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Linh vuwe ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén liéu phap mién dich trén co s6 sy tc ché t bao dang tay. Cu
thé 13, sang ché dé cap dén tic nhan gin két CD33 str dung trong céc liéu phap nhu
vdy, ching han nhu trong diéu trj cac t€ bao tiy 4c tinh va hdi chimg loan san tiy
(myelodysplastic syndrome - MDS). Sang ché ciing @& cip dén dugc phdm chira tac
nhan gin két nay.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Trong dau nhitng nam 1980, CD33 dugc xac dinh 1a mot chi thi cia bénh bach
ciu tuy xuong (Andrews et al., Blood 62, 24-132, 1983). CD33 1a m{t khang nguyén
bé& mit biéu hién dic hiéu trén cac té bao tiy bao gém cac té bao bénh bach ciu tay
xuong. N6 la thanh vién nho nhét trong ho siglec (lectin lién quan dén globulin mién
dich lién két voi axit sialic). CD33 duoc biu hién trén céc té bao gbc tao mau da dong
& giai doan ddu va té bao tién than tay don nhan. Ching khong c6 mit cac té bao gbc
tao méu toan nang (Andrews et al., Journal of Experimental Medicine 169, 1721-1731,
1989). Chung dugc diéu hoa giam biéu hién trén cac bach ciu hat trudng thanh nhung
duogc gitr lai trén dai thuc bao, bach cdu don nhén va té bao tua (Andrews et al., Blood
62, 24-132, 1983). Ngoai cac té bao tuy don nhan, CD33 cling duogc théy 1a duoc biéu
hién trén cac dudng bao cua ngudi va bach ciu wa bazo trong mau (Valent et al.,
Blood 15; 73(7):1778-85, 1989). Céc khang thé don dong dugc dinh huéng khang lai
CD33 duogc st dung trong chin doan bénh bach ciu cling nhu dé tri lidu huéng dich va
su “lam sach” in vitro ty xwong dé cho qua trinh cdy ghép tu than trong bénh bach
cdu tuy xwong cip tinh (acute myeloid leukemia - AML) (Duzkale et al., Biol Blood
Marrow Transplant. 9(6):364-72, 2003). Cac nd Iuc ban d&u trong tri liéu huéng dich
tap trung vao su phat trién ctia doc td mién dich ma st dung khang thé khang CD33
duoc tiép hop véi doc t6 rixin. Do CD33 ndi nhap nhanh nho vao lién két cia khang
thé (Audran et al., J Immunol Methods. 188(1):147-54, 1995) nén phuong phap tiép
cin d6i voi doc té mién dich 1a rat dé dang.

CD33 la glycoprotein xuyén mang co6 kich thuée 67kD. Mién ngoai bao lién két
axit sialic cia CD33 c6 lién quan dén su két dinh té bao-té bao. Motif &rc ché trén co

SO tyrosin thu thé mién dich ndi bao (intracellular immunoreceptor tyrosine-based
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inhibitory motif-ITIM) truyén céc tin hiéu trc ché cho té bao, anh hudéng dén su ting
sinh va su séng s6t cua té bao. Con dudng truyén tin hiéu thuc té ctia CD33 chua duoc
hiéu 16 rang nhung duogc gia thuyét rang gdm cac motif twong tw ITIM va ITIM va su
kéo theo tyrosin phosphataza (von Gunten et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 1143: 61-82,
2008). Trinh tu déng nhit CD33 & chuot cling da dugc xac dinh, nhung so sanh kha
ning v& hoat dong chirc nang véi CD33 & ngudi thi van bi nghi ngd (Brinkman-Van
der Linden et al., Mol Cell Biol., 23(12): 4199-206, 2003). Vai trd chitc ndang cua
CD33 & ngudi trén cac bach ciu binh thudng va 4c tinh van con chua duogc biét dén.
Mot vai cong bd da mo ta CD33 nhu 1a chét chi thi bén viing trén bé mat té bao ¢ cac
té bao AML va CML so cip duoc bidu hién o tir 70 dén 100% ngudi bénh duoc thir
nghiém (Plesa et al., Cancer 112(3), 572-80, 2007; Hauswirt et al., Eur J Clin Invest.
Jan 73-82, 2007; Scheinberg et al., Leukemia Vol. 3, 440-445, 1989). CD33 duogc biéu
hién trén cac dudng bao tiy xuong 4c tinh, ¢ mit trong phin 1én céac té bao 4c tinh
trong mau ngoai vi va tly xuong ctia cac bénh nhéan bi bénh bach cAu, va trén cac té
bao gdc bach cau, lugng twong ddi nhé cac té bao dugc biét héa it hon trong tiy xuong
dugc dac trung boi kha nang tu tai sinh va duy tri sy phan héda thr bac cua cua dong té
bao bach ciu 4c tinh. Su suy yéu céc té bao gbc bach ciu 4c tinh c6 lién quan dén co
ché chinh cua su sng sot khong con khéi u. CD33 huéng dich Mylotarg® c6 doc td
mién dich, khang thé IgG, duoc lam gidng nhu cta nguoi duge tiép hop véi doc tb
chaliceamixin dugc st dung dé diéu tri cho ngudi bénh AML béng cach phén phéi
lugng doc td dén céac té bao AML duong tinh CD33 (Amadori et al., Cancer Treat Rev.
34(1):49-60, 2008). Lintuzumab (SGN-33, HuM195), mét khang thé don dong duoc
lam gibng nhu cua nguoi ddc hiéu CD33 “trin” duge danh gia trong thir nghiém l1am
sang pha IT dé didu tri AML va MDS véi cac dau hiéu 1am sang ban dau cho thy hiéu
qué tir nghién ctu lidu tang dan cta pha I va cac truong hop dung nap nguoc da dugc
bao cao (Raza et al. Abstract #983, 14" EHA Congress, June 4-7, 2009).

Dong té bao AML huéng dich v6i HuM195 dic hiéu CD33 in vitro lam gidm
TNF-o gdy ra sy tiét cic xytokin gdy viém gidng IL-8, MCP-1 va RANTES
(Sutherland et al., Mabs 1:5, 481-490, 2009). Su tuong quan gifta tdc dung nay vai liéu
phap AML chua dugc biét nhung sy diéu bién méi truong xytokin ctia vi moi trudng
khéi u c6 thé gop phin vao hiéu qua tri lidu cia khang thé. Ngoai ra, khang thé con
gdy ra phan Ung gdy doc té& bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity - ADCC) va sy thuc bao boi té bao phu thudc khang thé
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(antibody-dependent cell-mediated phagocytosis - ADCP) hoic dong té bao AML in
vitro (Sutherland et al., Mabs 1:5, 481-490, 2009). ADCC duoc xem la co ché quyét
dinh hoat tinh khang khéi u ctia khang thé trong céc khdi u 4c tinh huyét hoc. Dit liéu
tir cac thir nghiém 1am sang véi khang thé Rituximab don dong dac hiéu CD20 ching
minh dugc tAm quan trong ciia cic co ché trung gian qua té bao dap ung lai kich thich
(té bao “effector”) dé diéu tri cac khdi u 4c tinh té bao B dbi v6i dap ung trong qua
trinh diéu tri bing khang thé (Weng and Levy, J Clin Oncol. 21 (21): 3940-7, 2003).

Tém lai, 16 rang rang khang nguyén CD33 duoc biu hién trén cac t& bao binh
thuong cia dong té bao tiy don nhan va biéu hién thudong xuyén trén té bao khdi u &
bénh bach ciu tuy xuong. Trong thir nghiém pha I véi khang thé dbi khang CD33
(lintuzumab) cac ddu hiéu dau tién cta su hiéu qua duoc quan sat ma khong c6 cac tac
dung phu nghiém trong nao. Tuy nhién, sy trién khai ]Jam sang cua lintuzumab bi gian
doan sau khi cac két qua tir thir nghiém pha II két hop v6i hoa hoc tri liéu khong thu
duoc sy cai thién mong mudén vé hiéu qua. Do dé, ¢6 nhu céu rd rang déi véi su phat
trién cac phuong thirc didu tri hudéng dich CD33 cai thién.

Theo quan diém cua tinh trang k¥ thuét, c6 nhu ciu trong viéc cung cip liéu phap
cai thién hon nita dbi véi khoi u 4c tinh té bao tdy va MDS, dac biét 1a bénh bach cau
tay xuong cap tinh.

Dic biét, ¢6 nhu cau dé cung cép cac tac nhan gén két dbi khang dugc cai thién
hon nita véi CD33 dé diéu tri bénh ung thu, dic biét [ AML.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xut tac nhan gin két CD33 mdi véi CD33 & ngudi va duoc xéac dinh
bédi

a) c6 ving bién ddi chudi nang bao gdbm CDR1, CDR2 va CDR3, va ving bién
d6i chudi nhe bao gdbm CDR4, CDR5 va CDRG6, trong d6 CDR1 ¢6 trinh tu axit amin
duoc chon tr SEQ ID NO: 1-14, CDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID
NO:14-28, CDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 29-42, CDR4 ¢6
trinh tu axit amin duogc chon tr SEQ ID NO: 43-56, CDRS ¢6 trinh tu axit amin dugc
chon tur SEQ ID NO: 57-70, CDR6 co frinh tu axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:
71-84, hodc

b) nhén dién epitop trong d6 trinh tu axit amin FFHPIPYYDKNSPVHGYW
(SEQ ID NO: 141) ctia CD33 & nguoi.

Sang ché con dé xuit tac nhan gin két CD33 trong d6 dong hoc ndi nhap cia tc
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nhan gin két CD33 1a it nhit 30%, t6t hon 14 40%, lugng khang thé ban dau con lai
trén bé mit té bio cua cac t& bao HL60 tai thoi diém 4 gior sau khi .

Sang ché con dé xuét tic nhan gin két CD33, trong d6 ving bién ddi chudi nang
bao g61n trinh ty axit amin duoc chon tr SEQ ID NO: 85-98 va vung bién ddi chudi
nhe bao gém trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 99-112.

Sang ché con dé xudt tic nhan gin két CD33, trong d6 chudi ndng cd trinh tu axit
amin duoc chon tir SEQ ID NO: 113-126 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin dugc chon
tor SEQ ID NO: 127-140.

Sang ché con dé xuét tac nhan gin két CD33 ¢ cac dot bién trong vung Fc lam
tang ADCC.

Céc phuong 4n dugc uu tién khac duge néu trong phan moé ta dudi day va trong
cac diém yéu ciu bao ho.

Tac nhan gin két CD33 theo sang ché nay duoc xac dinh c6 ai luc cao voi CD33
& nguoi va con c6 dong hoc ndi nhép co loi, duge dac trung bdi sy c6 mét trong thoi
gian dai ctia cac tdc nhan gin két CD33 duoc lién két vai CD33 trén bé mit cia té bao
dich, chuyén thanh hoat tinh ADCC ¢6 loi.

Céc tac gia nhan thdy rang tic nhan gin két CD33 theo sang ché lién két véi
epitop khac nhau trong vung ngoai bao ciia CD33 dugc so sanh vgi Lintuzumab.
Khong c6 su rang budc boi bat ky ly thuyét dac biét nao duoc cho 1a nguyén nhan cia
su khac nhau cua dong hoc ndi nhdp cua tac nhan gén két CD33 va Lintuzumab theo
sang ché.

M5 ta viin tit cic hinh vé

Céc Fig. tir Fig.1 dén Fig.3 m6 ta su ndi nhap cia tac nhan gan két CD33 minh
hoa theo sang ché khi so sanh véi cac té bao lintuzumab trén HL60.

Fig. 4 mo ta téc d6 ndi nhap trén cac t& bao HL60 cua hai khang thé minh hoa
theo sang ché khi so sanh véi lintuzumab.

Fig. 5 m6 ta hiéu suit cia ADCC trén cic té bao HL60 ciia hai khang thé minh
hoa theo sang ché khi so sanh véi lintuzumab.

M5 ta chi tiét sang ché

Téac nhén gén két CD33

Thuét ngit "tac nhan gin két" duoc st dung & day co nghia la protein hodc peptit
lién két dac hiéu v6i khang nguyén dich. Tac nhan gin két c6 thé, vi du, 1a khang thé,
dan xuét ciia khang thé nay, hodc chat khac lién két ddc hiéu voi khang nguyén dich.
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Tac nhan gan két ciing co thé 1a protein bao gdm ving Fv hoic mdt phin cua né (vi
du, Vi hodc V| hoidc (cic) CDR cua khang thé lién két dac hiéu véi khang nguyén
dich). Theo mot phuong 4n dugc uu tién trong ban md ta tac nhan gin két 1a khang
thé.

Thuét ngir "tac nhan gin két CD33" dugc sir dung & day dung dé chi tac nhan
gin két lién két dac hiéu voi CD33, thuong 1a mot phin ciia ving ngoai bao caa CD33
& nguoi.

Thuét ngit "khang thé" duoc sir dung & ddy dung dé chi (a) polypeptit globulin
mién dich va cac phan hoat h6a mién dich ctia polypeptit globulin mién dich (tic 13,
polypeptit ctia ho globulin mién dich, hoic manh cua n6, ma chia vi tri lién két gan
két khang nguyén ma dic hiéu mién dich v6i khang nguyén dich dac hiéu), hoic (b)
din xuit duoc thé bao tdn cta polypeptit globulin mién dich nay hodc doan lién két
dic hiéu mién dich véi khang nguyén dich. Khang thé thudong duoc mé ta, vi du, trong
Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1988). Thuat ngit "khang thé" ding dé chi cac khang thé don dong, khang thé da
dong, khang thé dic hiéu don, khang thé da dic hidu (vi du, khang thé dic hiéu kép),
va doan khang thé thé hién hoat tinh sinh hoc mong mudn (vi du, lién két khéang
nguyén). Khang thé c6 thé thudc loai hodc 16p bit ky (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, va
IgA) hodc 16p phu (vi du, IgGl, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl va IgA2), tét hon la trong 16p
IgG, tbt hon nita 1a IgG1.

Khang thé "nguyén ven" 1a mot khang thé bao gdm vung bién ddi lién két khang
nguyén ciing nhu ving ¢b dinh chudi nhe va ving ¢6 dinh chudi ning cho thich hop
v6i 16p khang thé. Ving cb dinh c6 thé 1a vang ¢ dinh ¢ trinh tu nguyén gbc (vi du,
ving ¢d dinh cé trinh ty nguyén gdc & ngudi) hodc bién thé trinh ty axit amin cua
ching.

"Manh khang thé" bao gdm mot phin khang thé, gdm viung bién d6i hoic lién
két khang nguyén hodc mot phan cua ching. Vi du vé manh khang thé gdm doan Fab,
Fab’, F(ab'),, va Fv, manh lién két khang nguyén Vy va Vi, khang thé dac hiéu kép tai
t6 hop, khang thé dic hiéu ba tai té hop, khang thé ddc hiéu bén tai td hop, khang thé
chudi don, scFv, scFv-Fc, SMTP, va khéang thé da dac hiéu duoc tao thanh tir cac
manh khang thé.

“Ving bién dbi chudi nang” hodc “Vy” ¢6 nghia 14 mot phin cua chudi ning

bao gom CDR1, CDR2 va CDR3 va viing khung bao quanh.
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“Ving bién dbi chudi nhe” hodc “V,” cé nghia 1a mot phan cia chudi nhe bao
gdbm CDR4, CDRS5 va CDR6 va viung khung bao quanh.

“CDR” c6 nghia la vung siéu bién cta chudi ning va chudi nhe, xac dinh tinh dic
hiéu lién két / tinh bd trg cua khéng thé hodic manh khéng thé. Thir tu cia cac CDR
theo sang ché duoc x4c dinh hoan toan dua theo sb lugng.

“Epitop” & ddy dung dé chi mot phan cia khang nguyén, dugc nhén dién boi
khe’mg thé hoic manh khang thé. Cu thé 1a thuét ngit nay dung dé& chi mot phan cua
CD33, ¢6 thé dugc nhan dién boi khang thé.

“mAbs” dugc st dung & ddy dung dé chi cac khang thé don dong.

Khéng thé ¢ thé co mot hodc nhiéu "chirc ning dap Gng lai kich thich" ding dé
chi hoat tinh sinh hoc ¢6 thé quy dinh cho ving Fe (ving Fc trinh tu nguyén gbe hodc
vung Fc bién thé cta trinh ty axit amin) cta khang thé. Cac vi du vé chirc ning dap
tng lai kich thich cua khang thé gdm lién két Clq; gdy doc t& bao phu thudc bd thé
(complement dependent cytotoxicity -CDC); lién két thu thé Fc; co ché gay doc do té
bao phu thudc khang thé (antibody- dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC); su
thuc bao; su diéu hoa giam cua cac thu thé bé mat té bao (vi du, thu thé té bao B;
BCR), v.v..

"Fv chudi don" hoic manh khang thé "scEv" bao gdm ving Vi va V. cta khang
thé, trong d6 cic ving nay c6 mit chudi polypeptit don. Polypeptit Fv thudng con bao
gdm lién két polypeptit trong d6 lién két gitra ving Vy va Vi c¢6 kha niang lam cho
scFv tao thanh ciu tric mong mudn dé lién két khang nguyén. Bai bdo vé scFv, xem
Pliickthun trong The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg
and Moore, eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

Tac nhan gan két chang han nhu khang thé "dugc dinh hudng", "lién két" hodc
"lién két dac hiéu" khang nguyén quan tdm (tirc 13, khang nguyén dich) 1a mot tac nhan
c6 kha nang lién két v6i khang nguyén bang i luc du dé tic nhan gin két hiru ich
trong viéc hudng dich t& bao biéu hién khang nguyén. Thong thudng, tac nhan gan két
lién két voi ai luc it nhit bang khoang 1x10” M, va lién két voi khang nguyén da
duoc xac dinh trude bang ai luc it nhat 16n hon gip hai 1an so voi ai luc dé lién két vai
khéng nguyén khong dac hiéu (vi du, BSA, casein) trir khang nguyén da duoc xéac dinh
truge hodc khang nguyén cé lién quan mat thiét.

"Dan xuit ctia khang thé " dugc sir dung & ddy dung dé chi khang thé, nhu duoc
xac dinh & trén, dugc bién do6i béng sur g.’fm két cong hoa tri ciia phan tir khac loai nhu,
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vi dy, bang cach gin polypeptit khac loai, hodc bing su glycosyl hoa, su khir glycosyl
hoa, axetyl hoa hodc phosphoryl héa hodc cai bién khac thuong khong lién quan véi
khéng thé. Theo mot vai phuong an, phan tir khac loai khong phai 1a tac nhan tri licu.
Theo mot vai phuong an, phan tir khac loai khon biéu hién tac dung kim ham té bao
hodc gy doc té bao.

Tai liéu tham khao cho toan bd tit ca cac thuat ngit va quy trinh dugc sir dung &
day la Sambrook at al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
3" edition (January 15, 2001).

Tac nhan gin két CD33 lién két dac hidu véi thu thé, CD33, duoc két hop véi
quan thé t& bao dich dugc dwa ra. CD33 1a mot thanh vién trong ho siglec biéu hién
trén cac té bao ctia dong tao huyét, gdm cac t& bao tiy 4c tinh tién than, bach ciu don
nhén, dai thuc bao, té bao tua, va dudng bao. CD33 ciing dugc biéu hién trén té bao
khéi u lién quan dén bénh ting sinh dudng bao hodc tang sinh té bao tiy 4c tinh, gom
hoi chirg bénh bach céu tiy xuong cip tinh va hoi ching loan san tay, va trén céac té
bao gbc bénh bach ciu. Khang thé hudng dich CD33 va cach st dung chung da dugc
mo ta khai quat (xem, vi du, Pierelli et al., 1993, Br. J. Haematol. 84:24-30; Matutes et
al., 1985, Hemaiol. Oncol. 3: 179- 186; Taussig et al., 2005, Blood 106:4086- 4092;
Florian et al., 2006, Leuk. & Lymph. 47:207-222).

Theo mot vai phuong 4n, tac nhan gin két CD33 1a khang thé (vi du khang thé
don dong). Khang thé don dong hitu ich c6 thé 1a cac tdp hop chung ngudn gbc cia
khang thé v6i CD33 (vi du, ving ngoai bao ciia CD33 & ngudi). Khang thé don dong
(monoclonal antibody - mAb) ¢6 thé duoc tao ra bang cach st dung k§ thuat bat ky da
duoc biét trong linh vuc k¥ thuat. Cac k§ thudt nay gom, nhung khong giéi han véi ky
thuat té bao lai dau tién duge mo ta boi Kohler and Milstein (1975, Nature 256:495-
497), k¥ thuét lai té bao B & ngudi (Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72), va
k¢ thuat t& bao lai EBV (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Cac khang thé nay c6 thé thudc 16p globulin
mién dich gdm IgG, IgM, IgE, IgA va IgD va 16p phu bit ky cua chiing. Té bao lai san
xuét khang thé don dong c6 thé duoc nubdi ciy in vitro hodc in vivo.

Khang thé don dong hitu ich gdm, nhung khong giéi han véi, khang thé don dong
& ngudi, khang thé don dong dugc lam giéng nhu clia ngudi, khang thé don dong thé
kham va manh khang thé c6 hoat tinh chirc nang ctia cac khang thé nay.

Khang thé CD33 hitu ich gdm cac khang thé c6 thé dat dugc hidu qua tri li¢u
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bang cac co ché khac nhau da dugc biét trong linh vuc k¥ thuét, nhu co ché gy doc do
té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-mediated cyotoxicity ~ADCC),
su thuc bao té bao khang su phu thudc (anti-dependent cell phagocytosis - ADCP)
va/hodc gy doc té bao phu thude bd thé (complement dependent cytotoxicity - CDC).
Vi du khang thé c6 thé qua trung gian ADCC bang cach tuong tac v6i cac té bao dap
ting lai kich thich nhu té bao NK, bach ciu don nhan, va dai thuc bao.

Khang thé tai t6 hop, nhu khang thé thé kham va khang thé don dong dugc lam
gidng nhu clia ngudi, bao gébm ca phan ciia ngudi va khong phai ctia ngudi, c6 thé
duoc tao thanh bing cach st dung k§ thuat ADN tai t6 hop chuén. (Xem, vi du,
Cabilly et al., Pon yéu ciu cép patent My s6 4816567; va Boss et al., Pon yéu cau cip
patent S6 4816397; ca hai dwgc két hop ¢ day dé tham khao). “Khang thé dugc lam
gidng nhu ctia ngudi” 14 cac phén tir khang thé tir loai khong phai la nguoi co6 mot
hodc nhidu ving quyét dinh bd trg (complementarity determining regions-CDRs) tur
cac loai khong phai 1a nguoi va ving khung tr phan tir globulin mién dich & nguoi.
(Xem, vi du, Queen, Pon yéu ciu cip patent My s6 5585089, duoc két hop & day dé
tham khao). Khang thé don dong dugc l1am giéng nhu ctia ngudi va thé kham c6 thé
duogc san xuét bang cac k¥ thuat ADN tai t hop duoc biét trong linh vuc k§ thuét, vi
du sir dung cac phuong phap duoc md ta trong Cong bd qubc té s6 WO 87/02671;
Cong bd patent chau Au s6 0184187; Cong bd patent chiu Au sé 0171496; Cong bd
patent chau Au s6 0173494; Cong b6 qudc té s6 WO 86/01533; Pon yéu ciu cip
patent My s 4816567; Cong bd patent chdu Au S6 012023; Berter et al., 1988,
Science 240: 1041-1043; Liu et al., 1987, Proc. Natl. Acad Set. USA 84:3439-3443;
Liu et al., 1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun el al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:214-218; Nishimura et al.,, 1987, Cancer. Res. 47:999-1005; Wood et al.
1985, Nature 314:446-449; Shaw et al, 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559;
Morrison, 1985, Science 229: 1202-1207; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Pon
Xin cép Patent My sb 5,225,539; Jones et al., 1986, Nature 321:552-525; Verhoeyan et
al., 1988, Science 239:1534; va Beidler et al., 1988, J. Immunol. 141:4053-4060: mdi
tai lidu duge két hop & ddy dé tham khao.

Céc khang thé don dong ¢ ngudi ¢6 thé duge tao ra bang k§ thuat bat ky trong s6
nhiéu ky thuat da biét trong linh vuc k¥ thuit (xem, vi du, Teng el al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 80: 7308-7312; Kozbor et al, 1983, Immunology Today 4:72-
79; Olsson at al., 1982, Meth. Enzymol. 92:3-16; va Pon yéu ciu cip patent My s
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5939598 va 5770429).

Khang thé day du & nguoi c6 thé dugc san xuit bing cach s dung chudt chuyén
gen khong thé biéu hién cac gen chudi ning va chudi nhe globulin mién dich noi sinh,
nhung ¢ thé biéu hién cac gen chudi ning va chudi nhe. Chuot chuyén gen dugc gy
mién dich theo kiéu binh thuong béng khang nguyén duoc lwa chon, vi du, tit ca hoic
mdt phan cua polypeptit CD33. Céac khang thé don dong duoc dinh huéng dbi voi
khang nguyén cé thé thu dugc bang cach st dung k§ thuat lai té bao thong thuong.
Gen chuyén globulin mién dich & ngudi duoc gitt lai bai sw sap xép lai gen chuyén cia
chudt trong subt qua trinh biét hoa té bao B, va sau do trai qua su chuyén 16p va dot
bién x6ma. Do d6, sir dung k§ thudt nay, c6 thé tao ra cac khang thé IgG, IgA, IgM va
IgE hitu ich trong tri liéu. Téng quan vé k¥ thudt nay dé san xudt cac khang thé ¢
nguoi, xem, vi du, Lonberg and Huszar, 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93. Thao luin
chi tiét ctia k¥ thuat ndy dé san xuét khang thé ngudi va khang thé don dong & ngudi
va phuong thire chudn dé san xuét khang thé nay, xem, vi du, Pon xin cip Patent M§
50 5625126; 5633425; 5569825; 5661016; va 5545806. Céc khang thé ngudi khic co
théﬂulduqcthuonglnaiﬁL\d(hghdedmﬁx(PﬂncaDn,}(D,ﬂnlduocbéngchuétduqc
gdy mién dich.

Céc khang thé ngudi ddy di nhéan dién epitop dugc lya chon ciing c6 thé duoc tao
ra béng cach st dung k¥ thuat dugc uu tién 1a "lya chon dugc dinh hudng". Theo cach
tiép can nay, khang thé don dong khong phai tir nguoi dwoc lua chon, vi dy, khang thé
& chudt, duge sir dung dé dinh huéng lwa chon cua khang thé & nguoi ddy di nhén
dién epitop giéng nhau. (Xem, vi duy, Jespers el al, 1994, Biotechnology 12:899-903).
Céckhéngthéngudicﬁngcéthéduqcsénxuétbﬁngcédlm&dungkythuétkhécnhau
da biét trong linh vuc k¥ thuat, gbm cac thu vién biéu hién thé thuc khudn (xem, vi du,
Hoogenboom and Winter, 1991, J. Mol. Biol 227:381; Marks et al, 1991, J] Mol Biol
222:581; Quan and Carter, 2002, The rise of monoclonal antibodies as therapeutics, In
Anti-IgE and Allergic Disease, Jardieu and Fick Jr., eds., Marcel Dekker, New York,
NY, Chapter 20, pp. 427-469).

Céac manh khang thé hitu ich gém, nhung khong gi6i han voi, doan F(ab’),, doan
Fﬂfﬂkmanva&kh&gthédn@iﬂw(ﬁn@schﬁnamﬁmdms—SCA@(Vianhu
dugc mo ta trong Pon xin cip Patent M§ S6 4946778: Bird, 1988, Science 242:423-
42; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; va Ward et al,
1989, Nature 334: 544-54), scFv, scFv-F ¢, FvdsFv, khang thé dic hiéu nho, khang thé
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dac hiéu kép, khang thé dic hiéu ba, khang thé dic hiéu bén, SMIP (xem, vi du, Pon
xin cip Patent My duoc cong bd S& 2005-0238646) va phan tir bat ky khac bao gdm
mdt hozic nhiéu CDR va ¢6 tinh diic hiéu tuong tw v6i khang thé.

Theo cac phuong an khac, khang thé 1a protein dung hop cta khing thé, hoic
manh cé chirc niang hoat dong cua nd, dugc ndi voi protein khéac. Vi du, khang thé
hodc manh khang thé c6 thé duogc dung hop thong qua lién két cdng hoa tri (vi duy, lién
két peptit), tai ddu cubi N hoic dau cudi C véi trinh tu axit amin cua protein khac
(hodc phan cta né, thuong it nht 1a 10, 20 hodc 50 phan axit amin cta protein) khong
phai 1a khang thé hoic manh khang thé. Theo mot vai phwong 4n, khang thé hoic
ménh khang thé c6 thé duoc lién két ddng héa tri v6i protein khéc tai diu cudi C cua
vung bién ddi hodc vung cb dinh.

Khang thé ¢6 thé duoc cai bién, vi dy, bang gin két cong hoa tri cua loai phan
tr bat ky mién sao gin két cong héa tri ndy cho phép khang thé duy tri tinh dic hiéu
mién dich lién két khang nguyén cua né. Vi du, dan xudt ctia khang thé c6 thé 1a mot
khang thé duoc cai bién khac, vi dy, bang su glycosyl hoa, khir glycosyl hoa, axetyl
hoa, pegyl héa, phosphoryl hoa, amin héa, sy gidm nhén dién béng cac nhom bao
vé/chin da biét, sy phan cit protein, lién két véi protein khac, v.v.. Cai bién bit ky
trong nhiéu cai bién hoa hoc c6 thé duoc tién hanh béng cac ky thuat da biét, gém,
nhung khong gidi han véi, sy phan cit hoa hoc ddc hiéu, su axetyl hoa, formyl hoa, su
téng hop chuyén hoa véi su 6 mat cia tunicamyxin, hodc chét twong tu. Ngoai ra, dén
xuét con co thé chira mot hodc nhiéu axit amin khong tu nhién.

Theo cac phuong 4an cu thé, vin c6 mong mudn dé cai thién i luc lién két
va/hodc dic tinh sinh hoc khac cua khang thé. (Xem, vi du, Coéng bd patent My S6
2006-0003412 va 2006-0008882). Céc bién thé trinh ty axit amin ctia cic khang thé
duoc tao ra béng cach dua vao céc thay dbi nucleotit thich hop tao thanh axit nucleic
ma hoa khang thé khac, hoic bang su téng hop peptit. Cac cai bién nay gdm, vi du,
mét, va/hodc thém vao va/hoic thay thé cac gdc trong trinh tu axit amin cia khang thé.
TH hop bét ky cta mat, thém, va/hoic thay thé duoc tao thanh dé thu dugc san phém
thiét ké cudi cung, tao ra san phim thiét ké cudi cing mang cic dic tinh mong mudn.
Céc thay ddi axit amin ciing c6 thé bién dbi cic quy trinh sau dich mé cua khang thé,
nhu thay dbi s lvong hodc sy dinh vi vi tri glycosyl hoa.

Phuong phap hiru ich d& nhén biét cac gbc hodc ving nhét dinh ctia khang thé 1a
cac vi tri ¢6 loi dé gy dot bién duoc goi 1a "gdy dot bién quét alanin" nhu duoc mo ta
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boi Cunningham and Wells (1989, Science 244: 1081-1085). O day, mot gbc hoic
nhom cac géc dich duoc xac dinh (vi du, cac géc tich dién chéng han nhu arg, asp, his,
lys, va glu) va duoc thay thé bing axit amin tich dién 4m hoic trung hoa dién (thuong
1a alanin hodc polyalanin) dé anh hudng dén su twong tic cia axit amin v6i khang
nguyén. Cac vi tri axit amin d6 thé hién d6 nhay chirc ning véi cic sy thay thé sau do6
duoc sang loc bang cach dua vao thém cac bién ddi twong tu hodc cac bién ddi khac
tai, hodc cho, céac vi tri thay thé. Do do, mac du vi tri bién ddi trinh tu axit amin duogc
dinh trude, nhung ban chét cua dot bién thuc chét khong duoc dinh trude. Vi du, dé
phén tich dac tinh ctoa dot bién tai vi tri dugc dua ra, dot bién ngau nhién hodc quét
ahnhlhoacduqcﬁén}mnhtaicoquhoacvungcﬁdlvanh&nglﬂénthécﬁakhéngthé
duoc biéu hién duoc sang loc theo hoat tinh mong mubn.

Céc trinh ty axit amin thém c6 thé bao gdm cac dung hop & dau amino- va/hodc
carboxyl- trong pham vi chiéu dai tir mot gbc dén chudi polypeptit chira hang trim goc
hodc nhiu hon, ciing nhu céc trinh ty bd sung clia cic gbe axit amin don 1é hodc nhiéu
gbc axit amin. Céc vi du vé cac doan thém & dau cudi cling gbm khang thé véi gbc
methionyl dau cudi N hoic khang thé dwoc dung hop véi polypeptit gay doc té bao.

Mot loai khang thé khac 12 bién thé thay thé axit amin ciia khang thé. Cac bién
thé nay co it nhit mot gc axit amin trong phan tir khang thé dugc thay thé boi gbc
khéc. Cac vi trf duge quan tim nhét dé giy dot bién thay thé gdm cac ving siéu bién,
nhung cac bién ddi trong ving khung ciing duoc thiét ké.

Céac cai bién dang ké vé cac dic tinh sinh hoc cua khang thé c6 thé duoc hoan
thanh bdi cach chon loc cac thay thé ma khac biét dang ké vé hiéu qua cia chung dé
duy tri (a) ciu truc ctia mach khung polypeptit trong ving thay thé, vi du, c6 dang tAm
hodc dang xoén be, (b) su tich dién hodc tinh khong ua nudc cua phan tir tai vi tri dich,
hodc (c) kich thuéc cua mach bén. Cac géc tim théy trong tu nhién dugc chia thanh
cac nhém trén co sd cac dic tinh phd bién clia mach bén:

(1) tinh ky nuéc: norleuxin, met, ala, val, leu, ile;

(2) tinh va nudc trung tinh: xys, ser, thr;

(3) tinh axit: asp, glu;

(4) tinh bazo: asn, gin, his, lys, arg;

(5) cac gbc anh huong dén su dinh huéng ctia mach: gly, pro; va

(6) tinh thom: trp, tyr, phe.

Nhiing thay thé khong bao thi s& din dén su trao d6i cua thanh vién trong céc 16p
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nay voi mot 16p khéc.

Mong mubn bién dbi khang thé v& chirc nang dap ung lai kich thich, vi du, dé
tang cuong tinh gy doc do té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-
mediated cyotoxicity - ADCC), su thuc bao té bao chéng sy phu thudc (anti-dependent
cell phagocytosis - ADCP) va/hodc tinh gdy doc té bao phu thude bd thé (complement
dependent cytotoxicity - CDC) ciia khang thé. Cu thé, hoat tinh ADCC c6 thé duoc
tang cudng bang cach dua cac dot bién axit amin trong ving ¢ dinh cia khang thé
(Lazar et al., PNAS 103, 11, 4005-4010, 2006). Piéu nay c6 thé dat duoc bing cach
dua mot hodc nhiéu thay thé axit amin vao vung Fc cua khang thé, xem, vi du, Pon
yéu cdu cip patent My duoc cong bd s6 2006-0160996. Néi cach khac hodc ngoai ra,
(céc) gbe xystein c6 thé duoc dua vao trong vung Fe, nhd d6 cho phép su tao thanh
lién két disulfua lién chudi trong viing nay. Khang thé homodime do dé duoc tao ra c6
thé c6 kha ning ndi nhap duoc cai thién va/hoic CDC va ADCC tang lén. (Xem, vi du,
Caron et al., 1992, J Exp. Med 176:1191-1195; va Shopes, 1992, J. Immunol.
148:2918-2922.) Khang thé homodime véi hoat tinh khang khéi u ting cao ciing ¢6 thé
duoc tao ra béng cach str dung céc mobi lién két chéo nhi chuc khac loai nhu duge mo
ta trong Wolff et al., 1993, Cancer Research 53:2560-2565. Noi cach khac, khang thé
c6 thé duoc thiét ké c6 cac ving Fc kép va c6 thé nho d6 c6 su phan gidi b thé tang
cao va cic kha nang ADCC. (Xem, vi duy, Stevenson et al.. 1989, Anti-Cancer Drug
Design 3:219-230.)

Céc cai bién khac vé vung Fe duqé dé xuit trong linh vuc k¥ thuat, cd trong tai
liéu khoa hoc va trong tai liéu patent, vi du trong EP 0307434, WO 9304173,
WO 9734631, WO 9744362, WO 9805787, WO 9943713, WO 9951642,
WO 9958572, WO 02060919, WO 03074679, WO 2004016750, WO 2004029207,
WO 2004063351, WO 2004074455, WO 2004035752, WO 2004099249,
WO 2005077981, WO 2005092925, WO 2006019447, WO 2006031994,
WO 2006047350, WO 2006053301, WO 2006088494 va WO 2007041635.

Theo cac phuong an duoc uu tién, cac khang thé theo sang ché 1a bién thé Fc voéi
doan thay thé axit amin tai vi tri 332 va/hodc 239 va/hoidc 236. Theo cac phuong an
dugc uu tién, cic khang thé theo sdng ché ¢ cac dot bién trong vung Fc dugc chon tir
nhom bao gdm:

i) thay thé don tai vi tri 332, tot hon 12 I332E;

ii) t6 hop ctia thay thé tai vi tri 239 va 332, tét hon 1a S239D/I332E;
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iii) td hop cua thay thé tai vi tri 236 va 332, t6t hon 1a G236A/ I332E;

iv) t6 hop cia thay thé tai vi tri 236, 239 va, 332, t6t hon la G236A
/S239D/1332E.

Trong phuong én dugc uu tién dic biét theo sang ché 1a dua cac dot bién trong
vung Fc tai mdt hodc nhiéu vi tri duoc chon tir axit amin tai cac vi tri 332 va/hodc 239
va/hodc 236 theo thtr ty danh s Kabat EU. Duoc uvu tién déc biét theo sang ché 1a su
thay thé tai vi tri 239 va 332, dic biét 1a S239D/I332E.

Bién thé Fc trong cac khang thé theo sang ché dugc xéac dinh theo céc cai bién
axit amin hop thanh ching. Do d6, vi du, I332E la bién thé Fc véi thay thé I332E
tuong tng vdi polypeptit Fc gbe. Tuong tu, S239D/I332E x4c dinh bién thé Fe voi cac
thay thé $239D va I332E va S239D/I332E/G236A xéc dinh bién thé Fc véi cac thay
thé $239D, 1332E, va G236A tuong tng véi polypeptit Fc gbc.

Pé lam tang thoi gian ban ra cia huyét thanh cia khang thé, mot epitop co thé két
hop epitop lién két thu thé giai ctiru c6 thé dwoc gin vao khing thé (dic biét 1a manh
khang thé) nhu dugc mﬁ ta trong Pon xin cip Patent My s 5739277, vi du. Nhu duoc
sir dung & ddy, thuat ngit "epitop lién két thy thé giai ctru" ding dé chi epitop cia ving
Fc cua phan tur IgG (vi du, IgG,, 1gG,, 1gGs, hodc IgGy) chiu trach nhiém lam tang thoi
gian ban rd in vivo ctia huyét thanh cua phén tir IgG.

Khang thé co thé duoc glycosyl hoa tai vi tri duoc bao ton trong cac ving cb dinh
ctua chung (xem, vi dy, Jefferis and Lund, 1997, Chem. Immunol. 65:11 1-128; Wright
and Morrison, 1997, TibTECH 15:26-32). Mach bén oligosacarit ciia globulin mién
dich c6 thé anh hudng dén chirc nang cua protein (xem, vi du, Boyd et al., 1996, Mol.
Immunol. 32: 1311 -1318; Wittwe and Howard, 1990, Biochem. 29: 4175-4180), va su
twong tic ndi phan tir gitta cic phan ciia glycoprotein c6 thé anh hudng dén cu hinh
va bé mit ba chiéu dugc thé hién cia glycoprotein (xem, vi du, Jefferis and Lund,
supra; Wyss and Wagner, 1996, Current Opin. Biotech. 7:409-416). Oligosacarit cling
c6 thé dam nhiém huéng dich mot glycoprotein nhit dinh ti cac phén tr da biét dua
trén cac cAu trac nhéan dién dic biét. Vi du, da c6 bao céo réng trong phan tt IgG duogc
galactosyl hoa, gbc oligosacarit 'truot' khoi khong gian bén trong Cp2 va gdc
axetylglucosamin, ddu cudi N tro nén sin sang dé lién két voi protein lién két manoza
(xem, vi du, Malhotra et al. 1995, Nature Med. 1 :237-243). Loai bod bing
glycopeptidaza cia oligosacarit tr CAMPATH-1H (khang thé IgG1 don dong ¢ chudt
duoc lam giéng nhu ciia ngudi tai té hop nhén dién khang nguyén CDw52 ciia té bao
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lympho & ngudi) dugc tao ra trong céc té bio budng trimg ciia chudt dong Trung Quéc
(Chinese Hamster Ovary - CHO) din dén su giam hoan toan su phan giai qua trung
gian bd thé (complement mediated lysis - CMCL hodc CDC) (Boyd et al., 1996, Mol.
Immunol. 32:131, 1-1318), trong khi sy loai bd chon loc céac géc axit sialic st dung
neuraminidaza din dén khong c6 su giam CMCL. Su glycosyl hoa céc khang thé dugc
bao cdo anh huong dén ADCC. Cu thé 14, cac t& bao CHO véi su biéu hién duogc diéu
hoa boi tetraxyclin cua B(1,4)-N-axetylglucosaminyltransferaza III  (GnTIII),
glycosyltransferaza xtc téc su tao thanh GIcNAc ¢6 ciu tric goc phan gidc , dugc bao
cdo ¢6 hoat tinh ADCC duogc cai thién (xem, vi du, Umana et al., 1999, Nature
Biotech. 17: 176-180).

Su glycosyl héa cac khang thé thuong 1a lién két-N hodc lién két-O. Lién két-N
dung dé chi sw gin gbc carbohydrat véi mach bén ctia gbc asparagin. Trinh tu tripeptit
asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X 1a axit amin bit ky ngoai trix
prolin, 14 trinh tu nhan dién dé gin bing enzym gbc carbohydrat v&i mach bén
asparagin. Do do, su c6 mét cua cdc trinh tu tripeptit nay trong polypeptit tao ra vi tri
glycosyl hoa c6 hiéu qua. Su glycosyl hoa lién két-O dung dé chi su gin mot trong cac
dudng N-axeylgalaxiosamin, galactoza, hodc xyloza véi axit hydroxyamino, phd bién
nhét 14 serin hoic threonin, mic dii vy 5- hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin cling c6
thé duoc sur dung.

Bién thé glycosyl hoa cua khang thé 1a cac bién thé trong d6 kiéu glycosyl hoa
ctia khang thé dugc bién ddi. No6i cach khic c6 nghia 1a loai bé mot hodc nhiéu gbe
carbohydrat c6 trong khang thé, thém mdt hodc nhiéu gc carbohydrat vao khang thé,
thay d6i thanh phan ciia su glycosyl héa (tirc 13, kiéu glycosyl hoa), mirc do glycosyl
hoa, hoac tuong tu.

Viéc thém céc vi tri glycosyl hoa vao khang thé thuong duoc tién hanh bang cach
thay dbi trinh tu axit amin dé n6 chia mot hodc nhiéu trinh tu tripeptit duwgc mo ta ¢
trén (v6i cac vi tri glycosyl héa lién két-N). Su thay thé ciing ¢ thé dugc tién hanh
bang cach bd sung, hoic thay thé bang, mét hodc nhidu gdc serin hodc threonin vao
trinh tu ctia khang thé gbc (v6i vi tri glycosyl hoa lién két-O). Twong tu, su loai bo cac
vi tri glycosyl hoa cé thé duoc tién hanh bang su thay ddi axit amin trong vi tri
glycosyl héa nguyén ban ciia khang thé.

Trinh ty axit amin thuong dugc bién dbi béng cach bién ddi trinh tu axit nucleic
ma n6 phu thudc. Phuong phap nay gdm, nhung khéng gidi han véi, phan 1ap tir nguén
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tu nhién (trong truong hop trinh tw axit amin bién thé ¢6 san trong tu nhién) hoic tao
ra bing sy giy dot bién (hodc dot bién diém tryc tiép) thong qua trung gian
oligonucleotit, gdy dot bién bang PCR, hoic giy dot bién caset & giai doan sém trong
qua trinh tao ra bién thé hoic khong phai bién thé cia khang thé.

Su glycosyl héa (gdm kiéu glycosyl hoa) ciia khang thé ciing ¢6 thé dugc bién
dbi ma khong lam thay dbi trinh tu axit amin hodc trinh tu nucleotit ma n6 phu thudc.
Glycosyl héa phu thudc rat nhiéu vao t& bao chi duoc sir dung dé biéu hién khang thé.
Vi loai té bao dugc st dung dé biéu hién glycoprotein tai to hop, vi du, khang thé, nén
nhu cac liéu phép tiém ning hiém khi 1a té bao nguyén thuy, cic bién thé quan trong
trong kiéu glycosyl héa ctia khang thé c6 thé duoc mong doi. (Xem, vi du, Hse et al.,
1997, Biol. Chem. 272:9062-9070.) Ngoai su lua chon céc t€ bao chu, cac yéu td anh
huong dén su glycosyl hoa trong khi san xuét tai t6 hop cac khang thé gdm ché do
phat trién, thanh phan mai trudng, ty trong canh truong, sy san sinh oxy, pH, quy trinh
tinh sach, va cic yéu té tuwong ty. Cac phuong phap khac nhau dugc dé xuét dé bién
d6i kiéu glycosyl hoa dat dugc trong sinh vét chi cu thé, bao gdm su dua vao hoic
biéu hién qua miic ctia cdc enzym nhét dinh c6 lién quan dén su san xuét oligosacarit
(xem, vi du, Pon xin cép Patent My s& 5047335; 5510261; va 5278299). Su glycosyl
hoa, hodc kiéu glycosyl héa nhit dinh, c6 thé duoc loai bd bing enzym tir
glycoprotein, vi du sit dung endoglycosidaza H (Endo H). Ngoai ra, t& bao chu tai td
hop co thé dugc xtr ly gen, vi dy, dugc tao thanh véi thiéu hut trong qua trinh xr ly cac
loai polysacarit nhat dinh. K¥ thudt nay va cic ky thuat tuong tu da duoc biét dén
trong linh vuc k¥ thuét.

CAu tric glycosyl héa ciia khang thé c6 thé d& dang duoc phén tich bang céc k§
thudt thong thuong dé phan tich carbohydrat, gdm phuong phap sic ky lectin, NMR,
khdi phd, HPLC, GPC, phan tich thanh phidn monosacarit, sy phan huy tun ty bang
enzym, va HPAEC-PAD, st dung phuong phap sic ky trao ddi anion pH cao dé tach
oligosacarit dua trén dién tich. Phuong phap giai phong oligosacarit dé cho cac muc
dich phan tich ciing da duoc biét dén, va gdbm, ma khong gidi han, phuong phap xir ly
bang enzym (thuong duoc tién hanh bang cach sir dung peptit-N-glycosidaza F/endo-
B-galactosidaza), su khir ma str dung mdi trudong kiém khic nghiét dé giai phong cac
cau tric lién két-O chinh, va phuong phép hoéa hoc st dung hydrazin khan dé giai
phong oligosacarit lién két-N va -O.

Khang thé ciing c6 thé ¢6 cac bién thé (vi dy, thay thé, mat hodc thém) trong cic
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gdc axit amin twong tic v6i thu thé Fe. Cu thé, cac khang thé c6 thé c6 cac cai bién vé
gbc axit amin duoc nhan biét ¢6 lién quan dén su tuong tac gitta vung khang Fc va thu
thé FcRn (xem, vi du, Cong bd qudc té s§ WO 97/34631).

Theo khia canh rong nhat, sang ché dé cap dén tac nhan gin két CD33 lién két

v6i CD33 ¢ nguoi va dugce xéac dinh boi

a) co6 vung bién dbi chudi nang bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3, va vung bién déi
chubi nhe bao g61n CDR4, CDRS va CDR6, trong d6 CDR1 ¢6 trinh tu axit amin duoc
chon tr SEQ ID NO: 1-14, CDR2 ¢4 trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 15-
28, CDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 29-42, CDR4 ¢6 trinh tu
axit amin duogc chon tir SEQ ID NO: 43-56, CDRS5 c¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir
SEQ ID NO: 57-70, CDR6 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 71-84,
hoac

b) nhén dién epitop trong d6 trinh tu axit amin FFHPIPYYDKNSPVHGYW (SEQ
ID NO: 141) cua CD33 & nguoi.

Sang ché con dé xudt tac nhan gin két CD33 trong d6 co ché dong hoc noi nhap
clia tic nhan gin két CD33 vdi it nhat 30% lugng khac thé ban ddu con lai trén bé mat
té bao cua cac té bao HL60 tai thoi diém 4 gid sau khi u.

Nhan thiy ring tac nhan gin két CD33 theo sang ché lién két véi epitop khac vai
lintuzumab, xem vi du 4 & diy. C4 hai epitop (SEQ ID NO: 141 va SEQ ID NO: 142)
khong dugc biéu hién qua mirc. Chic chin ring céc epitop khac nhau trén ving ngoai
bao ciia CD33, dugc nhan dién boi tic nhan gin két CD33 theo sang ché va bai
lintuzumab, 1a ly do cua trang thai ndi nhdp khic nhau va kha ndng ADCC cua tac
nhan gin két CD33 theo sang ché va lintuzumab (tham khao vi du 2 va 3 & day).

Theo mot phuwong 4n dugc wu tién, it nhat 40% lugng ban ddu cia tac nhin gin
két CD33 giir lai trén bé mit té bao tai thoi diém 4 gio sau khi u.

Theo mot phuong an dugc uu tién, ving bién d6i chudi nang bao gém trinh tu
axit amin dugc chon tr SEQ ID NO: 85-98 and vung bién ddi chudi nhe duoc chon tir
trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 99-112.

Theo phuong an dugc uu tién, tac nhan gin két CD33 c6 chudi nang c6 trinh tu
axit amin duogc chon tir SEQ ID NO: 113-126 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin dugc
chon tir SEQ ID NO: 127-140.

Theo phuong 4n dugc uu ti€én, tdc nhan gén két CD33 ¢6 4i luc voi ca CD33 &

nguoi va CD33 & khi cynomolgus véi Kp bang hodc nhé hon 10nM.
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Theo phuong an dwoc wu tién, tic nhan gin két CD33 dugc lam gidng nhu cta
nguoi.

Theo phuong 4n duoc uu tién, tic nhan gin két CD33 nguyén ven & ngudi.

Theo phuong 4n duge wu tién, tic nhan gin két CD33 con bao gdm chire nang
dap tng lai kich thich.

Theo phuong 4n dugc wu tién, chitc nang dap Gng lai kich thich dugc trung gian
boi vung Fec.

Theo phuong an duoc wu tién, tic nhan gin két CD33 bao gdm mdt hoic nhiéu
dot bién trong viing Fc diéu bién chirc ning cia vung Fe.

Theo phwong 4n dugc wu tién, su didu bién chic ning cia vung Fe 1a su tdng
ADCC bang it nhit 10%, t&t hon 1 50% hodc 100%.

Tac nhan gin két CD33 dugc uu tién dic biét theo sang ché dugc liét ké trong

bang 1:

S DonglD# CDRI CDR2 CDR3 (DR4 CDR5 CDR6  Vy Vo Chudi  Chudi

STT SeqD - SeqlD  SeqlD SeqlD  SeglD SeglD SeglD SeqlD ming ke
SeglD SeqlD
1 280-03-08 1 15 29 43 57 71 85 99 113 127
2 280-21-09 2 16 30 44 58 72 86 100 114 128
3 280-29-12 3 17 31 45 59 73 87 101 115 129
4 280-31-01 4 18 32 46 60 74 88 102 116 130
5 280-31-01 5 19 33 47 61 75 89 103 117 131
(mut)

6 280-34-02 6 20 34 48 62 76 90 104 118 132
7 280-50-01 7 21 35 49 63 77 91 105 119 133
8  280-50-01 8 22 36 50 64 78 92 106 120 134
(mut)
9 280-61-07 9 23 37 51 65 79 93 107 121 135
10 283-03-03 10 24 38 52 66 80 94 108 122 136
11 283-05-01 11 25 39 53 67 81 95 109 123 137
12 283-07-03 12 26 40 54 68 82 96 110 124 138
13 283-11-03 13 27 41 >55 69 83 97 111 125 139
14 283-14-01 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140

Bang 1
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Diéu tri bénh ung thu

Cac cong bd khic nhau mo ta CD33 1a chét chi thi b mit té bao trén cac t& bao
AML va CML so cép duoc biéu hién trén cac té bao khéi u 4c tinh ndm trong khoang
tr 70% dén 100% nguoi bénh (Scheinberg et al., 1989; Hauswirt et al., 2007; Plesa et
al., 2007; Webber et al., 2008). CD33 dugc biéu hién trén cac dudng bao dang tuy ac
tinh, 14 loai chiém phan 1én trong cac té bao 4c tinh trong méau ngoai vi va tay xuwong
clia nguoi bénh bi bénh bach ciu, va trén cac té bao géc bénh bach cau, sd lugng
twong ddi nho cac té bao it dugc biét héa trong tiy xwong duoc dic trung bodi kha ning
tu tai sinh va duy tri su phan héa thir bic cia cta dong té bao bach cdu 4c tinh. Tinh
kha thi 1am sang dé huéng dich CD33 bang cach sir dung khang thé dwoc ching minh
boi Mylotarg® (Gemtuzumab ozogamizin), thé tiép hop khang thé-calicheamyxin duoc
chap nhan dé diéu tri nguoi bénh AML bi tai phat ma khéng thé chon duoc cach didu
tri khac. Mot cach tiép can khac dugc dinh huéng theo huéng CD33 1a su phat trién
ctia lintuzumab (SGN-33, HuM195), khang thé don dong IgG1 duoc lam giéng nhu
ctia ngudi cho thay cac déu hidu ban dau vé hiéu qua trong cac thir nghiém l4m sang
giai doan I (Raza et al., 2009). Két hop lai, dd c6 dit liéu phong pht vé, ca tién lam
sang va 1am sang, nhdn manh sy thich hop va tinh kha thi cia CD33 huéng dich dé
diéu tri AML va céac khdi u 4c tinh duong tinh CD33 khéc.

Bénh bach ciu tuy xuong cép tinh (Acute myeloid leukemia ~AML) 14 khéi u 4c
tinh ctia dong té bao dang tiy ciia cac té bao mau tring. Su tao u bénh ly huyét hoc
nay 1a bénh vé mau va bénh vé tuy xwong, néu khong dugc didu tri, thuong giy tir
vong trong vong vai tudn dén vai thang. Ty 18 udc tinh 30000 truong hop bi AML tai
M§ va 47000 trudng hop & Lién minh chau Au (s6 liéﬁ hién hanh trong 10 ndm dugc
xac nhan boi Mattson-Jack, 2010). AML la dang phé bién nhét cva bénh bach cau cép
tinh & ngudi 1on (khoang 90%), bao gdm khoang 33% cac trudng hop bi bénh bach
cAu moi. Do tudi trung binh cta nguoi bénh dugce chdn doan véi AML 1a 67 tudi.
AML chiém khoang 1,2% ti 1¢ tir vong do bénh ung thu tai My.

AML gay ra cac triéu chirng khong rd rang nhu st can, mét moi, sbt, va dd md
hoi dém. AML duogc chan doan bang xét nghiém mau, xét nghiém tuy xuong, va cic
thir nghiém tai phong thi nghiém dé xac dinh kiéu phu AML va dé xéac dinh cac quyét
dinh diéu tri.

Tri liéu AML phu thudc rdt nhiéu vao do tudi va tinh trang hoat dong cluia nguoi
bénh. Ngudi bénh c6 thé chiu dung cam Gng tang lidu (va sau d6 cing cd va duy tri)
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cua hoa tri liéu s€ duoc diéu tri chuyén sau béng hdn hop cia cac loai thude gdy doc té
bao. Nhitng nguoi bénh nay c6 kha nang dat dugc dap Umg hoan toan khoang 75%.
Trong tip hop nhiing ngudi bénh nay, két qua didu tri 1a cham dat duoc bénh. Tuy
nhién, su tai phat AML xay ra trong khoang mot nira sé ngudi bénh trong vong mot
nam sau khi dat duoc su dap ung hoan toan. Ti 18 bénh nglmg tién trién trong thoi gian
dai trong khoang 30%.

Tuy nhién, khi tudi cang cao thi viéc chdn doan hodc su tdn tai cua cung tinh
trang bénh khong cho phép st dung lidu phap cam ung ting lidu din dén két qua diéu
tri giam nhe. Vi vy, ty 18 thuyén giam bi giam dang ké & nhiing ngudi bénh cao tudi
v6i AML. Ti 1é sng trung binh ctia ngudi bénh cao tudi véi AML 1a dudi 6 thang.

Theo mét khia canh, tac nhan gin két CD33 hitu ich dé diéu tri bénh ung thu,
ching han nhu tri hodn su tién trién cua bénh ung thu va/hodc lam giam hoi chimg suy
giam suc khoe ca v& thé chét 1an tinh than do bénh ung thu, hodc ngan chan hodc tri
hodn su tai phat cta bénh 4c tinh huyét hoc (vi du, bénh bach cau), & dong vét c6 vu,
tot hon 1a ngudi bénh. Tac nhan gin két CD33 c6 thé duge sir dung riéng 1¢ hodc dugc
str dung ddng thoi v6i chit tri liéu khac. Theo mét vai phuong an, tac nhan gin két
CD33 duoc str dung ddng thoi voi céc tiéu chudn cham séc bang hoa hoc tri liéu. Tac
nhin gén két CD33 c6 thé dugc st dung dudi dang thé khong tiép hop (vi du, thé
khong tiép hop vai xytotoxin) hodc 1a dang thé tiép hop.

Trong phin nho nay, "ngudi bénh" 1a ngudi hodc dong vat c6 via khac ma trai qua
viée diéu tri, hoic dugc chin doan bi bénh ung thu.

Theo mdt vai phuong 4n, tic nhan gin két CD33 hitu ich dé tri hoan su tién trién
cta bénh ung thu va/hodc lam giam hoi chimg suy giam stic khoe vé ca thé chit 1in
tinh thin do bénh ung thu & ngudi bénh bing cach sir dung cho ngudi bénh can didu tri
mdt lidu dung hitu hiéu tac nhin gin két CD33. Khong bi rang budc bdi mot co ché
ddc biét nao, tac nhan gin két CD33 lién két vai té bao dap ung kich thich hodc t& bao
kénlcﬁacécdbngtébaodOnrﬁﬁnlx@ctﬂy(vidu,bachcéudonrﬁﬁn,dmthucbéo,é
bao dudi gai, va bach cdu trung tinh), nho dé e ché hodc lam giam sy san xuét cic
xytokin, chemokin va yéu té sinh trudng khéc nhau tir cac té bao dap tmg lai kich thich
hodc t& bao kém va/hoic té bao khdi u. Cac xytokin, chemokin va yéu té sinh truéng
ndy, ¢ thé thiic ddy su phat trién va ting sinh cua cic té bao khdi u va/hodc gop phan
vao hoi chimg suy giam sirc khoe vé ca thé chét 1an tinh than do bénh ung thu, gom,
nhung khong gidi han véi, interleukin-1p (IL-1p), yéu t6 hoai tir khdi u (tumor
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necrosis factor-a -TNF-a), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interferon-y (IFN-
v), yéu t6 ting trudng ndi mac mach mau (vascular endothelial growth factor - VEGF),
yéu t6 trc ché bénh bach cdu (leukemia inhibitory factor - LIF), protein hoa hudng
dong té bao don nhan (monocyte chemoattraclant protein-1 - MCP-1), RANTES,
interleukin-10 (IL-10), interleukin-12 (IL-12), metaloproteinaza chét nén 2 (matrix
metalloproteinase 2- MMP2), IP-10 va/hodc protein gdy viém dai thuc vao la
(macrophage inflammatory protein lo - MIP1a). Tac nhin gin két CD33 ciing c6 thé
lam giam su di chuyén ctia dai thuc bao dén vi tri cta té bao khdi u.

Theo mot vai phuong an, viéc sir dung liéu dung hiru hiéu tac nhan gin két CD33
cho nguoi bénh lam giam mirc ca it nhit mot xytokin, chemokin hodc yéu té sinh
trudng, méa xytokin, chemokin hoic yéu té sinh truéng cé thé thic ddy su phat trién va
tang sinh céc té bao khéi u, thuc ddy su di chuyén cia cac té bao dap tGng lai kich thich
khong phai khdi u, nhu dai thuc bao c6 lién quan dén khéi u (tumor associated
macrophage-TAMS), vung l4n cin cia vi tri khdi u va/hodc gop phéan vao hoi ching
suy giam sirc khoe vé ca thé chit 13n tinh than do bénh ung thu. Theo cac phuong 4n
cu thé, xytokin, chemokin hodc yéu té sinh truéng vi du nhu interleukin-1p (IL-1p),
yéu t§ hoai tir khdi u (tumor necrosis factor-o. - TNF-a), interleukin-6 (IL-6),
interleukin-8 (IL-8), interferon-y (IFN-y), yéu t6 ting trudng ndi mach mac mach mau
(vascular endothelial growth factor - VEGF), yéu t6 uc ché bénh bach ciu (leukemia
inhibitory factor - LIF), protein héa huéng dong bach ciu don nhan-1 (monocyte
chemoattractant protein-1 - MCP-1), RANTES, interleukin-10 (IL-10), interleukin-12
(IL-12), metaloproteinaza chit nén 2 (matrix metalloproteinase 2 - MMP2), IP-10
ve‘i/hoaflc protein gay viém dai thuc bao la (macrophage inflammatory protein la -
MIP1a).

Theo mot phuong 4n khac, phuong phap duoc dé xudt dé tri hodn sy tién trién
cua bénh ung thu béng cach cho bénh nhan st dung ché d6 tri liéu hiéu qud tac nhan
gén két CD33 ma c6 thé lién két dic hiéu vai CD33. Két qud cua viéc sir dung tac
nhan gin két CD33, su tién trién cta bénh ung thu bi tri hodn, nhu bang cach lam giam
su phat trién hodc tdng sinh céc té bao khdi u, lam giam su di cédn, lam gidm muc cua it
1m&n©UWmedwm%hh@cﬁu@ﬁﬂﬂmngMngﬁnMCébmd@ﬁ%ﬂm
kich thich khong 4c tinh trong ving l4n cin cta cac té bao khdi u, hodc té bao tuong
tu.

Theo mdt phwong 4n khac, phuong phap duoc dé xuit dé lam giam khdi luong
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ctia khdi u & ngudi bénh bang cach st dung cho ngudi bénh mot ché do hiru hiéu tac
nhan gin két CD33 ma c6 thé lién két dac hiéu véi CD33. Két qua cua viée sir dung
tac nhan gém két CD33, khdiu & nguoi bénh bi kim ham lai hodc bi giam xuéng, chéng
han nhu béng cach lam giam kich thuéc hoac khdi luwong cua khéi u, lam giam muc do
ctia it nhat mot xytokin, chemokin hoic yéu té sinh truéng, 1am giam té bao dap tng
lai kich thich khong phai é4c tinh trong vung lan can cua t€ bao khéi u, trc ché su di
chuyén cua dai thuc bao trong viing l4n cn ciia té bao khdi u, lam giam sé luong cac
té bao dap Ung lai kich thich khong phai 4c tinh (vi du, TAMS hoédc dai thuc bao) &
khéi u, hodc bang cach tuong tu.

Theo mot phuong 4n khac, phuong phap duoc dé xuit dé lam giam khéi luong
cta khdi u hodc tri hoan sy tién trién ciia bénh ung thu & ngudi bénh bing cach six
dung cho nguoi bénh mot ché @0 tri liéu hitu hiéu tic nhan gén két CD33 ma c6 thé
lién két dac hiéu voi CD33. Két qua cua viée sir dung tac nhan gin két CD33, khéi u &
nguoi bénh bi kim hdm hodc bi giam, chéng han nhu béng cach phuc hdi cac té bao
dap tng lai kich thich mién dich nhu té bao NK hodc dai thuc bao hoic bach ciu don
nhan, ¢6 thé pha huy t& bao khéi u bing cic co ché gy mién dich.

Co ché giy doc té bao phu thudc khang thé (Antibody dependent cellular
cytotoxicity - ADCC) 1a co ché do té bao dép tng lai kich thich mién dich gdy ra c6
thé gop phan vao hoat tinh khang khdi u cua khang thé don dong (Weiner GJ.
Monoclonal antibody mechanisms of action in cancer. Immunol Res. 2007,39(1-
3):271-8). Su tuong quan cia ADCC véi hidu qua khang khéi u dugc chimg minh
trong cdc md hinh tién 1am sang, vi du trong cac mo hinh khdi u & chudt (vi du Clynes
RA, Towers TL, Presta LG, Ravetch JV.Inhibitory Fc receptors modulate in vivo
cytoxicity against tumor targets. Nat Med. 2000 Apr;6(4):443-6). Dit li€u tu cac thu
nghiém 14m sang hd tro sy twong quan cua ADCC véi hiéu qua 1am sang cia céc
khang thé tri lidu (e.g. Weng WK, Levy R Two immunoglobulin G fragment C
receptor polymorphisms independently predict response to rituximab in patients with
follicular lymphoma. J Clin Oncol. 2003 Nov 1;21(21):3940-7. Epub 2003 Sep 15).
Céc tuong tac ciia khang thé don dong véi thu thé Fc trén cac t& bao mién dich gop
phin vao ADCC. Fc ctia khang thé c6 thé dugc bién doi dé biéu hién ai lyc ting cao
v6i thu thé Fc (vi du Presta LG Engineering of therapeutic antibodies to' minimize
immunogenicity and optimize function. Adv Drug Deliv Rev. 2006 Aug 7;58(5-
6):640-56. Epub 2006 May 23). Ai luc ting cao véi thu thé Fc nay tao ra hoat tinh
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ADCC ting cao c6 thé din dén hiéu qua chdng khdi u rang cao & nguoi bénh.

Theo cac phuong an khac nhau dugc md ta trong phin nay, tac nhan gin két
CD33 c6 thé duoc sir dung dé didu tri bénh ung thu dwong tinh vi CD33 (vi du, bénh
ung thu bao gdm cac té€ bao ung thu biéu hién qua mirc CD33 trén bé mat té bao cua
ching, hogc biéu hién CD33 tai muc dugce xem 14 ¢6 thé chip nhan dugce dé tri lidu boi
cac khang thé CD33). Tac nhan gin két CD33 ciing ¢6 thé duoc sir dung dé didu tri
bénh ung thu khong biéu hién qua mirc CD33 trén té bao dap tng lai kich thich khong
phai 4c tinh lién quan dén mé binh thudng thudc loai trong tw. Bénh ung thu ¢6 thé, vi
du, khong phai bénh ly huyét hoc 4c tinh hoac la bénh ly huyét hoc 4c tinh. Trong céac
vi du cu thé, bénh ly huyét hoc 4c tinh c6 thé dwong tinh v6i CD33 va c6 thé, vi du,
bénh bach ciu bach huyét cép tinh, bénh bach ciu tiy xuong cép tinh, bénh bach cau
dong té bao tiy don nhin man tinh, bénh bach cdu noi héng cu, bénh bach ciu
nguyén bao nhan khong 16 cip tinh, u lympho mé bao, xacom dang tuy, ching rdi loan
tang sinh dudng bao hodc hdi chirng loan san tuy (myelodysplastic syndrome - MDS).
Theo mot vai phwong 4n, bénh ly huyét hoc 4c tinh 1a khdi u 4ac tinh duong tinh véi
CD33, nhu bénh bach ciu tuy xuong cép tinh hodc hdi chung loan san tay
(myelodysplastic syndrome - MDS).

Theo cac phuong an khac nhau dugc mo ta trong phan ndy, tic nhan gin két
CD33 ¢6 thé la khang thé khang CD33 khong dugc tiép hop. Vi du, khang thé c6 thé 1a
khang thé nguyén ven ctia ngudi, khang thé thé kham hodc dugc lam gidng nhu cia
ngudi, ching han nhu khang thé M 195 kham hodc dwoc lam gidng nhu cua nguoi.
Khang thé ciing c¢6 thé 1a khang thé khac, ching han nhu khang thé canh tranh véi
khéng thé M 195 dé lién két dac hiéu véi CD33. Khang thé ¢ thé lién két véi epitop
tuong tu nhu khang thé M 195 hoic véi epitop khac.

Theo cac phuong an khéc, tac nhan gin két CD33 c6 thé duoc lién két (vi du,
duoc tiép hop) vai chét gy doc t€ bao. Chét gdy doc t€ bao c6 thé, vi du, doc td peptit,
chéng han nhu saporin, rixin, clotoxin, ngoai ddc tb pseudomonas, ndi doc té
pseudomonas hodc ddc td bach hau. Chét gdy doc té bao ciing ¢6 thé 1a doc t hoa hoc
(te la, khong phai dang peptit), nhu calicheamixin, doxorubixin, camptothexin,
daunorubixin, tac nhan gin két ADN khac. Chit giy doc t& bao ciing c6 thé 1a
auristatin, maytansinoit, dolastatin, hoc chit phong bé vi dng khac.

Tac nhan gan két CD33 1a khang thé khang CD33 c6 thé duoc sir dung cho ngudi

bénh qua duong trong tinh mach hoic dudong duéi da véi liéu lugng khoang 0,1mg/kg
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hoic it hon dén khoang 25mg/kg, tot hon 1a 1,0mg/kg dén khoang 10mg/kg. Tac nhan
gin két CD33 14 manh khang thé khang CD33 hoic protein lién két CD33 khéc c6 thé
duoc st dung véi liéu dung twong dwong véi lidu dung nim trong khoang tir 0,1mg/kg
dén khoang 25mg/kg. Tur 1,0mg/kg dén khoang 10mg/kg khang thé nguyén ven. Tac
nhan gin két CD33 c6 thé dugc sir dung qua dudng tinh mach hoic dudng dudi da cho
ngudi bénh theo ké hoach 13, vi du, hang ngay, hang tun, hai tudn mot 1an, ba tudn
mot 1an (tie 1a, ba tudn mot lén) hodc hang thang, hodc két hop cua ching, cho nguoi
bénh. Tac nhan gin két CD33 c6 thé duogc st dung trong khoang thoi gian it nhit mot
thang, it nhét hai thang, it nhét ba thang, it nhét bbn thang, it nhét nam thang, it nhét
sdu thang, hodc nhiéu hon, néu cin. Theo mdt vai phuong an, giai doan‘diéu tri (trudce
day) bang tac nhan gin két CD33 dugc tiép theo giai doan duy tri, trong d6 lidu dung
tac nhan gin két CD33 dugc st dung it thudng xuyén hon trong giai doan diéu tri. Vi
du, lidu dung duy tri cé thé dugc sir dung hang tudn, hai tudn mot 1an, ba tudn mot ian
hoic hang thang, trong khoang thoi gian tir 1 dén 6 thang. Liéu ding trong giai doan
duy tri ¢6 thé gidng vai lidu ding trong giai doan diéu tri.

Diéu tri bénh huyét hoc 4c tinh thuyén gidm

Theo mot khia canh khac, cac phuong phap duoc dé xuét dé ngdn chédn hodc tri
hodn su tai phat ciia bénh huyét hoc 4c tinh (vi du nhu, bénh bach céu) & ngudi bénh
biang cach cho ngudi bénh thuyén giam tir bénh huyét hoc 4c tinh sir dung mot lidu
lwong hitu hiéu tac nhan gin két CD33, din dén viéc kim ham hodc tri hodn su tai phat
sau d6 cua bénh Iy huyét hoc 4c tinh. Tac nhan gin két CD33 lién két dic hiéu véi
CD33 trén bé mit ctia cac t& bao bénh huyét hoc 4c tinh (vi du, té bao bénh bach ciu)
va/hodc cac té bao dap tng lai kich thich khong ac tinh.

Trong ban mo ta nay, "ngudi bénh" thuong 1a nguoi dang trai qua diéu tri, hodc
duoc chin doan bj bénh huyét hoc &c tinh. Theo mot vai phuong an, bénh huyét hoc ac
tinh 1a bénh huyét hoc ac tinh duong tinh v6i CD33. Bénh huyét hoc 4c tinh gdm,
nhung khéng giéi han véi, bénh bach cau (vi du, bénh bach ciu nguyén bao lympho
cap tinh (acute lymphoblastic leukemia - ALL), bénh bach ciu cip thé tuy (acute
myelogenous leukemia - AML), bénh bach ciu thé tiiy man tinh (chronic myelogenous
leukemia - CML), bénh bach cau dong té bao tuy don nhan man tinh, bénh bach ciu té
bao téc. Chimg rdi loan mau c6 lién quan, khong giéi han véi, hoi chimg loan san tiy
(myelodysplastic syndrome - MDS), ching xo hda tiy xuong, bénh ting sinh tiy
xuong (vi du, bénh ting hong ciu vo can (polycythemia vera - PV, PCV hodc PRV),
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chimg tang tidu cdu nguyén phat (essential thrombocytosis - ET), va bénh amyloit do
chudi nhe.

Thuat ngit "bénh huyét hoc 4c tinh duong tinh véi CD33" dung dé chi bénh huyét
hoc 4c tinh duoc mo ta bai su biéu hién ctia CD33 trén bé mit cia céc té bao ac tinh.
Bénh huyét hoc duong tinh véi CD33 gdm, nhung khong gidi han véi, bénh bach ciu
tly xwong cép tinh (Acute myeloid leukemia -AML), bénh bach cu tiy xwong man
tinh (chronic myeloid leukemia - CML), bénh bach cau dong té bao tiy don nhan man
tinh, bénh bach ciu tiéu ciu, hoi chimg loan san tuy, chimg rdi loan ting sinh tay
xuong, bénh thiéu mau dai déng, ching loan san tao huyét chét sinh huyét, bénh bach
cau lympho, hodc bénh bach ciu khong biét hoéa.

Theo mdt vai phuong an, phuong phap gom viée st dung cho bénh nhan dang
thuyén giam tir bénh ly huyét hoc 4c tinh dwong tinh v6i CD33 v6i mot ché do tri licu
hiru hiéu tac nhan gin két CD33, nhd d6 su tai phat cia bénh 1y huyét hoc 4c tinh dugc
ngan chan hodc tri hodn. Theo mot vai phuong an, ngudi bénh thiéu cac té bao co thé
phat hién ctia bénh 1y huyét hoc ac tinh. Nhu duoc st dung & ddy, “thiéu té bao c6 thé
phéat hién" duoc xac dinh bang cac phuong phap chin doan hodc tién lugng chuén.
Ngudi bénh thuyén giam tir AML thuong biéu hién sy giam di cac dic diém 14m sang
khong binh thudng, su dém huyét cdu binh thudong trd lai va sy tao huyét binh thudng
trong ty xuong v&i <5% té bao mau chua trudng thanh, téng sé dém bach cdu trung
tinh >1000-1500, tong s6 dém tiéu huyét cau >100000, va sy bién mit dong vo tinh
bénh bach ciu. Xem, vi du, The Merck Manual, Sec. 11, Ch. 138 (17th ed. 1997):
Estey, 2001, Cancer 92(5): 1059-1073.

Téc nhan gin két CD33 c6 thé, vi du, 1a khang thé lién két dac hiéu véi CD33 va
bénh huyét hoc 4c tinh c6 thé 1a bénh bach cau tiy xuong cép tinh (Acute myeloid
leukemia -AML), bénh bach cau tuy xuong man tinh (chronic myeloid leukemia -
CML), bénh bach cau dong t& bao tity don nhan man tinh, bénh bach ciu tuyén giap,
hoi chimg loan san tiy, chimg réi loan tang sinh tuy xuong, bénh thiéu mau dai ding,
chung loan san tao huyét chét sinh huyét, bénh bach cau lympho, hodc bénh bach ciu
khong dugc biét hoa.

Theo mdt vai phuong an, ngudi bénh thuyén giam tir bénh 1y huyét hoc 4c tinh
khong trai qua su cdy ghép tay xuong. Su cdy ghép tiy xuwong c6 thé 1a su cdy ghép
tuy xuong tu rung hodc di sinh.

Loai bénh ung thu sau ddy dic biét thich hop dé diéu tri boi cac khang thé theo
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sang ché:

Bénh ung thu 1y truyén bang dudng mau, gdm, nhung khong gi6i han v6i: bénh
bach cdu nguyén bao lympho cdp tinh "ALL", bénh bach ciu t& bao B nguyén bao
lympho cdp tinh, bénh bach ciu té bao T nguyén bao lympho cip tinh, bénh bach ciu
tiy xuong cip tinh "AML", bénh bach ciu tién tiy bao cAp tinh "APL", bénh bach ciu
ty xuwong dong mono cép tinh, bénh bach ciu tang sinh nguyén tiy bao hdng ciu cap
tinh, bénh bach cau nguyén bao nhan khéng 16 cép tinh, bénh bach cau dong té bao tuy
don nhan cip tinh, bénh bach cau khong phai t& bao lympho cip tinh, bénh bach ciu
khong dugc biét hoa cép tinh, bénh bach ciu tly xwong man tinh " CML", bénh bach
cAu bach huyét bao man tinh "CLL", bénh bach cau té bao téc, da u tay.

Bénh bach ciu man tinh va cép tinh, thich hop dugc diéu tri béng tac nhan gén
két CD33 gdm: bénh bach ciu nguyén bao lympho, bénh bach ciu tiy xuong, bénh
bach ciu bach huyét bao, bénh bach ciu tuy bao va bénh bach ciu tiéu cau. Ngoai ra
con c6 hoi chimg loan san tiy, chiing rdi loan ting sinh tiy xwong, bénh thiéu mau dai
déng, ching loan san tao huyét chét sinh huyét, bénh bach ciu lympho, hodc bénh
bach cau khong dugc biét hoa co thé dugc diéu tri bang tac nhan gén két CD33.

Hdn hop véi cic hoat chit khac

Tuy thudc vao chiing r6i loan cin duoc diéu tri, tic nhan gén két CD33 theo sang
ché ¢ thé dugc su dung riéng 1¢ hodc két hop v6i mot hoac nhiéu tac nhan tri lidu
khéc, cu thé 1a duoc chon tir sy tic nhan phé huy ADN, khir metyl h6éa ADN hoac tac
nhan gén két tubulin hodc hop chét c6 hoat tinh trj liéu @rc ché sy hinh thanh mach, con
dudng truyén tin hiéu hodc diém kiém soat nguyén phan trong té bao ung thu hodc c¢6
chire nang diéu bién mién dich (immunomodulatory function - IMIDs).

Tac nhan tri liéu bd sung c6 thé duoc sir dung ddng thoi vai, ty y nhu méot thanh
phan cta duoc pham twong tu, hodc trude hodc sau khi str dung chét lién két CD33.

Theo cac phuong 4n da biét, tac nhan trj liéu bd sung ¢6 thé, ma khong gidi han,
mot hodic nhiéu chat e ché duge chon tir nhém gém cac chit uc ché ho EGFR, ho
VEGFR, VEGF, IGF-IR, thu thé insulin, AuroraA, AuroraB, PLK va PI3 kinaza,
FGFR, PDGFR, Raf, KSP hoiac PDKI.

Vi du khic v& tic nhén tri liéu bd sung la chit tc ché cac CDK, Akt,
Src, Ber-Abl, cKit, cMet/HGF, Her2, Her3, c-Myc, Flt3, HSP90, chit ddi khang
hedgehog, chit tc ché JAK/STAT, Mek, mTor, NFkappaB, phtc hop protein, Rho,
chét trc ché su truyén tin hi€u Wnt hoac su truyén tin hiéu Notch hodc chit trc ché con
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duong ubiquitin hoa.

Cac vi du khac vé chit tri liéu bd sung 1a chit tc ché ADN polymeraza,
topoisomeraza II, cht (rc ché multityrosin kinaza, chit di khang CXCR4, chét irc ché
IL3RA, chét di khing RAR, chét e ché KIR, vacxin tri liéu mién dich, chét tc ché
TUB, tic nhan gdy cam tmg Hsp70, chit wc ché ho IAP, chit tc ché ADN
metyltransferaza, chét wc ché TNF, chét uc ché tyrosin kinaza thu thé ErbB1, chit uc
ché multikinaza, chit Gc ché JAK2, chét trc ché RR, tic nhan cam tng tu huy diét,
chit rc ché HGPRTaza, chit dbi khang thu thé H2 histamin va cht chu van thu thé
CD25.

Vi du vé chit e ché Aurora, ma khong gi6i han v6i, PHA-739358, AZD-1152,
AT-9283, CYC-116, R-763, VX-667, MLN-8045, PF-3814735, SNS-314, VX-689,
GSK-1070916, TTP-607, PHA-680626, MLN-8237, BI847325 va ENMD-2076.

Vi du vé chit tc ché PLK 12 GSK-461364, BI2536 va BI6727.

Vi du vé chat rc ché Raf 1a BAY-73-4506 (ciing 1a chét wc ché VEGFR),
PLX-4032, RAF-265 (ciing 1a chét trc ché VEGFR), sorafenib (ciing 1a chét trc ché
VEGFR), XL-281, Nevavar (ciing 1a chit wrc ché VEGFR) va PLX4032.

Vi du vé chit trc ché KSP la ispinesib, ARRY-520, AZD-4877, CK-1122697,
GSK-246053A, GSK-923295, MK-0731, SB-743921, LY-2523355, va EMD-534085.

Vi du vé chét tc ché src va/hodc ber-abl 1a dasatinib, AZD-0530, bosutinib,
X1L-228 (ciing 1a chét trc ché IGF-1R), nilotinib (ciing 1a chit tc ché PDGFR va cKit),
imatinib (ciing la chit we ché cKit), NS-187, KX2-391, AP-24534 (ciing la chét uc ché
EGFR, FGFR, Tie2, Flt3), KM-80 va LS-104 (ciing 1a chét trc ché Flt3, Jak2).

Vi du vé chat trc ché PDK1 1a AR-12.

Vi du v& chét tre ché Rho 1a BA-210.

Vi du vé chét wc ché PI3 kinaza la PX-866, PX-867, BEZ-235 (ciing la chét uc
ché mTor), XL-147, va XL-765 (ciing la chit trc ché mTor), BGT-226, CDC-0941.

Vi du vé chit wrc ché cMet hoac HGF 1a XL-184 (ciing 1a chét Gc ché VEGFR,
cKit, F1t3), PF-2341066, MK-2461, XL-880 (ciing 14 chit uc ché VEGFR), MGCD-
265 (cling 1a chat tc ché VEGFR, Ron, Tie2), SU-11274, PHA-665752, AMG-102,
AV-299, ARQ-197, MetMAb, CGEN-241, BMS-777607, JNJ-38877605, PF-
4217903, SGX-126, CEP-17940, AMG-458, INCB-028060, va E-7050.

Vi du vé chit tic ché c-Myc 1a CX-3543.

Vi du vé chét e ché FIt3 1a AC-220 (ciing 1a chét we ché cKit va PDGFR),
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KW-2449, LS-104 (ciing 1a chit wc ché ber-abl va Jak2), MC-2002, SB-1317,
lestaurtinib (ciing 1a chét (rc ché VEGFR, PDGFR, PKC), TG-101348 (ciing 1a chét tc
ché JAK?2), XL-999 (ciing la chit we ché cKit, FGFR, PDGFR va VEGFR), sunitinib
(cling 1a chit tc ché PDGFR, VEGFR va cKit), va tandutinib (ciing 1a chit uc ché
PDGEFR, va cKit).

Vi du vé chét uc ché HSPIO 13, tanespimyxin, alvespimyxin, IPI-504, STA-9090,
MEDI-561, AUY-922, CNF-2024, va SNX-5422.

Vi du vé chét Gc ché JAK/STAT 1a CYT-997 (ciing tuong tic véi tubulin),
TG-101348 (ciing la chét trc ché F1t3), va XL-019.

Vi du vé& chat wc ché Mek 1a ARRY-142886, AS-703026, PD-325901,
AZD-8330, ARRY-704, RDEA-119, va XL-518.

Vi du vé& chét trc ché mTor 1a temsirolimus, deforolimus (ciing déng vai tro 1am
chét Grc ché VEGF), everolimus (chét trc ché VEGF bd sung), XL-765 (ciing 14 chét ac
ché PI3 kinaza), va BEZ-235 (ciing 14 chét Grc ché PI3 kinaza).

Vi du vé chit tic ché Akt 14 perifosin, GSK-690693, RX-0201, va trixiribin.

Vi du vé chét e ché cKit 14 masitinib, OSI-930 (ciing déng vai trdo 1am chét tc
ché VEGFR), AC-220 (ciing 1a chét wc ché Flt3 va PDGFR), tandutinib (cling 1a chét
tre ché FIt3 va PDGFR), axitinib (ciing 14 chit uc ché VEGFR va PDGFR), sunitinib
(ciing 1a chét we ché Flt3, PDGFR, VEGFR), va XL-820 (ciing déng vai trd lam chat
Grc ché VEGFR- va PDGFR), imatinib (ciing 1a chét e ché ber-abl), nilotinib (ciing 14
chét trc ché ber-abl va PDGFR).

Vi du vé chét d6i khang hedgehog 14 IPI-609, CUR-61414, GDC-0449, IP1-926,
va XL-139.

Vi du vé chét e ché CDK la selixiclib, AT-7519, P-276, ZK-CDK (ciing e ché
VEGFR2 va PDGFR), PD-332991, R-547, SNS-032, PHA-690509, PHA-848125, va
SCH-727965.

Vi du vé chit @e ché phirc hop protein 1a bortezomib, carfilzomib, va NPI-0052
(cling 1a chét e ché NFkapaB).

Vi du vé chit uc ché phic hop protein/chit rc ché dudong NFkapaB la
bortezomib, carfilzomib, NPI-0052, CEP-18770, MLLN-2238, PR-047, PR-957, AVE-
8680, va SPC-839.

Vi du vé chit wre ché dudng ubiquitin hoa 1a HBX-41108.

Vi du vé chit khir metyl hoa 14 5-azaxitidin va dexitabin.
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Vi du vé chit chéng tao mach 14 chét tc ché FGFR, PDGFR va VEGF(R), va
thalidomit, cac chét nay dugc chon tur, ma khong gidi han vdéi, bevaxizumab,
motesanib, CDP-791, SU-14813, telatinib, KRN-951, ZK-CDK (ciing 14 chit wrc ché
CDK), ABT-869, BMS-690514, RAF-265, IMC-KDR, IMC-18F1, IMiDs, thalidomit,
CC-4047, lenalidomit, ENMD-0995, IMC-D11, Ki-23057, brivanib, xediranib, 1B3,
CP-868596, IMC-3G3, R-1530 (ciing 1a chét trc ché FIt3), sunitinib (ciing 1a chét tc
ché cKit and FIt3), axitinib (ciling 1a chét (e ché cKit), lestaurtinib (cling 1a chét trc ché
Flt3 and PKC), vatalanib, tandutinib (ciing 12 chét trc ché Flt3 va cKit), pazopanib, PF-
337210, aflibercept, E-7080, CHIR-258, sorafenib tosylat (cling la chét e ché Raf),
vandetanib, CP-547632, OSI-930, AEE-788 (ciing 1a chit rc ché EGFR va Her2),
BAY-57-9352 (ciing 1a chét ¢ ché Raf), BAY-73-4506 (ciing la chét wc ché Raf),
XL-880 (ciing 1a chét te ché cMet), XL-647 (ciing 12 chit (rc ché EGFR va EphB4),
XL-820 (cting la chit e ché cKit), nilotinib (ciing 1a chit trc ché cKit va bre-abl),
CYT-116, PTC-299, BMS-584622, CEP-11981, dovitinib, CY-2401401, ENMD-2976
va BIBF1120.

Chét tri liéu khac ciing c¢6 thé duge chon tir chit irc ché EGFR, né c6 thé 1a chat
trc ché EGFR phan tir nho hodc khang thé khang EGFR. Vi du vé khang thé khang
EGFR, ma khong giéi han véi, la xetuximab, panitumumab, nimotuzumab,
zalutumumab; vi du vé chéit uc ché AEGFR phéan t& nho la gefitinib, erlotinib,
vandetanib (ciing 12 chit tc ché VEGFR) va afatinib (ciing 14 chét tc ché Her2). Vi du
khac vé chét diéu bién EGFR la doc td dung hop EGF.

Chat e ché EGFR va/hodc Her2 khac hiru ich dé két hop véi tac nhan gan két
CD33 theo sang ché 1a lapatinib, trastuzumab, pertuzumab, X1.-647, neratinib, BMS-
599626 ARRY-334543, AV-412, mAB-806, BMS-690514, JNJ-26483327, AEE-788
(cling 14 chit e ché VEGFR), AZD-8931, ARRY-380 ARRY-333786, IMC-11F8,
Zemab, TAK-285, AZD-4769, va afatinib (chat e ché kép Her2 va EGFR).

Chéat we ché ADN polymeraza hitu ich két hop véi tac nhin gan két CD33 theo
sang ché 1a Ara-C/xytarabin, Clolar/ clofarabin.

Chat rc ché ADN metyltransferaza hitu ich két hop vé6i tic nhan gin két CD33
theo sang ché 1 Vidaza/azaxitidin.

Téc nhan cam Ung gay chét theo chwong trinh hitu ich két hop véi tac nhan gin
két CD33 theo sang ché la Trisenox/arsenix trioxit.

Chét trc ché topoisomeraza II hitu ich két hop véi tic nhan gin két CD33 theo
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sang ché 1a idarubixin, daunorubixin va mitoxantron. ,

Chat ddi khang RAR hitu ich két hop véi tic nhan gén két CD33 theo sang ché 1a
Vesanoit/tretinoin.

Chat rc ché HGPRTaza hitu ich két hop véi tac nhan gin két CD33 theo séng ché
la Mercapto/mercaptopurin.

Chét ddi khang thu thé histamin H2 hitu ich két hop v6i tac nhan gin két CD33
theo sang ché la Xeplen/histamin dihydroclorua.

Chat chi van thu thé CD25 hitu ich két hop véi tic nhan gén két CD33 theo séng
ché 1a IL-2.

Thubc khéc ciing ¢6 thé duge chon tir chit hudng dich dén cac con duong IGF-
IR va thu thé insulin. Chit nay gém cac khang thé lién két v6i IGF-1R (vi du CP-
751871, AMG-479, IMC-A12, MK-0646, AVE-1642, R-1507, BIIB-022, SCH-
717454, rthu Mab IGFR va cac chit hoa hoc m6i ma hudéng dich vung kinaza cua
IGF1-R (vi du OSI-906 hoac BMS-554417, X1.-228, BMS-754807).

Tac nhén khac c6 thé duoc két hop hitu dung trong lidu phap vé6i tac nhan gin két
CD33 theo sang ché 1a cac phan tir huéng dich CD20, gdm khang thé dic hiéu CD20
giéng rituximab, LY-2469298, ocrelizumab, MEDI-552, IMMU-106, GA-101 (=
R7159), XmAb-0367, ofatumumab, khang thé CD20 dugc danh dau phéng xa, giéng
tositumumab va ibritumomab tiuxetan hodc protein huéng dich CD20 khéc, chét tuong
tuw SMIP Tru015, PRO-131921, FBT-AO0S5, veltuzumab, R-7159.

Tac nhan gin két CD33 c6 thé dui;c két hop vé6i chit e ché khang nguyén bé
mat khac dugc biéu hién trén bach cau, cu thé 1a khang thé hoic phéan tu giéng khéng
thé, vi du khang CD2 (siplizumab), khang CD4 (zanolimumab), khang CD19 (MT-
103, MDX-1342, SAR-3419, XmAb-5574), khang CD22 (epratuzumab), khang CD23
(lumiliximab), khang CD30 (iratumumab), khang CD32B (MGA-321), khang CD38
(HuMax-CD38), khang CD40 (SGN40), khang CD52 (alemtuzumab), khang CD80
(galiximab).

Chét khac c6 thé duoc két hop v6i tac nhan gin két CD33 1a doc té mién dich
gidng BL-22 (doc t6 mién dich khang CD22), inotuzumab ozogamixin (thé tiép hop
khang thé khang CD23-calicheamixin), RFT5.dgA (doc t§ Rixin khang CD25 chudi
A), SGN-35 (thé tiép hop E khang CD30-auristatin), va gemtuzumab ozogamixin (thé
tiép hop calicheamixin khang CD33), MDX-1411 (thé tiép hop khang CD70), hoic
khang thé dugc danh déu phéng xa gidng **Y-epratuzumab (thé tiép hop mién dich
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phong xa khang CD22).

Ngoai ra, tac nhin gin két CD33 c6 thé dugc két hop voi chit diéu bién mién
dich, chit, vi du khang thé, cam tng gy chét theo chwong trinh hodc bién ddi con
duong truyén tin hiéu gidng chit diéu bién thu thé TRAIL mapatumumab (chét chu
van thu thé TRAIL-1), lexatumumab (chit cha vén thu thé TRAIL-2), tigatuzumab,
Apomab, AMG-951 va AMG-655; khang thé khang HLA-DR (gidng 1D09C3), khéng
CD74, chét uc ché phdi tir yéu tb biét hoa té bao huy xwong (gidng denosumab), cht
d6i khang BAFF (gidng AMG-623a) hoic chét chu van cua thu thé gidng Toll (vi du
TLR-4 hodc TLR-9).

Céc thude khac c¢6 thé duoc sir dung két hop véi tac nhan gin két CD33 theo sang
ché duogc chon tir, nhung khong gidi han v6i hocmon, chét twong tu hormon va chit
khang hormon (vi du tamoxifen, toremifen, raloxifen, fulvestrant, megestrol axetat,
flutamit, nilutamit, bicalutamit, Xyproteron axetat, finasterit, buserelin axetat,
fludrocortinson, floxymesteron, medroxyprogesteron, hydroxyprogesteron caproat,
dietylstilbestrol, testosteron propionat, floxymesteron/chit tuong dwong, octreotit,
arzoxifen, pasireotit, vapreotit, adrenocorticosteroit/ chat dbi khang, prednison,
dexamethason, ainoglutethimit), chit @rc ché aromataza (vi du anastrozol, letrozol,
liarozol, exemestan, atamestan, formestan), chét chu vén va chit dbi khang LHRH (vi
du goserelin axetat, leuprolit, abarelix, xetrorelix, deslorelin, histrelin, triptorelin), chét
chéng chuyén hoa (vi du antifolat gidng methotrexat, trimetrexat, pemetrexed, chét
twong tu pyrimidin gidng S-flouraxil, flodeoxyuridin, capexitabin, dexitabin,
nelarabin, S5-azaxytidin, va gemxitabin, purin va chét twong tu adenosin nhu
mercaptopurin, thioguanin, azathioprin, cladribin va pentostatin, xytarabin, fludarabin,
clofarabin); khang sinh chéng khéi u (vi duantraxyclin gidng doxorubixin,
daunorubixin, epirubixin va idarubixin, mitomyxin-C, bleomyxin dactinomyxin,
plicamyxin, splicamyxin, actimomyxinD, mitoxantron, mitoxantroneidarubixin,
pixantron, streptozoxin, aphidicolin); dan xuét cua platin (vi du xisplatin, oxaliplatin,
carboplatin, lobaplatin, satraplatin); chét alkyl hoa (vi du estramustin, semustin,
mecloetamin, melphalan, clorambuxil, busulphan, dacarbazin, xyclophosphamit,
ifosfamit, hydroxyure, temozolomit, nitrosoure nhu carmustin va lomustin, thiotepa);
chét chéng nguyén phan (vi du vinca alkaloit gidng vinblastin, vindesin, vinorelbin,
vinflunin va vincristin; va taxan giéng paclitaxel, docetaxel va ché pham ciia chung,
larotaxel; simotaxel, va epothilon gidng ixabepilon, patupilon, ZK-EPO); chit trc ché
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topoisomeraza (vi du epipodophylotoxin gidng etoposit va etopophos, teniposit,
amsacrin, topotecan, irinotecan, banoxantron, camptothexin) va chit héa hoc tri lidu
hén hop nhu din xult cia axit retinoic, amifostin, anagrelit, interferon alpha,
interferon beta, interferon gama, interleukin-2, procarbazin, N-metylhydrazin, mitotan,
va porfime, bexaroten, xelecoxib, etylenmin/metyl-melamin, thrietyienmelamin,
triectylen thiophosphoramit, hexametylmelamin, va enzym L-asparaginaza, L-arginaza
va metronidazol, misonidazol, desmetylmisonidazol, pimonidazol, etanidazol,
nimorazol, RSU 1069, EO9, RB 6145, SR4233, nicotinamit, 5S-bromodeozyuridin, 5-
iododeoxyuridin, bromodeoxyxytidin, erythrohydroxynonyl-adenin, antraxendion,
GRN-163L (chit dbi khang mau telomeraza canh tranh), SDX-101 (chit chi van
PPAR), talabostat (chat (rc ché DPP), forodesin (chét (rc ché PNP), ataxicept (chat d6i
khang hoa tan hudng dich thanh vién trong ho TNF BLyS va APRIL), chét trung hoa
TNF-alpha (Enbrel, Humira, Remicade), XL-844 (chit wc ché CHKI1/2), VNP-
40101M (chét alkyl hoa ADN), SPC-2996 (chit {rc ché bcl2 dbi nghia), obatoclax
(chét rc ché bel2), enzastaurin (chit trc ché PKC beta), vorinistat (chét trc ché HDAC),
romidepsin (chat tc ché HDAC), AT-101 (chit @c ché Bcl-2/Bel-xL), plitidepsin
(depsipeptit da tac dung), SL-11047 (chét diéu bién chuyén hoa polyamin).

Tac nhan gin két CD33 theo sang ché ciing c6 thé dugc str dung két hop vai cac
liéu phap khac gdm phau thuét, su cdy ghép té bao géc, tri liéu phong xa, liéu phap noi
tiét, chét cai bién dap tng sinh hoc, than nhiét cao va ding lanh dé chita bénh va cac
tdc nhan dé giam b6t tac dung bat loi (vi du thube chéng nén), G-CSF, GM-CSF, chit
cam quang nhu dan xudt hematoporphyrin, photofrin, ddn xuét benzoporphyrin, Npe6,
tin etioporphyrin, pheoborua-a bacterioclorophyl-a, naphtaloxyanin, phtaloxyanin,
kém phtaloxyanin.

Duoc phém va phuong phip st dung

Tac nhan gin két CD33 c6 thé c6 dang bt ky ma cho phép ché pham sir duogc
dung cho ngudi bénh. Vi dy, ché phdm c6 thé co dang chit ran hodc chit long. Mb
hinh ap dung dugc uu tién 1a qua dudng ngoai duong tiéu hoa, bang cach truyén hoic
tiém (trong tinh mach, trong co, dudi da, trong bung, trong da), nhung mé hinh 4p
dung khac nhu bang céach hit, qua da, qua dudng trong miii, qua m4, qua dudng miéng
va trong khdi u ciing c6 thé thich hop. St dung ngoai dudng tiéu héa gém k¥ thuat

truyén hoac tiém dudi da, trong tinh mach, trong co, ti€ém trong stem. Theo mdt khia
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canh, cac ché phém dugc sir dung ngoai duong tiéu héa. Theo mdt khia canh khéc,
hop chét dugc st dung trong tinh mach.

Duoc phidm c6 thé duoc bao ché dé cho phép hop chét c6 tinh kha dung sinh hoc
khi st dung ché phdm cho nguoi bénh. Ché phdm c6 thé c6 dang cua don hodc nhidu
donvih&Jdﬁng,Hongdé,Vidu,vatchﬁach&ahqpchétduéidangsolkhicéthéchﬁa
nhiéu don vi liéu dung.

Nguyén liéu duoc st dung dé didu ché duoc pham c6 thé khéng doc ddi vaoi
luong duoc st dung. Hién nhién d6i véi ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay rang liéu dung t6i wu ciia (cac) hoat chét trong dugc phém phu thudc vao cac
yéu t6 khac nhau. Céc yéu t6 c6 lién quan gdbm, ma khong giéi han, déi tuong bi bénh
(vi du, nguoi), dang cu thé cia hop chét, cach thic sur dung, va ché phém duoc su
dung.

Ch&nnanghoactéduchuqcdungcéthélédangluu,décécchéph&n,vidu,é
dang bot. (Cac) chit mang c6 thé 1a chét 1ong, véi ché phdm, vi du, dang 16ng c6 thé
tiém. Ché phdm c6 thé c6 dang long, vi du, tiém ngoai rudt. Trong ché phim ma sir
dung béng cach tiém, c6 thé chira mot hodic nhiéu chét hoat dong bé mat, chit bao
quén,chétlénlénL chétphénlﬁn,chéttéo huyén.phﬁ,chétdénL chét 6n dhﬂl\@tchét
dang truong.

Ché phim 16ng, chung c6 thé 1a dung dich, huyén phu hodc dang tuong tu khac,
cling ¢6 thé gdm mot hodc nhidu chét sau ddy: chit pha lodng vo tring nhu nuée dé
tiém, dung dich nuédc mudi, t6t hon 13 nudc mubi sinh ly, dung dich Ringer, natri
clorua déng truong, ddu nén nhu mono- hodc digylxerit tdng hop c6 thé thich hop lam
dung méi hodc mdi trudng tao huyén phu, polyetylen glycol, glyxerin, xyclodextrin,
propylen glycol hodc dung méi khac; chit én dinh nhu axit amin; chét hoat dong bé
mat nhu polysorbat; chit khang vi khuén nhu ruou benzyl hoic metyl paraben; chit
chéng oxy héa nhu axit ascorbic hodc natri bisulfit; chét chelat hoa nhu axit
etylendiamintetraaxelic; chit dém nhu axetat, xitrat hodc phosphat; va chét diéu chinh
tinh truong nhu natri clorua hodc dextroza. Ché phim dung ngoai dudng tiéu hoa co
thé duge dung trong dng thubc, xi lanh ding mot 1an hodc lo nho da liéu bing thuy
tinh, nhua hodc vat lidu khac. Nude mudi sinh ly 12 ta duge minh hoa. Ché phim co
thé tiém t6t hon 1 v6 tring.

Téc nhén gin két CD33 c6 thé duoc lam khd (duoc dong kho, séy phun, sdy phun
lanh, 1am kho bing khi gin hoic siéu téi han, siy chan khong, hong kho), duge két taa
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hoac két tinh hodc giit trong cac vi nang dugc didu ché, vi du, bing cac k¥ thuit giot tu
hoic bang st dung polyme hoa bé mit chung, vi du, tuong Ung lin luot la
hydroxymetylxenluloza hodc gelatin va poly-(metylmetaxylat), trong cic hé théng
phan phéi thube dang keo (vi dy, liposom, vi cAu albumin, vi nhil tuong, hat nano va
vién nang nano), trong nhil twong phan tir 16n hodc duoc két tua hodc ¢ dinh trén chét
mang hodc bé mat, vi du bang k¥ thudt pcme (vi tinh thé dwgc phu protein). K§ thut
nay dugc boc 16 trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21* edition,
Hendrickson R. Ed.

Luong ché phém httu hiéu trong diéu tri mot chirng rbi loan hodc bénh Iy cu thé
s€ phu thudc vao ban chét cua chung rdi loan hodc bénh ly, va cé thé duoc xac dinh
bang cac k¥ thuat 1am sang tiéu chuan. Ngoai ra, cac thir nghiém in vitro hodc in vivo
c6 thé tiy y duoc s dung dé hd trg xac dinh cac khoang lidu ding tdi wu. Liéu dung
chinh x4c duogc st dung trong ché phim s& phu thudc vao dudng ding, va tinh nghiém
trong ctia bénh hodc chiing r6i loan, va nén dugc quyét dinh theo chi dinh cua bac sy
da khoa va tinh trang ctia mdi bénh nhan.

Ché phim bao gdbm mot luong hiru hiéu (cic) thudc hodc (cac) tac nhan dé thu
duoc liéu ding phit hop. Thong thudng, lwong nay it nhét 1a 0,01% cua thude hodc tac
nhin dugc tinh theo trong lwong cua ché phdm. Khi huéng dén viéc st dung theo
dudong miéng, luong nay c6 thé thay doi dén khoang tir 0,1% dén khoang 80% tinh
theo trong luong cua ché pham. Theo mét khia canh, ché phdm qua dudng miéng co
thé bao gdm tir khoang 4% dén khoang 50% hop chit tinh theo trong luong ché pham.
Theo mot khia canh khac, ché phém nay duogc diéu ché dé don vi lidu dung ngoai
duodng tiéu hoéa; chira tir 0,01% dén khoang 2% tinh theo trong luong hop cht.

Pé st dung trong tinh mach, ché phdm c6 thé chira tir 1 dén 50mg thudc hodc tac
nhan trén mdi kg can ning cia nguodi bénh. Theo mot khia canh, ché phdm c6 thé gdbm
tir khoang 1, 1,5 hodc 2,5 dén khoang 50mg thudc hodc chit trén mdi kg can ning cia
nguoi bénh. Theo mdt khia canh, lugng dugc st dung sé& nam trong khoang tur 1, 1,5
hodc 2,5 dén khoang 25mg/kg khdi luong cta thube hodc tac nhan.

Theo mét vai phuong an, lidu ding duoc s dung cho ngudi bénh nho hon
0,1mg/kg dén khoang 50mg/kg cin ning cia ngudi bénh. (Pé quy bién ddi thanh
mg/mm?, BSA bing 1,8m? va cin ning bing 80kg c6 thé duoc sir dung.)

Nhu dugc thao ludn trong ban mb ta, tic nhan gan két CD33 c6 thé dugc sir dung
trong tinh mach hodc dudi da cho ngudi bénh theo lich trinh tirc 13, vi du, hang ngay,

-34-



19897

hang tuan, hai tudn mot 14n, ba tudn mot 14n hodc hang thang cho ngudi bénh. Vi du,
tac nhan gin két CD33 co thé duoc sir dung hang tuén, trong khoang thoi gian tir 2 dén
10 tuéin, thudng 1a tir 3 dén 6 tudn. Theo mdt vai phuong 4n, ché do lidu dung cua tac
nhén gan két CD33 duy tri ndng do huyét thanh trong mau bing it nhit Spug/ml hoic it
nhit 10pg/ml trong subt chu ky st dung theo liéu luong. Tac nhan gin két CD33 c6
mémwcwdm%VNMJﬁl&n&mﬁmm@umuM&wnTMomvammmgém
tac nhan gin két CD33 dugc st dung thudng xuyén cho dbi tuong.

Bing cach vi du, sang ché gdm phwong phéap diéu tri bénh ung thu, nhu bénh ung
thu dang tiy, bang cach sir dung tir 0,1mg/kg dén 50mg/kg, vi du khoang tir 1,5 dén 8
hodc tir 2,5 dén 8mg/kg, khang thé khang CD33 hang tudn theo sang ché. Céch didu tri
nay thuong c6 thé duge sir dung lién tuc trong thoi gian tir 1 dén 3 thang, thuong la
khoang hai thang. Theo mdt phuong an, chu trinh liéu str dung duoc duy tri cho dén
khi giam céc té bao ac tinh chua truong thanh (t& bao blast) duge nhan thdy. Vi du,
viéc st dung theo lidu luong lién tuc trén 6 thang. Céch diéu tri nay cé thé tiép theo
sau bang chu trinh st dung v6i lidu lugng it thudng xuyén hon, bao gdm vi du nhu 1a
treong hop lidu ding hai tudn n1©tl§n.(hoac hai 1an mdt thadng). Chu trinh st dung
theo liéu dung c6 thé duogc duy tri 1, 2, 3, 4, 5, 6 thang hodc nhiéu hon dé duy tri sy
giam té bao 4c tinh chua trudong thanh (t& bao blast) va/hodc su thuyén giam bénh.

Theo mdt vai phurong 4n, tic nhan phong bénh c6 thé duge sir dung ciing vai tac
nhan gin két CD33 dé giam thidu cic phan (mg cia qua trinh truyén dich. Tac nhan
phong bénh thich hop gdm, vi dy, metyl prednisolon, diphenyldramin, axetaminophen
hodc tadc nhén thich hop khac. Tac nhan phong bénh co thé dugc st dung trudc hodc
vao khoang thoi gian dong thoi vai tac nhan gén két CD33.

(Cac) thudc hodc (cac) tac nhan hodc ché phim cé thé duoc st dung bang dudng
ding thuan tién bat ky, vi du, bing cach truyén hodc tiém nhanh 1 liéu, bang su hép
thu qua niém mac da hoic biéu mo (vi du, niém mac miéng, truc trang va ni€ém mac
rudt, v.v.). Viéc st dung cé thé toan than hoac khu tri. Cac hé théng phéan phéi khac
nhau d3 duoc biét dén, vi du, su bao gdi trong liposom, vi hat, vi nang, nang, v.v.., va
c6 thé dugc st dung dé phan phéi hop chét. Theo cic phwong 4n da biét, nhidu hon
mot loai thude hodc tac nhan hodc ché phém dugc sir dung cho nguoi bénh.

Mong mubn 1a phéan phéi mdt hodc nhiéu loai thube hodc tac nhan hodc ché phém
cuc by vao vung can diéu tri, thich hop véi thudc hodc tac nhan. Piéu nay cling c6 thé
dat duoc, vi du, va khong gidi han, béng su truyén cuc bd trong khi ph?lu thuat; ap

-35-



19897

dung tai chd, vi du, két hop véi su bang b6 vét thuong sau khi phau thuat; bang cach
tiém: bang 6ng thong duong tiéu; bang thude dan; hodc bang su ciy ghép, su cdy ghép
vat liéu xép, khong xép, hoac gelatin, bao gém mang, nhu mang dang déo kiéu cao su,
hodc sgi. Theo mdt phuong an, viéc st dung co thé duoc tiém truc tiém tai vi tri (hodc
vi tri trude) cda bénh ung thu, khéi u hodic mé tao u hodc md tao u trude.

(Céc) thudc hodc (cac) chit hodc ché phdm co thé duoc phan phdi trong hé thng
giai phong dugce kiém soat, nhu bom hodc vat liéu polyme khac nhau. Theo mot
phuong an khac, hé théhg giai phéng duge kiém soat c¢6 thé duge dat ¢ gan dich cua
(thudc) hodc (cac) tac nhan hodc ché phdm, do d6 chi gitr lai m6t phan liéu dung toan
than (xem, vi du, Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, vol. 2,
pp. 115-138, 1984). Hé thdng giai phong duoc kiém soat khac duge tom tit boi Langer
(1990, Science 249: 1527-1533) c¢6 thé duoc sir dung.

Thudc hodc tac nhan dugc bao ché phi hop véi cac quy trinh théng thuong dudi
dang thudc thich hop dé su dung trong tinh mach cho dong vét, ddc biét 1a nguoi, thich
hop vai thube hoic chit. Thong thuong, (_:hét mang hodc ta dugc 16ng dé sur dung trong
tinh mach 1a dung dich dém chira chit 10ng dang truong v tring. Néu cin, ché phim
cling ¢6 thé gdm chit 6n dinh. Ché phidm sir dung trong tinh mach c6 thé tuy y bao
gém chit gdy mé cuc bd nhu lignocain dé 1am giam dau tai vi tri tiém. N6i chung,
thanh phan dugc cung cip riéng ré hoic duoc tron ciing nhau dudi dang lidu dung don
vi, vi du, dudi dang bot dong kho hodc chét co dic khong chira nudc trong vat chira
duoc bit kin chat nhu éng tiém hodc tui ma xac dinh dugc luong hoat chét. Trong doé
thudc hodc tac nhan duge sir dung béng cach truyén, né c6 thé duoge phan tén, vi du,
v6i chai truyén chtra nude hodc nude mudi loai duoc phdm vé tring. Trong d6 thude
hodc tac nhan duoc st dung bing cach tiém, dng tiém chia nude vo trung dé tiém
hodc nude mudi co thé duge cung cép dé cac thanh phén duogc trn trude khi sir dung.

Ché phdm chira chit tri liéu ciing c6 thé dugc sir dung theo cac dang lidu ding
dugc dung vi du nhu dudi dang vién nén, vién thudc hinh thoi, huyén phu dang dau
hoac huyén phu chira nudce, hat nhé, bot, huyén phu, vién nang, xi-r0, hoac cdn ngot.
Ché pham duoc sir dung qua dudong miéng c6 thé chira mot hodc nhidu chét tiy y, vi
du, chét tao ngot nhu fructoza, aspartam hodc sacarin; chét tao huwong nhu bac ha, dau
cay loc dé, hodic anh dao; chit tao mau; va chit bao quan, dé tao ra ché phém duoc
dung. Hon nita, dudi dang vién nén hodc vién tron, ché phé“im ¢ thé duoc boc dé tri
hodn su phan hily va su hip thu trong da day rudt nho d6 tao ra tac dung duoc duy tri
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lién tuc trong khoang thoi gian kéo dai. Mang thim chon loc bao quanh hop chét dan
¢6 hoat tinh thdm thiu cling thich hop cho cac thudc hodc chat duoc st dung qua
dudong miéng. Trong chat nén & giai doan mudn hon, dich 16ng tir méi trudong bao
quanh vién nang dugc hip thu boi hop chéit ddn ma treong nd 1én dé thay thé tac nhén
hodc ché phdm chét thong qua k& hé. Chit nén phan phdi nay c6 thé cung cp profin
phan phdi bac khong (zero order) cin thiét trai nguoc v6i profin ¢6 mau nhon cia céc
ché phim giai phong truc tiép. Vit liéu kéo dai thoi gian nhu glyxerol monostearat
hoic glyxerol stearat ciing c6 thé dugc st dung.

Ché phim c6 thé gdm nhiéu vat liéu khac nhau ma bién ddi dang vét Iy cua don
vi liéu ding 1éng hodc ran. Vi du, ché pham c6 thé gém vit lidu tao thanh vo boc
quanh hoat cht. Vit liéu tao thanh vo boc thudng 1a tro, va cé thé duge chon tir, vi du,
duong, senlac, va chét boc dé dung trong dudng rudt khac. No6i cach khac, hoat chét co
thé duoc boc trong nang gelatin.

Ché phidm c6 thé duoc str dung cho ngudi bénh cin diéu tri thudng xuyén, hoic
trong khoang thoi gian, duoc xac dinh boi bac sy theo doi. Ché pham c6 thé duogc su
dung trong khoang thot gian 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 5 ngay, 7 ngay, 10 ngay, 14 ngay,
21 ngay, 28 ngay, mot thang, hai thang, hodc khoang thoi gian lau hon. Diéu nay duoc
hiéu rang ché phim c6 thé duge st dung trong khoang thoi gian bit ky gitra thoi gian 1
ngay va hai thang hodc lau hon.

Su san xuét khang thé

Khang thé ¢ thé dwoc san xuét bang cach sir dung phuong phéap bt ky hitu ich
dé tong hop cac khang thé, cu thé, nhu bang cach biéu hién tai t5 hop hoic téng hop
hoa hoc.

Su biéu hién khang thé tai tb hop, hoic manh hodc din xuét cia chung, thuong cé
lién quan dén céu tric cla axit nucleic ma héa khing thé. Néu trinh tu nucleotit cua
khang thé da duogc biét, axit nucleic ma hoa khang thé hodc polypeptit ciia né ¢6 thé
duoc lép rép tur cdc oligonucleotit dugc téng hop hoa hoc (vi du, nhu dugc mo ta trong
Kutmeier at al., 1994, BioTechniques 17: 242), ¢ lién quan dén sy tdng hop céc
oligonucleotit trung 1dp ma chira cac phén cua trinh ty ma héa khéang thé, bién tinh va
gin cac oligonucleotit nay, va tiép d6 khuéch dai oligonucleotit duoc gin, vi du, bang
PCR.

No6i céch khac, phan tir axit nucleic ma hoa khang thé hodc polypeptit ciia chiing
c6 thé duge tao ra tir ngudn thich hop. Néu dong vo tinh chira axit nucleic ma hoa
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khang thé cu thé 1a khong san c6, nhung trinh tu clia khéng thé da biét, axit nucleic ma
hoa khang thé c6 thé thu dugc tir ngudn thich hop (vi du, thu vién khang thé cDNA,
hodc thu vién cDNA dugc tao ra tir md bt ky hodc té bao biéu hién globulin mién
dich) bang, vi du, su khuéch dai PCR str dung cac mdi tdng hop c6 thé lai véi céc du
3'va 5' cha trinh tu hodc béng cach tach dong str dung dau do oligonucleotit ddc hi¢u
cho trinh ty gen cu thé.

Néu khang thé nhan dién dac hiéu mot khang nguyén cu thé ma khong co ban
trén thi trudong (hodc ngudn thu vién cDNA dé tach dong axit nucleic ma héa globulin
mién dich nay 14 khong c6 sin), khang thé dic hidu voi khang nguyén c6 thé dwoc tao
ra bang phuong phap bat ky da biét trong linh vuc k§y thuat, vi du, bang cach tao mién
dich cho ngudi bénh, hodc m6 hinh dong vat thich hop nhu tho hodc chudt, dé tao ra
khéang thé da dong hodc, tdt hon nita 13, béng cach tao ra khéang thé don dong, vi du,
nhu dugc mo td bdi Kohler and Milstein (1975, Nature 256:495-497) hoéc, nhu dugce
mo ta boi Kozbor et al. (1983, Immunology Today 4:72) hodc Cole et al. (1985, in
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Mac khac,
dong vo tinh ma hoéa it nhat mot phin Fab cta khang thé co thé thu dugc bing cach
sang loc thu vién biéu hién Fab (vi dy, nhu dugc mo ta trong Huse et al., 1989,
Science 246, 1275-1281) vé6i dong vo tinh cta cic manh Fab ma lién két véi khang
nguyén dic hidu hoic bing cach sang loc thu vién khang thé (xem, vi du, Clackson et
al, 1991, Nature 352:624; Hane et al, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4937).

Ngay khi trinh tu axit nucleic ma hoa it nhit mét ving bién ddi cta khang thé thu
duoc, né c6 thé duoc dua vao vecto chira trinh tu nucleotit ma hdéa vung ¢ dinh cta
khang thé (xem, vi du, Cong bd qubc t& s6 WO 86/05807; WO 89/01036; va Pon xin
cip Patent My sé 5,122,464). Cac vecto chira chudi niang hoic chudi nhe hoan chinh
cho phép su biéu hién cia phan tir khang thé hoan chinh s& ludn sin sang. Tiép do, axit
nucleic ma héa khang thé c6 thé dugc s dung dé dua vao (cac) dot bién fhay thé hoic
(cc) dot bién mat nucleotit can thiét dé thay thé (hodc lam mat) mot hoidc nhiéu gbe
Xystein viing bién dbi ma tham gia vao lién két disulfua trong chudi véi gbc axit amin
khéong chtta nhom sulfhydyl. Céc cai bién nay c6 thé duoc tién hanh bai phuong phap
bat ky d biét trong linh vuc k§ thuat dé dua cac d6t bién hodc dot bién mat nucleotit
cu thé trong trinh tu nucleotit, vi du, nhung khong gi6i han véi, su giy dot bién héa
hoc va gay dot bién dinh huéng diém in vitro (xem, vi du, Hutchinson et al, 1978, J.
Biol. Chem. 253:6551).
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Ngoai ra, cac k¥ thuat dugc phat trién dé san xuit "khang thé thé kham" (xem, vi
du, Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 851-855; Neuberger et al.,
1984, Nature 312:604-608; Takeda et al., 1985, Nature 314:452-454). Khang thé thé
kham 1a phén tir trong d6 cac phin khac nhau c6 ngudn gbc tir cac loai dong vét khac
nhau, nhu cac khang thé c6 ving bién d6i c¢6 ngudn gbc tir khang thé don dong & chudt
va viing ¢6 dinh globulin mién dich & ngudi, vi dy, khang thé duoc lam giéng nhu cia
nguoi.

Mot khi trinh ty axit nucleic ma héa khang thé thu duoc, vecto dé san xudt khang
thé c¢6 thé dugc san xuét bang ky thuat ADN tai td hop sir dung cac k¥ thuat da biét
trong linh vuc k¥ thuat. Cac phuong phép da biét béi ngudi co trinh d6 trung binh
trong linh vuc k¥ thudt nay c6 thé duoc st dung dé thiét ké cac vecto biéu hién chua
trinh tu ma hoa khang thé va tin hiéu diéu khién dich ma va phién ma thich hop. Céac
phwong phap nay gdm, vi du, k§ thuat ADN tai td hop in vitro, ky thuat tdng hop, va
tai to hop di truyén in vivo. Xem, vi du, cac k§ thuat dugc mo ta trong Sambrook et al
(1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2" Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; and Sambrook et al., 2001; Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, 3 Ed., Cold Spring Harbor Publish., Cold Spring Harbor,
N.Y.) va Ausubel et al. (eds., 1993-2006, Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N.Y.).

Vecto biéu hién bao gém trinh tu nucleotit ciia khang thé hodc trinh tu nucleotit
c6 thé dugc chuyén vao té bao chi bang cac ky thuat thong thuong (vi du, k§ thuit
xung dién, su truyén liposom, su két tia hodc su truyén canxi phosphat), va cac té bio
tao thanh tiép d6 duoc nudi cdy bang cac k¥ thuat thong thuong dé tao ra khang thé.
Theo cac phuong an cu thé, sy biéu hién khang thé dugc didu hoa bai trinh tu khoi dau
(promoter) co dinh, cAm g hodc dic hiéu mo.

Té& bao chu dugc sir dung dé biéu hién khang thé tai t6 hop c6 thé 1a té bao vi
khuén nhu Escherichia coli, hoic, tot hon 1, té€ bao eukaryot, dic biét dé biéu hién cac
phén tir globulin mién dich tai té hop. Cu thé 14, té bao dong vat co vi nhu té bao
budng tring chudt ddng Trung Qudc (Chinese hamster ovary-CHO), két hop véi vecto
chua trinh tw khéi ddu gen sém trung gian chinh tir cytomegalovirut & nguoi 1a hé
théng biéu hién hiru hiéu cho céc globulin mién dich (xem, vi du, Foecking et al.,
1986, Gene 45:101; Cockett el al., 1990, BioTechnology 8:2). Dong té bao CHO c6
thé, vi du, DG44 hoic CHO-S. Trong mot vi du khac, khang thé c6 thé duoc biéu hién
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béng cach sur dung hé théng CHEF. (xem, vi du, Pon xin cép Patent S6 5888809.)

Céc hé thdng vecto biéu hién vat chi khac nhau c6 thé duoc sir dung dé biéu hién
cac khang thé. Hé thdng biéu hién vét chii nay thé hién 1a vat mang bang cch chira
cac trinh ty ma héa cia khang thé c6 thé duoc tao ra va tiép dé dugec tinh sach, nhung
ciing ¢6 thé thé hién 1a cac té béo, khi duoc bién nap hodc gdy nhidm bang trinh ty ma
hoa nucleotit thich hop, biéu hién phan tir globulin mién dich khang thé in situ. Nhiing
hé théng nay g@)m, nhung khong gidi han vdi, cac vi sinh vat nhu vi khuan (vi du,
E. coli va B. subtilis) dugc bién nap béng ADN thé thuc khuén tai td hop, vecto biéu
hién ADN cosmit hodc ADN plasmit chira trinh tv ma hoa globulin mién dich; nim
men (vi du, Saccharomyces pichia) dugc bién nap boi vecto biéu hién ndm men tai tb
hop chira trinh tw md hoa khang thé; hé thdng té bao con tring dugc lay nhidm boi
vecto bidu hién virut tai td hop (vi du, baculovirut) chira trinh ty ma hoa globulin mién
dich; hé théng té bao thyc vat duoc 14y nhidm béi vecto biéu hién virut tai td hop (vi
du, virut kham thuc vat cta hoa sup lo (cauliflower mosaic virus - CaMV) va virut
kham thudc 14 (tobacco mosaic virus - TMV)) hodc duoc bién nap bdi cac vecto biéu
hién plasmit tai td hop (vi du, Ti plasmit) chtra trinh ty ma hdéa khang thé; hoac hé
thdng té bao dong vat c6 vi (vi du, té bao COS, CHO, CHO-S, BH, 293, 293T hoic
3T3) chua ciu tric biéu hién tai td hop chira trinh tu khéi ddu c6 ngudn gde tir hé gen
clia té bao dong vat (vi du, trinh tu khoi dau metalothionein) hodc tir virut & dong vat
c6 vu (vi duy, trinh tu khoi dau muodn cta adenovirut; trinh tu khoi dong 7,5K cua virut
bénh dau mua).

Trong cac hé théng vi khuén, rit nhiéu vecto biéu hién c6 thé dugc lya chon véi
uu diém dua trén viéc st dung dinh huéng dén loai khang thé duoc biéu hién. Vi du,
khi mot luong 16n protein nay dugc san Xuét, vecto ma huéng dén viéc biéu hién cac
san pham protein dung hop & mirc cao méa dé dang duoc tinh sach c¢6 thé duoc ki vong.
Céc vecto nay gbém, nhung khdng giéi han véi, vecto biéu hién E. coli pUR278
(Ruther et al, 1983, EMBO J. 2:1791-94), trong d6 trinh ty ma hoa khang thé c6 thé
dwoc gan riéng 1é vao vecto trong khung véi ving ma héa lac Z véi muc dich dé tao ra
protein dung hop; vecto pIN (Inouye and Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-
3109; Van Heeke and Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24:5503-5509); va tuong tu.
Vecto pGEX ciing ¢6 thé duoc sitr dung dé biéu hién polypeptit ngoai lai dudi dang
protein dung hop v6i glutathion S-transferaza (glutathione S-transferase - GST). Noi
chung, protein dung hop nay c6 thé hoa tan va dé dang duoc tinh sach tir cac té bao ly
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giai bang sy hap thu va lién két v6i mang ludi céc hat glutathion-agaroza sau d6 bang
cach rira gidi v6i su c6 mit ciia glutathion tu do. Vecto pGEX duoc thiét ké gdm c6
cac vi tri phan cit trombin hodc yéu tb Xa proteaza do vdy ma san phém gen dich dugc
tach dong c6 thé dugc giai phong tir gbc GST.

Trong cac hé théng con tring, virut da dién nhan tir Autographa californica
(Autographa californica nuclear polyhedrosis virus - AcNPV) hoac virut twong tu tir
Rudi gidm Drosophila melanogaster c¢6 thé duoc st dung lam vecto biéu hién gen
ngoai lai. Virut phat trién trong cac té bao Spodopiera frugipenta. Trinh tw ma hoa
khang thé c6 thé duoc tach dong riéng 1¢ tir cac ving khéng cin thiét (vi du gen
polyhedrin) ctia virut va duoc dat dudi sy kiém soat cua trinh tu khai dong AcNPV (vi
du trinh ty khéi dong polyhedrin).

Trong té bao chii ctia dong vat c6 vi, rat nhidu cac hé théng biéu hién trén co s&
virut ¢6 thé duge str dung. Trong trudng hop trong do adenovirut 1a mot vecto biéu
hién, trinh tw ma hoa khang thé dang n6i dén c6 thé duoc gin vao phirc hop diéu khién
‘su dich ma/phién ma adenovirut, vi du, trinh ty khoi dong mudn va trinh tu din dau
gdm ba phan. Gen thé kham nay sau d6 c¢6 thé duoc chén vao hé gen cia adenovirut
bang su tai to hop in vitro hodc in vivo. Sy chén trong ving khong can thiét cia hé gen
ctia virut (vi dy, ving E1 hoic E3) tao ra virut tai to hop c6 thé séng duoc va co6 kha
ning biéu hién phan tir globulin min dich trong vat chi dugc gay nhidm. (Xem, vi du,
Logan and Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:355-359). Tin hiéu dic trung
bm1d5ucﬁngcéthécénthﬁichosuwﬂchlnﬁlﬁﬁlquénongcéctﬂnhturnéhéakhéng
thé duoc chén. Céc tin hiéu nay gém codon khai ddu ATG va trinh ty 1ién ké. Ngoai
ra, codon khéi ddu c6 lién quan hiéu qua dén khung doc cua trinh ty ma héa mong
mudn dé dam bao su dich ma toan bd doan chén. Cac tin hiéu diéu khién dich ma
ngoai sinh nay va codon khoi dau c6 thé c6 ngudn gdc khac nhau, ca tu nhién va tng
hop. Hiéu qua cta su biéu hién c6 thé duoc tdng cuong bdi su bao gﬁ“)m cua cac yéu td
tang cudng phién mi thich hop, yéu td két thuc phién ma, v.v.. (xem, vi du, Bittner et
al., 1987, Methods in Enzymol. 153:51-544).

Ngoai ra, ching t& bao chu c6 thé dwoc Iua chon dé diéu bién su biéu hién cua
trinh tu dwgc chén, hoic bién dbi va xir Iy san phdm gen theo kiéu dic trung mong
mudn. Cac cai bién nay (vi du, glycosyl hoa) va xir Iy (vi du, phan cit) cac san phim
protein c6 thé quan trong ddi véi chirc ning ctia protein. Té bao cha khéc nhau c6 cic
co ché dic trung va dic biét & xr 1y sau dich ma va cai bién protein va san pham gen.

-41-



19897

Dong té bao thich hop hoic hé théng vét chil ¢6 thé duoc chon dé dam bao su cai bién
va xt Iy chinh x4c protein ngoai lai duoc biéu hién. Cubi cing, t& bao chu eukaryot
mang co ché té bao thich hop cho viéc xir ly san phdm phién ma ban dau, glycosyl
hoa, va su phosphoryl hoa clia san phdm gen c6 thé dugc sir dung. Té bao chu & dong
vat co va g@)m, nhung khong gidi han véi, CHO (vi du, DG44 hodc CHO-S), VERY,
BH, Hela, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3, WI38, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 va
T47D, CRL7030 va Hs578Bst.

Pé san xudt cac protein tai to hop véi hidu sudt cao va thoi gian ton tai dai, su
bidu hién 6n dinh duoc uvu tién. Vi du, dong té bao biéu hién 6n dinh khang thé c6 thé
duoc thiét ké. Tét hon 1a st dung vecto biéu hién chira hé thong tai ban c¢6 ngudn gbc
virut, té bao chu ¢6 thé duoc bién nap bang ADN duoc kiém soét bang cac yéu td kiém
soat su biéu hién thich hop (vi du, trinh tu khoi dau, trinh tu tdng cuong, cac trinh tu,
yéu tb két thic phién ma, vi tri polyadenyl hoa, v.v..), va chit chi thi chon loc. Sau khi
dwa vao ADN ngoai lai, t& bao duoc thiét ké c6 thé dugc cho phép phat trién trong thoi
gian tir 1 dén 2 ngay trong méi truong dugc lam giau, va tiép d6 duoc chuyén vao moi
trudng chon loc. Chét chi thi chon loc trong plasmit téi t6 hgp dem lai tinh khéng véi
su chon loc va cho phép cac té bao tiép hop 4n dinh plasmit thanh nhiém sic thé cua
ching va phat trién dé tao thanh locut sau d6 c6 thé duoc tach dong va duoc nhan rong
thanh dong té bao. Phuong phap nay c¢6 thé c6 vu diém dé sir dung dé thiét ké dong té
bao biéu hién khang thé. Dong té bao dugc thiét ké nay dac biét hitu ich dé sang loc va
danh gia khang nguyén khdi u twong tac truc tiép hodc gian tiép voi khang thé.

R4t nhiéu cac hé théng chon loc c6 thé duge sir dung. Vi dy, thymidin kinaza cua
virut bénh ecpet (xem, vi du, Wigler el al., 1977, Cell 11:223), hypoxanthin-guanin
phosphoribosyltransferaza (xem, vi du, Szybalska and Szybalski, 1992, Proc. Natl
Acad. Sci. USA 48:202), va gen adenin phosphoribosyltransferaza (xem, vi du, Lowy
et al., 1980, Cell 22:817) c6 thé dugc sir dung trong cac té bao tk-, hgprt- hodc aprt-,
twong tng. Ngoai ra, tinh khang chdng chuyén héa c6 thé duogc str dung nhu co sé cia
su lua chon vai cac gen sau day: DHFR, mang lai tinh khang cho metotrexat (xem vi
du, Wigler el al., 1980, Proc. Natl. Acad Sci. USA 77:3567-70; O'Hare et al., 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527-31); gpt, truyén tinh khang cho axit
mycophenolic (xem, vi du, Mulligan and Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:2072-76); neo, mang lai tinh khang cho aminoglycosit G-418 (xem, vi du, Clinical
Pharmacy 12:488-505; Wu and Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95; Tolstoshev, 1993,
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Arm. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan, 1993, Science 260:926-932;
Morgan and Anderson, _1993, Ann. Rev. Biochem. 62: 191-217; va May, 1993, TIB
TECH 11(5): 155- 215) va hygro, mang lai tinh khang cho hygromyxin (xem, vi du,
Santerre et al., 1984, Gene 30:147-50). Cac phuong phap di duogc biét trong linh vuc
k¥ thuét vé k¥ thuit ADN tai té hop c6 thé duoc sir dung duge mé ta trong Ausubel et
al. (eds., 1993-2006, Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons,
NY; Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression. A laboratory Manual, Stockton
Press, NY; va trong Chapters 12 and 13, Dracopoli et al. (eds., 1994, Current Protocols
in Human Genetics, John Wiley & Sons, NY; va Colberre-Garapin et al, 1981, 7. Mol.
Biol. 150:1-14).

Mirc biéu hién ctia khang thé ¢ thé dugc ting béi sy khuéch dai vecto (tham
khao, xem Bebbington and Hentschel, The use of vectors based on gene amplification
for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, Vol. 3.,
Academic Press, New York, 1987). Khi chit chi thi trong hé thdng vecto biéu hién
khang thé c6 thé khuéch dai, su ting mirc cta chat te ché co trong méi truong nudi
cdy cua té bao chu s& lam tiang sb lugng ban sao ctia gen chi thi. Do ving dugc khuéch
dai c6 lién quan dén trinh tu nucleotit cia khang thé, su san xuét khang thé ciing s&
tang (xem, vi du, Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3:257-66).

Té bao chu c6 thé duoc 1ay nhiém ddng thoi bang hai vecto biéu hién, vecto thir
nhit ma héa polypeptit c6 ngudn gdc tir chudi ning va vecto thi hai ma hoa polypeptit
¢6 ngudn gbe tir chudi nhe. Hai vecto ¢6 thé chira chat chi thi ¢6 thé chon loc gidng
hodc khac nhau ma su biéu hién polypeptit chudi nhe va chudi ning twong duwong
nhau. Mit khdac, vecto don c6 thé dugc st dung & ma hoa cho ca chudi nang va chudi
nhe. Trong cac trudng hop nay, chudi nhe thudng duge dit trude chudi nang dé tranh
su du thira doc t tir chudi nang tu do (xem, vi du, Proudfoot, 1986, Nature 322:562-
65; Kohler, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197-9). Trinh tu ma héa chudi ning
va chudi nhe c6 thé bao gém cDNA hodac ADN h¢ gen.

Khi khang thé co thé duoc biéu hién tai to hop, nod co thé duoc tinh sach bﬁng
cach sir dung phuong phép tinh sach thich hop bat ky ctia khang thé, vi du, bing
phuong phap sic ky (vi du, trao ddi ion, ai luc, cu thé boi 4i luc véi khang nguyén dic
hiéu sau protein A, va phuong phap sic ky cot theo kich thudc), ly tdm, do tan khéac
nhau, hodc bang k¥ thuét chudn bit ky khac dé tinh sach cac protein.

Tai liéu bao ham tit ca cac bude dugc sir dung dé tao thanh khang thé don dong
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theo sang ché 1a Yokoyama et al., “Production of Monoclonal Antibodies”, Current
Protocols in Immunology, Unit 2.5, 2006.

Vi du thwre hién siang ché

Vidul: Ai lwc voi CD33

Tac nhan gin két CD33 ¢6 Kp voi ca CD33 & ngudi va & khi cynomolgus co6 ai
luc biang 10nM hozc nhé hon trén dong t& bao HL60 va CD33 & khi cynomolgus
HEK293, tuong Uing.

Mudi bdn tac nhan gin két CD33 (khang thé don dong nguyén ven & nguoi dugce
liét ké trong bang 1 1an luot tir s 1 dén 14) v6i CD33 & nguoi va khi cynomolgus
dugc xic dinh bing phép phan tich FACS Scatchard nhu duoc mo ta trong Brockhoff
et al., (Cytometry. 1994 Sep 1;17(1):75-83) trén cac té bao biéu hién CD33 (dong té
bao HL60 c6 ngudn gdc tir AML, dong t& bao CD33 & khi cynomolgus HEK293 téi t6
hop). Tom lai, cac 1an pha lodng tac nhan gén két CD33 duoc tién hanh trong dia 96
giéng bt ddu vai tir 100 dén 400nM trong giéng thtr nhét (80pl), sau d6 bing 11 bude
pha loang (1:2, 40 + 40ul). 50ul dung dich pha lodng tac nhan gin két CD33 duoc bd
sung vao cac 6ng FACS, 150l té bao (0,8x10%mlI=1,2x10’ t& bao/6ng) duoc bd sung
vao mdi dng FACS. Té bao dugc tron nhe va dugc u trong thoi gian 1 gi0 trén da. Sau
d6 50ul khang thé thir hai dugc gin FITC (ndng do 15pg/ml; mAb & chudt khang IgG
ngudi) duge bd sung vao, tron, va U trong thoi gian 30 phit trén da. 4ml PBS pH=7.2
chira 0,02% axit dugc bd sung sau do, té bao duoc tao thanh pellet (dang vién nho) va
duoc tao huyén phu lai trong 300pl PBS pH=7,2 va dua vao phan tich FACS sir dung
BD FACS Canto. TAt ca cac bude thir nghiém dugc tién hanh trén da uat, tat ca cac
lan pha lodng tac nhan gan két CD33 dugc tién hanh trong PBS/ 0,5% BSA + 0,02%
axit. Su chuan héa FACS duoc tién hanh bang cach st dung Quantum FITC MESF
(Premix) Beads (Bangs Laboratories). T4t ca cac mau duoc do bang cach st dung cac
thong s FACS tuong ty. Ty 18 cia IgG duoc lién két so véi IgG tu do duge tinh tir
cac gia tri MFI tai cac néng dd tac nhan gén két CD33 khac nhau va duoc hién thi dudi
dang Scatchard blot. Pudng hdi quy duoc rit ra thong qua cac diém dir liéu tao thanh,
d6 dbc cuia dudng nay tuwong (mg véi gia tri Am cua hing sé gin két. Cac két qua duoc
liét ké trong bang 2.

S6 | Dongvo tinhID # | CD33 & nguoi CD33 & khi

Kp (nM) cynomolgus
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Kp (nM)
1 280-03-08 0,3 0,03
2 280-21-09 0,4 0,3
3 280-29-12 0,5 0,6
4 280-31-01 0,4 0,3
5 | 280-31-01(dot bién) 1 0,5
6 280-34-02 0,3 0,5
7 280-50-01 0,3 0,5
8 | 280-50-01(dot bién) 0,4 1,7
9 280-61-07 0,3 0,4
10 283-03-03 0,3 1,9
11 283-05-01 0,2 1,1
12 283-07-03 0,3 2,1
13 283-11-03 0,3 0,6
14 283-14-01 32 2,3

Bang 2
Tdu 2: Dong hoc ndi nhdp

Su ndi nhap khang thé dung dé chi su giam lugng phirc hop khang thé/ khang
nguyén trén bé mit té bao ctia té& bao dich sau khi & v6i khang thé. Céc thir nghiém noi
nhapdugc tién hanh bing dong té bao HL60 biéu hién CD33. Cac té bao dugc 1 véi
mot lugng cb dinh tic nhin gin két CD33 (10pg/ml khang thé don dong ddy du &
ngudi duge ligt ké trong bang 1 s thir ty tir 1 dén 14) véi cac khoang thoi gian xac
dinh (Oh, 1h, 4h, 24h) & nhiét d¢ 37°C cho phép su ndi nhdp phic hop khang
thé/khang nguyén. Tai cac thoi diém duoc xé4c dinh axit duge bd sung vao hdn hop u
dé ngan chin su noi nhép. Sau d6 mot luong c¢b dinh tac nhan gén két CD33 duoc bd
sung vao dé lam bdo hoa tit ca cdc vi tri khang nguyén CD33 trén bé mit té bao. Tong
lwong tic nhan gin két CD33 lién két véi bé mit té bao duoc xéc dinh bang phuong
phép phan tich FACS stt dung khang thé thi hai khang IgG ngudi duoc gin FITC.
Thoi diém Oh dugc s dung dé& x4c dinh mirc ban ddu ciia cac phirc hop khang thé
/khdng nguyén CD33 trén bé mit va duoc xac dinh 12 100%. Cac két qua duogc liét ké

trong bang 3 va duoc minh hoa trong céac Fig. tir 1 dén 3.
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S6 Dong vo tinh ID # Phirc hop khang thé/khang nguyén
CD33 con lai trén bé mit té bao sau

thoi gian 4h U voi khang thé (%)

1 280-03-08 49
2 280-21-09 41
3 280-29-12 49
4 280-31-01 44
5 280-31-01(d6t bién) 52
6 280-34-02 44
7 280-50-01 53
8 280-50-01(d6t bién) ' 55
9 280-61-07 47
10 283-03-03 45
11 283-05-01 51
12 283-07-03 48
13 283-11-03 46
14 283-14-01 47
Bang 3

Lintuzumab dugc ding lam khang thé tham chiéu. Phic hop Lintuzumab/CD33
duoc ndi nhap nhanh chéng nhd vao su lién két cia lintuzumab phi hop véi dit liu
duogc cong bd. Sau khoang thoi gian 0 4h chi khoang 20% luong ban diu ciia phire hop
CD33/lintuzumab dugc gitt lai trén bé mat t& bao. N6 co thé chirng minh dugc réng, su
ndi nhap, khong ki vong, tit ca 14 tic nhan gin két CD33 theo sang ché duoc so sanh
cham hon so véi lintuzumab.

Vidu 3: Hoat tinh ADCC

Téc d6 ndi nhap cham thé hién thanh hoat tinh ADCC in vitro tang. Pé danh gia
tdc dung cua su ndi nhdp dugc kim ché dbi v6i hoat tinh ADCC cua tac nhén gén két
CD33 (khang thé don dong nguyén ven & ngudi dugce liét ké trong bang 1 véi sb thir tu
tir 1 dén 14), té bao dich (HL60) duoc 1 véi tac nhan gin két CD33 trong thoi gian 0,
1, 4 va 24h. Sau d6 thtr nghiém ADCC duoc tién hanh bing PBMC dugc kich thich
IL-2 nhu 14 t€ bao dap tng lai kich thich va cac té bao HL60 dugc phu boi khang thé
nhu 1 té bao dich. Pdi véi tit ca cac tho nghiém ndng do6 mADb bing 30pg/ml duoc sir
dung. Su nudi ciy ddng thoi cac té bao dap Gng lai kich thich véi té bao dich trong su

-46-



19897

c6 mit cia tac nhan gin két CD33 duoc tién hanh bdn 14n hoic ba 1an trong céc dia vi
chuin do day tron 96-giéng véi thé tich cudi ciing bing 200ul moi trudng thir nghiém
trén mdi giéng chira 10% huyét thanh ngudi va 1% BSA trong RPMI véi ty 18 1:1.
Pau tién t& bao dap ng lai kich thich (cic t& bao PBMC méi duoc phén lap trong
100p1 10% huyét thanh nguoi trong RPMI mbi giéng) duge dan trén dia, sau do 14 cac
té bao dich va dung dich tic nhén gin két CD33 (duoc pha lodng trong 50ul 1% BSA
trong RPMI). Vi d6i chimg, té bao dép tng lai kich thich duoc nudi cdy chi trong moi
truong thir nghiém (ddi chimg té bao dap tng lai kich thich) va té bao dich chi duoc
nudi cdy trong mdi trudong thir nghiém (sy ly giai tire thoi) hodc trong moi trudng thir
nhiét do 37°C trong ti u CO, 4m trong thoi gian 3 gio. Két thic cac té bao u duogc loai
bo khoi mdi trudng nudi cdy bang cach ly tdm (200 x g, tuc 1a 1000 vong/phit; 10
phut) & nhiét d6 trong phong. Phin ndi trén mat khong chira té bao (100ul/giéng) duoc
chuyén vao cac giéng twong ng cia dia day phang 96-giéng. Pé x4c dinh hoat tinh
ctia LDH trong phan dich n6i nay 100pl hdn hgp phan tmg (2501 chat xtc tic mai
duoc tron véi 11,25ml dung dich thubc nhudm) dugc bd sung vao mdbi giéng va duoc
30 phut ¢ nhiét do trong phong trong téi. Sau d6 do hé sb hap thu nhu dugc mo ta dudi
day.

Kit phat hién tinh gdy doc t& bao (LDH; Roche 11 644 793 001) duoc sir dung dé
do hoat tinh ADCC. Su phat hién tinh gdy doc té bao trén co s¢ phuwong phap do hoat
tinh enzym LDH giai phong tir té bao bi ton thuwong mang huyét twong. LDH duoc giai
phong vao phan dich ndi trong canh trudng lam khir mubi tetrazoli cua kit thir thanh
fbnnazan.Su’hép thu t6i da cua thubc nhudém formazan dugc do & 490nm ddi voi
chidu dai buéc séng tham chiéu bang 650nm trong may doc dia ELISA. Pé x4c dinh ty
1& phan trim tinh gdy doc do té bao gay ra, kha nang hép thu trung binh cta bén lan
hodc ba lan duoc tinh toan va yéu t§ khac duge loai trir. Cac gia tri hiéu chinh nay
duoc thay thé bang phuong trinh sau ddy dé tinh ADCC (%):

(su giai phong tw phat c6 kiém soat té bao dép tmg lai kich thich/té bao dich tron
v6i té bao dap ung lai kich thich) chia cho (su giai phong tu phat-giai phong tdi da)

Hoat tinh ctia ADCC tai diém thoi gian Oh (khéng c6 khang thé trudce khi G cua té
bao diéh) dugc xéac dinh 1a 100% hoat tinh ADCC. Hoat tinh ADCC dbi véi cac thoi
diém khac nhau cta khang thé truée khi 4 duoc tinh toan twong quan véi diém thoi
gian Oh va duoc thé hién bing phin trim giy doc té bao twong ddi (%).
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Su ndi nhip chém tic nhén gén két CD33 duoc so v6i lintuzumab két qua la hoat
tinh ADCC ting cao so véi lintuzumab. Tém lai, susu ndi nhap cham dan dén hoat
tinh ADCC tang cao. Su ndi nhdp cua tic nhan gén két CD33 duoc md ta cb tuong
quan ngugc véi hoat tinh cia ADCC cua tac nhin gin két CD33 biéu 16 vu diém ddi
v6i hoat tinh 1am sang cua tic nhan gin két CD33. Céc két qua duoc minh hoa trong
Fig. 4 vé dong hoc clia su ndi nhap trong thir nghiém nay va trong Fig. 5 v6i hoat tinh
cua ADCC.

Vi du 4: Sw sip xép epitop

Epitop lién két cia tac nhan gin két CD33 duoc md ta & diy tuong ung véi
epitop cua lintuzumab dugc x4c dinh bang Phd khdi trao ddi hydro (Hydrogen
Exchange Mass Spectrometry - HXMS).

Phuong phap nay xac dinh do nhay cia hydro khung amit ciia protein CD33 dé
trao doi voi D,0. Cac thir nghiém duogc tién hanh véi chi protein CD33 tai td hop va
protein CD33 dugc gin véi chat lién két CD33 / lintuzumab (dudi day trong vi du
ding dé chi “khang thé / cic khang thé”). Cac ving protein CD33 thé hién sy bao vé
dang ké khoi su trao ddi gay ra boi lién két ciia khéang thé dugc nhén biét. Do phan giai
trong phuong phap duoc xac dinh bang cic peptit duoc tao ra bang sy phan huy
pepsin, vi du trinh tu axit amin tao thanh c6 thé 16n hon epitop thuc té ctia khang thé.
Peptit ¢6 ngudn gbc tir CD33 nay duoc nhdn biét biang cac thir nghiém ddi chimg bd
sung voi cac mau khong duogc trao ddi sir dung khéi lugng chudn chinh xédc va cac k¥
thuat HPLC MS/MS.

V6i miu protein + khang thé, protein CD33 va khang thé duoc u trong thoi gian
15 phat ¢ nhiét do trong phong. Ty 18 mol cudi cing ctia khang thé/CD33 1a 2:1. Sir
dung hé théng robot LEAP (dia trao ddi git & nhiét d6 25°C, miu/dia lam mat duoc
gitt & nhiét do 4°C), 8ul miu dugc bd sung viao 80ul chit dém trao d6i (10mM
NaH,PO, trong D,0O, pH=7 hoac 10mM NaH,PO, trong H,O, pH=7), dugc trn, va
cho phép trao ddi v6i thoi gian khac nhau (15, 60, 120, 240, va 600 gidy) & nhiét do
25°C. 80p1 dung dich nay sau d6 duoc chuyén vao 80pul chat dém 1am ngudi (IM ure,
0,IM TCEP-HCI) ¢ nhiét do 4°C va dugc tron. 90ul dung dich nay tiép d6 duoc
chuyén vao 10pl pepsin (4mg/ml) & nhiét do 4°C va duoc tron. Sau thoi gian 2 phut,
60ul dung dich nay dugc phun Ién trén hop bdy Michrom C18. Hop duoc rira bing
H,0 + 0,1%TFA trong thoi gian 2 phut & 100ul/phiat. Van sau dé duge dong lai va
hdp duogc rira giai 1€n trén ¢t Phenomenex Jupiter C5, 1,0 x 50mm, Sum, 300A. Pha
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dong A 1a nudc/axetonitril/ TFA (99/0,95/0,05) va pha dong B 1a axetonitril/nuéc/TFA
(95/4,95/0,05). Luu luong 1a 100ul/phut. Gradien la: 0 phat (0%B), 6 phut (40%B), 7
phiit (40%B), 8 phut (90%B), 10 phit (90% B), 11 phat (0%B). Hé théng LEAP 1am
mat so bo pha dong dén nhiét do 4°C va cot bay va cdt phén tich & nhiét do 4°C. Vé6i
cac thir nghiém MS (dugc sit dung dé dinh lugng su trao ddi bang chit dém D,0),
phuong phép quét don tir 300-2000 trong thoi gian 14 phat dugce st dung c¢6 d§ phéan
giai 60000. Vi cac thu nghiém MS/MS (dugc st dung cho cac peptit ID vdi dém trao
d6i H,0), phuong phap quét 7 1an duoc sir dung trong thoi gian 14 phut. Lin quét dau
tién 1a 1an quét khoang diy du tir 300 dén 2000 véi d6 phan giai bang 30000. Lin quét
tiép theo 1a quét CID cia 6 ion manh nhét tir 1dn quét #1. Chiéu rong phan tach l1a
1,5amu, nang lugng va cham la 35V, thoi gian hoat hda la 30msec. Pepsin peptit dugc
nhan biét bang cach st dung dir liéu phan manh va thiét bi phat hién hé protein theo
chuong trinh (Thermo). Céc peptit dd nhan biét duoc phén tich bang cach su dung
chuong trinh tién hanh trong mot nhém tinh toan khéi lwong trung binh cia peptit
duoc trao ddi.

Tét ca cac tac nhan gin két CD33 bao vé doan peptit gibng nhau véi trinh ty axit
amin FFHPIPYYDKNSPVHGYW (SEQ ID NO: 141) (Bang 4). Trinh tu cia CD33
duoc bao vé bai tac nhan gin két CD33 dwoc mod ta & diy khac nhau va khong chdng
lap véi trinh tu peptit cia CD33 dugc bao vé boi lién két cta Lintuzumab
(MDPNFWLQVQE, SEQ ID NO: 142). Trong md hinh in silico str dung cAu trc tinh
thé cia SIGLEC-S, thanh vién trong gia dinh SIGLEC tuwong ddng vai CD33, epitop
lién két dugc phat hién cia tit ca cac khang thé trong ving 14n cén cia protein, trong
d6 epitop lién két ciia Lintuzumab khac voi epitop cta tac nhin gin két CD33 duogc
mb ta & day. Cudi cling, tac nhan gin két CD33 dugc mb ta trong don nay lién két véi

epitop khac voi Lintuzumab.

S6 Dong vo tinh ID # Epitop CD33

1 280-03-08 FFHPIPY YDKNSPVHGY W
2 280-21-09 FFHPIPY YDKNSPVHGY W
3 280-29-12 FFHPIPY YDKNSPVHGYW
4 280-31-01 FFHPIPY YDKNSPVHGY W
5 280-31-01 (d6t bién) FFHPIPYYDKNSPVHGYW
6 280-34-02 FFHPIPY YDKNSPVHGYW
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280-50-01 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
280-50-01 (d6t bién) FFHPIPYYDKNSPVHGYW
280-61-07 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
283-03-03 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
283-05-01 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
283-07-03 FFHPIPY YDKNSPVHGYW
283-11-03 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
283-14-01 FFHPIPYYDKNSPVHGYW
Lintuzumab MDPNFWLQVQE
Bang 4
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YEU CAUBAO HO

1. Tac nhan gin két CD33 gan két voi CD33 cua ngudi, tic nhan gin két CD33 la:

khang thé hodc din xuét ctia khang thé gin két dac hiu vai epitop trong trinh tu axit
amin FFHPIPYYDKNSPVHGYW (SEQ ID NO: 141) cua CD33 cta nguoi, trong do
tac nhan gén két CD33 duoc lua chon tur

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 1, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 15, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 29, CDR4 ¢6 SEQ ID NO: 43, CDRS5 ¢6 SEQ ID NO: 57 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 71;

khéang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 2, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 16, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 30, CDR4 c6 SEQ ID NO: 44, CDRS5 c6 SEQ ID NO: 58 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 72;

khéng thé chua CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 3, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 17, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 31, CDR4 c6 SEQ ID NO: 45, CDRS5 ¢6 SEQ ID NO: 59 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 731;

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 18, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 32, CDR4 c¢6 SEQ ID NO: 46, CDRS5 c¢6 SEQ ID NO: 60 va CDR6 c6 SEQ ID
NO: 74;

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 5, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 19, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 33, CDR4 c6 SEQ ID NO: 47, CDRS5 c¢6 SEQ ID NO: 61 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 75;

khang thé chtra CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 6, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 20, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 34, CDR4 c¢6 SEQ ID NO: 48, CDRS5 c¢6 SEQ ID NO: 62 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 76; '

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 7, CDR2 c6 SEQ ID NO: 21, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 35, CDR4 c6 SEQ ID NO: 49, CDRS5 c6 SEQ ID NO: 63 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 77;

khang thé chira CDR1 ¢ SEQ ID NO: 8, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 22, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 36, CDR4 c6 SEQ ID NO: 50, CDRS5 ¢6 SEQ ID NO: 64 va CDR6 c6 SEQ ID
NO: 78; ‘

khéang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 9, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 23, CDR3 ¢6 SEQ ID
NO: 37, CDR4 c6 SEQ ID NO: 51, CDRS c6 SEQ ID NO: 65 va CDR6 c6 SEQ ID
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NO: 79;

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 10, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 24, CDR3 ¢6 SEQ
ID NO: 38, CDR4 c6 SEQ ID NO: 52, CDRS5 ¢6 SEQ ID NO: 66 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 80;

khang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 11, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 25, CDR3 ¢6 SEQ
ID NO: 39, CDR4 c6 SEQ ID NO: 53, CDRS5 c6 SEQ ID NO: 67 va CDR6 c6 SEQ ID
NO: 81;

khéang thé chira CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 12, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 26, CDR3 ¢6 SEQ
ID NO: 40, CDR4 ¢6 SEQ ID NO: 54, CDRS5 c6 SEQ ID NO: 68 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 82;

khang thé chara CDR1 ¢6 SEQ ID NO: 13, CDR2 ¢6 SEQ ID NO: 27, CDR3 ¢6 SEQ
ID NO: 41, CDR4 ¢c6 SEQ ID NO: 55, CDRS5 ¢6 SEQ ID NO: 69 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 83; va

khéng thé chira CDR1 c6 SEQ ID NO: 14, CDR2 c6 SEQ ID NO: 28, CDR3 ¢ SEQ
ID NO: 42, CDR4 ¢6 SEQ ID NO: 56, CDRS ¢6 SEQ ID NO: 70 va CDR6 ¢6 SEQ ID
NO: 84.

2. Tac nhéan gan két CD33 gin két voi CD33 clia ngudi, tic nhan gin két CD33 la:
khang thé hodc din xuét cua khang thé gin két dic hiéu véi epitop trong trinh tir axit
amin FFHPIP YYDKN SPVHGYW (SEQ ID NO: 141) cua CD33 cta nguoi, trong do

tac nhan gin két CD33 duge lya chon tir

khang thé chtra ving bién ddi cua chudi nang ¢6 SEQ ID NO: 85 va ving bién dbi cua
chudi nhe c6 SEQ ID NO: 99;

khang thé chtra viing bién dbi cta chudi ning c6 SEQ ID NO: 86 va ving bién ddi ctia
chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 100;

khang thé chira viing bién déi ctia chudi nang c6 SEQ ID NO: 87 va ving bién dbi cia
chudi nhe c6 SEQ ID NO: 101;

khang thé chira ving bién dbi cia chudi nang ¢6 SEQ ID NO: 88 va ving bién ddi ciia
chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 102;

khéng thé chira ving bién dbi cua chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 89 va ving bién doi clia
chudi nhe c6 SEQ ID NO: 103;
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khang thé chira viing bién ddi cia chudi nang c¢6 SEQ ID NO:

chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 104;

khang thé chira ving bién dbi cta chudi ning c6 SEQ ID NO:

chudi nhe c6 SEQ ID NO: 105;

khang thé chira ving bién dbi cua chudi ning c6 SEQ ID NO:

chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 106;

khang thé chtra viing bién ddi cua chudi ning c6 SEQ ID NO:

chudi nhe c6 SEQ ID NO: 107;

khang thé chira viing bién dbi ctia chudi nang c¢6 SEQ ID NO:

chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 108;

khang thé chira ving bién ddi cia chudi nang ¢6 SEQ ID NO:

chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 109;

khang thé chtra viing bién dbi cua chudi ning c6 SEQ ID NO:

chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 110;

khang thé chira viing bién ddi ctia chudi nang c6 SEQ ID NO:

chudi nhe ¢c6 SEQ ID NO: 111; va

khang thé chtra viing bién ddi cua chudi ning c6 SEQ ID NO
chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 112.

90 va vung bién doi cua

91 va vung bién doi cua

92 va vung bién doi cta

93 va vung bién doi cua

94 va vung bién doi cua

95 va vung bién doi cda

96 va vung bién doi cla

97 va vung bién doi cia

: 98 va vung bién doi cua

3. Tac nhan gan két CD33 gin két voi CD33 clia ngudi, tac nhan gin két CD33 la:

khang thé hodc din xuét cua khang thé gan két dac hiéu véi

epitop trong trinh tu axit

amin FFHPIP YYDKN SPVHGYW (SEQ ID NO: 141) cua CD33 cta nguoi, trong dé

tac nhan gén két CD33 duoc lua chon tir-

khang thé chira chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 113 va chudi nhe
khang thé chtra chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 114 va chudi nhe
khéng thé chtra chudi niang c6 SEQ ID NO: 115 va chudi nhe
khang thé chtra chudi nang ¢6 SEQ ID NO: 116 va chudi nhe
khang thé chtra chudi nang ¢6 SEQ ID NO: 117 va chudi nhe
khang thé chtra chudi ning c6 SEQ ID NO: 118 va chudi nhe
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khang thé chira chudi niang c6 SEQ ID NO: 119 va chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 133;
khang thé chira chudi ning c6 SEQ ID NO: 120 va chudi nhe c6 SEQ ID NO: 134;
khang thé chtra chudi nang c6 SEQ ID NO: 121 va chudi nhe ¢c6 SEQ ID NO: 135;
khang thé chira chudi niang c6 SEQ ID NO: 122 va chudi nhe c6 SEQ ID NO: 136;
khang thé chtra chudi ning c6 SEQ ID NO: 123 va chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 137;
khang thé chira chudi ning c6 SEQ ID NO: 124 va chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 138;
khang thé chira chudi ning c6 SEQ ID NO: 125 va chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 139; va
khang thé chua chudi nang c6 SEQ ID NO: 126 va chudi nhe c6 SEQ ID NO:140.

4. Tac nhan gan két CD33 theo diém 1, trong d6 dong hoc cia su noi nhép cua tac
nhan gin két CD33 14 sao cho & muc it nhit 30% luong ban diu cua tac nhan gén két
CD33 duy tri trén bé mit cac té bao HL60 & thoi diém 4 gid sau khi u.

5. Tac nhan gén két CD33 theo diém 2, trong d6 dong hoc cia sy ndi nhap cia tac
nhéan gan két CD33 1a sao cho & muc it nhit 30% lugng ban diu cia tic nhan gin két
CD33 duy tri trén bé mit cac té bao HL60 ¢ thoi diém 4 gior sau khi u.

6. Tac nhan gén két CD33 theo diém 3, trong d6 dong hoc cua sy ndi nhédp cua tac
nhén gin két CD33 14 sao cho & muc it nhit 30% luong ban diu cia tac nhan gin két
CD33 duy tri trén bé mit cac t& bao HL60 & thoi diém 4 gid sau khi 0.

7. Tac nhan gén két CD33 theo diém 1, trong d6 dong hoc cua sy ndi nhdp cua tac
nhin gin két CD33 14 sao cho & muc it nhit 40% luong ban ddu cia tac nhan gin két
CD33 duy tri trén bé mit cac té bao HL60 ¢ thoi diém 4 gidr sau khi 0.

8. Tac nhan gén két CD33 theo diém 2, trong d6 dong hoc cta sy ndi nhap cua tac
nhan gin két CD33s 1a sao cho & muc it nhit 40% lugng ban ddu cua tac nhan gin két
CD33 duy tri trén bé mit cac t& bao HL60 & thoi diém 4 gid sau khi u.

9. Tac nhan gin két CD33 theo diém 3, trong d6 dong hoc cta su ndi nhip cua tic
nhén gin két CD33s 12 sao cho & mirc it nhat 40% lugng ban du cia tac nhan gin két
CD33 duy tri trén bé mit cac té bao HL60 & thoi diém 4 gidr sau khi u.

10. Tac nhan gén két CD33 theo diém 1, trong d6 tac nhan gin két CD33 c6 ai luc ddi

v6i ca CD33 clia ngudi va CD33 ciia khi Cynomolgus véi Ky bang hoic nho hon
10nM.
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11. Tac nhan gin két CD33 theo diém 2, trong d6 tac nhan gin két CD33 c6 ai luc dbi
v6i ca CD33 clia ngudi va CD33 clia khi Cynomolgus véi Kp bang hodc nho hon
10nM.

12. Tac nhan gin két CD33 theo diém 3, trong d6 tac nhan gén két CD33 c6 ai luc dbi
v6i ca CD33 clia ngudi va CD33 cia khi Cynomolgus véi Kp bang hodc nhé hon
10nM.

13. Tac nhan gin két CD33 theo diém 4, trong d6 tac nhan gin két CD33 c6 4i luc dbi
v6i ca CD33 ciia ngudi va CD33 ciia khi Cynomolgus véi Kp bing hodc nhé hon
10nM.

14. Tac nhan gin két CD33 theo diém 5, trong d6 tic nhan gin két CD33 c6 ai luc ddi
v6i cad CD33 ciia ngudi va CD33 ciia khi Cynomolgus véi Kp bang hodc nho hon
10nM.

15. Tac nhan gin két CD33 theo diém 6, trong do tac nhan gin két CD33 ¢6 4i luc ddi
v6i ca CD33 ciia nguoi va CD33 cua khi Cynomolgus véi Ky bang hodc nhd hon
10nM.

16. Tac nhan gin két CD33 theo diém 7, trong d6 tac nhan gan két CD33 ¢6 &i luc dbi
v6i ca CD33 clia ngudi va CD33 cia khi Cynomolgus véi Kp bang hodc nhé hon
10nM.

17. Tac nhan gan két CD33 theo diém 8, trong d6 tac nhan gin két CD33 ¢6 4i luc déi
v6i ca CD33 cuiia ngudi va CD33 cia khi Cynomolgus véi Kp bang hodc nho hon
10nM.

18. Tac nhan gin két CD33 theo diém 9, trong d6 tac nhan gin két CD33 c¢6 ai luc dbi
v6i ca CD33 cua ngudi va CD33 cua khi Cynomolgus voi Kp bang hoic nhé hon
10nM.

19. Tac nhan gin két CD33 theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1-18, trong do6 tac
nhan gin két CD33 dugc lam gidng nhu cia ngudi.

20. Tac nh4n gin két CD33 theo diém bt ky trong sé cac diém tir 1-18, trong do tac
nhan gin két CD33 1a nguyén ven tir nguoi.

21. Tac nhan gan két CD33 theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1-18, trong do tac
nhan gin két CD33 con ¢6 chirc ning déap tng lai kich thich.

22. Téac nhéan gin két CD33 theo diém 19, trong d6 tac nhan gin két CD33 con ¢6 chirc
nang dap Ung lai kich thich.
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23. Tac nhan gan két CD33 theo diém 20, trong d6 tac nhan gin két CD33 con co chirc
nang dap tng lai kich thich.

24. Tac nhan gin két CD33 theo diém 21, trong d6 chirc ning dap tmg lai kich thich
dugc trung gian bdi vung Fc.

25. Tac nhan gin két CD33 theo diém 22, trong d6 chirc ning dap Gng lai kich thich
dugc trung gian bdi vung Fec.

26. Tac nhan gin két CD33 theo diém 23, trong d6 chire nang dap wng lai kich thich
dugc trung gian bdi vung Fc.

27. Téc nhan gan két CD33 theo diém 21, trong d6 tic nhan gin két CD33 chira mot
hodc nhiéu dot bién trong ving Fc ma didu bién chirc ning cua ving Fe.

28. Téc nhan gan két CD33 theo diém 22, trong d6 tac nhan gin két CD33 chira mot
hodc nhiéu dot bién trong ving Fc ma didu bién chuc ning cua vung Fc.

29. Tac nhén gin két CD33 theo diém 23, trong d6 tac nhan gin két CD33 chira mot
hodc nhiéu dot bién trong ving Fc ma didu bién chirc ning cua vung Fe.

30. Tac nhan gin két CD33 theo diém 27, trong d6 chiic nang didu bién ving Fc 1 sy
tang ADCC it nhét 13 10%.

31. Tac nhan gén két CD33 theo diém 28, trong d6 chirc ning diéu bién vang Fe 14 su
taing ADCC it nhét 1a 10%.

32. Tac nhan gan két CD33 theo diém 29, trong d6 chtc nang diéu bién ving Fe 1a su
ting ADCC it nhit 1a 10%.

33. Tac nhan gin két CD33 theo diém 30, trong d6 chtc nang didu bién ving Fc 1a sy
tang ADCC it nhét 1a 50%.

34. Tac nhan gin két CD33 theo diém 31, trong d6 chirc ning diéu bién ving Fe 14 su
taing ADCC it nhét 1a 50%.

35. Téc nhéan gin két CD33 theo diém 32, trong d6 chirc ning diéu bién ving Fc 14 su
tang ADCC it nhét 1a 50%.

36. Tac nhéan gin két CD33 theo diém 33, trong d6 chirc nang diéu bién vung Fc 1a su
tang ADCC it nhét 12 100%.

37. Tac nhan gin két CD33 theo diém 34, trong d6 chirc ning didu bién ving Fe 14 su

-56-



19897
tang ADCC it nhit 1a 100%.

38. Tac nhan gin két CD33 theo diém 35, trong d6 chirc ning didu bién vung Fc 1a sy
tang ADCC it nhit 14 100%.

39. Tac nhan gin két CD33 theo diém 3, trong d6 tic nhan gin két CD33 chia mot
hodc nhiéu ddt bién trong vung Fc ma chic nang diéu bién cua vung Fc, su dot bién
cta vung Fc la & mot hodc nhiéu vi tri dugc chon tir cac axit amin & cac vi tri 332
va/hodc 239 va/hodc 236 theo chi sé danh sd Kabat cua EU.

40. Tac nhan gin két CD33 theo diém 39, trong d6 dot bién trong vung Fe 1a td hop
ctia su thay thé ¢ cac vi tri 239 va 332.

41. Tac nhan gin két CD33 theo diém 40, trong d6 dot bién trong viung Fc la
S239D/1332E.

42. Phan tor ADN chita ving ma hoa tic nhan gin két CD33 theo diém bét ky trong sb
cac diém néu trén. '

43. Vecto biéu hién chira phan tir ADN theo diém 42.

44. Té bao chu mang mot hodc nhiéu vecto theo diém 43.

45. Phuong phap san xudt tac nhan gin két CD33 theo diém bét ky trong sé cac diém
tir 1 dén 41, chua budc chuyén nhiém té bao cht v6i mot hodc nhiu vecto theo diém

43, nudi cdy té bao chii, thu hdi va tinh sach phén tir khang thé.

46. Duogc phém chira mdt hodc nhiéu tac nhin gén két CD33 theo diém bét ky trong sb
cac diém tir 1 dén 41 lam thanh phén hoat tinh, va it nhit mot chét mang dugc dung.

47. Duoc phém theo diém 46, trong d6 duogc phém chtra thém mot hodc nhiéu chét
diéu trji bd sung.
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DANH MYC TRINH TY

<110> BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

<120> Tac nhan gan két (D33 va dugc phdm chirta tdc nhan gan két nay
<130> 12-0321-PCT

<1l60> 142

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 1
Asn Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile
1 5

<210> 2

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 2
Asn Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile
1 5

<210> 3

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 3

His Trp Leu Asp Ala Phe Asp Ile

-63-



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

<220>
<223>

<400>

19897

4

8

PRT

Nhan tao

CDR

4

Asn Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5

PRT

Nhan tao

CDR

5

Asn Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5

6

8

PRT

Nhan tao

CDR

6
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PRT
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PRT
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9

Asn Trp Ala
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<210>
<211>
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<220>
<223>
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10
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PRT
Nhan

CDR

10

Glu Gly Gly
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<210>
<211>
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11
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PRT

Asp Ala Phe Asp Ile
5

tao

Asp Ala Phe Asp Ile
5

tao

Asp Ala Phe Asp Ile
5

tao
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Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu

5

10
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<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 11

Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 12

<211> 10

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 12
Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 13

<211> 1@

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 13
Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<21e> 14
<211> 1@
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 14

Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10
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<210> 15

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 15
Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Val Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 16

211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 16
Arg Ile Ile Pro Ile Ile Asn Ile Ala Ser Tyr Ala Gln Asn Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 17

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 17

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

Gly
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<210> 18

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 18
Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Val Ala Asp Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 : 5 10 15

Gly

<210> 19

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 19
Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Val Ala Asp Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<2106> 20

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 20

Arg Ile Ile Pro Ile Val Gly Ile Val Asn Tyr Ala Glu Lys Phe Gln
1 5 10 15
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Gly

<210> 21
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 21
Arg Val Ile Pro Ile Ile Gly Ile Ala Ser Tyr Ala Gln Asn Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 22
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 22
Arg Val Ile Pro Ile Ile Gly Ile Ala Ser Tyr Ala Gln Asn Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 23
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 23

Arg Val Ile Pro Ile Ile Gly Ile Ala Ser Tyr Ala Gln Asn Phe Glu
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Gly

<210> 24
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> (DR

<400> 24
Arg Ile Ile Pro Ile Leu Asp Met Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 25
<211> 17
<212> PRT
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<220>
<223> CDR

<400> 25
Arg Ile Ile Pro Ile Ile Gly Ile Val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 26
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 26
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Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Met Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 27

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> CDR

<400> 27
Arg Ile Ile Pro Ile Ile Gly Ile Val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 28
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<400> 28
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<212>

85
117
PRT

19897

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala

5 10

tao

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala
5 10

tao

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala

5 10

tao

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala

5 10

-86-



19897

<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 85
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

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

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

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Val Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Arg 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 Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met
100 105 116

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 86

<211> 117
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 86

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

-87-



Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val
115

87
117
PRT
Nhan

VH

87

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Arg Ile

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

tao

Leu

Val
20

Trp

Ile

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Gln

Cys

Ile

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Lys

Gln

Ile

Ala

Ala

40

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

Thr

Ser
25

Pro

Ile

19897

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

99

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Val

Asp

Gln

Asn

-88-

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Ser

Tyr

Met

Phe



50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg His

Val Thr Val
115

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

88
117
PRT
Nhan

<220>
<223> VH

<400> 88
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Arg Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Val

Ser

Trp

100

Ser

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Ile
70

Leu

Asp

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

55

Thr Ala Asp

Arg Ser Glu

Ala Phe Asp
105

Ser Gly Ala

Ala Ser

25

Lys

Gln Ala

40

Pro

Leu Val

55

Gly

Thr Ala Asp

Arg Ser Glu

19897

Ser
75

Asp Thr

90

Ile Trp

Glu
10

Val
Gly Gly
Gly Gln
Ala

Asp

Ser
75

Lys

Asp Thr

90

-89-

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly
110

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Arg Thr

Ala Val Tyr

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Tyr
80

Met

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Ala Arg Asn

Val Thr Val

<2106>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210>

115

89
117
PRT
Nhan

VH

89

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

90

19897

Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met

100

Ser

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

105

Ala

Ser

25

Pro

Val

Asp

Glu

Asp
105

Glu Val
10

Gly Gly

Gly Gln

Ala Asp

Lys Ser

75

Asp Thr
90

Ile Trp

-90-

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Arg

Val

Gln

110

Pro

Ser

39

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met



19897

<211> 117
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 90
Gln Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Gln Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

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

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Val Gly Ile Val Asn Tyr Ala Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Met 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 Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<21e> 91

<211> 117
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 91

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

-91-



Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Ala

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Ser
35

Val

Arg

Leu

Asn

Val
115

92
117
PRT
Nhan

VH

92

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

tao

Leu

Val
20

Trp

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Val Gln Ser

5

Ala Cys Lys

Val Arg Gln

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ile

Ala Asp

Ser Glu

Phe Asp
105

Gly Ala

19897

10

Gly

Gly

Ala

Arg

Asp

90

Ile

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Glu Vval Lys

10

Ala Ser Gly Asp Thr

25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

-92-

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Phe

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser
30

15

Ser Tyr

Trp Met

Asn Phe

Ala Tyr

Tyr Cys

95

Thr Met

Gly Ser
15

Ser Tyr

Leu Glu Trp Met

45



Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Arg Val

50

Gly Arg

Ala Leu

Arg Asn

Thr Val
115

<210> 93
<211> 117
<212> PRT

<213>

Nhan

<220>
<223> VH

<400> 93

Gln
1

Ser

Ala

Gly

Glu

65

" Met

Val Gln

Val Lys

Ile Ser
35

Arg Val
50

Gly Arg

Ala Leu

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Val

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ile

Asp

Glu

Asp
105

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

19897

Ala

Arg

Asp

90

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Arg

Asp

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Val

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

-93-

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

Val

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asn Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Met

Gly Ser
15

Ser Tyr

Trp Met

Asn Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys



Ala Arg Asn

Val Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

115

94
119
PRT
Nhan

VH

94

Gln Val Glu

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Val
115

85

19897

90

95

Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met

100

Ser

tao

Leu

Val
20

Trp

Ile

Val

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ala

Ser

Trp

105

Ala

Ser

25

Pro

Met

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Phe

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

-94-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

Phe

Leu

45

Ala

Tyr

Val

Trp

110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Arg

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly



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

<220>
<223>

<400>

95
119
PRT
Nhan

VH

95

Gln Val Glu

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Leu

Glu

Val
115

96
119
PRT
Nhan

VH

96

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Gly
100

Thr

tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr
105

19897

Glu

10

Glu

Gly

Val

Lys

Asp

90

Phe

Val

Asp

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

-95-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Tyr

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Arg

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



19897

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

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

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

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

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Tyr 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 Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 97

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 97

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

Ser Met Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asp Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

-96-



35

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Glu

Thr Leu Val
115

<216> 98

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> VH

<400> 98
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser
35

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Arg
65

Ile

Val

Thr

Gly

100

Thr

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ile

Ile

70

Leu

Val

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile
70

Ile

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

49

Gly

Ala

Ser

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ile

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

19897

Val

Lys

Asp

90

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Val

Gly

‘Gln

Asn

Ser
75

-97-

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

45

Ala

Cys

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Tyr

Gln

Thr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

95

Arg

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



19897

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

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

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 99

<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 99

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Val
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Ser Ile Thr
85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 100

-98-



<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<220>
<223> VL
<400> 100
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Asp Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Phe Gly Gln
<210> 101
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<220>
<223> VL
<400> 101
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

tao

Leu

Thr

20

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Thr Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

19897

Ser Leu Ser
10

Ser Gln Gly

Lys Ala Pro

Val Pro Ser
60

Thr Ile Ser
75

Gln Phe Asn
90

Lys Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

5

10

15

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala

-99-



Leu Ala Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Phe Gly Gln

<210> 102
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> VL

<400> 102
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

20

Ser

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

Ala

25

Gly

Leu

19897

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Arg

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

-100-

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Gln

Ile
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Gly

Val

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp

Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Phe Gly

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

Phe

Gln

103
107
PRT
Nhan

VL
103

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

104
107
PRT
Nhan

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

19897

Gln Phe Asn Ser Ser Ile Thr

90

Lys ‘Arg

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

-101-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile
95

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr



<220>
<223>

<400>

VL

lo4

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gln

105
107
PRT
Nhan

VL

105

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Gly
100

tao

Leu

Thr
20

Tyr

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Thr Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr Gln Ser Pro

5

Ile Thr Cys Arg

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

Ala
25

19897

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala
30

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45

Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gln Phe Asn Ser Ser Tyr Thr
90 95

Lys Arg

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ser Gln Gly Ile Ser Ser Val
30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

-102-



35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Phe Gly Gln

<2106> 106
211> 107
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> VL

<400> 106

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Leu

Asp

70

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Glu
55

Phe

Val

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

490

Ser

Thr

Cys

Glu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

19897

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Phe
90

Lys Arg

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

-103-

Ser
60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

45

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu

Ser Ser

Ala Ser

Ile Ser
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Ser

Gln

Ile
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile
95

Pro
80

Thr

Gly

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr



Phe Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

107
107
PRT
Nhan

VL

107

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gln

108
107
PRT
Nhan

VL

108

19897

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

100

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

-104-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile
95

Gly

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gln

109
107
PRT
Nhan

VL

109

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Ser

Cys

Lys

Glu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

19897

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

Ser Leu
10
Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

-105-

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys

45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asn Ser

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys

45

Ser Arg

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Val

15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile
95

Val

15

Ser

Met

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Gly

Ala

Ile

Gly



50

Ser Gly
65

Glu Asp

Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Phe Gly

Ser

Phe

Gln

110
107
PRT
Nhan

VL

110

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Gly

Ala

Gly
100

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Thr

85

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Asp
70

Tyr

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

55

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln

Leu Glu Ile

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

19897

60

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75

80

Gln Phe Asn Ser Ser Ile Thr

90

Lys Arg

SerbLeu Ser
10

Ser Gln Gly

Lys Ala Pro

Val Pro Ser
60

Thr Ile Ser
75

Gln Phe Asn
90

Lys Arg

-106-

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

95

Val
15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr



19897

<210> 111
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 111
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser ‘Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Met Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Ser Ile Thr
85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 112
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 112

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

-107-



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg Val

Ala Trp
35

Asp Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Gly Gln

<210> 113
<211> 447
<212> PRT

<213>

Nhan

<220>
<223> VH

<400> 113

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

Val Gln

Val Lys

Ile Ser
35

Arg Ile
50

Gly Arg

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ala

Ser

25

Pro

Val

Asp

19897

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Arg

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

-108-

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Arg

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Ser

Met

Ser

Gln

Ile
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr



19897

65 70 75 80

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

Ala Arg Asn Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met
100 105 110

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys

-109-



Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

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

<220>
<223>

<400>

275

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
355

Gly

Pro

Ser

Gln

His
435

114
447
PRT
Nhan

VH

114

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

tao

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

19897

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

_Leu

-110-

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Pro
445

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu



Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Gln

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195,

Leu

Val

20

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Ala

Ala

40

Asn

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys
209

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val
185

Asn

19897

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Val

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

-111-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
205

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Met

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn



Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
405

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

19897

Lys

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
410

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

-112-

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
415

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg



Trp Gln Gln

His Asn His

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

<220>
<223>

<400>

435

115
447
PRT
Nhan

VH

115

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ala

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

His

Val

115

Ser

19897

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

420

Tyr

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

425

430

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Lys

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Thr

440

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Ile

Gly

Gly

Val

Asp

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

-113-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Val

125

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Leu

Cys



" Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

19897

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

-114-

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro



Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

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

<220>
<223>

<400>

Arg
355

Gly

Pro

Ser

Gln

His
435

116
447
PRT
Nhan

VH

116

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Arg Ile

50

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

tao

Leu

Val
20

Trp

Ile

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Gln

Cys

Arg

Ile

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu
55

Lys

369

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Ala

Ser
25

Pro

Val

19897

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Val

Gly

Gln

Asp

-115-

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr
69

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Pro
445

Lys

Phe

Leu
45

Ala

359

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Ser

Tyr

Met

Phe



Gln

65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
260

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

Thr

Arg

Ala

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp
265

19897

Lys

Asp

90

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Thr

250

Val

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

-116-

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Arg

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp
270

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Tyr

80

Cys

Met

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu



19897

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<21e> 117
<211> 447
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

-117-



19897

<400> 117
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

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

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Val Ala Asp Tyr Ala Gln Lys Phe

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Arg 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 Trp Ala Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met
100 105 110

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

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 » 140

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

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

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

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn

-118-



Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

19897

Lys

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

-119-

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg



Trp Gln Gln

His Asn His

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

<220>
<223>

<400>

435

118
447
PRT
Nhan

VH

118

Gln Val Glu

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val
115

405

Gly Asn Val Phe Ser Cys

420

Tyr

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

425

Thr Gln Lys Ser Leu

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Lys

Gln

Val

55

Thr

Arg

Ala

Ser

440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Thr
120

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Lys

19897

410

415

Ser Val Met His Glu Ala Leu

430

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

Glu

10

Gly

Gly

Val

Lys

Asp

99

Ile

Gly

Val

Asp

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Pro

-120-

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Met

Ala

Gly

Ser

445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Val
125

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Leu



Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
325

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

19897

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala
330

Thr

Thr
155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

-121-

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
335

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile



19897

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

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

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

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

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

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

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

<210> 119
<211> 447
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 119

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

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

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

Gly Arg Val Ile Pro Ile Ile Gly Ile Ala Ser Tyr Ala Gln Asn Phe

-122-



Gln

65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

50

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

19897

Arg

Asp

20

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Thr

250

Val

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu
235

Leu

Ser

-123-

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Ser

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Tyr

80

Cys

Met

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu



19897

260 265 270

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

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 : 300

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<210> 120
<211> 447
<212> PRT
<213> Nhan tao

-124-



<220>
<223>

<400>

VH

120

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Val

Ile

Arg

50

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
180

Val

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val
185

19897

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Arg

Asp

90

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

-125-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
190

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser



Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
385

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
390

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

19897

Val

Lys

Leu

Thr
250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Asn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro
395

-126-

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
400



Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His

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

<220>
<223>

<400>

435

121
447
PRT
Nhan

VH

121

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Glu

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Ala

Arg

Thr

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Asn

Val

Phe

Gly

420

Tyr

tao

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Ser

Phe Leu Tyr

405

Asn Val Phe

Thr Gln Lys

Val

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser
440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Lys
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Leu
410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Arg

Asp

90

Ile

Gly

Thr

Val

Leu

Val

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Pro
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Val

Met

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Asp

His

Pro
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Val

Lys

Glu
430

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Ser Arg

415

Ala

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Leu

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Leu



Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro
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Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro
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Ala
140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Gly

Asn

Gln
175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile
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325 _ 330 335

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

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

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

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

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

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

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

<21e> 122
<211> 449
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 122
Gln Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

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

Gln

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Ile

Arg

Leu

Glu

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Ile

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe
245

Ile

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Leu

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Asp

Ala

Ser

Trp

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Met

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro
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Ala

Lys

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250 -

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp
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Tyr

60

Thr

Ala

Leu

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Ala

Tyr

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

Lys

Ala

Tyr

95

Arg

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile
255

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser



Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

19897

Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu
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Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val
350

Ser

Glu

Pro

Val

Met
430

Ser

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly
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<210> 123
<211> 449
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 123

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asp Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Ile Gly Ile Val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Tyr 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 Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly
100 105 110

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

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

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

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
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Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys

Ser

Pro
355

Vai

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser
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170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

‘Asn

Ile
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Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Ser

Pro

Lys

Pro-

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu



370

Ser Asn Gly
385

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys

210> 124
<211> 449
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> VH

<400> 124
Gln Val Glu
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser
35

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Arg
65

Gln

Gly

Gln

420

Asn

tao

Leu

Val
20

Trp

Ile

Val

Pro

Ser

405

Gln

His

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile
70

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Asn

Leu

Val

Gln
440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Met

Asp

19897

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Val

Gly

Gln

Asn

Ser
75
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380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Pro

Thr

Val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Tyr

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Leu

Glu

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val
275

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Ser

85

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Leu

Val

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Asp

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Ser

Trp

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr
280

Glu

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val
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Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro
155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly
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Ala

Leu

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

Val

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu
285

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

95

Arg

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn



Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

435

125
449
PRT
Nhan

VH

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

tao

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys
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Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu
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Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



<400>

125

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Met

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Lys
Ser
35

Ile
Arg
Leu
Glu
Val
115
Ala
Leu
Gly

Ser

Leu

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Thr

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly
180

‘Gly

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Gly
Val
Sef
Lys
Leu
165

Leu

Thr

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Ser

Lys

Gln

Ile

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Trp

Ala

120

Ser

Phe"

Gly

Leu

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

19897

Glu

10

Glu

Gly

Val

Lys

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Val

Asp

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

-137-

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Cys

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Arg

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro



Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

19897

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
395

Lys

-138-

Lys

220

Leu

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val
350

Ser

Glu

Pro

Val

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys



19897

405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

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

Lys

<210> 126
<211> 449
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VH

<400> 126

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

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

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

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Tyr 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 Glu Gly Gly Val Asp Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly
100 105 110

-139-



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val
305

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

.Leu

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val
310

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

19897

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315
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Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
320



19897

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

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

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

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

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

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

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

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

Lys

<210> 127
<211> 213
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 127

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Val

-141-



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

<210>

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

128

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Phe
90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Ser Thr
170 -

Glu Lys

Ser Pro

-142-

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Lys

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Leu

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

213
PRT
Nhan
VL

128

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln
165

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asn

Leu

Asp

19897

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Ser Thr
170

-143-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
175

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser



19897

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 129
<211> 213
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 129

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala
20 25 30

Leu Ala Trp Ser Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 69

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Ser Ile Thr
85 90 95

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

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr

-144-



Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>
<223>

<400>

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val
195

Gly

130
213
PRT
Nhan

VL

130

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

50

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Thr

Ile

Gln

Ser

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Cys

Lys

Glu
55

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

19897

Phe Tyr

Gln Ser
155

Ser Thr
170

‘Glu Lys

Ser Pro

Ser Leu

10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

-145-

Pro
140

His

Val

Ser

Pro

Ser
60

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Gly

Val

Ile

Gly



Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Phe

Gln

Phe
115

Val

Trp

Thr

Thr

Val
195

Gly

131
213
PRT
Nhan

VL

131

Asp Ile Gln

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Leu

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Thr Ile
75

Gln Phe
90

Lys Arg
Glu Gln
Phe.Tyr
Gln Ser

155

Ser Thr
170

Glu Lys

Ser Pro

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
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Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
920

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Ser Thr
170

Glu Lys

Ser Pro

-147-

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
190

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



210

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

<220>
<223>

<400>

132
213
PRT
Nhan

VL

132

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val
145

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Gly

100

Ile

Val

Lys

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
150

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

19897

Ser Leu
10

Ser Gln
Lys Ala
Val Pro
Thr Ile

75
Gln Phe
990
Lys Arg
Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser
155

-148-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro
140

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Tyr

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu
160



Ser Val Thr

Thr Leu Thr

Cys Glu Val

195

Asn Arg Gly

210

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

<220>
<223>

<400>

133
213
PRT
Nhan

VL

133

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Gly

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Gln

165

Ser

His

Cys

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Asp Ser

Lys

Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Val

Lys

Asp

Leu
200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Asp

Tyr

185

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

19897

Ser Thr Tyr Ser

170

Glu Lys His Lys

Ser Pro Val Thr

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

-149-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Leu

Val

190

Lys

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

Ser
175

Tyr

Ser

Val
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Ser

Ala

Phe

Gly

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro



19897

1e0 105 110

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

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

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

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

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 134
<211> 213
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 134
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Val
20 25 30

Leu Ala Trp.Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 i 45

-150-



Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

<2106>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val
195

135
213
PRT
Nhan

VL

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
150

Asp

Lys

Gln

Glu

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Val‘Pro

Thr Ile
75

Gln Phe
90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Ser Thr
170

Glu Lys

Ser'Pro
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Ser

60

Ser

Asp

Thr

Leu

Pro

140

Tyr

His

Val

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



<400>

135

Asp Ile Gln Leu

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Phe
90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Ser Thr
170

Glu Lys

Ser Pro

-152-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Val

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



195

Asn Arg Gly
210

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

<220>
<223>

<400>

136
213
PRT
Nhan

VL

136

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Arg

Ala

Asp

Gly

Asp

Gly

Val

Ser
130

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Glu

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Cys

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu
135

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

19897

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Phe

90

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

-153-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro
140

205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Val

15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys



Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>
<223>

<400>

Trp

Thr

Thr

Val
195

Gly

137
213
PRT
Nhan

VL

137

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

19897

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

-154-

Ser
155

Thr

Lys

Pro

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Gly

Tyr

His

Val

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Val

15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr
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85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 138
<211> 213
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> VL

<400> 138
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala
20 25 30

-155-



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

<216>
<211>
<212>

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

139
213
PRT

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Lys

Gln

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Lys Ala
Val Pro

Thr Ile
75

Gln Phe
90

Lys Arg
Glu Gln
Phe Tyr
Gln Ser

155

Ser Thr
170

Glu Lys

Ser Pro

-156-

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Phe

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Met

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan

VL

139

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Pro

Arg

Pro

49

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

19897

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

-157-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Ala

Ile

Lys

45

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Val

15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala



Cys Glu

Asn Arg
210

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Phe Gly

Ser Val

Val
195

Gly

140
213
PRT
Nhan

VL

140

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe
115

180

185

19897

190

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

Glu Cys

tao

Leu Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Gly Thr
100

Ile Phe

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Pro

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser
120

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

105

Asp

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Glu

-158-

Leu

Gln

‘Ala

Pro

Ile

75

Phe

Arg

Gln

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys
125

Ser

Ser

30

Phe

Phe

Leu

Ser

Ala

110

Ser

Val

15

Ser

Met

Ser

Gln

Ile

95

Ala

Gly

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr



Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>
<223>

<400>

Phe Phe His

1

Tyr

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Val val

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu
180

Val Thr
195

Gly Glu

141
18
PRT
Nhan tao

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Loai epitop

141

142
11
PRT
Nhan tao

5

Loai epitop

142

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

19897

Phe Tyr Pro Arg
140

Gln Ser Gly Asn
155

Ser Thr Tyr Ser
170

Glu Lys His Lys

Ser Pro Val Thr
205

10

-159-

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

15

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Pro Ile Pro Tyr Tyr Asp Lys Asn Ser Pro Val His Gly
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Met Asp Pro Asn Phe Trp Leu Gln Val Gln Glu
1 5 10

-160-





