-PAGE ddi v6i mau khang thé sau 10
chu trinh déng lanh-ra déng. Cac du chuén xuit hién & trung tAm ctia gel. Bén trai cla
céc dAu chuén, 4 mAu 1a cac mAu dugc phan tich trong cac diéu kién khong khi: (i)
Ref dbi v6i 39B6-AVE; (ii) MAu dong lanh-rd dong dbi v6i 39B6-AVE; (iii) Ref do6i
v6i 39B6-AYE; va (iv) MAu déng lanh-rd dong dbi v6i 39B6-AYE. Bén phai cac déu
chuén, 4 méu 1a cdc mau duoc phan tich dugc thit nghiém trong céac diéu kién khir: (i)
Ref dbi v6i 39B6-AVE; (ii) MAu dong lanh-ra dong ddi voi 39B6-AVE; (iii) Ref dbi
v6i 39B6-AYE; va (iv) Mau dong lanh-rd dong ddi véi 39B6-AYE.

Fig. 12 thé hién hoat tinh gin két v6i dich nhu duge x4c dinh bang Biacore™
hodic SPR sau 10 chu trinh déng lanh-rd dong dbi v6i khang thé 39B6-AVE va 39B6-
AYE. Mau tham chiéu (-20 °C) duoc thiét 1ap & hoat tinh gan két 100% & mdi thoi
diém.

Fig. 13 thé hién ndng do protein (mg/ml) d6i voi cac mau khang thé 39B6-AVE

va 39B6-AYE sau 10 chu trinh dong lanh-ra dong.
12
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Fig. 14 thé hién hoat tinh gin két voi dich nhu dugce xdc dinh bang Biacore™
hodc SPR sau thtr nghiém do 4n dinh nhiét & cac nhiét do nam trong khoang tur 54,6 °C
dén 71,4 °C dbi voi cac khang thé 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-
ANR. MAu tham chiéu dugc thiét 1ap & hoat tinh gén két 100%.

Fig. 15 thé hién két quéa cua phan tich SDS-PAGE déi voi khang thé mu sau 96
gid quay. Cac déu chuén xuét hién ¢ trung tAm cta gel. Bén tréi cua céac du chuan, 4
mau 12 cac mau duge phan tich trong cac diéu kién khong khir: (i) Ref d6i v6i 39B6-
AVE; (ii) m3u duoc quay ddi véi 39B6-AVE; (iii) Ref dbi véi 39B6-AYE; va (iv) mau
duoc quay déi voi 39B6-AYE. Bén phai cac du chuén, 4 méu 1 cac miu dugc phan
tich dugc thit nghiém trong cac diéu kién khi: (i) Ref dbi véi 39B6-AVE; (i) mau
duoc quay déi véi 39B6-AVE; (iii) Ref dbi voi 39B6-AYE; va (iv) mau duoc quay dodi
v6i 39B6-AYE.

Fig. 16 thé hién hoat tinh gin két v6i dich nhu duge xac dinh bang Biacore™
hodc SPR theo thir nghiém d6 bén quay ddi véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE.
Miu tham chiéu duoc thiét 14p & hoat tinh gan két 100%.

Fig. 17 thé hién ndéng do protein (mg/ml) dbi voi cac mau mAb 39B6-AVE va
39B6-AYE theo thr nghiém do bén quay.

Fig. 18 thé hién lugng twong ddi cua viéc khir amit va isome hoa vi tri N95 &
cac khang thé 39B6-ANE, 39B6-ANR va 39B6-ANK trong khoang thoi gian 56 ngay.
Khang thé 39B6-AVE va 39B6-AYE khong duoc bao gdm do cac khang thé nay ¢c6
géc “N95” duge loai bé khoi CDR3. Ciing dugce thé hién 12 hoat tinh gén két tuong dbi
voi cac mAb 39B6-ANE, 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR trong

khoang thoi gian 56 ngay, dbi v6i cac mau duge bao quan ¢ 37 °C.

Fig. 19 thé hién tiéu chudn dbi v6i TGF-B truong thanh trong viée gin két
39B6-AYE (ARGX-115) v6i phitc hgp GARP-TGF-B. Cac dia ELISA dugc phu
GARP hodc Ab ARGX-115 khang GARP. Dbi véi cac dia ELISA dugc phu GARP,
phtric hop v6i TGF-f tiém tang chidu dai day du (bao gbm ca cac ving LAP va TGF-B
trudng thanh) hoac phitc hop véi LAP tai td hop duoc tao thanh bang cach bd sung

protein tai t& hop lién quan. Déi véi céc dia ELISA dugce phu ARGX-115, GARP dugc
13
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bd sung sau d6 TGF-p tiém tang chidu dai ddy du hoic LAP duoc bd sung. ARGX-115
chi ¢6 thé gin két v6i GARP v6i su c6 miat ciia TGF-P chiéu dai diy du. Viéc gan két
cia ARGX-115 v6i phirc hop GARP-LAP khong dién ra. Ngugce lai, khang thé khang
LAP c6 thé gin két v6i phirc hop GARP-LAP. Diéu nay chimg t6 yéu cau dbi véi
TGF-B truéng thanh cho su gin két cia ARGX-115 véi phitc hgp GARP-TGF-p.

Fig. 20 thé hién kha nang ctia khéng thé trong viéc trung hoa su hoat héa TGF-
B bang phirc hop GARP-TGF-B véi céc dang dot bién cia TGF-p. Hoat tinh trung hoa
clia ARGX-115 duoc loai bé bang dot bién R58 trong LAP va K338 & TGF-B truéng
thanh.

MO ta chi tiét sang ché
A. Dinh nghia

“GARP” — GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant) la thanh vién
thudc ho protein c6 doan 1dp giau leuxin. N6 con dugc goi la doan ldp giau leuxin chira
32 (LRRC32). GARP la protein xuyén mang 80kDa véi ving ngoai bao chira chu yéu
20 doan ldp giau leuxin Trinh ty axit amin hoan chinh cua bién thé phién ma protein

GARP cta nguoi 2 (sd truy cap GenBank NP _001122394,1) la:

MRPQILLLLALLTLGLAAQHQDKVPCKMVDKKVSCQVLGLLQVPSVLPPDTE
TLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNEISFLQPGAFQALTHLEHLSLAH
NRLAMATALSAGGLGPLPRVTSLDLSGNSLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAEN
SLTRLTRHTFRDMPALEQLDLHSNVLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCIS
DFSLQQLRVLDLSCNSIEAFQTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPR
LIYLNLSNNLIRLPTGPPQDSKGIHAPSEGWSALPLSAPSGNASGRPLSQLLNLD
LSYNEIELIPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFEARRLGSLPCLMLLDLSHNALE
TLELGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGGPD
EPGPSGCVAFSGITSLRSLSLVDNEIELLRAGAFLHTPLTELDLSSNPGLEVATG
ALGGLEASLEVLALQGNGLMVLQVDLPCFICLKRLNLAENRLSHLPAWTQAV
SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGNPLSCCGNGWLAAQLHQG
RVDVDATQDLICRFSSQEEVSLSHVRPEDCEKGGLKNINLIILTFILVSAILLTT

LAACCCVRRQKFNQQYKA (SEQ ID NO: 33).
14
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“TGF-p” — TGF-p 1a xytokin thudc siéu ho yéu td tang truong. C6 ba isoform
TGF-B khac nhau (TGF-B1, TGF-p2 va TGF-B3) duoc ma héa boi ba gen khac nhau,
nhung céu tric tong thé cua cac isoform TGF-B rat tuong tu, véi do twong dong vé thir
tu 12 70-80%. Thuat ngit TGF-B, nhu dugc st dung ¢ day, thuong dugc dung dé bao
gdm c4 ba isoform khic nhau ctia xytokin TGF- nay, trir khi dugc quy dinh khéc
bang ngft canh.

Ca ba isoform TGF-p nay dugc ma héa dudi dang cac tién chét protein 1on;
TGF-B1 (sb truy cap GenBank: NM_000660) chtra 390 axit amin, va TGF-2 (s6 truy
cdp GenBank: ndi NM 001135599 va NM_003238) va TGF-B3 (s6 truy cap
GenBank: XM _005268028) chira 412 axit amin. Mdi ching c6 peptit tin hiéu dau tan
N gdm 20-30 axit amin can cho viéc tiét tir té bao, ving pro (pro-region) (duoc dit tén
1 peptit lién quan dén trang thai tiém tang hoic LAP), va ving dau tan C 112-114 axit
amin tr& thanh phan t TGF-B trudng thanh sau khi n6 gidi phong tir vang pro bang
phan cat kiéu phan giai protein. Sau khi phén ct kiéu phén giai protein, LAP va TGF-
B truéng thanh vAn lién két phi cong hoa trj va tao thanh phan tir “TGF-B tiém tang”. O
dang tiém tang nay, TGF-B truéng thanh dugc ngan chin viéc gin két voi thu thé
TGE-B boi LAP. Pé phét tin hi¢u, TGF-B truéng thanh phai dugc giai phong khoi
LAP. TGF-B trudng thanh khong di kém véi LAP dugc goi la TGF-f hoat tinh, do n6
c6 thé gén két voi thy thé TGF-B va truyén tin hiéu.

TGE-B1 chiéu dai ddy du c6 trinh ty axit amin:

MPPSGLRLLPLLLPLLWLLVLTPGRPAAGLSTCKTIDMEL VKRKRIEAIRGQILS
KLRLASPPSQGEVPPGPLPEAVLALYNSTRDRVAGESAEPEPEPEADYYAKEV

TRVLMVETHNEIYDKFKQSTHSIYMFFNTSELREAVPEPVLLSRAELRLLRLKL
KVEQHVELYQKYSNNSWRYLSNRLLAPSDSPEWLSFDVTGVVRQWLSRGGEI
EGFRLSAHCSCDSRDNTLQVDINGFTTGRRGDLATIHGMNRPFLLLMATPLER
AQHLQSSRHRRALDTNYCFSSTEKNCCVRQLYIDFRKDLGWKWIHEPKGYHA
NFCLGPCPYIWSLDTQYSKVLALYNQHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGR
KPKVEQLSNMIVRSCKCS (SEQ ID NO: 34).

LAP c6 trinh tu axit amin sau day:
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LSTCKTIDMELVKRKRIEAIRGQILSKLRLASPPSQGEVPPGPLPEAVLALYNST
RDRVAGESAEPEPEPEADYYAKEVTRVLMVETHNEIYDKFKQSTHSIYMFFNT
SELREAVPEPVLLSRAELRLLRLKLKVEQHVELYQKYSNNSWRYLSNRLLAPS
DSPEWLSFDVTGVVRQWLSRGGEIEGFRLSAHCSCDSRDNTLQVDINGFTTGR
RGDLATIHGMNRPFLLLMATPLERAQHLQSSRHRR (SEQ ID NO: 35).

TGF-B1 trudng thanh cé trinh ty axit amin sau day:

ALDTNYCFSSTEKNCCVRQL YIDFRKDLGWK WIHEPK GYHANFCLGPCPYIW
SLDTQYSKVLALYNQHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPKVEQLSNMI
VRSCKCS (SEQ ID NO: 36).

“Phitrc hgp GARP-TGF-B” — nhu dugc st dung & day, phirc hop GARP-TGF-
B ¢6 nghia 1a phirc hop ban du ma tao thanh khi TGF-B tiém tang gén két véi GARP,
dac biét 1a GARP duogc nam trén bé mit cua té bao Treg. Mac du khong duoc quy dinh
trong ban mo ta, “phic hop GARP-TGF-B,” hodc don gidn la “GARP-TGF-f,” nhu
duoc st dung & day, dugc du dinh dé c6 nghia 1a phirc hop giita GARP va TGF-f tiém
tang. Viéc gan két cia GARP v6i TGF-B, dic biét hon 1a TGF-p tiém tang, dugc md ta
& mirc phan tir, vi du nhu dugc thong bao trong Wang et al. Mol Biol Cell. 2012
Mar;23(6):1129-39. GARP tao ra lién két disulphua véi Cys4 ciia TGF-p tiém tang va
ciing lién két v6i TGF-B tiém tang thong qua cac twong tac khong cong hoa tri. C6 15
gbc Cys trong mién ngoai bao cia GARP, va GARP st dung Cys-192 va Cys-331 dé
tao ra cac lién két disulphua véi hai gbc Cys4 cia TGF-B tiém tang. Sau do, mot

protein Gkv lién két v6i mot dime TGF-3 tiém tang.

“Khang thé” hoic “globulin mién dich”- nhu dugc st dung ¢ déy, thuat ngi
"globulin mién dich" bao gdm polypeptit c6 su két hop ctia hai chudi ning va hai
chudi nhe du cho né ¢6 cac hoat tinh mién dich dic hiéu lién quan hay khong. "Khang
thé" @& chi co cAu nhu viy ma c6 hoat tinh phan ng mi&n dich dic hiéu da biét dang
ké v6i khang nguyén quan tdm (vi du phirc hop GARP va TGF-B). Thuét ngir “céc
khang thé GARP-TGF-B” dugc sit dung & ddy dé chi khang thé thé hién tinh ddc hiéu
mién dich déi véi phirc hop GARP va TGF-B1, cu thé 1a phirc hop GARP-TGF-B1 cua
nguoi va trong s mot sb truong hop cac thé twong dong loai clia chung. Cac khang
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thé va globulin mién dich bao gdbm céac chuodi nhe va cac chudi nang, ¢6 hodc khong co6
céac lién két cong hoa tri trong chudi gifta ching. Cac cau trac globulin mién dich co

ban trong hé théng dong vat c6 xwong duge hiéu twong ddi 6.

Thuét ngit chung “globulin mién dich” bao gdm nam 16p khang thé phan biét
(IgG, IgM, IgA, IgD hodc IgE) ma ¢o thé duoc phan biét vé mit sinh hoa. Ca nam 16p
khang thé nay déu nam trong pham vi clia sdng ché. Phén thao luan duéi diy thuong
s& hudng dén 16p IgG ciia cac phan i globulin mién dich. Lién quan dén IgG, globulin
mién dich thudng bao gdm hai chudi polypeptit nhe dong nhét c6 khéi lugng phan tir
xép xi 23000 Dalton, va hai chudi ning ddng nhit c6 khéi lwong phan tir tir 53000 dén
70000. Bén chudi dugce ndi bang cac lién két disulfua trong cdu hinh "Y" trong d6
chudi nhe 6m 14y cic chudi ning bit ddu & miéng ctia "Y" va lién tuc qua ving bién
doi.

Céc chudi nhe cta khang thé duoc phan 16p thanh kappa (i) hodc lambda (1).
M3di 16p chudi ning c6 thé dugc lién két v6i chudi nhe kappa hodc lambda. Thong
thuong, cac chudi nhe va céc chudi ning duge lién két cong hoéa tri véi nhau, va cac
phan "duéi" cta hai chudi ning dugc lién két véi nhau bang lién két disulfua cong hoa
tri hodc lién két phi cong hoa tri khi cac globulin mién dich dwgc tao ra bang té bao lai,
té bao B hoic té bao chia dugc thiét ké di truyén. O chudi nang, trinh ty axit amin chay
tir ddu tn N & cac du chac cta cdu hinh chit Y dén dau tan C ¢ phén duédi cung cua
mdi chudi. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc nay sé biét duoc rang chudi
niang dugc phéan 16p thanh gamma, mu, alpha, delta, hodc epsilon, (y, u, a, d, €) VGi
mot s& phén 16p trong sd chung (vi du y1-y4). Chinh ban chét cua chudi nay xdc dinh
“|6p” khang thé 1a IgG, IgM, IgA, IgD hoac IgE, tuong ung. Cac phan 16p globulin
mién dich (isotyp) vi du IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, v.v. da dugc mo ta déc diém
13 rang va duoc biét 14 tao su chuyén biét chic nang. Céac phién ban cai bién cua cac
16p va isotyp nay dé dang nhan biét boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc
nay khi xem phan boc 16 nay va, theo do, déu ndm trong pham vi ciia sang ché.

Nhu da néu trén, ving bién dbi cta khang thé cho phép khang thé nhan biét
chon loc va gin két dic hidu vé6i cac epitop trén khang nguyén. Nhu vay, mién VL va
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mién VH cia khang thé két hop dé tao thanh ving bién dbi ma xac dinh vi tri gin két
khang nguyén ba chiéu. C4u tric khang thé gdm bdn phan nay tao ra vi tri gin két
khang nguyén c6 mit & dau ctia mdi canh tay trén chac chit Y. Cu thé hon, vi tri gin
két khang nguyén dugc xac dinh bang ba ving xac dinh tinh bd trg (complementarity

determining region - CDR) trén mdi chudi VH va VL.

“Vi tri gin két” — nhu duoc st dung & day, thuat ngir “vi tri gin két” bao gdm
vung polypeptit chiu trach nhiém gin két chon loc vé6i khdng nguyén dich quan tdm
Mién gén két bao gom it nhAt 1a mot vi tri gin két. Cac mién gin két 14y 1am vi du bao
gbm mién bién d6i khang thé. Cac phan tir khang thé cta sang ché ¢6 thé bao gdm mot

vi tri ghn két hodc nhidu (vi du hai, ba hogc bdn) vi tri gan két.

“Ving bién dbi” hodc “mién bién dbi” - cac thuat ngit "ving bién d6i" va
"mién bién d6i" dugc st dung ddi cho nhau va duoc du dinh 1a c¢6 nghia twong duong.
Thuat ngit "bién déi" chi viéc cac phan nhat dinh cia cac mién bién déi VH va VL
khac dang ké vé trinh tu gitta c4c khang thé va duoc sir dung trong kha ning lién két
va tinh dac hiéu cua timg khang thé cu thé dbi v6i khang nguyén cu thé cta n6. Tuy
nhién, mac do thay doi 1a khong déu trén cdc ving bién ddi cua khang thé. N6 duoc
tap trung & ban doan dugc goi la "vong si€u bién" trong mdi mién VL va mién VH ma
tao thanh mot phin cua vi tri gin két khang nguyén. Céc vong siéu bién tha nhat, thir
hai va th ba ctia mién chudi nhe Vlambda duoc goi 1a L1(L), L2(A) va L3(L) va c6 thé
duoc dinh nghia 14 bao gdm cac gbc 24-33 (L1(M), gbm ¢6 9, 10 hodc 11 gbe axit
amin), 49-53 (L2(), gdm c6 3 gbc) va 90-96 (L3()), gdm c6 5 gbc) trong mién VL
(Morea et al., Methods 20:267-279 (2000)). Vong siéu bién thir nhét, thir hai va thi ba
ctia mién chudi nhe Vkappa & day duoc goi la L1(x), L2(k) va L3(x) va c6 thé duoc
x4c dinh 14 bao gdm cac gbe 25-33 (L1(x), gdm c6 6, 7, 8, 11, 12 hodc 13 gdc), 49-53
(L2(x), gdm c6 3 gbc) va 90-97 (L3(x), gbm c6 6 gbc) trong mién VL (Morea et al.,
Methods 20:267-279 (2000)). Vong siéu bién thir nhét, thir hai va tht ba cia mién VH
& day duoc goi 1a H1, H2 va H3 va ¢6 thé dwoc xé4c dinh 12 bao gdm céac gbe 25-33
(H1, gdm c6 7, 8 hodc 9 gbc), 52-56 (H2, gdm c6 3 hodc 4 gbe) va 91-105 (H3, bién
ddi cao trong chiéu dai) trong mién VH (Morea et al., Methods 20:267-279 (2000)).
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Trir khi duge quy dinh khéc, cac thuat ngit L1, L2 va L3 1an lugt chi vong siéu
bién thir nhét, thr hai va thi ba ciia mién VL, va bao gdm vong siéu bién thu duoc tir
ca hai isotyp Vkappa va Vlambda. Cac thudt ngtr H1, H2 va H3 tuong ung chi vong
siéu bién thir nhét, tht hai va tht ba ciia mién VH, va bao gdm vong siéu bién thu

duoc tir bat ky trong sb cac isotyp chudi ning da biét, bao gdm v, &, 8, o hodc p.

Cac vong sidu bién L1, L2, L3, HI, H2 va H3 c6 thé mdi vong bao gdm mét
ph?m cua "vung xac dinh tinh bd trg" hodc "CDR", nhu dugc dinh nghia dudi day. Cac
thuét ngir "vong si€u bién" va "ving xac dinh tinh bd tro" khong hoan toan dong
nghia, do vong siéu bién (HV) duoc dinh nghia trén co s& cAu truc, trong khi d6 ving
xéc dinh tinh b tro (CDR) dugc dinh nghia dua trén sy thay doi trinh tw (Kabat e al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD., 1983) va cac gigi han ctua cac HV va céac
CDR c6 thé khac nhau & mot s6 mién VH va VL.

Cac CDR ctia mién VL va VH thuong c6 thé duge dinh nghia 1a bao gbm cac
axit amin sau ddy: goc 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) va 89-97 (LCDR3) trong
mién bién ddi chudi nhe, va gbc 31-35 hoic 31-35b (HCDR1), 50-65 (HCDR2) va 95-
102 (HCDR3) trong mién bién d6i chudi ning; (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1991)). Vi thé, cac HV ¢6 thé dugc bao gdm trong cic CDR twong
mg va cac vién dan & day dén ”V(‘)ngv siéu bién" cua cac mién VH va VL nén duoc
hidu 12 ciing bao gdm cac CDR tuong tng, va nguoc lai, trir khi dugc quy dinh khéc.

Céc phan duge bio toan cao hon cia mién bién dbi dugc goi 1a ving khung
(ving khung lam viéc - FR), nhu dugc dinh nghia duéi day. Cac mién bién doi cua
mdi trong s6 cac chudi ning va chudi nhe nguyén ban chudi nhe bao gébm bdn FR
(FR1, FR2, FR3 va FR4, trong (img), chu yéu theo cdu tric tm B, duge ndi bang ba
vong siéu bién. C4c vong siéu bién trong mdi chudi dwgc gitt cung nhau & khoang cach
gan boi cac FR va, v6i vong siéu bién tir chudi khéc, gép phin tao ra vi tri gan két
khang nguyén cua khang thé. Phan tich cu trac khang thé cho thiy mdi quan hé giita

trinh tu va hinh dang cua vi tri gén két dugc tao thanh boi ving x4c dinh tinh bd tro
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(Chothia et al., J. Mol. Biol. 227: 799-817 (1992)); Tramontano et al., J. Mol. Biol,
215:175-182 (1990)). Mic du c6 do thay dbi trinh tu cao, nam trong s6 sau vong lap
chi chép nhan mot tap hop nhd cua cu hinh chubi chinh, duoc goi 1a “chu trac kiéu
méiu”. Céc cAu hinh nay truéc hét duoc xac dinh béi chiéu dai cia vong va tht hai 1a
béi su c6 mit cia cac gde quan trong & cac vi tri nhét dinh trong vong va trong ving
khung lam viéc ma x4c dinh c4u hinh théng qua sy déng goi, lién két hydro hodc kha

ning c6 cau hinh chudi chinh khéc thudong cua ching.

“CDR” — nhu dugc st dung & déy, thuat ngit "CDR" hodc "vung xic dinh tinh
b tro" ¢6 nghia 14 céc vi tri két hgp khdng nguyén khong lién tuc dugc phat hién trong
ving bién ddi cta cac polypeptit chudi ning va chudi nhe. Cac ving cu thé nay da
duoc mo ta bai Kabat, et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) va Kabat ef al.,
Sequences of protein of immunological interest. (1991), va Chothia ez al., J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987) va MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996) trong do
céc dinh nghia bao gém viéc chdng lip hodc tap con cla gbc axit amin khi duge so
sanh v&i nhau. Cac gdc axit amin ma bao gbm cac CDR nhu dugce x4c dinh bang mdi
trong sb céc tai liéu vién dan néu trén dugc néu nham muc dich so sanh. Tét hon 13,
thuat ngit “CDR” 1la CDR nhu duoc xéc dinh béng Kabat duoc dua trén viéc so sanh
trinh tu.

Bang 1 Cac dinh nghia vé CDR

Céc dinh nghia vé CDR

Kabat! |Chothia® MacCallum®
Vu CDR1 31-35 |26-32 30-35
Vu CDR2 50-65 |53-55 47-58
VuCDR3 95-102 [96-101 93-101
VL CDRI 24-34  |26-32 30-36
VL CDR2 50-56 [50-52 46-55
Vi CDR3 89-97 [91-96 89-96

'Panh s6 gbc theo danh phép Kabat et al., supra
2Panh s6 gbc theo danh phap Chothia et al., supra
3Panh sb gbe theo danh phap MacCallum et al., supra
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“Vung khung lam viéc” — Thut ngtr “vung khung lam viéc” hoac “vung FR”
nhu dugc sit dung & ddy, bao gdbm céc gbc axit amin ma 1a mot phan ctia ving bién
d6i, nhung khong phai 1a mot phan cua cac CDR (vi du st dung dinh nghia Kabat vé
CDR). Vi thé, khung lam viéc ving thay dbi 12 ¢6 chiéu dai nim trong khoang tir 100-
120 axit amin nhung chi bao gdm c4c axit amin bén ngoai CDR. Déi vé6i vi du cu thé
vé mién bién dbi chudi ning va cac CDR dugc dinh nghia boi Kabat ef al., ving
khung lam vi¢c 1 twong ung véi mién cua ving bién dbi bao gdm cac axit amin 1-30;
vung khung lam viéc 2 tuong Gng véi mién cua ving bién dbi bao gébm cac axit amin
36-49; vung khung lam viéc 3 twong tmg vé1 mién cta viing bién ddi bao gdm céc axit
amin 66-94, va ving khung lam viéc 4 tuong ng véi mién cua ving bién ddi tir axit
amin 103 dén hét ving bién d6i. Cac ving khung lam viéc dbi v6i chudi nhe duoc
phén chia twong tu béi mdi mot trong sb cdc CDR ving bién d6i chudi nhe. Tuong ty,
bang cach sir dung dinh nghia CDR béi Chothia ef al. or McCallum e al. cac gidi han
vung khung lam vi¢c dugc phan tach bang phan cudi CDR tuong tng nhu duge md ta

& trén. Theo cac phuong an wu tién cac CDR duoc dinh nghia theo Kabat.

O cac khang thé co trong tw nhién, sau CDR c6 mat trén mdi khang thé
monome 12 c4c trinh tu ngin, khong lién tuc gdm cac axit amin ma dugc bb tri ddc thu
dé tao thanh vi tri gan két khang nguyén do khang thé cho ring 1a ¢6 c4u hinh ba chiéu
trong moi trudng nudc. Phén con lai ciia mién bién ddi ning va nhe thé hién it ¢ su
bién dbi giita cac phan tit trong trinh tu axit amin va duogc dat tén la vung khung lam
viéc. Vung khung lam viéc phén 16n ¢6 cAu hinh tAim B va CDR tao thanh vong ma ndi,
va trong mdt sd trudng hop tao thanh mot phén ciia, ciu tric tdm B. Vi thé, cac ving
khung lam viéc nay hoat dong dé tao thanh khung tao thanh dé dinh vi sdu CDR theo
huéng chinh xéc bang cdc tuong tac phi cong hoa tri gilta cac chubi. Vi tri gan két
khang nguyén duge thyc hién bdi cac CDR duoc dinh vi nay tao thanh sy b6 sung bé
mit vGi epitop trén khang nguyén phan ung mién dich. B& mat bd sung nay thiic day
viéc gin két phi cong hoa tri cia khang thé voi epitop khang nguyén phan (mg mién
dich. Viéc dinh vi cac CDR c6 thé d& dang dugc xé4c dinh boi ngudi ¢6 hiéu biét trung

binh vé linh vuc nay.
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“Ving hing dinh” — nhu dugc st dung & day, thuét ngir “ving hing dinh” dé
chi phan ctia phan tir khang thé bén ngoai mién bién ddi hodc ving bién d6i. Cac chudi
nhe cia globulin mién dich c6 mot mién “ving hing dinh”, thuong dé chi mién “CL
hodc CL1”. Mién nay nim & dau tan C dén mién VL. Céc chudi nang globulin mién
dich khac nhau trong viing hing dinh ctia ching phu thudc vao 16p globulin mién dich
(v, 1, o, 8, €). C4c chudi ning y, o va & c6 ving hing dinh bién d6i gbm c6 ba mién
globulin mién dich (duoc goi 1a CH1, CH2 va CH3) v6i ving ban 18 linh dong tach cac
mién CH1 va CH2. Cac chudi ning p and € have a ving bién dbi gdm c6 four domains

(CH1-CH4). Mién hing dinh ctia chudi ning dugc nam & diu tan C dén mién VH.

7 Viéc danh sb axit amin trong céc chudi globulin mién dich ning va nhe tir dau
tan N & cac dau chac cua cAu hinh chit Y dén dau tdn C & phén dudi cung cua mdi
chudi. Cac cach danh sé khac nhau duoc st dung dé xac dinh mién hdng dinh cua
chudi ning va chudi nhe globulin mién dich. Theo cach danh s6 EU, mién hang dinh
chudi niing cua phan ti IgG dugc xac dinh nhu sau: CH1 — cac gbc axit amin 118-215;
CH2 - céc gbc axit amin 231-340; CH3 — c4c gbc axit amin 341-446. Theo cich danh
s6 Kabat, mién hing dinh chudi ning cta phan t& IgG dugc xac dinh nhu sau: CH1 —
cac gbc axit amin 114-223; CH2 — céc gbc axit amin 244-360; CH3 — céc gbe axit
amin 361-477. “Ving béan 1&” bao gém phan ctia phan tit chudi ning ma nbi mién CH1
v6i mién CH2. Ving ban 1& nay bao gb6m khoang 25 gbc va linh dong, vi thé cho phép
hai ving gin két khang nguyén dau tan N di chuyén doc lap. Céc ving ban 18 ¢6 thé
duoc chia thanh ba mién riéng biét: mién ban 18 trén, gitta va dudi (Roux K.H. et al. J.
Immunol. 161:4083-90 1998). Khang thé theo sang ché bao gbdm ving ban 1& “hoan
toan cta ngudi” c6 thé chita mot trong cac trinh ty ving ban 18 duoc thé hién trén bang
2 duéi day.

Béang 2 Trinh tu viing ban 18 clia nguoi

IgG | Béanlétrén Ban 1¢ giita Ban 1é dudi
IgGl | EPKSCDKTHT | CPPCP APELLGGP
(SEQ IDNO:37) | (SEQ ID NO:38) (SEQ ID NO:39)
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IgG3 | ELKTPLGDTTHT | CPRCP APELLGGP
(SEQ IDNO:40) | (EPKSCDTPPPCPRCP); | (SEQ ID NO:42)
(SEQ ID NO:41)
1G4 | ESKYGPP CPSCP APEFLGGP
(SEQ ID NO:43) | (SEQ ID NO:44) (SEQ ID NO:45)
G2 | ERK CCVECPPPCP APPVAGP
(SEQ ID NO:46) | (SEQ ID NO:47) (SEQ ID NO:48)

“Manh” — Thuat ngit “manh”, khi dugc st dung trong ngit canh vé khang thé
ctia sang ché, dé chi phan hodc bo phan cua khang thé hoic chudi khang thé bao gdm
gbc axit amin it hon khang thé hodc chudi khang thé nguyén ven hodc hoan chinh.
Thuét ngit “manh gan két khang nguyén” dé chi manh polypeptit ctia globulin mién
dich hodc khang thé ma gin két khang nguyén hogc canh tranh v6i khéng thé nguyén
ven (tc 1a, voi khang thé nguyén ven ma chiing c6 ngudn gde tir d6) trong viéc gan
két khang nguyén (tic 1a gin két dac hiéu véi phitc hop GARP-TGF-B). Khi dugce st
dung & day, thudt nglt “manh” cda phan tr khang thé bao gdm manh gin két khang
nguyén ciia khang thé, vi dy, mién bién ddi chudi nhe khang thé (VL), mién bién doi
chudi ning khang thé (VH), khang thé chudi don (scFv), manh F(ab’)2, manh Fab,
manh Fd, manh Fv, khang thé mét nhanh (don tri), cac diabody, triabody, tetrabody
hodc céac phén tir gin két khang nguyén bét ky duge tao thanh bang céach t6 hop, lap
rap hodc lién hop cac manh gin két khang nguyén nhu vay. Thuét ngft “manh gin két
khang nguyén” nhu dugc st dung ¢ ddy con duogc du dinh bao gdm cac manh khang
thé dugc chon tir nhém bao gdm cac unibody, cac khang thé mién va cac nanobody.
Cac manh c6 thé thu duoc, vi du bing cac xir Iy hoa hoc hodc enzym chinh khéng thé

hodc chudi khang thé nguyén ven hogc hoan hoac béng cach tai to hop.

“Phép thé axit amin bio toan” - Phép thé axit amin bao toan 1 phép thé trong
d6 gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit amin c6 mach bén tuong tu. Cac ho gbc
axit amin c6 mach bén tuwong tu d3 dugc xac dinh trong linh vuc nay, bao gbm cac
mach bén co ban (vi du, lysin, arginin, histidin), cdc mach bén axit (vi dy, axit

aspartic, axit glutamic), cac mach bén phan cuc khong tich dién (vi du, glyxin,
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asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, Xystein), cac mach bén khong phan cuc
(vi du, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin, tryptophan), cac
mach bén c6 nhanh beta (vi du, threonin, valin, isoleuxin) va cac mach bén thom (vi
duy, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Vi thé, gbc axit amin khong thiét yéu
trong polypeptit globulin mién dich c6 thé duoc thay thé bang mot gbc axit amin khéc
tir ho ¢6 cung mach bén. Theo mt phuwong an khac, cac chudi axit amin c6 thé duoc
thay thé bang chudi tuong tu vé& mit ciu tric ma khac & thir ty va/hodc thanh phan cac

thanh vién trong ho mach bén.

“Kham” — protein “kham” bao gbm trinh tu axit amin tha nhit duoc lién két
v4i trinh tu axit amin thr hai ma ban chit n6 khong thé duoc lién két trong ty nhién.
Céc trinh tu axit amin binh thuong c6 thé ton tai trong cac protein riéng biét ma dugc
két hop véi nhau trong polypeptit dung hop hodc ching thuong cé thé t6n tai trong
cung mot protein nhung dugc dit & su sdp xép méi trong polypeptit dung hop. Mot
protein kham ¢o thé duoc tao ra, vi du, béng téng hop hoa hoc, hodc béng cach tao ra
va dich ma polynucleotit trong d6 cic vung peptit duoc méa hda trong mbi quan hé
mong mudn. Khing thé kham duoc 14y 1am vi du theo séng ché bao gdm protein dung
hop bao gdm cac mién VH hodc VL ¢6 ngudn goc tir lac da, hodc céc bién thé duoc
lam gidng ciia nguoi ciia ching, duge dung hop véi mién hing dinh cta khang thé

nguoi, vi du IgGl, I1gG2, IgG3 hodc IgG4 ngudi.

“Héa tri” - Nhu dugce st dung ¢ day, thuat ngit "héa tri" chi sd vi tri gan két
dich tiém nang két hop trong polypeptit. Mdi vi tri gin két dich gin két dac hiéu mot
phan tir dich hodc vi tri dc hiéu trén phan tir dich. Khi polypeptit bao gdm nhiéu hon
mdt vi tri gan két dich, thi mdi vi tri gin két dich co thé gin két dic hiéu véi cac phan
ttr gibng hodc khac nhau (vi du may gén két vai cac phdi tir khac nhau hodc cac khang

nguyén khéc nhau, hodc cac epitop khac nhau trén cing mét khang nguyén).

“Tinh dic hiéu” — Thuat ngit “tinh dic hiéu” d& chi kha ning gan két (vi du
phan ting mién dich véi) dich cho truge, vi du phirc hop GARP-TGF-B1. Polypeptit ¢6

thé 1a dic hiéu don va chira mot hodc nhiéu vi tri gan két ma gan ket dac hiéu voi dich
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hodc polypeptit co thé 1a da dic hiéu va chira hai hay nhiéu vi tri gfn két ma gin két

didc hiéu vdi cac dich giong hodc khac nhau.

“Téng hop” — nhu dugc st dung & day thuat ngit “tdng hop” véi polypeptit
bao gdm céc polypeptit ma bao gbm trinh ty axit amin ma khong c6 trong tu nhién. Vi
du, polypeptit khong c6 trong tu nhién la cac dang cai bién cua polypeptit c6 trong tu
nhién (vi du bao gém dot bién nhu thém, thay thé hodc bét) hoic bao gém trinh tu axit
amin thtr nhit (ma c6 thé hodc khong thé c6 trong tw nhién) ma dugc lién két trong
trinh tu tuyén tinh ctia axit amin véi trinh tu axit amin thir hai (ma c6 hodc khong thé

cé trong ty nhién) ma vé ban chét khong dugc lién két vé mat tu nhién.

“Pugc thiét ké” — nhu duoc sit dung & ddy thuat ngit “dugce thiét ké” bao gdbm
viéc thao tdc vGi cac phan tir axit nucleic hodc polypeptit bing cach téng hop (vi du
bang k¥ thuat tai t6 hop, tong hop peptit in vitro, bang cach ghép cip nho enzym hodc
hoéa chit cac peptit hoic mot sd t6 hop cla cac k¥ thuat nay). Tét hon 13, khang thé
theo sang ché 1a khang thé dugc thiét ké, bao gdm vi du, duge lam gidng ctia ngudi
va/hoic kham, va khang thé dugc thiét k& dé cai thién mot hodc nhiéu tinh chét, nhu
kha ning gin két khang nguyén, do 6n dinh/thoi gian ban thai hodc chirc ning tac

dong.

“Thay thé lam cho gidng ciia ngwdi” — nhu duoc st dung & déy, thuat ngir
“thay thé lam cho gidng clia nguoi” dé chi viéc thay thé axit amin trong d6 gbc axit
amin c6 mit & vi tri cu thé trong mién VH hoic VL cua khang thé (vi du khang thé
GARP-TGF-1 ¢6 ngudn gbc tir lac da) duoc thay thé bang gdc axit amin ma c6 mit &
vi tri twong duong trong mién VH hogc mién VL tham chiéu cta nguoi. Mién VH
hodc VL tham chiéu ctia ngudi c6 thé 12 mién VH hodc VL dugc ma héa boi dong
mam cia ngudi. Viéc thay thé 1am cho giéng ctia ngudi c6 thé duge thuc hién trong

vung khung lam viéc va/hodc cac CDR cua khang thé, c6 thé dugc thé hién & day.

“Bién thé dwgc lam gidng clia ngwdi” — nhu duoc st dung ¢ ddy thuat ngi
“bién thé dugc lam gidng ciia nguoi” dé chi khang thé bién thé chira mot hozc nhiéu
“phép thé 1am cho gidng ctia ngudi” so véi khang thé tham chiéu, trong d6 mot phan
cua khang thé tham chiéu (vi du mién VH va/hodc mién VL hodc cac bd phan cia
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chung chitra it nhét 12 mot CDR) ¢6 axit amin ¢6 ngudn gbc tir loai khong phai nguoi,
va “phép thé lam cho gibng ciia nguoi” xuét hién trong trinh tw axit amin c6 ngudn gbc
tir cac loai khong phai nguoi.

“Bién thé dwgc tao dong mam” — Thuat ngit “bién thé dugc tao dong mam”
duoc st dung dé chi cu thé 1a “bién thé dwoc lam gidng clia ngudi” trong d6 “phép thé
lam cho gidng ciia ngudi” dan dén viéc thay thé mot hodc nhiéu gbe axit amin c6 mat
& (cac) vi tri cu thé trong mién VH hodc VL cua khang thé (vi du khang thé GARP-
TGF-B1 c6 ngudn gbc tir lac da) véi cac gbc axit amin dién ra & vi tri twong duong
trong mién VH hoic VL tham chiéu cua nguoi duge mi héa bsi dong mam clia ngudi.
Pién hinh 1 d6i v6i “bién thé duoc tao dong mam” cho trude bat ky, phép thé gbc axit
amin duoc thé thanh bién thé duge tao dong mam chi dugc 1y tir, hodc chii yéu 14, tir
mién VH hoic VL don dugc ma héa bai dong mam cua ngudi. Cac thuat ngit “bién
thé dugc lam gidng cua nguoi” va “bién thé duoc tao dong mam” thudng duge sir
dung ddi cho nhau. Viéc dua vao mot hodc nhiéu “phép thé 1am cho gidng ciia nguoi”
vao mién VH hodc VL ¢6 ngudn gbc tir lac da (vi du thu ngudn goc tir lac da khong
buéu) din dén viée tao ra “bién thé duge lam gidng ciia ngudi” clia mién VH hoic VL
c6 ngudn gbe tir lac da (lac da khong budu). Néu gbc axit amin dugc thé c6 ngudn gbc
chu yéu tir hodc hoan toan tir trinh tu mién VH hoic VL don dugc ma héa béi dong
mam cla ngudi, sau d6 két qua c6 thé 1a “bién thé duoc tao dong mim cua ngudi”

hoic mién VH hodc VL ¢6 ngudn gdc tir lac da (lac da khong budu).

“Bién thé ai lwe” — nhu duoc st dung & day, thuét ngi “bién thé &i luc” dé chi
khang thé bién thé thé hién mot hodc nhiéu sy thay ddi trong trinh tur axit amin so véi
khang thé tham chiéu, trong d6 bién thé i luc thé hién ai lyc duge bién doi déi voi
khang nguyén dich khi so sanh véi khang thé tham chiéu. Vi du, bién thé 4i luc s& thé
hién 4i lue duoc thay ddi ddi v6i GARP-TGEF-B, khi dugc so sanh véi khéng thé
GARP-TGF-B tham chiéu. Tét hon 1a bién thé i luc s& thé hién 4i luc duoc cai thién
dbi v6i khang nguyén dich, khi dugc so sanh v6i khang thé tham chiéu. Bién thé 4i luc
thuong thé hién mot hodc nhiéu su thay doi trong trinh tu axit amin trong CDR, khi

duoc so sanh véi khang thé tham chidu. Phép thé nhu vy c6 thé din dén viéc thay thé
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axit amin ban dau c6 mit & vi tri cho truge trong cdic CDR bang mot goc axit amin
khac, ma 1a goc axit amin c6 trong tw nhién hodc goc axit amin khong co6 trong tu

nhién. Viéc thé axit amin c6 thé 14 bao toan hoic khong bao toan.
B. Khang thé GARP-TGF-$1

Sang ché dé cap dén khang thé va manh gin két khang nguyén cta nd, ma gin
két dac hiéu véi phicc hgp GARP va TGF-B1, cu thé 1a phirc hop GARP cua ngudi va
TGF-1 cta nguoi. Khang thé va manh gin két khang nguyén theo sédng ché c6 thé

dugc xac dinh bang cac dic di€ém cau truc va chic nang nhu duoc md ta ¢ day.

Quan trong 1a khang thé GARP-TGF-B1 theo sang ché duoc cai tién so véi
khang thé GARP-TGF-B1 dugc mé ta trude do, vi 1y do chung biéu hién do on dinh
cai thién. Cu thé, d6 6n dinh cua khang thé GARP-TGF-B1 dugc md ta & ddy duoc cai
thién so véi khang thé ¢ cac trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe ciia khang thé
tham chiéu GARP-TGF-B1 LHG-10 va LHG-10.6, dugc md ta trong WO2015/015003
va W02016/125017. Su cai thién va tinh 6n dinh nay dat dugc ma khong giam dang
ké i luc gén két ciia khang thé dbi véi phirc hgp GARP-TGF-B1, khi dugc so sanh véi
khang thé LHG10 va LHG10.6 tham chiéu.

Khéng thé theo sang ché khac v6i khang thé tham chiéu LHG-10 va LHG-10.6
GARP-TGF-B1 dugc md ta trude do cu thé 1a lién quan dén cac trinh tu cia cac trinh
tu CDR2 va CDR3 chudi ning. Cu thé hon, cac khang thé GARP-TGF-B1 LHG-10 va
LHG-10.6 c6 trinh tw CDR2 chudi ning: RIDPEDGGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 5)
va trinh ty CDR3 chudi ning: NEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 6), trong
khi d6 cac khang thé theo sing ché bao gdm trinh ty CDR2 chudi ning:
RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12) va trinh tw CDR3 chudi ndng:
YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:13). Nhu dugc mo6 ta va dugc 14y lam vi
du & day, viéc thé axit amin G55A va N95Y trong céc trinh tv CDR2 va CDR3 chubdi
ning, 14n luot, duoc phét hién 1a cai thién do 6n dinh khéng thé bang cach lam giam sy
khir amit, isome héa va oxy hoa, dong thoi dat dwgce 4i luc gin két dbi v6i phic hop

GARP-TGF-B1 xap xi twong duong véi ai lyc ctia khang thé tham chiéu.
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Theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét khang thé hodc manh gén két khang
nguyén cua no, ma gin két voi phirc hop GARP va TGF-B1, va bao gbém mién bién doi

chudi nang (VH) trong do:

VH CDR3 bao gdm hoic gdm c6 trinh ty axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY
(SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 bao gém hoic gdm c6 trinh tr axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ
ID NO: 12), va

VH CDR1 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4).

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cla

né con bao gdm mién bién d6i chudi nhe (VL), trong do:

VL CDR3 bao gdm hoic gdm c6 trinh tur axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gdm hodc gdm c6 trinh tw axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDRI1 bao gém hodc gdm c6 trinh tr axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén khang thé hoic manh gin
két khang nguyén cua n6, ma gén két dac hidu véi phitc hgp GARP-TGF-p1, trong d6
khang thé hoic manh gin két khdng nguyén cua né bao gbm it nhét 1a mot mién bién

d4i chudi nang (VH) va it nhét 1 mot mién bién d6i chudi nhe (VL), trong do:

VH CDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh tw axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY
(SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 bao gdm hodc gdm c6 trinh tw axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ
ID NO: 12),

VH CDRI1 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),
VL CDR3 bao gém hodc gbém c6 trinh tr axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gém hodc gdm c6 trinh tir axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VI CDR1 bao gdm hodc gbm c6 trinh tu axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).
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Theo cac phuong an nhat dinh, sang ché d& cap dén khang thé hoic manh gin
két khang nguyén ciia n6, ma gin két dac hidu véi phitc hgp GARP-TGF-B1, trong d6
khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia n6 bao gom it nhit 13 mot mién bién

dbi chudi ning (VH) va it nhat 12 mot mién bién ddi chudi nhe (VL), trong do:

VH CDR3 gdm ¢6 trinh tir axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 13),
VH CDR2 gbm c¢6 trinh tu axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),
VH CDR1 gdm c6 trinh tir axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),

VL CDR3 gém c6 trinh tu axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),

VL CDR2 gbm c¢6 trinh tir axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDR1 gdm ¢6 trinh tw axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an nhat dinh, khang thé va manh gin két khang nguyén 1a 1a
tai t6 hop. Theo cac phuong dn nhat dinh, khang thé va manh gin két khang nguyén 1a

don dong.

Thuat ngit "khéng thé" & day dugc sir dung véi nghia rong nhit va bao goém,
nhung khong gidi han &, khang thé don dong (bao gébm khéang thé don dong chiéu dai
ddy du), khéng thé da dong, va khang thé da dic hiéu (vi du khéng thé ddc hiéu kép),
mién 14 ching thé hién tinh dac hiéu mién dich thich hop ddi v6i phirc hop GARP-
TGF-B1. Thuat ngt “khang thé don dong” nhu dugc st dung trong ban md ta nay,
dung dé chi khang thé thu dugc tr quan thé cac khang thé v& co ban ddng nhét, nghia
13, quin thé gdm céc khang thé riéng ré giéng hét nhau ngoai trr cc thé dot bién xuat
hién trong tu nhién c6 thé c6 ma co thé c6 mit véi lugng nho. Cac khang thé don dong
¢6 tinh dic hiéu cao, truc tiép khang lai mot vi tri khdng nguyén don 1é. Ngoai ra,
nguoc véi cac ché pham khang thé (da dong) truyén thdng, ma thudong bao gbm cac
khang thé khac nhau dugc dinh huéng dé chéng lai cac yéu tb quyét dinh (epitop) khéac
nhau trén khang nguyén, mdi khang thé don dong dugc dinh hudng chéng lai mot yéu

t6 quyét dinh khang nguyén hodc epitop duy nhat.

Sang ché cling bao gom “cdc manh gan két khang nguyén” cia khang the, va

cac manh nay ciing dugc dinh nghia trong ban mo ta nay. Manh khang thé thuong bao
29



47804 30/151

gbm mot phan ciia khing thé chiéu dai diy du, thuong 1a mién gan két khang nguyén
hodc mién bién dbi cua chung. Céac vi du vé manh khang thé bao gdbm Fab, Fab',
F(ab")2, Fab’ dic hidu kép, va cdc manh Fv, khang thé dang thang, phan ti khéng thé
chudi don, manh bién ddi chudi don (scFv)va khang thé da dic hiéu duoc tao thanh tir

manh khang thé (xem Holliger and Hudson, Nature Biotechnol. 23:1126-36 (2005)).

Khang thé va manh gan két khang nguyén theo sang ché c6 thé thé hién su
trong dong cao véi ngudi. Mirc twong dbng véi trinh tu ctia ngudi c6 thé dugc danh
gi4 qua chilu dai cia mién bién ddi chudi nang (VH) va/hodc qua chiéu dai cua mién
bién dbi chudi nhe (VL). Trong pham vi cua sang ché, khang thé bao gdm mién bién
dbi chudi nang (VH) va mién bién dbi chudi nhe (VL) c6 thé dugc coi la c6 su tuong
ddng cao v6i nguoi néu cac mién VH va cac mién VL, khi xem xét cling nhau, thé
hién d6 ddng nhét trinh tu axit amin it nhét 1a 90%, it nhat 1a 92%, it nhat 1a 94%, hogc
it nhit 1a 96% véi céc trinh tw VH va VL dong mam cia ngudi trung khit gén nhit.
Theo mét phwong 4n mién VH ctia khang thé ¢6 sy twong ddng cao véi ngudi co thé
thé hién d6 ddng nhét trinh tw hodc do twong ddng trinh tyr axit amin it nhat 1a 90%, it
nhét 1a 92%, it nhat 1a 94%, hodc it nht 1 96% v6i mot hoge nhiéu mién Vh cia
ngudi qua vung khung lam vi¢c FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo mdt phuong an mién
VH ctia khang thé c6 su twong déng cao véi nguoi c6 thé chtra mét hodc nhiéu (vi du 1
dén 10) su bét cap nham trinh ty axit amin qua ving khung lam viéc FR1, FR2, FR3
va FR4, khi so sanh v6i trinh tw VH nguoi tring khit gan nhét.

Theo mot phuong an khéc, mién VL cua khang thé cé su tuong ddng cao véi
nguoi ¢ thé thé hién d6 déng nhét trinh tu hodc do twong déng trinh tu it nhat 1a 90%,
it nhat 1a 92%, it nhat 1a 94%, hogc it nhat 1a 96% véi mot hodc nhiéu mién VL cua
ngudi qua vung khung lam viéc FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo mdt phuong an, mién
VL ctia khang thé ¢6 su twong dong cao véi ngudi c6 thé chtra mot hodc nhiéu (vi du 1
dén 10) su bit cap nham trinh tu axit amin qua ving khung lam viéc FR1, FR2, FR3
va FR4, khi so sanh v6i trinh ty VL ngudi tring khép gan nhat.

Khang thé va manh gin két khang nguyén theo séng ché c6 sy trong dong cao

voi nguoi c6 thé bao gom khang thé gom cac mién VH va VL cua khang thé khong
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phai ctia ngudi nguyén ban ma thé hién % do ddng nhét trinh tw d cao véi trinh tu
dong mam ciia nguoi. Theo cdc phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gin két
khang nguyén theo sang ché 1a cac bién thé duogc lam gidng cia ngudi hodc duoc tao
dong mam cta khang thé khong phai cua nguoi, vi du khang thé bao gébm cic mién
VH va VL ciia khang thé thong thudng tir lac da dugc thiét ké dé thanh céc bién thé

duogc lam giong cua ngudi, hodc dugc tao dong mam cua khang the ban dau.

Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 c6 thé bao gdbm mién bién
dbi chudi ning (VH) bao gdm hoic gdm c6 trinh tr axit amin SEQ ID NO: 14 va tuy y
mién bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm hoic gdm c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:
15.

Theo cac phwong an nhét dinh, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua
n6 c6 thé bao gdbm mién bién ddi chudi ning (VH) bao gdm trinh tur axit amin SEQ ID
NO: 14. Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc méanh gin két khang nguyén
ctia n6 c6 thé bao gdbm mién bién dbi chudi nhe (VL) bao gdém trinh tr axit amin SEQ

ID NO: 15.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hozc manh gén két khang nguyén ctia
n6 ¢6 thé bao gdbm mién bién ddi chudi nang (VH) gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 14. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khéng thé hodc manh gan két khang nguyén
ctia n6 ¢6 thé bao gdbm mién bién dbi chudi nhe (VL) gdm c6 trinh tr axit amin SEQ
ID NO: 15.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gén két khang nguyén clia
n6 c6 thé bao gdbm mién bién ddi chudi nang (VH) bao gbm trinh tur axit amin SEQ ID
NO: 14 va mién bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm trinh tir axit amin SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh gén két khang nguyén clia
n6 c6 thé bao gdbm mién bién ddi chudi nang (VH) gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 14 va mién bién dbi chudi nhe (VL) gém ¢O trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché d& cap dén khang thé don dong hodc

manh gin két khang nguyén cia nd, bao gobm mién bién doi chuoi ndng va mién bién
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dbi chudi nhe, mién bién ddi chudi ning bao gdm trinh tw VH ¢6 d6 dong nhat trinh tu
it nhat 13 90%, it nhat 13 95%, it nhat 1a 97%, it nhét 12 98%, hodc it nhat 12 99% véi
trinh tu axit amin duoc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 14 va/hodc mién bién d6i
chudi nhe bao gdm trinh tw VL c6 do ddng nhét trinh ty it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%,
it nhét 1a 97%, it nhat 1a 98%, hodc it nhit 12 99% d6 ddng nhét trinh ty véi trinh tu
axit amin duoc thé hién duéi dang SEQ ID NO: 15.

Péi vé6i cac phuong 4n trong do cac mién cta khang thé hoic manh gin két
khang nguyén dugc xac dinh bing d6 dong nhét trinh tu theo ty 1€ % cu thé véi trinh
tu tham chiéu, cac mién VH va/hoic mién VL c6 thé gitt lai cac trinh tu CDR déng
nhét v6i cdc mién c6 mit trong trinh tu tham chiéu sao cho bién thé nay chi c6 mit
trong vung khung lam viéc. Theo cidc phuong an nhat dinh, khang thé hoic manh gin
két khang nguyén bao gdm cic mién bién ddi chudi nang va/hodc cac mién bién ddi
chudi nhe duoc xac dinh 1a ¢6 ty 18 % do dong nhit dic biét v6i cac SEQ ID NO: 14

va 15, twong tng, s€ c6 cac trinh tu CDR sau day:

VH CDR3 bao gdém hoic gdm ¢6 trinh tr axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY
(SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 bao gdm hodc gém c6 trinh tu axit amin RIDPEDAGTK YAQKFQG (SEQ
ID NO: 12),

VH CDR1 bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),
VL CDR3 bao gdm hoic gdm c6 trinh tw axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
VL CDRI1 bao gdm hodc gdm ¢ trinh tu axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).
Theo cac phuong an khong gidi han, cac khang thé theo sang ché c6 thé bao
gbm cac mién CHI va/hodc céc mién CL (tir chudi ning va chudi nhe, tuong tng),
trinh tu axit amin 1a hoan toan hoac vé co ban hoan toan gidng véi clia nguoi. Khi
khang thé hoic manh gan két khang nguyén theo sang ché 1a khang thé dugc du dinh
dé sir dung trong diéu tri bénh cho ngudi, thong thuong d6i voi viung hing dinh toan
ven cuda khang thé, hoac it nhéat 12 mot phﬁn cua chung, 1a co trinh ty axit amin hoan
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toan hodic vé co ban hoan toan giéng v6i cia nguoi. Vi thé, mot hodc nhiéu hoac td
hop bat ky cia mién CHI, vung ban 18, mién CH2, mién CH3 va mién CL (va mién
CH4 néu c6 mit) s& toan bod hodc vé co ban 1a toan bo clia nguoi vé trinh tu axit amin
cua no.

Thuén loi 14 mién CHI, ving ban 18, mién CH2, mién CH3 va mién CL (va
mién CH4 néu c6 mit) c6 thé déu c¢6 trinh ty axit amin hoan toan hodc vé co ban 1a
cia nguoi. Trong pham vi cia ving hing dinh cta khang thé dugc lam gidng cua
nguoi hodc kham, hodc manh khang thé, thuat ngit "vé co ban gidng v6i nguoi” dé chi
@6 ddng nhét trinh tu axit amin it nhat 1a 90%, hogc it nhat 1a 92%, hogc it nhat 1a
95%, hodc it nht 1a 97%, hodc it nhit 1a 99% véi ving hang dinh cia nguoi. Thuét
ngit “trinh ty axit amin cia ngudi” trong ngit canh nay dé chi trinh tu axit amin ma
duoc ma hoa bang gen globulin mién dich cia ngudi, ma bao gbm cac gen dong mam,
dugc sip xép lai va dot bién soma. Sang ché ciing @& cap dén polypeptit bao gbdm mién
hing dinh ciia trinh ty “ciia ngudi” ma duge bién ddi, bang cach thém, b6t hodc thé
mot hodc nhiéu axit amin so véi trinh tu cia nguoi, ngoai trir cdc phuong an ma sy ¢6

mit cua ving ban 1€ “hoan toan cia ngudi” dugc yéu cau rd rang.

Sy ¢6 mit cua vang ban 1& “hoan toan cia ngudi” trong khang thé GARP-TGF-
B1 theo sang ché c6 thé ¢6 loi vira giam thiéu kha nang sinh mién dich vira t6i wu hoa

d6 6n dinh cta khang thé.

Nhu d3 thao ludn ¢ day, nguoi ta dugc du tinh rang mot hoic nhiéu viéc thé,
gin chén hoic b6t axit amin c6 thé dwoc thuc hién trong ving hang dinh ctia chudi
nang va/hodc chudi nhe, cu thé 1a trong ving Fc. Viéc thé axit amin c6 thé dan dén
viéc thay thé axit amin duoc thé bang mot axit amin c6 trong tw nhién khac, hodc bing
mot axit amin cai bién hodc khong c6 trong tw nhién. Cac cai bién v& mit cu truc
khac cling dugc phép, nhu vi du thay dbi trong kiéu glycosyl héa (vi du bang cach
thém hoic b6t cac vi tri glycosyl héa dugc lien két N- hozc O-).

Khéang thé GARP-TGF-B1 ¢6 thé dugc cai bién trong ving Fc dé tang 4i luc
gén két dbi voi thu thé FcRn méi tao ra. Viéc ai luc gin két ting c6 thé duoc xac dinh
& do pH axit (vi du tir khoang do pH=5,5 dén khoang do pH=6,0). Viéc 4i luc gin két

33



47804 34/151

tang cling co thé dugc xac dinh & do pH trung tinh (vi du tir khoang pH=6,9 dén
khoang pH=7.,4). Thuat ngit “ai luc gin két ting” c6 nghia 1a 4i lyc gin két ting véi
FcRn so v6i ving Fe khong cai bién. Thong thuong, ving Fc khong cai bién s& ¢6
trinh ty axit amin kiéu dai cua IgGl, 1gG2, IgG3 hodc IgG4 ngudi. Theo cac phuong
an nay, ai luc gin két FcRn ting cla phan tr khang thé c6 ving Fc cai bién s& duoc
xac dinh lién quan dén ai luc gén két cua IgG1, IgG2, 1gG3 hoac IgG4 kiéu dai dbi voi
FcRn.

Theo céc phuong an nhét dinh, mot hodc nhidu gbc axit amin trong ving Fc ¢6
thé dugc thé bang mot axit amin khéc dé ting kha nang gin két v6i FcRn. Mot vai viée
thé Fc da dugc thong bao 1a 1am ting kha nang gan két véi FcRn va vi thé cai thién
duoc dong hoc cua khang thé. Cac viéc thé nay duoc thong bao trong, vi du, Zalevsky
et al. (2010) Nat. Biotechnol. 28(2):157-9; Hinton et al. (2006) J Immunol. 176:346-
356; Yeung et al. (2009) J Immunol. 182:7663-7671; Presta LG. (2008) Curr. Op.
Immunol. 20:460-470; and Vaccaro et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23(10):1283-88, noi

dung cua chiing duogc két hop toan bo vao day bing cach vién dan.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé GARP-TGF-B1 bao gbm mién IgG Fc
nguoi dugce cai bién bao gdm hodc gdm c6 phép thé axit amin H433K va N434F, trong
d6 cach danh sé mién Fc 1a theo cach danh sé EU. Theo mot phuong an khéc, khang
thé GARP-TGF-B1 dugc md ta & day bao gbm mién IgG Fc nguoi dugc cai bién bao
gdm hodc gdm c6 céc thay thé axit amin M252Y, S254T, T256E, H433K va N434F,
trong d6 cach danh sb mién Fc 14 theo cach danh sé EU.

Theo cac phwong 4n nhat dinh, khang thé GARP-TGF-B1 bao gdm mién IgG Fc
cta nguoi dugc cai bién gém 6 1én dén 2, 1én dén 3, 1én dén 4, 1én dén 5, lén dén 6,
1én dén 7, 1én dén 8, 1én dén 9, 1én dén 10, 1én dén 12, 1én dén 15, 1én dén 20 phép thé
so v6i trinh tu IgG kiéu dai twong tng.

Phu thudc vao muc dich str dung khang thé, mong mudn cai bién khang thé theo
sang ché lién quan dén dac tinh chat gin két ctia n6 véi cac thu thé Fc, vi du dé diéu
bién chtrc ning chirc ning tac dong. Vi du (cac) gbc xystein c6 thé duoc dua vao ving
Fc, nho d6 cho phép tao thanh lién két disulfua lién chudi trong ving nay. Vi thé
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khéang thé homodime dugc tao ra c¢6 kha ning ndi nhap hoéa dugc cai thién va/hodc kha
ning tiéu diét té bao qua trung gian bd thé va kha nang gy doc té bao béi té bao phu
thudc khang thé (ADCC) ting. Xem Caron et al., J. Exp. Med. 176:1191 -1195 (1992)
and Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Sang ché ciing dé cap dén thé lién
hop mién dich bao gdm khéng thé nhu dugc mo ta & day dugc lién hop véi tic nhan
gy doc té bao nhu tac nhan hoa tri lidu, toxin (vi du ddc t6 c6 hoat tinh enzym cta vi
khudn, ndm, thuc vat hodc dong vat, hodc cidc manh cia chung), hodc chét déng vi
phéng xa (ttrc 1a thé lién hop phéng xa). Cac ving Fe ciing ¢6 thé duge thiét ké dé kéo
dai thoi gian ban thai, nhu dugc mo ta boi Chan and Carter, Nature Reviews:

Immunology, Vol,10, pp301-316, 2010, dugc két hop vao day bang cach vién dan.

Theo mot phuong an khac, ving Fc dugc cai bién dé 1am tiang kha ning cua
khang thé trong viéc diéu tiét kha ning gy doc té bao qua té bao phu thudc khang thé
(ADCC) va/hoic tang 4i luc ciia khang thé déi voi thy thé Fey bang céch cai bién mot

hodc nhi€u axit amin.

Cu thé cac phuong an, vung Fc ¢o thé duoc thiét ké sao cho khong c6 chirc
nang tac dong. Khang thé GARP-TGF-B1 khong c6 Fc chitc ning tac dong cd thé dac
biét hitu dung lam tac nhan phong bé thu thé. Theo cac phuong an nhat dinh, khang
thé theo sang ché c6 thé c6 vung Fc ¢6 ngudn goc tir isotyp IgG c6 trong tu nhién c6
chirc ndng tac dong giam, vi du IgG4. Céac vung Fc ¢ ngudn goc tir IgG4 ¢ thé duoc
cai bién thém dé ting kha nang tri liéu, vi du br?mg cach dwa vao cac cai bién ma lam
giam thiéu su trao ddi cac canh tay gitta cac phén tir IgG4 in vivo. Cac ving Fc ¢

ngudn gbe tir IgG4 ¢6 thé duoc cai bién dé bao gdm sy thay thé S228P.

Theo cac phuong an khac nira, qua trinh glycosyl hoa khang thé duoc cai bién.
Vi dy, khang thé duoc aglycosyl héa c6 thé duoc thuc hién (tirc 1a khang thé khong c6
su glycosyl hoa). Qua trinh glycosyl héa c6 thé dugc thay dbi, vi du, dé gia tang 4i luc
cta khang thé ddi v6i khang nguyén dich. Céc cai bién hydrat cacbon nhu vay c6 thé
dugc thuc hién b::ing cach, vi du, thay ddi mot hodc nhidu vi tri glycosyl hoa trong
trinh tu khang thé. Vi dy, mot hodc nhiéu phép thé axit amin c6 thé duogc thuc hién,

din dén viéc loai ra mot hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa khung lam viéc trong ving bién
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dbi, bang cach d6 han ché su glycosyl hoa & vi tri d6. Viéc khong glycosyl hda nhu

véy c6 thé 1am tang 4i luc cia khang thé d6i voi khang nguyén.

Ciing dugc du dinh 13 khéng thé bién thé GARP-TGF-BI1 c6 kiéu glycosyl héa
bién ddi, nhu khang thé duoc hypofucosyl héa c6 Iuong gbc fucosyl giam hodc khéng
thé dugc khir fucosyl hoan toan hodc mot phén (nhu dugc mo td boi Natsume et al.,
Drug Design Development and Therapy, Vol.3, pp7-16, 2009) hodc khang thé c6 cac
cAu triic GleNac phén giac ting. Cac kiéu glycosyl héa dugc thay d6i chung to duge
viéc ting hoat tinh ADCC cua khang thé, tao ra su taing cuong ADCC thuong 12 10 lan
so v6i khang thé twong duong bao gdbm mién Fc clia ngudi nguyén ban. Cac cai bién
hydrat cacbon nhu vay c6 thé dugc thuc hién béng, vi du, biéu hién khang thé & té bao
chu bang phuong phip enzym glycosyl hoa dugc thay dbi (nhu duoc mo ta bsi
Yamane-Ohnuki and Satoh, mAbs 1:3, 230-236, 2009). Céc vi du vé khang thé khong
fucosyl hoa véi chirc nang ADCC tang cuong la cac khang thé dugc tao ra bang cach

str dung k¥ thuat Potelligent® cua BioWa Inc.

Khang thé duoc du dinh dé sir dung trong diéu tri bénh cho nguoi sé thuong la
loai IgG, IgM, IgA, IgD, hoac IgE, thuong la loai IgG, trong d6 truong hop chung c6
thé thudc vé bét ky trong s6 bdn phan 16p 1gG1, 1gG2a va b, IgG3 hodc IgG4. Trong
mdi mot trong sb cac phan 16p nay n6 dugc phép thue hién mot hodc nhiéu phép thé,
gén chén hodc bét axit amin trong phén Fc, hodc thuc hién cac cai bién vé mat ciu trac
khéc, vi du dé tang cudng hodc giam cic chitc nang phu thudc Fc.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé gin két dac hiéu GARP-TGF-B1 bao
¢dm it nht 1a mot chudi ning globulin mién dich chiéu dai ddy du va/hodc it nhat 1a
mdt chudi nhe lambda hodc kappa chiéu dai day du, trong d6 chudi ning bao gbm
hodc gém ¢O trinh tuy axit amin SEQ ID NO:16 va chudi nhe bao gém hoac g6m co

trinh tu axit amin SEQ ID NO:17.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé gin két dac hiéu GARP-TGF-B1 bao
gdm it nhét 1a mét chudi ning globulin mién dich chidu dai ddy du va/hogc it nhat la

mdt chudi nhe lambda hodc kappa chiéu dai dﬁy da, trong do chudi ning bao gém
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trinh tu axit amin SEQ ID NO:16 va chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID
NO:17.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé gin két dic hiéu GARP-TGF-B1 bao
gdm it nhat 1a mét chudi ning globulin mién dich chiéu dai ddy du va/hodc it nhat la
mdt chudi nhe lambda hodc kappa chiéu dai day du, trong d6 chudi ning bao gbdm
trinh ty axit amin SEQ ID NO:16 va chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID
NO:17.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, séng ché dé cap dén khang thé don dong bao
odm chudi nang c6 do ddng nhét trinh tu it nhit 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhét 1a 97%,
it nhét 12 98%, hodc it nhét 1a 99% v6i trinh ty axit amin nhu duge thé hién dudi dang
SEQ ID NO:16, va/hodc chudi nhe c6 do ddng nhét trinh tu it nhit 1a 90%, it nhét 1a
95%, it nhit 12 97%, it nhét 1a 98%, hodc it nhat 12 99% vdi trinh tu axit amin dugc thé
hién duéi dang SEQ ID NO:17.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, sang ché d& cap dén khang thé don dong bao
gdm chudi ning véi do dong nhat trinh tu it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a
97%, it nhét 1a 98%, hodc it nhat 1a 99% véi trinh ty axit amin dugc thé hién dudi
dang SEQ ID NO: 16. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuat khang thé don
dong bao gdm chudi nhe v6i do dong nhét trinh tw it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%, it
nhét 12 97%, it nhét 13 98%, hodc it nhat 1a 99% vdi trinh tu axit amin dugc thé hién
duéi dang SEQ ID NO: 17. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén khang
thé don dong bao gdm chudi ning c6 do dong nhét trinh tyr it nhat 1a 90%, it nhat 1a
95%, it nhat 1a 97%, it nhat 1a 98%, hodc it nhét 12 99% véi trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién dusi dang SEQ ID NO:16, va chudi nhe ¢6 d6 dong nhét trinh ty it nhat
14 90%, it nhét 12 95%, it nhat 1a 97%, it nhét 12 98%, hodc it nhit 1a 99% véi trinh ty
axit amin dugc thé hién duéi dang SEQ ID NO:17.

Déi vai cac phuong an trong d6 cac chudi ctia khang thé duoc xac dinh bang do
di”)ng nhét trinh ty theo ty 1& % cu thé vé6i trinh tw tham chiéu, chudi ning va/hoic
chudi nhe c6 thé giit lai trinh tw CDR dong nhét v6i chung c6 mit trong trinh tu tham
chiéu sao cho bién thé nay chi c6 mit trong cac ving CDR. Cu thé, cac khang thé hoic
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manh gin két khang nguyén bao gdm chudi niang va/hodc chudi nhe dugc xé4c dinh la
c6 1y 16 % db ddng nhét cu thé véi cac SEQ ID NO: 16 va 17, tuong tng, ¢6 thé ¢6 cac
trinh ty CDR sau day:

VH CDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY
(SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 bao gdm hoic gdm c6 trinh tu axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ
ID NO: 12),

VH CDRI1 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),

VL CDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
va

trinh tu VL CDR2 bao gdm hozc gdm c¢6 SEQ ID NO: 10 [GASRLKT] va

VL CDR1 bao gdm hodc gdm c6 trinh tw axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).
Gén két v6i GARP-TGF-B1

Céac khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché gin két véi phirc
hop GARP va TGF-BI, cu thé 1a phic hgp GARP cua nguoi va TGF-B1 clia nguoi.
Nhu d3 giai thich & ddy, GARP 1a protein xuyén mang dugc biéu hién trén bé mit cua
té bao T didu hoa va hoat dong nhu thy thé déi véi dang tiém tang cuaTGF-p. Fig. 1
bao gbém sur thé hién bing so dd vé phitc hop tao thanh gitta GARP va TGF-B tiém
tang & bé mit té bao cua té bao T didu hoa.

Phirc hgp GARP-TGF-f1 ma khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta
sang ché gin két 1a phtrc hgp GARP-TGF-B1 nguyén ban tao ra & bé mat té bao giita
GARP va TGF-1.

Céc khang thé hodc manh gin két khdng nguyén theo sang ché dugc dic trung
& chd chang gin két véi phirc hop GARP-TGF-B1 nhung khong gin két véi GARP khi
vang mit TGF-B1 hodc TGF-B tiém tang. Céac khang thé hodc manh gin két khang
nguyén gin két v6i GARP chi khi c6 mat TGF-B1. Cu thé, cac khang thé hoic manh
gfn két khang nguyén gén két voi GARP chi khi ¢6 mat TGF-B1 tiém tang. Céc khang
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thé hodc manh gan két khang nguyén c6 thé phong bé hoic trc ché su giai phong TGF-
B hoat tinh tir cac té bao Treg.

Do khang nguyén dich dbi v6i khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia
né theo sang ché 1a phirc hop bao gém hai protein riéng &, epitop ma khang thé hoic
manh gin két khang nguyén gdn vao 1a epitop cu hinh trai ngugce véi epitop tuyén
tinh. Epitop c4u hinh bao gdm it nhét 12 mt gbc tir GARP va it nhat 1a mot gdc tix
TGF-p1 tiém tang. Theo céc phuong 4n wu tién, epitop céu hinh bao gdm it nhat 1a mot
gbc tir GARP, it nhét 12 mot gbc tir peptit lién quan dén trang thai tiém tang (LAP) ctia
TGF-B1 tiém tang va it nhit 12 mot gbe tir TGF-B1 truéng thanh.

Céac khang thé hoic méanh gin két khang nguyén theo sang ché co thé gan két
v6i epitop ciia phirc hgp dugce tao thanh boi GARP clia nguoi va TGF-B1 cua nguoi
trong d6 epitop bao gOm it nhét 13 mot gbc tir GARP duge chon tir Y137, S138, G139,
T162 va R163 (tham chiéu dén SEQ ID NO: 33), va it nhit 12 mot goc tir TGF-B1.
Theo cac phuong 4n wu tién, epitop bao gdm it nhat 1a gbc Y137, S138, G139, T162
va R163 cua GARP (tham chiéu dén SEQ ID NO:33).

Epitop ¢6 thé bao gdm it nhit 14 mot goc tr polypeptit TGF-B1 (SEQ ID NO:
34), tily v trong d6 it nhét 1a mot gbe 1a K338. Epitop c6 thé bao gdm it nhat 1a mot
gbc tir peptit lién quan dén trang thai tiém tang (LAP) ctia TGF-B1 va it nhat 13 mot
gbe tir TGF-B1 trurdng thanh. Epitop c6 thé bao gdbm R58 cia LAP va K338 cua TGF-
B1 truong thanh (tham chiéu dén SEQ ID NO: 34).

Céc khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo sang ché gin két véi phuc
hop GARP va TGF-B1. Cac khang thé hodc manh gan két khang nguyén theo sang ché
c6 thé con gin két véi phirc hop GARP ctia ngudi va TGF-B2 nguoi va/hodc phire hop
GARP cua nguoi va TGF-B3 nguoi.

Theo céc phuong an nhét dinh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén
theo sang ché gan két véi phitc hop GARP va TGF-B1 bang 4i luc cao. Nhu dugc st
dung & day, thudt nglr “ai lyc” hodc “ai luc gan két” nén dugc hiéu dya trén nghia

thong thuong trong linh vuc nay trong ngit canh gén két khang thé, va phan anh do bén
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va/hoic do 6n dinh ca gan két gitta khdng nguyén va vi tri gin két trén khang thé hoic

manh gan két khang nguyén cua no.

Ai luc gin két ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua nd d6i voi
khang nguyén tuong rng cua no co thé duoc xé4c dinh bang thuc nghiém bang cach sir
dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuc nay. Vi du, céac thiét bi SPR nhu Biacore™ do
4i luc dua trén viée ¢d dinh protein hodc khang nguyén dich trén chip cam bién sinh
hoc trong khi khéng thé hodc méanh khang thé duge di qua dich c¢b dinh trong cac diéu
kién dong chay cu thé. Cac thir nghiém nay thu dugc cac gia tri do Kon Va Kofr, ma c6
thé dugc chuyén thanh céc gid trj Kp, trong d6 Kp 1a hang sb cén bang d6i véi su phan
ly ctia khang nguyén vé6i khang thé hodc manh cia né. Gia tri Kp cang nhd, twong tac

gén két gitra khang thé va khang nguyén dich cia né cang manh.

Nhu da néu trén, ai luc ciia khang thé c6 thé dugc xac dinh bang Biacore™ hoic
SPR, vi du st dung quy trinh nhu dugc mo ta trong tai liéu nay. Ai lyc ciia khang thé
hodc manh gin két khang nguyén dbi véi phic hgp GARP-TGF-B1, nhu dugc xéc
dinh béng Biacore™ hoac SPR, c¢6 thé duoc xac dinh béng cach stt dung phtrc hop
GARP-TGF-B1 dugc bidu hién tai to hop, nhu duge md ta vi du, trong Vi du 2.

Khéng thé GARP-TGF-B1 hodc manh gin két khang nguyén cta né theo sang
ché c6 thé thé hién tdc do phan ly (ko) ddi v6i phitc hgp GARP-TGF-B1 nh6 hon 7 x
10 giay!, nhé hon 5 x 10" gidy™!, nhé hon 3 x 10 giay™!, nh6 hon 1,5 x 10 gidy™!
khi duoc thir nghiém duéi dang Fab. Khang thé GARP-TGF-B hodc manh gan két
khang nguyén cta né theo sang ché c6 thé thé hién tdc d6 phan ly (Kofr) d6i véi phirc
hop GARP-TGF-B1 trong khoang tir 1 x 10 gidy™! dén 5 x 10 gidy™, t6t hon 1a trong
khoang tir 1 x 10 gidy! dén 3 x 10"* gidy™, tot hon nita la trong khoang tir 1 x 107
gidy! dén 1,5 x 10" giay™.

Khéng thé GARP-TGF-p1 theo sang ché c6 thé thé hién gia tri Kp nho hon 5 x
10° M, nho hon 2 x 10 M. Trong cac phuong an dugc uu tién, khang thé GARP-
TGF-B1 theo sang ché thé hién gid tri Kp nhé hon 1,7 x 10 M.
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Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang thé hodc méanh gin két khang nguyén
duge md ta & day gin két v6i phuc hgp GARP va TGF-B1 ¢6 thé phan tng chéo voi
mét hodc nhidu thé twong tu loai cia GARP va TGF-B, vi du céc thé tvong tw GARP

va TGF-B c6 ngudn gbc linh truéng khong phai nguoi.

Theo cac phuong an nhat dinh, khang thé hoic manh gian két khang nguyén
theo sang ché khong phan tmg chéo v6i phiac hgp GARP va TGF- ¢6 ngudn gbc tir
chudt. Theo mot phuong an khac hodc ngoai ra, khang thé hodc manh gin két khang
nguyén c6 thé gin két voi phirc hop GARP-TGF-B ¢6 ngudn gdc tir linh trudng khong
phai nguoi, cu thé 1a phic hop GARP-TGF-B ¢6 ngudn gde tir khi cynomolgus. Hoat
tinh phan g chéo véi cac thé twong tur ctia loai khac c6 thé dic biét co lgi trong viéc
phét trién va thir nghiém cac khang thé tri lidu. Vi dy, thir nghiém ddc tinh tién lam
sang cua cac khang thé tri liéu thuong duoc thuc hién & cac loai linh trudng bao gdm
nhung khong gidi han & khi cynomolgus. Hoat tinh phin tng chéo v6i cac thé tuong
tu loai nay vi thé ¢6 thé dic bidt c6 loi dbi voi su phat trién cia khang thé lam cac dbi

tuong thir nghiém 1am sang.
D6 én dinh duoc cai thién

Khang thé GARP-TGF-PB1 theo sang ché dugc cai tién so v6i khang thé GARP-
TGF-B1 duge md ta trude do, vi I do ching biéu hién do én dinh cai thién. Cu thé, do
dn dinh cua khang thé GARP-TGF-B1 dugc céi thién so v6i khang thé c6 cac trinh tur
CDR chudi ning va chudi nhe cua khéng thé tham chiéu GARP-TGF-p1 LHG10.6,
duoc mo ta trong WO2015/015003 va WO2016/125017.

Khang thé GARP-TGF-B LHG10.6 ¢6 t6 hop ca céc trinh tw CDR mién bién

d6i chudi nang va mién bién ddi chudi nhe sau day:

CDR3 chudi nang gdm ¢c6 NEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 6),
CDR2 chudi ning gdm c6 RIDPEDGGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 5),
CDR1 chudi niang gdm c6 SYYID (SEQ ID NO: 4),

CDR3 chudi nhe gdm c6 QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),

CDR2 chudi nhe gém c¢6 GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
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CDR1 chudi nhe gdm c6 QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Nhu duoc thong bdo & ddy, nguoi ta da phat hién ra rang khang thé GARP-
TGF-B1 c6 céc trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe cia LHG10.6 thiéu do 6n dinh.
Cu thé, cac bién thé khang thé don dong dugc tao dong mam cta LHG10.6 (& day
duoc goi 1a mAb 39B6 IgG4 va 39B6 IgG1) dugc phat hién 1a thé hién xu hudng 1a
hoat tinh gin két voi dich thap hon khi duge bao quan ¢ 37°C trong ca PBS va
PBS/Tween (xem vi du, Fig. 2). D khong n dinh nay duoc cho 1a it nhat mot phan 1a
do viéc isome héa va khir amit & vi tri N95 cia HCDR3, tirc 1a gbc thit nhat cia CDR3

chuoi nang.

Khang thé GARP-TGF-B1 va manh gin két khang nguyén theo sang ché khac
nhau vé cac trinh tu CDR ctia chiing, cu thé 1a céc trinh tu CDR chudi ning, sao cho
d6 6n dinh cta chung duge cai thién. Cu thé, cic trinh tw CDR2 chudi ndng (HCDR2
hoidc VH CDR2) dugc cai bién dé bao gém viéc thé G55A, sao cho trinh twy HCDR2
cia khang thé theo sang ché bao gdbm HCDR2 dugc biéu dién bing
RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12). Ngoai ra, trinh ty CDR3 chudi ning
(HCDR3 hodc VH CDR3) duoc cai bién dé bao gém viéc thé N95Y, sao cho trinh tu
HCDR3 cta khang thé theo sang ché bao gdm HCDR3 duogc biéu dién bang
YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 13). Khang thé theo sang ché khong trai
qua qué trinh khir amit hodc isome hoa. Ngoai ra, ngudi ta da bat ngd phat hién ra rang
khang thé GARP-TGF-B1 theo sang ché twong ddi chdng chiu véi su oxy hoa. Do bén
véi viée khir amit, isome hoa va oxy hoéa twong quan voi tinh 6n dinh dugc cai thién
cua khang thé cua sang ché, dic biét 1a tinh dn dinh dugc cai thién khi duge xéac dinh &
nhiét do 37 °C.

Hon nita, khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché c6 uu diém
bét ngo do viéc cai bién c4c trinh tw CDR2 va CDR3 chudi ning, khi dugc so sanh voi
khang thé tham chiéu LHG10.6, khong lam giam dang ké hoat tinh gin két véi dich.
Nhu duoc 14y lam vi du & day, khang th8 GARP-TGF-B1 theo sang ché kha 6n dinh &
nhiét do 37 °C va khong thé hién viée giam 4i luc gn két mot cach dang ké ddi véi

phitc hop GARP-TGF-B1 khi dugc so sanh v6i khang thé tham chiéu LHG10.6 hozc
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bién thé duoc tao dong mam ciia ching (39B6). Nhu dugc md ta ¢ dy, trong céc
phuong an uu tién, khang th8 GARP-TGF-p1 theo sing ché thé hién gia tri Kp nho
hon 1,7 x 10° M.

Nhu duge théng bdo & day, khong phai tit ca viée thé & vi tri N95 cia HCDR3
ma loai bd gbc Asn (N) c6 kha ning cai thién khang thé d6 6n dinh trong khi déng thoi
gift 4i Iuc gn két voi phitc hgp GARP-TGF-B1. Bién thé khang thé don dong dugc tao
dong mam c6 sy thé N95V (dwgc goi 1a 39B6-AVE) duge phat hién 1a bén voi viée
khir amit va isome hoa, nhung trdi qua sw oxy hoa dang ké khi luu giit trong 28 ngdy &
37 °C. Hoat tinh gin két cua bién thé khang thé N95V ciing dugc phat hién la giam
dang ké trong khoang thoi gian luu trit 56 ngay ¢ 37 °C. Céc tac gia sang ché ciing da
phat hién ra rang cac thay thé 16n & vi tri lién k& 96 trong chudi ning (tirc 1a gbc thir
hai cia HCDR3) khong thé cai thién do on dinh va giit hoat tinh gén két khang nguyén
4i luc cao. Nhu dugc ldy lam vi du & day, céc tac gia sang ché da tht nghiém hai bién
thé khang thé don dong dugc tao dong mam bao gdm cac phép thé E96K va E96R
trong mién HCDR3. Bién thé E96K (dwoc goi 1a 39B6-ANK) khong trai qua qua trinh
oxy hoa, nhung dién ra sy khtr amit va isome héa trong thoi gian 28 ngay ¢ 37 °C va
trai qua su giam dang ké hoat tinh gin két trong khoang thoi gian 56 ngay. Bién thé
E96R (¢ day dugc goi 1a 39B6-ANR) trai qua qué trinh oxy héa va khir amit dang ké
trong khoang thoi gian 28 ngay ¢ 37 °C va trai qua qud trinh giam hoat tinh gan két
trong khoang thoi gian 56 ngay.

Theo cac phuong 4n uu tién cua sang ché, khang thé ma gan két dic hiéu véi
phirc hgp GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh duoc céi thién bao gom it nhat 1a
mot mién bién dbi chudi ning (VH) va it nhat 12 mot mién bién déi chudi nhe (VL),
trong do

VH CDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY
(SEQ ID NO: 13),

VH CDR2 bao gdm hodc gém c6 trinh ty axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ
ID NO: 12),

VH CDR1 bao gbém hodc gém c6 trinh tu axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),
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VL CDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh tr axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gdm hodc gdm c6 trinh tr axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
VL CDR1 bao gdm hoic gbm c6 trinh ty axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an uu ti€n cua sang ché, khang thé ma gan két dac hiéu voi
phttc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh duoc cai thién bao gdm it nhat la
mot midn bién ddi chudi ning (VH) va it nhit 12 mot mién bién ddi chudi nhe (VL),

trong do

VH CDR3 bao gém trinh tu axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:
13),

VH CDR2 bao gdm trinh ti axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),
VH CDR1 bao gdm trinh ti axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),

VL CDR3 bao gdm trinh ti axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),

VL CDR2 bao gdm trinh ti axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDR1 bao gdm trinh ti axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an wu tién cua sang ché, khang thé ma gin két ddc hiéu véi
phttc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh duoc cai thién bao gdm it nhét 1a
mot mién bién ddi chudi ning (VH) va it nhat 1a mot mién bién d6i chudi nhe (VL),

trong do

VH CDR3 gdm c6 trinh tu axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO: 13),
VH CDR2 gdm c¢6 trinh tir axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO: 12),
VH CDR1 gdm c6 trinh tr axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4),

VL CDR3 gdm c¢6 trinh tir axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),

VL CDR2 gdm c6 trinh tr axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va

VL CDRI1 gdm c6 trinh trr axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

Céc khang thé nay tot hon 12 c6 gia tri Kp nhé hon 1,7 x 10 M.

44



47804 45/151

Theo cac phuong an dac biét vu tién cua sang ché, khang thé gin két dic hiéu
v6i phirc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh dwgc cai thién bao gdm mién
bién ddi chudi nang (VH) bao gbdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 14 va
thy ¥ mién bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm hodc gdm c6 trinh tr axit amin SEQ ID

NO: 15.

Theo cac phuong an déc biét vu tién cua sang ché, khang thé gin két dic hiéu
v6i phitc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh dwoc céi thién bao gdm mién
bién ddi chudi ning (VH) bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 14 va mién bién dbi
chudi nhe (VL) bao gbm trinh tir axit amin SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong an ddc bi€t vu tién cua sang ché, khang thé gin két dic hiéu
v6i phirc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh duoc cai thién bao gdm mién
bién dbi chudi nang (VH) gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 14 va mién bién doi
chudi nhe (VL) gbm c6 trinh tur axit amin SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong an uu tién khac cua sang ché, khang thé gin két dac hiéu véi
phttc hop GARP-TGF-p1 va thé hién tinh 6n dinh duoc cai thién bao gdm chubi ning
bao gdm hodc gdm c6 trinh tyr axit amin SEQ ID NO: 16 va tuy ¥ chudi nhe bao gdm
hodic gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 17.

Theo cac phuong an uu tién khéac cua sang ché, khang thé gin két dac hidu véi
phttc hop GARP-TGF-p1 va thé hién tinh 6n dinh duoc cai thién bao gdm chubi ning
bao gdm trinh tir axit amin SEQ ID NO: 16 va chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 17.

Theo cac phuong an uu tién khac cua sang ché, khang thé gan két dic hiéu V(’ﬁ
phttc hop GARP-TGF-B1 va thé hién tinh én dinh dugc cai thién bao gdm chudi ning
gbm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 16 va chudi nhe gdm c6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 17.

Polynucleotit ma hoa khang thé GARP-TGF-p

Sang ché ciing d& cap dén cac phan tir polynucleotit bao gbm mét hodc nhiéu

trinh ty nucleotit ma héa khang thé GARP-TGF-B1 hodc manh gén két khang nguyén
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theo sang ché, vecto biéu hién chira trinh tu nucleotit nay cla sang ché lién két hoat
dong v6i trinh tu didu hoa ma cho phép biéu hién khang thé hodc manh cta ching
trong hé biéu hién té bao chu hodc phi té bao, va té bao chi hodc hé biéu hién phi té

bao chira vecto bicu hién nay.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, mién bién dbi chudi ning va/hodc mién bién ddi
chudi nhe cia khang thé GARP-TGF-B1 hoic manh gin két khang nguyén theo sang
ché dugc ma hoa béng cach trinh ty polynucleotit thir nhét va th hai, trong d6 trinh tur
polynucleotit thir nhat va thtr hai ndy bao gdm cac trinh ty axit amin SEQ ID NO: 18
va 19, trong ing. Theo cdc phuong an nhét dinh, cac polynucleotit ma hoa khang thé
GARP-TGF-B1 theo sang ché c6 thé bao gdm céc trinh tu bién thé ma héa cac mién
VH hoic VL chtic nang cia khang thé GARP-TGF-B1. Céc trinh tu bién thé ma héa
cac mién VH c6 thé thé hién do ddng nhét trinh tur it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%,
97% hoidc 99% khi tity ¥ duge sép thing hang véi SEQ ID NO: 18, va céc trinh tu bién
thd ma hoa cac mién VL c6 thé thé hién do ddng nhét trinh tu it nhat 12 80%, 85%,
90%, 95%, 97% hodc 99% khi tlly y dwoc sip thang hang véi SEQ ID NO: 19.

Theo cac phwong an nhit dinh, chudi ning va/hodc chudi nhe cua khang thé
GARP-TGF-B1 hodc méanh gin két khang nguyén theo sang ché dugc ma héa bang cac
trinh tu polynucleotit thit nhat va thtt hai, trong d6 cac trinh tu polynucleotit thir nhét
va thtt hai ndy bao gém cac trinh tr axit amin SEQ ID NO: 20 va 21, twong tng. Theo
cac phuong an nhét dinh, cic polynucleotit ma héa khang thé GARP-TGF-B1 theo
séng ché c6 thé bao gém cac trinh tu bién thé ma hoa chudi niang hoic chudi nhe cia
khang thé GARP-TGF-B1. Céc trinh tur bién thé ma hoa chudi nang c6 thé thé hién do
ddng nhét trinh ty it nht 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 97% hodc 99% khi ty y dwgc sdp
thing hang v6i SEQ ID NO: 20, va cac trinh tu bién thé ma hoa chudi nhe c6 thé thé
hién do dong nhit trinh tu it nhat 12 80%, 85%, 90%, 95%, 97% hodc 99% khi tuy y
dugc sdp thang hang véi SEQ ID NO: 21.

Trong ngt canh nay, % do d6ng nhat trinh tu gitta hai trinh ty polynucleotit c6
thé dugc xac dinh bang cach so sanh hai trinh ty nay dugc sdp thang hang theo cach

tdi wu va trong d6 trinh tu polynucleotit dugc so sanh c6 thé ¢6 thé bao gém viéc thém
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hogc b6t so v6i trinh tur tham chiéu dé viée sip thang hang t6i wu gitta hai trinh tu nay.
Ty 18 % do ddng nhét duogc tinh bing cach xac dinh s6 luong vi tr dong nhat trong d6
gbc nucleotit 1a dong nhAt gitra hai trinh tu, bang cach chia s6 vi tri ddng nhat cho téng
sb vi tri trong cua sb so sanh va nhan két qua thu dugce véi 100 dé thu dugc ty 1€ % do
ddng nhét gitra hai trinh tw ndy. Vi dy, c6 thé st dung chuong trinh BLAST, "trinh tw
BLAST 2" (Tatusova et al, "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and
nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) san c6 trén
ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2, cac thong s& dugc sir dung 1a cac théng sb cho truée mic
dinh (cu thé d6i voi cac thong s6 "diém phat khoang trong mé": 5, va "diém phat
khoang tréng mé rong": 2; ma tran dugc chon 13, vi du, ma tran "BLOSUM 62" dugc
dé xuit boi chuong trinh), ty 1€ % cia do déng nhét gitra hai trinh tu dugc so sanh

duoc tinh truc tiép bang chwong trinh.

Céc phan tr polynucleotit ma hoa khang thé theo sang ché bao gdm, vi du, phan
tt ADN tai t6 hop. Cac thudt ngit “axit nucleic", “polynucleotit” hodc "phan tr
polynucleotit" nhu dugc st dung ¢ diy co thé d6i cho nhau va dé chi phan tt ADN
hoic ARN bit ky, mach don hoic kép va, néu 1a mach don, phan tir cla trinh tw bd
sung cua no. Khi thao luin vé phan tir axit nucleic, trinh ty hodc c4u triic cia phan tir
axit nucleic cu thé c6 thé dugc mo ta & ddy theo quy udc thong thuong cia viée tao ra
trinh tu theo hudéng 5' dén 3'. Theo mot s& phuong 4an cia sang ché, céc axit nucleic
hodc polynucleotit 1a "dugc phén 1ap". Thuat ngit nay, khi dugc st dung cho phén tir
axit nucleic, dé chi phan tir axit nucleic ma dugc tach ra tir cc trinh ty ma ma né lién
ké trong hé gen c6 trong tw nhién cia sinh vét trong d6 no6 c6 ngudn gdc tir d6. Vi duy,
"axit nucleic phan 14p" co thé bao gdm phan tir ADN dugc chén vao trong vecto, nhu
plasmit hodc vecto virut, hodc dugc tich hgp vao ADN bd gen cua té bao nhan so hoic
nhan chuén hodc sinh vat chi khong phai nguoi. Khi duogc st dung cho ARN, thuat
ngit "polynucleotit phan lap" chu yéu dé chi phan tir ARN dugc ma hoa bang phan tir
ADN phan 14p nhu dugce dinh nghia ¢ trén. Theo cach khac, thuat ngir nay co thé chi
phan tt ARN ma duoc tinh ché/tach tir cac axit nucleic khac ma no6 s& duoc di kém
trong trang thai ty nhién cta no (tirc 1a trong té bao hodc md). Polynucleotit phan 14p

(ADN hodc ARN) co thé con 1a phan tit duoc truc tiép tao ra bang phuong phap sinh
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hoc hodc téng hop va dugc tach khéi cac thanh phan khic c¢6 mit trong qua trinh san

xuat no.

P& san xuit tai td hop khang thé theo sng ché, polynucleotit tai t6 hop ma hoa
n6 c6 thé duge tao ra (bang cach sir dung k¥ thuat sinh hoc phén tr chuén) va duoc
chén vao trong vecto ¢6 kha ning sao chép hodc dé biéu hién trong té bao chu dugc
chon hoiic hé biéu hién phi t& bao. Céc té bao chi thich hop c6 thé 1a sinh vat nhén so,
nidm men, hodc sinh vAt nhan chuén bac cao dic biét 1a té bao dong vat ¢6 vi. Vi du vé
chc dong té bao chi dong vat c6 v hitu dung 1a dong té bao than khi CV1 dugc bién
nap SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); dong té bao than phdi ngudi (€ bao 293 hogc
293 duoc tach dong phu dé nudi trong moi trudng nudi ciy huyén phu, Graham va céac
déng tac gia, J. Gen Virol. Virol. 36:59 (1977)); t€ bao than chudt con hamster (BHK,
ATCC CCL 10); t& bao budng trimg chudt ddng Trung Quéc/-DHFR (CHO, Urlaub et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); té bao sertoli chudt (TM4, Mather,
Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); té bao u tiy xuong chudt SP2/0-AG14 (ATCC
CRL 1581; ATCC CRL 8287) hoac NSO (bd suu tadp ching HPA sb 85110503); té
bao than khi (CV1 ATCC CCL 70); té bao than khi xanh chéu Phi (VERO-76, ATCC
CRL-1587); té bao caxinom cb tir cung & nguoi (HELA, ATCC CCL 2); té bao than
cho MDCK, ATCC CCL 34); té bao gan chudt buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
t& bao phdi ngudi (W138, ATCC CCL 75); té bao gan ngudi (Hep G2, HB 8065); khoi
u va chuot (MMT 060562, ATCC CCL51); té bao TRI (Mather et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); té bao MRC 5; té bao FS4; va dong té bao ung thu gan
nguoi (Hep G2), cling nhu dong té bao PERC-6 ctia DSM. Vecto biéu hién thich hop
dé s dung trong mdi mot trong s6 cac té bao chu nay thuong da duge biét dén trong
linh vuec.

Nén luu ¥ rang thuat ngit "t bao chu" thuong dé chi dong té bao dugc nudi ciy.
Trong khi con nguoi trong do vecto bidu hién ma hoa khang thé hoic manh gin két
khang nguyén theo sang ché dugc dua vao 16 rang dugc loai trir khoi dinh nghia vé “té

bao chu”.
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San xuét khang thé

Theo mot khia canh, sang ché ciing dé cap dén phwong phép tao ra khang thé
theo sang ché ma bao gdm viéc nuodi ciy té bao chu (hodc hé biéu hién phi t& bao)
chira mot hodc nhiéu polynucleotit (vi du vecto bidu hién) ma hoa khang thé trong cac
didu kién cho phép biéu hién khang thé, va thu hdi khang thé dugc biéu hién. Quy
trinh biéu hién tai t6 hop nay c6 thé dugc st dung dé san xuét cac khang thé trén quy
md 16n, bao gdm khang thé GARP-TGF-B1 theo sing ché, bao gdm khang thé don
dong dugc dy dinh dé chira bénh cho nguoi. Cic vecto, dong t€ bao va quy trinh san
xudt thich hop dé san xuat khang thé tai t6 hop trén quy mo 16n thich hop dé sir dung
trong diéu tri bénh in vivo thudng sin c6 trong linh vuc nay va duge biét 13 boi nguoi

¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay.
Dugc phim

Pham vi cta sang ché bao gom dugc pham chtra mot hoic t6 hop cua khang thé
GARP-TGF-B1 theo sang ché, hodc manh gin két khang nguyén ctia chung, dugc bao
ché v&i mét hodc nhiéu chét mang hodc ta dugc duge dung. Cac duge phém nay co thé
bao gdbm mdt hodc td hop ciia cac khang thé (vi du hai hay nhiéu khéc nhau) GARP-
TGF-B1. Céc k¥ thuat bao ché khang thé don dong dé st dung trong diéu tri bénh cho
nguoi ciing dugc biét 15 trong linh vuc nay va dugc xem trong, vi du, Wang et al.,
Journal of Pharmaceutical Sciences, V0l.96, pp1-26, 2007, ndi dung cua chung dugc

két hop toan bd vao diy bang cach vién dan.

Theo céc phuong an nhét dinh, duoc phdm duge bao ché dé dung cho dbi twong
qua duong dung thich hop bao gébm nhung khong gi6i han & dung trong tinh mach,
trong co, trong da, trong mang bung, dudi da, trén mang cirmg, mil, miéng, truc trang,

khu tra, xong hit, trong miéng (vi du dudi ludi), va qua da.

T4 duoc duge dung c6 thé duoc sir dung trong céc dugc pham nay bao gbm,
nhung khong giéi han ¢, cac chét trao d6i ion, nhom oxit, nhom stearat, lexithin,
protein huyét thanh, nhu albumin huyét thanh nguoi, céc chit dém nhu phosphat,
glyxin, axit sorbic, kali sorbat, hdn hop glyxerit mot phﬁn cua axit béo thuc vat bao

hoa, nudc, mubi hodc chit dién phén, nhu protamin sulfat, dinatri hydro phosphat, kali
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hydro phosphat, natri clorua, mubi k&m, silic oxit dang keo, magie trisilicat, polyvinyl
pyrolidon, chidt gbc xenluloza, polyetylen glycol, xyclodextrin, natri
carboxymetylxenluloza, polyacrylat, sap, polyetylen-polyoxypropylen-polyme Kkhéi,

polyetylen glycol va m& ctru.
Sir dung khang thé GARP-TGF-B1 trong diéu tri bénh

Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo séng ché c6 thé duoc st dung
trong phuong phap didu tri, trong d6 d6i tugng c6 nhu cau duoc dung lugng cé tac
dung diéu tri bénh ciia khang thé GARP-TGF-B1 hoic manh gin két khang nguyén
cua nd. Theo cadc phuong an nhat dinh, khang thé hodc manh gén két khang nguyén
theo sang ché c6 thé dugc st dung trong phuong phap didu tri, trong d6 dbi tuong 1a
nguoi c6 nhu cdu dugc dung luong co tac dung diéu tri bénh cta khang thé GARP-
TGF-B1 hodc manh gin két khang nguyén cia né. Sang ché @& cap dén khang thé hoac
manh géin két khang nguyén clia n6, ma gin két vé6i phirc hgp GARP va TGF-B1 cia

ngudi, & ding lam thube.

Céac khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché gin két vé6i phirc
hop GARP-TGF-B trén té bao T diéu hoa va c6 thé phong bé hoic trc ché sy san xuat
hodc giai phong TGF-B hoat tinh. Vi thé, theo mét khia canh khéac cua sang ché, sang
ché dé cap dén phuong phép diéu tri cho dbi twong c6 hoic dé bi cac r6i loan lién quan
dén TGEF-B. Cac phuwong phap nay bao gbm viéc str dung cho ddi tugng c6 nhu cau

mot luong c6 tac dung diéu tri bénh cua khang thé GARP-TGF-B1 theo séng ché.

Céc rdi loan lién quan dén TGF-B dugc lay 1am vi du bao gom, nhung khong bi
giGi han &, bénh viém, lay nhiém man tinh, ung thu, chirg xo héa, ménh tim mach,
bénh mach mau ndo (vi du dot quy thiéu méu cuc bd), va bénh thoai hoa than kinh.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, rdi loan lién quan dén TGF-P 14 lay nhiém man tinh.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, rdi loan lién quan dén TGF-B 1a ung thu.

Dé str dung trong viéc dung cho d6i tuong, khang thé hozc manh gin két khang
nguyén theo sang ché c6 thé duogc bao ché thanh dugc pham. Cac dugc pham nay c6
thé dugc dung qua dudng miéng, ngoai dudng tiéu hoa, bang cach xo6ng hit, khu tru,

trong truc trang, trong mii, trong m4, trong am dao hodc dang vién cdy. Thuat ngir
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“dung” nhu dugc st dung & day bao gdm nhung khong gi6i han céc k¥ thult tiém hodc
truyén dudi da, trong tinh mach, trong mang bung, trong co, trong khép, trong bao
hoat dich, trong xuong trc, trong ndo tiy, trong gan, trong vung thuong t6n, trong khoi

u, va trong so.

Dang tiém vo trung cua dugc pham c6 thé & dang hdn dich trong nuéc hoic
diu. Cac hén dich nay c6 thé duoc bao ché theo k¥ thuat di biét trong linh vuc nay
bang cach sir dung tdc nhan phan tan hodc thAm w6t va tac nhan tao huyén phu thich
hop. Ché phim vo trung tiém duge ciing c6 thé 1a dung dich hozc hdn dich v trung
tiém dugc trong chat pha lodng hoic dung méi khong doc, st dung duoc theo dudng
ngoai tiéu hoa. Trong s céc chét din thudc va dung méi chip nhan dugc ma co thé
duogc st dung 1a nuéce, dung dich Ringer va dung dich natri clorua dang truong. Ngoai
ra, cac diu cb dinh v6 khuén thong thuong dugc st dung lam dung mdi hodc mdi
truong huyén phi hoa. Nhim muc dich nay, dau 6n hoa, c¢b dinh bt ky co6 thé duge sir
dung bao gdm cac mono hozc diglyxerit téng hop. Axit béo, nhu axit oleic va cac dan
xuét glyxerit ctia n6 1a hitu ich trong viéc bao ché ché phim tiém, nhu céac dau dugc
dung tu nhién, nhu dau oliu hodc diu thau dau, dic biét & dang polyoxyetyl hoa cia
chung. Cac dung dich hodc hén dich trong diu nay co6 thé con chira chat pha lodng
hodc chét phan tan trong rugu mach dai, nhu carboxymetyl xenluloza hodc cac tac
nhan phan tan twong tuy thuong dugc su dung trong qua trinh bao ché cac dang lidu
duoc dung bao g(”)m nhil tuong va hén dich. Cac chét hoat dong bé mat khac thuong
dugc st dung, nhu Tweens, Spans va cac tac nhan nhii héa hoac chét tang cuong do
sinh kha dung khéac thuong dugce st dung trong qua trinh bao ché cac dang liéu dugc

dung rén, 16ng, hodc dang liéu khac, cling c6 thé duoc str dung cho muc dich bao ché.

Phac dd hoic lidu luong dé dung khang thé hoic manh gin két khang nguyén
ctia no trong dugce phdm c6 thé xac dinh dugc theo cac phuong phap da biét dbi voi
cac loai san phdm nay, vi du str dung huéng dAn ctia nha san xuit. Vi du, khang thé c6
mat trong duoc phdm theo séng ché ¢6 thé duge cung cip & nong do 1a 10 mg/mL
trong 6ng sir dung mot lan 100 mg (10 mL) hozc 500 mg (50 mL). San pham duoc bao
ché dé dung trong tinh mach (IV) trong natri clorua 9,0 mg/mL, natri xitrat dihydrat
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7,35 mg/mL, trong polysorbat 80 0,7 g/mlL, va nuéc v trung dé tiem. Do pH dugc
hiéu chinh téi gia tri 6,5.

Dé sir dung trong 1am sang, khing thé hodc manh gin két khang nguyén c6 thé
duge dung cho ddi tugng mdt hoic nhiu liéu. Dé ding ngoai dudng tiéu hoa, lidu don
khang thé hodc manh ghn két khang nguyén c6 thé 13, vi dy, khoang 0,01 dén khoang
100 mg/kg thé trong. Theo mdt phuong 4n, lidu don khang thé hodc manh gan két
khang nguyén c6 thé, vi du, khoang 0,1 dén khoang 50 mg/kg thé trong. Theo mot
phuong én, lidu don khang thé hoic méanh gén kéf khang nguyén c6 thé, vi du, khoang
1 dén khoang 20 mg/kg thé trong. Déi v6i viée ding nhéc lai, cac lidu riéng ré& c6 thé
dugc dung ban cach duong ding gidng hodc khac nhau. Cling d6i v6i dung nhic lai,
céc lidu riéng r& co6 thé gidng hodc khic nhau. Vi du, liéu th&r nhét hodc liéu tan cong
¢6 thé 16n hon liéu sau d6. Ciing dbi véi viée ding nhic lai, cac liéu riéng 1& c6 thé
duoc dung trong phac dd c¢b dinh hodc phac dd diéu chinh hodc thay déi dugc, vi du,
dua trén diéu kién 1am sang hodc dép ing 1am sang ctia bénh nhén. Ciing db6i voi viec
ding nhic lai, cac lidu riéng r& thuong c6 thé duge ding mot lan mdi ngay, hai ngay
mot 14n, mot 1an mdi 3, 4, 5, 6, hodc 7 ngay, mot 14n mot tudn, hai tudn mot 1an, mot
1An mdi ba hodc bdn tudn, hodc hai thang mot l1an. Cac phéac dd khac ciing duoc bao
gOm boi sang ché.

Nguoi ta danh gia dugce rang cac lidu lwong va phac dd nay 1a 14y lam vi du va
mot phac dd va ché do dung t6i wu c6 thé duoc xac dinh bang cach can nhéc dén cac
yéu t6 nhu khang thé hodc manh gin két khang nguyén cu thé duoc dung, bénh hoic
161 loan duoc diéu tri, kich thuéc, tudi va tinh trang bénh cua dbi tuong duogc diéu tri,
va duong dung, cac li€u phap khac duoc dung cho dbi twong, va 4i luc va kha niang
dung nap ctia khang thé cu thé. Viéc xem xét dén cac yéu t6 va viéc dung theo lidu nhu
vay ¢6 thé dugc xac dinh bang mdt hodc nhiéu thir nghiém 1am sang.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap dé ting cuong hé mién dich & d6i
tugng c6 nhu cau, bao gdm viéc dung cho d6i trong nay mot luong c6 tac dung diéu
tri bénh cta khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo sang ché. Sang ché ciing

dé cap dén phuong phap e ché chirc ndng rc ché mién dich cua Treg ngudi ¢ doi
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tuong c6 nhu ciu, bao gdm viéc ding cho dbi twong nay mot luong c6 tac dung didu

tri bénh ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo sang ché.

Sang ché ciing dé cap dén phwong phap diéu tri ung thu bang cach sir dung
khang thé GARP-TGF-B1 va méanh gin két khang nguyén theo sang ché. Céac phuong
phép nay bao gdm viéc gidm trc ché mién dich trong mdi truong khéi u & d6i tuong co

nhu cau.

Dbi véi cac phuong an trong d6 khang thé GARP-TGF-B1 hodc manh gin két
khang nguyén cua no6 la dé sir dung trong cc phuong phap diéu tri ung thu, khang thé
hodc manh gin két khang nguyén cua n6 c6 thé dugc dung két hop voi mot hodc nhiéu
phuong phép diéu tri ung thu bd sung, vi du mot hoic nhiu tic nhan tri liéu mién

dich.

Dbi véi cac phuong 4n trong d6 khang thé GARP-TGF-B1 dugc dung két hop
v6i tac nhan tri liéu min dich, tac nhén tri liéu mién dich nay c6 thé 1a vacxin khéi u.

Theo cach khac, tac nhén tri li¢u mién dich co thé 1a khang thé kich thich mién dich.

Khong mudn bi rang budc boi ly thuyét, khang thé theo sang ché s& c6 kha ning
cai thién hiéu qua cta tac nhan tri li¢u mién dich bang cach ngin ngira hodc lam giam
nhe sy Grc ché mién dich bét ky. Theo cac phuong an nhét dinh, t6 hop v6i tac nhan tri

Jiéu mién dich c6 thé thé hién tac dung hiép dong.

Cac loai ung thu khac nhau c6 thé dugc diéu tri theo phuong phap dwge md ta &
day bao gdm nhung khong gidi han & ung thu biéu mo tuyén thuong than, ung thu hau
mon, ung thu bang quang, khdi u ndo, u than kinh dém, caxinom Vi, u carcinoid, ung
thu ¢b tir cung, caxinom két trang, ung thu mang trong tir cung, ung thu thuc quén,
ung thu ng mat ngoai gan, khéi u Ewing, khéi u té bao mam ngoai bao, ung thu mat,
ung thu tdi mat, ung thu da day, u té bao mam, u nguyén bao nudi do thai nghén, ung
thu dau va cb, ung thu manh ha hau, caxinom té bao dao, ung thu than, ung thu thanh
quan, bénh bach cau, ung thu mdi va khoang miéng, ung thu gan, ung thu phdi, ung
thu hé bach huyét, ung thu hic t, u trung biéu md, caxinom té bao Merkel, ung thu
du cb té bao vay di cin, u tuy, khéi tan sinh, ung thr vom mii hong, u nguyén bao

than kinh, ung thu miéng, ung thu hau hong, sacom xuong, ung thu buéng trimg, ung
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thu tuyén tuy, ung thu xoang va mili, ung thu tuyén can giap, ung thu duong vat, u tiy
thuong than, ung thu tuyén yén, u tan sinh tuong bao, ung thu tuyén thuong than,
sacom co van, ung thu tryc trang, caxinom té bao than, ung thu tuyén nudc bot, ung
thu da, sarcom Kaposi, ung thu bach huyét té bao T, sarcom md mém, ung thu da day,
ung thu tinh hoan, u tuyén rc, ung thu tuyén giap, ung thu niéu dao, ung thu tir cung,

ung thu 4m dao, ung thu &m hg, hodc khéi u Wilms.

Céc khang nguyén khdi u thich hop dé st dung lam vacxin khéi u da biét trong
linh vuc bao gém vi du: (a) khang nguyén ung thu-tinh hoan nhu polypeptit ho NY-
ESO-1, SSX2, SCP1 ciing nhu RAGE, BAGE, GAGE va MAGE, vi du, GAGE-1,
GAGE-2, MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, va MAGE-
12 (c6 thé duoc sur dung, vi du, dé giai quyét u melanin, phéi, dau va ¢, NSCLC, v,
da day rudt, va bang quang), (b) khang nguyén dot bién, vi du, p53 (lién quan dén céc
khdi u rén khac nhau, vf du ung thi dai truc trang, phéi, dau va cé), p21/Ras (di kem
v0i, vi du u melanin, ung thu tuyén tuy va ung thu dai truc trang), CD 4 (di kém vai, vi
du u melanin), MUM 1 (di kém véi, vi du u melanin), caspaza-8 (di kém v6i, vi du dau
va cb ung thu), CIA 0205 (di kém véi, vi du ung thu bang quang), HLA-A2-R1701,
beta catenin (di kém véi, vi du u melanin), TCR (di kém véi, vi du u lympho khong
Hodgkins té bao T), BCR-abl (di kém véi, vi du bénh bach ciu man tinh do tiy
xuong), triosephosphat isomeraza, IA 0205, CDC-27, va LDLR- FUT, (c) khang
nguyén ddng bidu hién, vi du, Galectin 4 (di kém v6i, v/ du ung thu dai truc trang),
Galectin 9 (di kém véi, vi du bénh Hodgkin), proteinaza 3 di kém v6i, vi du bénh bach
cAu man tinh do tay xuong), WT 1 di kém véi, vi du cac bénh bach cau khac nhau),
carbonic anhydraza di kém véi, v/ du ung thu thén), aldolaza A di kém véi, vi du ung
thu phé)i), PRAME di kém véi, vi du u melanin), HER-2/neu di kém véi, vi du ung thu
va, rudt két, phdi va budng tring), alpha-fetoprotein di kem v6i, vi du ung thu gan),
SA di kém voi, vi du ung thu dai tryc trang), gastrin di kém véi, vi du ung thu tuyén
tuy va da day), protein xtc tac telomeraza, MUC-1 di kem v0i, vi du ung thu vl va
budng tring), G-250 di kém v6i, vi du caxinom té bao than), va khang nguyén ung thu
phoi di kem véi, vi du ung thu vi, ung thu phéi, va cac ung thu cua 6ng da day rudt
nhu ung thu dai truc trang), (d) khang nguyén dung chung, vi du, khang nguyén biét
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héa u melanin-té bao hic t& nhu MART-I/Melan A, gp100, MCIR, thu thé hormon
kich thich té bao hic td, tyrosinaza, tyrosinaza lién quan dén protein- 1/TRPI va
tyrosinaza lién quan dén protein-2/TRP2 di kém vé6i, vi du u melanin), (e) khang
nguyén lién quan dén tuyén tién liét nhu PAP, PSA, PSMA, PSH-P1 , PSM-P1, PSM-
P2, di kém v6i vi du ung thu tuyén tién liét, (f) idiotyp globulin mién dich (di kém véi
u tiy va u lympho té bao B, vi du), va (g) cac khang nguyén khédi u khac,nhu khang
nguyén chira polypeptit va sacarit bao gdm (i) glycoprotein nhu sialyl Tn va sialyl
Le<x> di kém v6i, vi du ung thu va va dai truc trang) cling nhu cidc muxin khac nhau;
glycoprotein ¢co thé ghép cip v6i protein mang (vi du MUC-1 ¢6 thé ghép cap véi LH);
(ii) lipopolypeptit (vi du MUC-1 lién két véi gbe lipit); (iii) polysacarit (vi du
hexasacarit tong hop Globo H), ma c6 thé duoc ghép cip véi protein mang (Vi du véi
KLH), (iv) cac gangliosit nhw GM2, GM12, GD2, GD3 di kém véi, vi du ung thu néo,
phdi, u melanin), ma cling c6 thé ghép cip v6i protein mang (vi du KLH). Céc khang
nguyén khdi u khac bao gdm pi 5, Hom/Mel-40, H-Ras, E2A-PRL, H4-RET, IGH-
IGK, MYL-RAR, khang nguyén virut Epstein Barr, EBNA, khang nguyén
papillomavirut & nguoi (HPV), bao gdm céac khang nguyén E6 va E7, virut viém gan B
va C, khang nguyén virut gdy bénh ung thu mau té bao T & nguoi, TSP-180,
pl85erbB2, pl80erbB-3, c-met, mn-23H 1, TAG-72-4, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17,1,
NuMa, K-ras, p 16, TAGE, PSCA, CT7, 43-9F, 5T4, 791 Tgp72, beta-HCG, BCA225,
BTAA, CA 125, CA 15-3 (CA 27.29\BCAA), CA 195, CA 242, CA-50, CAMA43,
CD68\KP1, CO-029, FGF-5, Ga733 (EpCAM), HTgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag,
MOV 18, NB/70K, NY-CO- 1, RCAS1, SDCCAG16, TA-90 (protein gan két Mac-
2/protein li€n quan dén xyclophilin C), TAAL6, TAG72, TLP, TPS, va cac khang

nguyén tuong tu.

Cac khang thé kich thich mién dich thich hop bao gdom, nhung khong bi gidi
han &: khéang thé khang CTLA-4, khang PD1, khang PDL1 va khang KIR.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phép diéu tri ung thu dugc mo ta ¢ day,

bao gdm viéc dung cho d6i tuong khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo
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sang ché trudc, dong thoi va/hodc sau khi dung cic tic nhan khang ung thu hoac

phuong phép diéu tri bénh ung thu khac, nhu phuong phép hoa tri liu.

Sang ché ciing bao gbdm phurong phap ngan ngira cac bénh 14y nhiém bang cach
dung khéang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché dé cai thién hiéu qua
cua phac dd ching ngira. Vi du, phuong phap theo sang ché ¢6 thé bao gdbm ngan ngira
cac bénh lay nhiém nhu HIV, sdt rét, hodc Ebola bang cach ding két hop khang thé
hodc manh gin két khang nguyéns nhu dwgc mo ta & dy cling vdi cac vacxin cu thé
d6i voi cac bénh nay.

Cac bo kit

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén kit bao gff)m it nhat 1a mot khang

thé GARP-TGF-B1 hoic manh gin két khang nguyén cua sang ché.

Thuét ngit “kit” duge du dinh dé c6 nghia 14 san pham bét ky (vi du gbi hodc
vét chira) bao gom it nhit 12 mot chét phan tng, vi du khdng thé hodc manh gin két
khang nguyén cua sang ché, dé gin két dac hidu phirc hgp GARP-TGF-B1. B kit nay
¢6 thé duoc quang ba, phan phéi ho#c ban dudi dang mot don vi dé thuc hién phuong
phép cua sang ché. Hon nita, bit ky hodc tat ca cac chét phan tng trong bo kit c6 thé
dugc cung cép trong cac vat chia dé bao vé ching khoéi moi truong bén ngoai, chang
han nhu trong cac vat chira kin. Cac bd kit dung cu cling ¢6 thé bao gdbm t& huéng dan

str dung mo ta bo kit nay va phuong phap sur dung no.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& duoc hiéu 1o hon bang cach tham khédo céac vi du dudi day.
Vi du 1: Tao dong mim khéng thé LHG-10.6

Viéc san xuit va mo ta dic diém khang thé “LHG-10” dugc md ta trong cac
don quéc té s6 W02015/015003 va W0O2016/125017, toan b ndi dung cia né duge
két hop vao day. Khéng thé LHG-10 duoc tao ra bang cach giy mién dich cho lac da
khong budu bing cac t& bao HEK293E biéu hién qud muc phirc hgp GARP-TGF-B1
cia nguoi, va dugc nhan biét béng cach chon lya va sang loc GARP-TGF-B1 Fab.
Phuong phap x40 tron chudi nhe (nhu dwoc md ta vi du, trong don qudc té sb
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W02014/033252) dugc sit dung dé cai thién ai lyc cia khang thé don dong LHG-10,
va bién thé “LHG-10.6” (& day con duoc goi la 17H5) duge xac dinh 1a ¢6 dac diém
gén két cai thién. Céc trinh ty VH va VL ctia LHG-10 va bién thé LHG-10.6 dwgc x40

tron Vi duogc thé hién & trén 3.

Bang 3
SEQ ID NO.
Mién VH ciia | EVQLVQPGAELRNSGASVKVSCKASGYRFT | 1
LHG-10 va |SYYID WVRQAPGQGLEWMG
LHG10.6 RIDPEDGGTKYAQKFQG
RVTFTADTSTSTAYVELSSLRSEDTAVYYCAR
NEWETVVVGDLMYEYEY WGQGTQVTVSS
Mién VL ciia | DIQMTQSPSSLSASLGDRVTITC 2
LHG-10 QASQSISSYLA WYQQKPGQAPKLLIY
GASRLQT
GVPSRFSGSGSGTSFTLTISGLEAEDAGTYYC
QQYDSLPVT FGQGTKVELK
Mién VL ciia | DIQMTQSPSSLSASLGDRVTITC 3
LHG10.6 QASQSISSYLA WYQQKPGQAPNILIY
GASRLKT
GVPSRFSGSGSGTSFTLTISGLEAEDAGTYYC
QQYASVPVT FGQGTKVELK

Khéng thé 17H5 duge phat hién 1a c6 do ddng nhat 88,5% véi trinh tw dong mam
clia ngudi gan nhit (X92343|IGHV1-46*01) qua mién VH va d dong nhat 86,2% v6i
trinh ty dong mam cua ngudi gin nhat (X59315[IGKV1-39%01) qua mién VL. Khang

thé duoc tao dong mam theo phuong phép 3 budc:

1- LAap rap thu vién gen bang cach str dung cac oligonucleotit chdng lap dé tao ra

theo cach tdng hop gen ma héa chudi (VL) va chudi ning (VH) bién dbi bang

PCR.

2- Téach dong thu vién gen vao trong vecto (pCB13) chira cac gen mé hoa chudi

ning ving hing dinh (CH1) va chudi nhe kappa (Ck) ving hing dinh cia ngudi

(cAu truc thu vién).
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3- Chon loc cac Fab chic nang bang cach st dung chon loc 4i luc va biéu hién

bing thé thuc khuan.
1. Chu truc thu vién

VH ciia 17H5 duogce so sanh véi trinh ty dong mam ciia nguoi gin nhét va cac
gbc khung 1am viéc léch voi dong mam cia ngudi duge nhan biét. Cac gbc khung 1am
viéc nay dugc phép dot bién thanh gbc c6 mit trong ving V cia ngudi, trong khi cling
duy tri trong thu vién gbc ban dau. Céac gbc 12 VH duge phép dot bién thanh cac gbc
twong duong véi chiing ciia nguoi dugce thé hién ¢ bang dudi day. Ngoai cac dot bién
tao dong mam nay, vi tri isome héa trong CDR2 (D54;D55) va vi tri oxy hoa trong
CDR3 (M100f) dwoc phép dot bién. Céac vi tri nay dugc thé hién trong bang dudi day.

Bang 4 Géc dwgc hwong dich trong mién VH 17H5

Vi tri Aalac da Aa dot bién Xac sudt | Cac dong
1 Q 0,5 2
7 P S 0,5 2
11 L \% 0,5 2
12 R K 0,5 2
13 N K 0,5 2
14 S P 0,5 2
28 R T 0,5 2
54 (HCDR2) |D E 0,5 2
55 (HCDR2) |G A 0,5 2
69 F M 0,5 2
71 A R 0,5 2
78 A \4 0,5 2
80 \ M 0,5 2
100f (HCDR3) | M L/T 0,33 3
108 Q L 0,5 2

Pbi v6i Vk ctia 17H5, viée so sanh gifra trinh ty dong mam ctia nguoi gan nhat
va c4c trinh tr khung 1am viéc din dén viéc nhan biét 11 goc dugce hudéng dich. Cac vi

tri nay duoc thé hién trong bang duéi day.
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Bang 5: Cac gbc dwge hwong dich trong mién VL 17H5

Vi tri Aalac da Aa dotbién | Xacsudt | Cac dong
11 L \% 0,5 2
42 Q K 0,5 2
45 N K 0,5 2
46 I L 0,5 2
70 S D 0,5 2
77 G S 0,5 2
79 E Q 0,5 2
80 A P 0,5 2
83 A F 0,5 2
84 € A 0,5 2
106 L I 0,5 2

Kich thuéc ly thuyét cua thu vién dugc tao dong mam 17H5 duge thé hién & bang 6.

Bang 6

17H5
Kich thude cua thu vien VH | 5x 10™
Kich thudc cia thu vién VL | 2x 10"
Kich thuéce cua thu vién cudi 1 x10°

cung

2. Tao cau truc thu vién gen

59/151

Céc thu vién duoc tao dong mam dugc tao ra bang cach lap rap gen. C4c gen

tdng hop ddi véi VH va VL (hai bd) dugc dua trén thiét ké nay dugc tao ra bang viéc

lap rép trén co s& PCR (Stemmer e al., Gene (1995) 164: 49 - 530). Cac oligonucleotit

chéng lap véi cac dot bién dic hiéu trén céc vi tri nhit dinh duogc lép rap béng PCR.

Cac nucleotit dugc lam thoai hoéa dé ma hoa axit amin cua ngudi va lac da khong

buéu. Viéc nay duoc thuc hién d€ ngan chan viéc mat hoan toan viéc gan ket trong

truomg hop lac da khong budu goc 1a quan trong doi véi do On dinh, sy xoan cudn

hodc gan két ai luc cao.
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Céac gen tong hop cua cic thu vién 17H5 Vi va VH dau tién dugc tach dong
trong pCB13-CK1, vecto phagemid véi cac mién Ck va CHI ctia ngudi, twong Ung.
Sau khi tao cAu truc cac thu vién con VKCk va VHCHI1 nay, cac thu vién cudi cung
duoc thue hién bing cach thit doan gin chén ndi chudi ning vao trong thu vién chudi
nhe. PCR khudn lac dugc thuc hién dé xac dinh ty 1& % gan chén va cac dong dugc
chuyén dén dé giai trinh tu d8 dam bao ring tit ca cac dot bién mong mudn c6 mit

trong thu vién. Ddc diém cua cac thu vién khac nhau duge mo ta trong bang dudi day.

Bang 7: Dic trung ciia cac thw vién dugc tao dong mam 17H5

17H5
Kich thude cua thu vién VH 1E5
Kich thudc cua thu vién VL 1E3

Kich thudc cua thu vién cudi ciing | 1E8

% gan chén 85%

Cac thu vién tao dong mam duoc phét hién 1a co chét luong tt va co6 thé duoc

st dung dé chon loc.
3. Chon loc cac Fab voi do déng nhét cao véi nguoi

Viéc biéu hién bang thé thuc khuan dugc sit dung dé chon loc Fab ¢6 ai luc cao
dbéi v6i phitc hop GARP-TGF-B1 cua ngudi, nhu dugec mo ta truéc do trong
W02015/015003, ndi chung ctiia ching duoc két hop toan bod vao day bang cach vién
dan. Ngin gon, cac dia vi chuén dugc phi O/N & 4 °C bang phtc hgp GARP-TGF-1
va ngay sau do, thé thuc khuan biéu hién Fab dugc u trong 2 gid trong cac 18 dugc phu
bang phirc hop & cac ndng d6 khac nhau. Céc dia dugc rira va thé thuc khuan dic hidu
duogc rira giai bang trypsin va dugc st dung dé 1ay nhiém cho céc té bao TG1. Chi tiét

vé céc diéu kién chon loc dugc liét ké trong bang 8.

Bang 8: Chi tiét vé cac chu trinh chon loc thwr vién dwgc tao dong méam ciaa 17H5

Chu |DPwa vao | huGARP-TGF- | Thoi gian | Khang nguyén

trinh | thé  thwe | p1 [ng/15] rira rira
Khuén (p)
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1 10 1000-100-10 - -

2 1 1000-100-10 - -

3 1 1000-100-10 2 gio 20 x huGT
4 1 1000-100-10 24 gio 20 x huGT
5 1 1000-100-10 72 gio 20 x huGT
6 1 1000-100-10 1 tuan 100 x huGT

Sau chu trinh chon loc thir nhét, viéc 1am giau chi quan sat dugc qua 16p pha
protein khong lién quan & ndng do 10pg/ml. Trong chu trinh 2, viéc 1am giau cao hon
glp 10 lan, trong khi luong thé thue khuan thip hon 10 lan. Bit déu tir chu trinh 3,
mirc d6 nghiém ngdt da dugc ting 1én bing cach tang thoi gian ria va bang cach thém
mot luong du muc tiéu vao dung dich. Mot du lugng 16n dich hoa tan la dung dich
dugc bd sung dé ngan chin viéc lién két lai cta thé thuc khuan da phan tach. ThAm chi
sau chu trinh thr 6, véi viée rira vai tdc do phan ly 1 tuan du luong dich hoa tan 100

14n, viéc 1am giau van quan sat dugc.
4. Sang loc cac Fab véi do dong nhat cao v6i nguoi

Céc dia mau duoc chon tir cdc chu trinh chon loc 2, 3, 4, 5 va 6 (48 dong cho
mdi chu trinh). Chét chiét chu chit dugc chuén bi va téc do phan ly dugc xéc dinh
bang SPR (sir dung Biacore). Tt ca cac dong dugc giai trinh tw ADN va trinh tur axit
amin duoc suy luan tir d6. Cac dong c6 do ddng nhat véi ving Ig V dong mam ngudi
trén 92% duge tom tit trong bang 9. Tdc do phan ly cla cdc dong nay dugc xac dinh
b%lng cac chét chiét chu chat trén SPR (st dung Biacore), va dugc so sanh véi tdc do

phén ly cua Fab 17H5.

Bang 9: Ai Ie gin két cia cac dong véi nhidu hon 92% téng dé dong nhat véi

nguoi
Fab Téc do | % ,d(‘”)ng % ’d?)ng % Vi tri isome héa | Nguy co oxy
phan ly | nhat VH | nhat VK | dong D54;GSS5 héa  M100f
(10 giay™) nhat (HCDR2) (HCDR3)
toan bo
17HS 2,01 88,5 86,2 87,4 Khoi luong | Khéi  lwong
(D54;G55) (M1001)
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*39A12 | 6,06 95,4 96,2 95,8 E54;G55 T100f
*39A5 | 1,9 94,2 96,2 95,2 Khéi lwong Khéi lwong
39H6 | 4.4 93,1 96,2 94,7 Khéi lwong Khéi lwrong
40H3 | 247 94,2 95,0 94,6 Khdi lugng Khéi lwong
39A10 | 1,77 942 95,0 94,6 Khéi luong Khdi lugng
*39B6 | 1,05 95,4 93,7 94,6 Khéi lrong Khdi lwong
39E6 | 8,61 96,5 92,5 94,5 Khdi lwong Khdi lugng
40G4 | 2,07 93,1 95,0 94,1 Khéi lugng Khéi lugng
38C3  |2,32 95,4 92,5 94,0 Khdi luong Khdi lwong
39G3 | 6,62 95,4 92,5 94,0 E54;G55 T100f
39G9 | 947 95.4 92,5 94,0 E54;G55 T100f
38F3 | 2,03 91,9 95,0 93,5 D54;A55 Khéi luong
*38F2 | 4,08 94,2 92,5 93,4 D54;A55 T100f
*39B10 | 2,36 95,4 91,2 93,3 E54;G55 Khéi lwong
39C6 | 7,89 95,4 91,2 93,3 E54;G55 T100f
39G6 | 7,79 94,2 91,2 92,7 Khéi luong L100f
38C5 | 1,69 90,8 93,7 92,3 E54;G55 Khéi lwong
38B2 [2,86 93,1 91,2 92,2 Khéi luong T100f

% 5 Fab dwgc dinh dang lai 1a IgG1 day d

5 dong thé hién tong s6 do dong nhét véi nguoi >93% va tbc do phan ly co thé

so sanh v6i 17H5 Fab bd me duoc tao dong lai 1a khang thé IgG1 nguoi hoan toan.
Céc trinh tw CDR, VH va VL cua céac khang thé nay dugc thé hién & cac bang 10, 11

va 12.
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5. Mo ta dic diém in vitro cia cac mAb c6 dd ddng nhét cao v6i gde khung lam viéc
clia nguoi

5 dong duogc tao dong mam duoc dinh dang lai thanh IgG1 nguoi dugc san Xuat
bang cach chuyén nhiém tam thoi trong té bao HEK 293E. Tét ca cac khang thé dugc
thir nghiém v& viéc gén két voi phirc hop GARP-TGF-B1 ctia ngudi bang SPR va thé
hién 4i luc gin két tvong tu nhu dong ban dau khong duogc tao dong mam (KD thép
hon 2-5 14n so vé6i 17H5). Viée thay d6i gbc M100f trong CDR3 thanh threonin 1am
giam Kp = 5 1An. Cac dac diém va tinh chét gin két cua 17H5 Ab dugc tao dong mam

duoc liét trong bang 13.

Bang 13: Cac dic diém va tinh cht gin két ciia 17H5 Ab duge tao dong mam

mAb KDM) [S6 1an|Vi tri isome | Nguy co| % % % dong
thay d6i | héaD54;G55 |oxy héa|dong |dong | nhét
M100f nhit | nhit | tong thé
VH VK
17H5 1,00E-10 | 1,0 Khéi  lwong | Khoi 88,5 86,2 87,3
DG) lwgng (M)
39B6 1,67E-10 | 1,7 Khéi  lwong | Khoi 95,4 93,7 94,5
DG) lwong (M)
39B10 | 2,62E-10 |2,6 EG Khoi 95,4 91,2 93,3
lwong (M)
39A5 2,98E-10 | 3,0 Khéi  lwong | Khoi 94,2 96,2 95,2
DG) lwgng (M)
38F2 4,80E-10 | 4.8 DA T 94,2 92,5 93,3
39A12 T | 5,05E-10 | 5,1 EG T 95,4 96,2 95,8

6. Do 6n dinh cia mAb 39B6 duoc tao dong mam

Dong 39B6 dugc chon lam dong dugc tao dong maim din dau dua trén dic
diém gin két ctia n6. Khing thé nay dwoc san xut thanh hai dang thiéu hut chuc ning
tac dong, hIgG1N?7Q va hIgG45*28F, cac thir nghiém do 6n dinh dugc thuc hién. Trude
khi thir nghiém d6 on dinh, 4i luc ctia khang thé 39B6 thiéu hut chirc ning tac dong
dbi voi GARP-TGF-B1 duoc thir nghiém bing BiacoreT200 sir dung chip CMS5 dugc
phi phttc hop GARP-TGF-B1 ¢ 750RU (bang 14) hodc dugc phu khang thé &
1000RU (bang 15).
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Bang 14

mAb Dang Kp (M) Sw khac biét vé gip cudn
LHG10.6 IgG1-N297Q 8,19E-10 1

39B6 IgG1-N297Q 8,63E-11 0,1

39B6 IgG4-S228P 3,13E-10 0,4

Bang 15

mAb Dang Kp M) Sw khac biét vé gip cudn
LHG10.6 IgG1-N297Q 5,34E-10 1

39B6 IgG1-N297Q 1,23E-09 2,3

39B6 IgG4-S228P 1,02E-09 1,9

67/151

Kha nang chiu nhiét cua khang thé 39B6 duoc thir nghiém bing cach sit dung quy

trinh sau day.

Chuén bi mau mAb: 1 ml mAbs (39B6-IgG1 va 39B6-IgG4), dung dich gbc
méi dugc chuin bi (5 mg/ml), dugc dit trong lo thiy tinh nap van thity tinh
2 ml va duogc bao quan ¢ 5 °C va 37 °C. Céac lo ngay lap tirc duge kiém tra su

vang mat cda cac hat.

Dbi chimg am PBS: cac phan phan uéc 1 ml PBS Dulbecco duoc loc duge
chuén bi trong céc lo thiy tinh 2 ml lam dbi chimg am tinh PBST. Céc lo ngay

14p tirc dugc kiém tra sy c6 mét cua céc hat.

Dbi chimg 4m PBSTw: cic phan phan uéc 1 ml PBS Dulbecco dugce loc chira
0,02% Tween80 (Sigma) dugc chuén bi trong céac lo thiy tinh 2 ml 1am db6i
chirng 4m tinh PBSTw. Cac l¢ ngay lap tic dugc kiém tra su c6 mit cla céc

hat.

Kiém soat mirc két tu cao: Céc phén phan udc 1 ml cia khang thé noi bd dugc
chuin bi vé6i su két tu 6 thé nhin thdy nhiéu trong cac lo thity tinh 2 ml.

MAu tham chiéu: déi v6i mdi khang thé, cac phan phan udc 60 pl mAb dugce
chuén bi trong cac 6ng PCR, tiét truing 500 pl, dugc dan nhan va dugc bao

quan ¢ -20 °C.
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Do 6n dinh cia khang thé duogc bao quan & cac nhiét do khac nhau va trong cac
diéu kién khac nhau (PBS v6i PBSTw) dugc theo ddi trong khoang thoi gian 56 ngay.
Anh hudng cla viéc bao quan 1én hoat tinh gin két voi dich nhu dugce xéac dinh bang
SPR (Biacore™) dugc thé hién trén Fig. 2. Nhu c¢6 thé quan sét dugc tir két qua da
néu, khang thé 39B6 (& & cac dang thiéu hut chtic ning tic dong) da thé hién xu
hudng c6 hoat tinh gin két véi dich thap hon trong ca PBS va PBS/Tween khi dugc
bao quan ¢ 37 °C. Ngugc lai, cac mau dugc bao quan & 5 °C khong thé hién viéc méat
hoat tinh gan két v&i dich mot cach dang ké trong thoi gian trén.

Vi du 2: Phat trién khing thé GARP-TGF-f1 v6i do 6n dinh dwgc cai thi¢n
2.1 San xuét cic bién thé 39B6

Viéc giam hoat tinh gén két v6i dich dugc luu ¥ & trén déi v6i khang thé 39B6
dugc phat hién 1a dugc lién quan dén viéc khir amit dién ra & céc vi tri 95-96 cia VH
CDR3. Nhu vy, cong viéc tiép theo dugc thuc hién dé cai thién d6 6n dinh ctia 39B6.

Déu tién, dong nay duoc cai bién chudi VH trong ving CDR2 dé dua vao phép
thay thé G55A (39B6-A). Cac vung VH va VL ctia 39B6-A dugc tach dong lai trong
khung TgG45228 nguoi tirc 1a dang khang thé ngudi thiéu hut chire nang tac dong.

Pé cb ghng cai thién do 6n dinh ciia khang thé 39B6-A IgG452%%, 5 bién the
duoc tao ra c6 cac dot bién & cac vi tri 95 hodc 96 cia CDR3 cua mién VH. Céc bién
thé nay duoc thé hién dudi day. Tét ca cac bién thé dugc tao ra & dang thiéu hut chirc

nang tac dong IgG45228%.

Bang 16: Cac bién thé 39B6-A

Bién thé Vi tri 95 Vi tri 96
39B6-AVE Vv E*
39B6-AYE Y E*
39B6-ANK N* K
39B6-ANR N* R
39B6-AEE E E*

* gdc dd c6 trong 39B6-A
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Khang thé duoc loc va dugc ¢o thanh 5mg/ml va dwgc bdo quan trong PBS

Dulbecco v6i 0,02% Tween80 (Sigma). Tween80 can dé 1am 6n dinh ché pham khéang

thé.

Ai luc cia tit ca céc khang thé (bao gdbm 39B6-A) d6i v6i GARP-TGF-B1
duoc thir nghiém bang BiacoreT200 st dung chip CM5 dwgc phu phirc hop GARP-

TGF-B1 & 150RU (bang 17) hodc duoc phu khang thé & 200RU (bang 18)

Bang 17

Bang 18

mAb Kp (M) S6 14n thay ddi
39B6-A 9,91E-10 1,0

39B6-AVE 8,94E-10 0,9

39B6-AYE 7,63E-10 0,8

39B6-AEE 5,79E-09 5,8

39B6-ANK 8,80E-10 0,9

39B6-ANR 8,84E-10 0,9

LHG10.6 5,17E-10 0,5

mAb Kp (M) S6 1an thay déi
39B6-A 1,33E-09 1,0

39B6-AVE 1,29E-09 1,0

39B6-AYE 1,62E-09 12

39B6-AEE 1,02E-07 76,7
39B6-ANK 2,02E-09 1,5

39B6-ANR 1,94E-09 1,5

Hiéu luc phong bé viéc gidi phong TGF-B hoat tinh béi Treg nguoi duge phan

tich v6i tht ca cac bién thé bang cach x4c dinh mtrc phosphoryl héa SMAD?2 cia Treg
ngudi duge kich thich boi CD3/CD28 véi su ¢6 mat cua cac mAb. Nhu duge thé hién
trén Fig. 3, khang thé 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR c6 hi¢u luc tuong tu
trong thtt nghiém phosphoryl héa SMAD2 so v6i 39B6-A ban diu. Cac bién thé
39B6-AEE va 39B6-AVE da thé hién viéc mat hiéu luc rd rét.
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Céc két qua twong tu thu duge bang cach st dung thtt nghiém GAGA-luc trong
do6 cac té bao 293T-hGARP dugc chuyén nhiém tam thoi v6i plasmit thong béo trong
d6 luciferaza dom dom chiu su kiém soat ctia promoto dép tng SMAD (GAGA-luc).
Khang thé 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR c6 hiéu luc twong duong trong thir
nghiém luciferaza so v6i 39B6-A ban dau. Cac bién thé 39B6-AEE va 39B6-AVE thé

hién viéc mét hiéu luc 15 rét (xem Fig. 4).
2.2 Nghién ciru d 6n dinh

Ngoai trir 39B6-AEE, céac bién thé duoc thir nghiém do on dinh béng cach su
dung céac phuong phap nhu duge md ta dudi day.

D6i v6i mdi nghién ciru do én dinh khac nhau, khang thé dugc thir nghiém béng

c4ch st dung mot hodc nhiéu k¥ thuat sau day:

- Kiém tra truc quan

-  HPLC loai trir kich thuéc

- SDS-PAGE (khtr va khong khir)

- Al luc gin két véi dich trén SPR

- Nong do protein
Quy trinh cta cac k¥ thuat nay dugec mo ta dudi day.
Quy trinh danh gia trwe quan

Céac mau dugc 1am mu va ghi diém ddi v6i sy hién dién cia cac hat nhin thiy
duoc bing cach danh gia truc quan cac lo boi ba nha phén tich. Céc mau duoc 1am 4m
dén nhiét do trong phong trong 30 phut trude khi danh gid. HE théng diém ghi sau
duoc str dung dé danh gia:

A: miu sach, khdng quan sat thiy cac hat
B: ¢6 rat it hat
C:su xudt hién ctia cac hat & mirc vira phai

D: céc hat quan sat dugc & mirc nhi€u
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f: so1
Quy trinh d6i voi sic ky loai trir theo kich thwée (SE-HPLC)
Heé théng, c¢ot va chuin bi mau

Cot duoc s dung trong nghién cuou 1a Xbridge Protein BEH SEC 200A
(3,5 um, 7,8*30 mm, Waters) thuong dugc bao quan trong 20% EtOH. Cot bao vé
Xbridge Protein BEH 200A dugc ghép véi cdt phan tich (3,5 pm, 7,8*3 mm; Waters).
Trude mdi 1an st dung, cot it nhat duge can bang bang PBS Dulbecco d6i véi 5CV,
va trudge va sau khi loai bé khéi hé théng, no dugc lam sach béng 5CV nudc loai LC.

Tat ca cac dung moi duoc loc va khur khi trude khi dung.

Hé théng sic ky duoc sit dung 1a Agilent 1260 Infinity, dugc trang bi bom bbn
kénh, b0 ti€m ty dong, thiét bi khtr khi truc tuyén va bo do DAD. Cot dugc gilt trong
ngan 4n nhiét va mau duoc phan tich & nhiét do phong. B do dugc thiét lap & céc
chiéu dai budc séng 280 va 214 nm mot cach ddng thoi (chidu dai buéc séng tham
chiéu & 360 nm v6i ngudng 1a 100 nm). Viéc gidm sat su két tu duoc theo doi trén
kénh 214nm. Viéc thu thap dit litu dwoc thyc hién bing phan mém
Chemstation(Agilent).

Viéc phan tich mAu duge thyc hién bing cich chuyén 25 pl mau ban dau truc
tiép tir ndng d 5 mg/ml sang diéu kién vo tring. Ching dugc luon xody xudng & toc
do6 2000 rcf trong 1 phut va 20 pl dugce chuyén sang 6ng thiy tinh, mau hé phach c6
nép vin mot cach cin than. Thé tich bom déi v6i mdi diéu kién 1a 5 pl (25 pg), & luu
lwong 1a 0,7 ml PBS/phut trong 25 phut. Mbi lan bom duoc kém theo viéc rira kim
bang nudc loai LC va rita 16p bit luc két thuc mdi mau.

Trinh ty mdi thoi diém duoc bt diu bang viéc bom 2x PBS (trbng; thé tich
bom 5 pl), sai d6 bom 2 pl hdn hop Protein chuin BEH 200 (Waters) va mau mAb két
tu da biét. Mdi muoi hai mau dugc phan tich, viéc bom mau tréng duoc thuc hién.
M>i trinh tu phan tich dwoc két thic nhu khi bat diu nhung theo thir ty nguoc lai
(mADb dbi ching két tua da biét, hdn hop protein chudn BEH va miu trong 2x).

Phuong phap dugce st dung dé xac dinh % két tu va % ving monome
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Quy trinh sau day dugc str dung:

_Tich hop tht ca céc sic ky dd bang phuong phap ARGX-115 (c4c thong s6 k§y
thuat co ban: ché do tidu chuan tiép tuyén, do nhay ciia déc 2,0, d6 cao tir

chéi 1,7, ving tir chdi 1,0, do rong cia dinh: 0,02)

-Xé4c minh rang tit ca cac dinh dugc tich hgp theo cach trang khép véi cac phan

tich trude do6 thu duoc.
-Xuét cac két qua tich hop trong tép PDF va Excel.

-Tinh tong % 14 tong cOng cla cac khu vuc cua tat ca cdc dinh rira giai trude khi

dinh monome chia cho tong dién tich tiém va nhan véi 100.

-Ciing tinh % vung monome bang cach chia viing monome cho toan bd ving va
nhan véi 100. % vung monome nady phan anh c6 cac khéi két tu khong tan co
mit trong mau hay khong.

-Gitt hd so ghi chi tiét dé theo dai hiéu suat, hiéu qua va d phén giai cta cot
phén tich (nghia la d6i xtmg dinh, dién tich monome, téng dién tich, kha

ning tai 1ap cta thoi gian luu, v.v.)
Quy trinh di v6i SDS-PAGE
Chuén bi mau

Viéc phan tich miu duge thuc hién bang cach chuyén 25 ul toan bd mau ban
dAu & ndng dd 5 mg/ml trong 100 pl PBS/0,02% Tween80 (duge viét tit 1a PBSTw
trong thir nghiém nay) trong didu kién vo trung dé tao ra ndng do trung gian &
1 mg/ml, d6i v6i SDS-PAGE (khir va khong khir), danh gia 4i luc gén két trén SPR va
ndéng do protein. 4-20% tris glyxin, mini-protean, khong thudc nhudm, gel ché tao sin
duoc st dung d& phan tich SDS-PAGE méu (Biorad). Mot mé dung dich dém tai mau
ADN dam dic 4 1an, c6 hoic khong c6 tac nhan khir DTT, dugc chuén bi va duoc chia
thanh céc phin phan wdc dén -20°C. Thong thuong, 5 pl dugc 14y tir dich pha lodng
trung gian & ndng do 1 mg/ml va sau d6, 5 pl dung dich dém tai mau ADN dam dic 4
lan (+/- DDT) duoc bd sung cing véi 10 ul mQ. S6 lugng cubi cing cho mdi diéu

kién 1a 5 ug. Cac mau duge dun soi trong 10 phat ¢ 95 °C va sau d6 dugc tai (20 pl)
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1én gel duc san. Pién di dién ra trong 35 phut trong h¢ dém tris-glyxin trong dién ap
khong ddi 1a 200 V. Nhudm xanh duong (Gentaur) sau 1 gio. Tét ca gel khong bi
nhudm bang nudc mQ trong it nhat 13 1 gio.
Xac dinh % Ab chiéu dai day du

Cuong d0 cua cac dai khac nhau duge xic dinh trén hé Odyssey v3.0 Li-Cor
bang cach quét gel protein dé phat hién mot kénh (700 nm) theo céc cai dat: do dich
quy tich 0,5 mm va chét luong “cao”. P9 sang va do twong phan cho mdi phan tich
duoc thiét 1ap dén 50% bang thong s6 thu cong tuyén tinh 14 5.

Phurong phap nay nhu sau:
- Quét gel va khing dinh rang tit ca cac dai trén gel bao chit boi cac hinh chit
nhat.
- Chon “xudt dir liéu” trong céac cai dat dé co duge cuong do tho cua tit ca cac
dai ¢ dinh dang Excel.
- Tinh % cuong do thd cua mdi dai c6 mit trong mot lan 13 cuong do tho cua dai
duoc chia cho tong cudng do thd cua lan va nhan véi 100.
- Déivéi didu kién khong khir, % Ab chiéu dai day d dugc xac dinh 12 % cuong
do tho cua dai twong ng voi dai ~100 kD.
- Péi v6i didu kién khit, % Ab chidu dai ddy di dugc xac dinh 1a tong s6 %
cudng do thd clia cac di ma tuong tmg voi cac dai ~25-35 kD va ~55 kD.
Quy trinh xéc dinh hoat tinh gin két v6i dich trong Biacore 3000
Chuén bi mau
Tir ndng do trung gian cua tat ca cac mau & 1 mg/ml dugec mo ta & trén, viéc
pha loding thém 1/250 dugc thuc hién déi v6i viéc phan tich SPR dé thu duoc nong do
cudi cung 1a 4 ug/ml. Viéc pha loang 1/250 nay dién ra ddi voi tat ca cac didu kién
trong hai budc: a) 5 ul (1 mg/ml) + 120 pl HBS-EP (dung dich dém SPR) va b) pha
lodng thém 10x (15 pl + 135 ul HBS-EP). Déi voi mdi khang thé va mdi thoi diém,

duong cong chuén riéng ré duoc tao ra, bat dau tir mau dong lanh -80 °C. Puong cong
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nay dugc phan tich cing v6i do dn dinh mau dé xdc dinh do doc ciia mdi dudng cong
sau su phu hgp chung cua cac mAu chudn. Céac do dbc nay dugc st dung dé tinh %
hoat tinh ciia d 6n dinh mAu bing cach thiét 1ap mAu tham chiéu 1a 100%.
Xac dinh % hoat tinh trén Biacore
Dé x4c dinh hoat tinh gén két vé6i dich trong Biacore, chip CM5 duoc phii bang
~4000 RU phttc hop GARP-TGF- ngudi. Dong chay dugc thiét 1ap dén 30 pl/phit
bang ché do bom “kinject” va hai 1an bom khéi phuc (1 mM NaCl, 2,5 mM glyxin do
pH=1,5) v6i cac khoang cich thoi gian 5 phut.
Phuong phap dugc thuc hién nhu sau:
- M6 cac dudong cong trong chuong trinh BIAEVAL va chon gid tri “2-17 (1: trong,
2 hGARP-TGF-f1)
- Chon mdt dudng cong tai thoi diém chong phii d6 thi.
- Xba cac phan tii tao ctia duong cong
- Chon duodng co s¢ ngay trude khi bom va chuyén truc Y vé ‘0 & trung tuyén cia
vung chon’.
- Chon ‘phu hop chung’ (General Fit), bt dau tir 120 gidy sau khi bom va két thuc &
155 giay.
- Lap dd thi cac chit chudn trong Excel va xé4c dinh 4o déc cta duong cong dbi véi
mdi khang thé
- Céc gia tri nay duogc chuyén thanh % hoat tinh bing cach thiét lap gia tri tham
chiéu (mau dugc bao quan & -20 °C) & 100%
Quy trinh dbi voi nong do protein
D& x4c dinh ham luong protein ctia mdi didu kién, hé théng NanoDrop duoc st
dung bang cich xac dinh sy hép thu ¢ 280 nm ctia mdi mau (2 pl). Hé théng nay dugc
lam tréng bang PBS va xac dinh protein dugc thuc hién bang cach do trong ba mau
gidng nhau mtrc hép thu & 280 nm dbi voi mbi mau (pha lodng trung gian & 1 mg/ml).

T4t ca cac gia tri thu dugc & 280 nm dugce chia cho hé s6 1,51. Viéc x4c dinh mau
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tréng PBS duoc thuc hién sau mdi diéu kién khac nhau. Cac dit liéu dugc thong bao 1a
gid tri trung binh ctia ba 1in do déi v6i mdi diéu kién.
2.2.1 Nghién ctru do 6n dinh voi nhiét dé

D8 theo ddi d6 6n dinh cua khang thé trong céc diéu kién bao quan khic nhau,

cac thiét 1ap sau day 1a nhu sau:

e Chuin bi miu mAb: 1 ml cac mAb (39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va
39B6-ANR), dung dich gbc méi duge chuan bi (5 mg/ml), duge dat trong cac
lo thiy tinh nép van 2 ml and dugc bao quan & 5 °C va 37 °C. céac lo ngay lap

tire dugce kiém tra sy vang mat cua cac hat.

e Dbi ching am PBSTw: céc phan phan u6c 1 ml PBS Dulbecco dugc loc chua
0,02% Tween80 (Sigma) dugc chudn bi trong cac lo thiy tinh 2 ml lam ddi
chirng 4m tinh PBSTw. Céc lg ngay lap tirc dugc kiém tra su Véng mat cua cac

hat.

e Kiém soat muc két tu cao: Cac phan phan ude 1 ml cua khang thé ndi bd dugc

chuén bi v6i sy két tu c6 thé nhin thiy nhiéu trong céc lo thuy tinh 2 ml.

e MAu tham chiéu: dbi v6i mdi khang thé, cac phan phan wéc 60 ul mAb duge
chuén bi trong cac 6ng PCR, tiét trang 500 ul, dugc dan nhan va dugc bao

quan ¢ -20 °C.

Tai céac thoi diém khac nhau, cdic mau mAb dugc lay tir cac diéu kién bao quan

va duoc kiém tra:
- Kiém tra truc quan
- SE-HPLC
- SDS-PAGE (khtr va khong khtr)
- Ai luc gin két vé6i dich trén SPR
- Nong d protein

Kiém tra truc quan
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Cac két qua kiém tra truc quan duge thé hién trén bang 19 dudi day. Tat ca cac

mAbs 1a & trong PBSTw, ma s& cho tac dung 6n dinh.

Bang 19: Két qua kiém tra trwc quan cic miu mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,

39B6-ANK va 39B6-ANR trong diéu kién bao quin 56 ngay ¢ 5 °C va 37 °C

0d 1d 7d 14d 28d 56d

MAu Piéu kién bio quin: 5 °C

39B6-AVE A-B-B A-B-B Af-B-B | Af-B-B | Af-B-A | B-Bf-Af
39B6-AYE A-A-A A-A-A | A-A-B | Af-A-B | Af-Af-B | AEBf-A
39B6-ANK A-A-A A-A-B | AfB-B |Af-A-B |B-A-C_ | B-A-B
39B6-ANR B-A-A B-B-B B-Bf-Bf | C-Bf-Bf | C-Bf-Cf | C-Bf-C
Cao C-C-C C-C-C C-D-D |D-D-D |D-D-D |D-D-D
Kiém soat mirc két tu

PBSTw Af-A-A | Af-A-A | A-B-B | AFA-B | AT-A-A | Af-A-A

Piéu kién bio quan: 37 °C
39B6-AVE A-A-A A-B-B Af-BfB | Af-Bf-B | Af-Bf-B | Af-Bf-
Af
39B6-AYE A-A-A A-B-B Af-A-B | Af-B-B |B-B-B | B-Af-Bf
39B6-ANK A-A-A A-A-B |A-B-B |B-A-B | C-B-B | D-Bf-Bf
39B6-ANR B-A-A B-A-B Af-Af- | Af-Af- | B-Af-Bf | C-Af-Bf
Bf Bf

Cao C-C-C C-C-C C-D-C |D-D-C |D-D-D |D-D-D
Kiém soat mirc két tu

PBSTw Af-B-B Af-BE-B | ARAf- | ARBEB | ARBf- | Af-A-Af

Bf Bf

Péi v6i diéu kién 5 °C, diém sb trung binh dbi v6i cdc mAb sau 56 ngay nhu

sau:

39B6-AYE: ‘Mau sach, khong quan sat thdy cac hat’

39B6-AVE va 39B6-ANK: ‘c6 rat it hat’

39B6-ANR: “su xuit hién cia cac hat & mirc vira phai”

Dung dich dém PBSTw dugc tinh diém 1a ‘méu sach, khong quan st thay cac

hat’” & 5°C sao cho diéu nay chi ra rang hat quan sat dugc lién quan dén protein.
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Déi véi didu kién bao quan 37 °C, diém sb trung binh ddi v6i cac mAb sau 56
ngay nhu sau:
39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR: ‘c6 rat it hat’
39B6-AVE: ‘MAu sach, khong quan sét thiy cic hat’.

Dung dich dém PBSTw dugc tinh diém 12 ‘mAu sach, khong quan sat thdy céc
hat’ & 37°C sao cho diéu nay chi ra rang hat quan sat dugc lién quan dén protein.
Phan tich bang SE-HPLC

Su két tu va tao manh protein duge xéac dinh bang SE-HPLC.

Cac két qua két tu protein ddi v6i cic mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,

39B6-ANK va 39B6-ANR, nhu dugce xac dinh b%mg SE-HPLC, dugc tom tat trong
bang 20 dudi day va dugc thé hién trén Fig. 5.

Bang 20: Mirc tao thanh khéi két tu 20 % dwgc theo doi bing SE-HPLC dbi véi
cac mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR

39B6-AVE - % két tu (%) khi phén tich SE-HPLC

t (ngay) Ref 5°C 37°C

0 1,0 1,0 1,0

7 1,0 1,1 1,2

14 1,0 1,0 2,2

28 0,9 0,9 3.0

56 1,1 1,1 4.4
39B6-AYE - % két tu (%) khi phén tich SE-HPLC

t (ngay) Ref 5°C 37°C

0 1,2 1,0 1,0

7 1,0 1,0 1,0

14 1,0 1,0 1,1

28 0,9 0,9 1,4

56 1,1 1,0 0,5
39B6-ANK - % két tu (%) khi phén tich SE-HPLC

t (ngay) Ref 5°C 37°C
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0 1,0 1,0 1,0
28 0,9 0,9 1,1
56 0,9 0,9 0,7
39B6-ANR - % két tu (%) khi phén tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37 °C
0 1,0 1,1 1,1
28 1,0 1,0 1,3
56 1,0 1,4 1,5

Khi dugc bio quan & 5 °C, khong thdy co su thay ddi vé % muc két tu doi voi
cac mAb 39B6-AYE, 39B6-AVE va 39B6-ANK trong khoang thoi gian 56 ngay. %
mure két tu quan sat duogc la thép- tr 0,9% dén 1,1%. Mot su gia tdng nho vé murc két

tu quan sat dugc ddi v6i cac mAb 39B6-ANR tir 1,1% dén 1,4%.

G 37 °C, khong thiy c6 su thay dbi v& % muc két tu ddi véi cac mAb
39B6-AYE va 39B6-ANK. Ddi vdi 39B6-ANR c¢6 sy gia ting nho tir 1,1% 6 ngay 0
dén 1,5% & ngay 56. Déi véi 39B6-AVE su gia tang vé % két tu quan sit dugc tr
1,0% vao ngay 0 dén 4,4% vao ngdy 56.

Su ¢6 mit cia cac dinh manh ddi voi cac mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,
39B6-ANK va 39B6-ANR, nhu dugc xac dinh béng SE-HPLC, nhu duogc thé hién
trén bang 21 va Fig. 6. Do céc dinh phan manh chi quan sét dugc ¢ 37 °C sau 56 ngay,
chi nhitng két qua nay dugc trinh bay.

Bang 21: Mirc tao thanh manh 21 % dwgc theo dbi bing sic ky loai trir theo kich
thwée dbi voi cic mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR & 56

ngay
39B6-AVE - % phin manh (%) khi phan tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37 °C
56 0 0 0,3
39B6-AYE - % phin manh (%) khi phin tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37 °C
56 0 0 5,7
39B6-ANK - % phin manh (%) khi phén tich SE-HPLC
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t (ngay) Ref 5°C 37°C
56 0 0 0,2
39B6-ANR - % phin minh (%) khi phén tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37°C
56 0 0 0,3

79/151

D61 voi cac mAb 39B6-AVE, 39B6-ANK va 39B6-ANR ty 1€ % cua cac dinh

ctia manh 13 nim trong khoang tir 0,2% dén 0,3% sau 56 ngdy trong khi dbi v6i mADb

39B6-AYE ty 1€ % cia cac dinh cua manh 1a 5,7%.

Céac két qua cia % dinh monome d6i voi tAt ca cac mAb dugc tom tat trong

bang 22.

Bang 22: Viing monome (%) dwgc theo doi bing sic ky loai trir theo kich thwéc
d6i véi cac mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR

39B6-AVE - % vung monome (%) khi phin tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37 °C
0 99,0 99.0 99,0
7 99,0 98,9 98.8
14 99,0 99,0 97.8
28 99,1 99,1 97,0
56 98.9 98.9 95,3
39B6-AYE - % viung monome (%) khi phén tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 98,8 99,0 99,0
7 99,0 99,0 99,0
14 99,0 99,0 98.9
28 99,1 99,1 98,6
56 98,9 99,0 93,8
39B6-ANK - % viung monome (%) khi phén tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 99,0 99,0 99,0
28 99,1 99,0 98.9
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56 99,1 99,1 99,1
39B6-ANR - % viung monome (%) khi phén tich SE-HPLC
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 99,0 98,9 98,9
28 99,0 99,0 98,7
56 99,0 98.6 98,2
SDS-PAGE

80/151

Céc két qua SDS-PAGE dbi vé6i viéc phan tich tét ca cac khang thé dugc thé

hién & bang 23 va Fig. 8.

Bang 23: Téng tj 1é % chudi ning/Ab chiéu dai diy dii dwec wéc hwgng bing
phan tich SDS-PAGE va quét Odyssey dbi voi cac mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,

39B6-ANK va 39B6-ANR

% 39B6-AVE chiéu dai diy di
Piéu kién khong khir Piéu kién khir
t (ngay) | Ref 5°C 37°C | Ref 5°C 37 °C
0 77,2 74,4 96,7 96,6
7 76,0 78,0 79,8 97,9 98,0 97,8
14 80,3 81,9 79,8 98,4 97,5 97,1
28 82,8 81,9 74,5 96,2 96,1 85,6
56 79,2 80,7 70,7 95,1 94,8 78,6
% 39B6-AYE chiéu dai diy di
t (ngay) | Piéu kién khong khir Diéu kién khir
Ref 5°C 37°C | Ref 5°C 37 °C
74,2 74,6 96,4 97,2
7 76,5 79,6 77,8 98,4 97,8 98,0
14 77,1 77,9 76,9 97,1 96,5 90,8
28 75,6 77,3 73,6 97,0 98,3 90,3
56 73,4 73,4 59,8 96,4 94,7 88,0
% 39B6-ANK chiéu dai diy di
Piéu kién khéong khir Piéu kién khir
t (ngay) | Ref 5°C 37°C | Ref 5°C 37°C
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0 74,7 71,3 96,7 96,6
28 70,8 70,7 74,2 97,0 96,9 89,5
56 79,3 78,5 73,6 96,8 96,7 88,1
% 39B6-ANR chiéu dai day di
t (ngay) | Piéu kién khéong khir Piéu kién khir
Ref 5°C 37°C | Ref 5°C 37°C
0 76,2 76,5 97,1 96,9
28 78,1 78,7 73,5 96,9 96,1 84,9
56 74,1 75,7 70,6 95,5 95,6 79,0
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Khoéng c¢6 xu huéng phan giai ndo dugc quan sat doi voi béat ky trong s6 cac

mAb trong didu kién nhiét do 5 °C cho ca diéu kién khir va khong khi.

G 37 °C, tht ca cic mAb da thé hién téc do phan giai twong tw dbi véi didu kién
khong khir di voi mAb 39B6-AYE. mAb nay thé hién téc do phan giai twong tu 1én

dén 28 ngay nhung ching to tbc d6 phan giai nhanh hon trong khoang tir ngay 28 dén

ngdy 56 so v6i cdc mADb khac. Doi voi dieu kién khi, tat ca cac mADb thé hién toc do

phan giai tuong tu.

Ai luc gan ket vai dich trén Biacore

Céac mau dugc thir nghiém hoat tinh gén két v6i dich cua chung trén Biacore

bing cach xdc dinh d6 déc & mdi thoi diém. MAu tham chiéu dugc thiét 1ap 1a 100%

hoat tinh. T4t ca cac két qua d6i v6i cac mADb dugc tém tit trong bang 24 va Fig. 9.

Bang 24: Ty 1€ % hoat tinh trén Biacore d6i voi cac mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,
39B6-ANK va 39B6-ANR

39B6-AVE - Hoat tinh trén Biacore (%)
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 100,0% 99.5% 99,5%
7 100,0% 111,7% 113,9%
14 100,0% 93,8% 90,2%
28 100,0% 99,0% 68,0%
56 100,0% 96,9% 31,3%
39B6-AYE - Hoat tinh trén Biacore (%)
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 100,0% 93,5% 93,5%
7 100,0% 103,1% 101,5%
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14 100,0% 97.,5% 97,5%

28 100,0% 96,7% 96,1%

56 100,0% 103,5% 104,2%
39B6-ANK - Hoat tinh trén Biacore (%)

t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 100,0% 130,1% 130,1%
28 100,0% 101,1% 77,8%
56 100,0% 100,6% 62,4%

39B6-ANR - Hoat tinh trén Biacore (%)

t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 100,0% 100,9% 100,9%
28 100,0% 129,1% 85,4%
56 100,0% 85,4% 46,3%
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D6i voi mau mAb duogc bao quan & 37 °C, chi ¢6 khang thé 39B6-AYE duy tri

dwoc hoat tinh gin két véi dich trong khoang thoi gian toan bd 56 ngay. T4t ca cac

khang thé khac thé hién viéc giam déng ké hoat tinh gin két véi dich trong khoang

thoi gian 56 ngay khi dugc bdo quan ¢ 37 °C.

Nong d6 protein

Noéng do protein cua tat ca cac mau duoc x4c dinh cho moéi diéu kién trén

NanoDrop.

Trong bang 25 va Fig. 10, ndéng do protein do dugc d6i voi tit ca cac mAb

duogc thé hién.

Bang 25: Nong do protein (mg/ml) d6i voi mAb 39B6-AVE, 39B6-AYE,
39B6-ANK va 39B6-ANR

39B6-AVE - Nong do protein (mg/ml)

t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 1,1 1,0 1,0
7 1,0 1,0 1,1
14 1,0 1,0 1,1
28 1,0 1,0 1,0
56 1,0 1,0 1,1
39B6-AYE - Nong do protein (mg/ml)
t (ngay) Ref 5°C 37°C
0 1,0 1,0 1,0
7 1,0 1,0 1,0
14 1,0 1,0 1,0
28 1,0 1,0 1,0
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56 1,0 11,0 11,0
39B6-ANK - Nong dé protein (mg/ml)

t (ngay) Ref 5°C 37°C

0 1,1 1,1 1,1

28 1,0 1,0 1,1

56 1,1 1,1 1,1
39B6-ANR - Nong d9 protein (mg/ml)

t (ngay) Ref 5°C 37 °C

0 1,0 1,0 1,0

28 1,0 1,0 1,0

56 1,0 1,0 1,0
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Tom tit va két luan dbi voi thir nghiém d6 6n dinh v6i nhiét do

Neghién ctru d6 én dinh véi nhiét do da phat hién ra rang mot s6 sy khac biét
dang ké giira bdn mAb duoc thir nghiém: mirc két tu 13 4,4% quan sat dugc trén
SE-HPLC dbi v6i mAb 39B6-AVE sau 56 & 37 °C va mitc phan manh 5,7% doi véi
mADb 39B6-AYE. Tuy nhién, viéc phan manh nay dbi v6i mAb 39B6-AYE khong anh
huéng dén hoat tinh gin két voi dich & 37°C trén Biacore; sau 56 ngay khang thé nay
van t6t dé 1am mAu tham chiéu. Trong khi d6, hoat tinh gfn két véi dich thap hon doi
v6i mAbs 39B6-AVE, 39B6-ANK va 39B6-ANR rd rang quan sat dugc ¢ 37 °C sau
56 ngay.

2.2.2 Nghién ciru do 6n dinh déng lanh-ra déng

Pé theo doi do dn dinh cia khang thé trong céc didu kién dong lanh-rd dong,
thiét ké thir nghiém nhu sau. Mot phén phan wéc 1 ml ctia cac mAb (¢ 5 mg/ml) duge
dong lanh trong it nhét 13 6 gid & -20 °C va dugc rd dong trong 1 gio & RT. Chu trinh
nay duoc lap lai 9 lan (tdng cong 10 chu trinh dong lanh/rd déng). Céc mau dugce phan
tich bang cach dénh gia truc quan, SE-HPLC, SDS-PAGE, hoat tinh gin két v6i dich
trén Biacore va protein ndng d6. Mau tham chiéu duoc bao quan & -20 °C dugc sir
dung cho tat ca cac phan tich song song. Do cac mAb 39B6-ANR va 39B6-ANK ¢ vi
tr khit amin c6 thé, chi tién hanh phan tich bing danh gia truc quan.
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Céac két qua danh gia truc quan trong thir nghiém do 6n dinh dong lanh-ra dong
duoc thé hién trén bang 26. Tt ca cic mAb 1 & trong PBSTw, ma s& cho tac dung 6n

dinh.

Bang 26: Dinh gia trwe quan d¢ én dinh déng lanh-rd déng ddi véi cac mAb

39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR

10x FT
Miu
39B6-AVE B-B-B
39B6-AYE B-Af-B
39B6-ANK A-Bf-Bf
39B6-ANR A-A-B
Kiém soat mirc két tu cao | C-D-D
PBSTw B-Af-Bf

Céc diém sd trung binh nay ddi véi cic mAb nhu sau:
39B6-AVE, 39B6-AYE va 39B-ANK: ‘Rét it hat’;va
39B6-ANR: ‘MAu sach, khong quan sat thay c4c hat’.

Dung dich dém PBSTw dugc tinh diém boi hai nguoi 12 ‘rat it hat® va vi thé,
céc hat duoc thiy trong cac mau 39B6-AVE, 39B6-AYE va 39B-ANK c6 thé khong
lién quan dén protein. C6 thé két luan rang tit ci cic mAb van khong thay d6i sau 10

chu ky dong lanh/rd dong.
Phan tich bang SE-HPLC
Su két tu va tao manh protein dugc xac dinh béng SE-HPLC.

Két qua két tu protein déi voi thir nghiém d6 én dinh dong lanh/ra dong doi véi

cic mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE dugc tom tit trong bang 27.
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Bang 27: Mikc tao thanh khdi két tu 27 % dwgc theo doi bing sic ky loai trir
theo kich thwée trong thir nghiém do én dinh dong lanh/ra déng dbi v6i cac mAb

39B6-AVE va 39B6-AYE

85/151

39B6-AVE 39B6-AYE
Mau Ref 10x FT Ref 10x FT
1,0 1,0 1,0 0,9

Khéng c6 su thay doi nao vé ty 18 % miic két tu quan sat dugc cho cd mAb sau

10 chu ky déng lanh-ra déng so véi cac mau tham chiéu.

Céc dién tich cua dinh monome cho céc 1an bom khac nhau ciing dugc kiém
tra. % ving monome ddi v6i cic mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE duoc t6m tat trong
bang 28.

Bang 28: Dién tich viing monome 28 % dwgc theo ddi bing sic ky loai trir theo

kich thwéc trong thit nghiém do 6n dinh dong lanh-rd dong déi véi cic mAb

39B6-AVE va 39B6-AYE.

39B6-AVE 39B6-AYE
Miu Ref 10x FT Ref 10x FT
99,0 99,0 99,0 99,1

Khéng co6 sy thay dbi vé % ving monome quan sat duoc dbi v6i ca hai mAb
sao 10 chu trinh déng lanh-rd dong so véi mau tham chiéu.
Phan tich bang SDS-PAGE

MaAu déng lanh-rd dong dugce phén tich tinh toan ven cua ching bang SDS-
PAGE trong céc diéu kién khir va khong khir. Céac két qua duoc thé hién & bang 29 va
Fig. 11 d6i v6i cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE.
Bang 29: Téng ty 1é % ciia Ab/chudi ning/Ab chiéu dai diy di dwgc woe lwong
bang phan tich SDS-PAGE va quét Odyssey trong thir nghiém do 6n dinh dong
lanh-ra dong d6i véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE

% 39B6-AVE chiéu dai day di
Diéu kién khong khir Diéu kién khir
Maiu Ref 10x FT Ref 10x FT
78,1 79,3 95,9 96,1
% 39B6-AYE chiéu dai diy di
Diéu kién khéng khir | Didu kién khir
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Mau Ref 10x FT Ref 10x FT

78,8 78,7 96,3 97,0

Khoéng quan sat thdy c6 su thay dbi dbi v6i ciia ca hai mAb sau 10 chu trinh
dong lanh-rad dong.

Phan tich viéc gan két véi dich bang Biacore

Céac mau dugc thtr nghiém hoat tinh gin két v6i dich cta ching trén Biacore
bang cach xac dinh do déc sau 10 chu trinh dong lanh-rd déng. Mau tham chiéu dugc
thiét 1ap 12 100% hoat tinh. Két qua d6i v6i ca hai mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE
duogc thé hién ¢ Fig. 12.

Céac két qua chung t6 dugc rang sau 10 chu trinh déng lanh-rd dong khéng
quan sét thdy c6 su thay dbi v& hoat tinh gan két véi dich.

Phan tich ndng do protein
Nong do protein ctia mau dong lanh-rd dong dugc xéac dinh trén NanoDrop.

Trong bang 30, ndng do protein do dugc dbi voi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-
AYE sau 10 chu trinh déng lanh-rd dong dugc thé hién. Tuong tu, Fig. 13 thé hién cac
két qua ddi voi ca hai mAb.
Bang 30: Nong d¢ protein (mg/ml) trong thir nghiém d¢ 6n dinh dong lanh-ra
déng déi véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE

39B6-AVE 39B6-AYE
Mau Ref 10x FT Ref 10x FT
1,0 1,1 1,0 1,0

Két lugn

Nghién ctru do 6n dinh dong lanh-rd dong da khong cho théy co su khac biét
déng k& nao dbi v6i cac mADb thir nghiém 39B6-AVE va 39B6-AYE.
2.2.3 Nghién ciru d9 6n dinh véi nhiét do

Dé phan tich duong cong noéng chay, cac mAb dugc 1am néng theo so d6 duoi
day. Trong khi hoan thanh chu trinh nhiét trong thiét bi PCR, cdc mau dugc thur

nghiém ai luc trén Biacore.

Quy trinh dugc st dung nhu sau:
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1) Céc phan phan wéc 1 ml cho mdi mAb dugc bao quan trong cac éng thiy tinh

& -20°C luc bat dau thir nghiém.
2) Sau mot tudn bao quan, ching dugc rd dong mot lan.

3) Céac mAb duogc pha lodng & ndéng d6 1 mg/ml nhu binh thuong va sau d6 dugc
pha loang thém ¢ ndéng d6 100 pug/ml (dd pha lodng 10 14n: 200 pl + 1800 pl
PBSTw)

4) Cac mAb da pha loang dugc chia thanh céc phan phan udc trong dia PCR
(50 ul/16)

5) Gift miu da va cd mau ¢ 5 °C 1am tham chiéu dé phan tich song song.
6) 1 gio trong thiét bi PCR dugc phoi ra ¢ cac nhiét do dugc néu dudi day
7) 2 gid trong thiét bi PCR & 25 °C

8) O 4°C trong thiét bi PCR

9) Chuin bi miu va cdc mau tham chidu @& phan tich & nong do 4 pg/ml (dd pha

loang 25 lan: 168 ul dung dich dém Biacore + 7 ul mau)

Chay theo chwong trinh trong thiét bi PCR gradien:

Nhiét donap 80 °C y
(°C/giay)
54,6 — 71,4
Bude 1 °C 60 phut| 4 °C
120
Budc 2 25°C phut 0,1 °C
Budce 3 4°C ngung

Quy trinh phén tich Biacore:

- Chip CM5 tuong tu, dugc phu bang~4000 RU phtc hop GARP-TGF-B nguoi
duogc st dung

- MO cac dudng cong trong chuong trinh BIAEvaluation va chon gia tri 2-1" (1:

tréng, 2 hGARP-TGF-p)

- Chon m6t duong cong tai thoi diém chdng phu do thi.
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- Xba cac phan tii tao ciia duong cong

- Chon duong co so ngay trude khi bom va chuyén truc Y vé 0 ¢ trung vi ctia ving
chon’.

- Chon ‘phu hop chung’ (General Fit), bat dau tir 120 gidy sau khi bom va két thuc &
155 giay.

- Pé tinh IC50: Do dbc v6i cac miu tham chiéu & 5°C duge dinh mirc 1a 100%. Ty
1é % (truc Y) ctia cac nhiét do khac (truc X) c6 thé duoc tinh.

Kha nang chiu nhiét cua boén mAb duge xac dinh va két qua duoc tém tat trén
Fig. 14. Nhiét d6 nong chdy duoc tinh la nhiét d6 ma tai d6 50% khang thé van co
chtrc nang. MAu tham chiéu duoc gitt & 5°C duoc thiét 14p 13 c6 hoat tinh 100%. Céc

nhiét d0 nong chay dugc thé hién trén bang 31.

Bang 31: Nhiét d néng chay trong thir nghi¢m do 6n dinh nhiét do

mAb Nhiét d§ néng chay
39B6-AVE | 67,0 °C
39B6-AYE | 66,5 °C
39B6-ANK | 69,1 °C
39B6-ANR | 68,6 °C

Cac mAb 39B6-ANK va 39B6-ANR thé hién nhiét do néng chiy cao nhat:
69,13 °C va 68,55 °C, 1an luot. Cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE ciing c6 nhiét do
néng chay tét, 1an luot 13 66,99 °C va 66,53 °C. Tt ca c4c nhiét dd néng chay doi véi

cac mADb c6 thé duge coi 1a cao.
Két luan cua thir nghiém do on dinh nhiét do

Bbén mAb di ching t6 kha nang chiu nhiét tot. Céc nhiét d6 néng chay co thé
so sanh v&i mAb 39B6-A ban diu trong nghién ciru do 6n dinh trude do, 66,8 °C.

2.2.4 Nghién ciru do 6n dinh quay

Péi v6i nghién ciru do én dinh quay, thiét ké thir nghiém nhu sau. Cac phan

phan u6c 1 ml cho mdi mAb duogce bdo quan trong cac éng thuy tinh & -20 °C lac bét
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dAu thir nghiém. Sau mot tuan bao quéan cac phan phan w6e nay duge rd dong mét lan

va duogc quay ngugc chiéu & tdc d6 15 vong/phut nhiét do trong phong.

Cac mau duoc tinh diém vé su c6 mat cua cac hat & cac thoi diém duoc chi
dinh.
- Giv 0, 3, 6,24, 30, 48, 54,72 va 96
Céac mau ciing dugc phén tich sau 96 gio béng SE-HPLC, SDS-PAGE, hoat
tinh gin két v6i dich trén Biacore va ndéng do protein. Mau tham chiéu dugc bao quan
& -20 °C dugc sir dung cho tat ca cdc phan tich song song. Do cic mAb 39B6-ANR va
39B6-ANK van c6 vi tri khir amit ¢6 thé, nén chung chi duge danh gia bang cach danh

gia tryc quan
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Kiém tra truc quan

Cac két qua danh gia tryc quan trong thtr nghiém do én dinh quay dugc thé

hién trén bang 32. T4t ca cic mAbs 1a ¢ trong PBSTw, ma s& cho tic dung 6n dinh.

Bang 32: Nghién ctru d¢ én dinh quay bing danh gia trire quan doi véi cac mAb

39B6-AVE, 39B6-AYE, 39B6-ANK va 39B6-ANR

Ogio |3giv |6giv [24giv |30giv | 48 giy |54 gid | 72 giv | 96 gidv
Méau
39B6-AVE | ALB- | AEB- | AEB- | ARCE- |Af- | AfB- |B-B-Bf |B-B- | B-B-
Bf Bf Bf Cf Bf-Cf | Bf Bf Bf
39B6-AYE | Af- | Af | ARBf- | AEBf: |Af- | ARBf | Af-Bf- | B-Bf- | B-Bf-
Bf-Bf | Bf-Bf | Bf Bf Bf-Bf | Bf Bf Bf Bf
39B6-ANK | Af- | A | ALBf- | AEBf- |Af- | AEBf | B-Bf-Cf | B-Bf- | B-Bf-
Bf-C | Bf-Bf | Bf Bf Bf-Bf | Bf Cf Cf
39B6-ANR | Al- | Af- | ALBf- | AEBf- |Af- | ARBf | Af-Bf- | Af- | Af
Bf-Bf | Bf-Bf | Bf Bf Bf-Bf | Bf Bf Bf-Bf | Bf-Bf
Kiém soat | C-B- | C-Df- | C-Df:D |C-Df- |C-Df- |C-Df- |C-Df- |D-Df- | D-Df-
mic két tu | C D Df Df Df Df Df Df
cao
PBSTw AA- | AA- |AAA |AAA [A-A- |A-AA | AA-A | AA- | AA-
A A A A A

T4t ca cac mAb duoc phat hién 12 c6 diém sb trung binh 1a ‘rat it hat’ vi vay

ching vin khong bi anh huéng dang ké sau 96 gio quay. Dung dich dém PBSTw

khong chtra hat bét ky trong diéu kién thuc nghiém duoc thir nghiém. Diéu nay chi ra

rang ‘rat it hat’ quan sat dugc dugc lién quan dén protein trong cac mau khang the.
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Phan tich bang SE-HPLC

Su két tu va tao manh protein dugc xac dinh béng SE-HPLC. Céc két qua két
tu protein dbi voi thir nghiém do 6n dinh quay ctia cac mAb 39B6-AVE va 39B6-
AYE duoc thé hién & bang 33.

Bang 33: Mitc tao thanh khéi két tu 33 % dwgc theo dbi biing sic ky loai trir theo
kich thwée trong nghién ciru do 6n dinh quay dbi voi cac mAb 39B6-AVE va
39B6-AYE.
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39B6-AVE

39B6-AYE

Mau

Ref

96 giv

Ref

96 giv

1,1

1,0

1,0

1,0

Khong c6 su thay doi vé % murc két tu quan sat duge doi voi cac mADb sau ap

luc quay khi dugc so sanh véi cdc mau tham chiéu.

Céac dién tich cia dinh monome cho céac lan bom khac nhau ciing dugc kiém
tra. Cac két qua % dién tich monome dbi véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE
dugc thé hién & bang 34.

Bang 34: Dién tich monome 34 % dwgc theo doi bing sic ky loai trir theo kich
thwée trong nghién ciru do én dinh quay d6i véi cic mAb 39B6-AVE va 39B6-

AYE

39B6-AVE

39B6-AYE

Mau

Ref

96 giv

Ref

96 gio

98.9

99,0

99,0

99,0

Khong c6 su thay d6i vé % ving monome quan sit dugc doi voi mAb sau 96

gi®r quay khi dugc so sanh voi cac mAu tham chiéu.
Déi voi ca hai khang thé, khong c6 sy thay d6i vé profin SE-HPLC quan st
duoc sau 96 gidr quay khi dugc so sanh véi cac mAu tham chiéu.

Phan tich bang SDS-PAGE

Cac mau quay duogc phén tich tinh toan ven cta chiing bang SDS-PAGE trong
cac diéu kién khir va khong khir. Cac két qua duge tom tit & bang 35 ddi v6i cac mAb
39B6-AVE va 39B6-AYE.
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Bang 35: Téng ty 1é % ciia chudi ning/Ab chiéu dai diy di dwgc wéc lwong
bing phan tich SDS-PAGE va quét Odyssey trong thir nghi¢m do 6n dinh quay
dbi véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE

% 39B6-AVE chiéu dai diy di

Piéu kién khong khir Piéu kién khir

Ref 96 gio Ref 96 gio
Miu 81,3 76,6 91,0 90,7

% 39B6-AYE chiéu dai diy di

Diéu kién khong khir Diéu kién khir
Méiu Ref 96 giov Ref 96 gidy

76,2 79,0 91,5 92,6

Gel SDS-PAGE dbi véi ca hai mAb sau 96 gid quay c6 thé quan sat duoc trén
Fig. 15.

Khong c6 su thay d6i quan sét duoc d6i v6i ca hai khang thé sau 96 gio quay.
Phéan tich viéc gan két véi dich bang Biacore

Céac mau dugc thir nghiém hoat tinh gin két véi dich cta chung trén Biacore
bang cach xac dinh do dbc sau 96 gid quay. Mau tham chiéu dugc thiét 1ap 1a 100%
hoat tinh. Két qua dbi v6i ca hai mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE duoc thé hién ¢ Fig.
16.

Phén tich ndng d6 protein
Nong d6 protein ciia cac mau quay dugc xac dinh trén NanoDrop.

Trong bang 36, néng do protein do dugc ddi v6i cac mADb 39B6-AVE va 39B6-AYE
sau 96 gio quay duoc thé hién. Tuong tu, Fig. 17 thé hién cac két qua ddi véi ca hai
mAb.

Bang 36: Noéng d9 protein (mg/ml) trong thir nghiém do 6n dinh quay dbi voi cac

mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE

39B6-AVE 39B6-AYE
Mau | Ref 96 givr Ref 96 gioy
1,0 1,1 1,0 1,1

Khéng quan sat thiy c6 su that thoat protein ddi v6i ca hai mAb sau 96 gio
quay
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Két luan ctia thir nghiém do 6n dinh khi quay

Nghién ctru do 6n dinh quay khong cho thiy bét ky su khic biét giita cdc mAb
39B6-AVE va 39B6-AYE duogc thir nghiém.

2.2.5 Phan tich trinh tw so cAp bing cich Iap ban db peptit

Céac mau tlr nghién ciru do 6n dinh véi nhiét o, dong lanh-rd déng va quay
dugc phan tich bing phwong phdp RP-HPLC-UV-MS lap ban dd peptit thudc ho
trypsin dé nhan biét cac cai bién (khir amit, isome hoa va oxy héa) & mic protein
(peptit).

Viéc khtr amit trong CDR3 ctia chudi ning & cac vi tri 95-96 (axit amin NE)
dugc thiét ké trong cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE bang dot bién & vi tri N95. Vi
tri khit amit vAn c6 mit trong cdc mAb 39B6-ANK va 39B6-ANR va viéc khi
amit/isome hoa dugc phét hién sau 28 ngdy & ca 5 °C va 37 °C trong nghién ctru do on
dinh nhiét va ca trong nghién ctu do 6n dinh dong lanh-rd dong va do 6n dinh khi
quay. K&t luan dugc rang viéc khir amit khong thé ngin chin duoc bang cach dua vao

gde tich dién duong cong kénh xubi chiéu N95.

O vi tri 100f cia CDR3 cia chudi ning c6 methionin ma quan trong cho gin
két i luc cao. Céc nghién ciru d on dinh vé6i nhiét do, dong lanh-ra dong va quay da
chimg té rang viéc oxy héa M100f khong dién ra & cac mAb 39B6-AYE va 39B6-
ANK, trong khi viéc oxy hoa van quan sat thdy d6i véi cac mAb 39B6-AVE va 39B6-
ANR. Diéu nay chimng to ring axit amin & cac vi tri 95 va 96 anh huong dén d6 nhay
ciia viéc oxy hoa ddi véi methionin sau d6. Bang 37 thé hién tdng quan vé mirc oxy
hoa va khir amit cua cac peptit bao phi chudi ngng CDR3, ma dugc tao ra do sy phan

giai bang trypsin.
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Bang 37: Mirc d) oxy héa va khir amit cia cac peptit trong chubi ning CDR3

Sw oxy héa (%) Sw khir amit (%)
5°C |37°C | Quay (96 | Dong 5°C 37°C | Quay (96 | Dong
ngay | ngay | gio) lanh - | ngay 28 | ngay gio) lanh - ra
28 28 ra dong 28 dong (10
(10 lan) 14n)
39B6- 1,08 10,51 | 1,58 3,47 0 0 0 0
AVE
39B6- Dudi giGi han dinh luong (LOQ) 0 0 0 0
AYE
39B6- Dudi gi6i han dinh lugong (LOQ) 4,72 11,15 |35 4,75
ANK
39B6- 9,20 2098 | 19,37 12,47 12,85 34,38 | 12,79 12,77
ANR

* Duwdi gidi han dinh lwong (LOQ) = cuong dé dang dwgc oxy hda gan véi mikc nén

Luong tuong dbi cia murc khir amit va isome héa N95, hoat tinh gin két twong
d6i ctia cac bién thé dugc bao quan & 37°C duge thé hién trén Fig. 18. Tuong tu
39B6-A ban diu dugc thé hién trén hinh vé& (39B6-ANE dugc danh déu). Do N95
dugce gay bot bién trong cac mAb 39B6-AVE va 39B6-AYE, murc khir amit va isome
héa 1a 0 vi thé khong dugc bao gom. M&bi twong quan gitra viéc khir amit N95 va hoat
tinh gin két véi dich giam quan sat duoc dbi v6i cac mAb 39B6-ANK va 39B6-ANR
d& xuéit ring viéc khir amit N95 anh huéng bat loi dén viée gan két ciia mADb véi dich
cua no.

Két luan

Bién thé khang thé GARP-TGF-B1 39B6-AYE la khang thé GARP-TGF-B1

didc biét hiéu qua dé hudng dén viéc phat trien 1dm sang do no:

Giit dugce kha ning gin két ai luc cao véi dich cua nd, phirc hop GARP-TGF-
P1;

- Thé hién hiéu luc tdt trong thir nghiém phosphoryl héa SMAD?2;

- Khong trai qua qua trinh khir amit hodc isome héa 6 CDR3 khong
- - Khong trai qua qua trinh oxy hoéa & CDR3 khong

- Bilu hién su twong ddng cao v6i ngudi (95%)
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- Biéu hién tinh 4n dinh dwogc cai thién khi dugc so sanh v6i 39B6-A, nhu duge
xac dinh br?mg cac thr nghiém do 4n dinh khac nhau.

Cac trinh tw CDR va mién bién dbi dbi véi 39B6-AYE dugc thé hién & céc

bang 38 va 39 dudi day. Cac trinh tu chudi nang va chudi nhe chidu dai day du duoc

thé hién & bang 40. Trinh tr polynucleotit ma héa cac mién VH va VL va chiéu dai

dAy du chudi ning va chudi nhe dugc thé hién & bang 41.

Bang 38: Cac trinh tw CDR VH va VL dbi véi 39B6-AYE
39B6-AYE SEQ ID NO:
VH CDR1 SYYID 4
CDR2 RIDPEDAGTKYAQKFQG |12
CDR3 YEWETVVVGDLMYEYEY | 13
VL CDR1 QASQSISSYLA 9
CDR2 GASRLKT 10
CDR3 QQYASVPVT 11
Bang 39: Cic trinh ty mién VH va VL d6i v6i 39B6-AYE
39B6-AYE SEQ ID NO:
VH QVQLVQPGAEVRKPGASVKVSCKASGYRFTSY | 14
YIDWVRQAPGQGLEWMGRIDPEDAGTKYAQK
FQGRVIMTADTSTSTVYVELSSLRSEDTAVYY
CARYEWETVVVGDLMYEYEYWGQGTLVTVS
S
VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQSISSYLA | 15
WYQQKPGQAPKILIYGASRLKTGVPSRFSGSGS
GTSFTLTISSLEPEDAATYYCQQYASVPVTFGQ
GTKVEIK
Bang 40: Cic trinh ty chudi ning va chubi nhe d6i v6i 39B6-AYE
39B6-AYE SEQ ID NO:
Chudining | QVQLVQPGAEVRKPGASVKVSCKASGYRFTSY | 16

YIDWVRQAPGQGLEWMGRIDPEDAGTKYAQK
FQGRVTMTADTSTSTVYVELSSLRSEDTAVYY
CARYEWETVVVGDLMYEYEYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKR
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VESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTV
DKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSL
SLG

Chudi nhe DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQSISSYLA | 17
WYQQKPGQAPKILIYGASRLKTGVPSRFSGSGS
GTSFTLTISSLEPEDAATYYCQQYASVPVTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQGLSSPVTKSFNRGEC

Bang 41: Trinh tw polynucleotit ma héa 39B6-AYE

SEQ ID NO:

VH CAAGTCCAACTTGTCCAACCGGGGGCGGAAG | 18
TGCGGAAGCCGGGGGCGAGCGTGAAAGTCT
CGTGCAAGGCATCGGGATACCGATTCACATC
ATATTACATCGACTGGGTCAGGCAAGCGCCG
GGGCAAGGGCTGGAATGGATGGGGCGGATC
GACCCGGAGGATGCCGGGACGAAATATGCG
CAAAAATTCCAAGGGCGCGTCACGATGACGG
CCGACACATCGACGAGCACGGTATACGTGGA
GCTGAGCTCGCTGAGGAGCGAGGACACCGC
GGTATACTACTGCGCGCGATACGAATGGGAG
ACCGTCGTCGTCGGGGACCTGATGTACGAAT
ACGAATACTGGGGGCAAGGGACGCTTGTCAC
GGTCTCGAGC

VL GACATCCAGATGACTCAGAGCCCTTCCAGCC |19
TGAGCGCCTCTGTGGGAGATAGAGTCACCAT
CACATGCCAGGCTAGTCAGTCAATTTCTAGT
TACCTGGCATGGTATCAGCAGAAGCCTGGCC
AGGCACCTAAAATCCTGATCTACGGAGCCAG
TAGGCTGAAGACAGGGGTGCCATCTCGGTTC
TCCGGCAGCGGATCTGGGACATCCTTTACTC
TGACCATCTCATCCCTGGAGCCAGAAGACGC
CGCTACATACTATTGTCAGCAGTATGCTTCCG
TGCCCGTCACATTCGGTCAGGGCACTAAGGT
CGAGATCAAG

Chudi ning | CAAGTCCAACTTGTCCAACCGGGGGCGGAAG |20
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TGCGGAAGCCGGGGGCGAGCGTGAAAGTCT
CGTGCAAGGCATCGGGATACCGATTCACATC
ATATTACATCGACTGGGTCAGGCAAGCGCCG
GGGCAAGGGCTGGAATGGATGGGGCGGATC
GACCCGGAGGATGCCGGGACGAAATATGCG
CAAAAATTCCAAGGGCGCGTCACGATGACGG
CCGACACATCGACGAGCACGGTATACGTGGA
GCTGAGCTCGCTGAGGAGCGAGGACACCGC
GGTATACTACTGCGCGCGATACGAATGGGAG
ACCGTCGTCGTCGGGGACCTGATGTACGAAT
ACGAATACTGGGGGCAAGGGACGCTTGTCAC
GGTCTCGAGCGCTAGCACCAAGGGCCCCTCC
GTGTTCCCCCTGGCCCCTTGCTCCCGGTCCAC
CTCCGAGTCTACCGCCGCTCTGGGCTGCCTG
GTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCTGTGACCG
TGAGCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCTCCGG
CGTGCACACCTTCCCTGCCGTGCTGCAATCCT
CCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTGACA
GTGCCCTCCTCCAGCCTGGGCACCAAGACCT
ACACCTGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAA
CACCAAGGTGGACAAGCGGGTGGAATCTAA
ATACGGCCCTCCCTGCCCCCCCTGCCCTGCCC
CTGAATTTCTGGGCGGACCTTCCGTGTTTCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGA
TCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGT
GGTGGACGTGTCCCAGGAAGATCCAGAGGTG
CAGTTCAACTGGTATGTTGACGGCGTGGAAG
TGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AACAGTTCAACTCCACCTACCGGGTGGTGTC
CGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTG
AACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCC
AACAAGGGCCTGCCCTCCAGCATCGAAAAGA
CCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGA
GCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAG
GAAGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTG
ACCTGTCTGGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCG
ACATTGCCGTGGAATGGGAGTCCAACGGCCA
GCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCT
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTGTA
CTCTCGGCTGACAGTGGATAAGTCCCGGTGG
CAGGAAGGCAACGTGTTCTCCTGCAGCGTGA
TGCACGAGGCCCTGCACAACCACTATACCCA
GAAGTCCCTGTCCCTGAGCCTGGGC

Chubdi nhe

GACATCCAGATGACTCAGAGCCCTTCCAGCC
TGAGCGCCTCTGTGGGAGATAGAGTCACCAT

21
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CACATGCCAGGCTAGTCAGTCAATTTCTAGT
TACCTGGCATGGTATCAGCAGAAGCCTGGCC
AGGCACCTAAAATCCTGATCTACGGAGCCAG
TAGGCTGAAGACAGGGGTGCCATCTCGGTTC
TCCGGCAGCGGATCTGGGACATCCTTTACTC
TGACCATCTCATCCCTGGAGCCAGAAGACGC
CGCTACATACTATTGTCAGCAGTATGCTTCCG
TGCCCGTCACATTCGGTCAGGGCACTAAGGT
CGAGATCAAGCGTACGGTCGCGGCGCCTTCT
GTGTTCATTTTCCCCCCATCTGATGAACAGCT
GAAATCTGGCACTGCTTCTGTGGTCTGTCTGC
TGAACAACTTCTACCCTAGAGAGGCCAAAGT
CCAGTGGAAAGTGGACAATGCTCTGCAGAGT
GGGAATTCCCAGGAATCTGTCACTGAGCAGG
ACTCTAAGGATAGCACATACTCCCTGTCCTCT
ACTCTGACACTGAGCAAGGCTGATTACGAGA
AACACAAAGTGTACGCCTGTGAAGTCACACA
TCAGGGGCTGTCTAGTCCTGTGACCAAATCC
TTCAATAGGGGAGAGTGC

Vi du 3: Thir nghiém theo mé 39B6-AYE (ARGX-115)

Mé dugc chit thtr nghiém cia ARGX-115 dugc kiém tra dd On dinh trong
khoang thoi gian ba thang. Cac mau thir nghiém cua mé dugc chét thtr nghiém dugc
bao quan & didu kién bao quan du dinh 1a -70 °C, & diéu kién bao quan dugc ting toc
Ja +5 °C va didu kién bao quan gy &p luc 1a +25 °C. Dugc chét thir nghiém dugce bicu
hién trong cong thirc 10 mM Histidin/Histidin Hydroclorua, 200 mM Sucroza, 40 mM
Arginin, 0,03% (khdi lrgng/thé tich) polysorbat 80 & do pH=6,0 va nong d¢ protein 1a
20,0 + 2,0 mg/ml.

Mé duoc chit thir nghiém ARGX-115 dugc khing dinh 1& 6n dinh trong ba
thang khi dugc bdo quan & diéu kién bao quan du dinh -70 °C. Hoat tinh gin két SPR
cling duoc x4c dinh 1a thong s6 do v& do on dinh. Hoat tinh gén két 1a ty 1¢ % hoat

tinh gén két ctia mAu tham chiéu ma dugc gitt ¢ -70 'C

Két qua duogc thé hién trong bang 42 dudi day.

Phuong phép Mau Két qua

ARGX115 Biacore T3M +5 °C 101%
T3M -70 °C 106%
T3M +25 °C 107%
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Céc két qua nay khing dinh ring ARGX-115 6n dinh trong thoi gian bao quéan
kéo dai.
Vi du 4: M ta dic diém ciia ARGX-115 gin két v6i phirc hgp GARP-TGF-B
4.1 TGF-B trudng thanh 1a cin thiét dé gin két ARGX-115

V& ban chét, phitc hop GARP-TGF-B (GARP trong phrc hop véi TGF-B tiém
tang) dugc thue hién trong mang Iuéi ndi chét bing cac twong tac xystein cong hoa tri
(cdu ndi disulphua) gitta GARP va TGFp tiém tang. Sau d6 phuc hop nay biéu hién
trén bé mat té bao. In vitro, phitc hop GARP-TGF-B c6 thé duoc tao thanh tir GARP
tai to hop cua nguoi va TGF-B tiém tang (C33S)-3xstrep-tag tai t6 hop cia ngudi.
Dang dot bién C33S cua TGF-P tiém ting khong tao thanh tuong tic cong hoa tri véi
GARP (hoac bét ky trong sd céc protein gin két TGF-p tiém tang (LTBP)) nhu c6 mit
& phtrc hop nguyén ban.

Pé chimg t6 ARGX-115 gin két v6i phirc hop GARP téi t6 hop va TGF téi t0
hop tidm tang (C33S) dugc tao thanh in vitro, GARP tai t6 hop dugc phu 1én dia
ELISA (1 pg/mL GARP O/N nguoi & 4°C), dugc phong bé bang tic nhan phong bé
(casein-PBS), va TGF-B tiém tang (5 pg/mL 1 gid & nhiét do trong phong) duge bt
giit bang GARP dugc phi. ARGX-115 va isotyp khang thé d6i chung (1pg/mL 1 gio &
nhiét d6 trong phong) dugc phép gin két v6i phirc hop, va duge phat hién bang khang
thé khang IgG ngudi duoc lién hgp HRP. Nhu duge thé hién trén Fig. 19, ARGX-115
dwoc ghn két véi phirc hop GARP-TGF-p tiém tang (C338), trong khi d6 isotyp dbi
chig thi khong.

Thir nghiém cling dugce phat hién 1a 1am viéc theo cach khac. Bia ELISA dugc
phtt ARGX-115, hoic isotyp khang thé ddi chimg (1pg/mL ON & 4°C) va dugc phong
bé bing tac nhan phong bé (casein-PBS). GARP tai t6 hop (Sug/mL) duge bat gitr
bang khang thé ARGX-115 dugc phu, dia nay dugc rira, va TGF-B tiém tang (C33S)-
3xstrep-tag tai t6 hop (Spg/mL) duoc bét giit va dugc phat hién bang streptavidin-
HRP. Hoat tinh HRP dugc phat hién chi béng su ¢6 mat cua ARGX-115 va ¢ trong

céc 16 cua dia duge phu isotyp dbi ching.

98



47804 99/151

Pé kiém tra viéc gin két cia ARGX-115 v6i phirc hgp GARP va peptit lién
quan dén trang thai tiém tang (LAP) cua TGF-B, phitc hop gitta GARP téi t6 hop va
LAP tai t6 hop duoc tao thanh. Dia ELISA dugc phii bang GARP tai t6 hop (1pg/mL
O/N 4°C), dugc phong bé bang tac nhan phong bé (casein-PBS), va LAP (Spg/mL)
duoc bit gift trén tai td hop GARP dugc phii. Viée gin két LAP dugc phét hién bang
khang thé khang -LAP-HRP. Viéc gin két ciia khang thé khang LAP-HRP chimg to
rang phic hgp GARP-LAP khong tao thanh in vitro. Tuy nhién ARGX-115 khong thé
hién su gén két bit ky vai phitc hop GARP-LAP. Hon nita, khi dia ELISA dugc pht
bing ARGX-115 (1pg/mL ON 4°C), GARP ti td hop (Spg/mL) dugc b sung sau d6
1a LAP (5pg/mL), khong ¢o su gfn két voi khang thé khang LAP-HRP dugc xéac dinh.
Céc két qua ndy chimg to rang TGF-B truéng thanh 1a can thiét cho sy gin két ciia
ARGX-115 véi phirc hgp GARP-TGF-B.

4.2 Tac dong cua dot bién trong hTGF-B trong phuc hop v6i GARP 1én hoat tinh trung
hoa cuia ARGX-115

Cac té bao 293T bidu hién én dinh integrin avp6 (293 TclITGB6) dugc chuyén
nhidm tam thoi véi hdn hop 3 plasmit (hdn hop plasmit): (i) plasmit thong béo
dCAGA-luc; (ii) GARP cta ngudi (pEF-BOS-puro-hGARP); va (iii) TGF-B nguoi
WT hodc TGF-p dot bién (pDisplay). Integrin avB6 1a mt trong hai integrin hoat hoa
TGF-B. Cac té bao 293TcL.ITGB6 dugc tach ra va duoc thu hoach dugc thu hoach tir
céc chai ban bam dinh 75cm?, dugc dém va duogc pha loang thanh 1E+06 té bao/mL,
va dugc phan phéi ImL mdi éng eppendorf. 250ul hdn hgp plasmit dugc b sung cho
mdi éng @& chuyén nhidm. Ngay sau khi chuyén nhidm, céc té bao dugc chuyén nhiém
dugc phan phéi trong dia quang 96 16, & 50pl (té bao 4E+04) cho mdi 16, chira cac
mADb thir nghiém khéc nhau (ARGX-115, LHG10.6, 1D11 va MHG-8 ¢ 100pl/mL).
1D11 132 mAb khang lai dang hoat dong cua isoform TGF-B 1, 2 va 3. MHG-8 va
LHG10.6 dugc md ta trong WO2015/015003 va W0O2016/125017. Sau khi u trong
thoi gian 24 gio & 37°C, hoat tinh luciferaza dugc xac dinh. Gid tri thu dugc bing viéc
chuyén nhiém thé dot bién TGF-B dugc bicu dién dudi dang ty 1& % gia tri thu duogc
dbi v6i WT-TGF-p. Két qua dugc thé hién trén Fig. 20. Nhu c6 thé quan sat dugc tir
phin hinh v&, hoat tinh trung hoa ciia ARGX-115 duge xac dinh ddi v6i dot bién
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TGF-P bao gdm phép thé R58A dot bién TGF-B bao gdm phép thé K338E dugc giam
dang ké. Diéu nay chi ra rang hai gbc nay trong phttc hop GARP-TGF-p dac biét quan
trong ddi vi hoat tinh trung hoa cia ARGX-115.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé tai t6 hop hogc manh gén két khang nguyén cla nd, ma gin két v6i phirc
hop cua glycoprotein A c6 cac trinh tu lap chiém wu thé (GARP - glycoprotein A
repetitions predominant) va TGF-B1 (Transforming growth factor Bl - Yéu t6 ting
trudng bién ddi p1) ctia nguoi, trong d6 khang thé hodc méanh gin két khang nguyén

cua ching bao gom
mién bién doi chudi nang (VH), trong do:

VH CDR3 bao gom trinh tur axit amin YEWETVVVGDLMYEYEY (SEQ ID NO:
13),

VH CDR2 bao gdm trinh tw axit amin RIDPEDAGTKYAQKFQG (SEQ ID NO:
12), va

VH CDR1 bao gdm trinh tir axit amin SYYID (SEQ ID NO: 4); va

mién bién ddi chudi nhe (VL), trong do:
VL CDR3 bao gdm trinh tr axit amin QQYASVPVT (SEQ ID NO: 11),
VL CDR2 bao gdm trinh tir axit amin GASRLKT (SEQ ID NO: 10), va
VL CDR1 bao gdm trinh tur axit amin QASQSISSYLA (SEQ ID NO: 9).

2. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo diém 1, trong d6 mién bién doi
chudi nang (VH) bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 14, va mién bién doi chudi
nhe (VL) bao gbm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15.

3. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo diém 1, con bao gdbm mién CHI,
ving ban 1&, mién CH2 va/hodc mién CH3 cia IgG ngudi.

4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo diém 3, trong d6 IgG nguoi 1a
IgGl.

5. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo diém 3, trong d6 IgG nguoi 1a
IgG4.

6. Polynucleotit dugc phan lap ma héa mién bién dbi chudi nang cua khang thé hoac

manh gan két khang nguyén theo diém 1.
101



47804 102/151

7. Polynucleotit dugc phan 14p theo diém 6, bao gbém trinh tw SEQ ID NO:18.

8. Polynucleotit dugc phan lap ma hoa mién bién ddi chudi nhe cia khang thé hoic
manh gin két khang nguyén theo diém 1.

9. Polynucleotit dugc phan 1ap theo diém 8, bao gbém trinh tw SEQ ID NO:19.

10. Polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa khang thé hodc manh gin két khang nguyén
theo diém 1.

11. Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit theo diém 10 duogc lién két hoat dong véi
trinh tu diéu hoa cho phép biéu hién khang thé, manh gian két khang nguyén, mién
bién dbi chudi ning, hoic mién bién d6i chudi nhe trong hé biéu hién té bao chu hoic
phi té bao.
12. Heé bidu hién té bao chu hoic phi té bao chira vecto biéu hién theo diém 11.
13. Phuong phép san xuat khang thé tai t6 hop hoic manh gan két khang nguyén cua
n6, bao gdm budec: |
nuoi cdy hé biéu hién t& bao chu hoic phi té bao theo diém 12 trong cac diéu
kién cho phép biéu hién khang thé hodc manh gin két khang nguyén; va
thu hdi khang thé hozc manh gin két khang nguyén duoc biéu hién.
14. Duoc phim chira khang thé hogc méanh gin két khang nguyén theo diém 1 va it
nhéat mot chét mang hodc ta dugc dugc dung.
15. Khang thé tai td hop, ma gan két voi phitc hop ctia glycoprotein A ¢6 céc trinh tu
lap chiém wu thé (GARP) va TGF-B1 cua nguoi, trong do khang thé nay bao gom
chudi ning chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 16, va chudi nhe chira trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 17.
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DANH MUC TRINH TY

<110> Argenx BVBA

<120> Khang thé GARP-TGF-B tai t6 hgp hodc manh gan két khang nguyén cla né, dugc pham chira khdng

thé nay va phuong phap san xuat khang thé nay

<130> N415743WO0

<140> PCT/EP2018/062251

<141> 2018-05-11

<150> GB1707561.5

<151> 2017-05-11

<160> 48

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 126

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 1

Glu Val GIn Leu Val GIn Pro Gly Ala Glu Leu Arg Asn Ser Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 2

<211> 107

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 2

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Ser Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Gly Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Asp Ser Leu Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Leu Lys
100 105

<210> 3

<211> 107

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 3

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Asn lle Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Ser Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Gly Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Leu Lys
100 105

<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Llama glama
<400> 4
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Ser Tyr Tyr lle Asp
1 5

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 5

Arg lle Asp Pro Glu Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe GIn
1 5 10 15

Gly

<210> 6

<211> 17

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 6

Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu Tyr Glu
1 5 10 15

Tyr

<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 7

Arg lle Asp Pro Glu Glu Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe GIn
1 5 10 15

Gly

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 8

Arg lle Asp Pro Glu Asp Ala Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe GIn
1 5 10 15

Gly
<210> 9

<211> 11
<212> PRT
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<213> Llama glama

<400> 9

Gln Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 10

<211> 7

<212> PRT

<213> Llama glama
<400> 10

Gly Ala Ser Arg Leu Lys Thr
1 5

<210> 11

<211> 9

<212> PRT

<213> Llama glama

<400> 11

Gln GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val Thr
1 5

<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 12

Arg lle Asp Pro Glu Asp Ala Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe GIn
1 5 10 15

Gly

<210> 13

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>

<223> manh khang thé
<400> 13

Tyr Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu Tyr Glu

1 5 10 15
Tyr
<210> 14

<211> 126
<212> PRT

106/151



47804

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 14

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

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Ala Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

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

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

Ala Arg Tyr Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 15

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 15

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys lle Leu lle
35 A 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Ser Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
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Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr Ala Ser Val Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 16

<211> 452

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 16

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

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Ala Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

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

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

Ala Arg Tyr Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115 120 125

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

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

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

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

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr
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195 200 205

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

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
225 230 235 240

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

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

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

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser
290 295 300

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

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

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser GIn Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
370 375 380

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

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Leu Gly
450
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<210> 17

<211> 214

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 17

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

_Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys lle Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Ser Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

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

Glu Ser Val Thr Glu GIn 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 GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 18
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<211> 378

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 18

caagtccaac ttgtccaacc gggggeggaa gtgeggaage cggggecgag cgtgaaagtc 60
tcgtgcaagg catcgggata ccgattcaca tcatattaca tcgactgggt caggcaageg 120
ccggggceaag ggctggaatg gatggggegg atcgaccegg aggatgeegg gacgaaatat 180
gcgcaaaaat tccaagggeg cgtcacgatg acggecgaca catcgacgag cacggtatac 240
gtggagctga getegetgag gagegaggac accgeggtat actactgege gegatacgaa 300
tgggagaccg tcgtcgtcgg ggacctgatg tacgaatacg aatactgggg gcaagggacg 360
cttgtcacgg tctcgagce 378

<210> 19

<211> 321

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 19

gacatccaga tgactcagag cccttccage ctgagegect ctgtgggaga tagagtcacc 60
atcacatgcc aggctagtca gtcaatttct agttacctgg catggtatca gcagaagect 120
ggccaggcac ctaaaatcct gatctacgga gecagtagge tgaagacagg ggtgecatct 180
cggttctceg gecageggate tgggacatcc tttactctga ccatctcate cctggageca 240
gaagacgccg ctacatacta ttgtcagcag tatgcttceg tgeeegtcac attcggtcag 300
ggcactaagg tcgagatcaa g 321

<210> 20

<211> 420

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 20

caagtccaac ttgtccaacc gggggeggaa gtgeggaage cgggggcgag cgtgaaagtc 60
tcgtgcaagg catcgggata ccgattcaca tcatattaca tcgactgggt caggcaageg 120
ccggggcaag ggctggaatg gatggggegg atcgacccgg aggatgeegg gacgaaatat 180
gcgcaaaaat tccaagggeg cgtcacgatg acggecgaca catcgacgag cacggtatac 240
gtggagctga getegetgag gagegaggac accgeggtat actactgege gegatacgaa 300
tgggagaccg tcgtegtegg ggacctgatg tacgaatacg aatactgggg gcaagggacg 360
cttgtcacgg tctcgagege tagcaccaag ggeeccteeg tgtteccect ggeeecttge 420

<210> 21

<211> 936

<212> ADN

<213> Nhan tao
<220>

<223> manh khang thé
<400> 21
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tcceggteca cctecgagte taccgeegct ctgggetgee tggtgaaaga ctacttceee 60
gagcctgtga ccgtgagctg gaactctgge geectgacct ceggegtgea cacctteect 120
geegtgetge aatecteegg cetgtactce ctgtecteeg tggtgacagt geectectee 180
agcctgggca ccaagaccta cacctgtaac gtggaccaca agecctccaa caccaaggts 240
gacaagcggg tggaatctaa atacggcect cectgeeecce cetgeectge cectgaattt 300
ctgggcggac ctteegtgtt tetgttecce ccaaagecca aggacaccct gatgatctce 360
cggacccccg aagtgacctg cgtggtggtg gacgtgteee aggaagatcc agaggtgcag 420
ttcaactggt atgttgacgg cgtggaagtg cacaacgcca agaccaagcec cagagaggaa 480
cagttcaact ccacctaccg ggtggtgtcce gtgetgaccg tgetgeacca ggactggctg 540
aacggcaaag agtacaagtg caaggtgtcc aacaagggcc tgeectccag catcgaaaag 600
accatctcca aggccaaggg ccageccegc gagecccagg tgtacaccect geeeectage 660
caggaagaga tgaccaagaa ccaggtgtcc ctgacctgtc tggtgaaagg ctictaccec 720
tccgacattg ccgtggaatg ggagtccaac ggecageecg agaacaacta caagaccacc 780
ccccetgtge tggactcega cggetectte ttectgtact cteggetgac agtggataag 840
tcceggtgge aggaaggeaa cgtgttctee tgcagegtga tgeacgagge cctgcacaac 900
cactataccc agaagtccct gtccctgagce ctggge 936

<210> 22

<211> 126

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 22

GIn Val GIn Leu Val GIn Pro Gly Ala Glu Val Arg Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

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

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

Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 23
<211> 107

10
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<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 23

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15 ’

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys lle Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Ser Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 24

<211> 126

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 24

Glu Val GIn Leu Val GIn Pro Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Glu Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

11
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Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Thr Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 25

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 25

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser Gin Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys lle Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Ala
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 26

<211> 126

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khéng thé

<400> 26

GIn Val GlIn Leu Val GIn Pro Gly Ala Glu Leu Arg Asn Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

12
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Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Phe Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 27

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 27

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

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

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

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 28

<211> 126

<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>

<223> manh khang thé

13
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<400> 28
Gln Val GIn Leu Val GIn Pro Gly Ala Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Asp Ala Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Thr Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 29

<211> 106

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 29

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys GIn Ala Ser Gin Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu lle Ser Gly Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80

Asp Ala Gly Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Ala Ser Val Pro Val Thr
85 90 95

14
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Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 30

<211> 126

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 30

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

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

Tyr lle Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg lle Asp Pro Glu Glu Gly Gly Thr Lys Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60.

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

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

Ala Arg Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Met Tyr Glu
100 105 110

Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 31

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 31

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser GIn Ser lle Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Asn lle Leu lle
35 40 45

15
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Tyr Gly Ala Ser Arg Leu Lys Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu Glu Ala
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> manh khang thé

<400> 32

Asn Glu Trp Glu Thr Val Val Val Gly Asp Leu Thr Tyr Glu Tyr Glu
1 5 10 15

Tyr

<210> 33

<211> 662

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met Arg Pro GIn lle Leu Leu Leu Leu Ala Leu Leu Thr Leu Gly Leu
1 5 10 15

Ala Ala GIn His GlIn Asp Lys Val Pro Cys Lys Met Val Asp Lys Lys
20 25 30

Val Ser Cys GIn Val Leu Gly Leu Leu GIn Val Pro Ser Val Leu Pro
35 40 45

Pro Asp Thr Glu Thr Leu Asp Leu Ser Gly Asn GIn Leu Arg Ser lle
50 55 60

Leu Ala Ser Pro Leu Gly Phe Tyr Thr Ala Leu Arg His Leu Asp Leu
65 70 75 80

Ser Thr Asn Glu lle Ser Phe Leu GIn Pro Gly Ala Phe GIn Ala Leu
85 90 95

Thr His Leu Glu His Leu Ser Leu Ala His Asn Arg Leu Ala Met Ala
100 105 110

16
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Thr Ala Leu Ser Ala Gly Gly Leu Gly Pro Leu Pro Arg Val Thr Ser
115 120 125

Leu Asp Leu Ser Gly Asn Ser Leu Tyr Ser Gly Leu Leu Glu Arg Leu
130 135 140

Leu Gly Glu Ala Pro Ser Leu His Thr Leu Ser Leu Ala Glu Asn Ser
145 150 155 160

Leu Thr Arg Leu Thr Arg His Thr Phe Arg Asp Met Pro Ala Leu Glu
165 170 175

Gln Leu Asp Leu His Ser Asn Val Leu Met Asp lle Glu Asp Gly Ala
180 185 190

Phe Glu Gly Leu Pro Arg Leu Thr His Leu Asn Leu Ser Arg Asn Ser
195 200 205

Leu Thr Cys lle Ser Asp Phe Ser Leu GIn GIn Leu Arg Val Leu Asp
210 215 220

Leu Ser Cys Asn Ser lle Glu Ala Phe GIn Thr Ala Ser GIn Pro GIn
225 230 235 240

Ala Glu Phe GIn Leu Thr Trp Leu Asp Leu Arg Glu Asn Lys Leu Leu
245 250 255

His Phe Pro Asp Leu Ala Ala Leu Pro Arg Leu lle Tyr Leu Asn Leu
260 265 270

Ser Asn Asn Leu lle Arg Leu Pro Thr Gly Pro Pro GIn Asp Ser Lys
275 280 285

Gly lle His Ala Pro Ser Glu Gly Trp Ser Ala Leu Pro Leu Ser Ala
290 295 300

Pro Ser Gly Asn Ala Ser Gly Arg Pro Leu Ser GIn Leu Leu Asn Leu
305 310 315 320

Asp Leu Ser Tyr Asn Glu Ile Glu Leu lle Pro Asp Ser Phe Leu Glu
325 330 335

His Leu Thr Ser Leu Cys Phe Leu Asn Leu Ser Arg Asn Cys Leu Arg
340 345 350

Thr Phe Glu Ala Arg Arg Leu Gly Ser Leu Pro Cys Leu Met Leu Leu
355 360 365

Asp Leu Ser His Asn Ala Leu Glu Thr Leu Glu Leu Gly Ala Arg Ala

17
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370 375 380

Leu Gly Ser Leu Arg Thr Leu Leu Leu GIn Gly Asn Ala Leu Arg Asp
385 390 395 400

Leu Pro Pro Tyr Thr Phe Ala Asn Leu Ala Ser Leu GIn Arg Leu Asn
405 410 415

Leu GlIn Gly Asn Arg Val Ser Pro Cys Gly Gly Pro Asp Glu Pro Gly
420 425 430

Pro Ser Gly Cys Val Ala Phe Ser Gly lle Thr Ser Leu Arg Ser Leu
435 440 445

Ser Leu Val Asp Asn Glu lle Glu Leu Leu Arg Ala Gly Ala Phe Leu
450 455 460

His Thr Pro Leu Thr Glu Leu Asp Leu Ser Ser Asn Pro Gly Leu Glu
465 470 475 480

val Ala Thr Gly Ala Leu Gly Gly Leu Glu Ala Ser Leu Glu Val Leu
485 490 495

Ala Leu GIn Gly Asn Gly Leu Met Val Leu GIn Val Asp Leu Pro Cys
500 505 510

Phe lle Cys Leu Lys Arg Leu Asn Leu Ala Glu Asn Arg Leu Ser His
515 520 525

Leu Pro Ala Trp Thr GIn Ala Val Ser Leu Glu Val Leu Asp Leu Arg
530 535 540

Asn Asn Ser Phe Ser Leu Leu Pro Gly Ser Ala Met Gly Gly Leu Glu
545 550 555 560

Thr Ser Leu Arg Arg Leu Tyr Leu GIn Gly Asn Pro Leu Ser Cys Cys
565 570 575

Gly Asn Gly Trp Leu Ala Ala GIn Leu His GIn Gly Arg Val Asp Val
580 585 590

Asp Ala Thr GIn Asp Leu lle Cys Arg Phe Ser Ser GIn Glu Glu Val
595 600 605

Ser Leu Ser His Val Arg Pro Glu Asp Cys Glu Lys Gly Gly Leu Lys
610 615 620

Asn lle Asn Leu lle lle lle Leu Thr Phe lle Leu Val Ser Ala lle
625 630 635 640

18
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Leu Leu Thr Thr Leu Ala Ala Cys Cys Cys Val Arg Arg Gin Lys Phe
645 650 655

Asn GIn GIn Tyr Lys Ala
660

<210> 34

<211> 390

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Met Pro Pro Ser Gly Leu Arg Leu Leu Pro Leu Leu Leu Pro Leu Leu
1 5 10 15

Trp Leu Leu Val Leu Thr Pro Gly Arg Pro Ala Ala Gly Leu Ser Thr
20 25 30

Cys Lys Thr lle Asp Met Glu Leu Val Lys Arg Lys Arg lle Glu Ala
35 40 45

lle Arg Gly GIn lle Leu Ser Lys Leu Arg Leu Ala Ser Pro Pro Ser
50 55 60

GIn Gly Glu Val Pro Pro Gly Pro Leu Pro Glu Ala Val Leu Ala Leu
65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Arg Asp Arg Val Ala Gly Glu Ser Ala Glu Pro Glu
85 90 95

Pro Glu Pro Glu Ala Asp Tyr Tyr Ala Lys Glu Val Thr Arg Val Leu
100 105 110

Met Val Glu Thr His Asn Glu lle Tyr Asp Lys Phe Lys GIn Ser Thr
115 120 125

His Ser lle Tyr Met Phe Phe Asn Thr Ser Glu Leu Arg Glu Ala Val
130 135 140

Pro Glu Pro Val Leu Leu Ser Arg Ala Glu Leu Arg Leu Leu Arg Leu
145 150 155 160

Lys Leu Lys Val Glu GIn His Val Glu Leu Tyr GIn Lys Tyr Ser Asn
165 170 175

Asn Ser Trp Arg Tyr Leu Ser Asn Arg Leu Leu Ala Pro Ser Asp Ser
180 185 190

Pro Glu Trp Leu Ser Phe Asp Val Thr Gly Val Val Arg GIn Trp Leu
195 200 205

19
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Ser Arg Gly Gly Glu lle Glu Gly Phe Arg Leu Ser Ala His Cys Ser
210 215 220

Cys Asp Ser Arg Asp Asn Thr Leu Gln Val Asp lle Asn Gly Phe Thr
225 230 235 240

Thr Gly Arg Arg Gly Asp Leu Ala Thr lle His Gly Met Asn Arg Pro
245 250 255

Phe Leu Leu Leu Met Ala Thr Pro Leu Glu Arg Ala GIn His Leu GIn

260 265 270

Ser Ser Arg His Arg Arg Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Ser Ser
275 280 285

Thr Glu Lys Asn Cys Cys Val Arg GIn Leu Tyr lle Asp Phe Arg Lys
290 295 300

Asp Leu Gly Trp Lys Trp lle His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn
305 310 315 320

Phe Cys Leu Gly Pro Cys Pro Tyr lle Trp Ser Leu Asp Thr GIn Tyr
325 330 335

Ser Lys Val Leu Ala Leu Tyr Asn GIn His Asn Pro Gly Ala Ser Ala
340 345 350

Ala Pro Cys Cys Val Pro GIn Ala Leu Glu Pro Leu Pro lle Val Tyr
355 360 365

Tyr Val Gly Arg Lys Pro Lys Val Glu GIn Leu Ser Asn Met lle Val
370 375 380

Arg Ser Cys Lys Cys Ser
385 390

<210> 35

<211> 249

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Leu Ser Thr Cys Lys Thr lle Asp Met Glu Leu Val Lys Arg Lys Arg
1 5 10 15

lle Glu Ala lle Arg Gly GIn lle Leu Ser Lys Leu Arg Leu Ala Ser
20 25 30

Pro Pro Ser GIn Gly Glu Val Pro Pro Gly Pro Leu Pro Glu Ala Val
35 40 45

20
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Leu Ala Leu Tyr Asn Ser Thr Arg Asp Arg Val Ala Gly Glu Ser Ala
50 55 60

Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Ala Asp Tyr Tyr Ala Lys Glu Val Thr
65 70 75 80

Arg Val Leu Met Val Glu Thr His Asn Glu lle Tyr Asp Lys Phe Lys
85 90 95

Gln Ser Thr His Ser lle Tyr Met Phe Phe Asn Thr Ser Glu Leu Arg
100 105 110

Glu Ala Val Pro Glu Pro Val Leu Leu Ser Arg Ala Glu Leu Arg Leu
115 120 125

Leu Arg Leu Lys Leu Lys Val Glu GIn His Val Glu Leu Tyr GIn Lys
130 135 140

Tyr Ser Asn Asn Ser Trp Arg Tyr Leu Ser Asn Arg Leu Leu Ala Pro
145 150 155 160

Ser Asp Ser Pro Glu Trp Leu Ser Phe Asp Val Thr Gly Val Val Arg
165 170 175

GIn Trp Leu Ser Arg Gly Gly Glu lle Glu Gly Phe Arg Leu Ser Ala
180 185 190

His Cys Ser Cys Asp Ser Arg Asp Asn Thr Leu GIn Val Asp lle Asn
195 200 205

Gly Phe Thr Thr Gly Arg Arg Gly Asp Leu Ala Thr Ile His Gly Met
210 215 220

Asn Arg Pro Phe Leu Leu Leu Met Ala Thr Pro Leu Glu Arg Ala GIn
225 230 235 240

His Leu GIn Ser Ser Arg His Arg Arg
245

<210> 36

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Ser Ser Thr Glu Lys Asn Cys Cys
1 5 10 15

Val Arg GIn Leu Tyr lle Asp Phe Arg Lys Asp Leu Gly Trp Lys Trp
20 25 30

21
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lle His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly Pro Cys
35 40 45

Pro Tyr lle Trp Ser Leu Asp Thr GIn Tyr Ser Lys Val Leu Ala Leu
50 55 60

Tyr Asn GIn His Asn Pro Gly Ala Ser Ala Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 70 75 80

Gln Ala Leu Glu Pro Leu Pro lle Val Tyr Tyr Val Gly Arg Lys Pro
85 90 95

Lys Val Glu GIn Leu Ser Asn Met lle Val Arg Ser Cys Lys Cys Ser
100 105 110

<210> 37

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
1 5 10

<210> 38

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 38

Cys Pro Pro Cys Pro

1 5

<210> 39

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
1 5

<210> 40

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr
1 5 10

<210> 41

<211> 50
<212> PRT

22
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<213> Homo sapiens

<400> 41
Cys Pro Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys
1 5 10 15

Pro Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro
20 25 30

Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg
35 40 45

Cys Pro
50

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
1 5

<210> 43

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 43

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro
1 5

<210> 44

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 44

Cys Pro Ser Cys Pro

1 5

<210> 45

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro
1 5

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

23
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<400> 46
Glu Arg Lys
1

<210> 47

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 438

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 48

Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro
1 5

24
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Fig.2
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