(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

7 (19)  Cong hoa xa hoi chi nghia Viet Nam (VN) (1) IHUIHIANN
CuC SO HOU TR TUE 1-0021857

(51)7 C12N 15/09, CO7K 16/28, C12P21/08,  (13) B
A61P 35/00, A61K 39/395

(72)

(74)

1-2012-00880 (22) 22.10.2010
PCT/US2010/053686 22.10.2010 (87) WO2011/050242  28.04.2011
61/254,474 23.10.2009 US

25.10.2019 379 (43) 25.09.2012 294

1. MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC. (US)

The Takeda Oncology Company, 40 Landsdowne Street Cambridge, MA 02139,
United States of America

2. AMGEN BRITISH COLUMBIA INC (CA)
7990 Enterprise Street Burnaby, BC V5A 1V7, Canada

NAM, Samuel, S. (US), GREENFIELD, Edward, A. (US), BABCOOK, John (US),
O’KEEFE, Theresa (US)
Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54)

PHAN TUKHANG THE KHANG GUANYLYL XYCLAZA C (GCC) VA DUGC
PHAM CHUA PHAN TUKHANG THE NAY

(57) Sdng ché€ dé cap dén cic phan tir khing thé gin két v6i GCC, ciing nhu cic

phan tir lién quan, vi du, cdc axit nucleic ma héa cdc phan tir khang thé nay, cic

dugc phdm, va cdc phuong phép lién quan, vi du, céc phuong phap chita bénh va

chidn do4n bénh.



21857

Linh vuc k§ thuit dwge dé cap

‘Séang ché d& cap dén cac phan tir khing thé gin két véi GCC, cling nhu cac
phén tit lién quan, vi dy, cic axit nucleic mé héa céc phan tir khang thé nay, cac dugc
phim, va c4c phuong phap lién quan, vi du, cdc phuong phép chita bénh va chén doan
bénh.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Guanylyl xyclaza C (Guanylyl cyclase C-GCC) la thu thé bé& mat té bao xuyén
mang c6 chtrc nang duy tri dich 186ng trong rudt, dn dinh ndi m6 chit dién phéan va ting
sinh té bao, xem, vi du, Carrithers et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:3018-3020
(2003). GCC duogc biéu hién & cac té bao niém mac 16t rudt non, rudt gia va truc trang
(Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996)). Su biéu hién GCC duoc duy
tri khi c6 sy bién @i thanh khéi u cia cac té bao bidu mé rudt, véi su biéu hién trong
tAt ca cac khdi u dai truc trang nguyén phat va di cin (Carrithers et al., Dis Colon
Rectum 39: 171-181 (1996); Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers
et al., Gastroenterology 107: 1653-1661(1994)).

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Céc tac gia sang ché da phat hién ra mot s6 khang thé khang GCC, bao gbdm ca
hai khéng thé cua ngudi va chudt. Do do, theo mot khia canh, sang ché dé xuét cac
phan tt khéng thé khang GCC, nhu dugc bdc 16 & ddy. Cac phan tir khang thé khéng
GCC 14 hitu ich 1am c4c phén tt khéng thé trdn va 1am c4c thanh phan ciia c4c thé lién
hop mién dich. Do d6, theo khia canh khac, sang ché dé xuét cdc thé lién hop mién
dich chtra phan tir khang thé khang GCC va dugc chit hodc chét danh d4u. Sang ché
ciing d& xuét cac duge phdm chira cic phan tir khang thé khang GCC va céc thé lién
hop mién dich dugc mo ta & ddy. Sang ché ciing d& xuét phuong phap st dung céc
phan tir khang thé khdng GCC va céc thé lién hop mién dich duge md ta & day dé phat
hién GCC va cac té bao hodc cac md biéu hién GCC; dé chén doan, tién lugng, mo ta,
hodc xéc dinh tién trién cua bénh lién quan dén GCC; dé didu bién hoat tinh hogc chuc

nang cua protein GCC; va dé didu tri bénh lién quan dén GCC nhu duge md ta & day.
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Theo khia canh khéc, sang ché cling dé cdp dén céc axit nucleic dugc phéan 1ap va/hodc
t4i td hgp ma hoa cAc trinh tyr axit amin ctia phan tir khang thé khang GCC, ciing nhu
cic vecto va céc té bao chii chira cc axit nucleic nay, va cic phuong phap san xuét

cAc phan tir khang thé khang GCC.

Tat ca cac cong bo, cac don sang che, cac sang che va cac tai li€u tham khao

khéc dugc dé cap & ddy dugc dua vao bing cch vién din toan bd ndi dung ciia né.
Céac dac diem, muc ti€u va céc 1gi ich khéc cia (cac) sang ché dugce boc 16 &

day s& 1a rd rang tir ban mo ta va cac hinh v€ va tir cac y€u cau bao ho.

M6 ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 mé ta sy sinh trudng khdi u trong chudt SCID mang 293-GCC#2 dugc
xtt Iy bang SF9ve-MMAF, -DM1, va -DM4 trén so db ql4d.

Fig. 2 mb ta trong lugng phdi ciia chudt dwoc xir Iy bing 0,9%NaCl; khéng thé
209 véi 40mg/kg; hodc khang thé 5F9 vdi 10 hodic 40mg/kg & ngay 41 p.i.

Fig. 3 mo ta dudng cong séng s6t ciia chudt mang khdi u CT26-hGCC duge xir
ly bang khéng thé 5F9.

Fig. 4 md ta cAc thir nghiém lién két ELISA @ thir nghiém tinh phéan tmg chéo
khéng thé cua thé twong ddng c6 chung ngudn gbc (orthologs) ciia GCC.
M5 ta chi tiét sang ché

Guanylyl Xyclaza C

Guanylyl xyclaza C (GCC) (ciing dugc biét 1a STAR, Thu thé ST, GUC2C, va
GUCY2C) 1a thu thé bé& mit t& bao xuyén mang c6 chirc nang duy tri dich 16ng trong
duong rudt, 6n dinh ndi mo chét dién phan va ting sinh té bao (Carrithers et al., Proc
Natl Acad Sci U S A 100: 3018-3020 (2003); Mann et al., Biochem Biophys Res
Commun 239: 463-466 (1997); Pitari et al., Proc Natl Acad Sci U S A 100: 2695-2699
(2003)); S6 luu gitt cia GenBank NM_004963, m¥i tai liéu dugc dwa vao diy bing
cach vién din). Chirc ning ndy gién tiép théng qua lién két cia guanylin (Wiegand et
al. FEBS Lett. 311:150-154 (1992)). GCC ciing 1a thu thé cho ddc t6 rudt 6n nhiét (ST,
vi dy, c6 trinh ty axit amin 14 NTFYCCELCCNPACAGCY, SEQ ID NO:316) la
peptit dugc san xudt boi E. coli, ciing nhu cac sinh vat nhidm bénh khac (Rao, M.C.
Ciba Found. Symp. 112:74-93 (1985); Knoop F.C. va Owens, M. J. Pharmacol.
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Toxicol. Methods 28:67-72 (1992)). Lién két ciia ST v6i GCC hoat héa chudi tin hiéu

ma gy ra bénh vé dudng rudt, vi du, bénh tidu chay.

Trinh tu nucleotit cho GCC ngudi (S6 Iuu gitt cia GenBank NM._004963):
1 atgaagacgt tgetgttgga cttggctttg tggtcactge tettccagee cgggtggetg
61 tectttagtt cccaggtgag tcagaactge cacaatggea getatgaaat cagegtectg
121 atgatgggca actcagcectt tgcagagcecce ctgaaaaact tggaagatge ggtgaatgag
181 gggctggaaa tagtgagagg acgtctgeaa aatgetggec taaatgtgac tgtgaacgcet
241 actttcatgt attcggatgg tctgattcat aactcaggeg actgecggag tagcacctgt
301 gaaggcctcg acctactcag gaaaatttca aatgcacaac ggatgggcetg tgtectcata
361 gggcccteat gtacatactc caccttccag atgtaccttg acacagaatt gagctaccec
421 atgatctcag ctggaagttt tggattgtca tgtgactata aagaaacctt aaccaggcetg
481 atgtctccag ctagaaagtt gatgtacttc ttggttaact tttggaaaac caacgatctg
541 cccttcaaaa cttattcctg gagceactteg tatgtttaca agaatggtac agaaactgag
601 gactgtttct ggtaccttaa tgctctggag getagegttt cetatttcte ccacgaacte
661 ggctttaagg tggtgttaag acaagataag gagtttcagg atatcttaat ggaccacaac
721 aggaaaagca atgtgattat tatgtgtggt ggtccagagt tcctctacaa getgaagggt
781 gaccgagcag tggctgaaga cattgtcatt attctagtgg atcttttcaa tgaccagtac
841 tttgaggaca atgtcacagce ccctgactat atgaaaaatg tecttgttct gacgcetgtct
901 cctgggaatt cccttctaaa tagcetctttc tccaggaatc tatcaccaac aaaacgagac
961 tttgetettg cctatttgaa tggaateetg ctetttggac atatgetgaa gatatttett
1021  gaaaatggag aaaatattac cacccccaaa tttgetcatg ctttcaggaa tctcactttt
1081  gaagggtatg acggtccagt gaccttggat gactgggggg atgttgacag taccatggtg
1141  cttctgtata cctetgtgga caccaagaaa tacaaggtte ttttgaccta tgatacccac
1201  gtaaataaga cctatcctgt ggatatgagce cccacattca cttggaagaa ctctaaactt
1261  cctaatgata ttacaggccg gggecctcag atcctgatga ttgeagtctt caccctcact
1321  ggagctgtgg tgetgcteet getegteget ctectgatge tcagaaaata tagaaaagat
1381  tatgaacttc gtcagaaaaa atggtcccac attcctcetg aaaatatctt tectctggag
1441  accaatgaga ccaatcatgt tagcctcaag atcgatgatg acaaaagacg agatacaatc
1501 ° cagagactac gacagtgcaa atacgacaaa aagcgagtga ttctcaaaga tctcaagcac
1561  aatgatggta atttcactga aaaacagaag atagaattga acaagttgct tcagattgac
1621  tattacaacc tgaccaagtt ctacggcaca gtgaaacttg ataccatgat cttcggggtg
1681  atagaatact gtgagagagg atccctccgg gaagttttaa atgacacaat ttcctacect
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1741  gatggcacat tcatggattg ggagtttaag atctctgtct tgtatgacat tgctaaggga

1801  atgtcatatc tgcactccag taagacagaa gtccatggtc gtetgaaate taccaactge
1861  gtagtggaca gtagaatggt ggtgaagatc actgattttg gctgcaattc cattttacct

1921  ccaaaaaagg acctgtggac agctccagag cacctccgec aagecaacat ctetcagaaa
1981  ggagatgtgt acagctatgg gatcatcgea caggagatca tcctgeggaa agaaaccttc
2041 tacactttga gctgtcggga ccggaatgag aagattttca gagtggaaaa ttccaatgga
2101  atgaaaccct tccgeccaga tttattettg gaaacageag aggaaaaaga getagaagtg
2161 tacctacttg taaaaaactg ttgggaggaa gatccagaaa agagaccaga tttcaaaaaa
2221  attgagacta cacttgccaa gatatttgga ctttttcatg accaaaaaaa tgaaagctat
2281  atggatacct tgatccgacg tctacagceta tattctcgaa acctggaaca tctggtagag
2341  gaaaggacac agctgtacaa ggcagagagg gacagggctg acagacttaa ctttatgttg
2401  cttccaaggce tagtggtaaa gtctctgaag gagaaaggct ttgtggagee ggaactatat
2461  gaggaagtta caatctactt cagtgacatt gtaggtttca ctactatctg caaatacagc
2521  acccccatgg aagtggtgga catgcttaat gacatctata agagttttga ccacattgtt
2581  gatcatcatg atgtctacaa ggtggaaacc atcggtgatg cgtacatggt ggctagtggt
2641  ttgcctaaga gaaatggcaa tcggeatgea atagacattg ccaagatgge cttggaaate
2701  ctcagcttca tggggacctt tgagetggag catcttcctg gectcccaat atggattcge
2761  attggagttc actctggtce ctgtgetget ggagttgtgg gaatcaagat gectegttat
2821  tgtctatttg gagatacggt caacacagcc tctaggatgg aatccactgg ccteectttg
2881  agaattcacg tgagtggctc caccatagcc atcctgaaga gaactgagtg ccagttcctt
2941  tatgaagtga gaggagaaac atacttaaag ggaagaggaa atgagactac ctactggetg
3001 actgggatga aggaccagaa attcaacctg ccaaccccte ctactgtgga gaatcaacag
3061 cgtttgcaag cagaattttc agacatgatt gccaactctt tacagaaaag acaggcagca
3121 gggataagaa gccaaaaacc cagacgggta geccagcetata aaaaaggceac tctggaatac
3181  ttgcagctga ataccacaga caaggagagc acctattttt aa

(SEQ ID NO:227)

Trinh tyr axit amin cho GCC ngudi (S6 Iwu giit ctia GenPept No. NP_004954):
1 mktllldlal wsllfgpgwl sfssqvsqnc hngsyeisvl mmgnsafaep lknledavne
61 gleivrgrlq naglnvtvna tfmysdglih nsgdcrsstc egldllrkis nagrmgevli
121 gpsctystfq myldtelsyp misagsfgls cdyketltr]l msparklmyf Ivnfwktndl
181 piktyswsts yvykngtete dcfwylnale asvsyfshel gfkvvirqdk efqdilmdhn
241 rksnviimeg gpeflyklkg dravaedivi ilvdlfndqy fednvtapdy mknvlvltls
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301 pgnslinssf srnlsptkrd falaylngil Ifghmlkifl engenittpk fahafrnltf

361 egydgpvtld dwgdvdstmv llytsvdtkk ykvlltydth vnktypvdms ptftwknskl
421 pnditgrgpq ilmiavftlt gavvllllva llmlrkyrkd yelrqgkkwsh ippenifple

481 tnetnhvslk idddkrrdti qrirgckydk krvilkdlkh ndgnftekqk ielnkllqid

541 yynltkfygt vkldtmifgv ieycergslr evindtisyp dgtfmdwefk isvlydiakg
601 msylhsskte vhgrlkstne vvdsrmvvki tdfgensilp pkkdlwtape hlrqanisqgk
661 gdvysygiia geiilrketf ytlscrdrne kifrvensng mkpfrpdifl etacekelev

721 yllvkncwee dpekrpdfkk iettlakifg Ithdqknesy mdtlirrlql ysrnlehlve

781 ertqlykaer dradrinfml Iprlvvkslk ekgfvepely eevtiyfsdi vgfttickys

841 tpmevvdmln diyksfdhiv dhhdvykvet igdaymvasg lpkrngnrha idiakmalei
901 Isfmgtfele hlpglpiwir igvhsgpcaa gvvgikmpry clfgdtvnta srmestglpl
961 rihvsgstia ilkrtecqfl yevrgetylk grgnettywl tgmkdqkfnl ptpptvenqq
1021  rlqaefsdmi anslgkrqaa girsqkprrv asykkgtley 1glnttdkes tyf

(SEQ ID NO:228)

Protein GCC c6 mét sé mién da dugc chip nhén théng thuong, mbi mién nay
déng gop mdt chirc ning riéng biét cho phan tir GCC. Cac phin cia GCC bao gdm
trinh tu tin hiéu (dé diéu khién protein nay véi bé mit t€ bao) tir gbc axit amin 1 dén
khoang gbc 23, hodc gbc 1 dén khoang gbc 21 ciia SEQ ID NO:228 (duoc cét bo cho
su thanh thuc @& thu duoc protein thanh thuc c6 chirc ning tir khoang cic gbc axit
amin tur 22 hodc 24 dén 1073 cla SEQ ID NO:228), mién ngoai bao cho phéi t, vi du,
guanylin hogc ST, lién két tir khoang gbc axit amin 24 dén khoang gbc 420, hoic tir
khoang gbc 54 dén khoang gbc 384 ctia SEQ ID NO:228, mién xuyén mang tir khoang
gbc axit amin 431 dén khoang gbc 454, hoic tir khoang gbc 436 dén khoang gbc 452
ctia SEQ ID NO:228, mién trong ddng kinaza, dugc dy doan c6 hoat tinh tyrosin
kinaza tir khoang gbc axit amin 489 dén khoang gbc 749, hoic tir khoang gbc 508 dén
khoang gbc 745 cia SEQ ID NO:228 va mién xic tic guanylyl xyclaza tir khoang gbc
750 dén khoang gbc 1007, hoic tir khoang gbc 816 dén khoang gbc 1002 ciia SEQ ID
NO:228.

Trong cdc mo6 ngudi binh thuong, GCC duge biéu hién & céc t& bao niém mac,
vi du, & cac mang ria ban chai dinh sun phéu, 16p 16t rudt non, rudt gia va truc trang
(Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996)). Sy biéu hién GCC duoc duy

tri khi su bién d6i thanh khoi u cia céc t€ bao bi€u mo rudt, véi su bi€u hién trong tat
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ca cac khéi u dai truc trang nguyén phat va di cin (Carrithers et al., Dis Colon Rectum
39: 171-181 (1996); Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers et al.,
Gastroenterology 107: 1653-1661(1994)). Céc té bao khéi u tir da day, thuc quan va
diém ndi da day-thuc quéan cling biéu hién GCC (xem, vi du, Patent My s6 6,767,704;
Debruyne et al. Gastroenterology 130:1191-1206 (2006)). Su biéu hién dic hiéu md
va lién quan dén ung thu, vi dy, ¢6 ngudn gbe tir da day-rudt non, (vi dy, ung thu rudt
két, ung thu da day, hoic ung thu thuc quan), c6 thé duoc khai thac dé sir dung GCC
lam d4u chuin chin doan cho bénh nay (Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-
181 (1996); Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005)).

La protein bé mit té bao, GCC ciing ¢6 thé dong vai trod 1a dich chita bénh cho
cac protein lién két thu thé nhu cac khang thé hoic cac phdi tir. Trong mo rudt binh
thudmg, GCC dugc bidu hién bén phia dinh sun phéu cia cac dudng néi kin té bao biéu
mod ma tao thanh mang ngin khong thAm gitta moi truong khoang va ngin mach
(Almenoff et al., Mol Microbiol 8: 865-873); Guarino et al., Dig Dis Sci 32: 1017-
1026 (1987)). Pugc hiéu 13, ding trong tinh mach toan thén, liéu phép protein gén két
v&i GCC sé& ¢6 hiéu qué rit nho 1én cac thu thd GCC ctia rudt, trong khi da c6 sy tiép
cdn véi cac té bao khéi u cia hé da day-rudt non, bao gém cac té bao ung thu rudt Két
xam chiém hodc di can, cac khdi u rudt két di cin hodc bén ngoai rudt non, cac khéiu
thwc quan hodc céc khdi u da diy, ung thu tuyén & diém ndi da day-thyc quan. Hon
nita, GCC ndi nhdp thong qua su nhip ndi bao qua trung gian thu thé nho sy gin két
v6i phdi tir (Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Urbanski et al., Biochem
Biophys Acta 1245: 29-36 (1995)).

Céc khang thé da dong giy ra sy khang ving ngoai bao cia GCC (Nandi et al.
Protein Expr. Purif. 8:151-159 (1996)) c6 kha ning tc ché lién két peptit ST véi GCC

ngudi va chudt céng va trc ché su san sinh cGMP qua trung gian ST b&i GCC ngudi.

GCC @3 duoc md ta 1a protein tham gia vao cac bénh ung thu bao gbm ung thur
rudt két. Ciing xem, Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996); Buc et al.
Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers et al., Gastroenterology 107: 16353-
1661(1994); Urbanski et al., Biochem Biophys Acta 1245: 29-36 (1995). Céc li¢u phap
phan tir khang thé hudng dén GCC c6 thé duogc sir dung riéng ré & dang khong tiép
hop d& nhor d6 e ché cac té bao ung thu bidu hién GCC. Cac phén tir khang thé khéng

GCC theo sang ché co thé lién két véi GCC ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, cic phan
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tir khéng thé khang GCC theo sang ché c6 thé trc ché lién két cta phdi tu, vi du,
guanylin hogic ddc td rudt 6n nhiét véi GCC. Theo céc phuong an khéc, cac phén ti
khang thé khang GCC theo sang ché khong trc ché lién két ciia phéi ti, vi dy, guanylin

hodc doc td rudt 6n nhiét véi GCC.

Céc khang thé don dong ddc hidu véi GCC bao gdbm GCC:B10 (Nandi et al., J.
Cell. Biochem. 66:500-511 (1997)), GCC:4D7 (Vijayachandra et al. Biochemistry
39:16075-16083 (2000)) va GCC:C8 (Bakre et al. Eur. J. Biochem. 267:179-187
(2000)). GCC:B10 c6 chudi nhe kapa va isotyp IgG2a va phan tmg chéo véi GCC cia
chudt cdng, lon va khi. GCC:B10 lién két v6i 63 axit amin d4u tién ctia ving ndi bao
ctia GCC, cu thé 13 vé6i cac gbc 470-480 ctia SEQ ID NO:228 (Nandi et al. Protein Sci.
7:2175-2183 (1998)). GCC:4D7 lién két voi viing twong ddng kinaza, trong céc gbc tir
491-568 cia GCC (Bhandari et al. Biochemistry 40:9196-9206 (2001)). GCC:C8 lién

két voi ving gibng protein kinaza trong phan bio chét cia GCC.

Céc dinh nghia va phuong phép

Trir khi duge dinh nghia khac & ddy, cac thudt nglt khoa hoc va k¥ thuét dugc
st dung lién quan dén sang ché cé nghia nhu dugc hiéu thong thuong bédi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh virc. Nhin chung, thut ngit duge sit dung lién quan, va
cac k¥ thut v& nudi ciy mé va té bao, sinh hoc phan tir, va héa hoc protein va oligo-
hodc polynucleotit va lai dugc mé ta & day 1a cac k§ thudt duogc biét trong linh vue.
Céc s hiéu luu gitt GenBank ho#ic GenPept va céc axit nucleic va céc trinh tw peptit
hitu ich c6 thé duoc tim thiy trén website dugc lwu gitt béi Trung tim Qubc gia v&
Thong tin Cong nghé sinh hoc (National Center for Biotechnological Information,
Bethesda MD). Céc k¥ thuat chuén dugc st dung cho ADN téi td hop, tong hop
oligonucleotit, va nudi ciy mo va su bién nap va sy chuyén nhim (vi dy, dién chuyén,
chuyén nhiém liposom). C4c phan mg enzym va céac k§ thuat tinh ché duoc thuc hién
theo huéng dén k¥ thuét ctia nha san xuét hodc nhu dugc thyc hién thong thudng trong
linh vuc hodc nhu dugc mé ta & ddy. Cac ky thuét va cac quy trinh dé cap trude d6
thudong duoc thuc hién theo cdc phuong phap dugc biét trong linh vuc, vi du, nhu
dugc mo ta trong céc tai liéu tham khao chung va chuyén nganh hon ma dugc vién din
va thao ludn k¥ trong ban mo ta sang ché nay. xem vi du, Sambrook et al. Molecular

Cloning: A Laboratory Manual (3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
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Spring Harbor, N.Y. (2000)) hoac see generally, Harlow, E. va Lane, D. (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY. Cac thuét ngir dugc st dung li€n quan, va cac quy trinh thi nghiém va céac
k§ thuat vé hoa hoc phan tich, héa hoc hitu co téng hop, va thubc va hoa duge dugce
md ta & ddy duoc biét trong linh vue. Cac k§ thuat chudn dwoc sir dung cho cac tdng
hop hoéa hoc, phén tich héa hoc, bao ché duoc phém, ché phém, va phan phéi, va diéu
tri cho ngudi bénh. Hon nita, trir khi duge yéu cdu khéc béi ngit canh, cac thuat ngir sb

it bao gdm cd s6 nhi€u va cac thuat ngit so nhi€u s€ bao gdm ca so it.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “phan tir khang thé” d& cép dén khang thé,
(c4c) peptit khang thé hoic globulin mién dich, hodc manh gin két khang nguyén cia
n6, vi du, ciia khang thé. Cac phan tir khang thé bao gdm céc phan tir khang thé chudi
don, vi du, scFv, xem vi du, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va Huston et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883), va c4c phan tir khang thé mién don,
xem, vi du, WO9404678. Mic dit khong ndm trong thuét ngit “phén tr khang thé”
sang ché ciing bao gdm “(cac) chit twong tu khang thé,” cac khung protein cia cac
phan tir khong phai khang thé khéc, vi du, cac protein dung hop va/hodc céc thé lién

hop mién dich sir dung cac CDR dé tao nén sy lién két khang nguyén dic hiéu.

“Phén ti khang thé khang GCC” @& cap dén phén tir khang thé (nghia 13, khang
thé, manh gén két khang nguyén ciia khang thé hodc chit twong tu khang thé) ma
tuong tac v6i hodc nhan biét, vi du, gin két (vi du, gin két diac hiéu) véi GCC, vi dy,
GCC ngudi. Céc phan tir khang thé khang GCC dién hinh 12 nhu c4c phén tir dugc tom
t4t trong Bang 1 va 2.

99 <6

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit “khang thé,” “(cac) peptit khang thé” hoic
"globulin mién dich" dé& cép dén cac protein va glycoprotein chudi don, chudi kép, va
da chudi. Thuit ngit khang thé bao gdm khang thé da dong, don dong, kham, ghép
CDR va ngudi hogic 1am cho giéng nhu ctia ngudi, tit ca cac thut ngit nay dugc thao
luan chi tiét hon & ddy. Ciing duoc bao gdm trong thudt ngit nidy 13 cic khang thé
camelid, xem, vi du, US2005/0037421, va thé nano, vi du, IgNAR (céc khéng thé ca
map), xem, vi du, W0O03/014161. Thuat ngit “khang thé” cling bao gdm cac bién thé

duogc cai bién di truyén va tdng hop.
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Nhu duoc sit dung & day, thudt ngit “manh khang thé” hodc “manh gin két
khang nguyén” ciia khang thé d& cép dén, vi du, dén cic manh Fab, Fab', F(ab'),, va Fv,
cac khang thé chudi don, cac khang thé chudi ning c6 chirc ning (cac thé nano-
nanobody), ciing nhu phan bit ky ctia khang thé c¢6 tinh ddc hiéu vé& phia it nhit mot
epitop mong mudn, ma canh tranh v6i khang thé nguyén ven vé lién két dac hiéu (vi
du, manh c6 céc trinh ty CDR diy dit va ¢ céc trinh ty khung ddy da dé lién két dic
hidu véi epitop). Vi du, manh gin két khang nguyén c6 thé canh tranh lién két véi
epitop lién két v6i khang thé ma manh nay c6 ngudn gbe tir d6. Co ngudn gbc, nhu
dugc st dung trong ngft canh nay va twong tw, khong ngu ¥ dén phuong phép hoidc qua
trinh thu dugc cy thé bit ky, nhung c6 thé chi dé cép dén su tvong ddng trinh ty. Cac
ménh gin két khang nguyén c6 thé dwoc san xuit bing cac ky thuét tai td hop, hodc
bing su phén giai bang enzym hoic héa hoc khang thé nguyén ven. Thuét ngit, manh
gin két khang nguyén, khi duoc st dung v6i chubdi don, vi du, chudi ning, cia khéng
thé c6 chudi ning va nhe nghia 1a manh cta chudi nay 13 du sao cho khi duogc bét cip
v6i viing bién dbi hoan chinh cta chudi khéc, vi du, chudi nhe, s& cho phép lién két it
nhét 25, 50, 75, 85 hodc 90% trinh ty dwoc quan sat voi toan bd viing bién dbi chudi

ndng va nhe.)

Thuat ngit, “cum CDR gén két khang nguyén” hoic “s6 CDR du dé cho phép
gén két” (va cach néi twong tu), nhu dugc sir dung & ddy, d& cép dén cac CDR day du
ctia chudi, vi du, chudi ndng, sao cho khi dugc dit trong khung va duoc bét cdp véi
ving bién d6i hoan chinh cta chudi kia, hodc v6i phin cta ving bién dbi cia chudi kia
¢6 chidu dai tuong tu va co s6 CDR giéng nhau, vi du, chudi nhe, s& cho phép lién Kkét,
vi du, it nhit 25, 50, 75, 85 hodc 90% trinh ty dwoc quan sat véi toan bd ving bién dbi

chudi nhe va ning.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngir “khang thé ngudi” bao gdbm khang thé chia
trinh tw c6 ngudn gbc tir trinh tw globulin mién dich dong mam ngudi, nhu khéng thé
¢6 ngudn gde tir chudt chuyén gen ¢ cac gen globulin mién dich ngudi (vi du, chudt
duoc cai bién di truyén XENOMOUSE™ (Abgenix, Fremont, CA)), thu vién thuc

khuan the ngudi, céc t€ bao u tiy & nguoi, hodc cac t€ bao B ¢ nguoi.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “khang thé dwoc lam gidng nhu ctia ngudi”
@& cap dén khang thé c6 ngudn gdc tir khang thé khong phai ngudi vi duy, loai gdm

nhdm (vi du, chudt) chira hodc hiu nhu chira cac dic diém gén két khang nguyén cua
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khang thé gbc ban ddu nhung c6 tinh sinh mién dich kém hon & ngudi. Pugc lam
gidng nhu ciia ngudi nhu duge st dung & ddy nhim dé bao gdm cac khang thé da duoc
loai bd mién dich. Thuong 1a cic khang thé duoc 1am gidng nhu cta ngudi bao gém
cac CDR khong phéi ciia ngudi va cac khung va cic ving hing dinh c6 ngudn gbc tir
ngudi hodc clia nguoi.

Thuat ngit khang thé “duoc cai bién”, nhu duogc sir dung & day, d& cap dén cac
khang thé duoc diéu ché, bidu hién, tao ra hodic phan tich bing phuong phap tai td
hop, nhu cac khéng thé duge biéu hién sir dung vecto biéu hién tai t6 hop dugc chuyén
nhim vao trong t& bao chu, cac khang thé duoc phan tach tir thu vién khéng thé tb
hop, tai td hop, cac khang thé duge phan tach tir dong vat (vi du, chudt, clru hoic dé)
chuyén gen céc gen globulin mién dich ctia ngudi hoic cac khang thé dugc didu ché,
biéu hién, tao ra hodc phan tich bing phuong phap khac bit ky bao gdm ndi céc trinh
trr gen globulin mién dich ciia ngudi véi cac trinh tw ADN khac. Cac khang thé dugc
c4i bién nay bao gdm céac khang thé duoc lam gidng nhur ciia ngudi, duge ghép CDR
(vi du, khang thé ¢6 cac CDR tir khang thé thwr nhét va viing khung tir ngudn khac, vi
du, khang thé thtr hai hozc khung lién tng), kham, dugc tao ra in vitro (vi dy, bang
thue khuén thé biéu hién), va c6 thé tiy ¥ bao gdm céc ving bién dbi hoic én dinh c6
ngudn gdc tir cac trinh ty globulin mién dich dong mam ciia ngudi hodc cic gen
globulin mién dich ciia ngudi hodc cac khang thé dugc didu ché, biéu hién, tao ra hoic
phan tach bing phuong phép bit ky bao gdm ndi trinh tw gen globulin mién dich cua
ngudi v6i cac trinh tu globulin mién dich khac. Trong cac phuong 4n, phin tir khang
thé duoc cai bién bao gdm phan tir khang thé c6 su thay dbi trinh tur trinh tu tir khang
thé tham chiéu.

Thuat ngit “khéng thé dic hiéu don” d& cap dén khang thé hodc ché phim
khang thé thé hién tinh dic hiéu lién két va 4i luc dbi véi epitop cu thé. Thuat ngir nay
bao gdbm “khang thé don dong” hodc “ché phim khéng thé don dong.”

Thuét ngit “khéang thé dic hiéu kép” hoac “khéng thé hai chirc ning” dé cap dén
khang thé thé hién tinh dac hiéu lién két kép cho hai epitop, trong d6 mdi vi tri gin két
khac nhau va nhén biét epitop khac nhau.
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Thuét ngir "khang thé khong tiép hop" va "khang thé trdn" dugc sit dung hoan
d6i cho nhau d& cap dén phan tir khang thé khong dugc tiép hop véi gbe khong phai
khang thé, vi du, dugc chét hoic chit danh du.

Thuét ngit “thé lién hop mién dich”, “thé lién hop khang thé”, “thé lién hop
dugce chét khang thé”, va “ADC” dugc st dung hoan dbi cho nhau va @& cap dén
khang thé dwoc tiép hop véi gbe khong phai khang thé, vi du, dugc chit hodc chét
d4nh dau.

Thuét ngit “cht” dwoc st dung & ddy dé chi hop chét héa hoc, hdn hop céc hop
chit hoa hoc, dai phéan tir sinh hoc, hodc dich chiét duoc san xuét tir cic nguyén liéu

sinh hoc. Thudt ngit “dugc chit” dé cap dén chét c6 hoat tinh sinh hoc.

Thuat ngft “chét chdng ung thu” hoic “chét hoéa liéu phap” dugc st dung & day
d& cap dén chit c6 dic diém chirc ning tic ché sy phat trién hodc tién trién khéi u &
ngudi, cy thé 13 tdn thwong 4c tinh (ung thu), nhu caxinoma, sacom, u lympho, hogc
ung thu bach ciu. Sy e ché su di cin hodc su tao mach thudng 13 diic diém cua chit
chéng ung thu hogic chét héa lidu phap. Chét hoa liéu phap c6 thé 1a chét gay doc té
bao hoic kim té bao. Thuat ngit “chit kim t& bao” dé cap dén chit wc ché hoic kidm

ché su sinh trudng t€ bao va/hodc sy nhéan lén cia t€ bao.

“Céc chét gdy doc té bao” dé cap dén hop chét giy ra su chét t& bao trudc tién
bang cach giy can trd truc tiép dén chic ning cla té bao, bao gdm nhung khong chi
gidi han &, céc chét alkyl hoa, cac chét uc ché yéu td hoai tir khdi u, cac chét xen vao,
cac chét trc ché vi cAu triic hinh 6ng, c4c chit tc ché kinaza, cc chét vrc ché proteasom
va céc chét e ché topoisomeraza. “Luong pha v& doc t6 nhu duge st dung & day dé
cap dén lugng chét gdy doc té bao du ma khi dugc phan phéi cho té bao din dén gy
chét t& bao. Su phéan phdi lugng pha v& doc t6 c6 thé dugc thyuc hién bing cach ding
lugng di thé lién hop midn dich chira khéng thd hosic méanh gén két khang nguyén theo
sang ché va chét gy doc té bao. Phan phdi lugng pha v& doc t6 ¢6 thé ciling dugc thuc
hién bing cach ding lugng di thé lién hgp mién dich chtra chét gy doc té bao, trong
d6 thé lién hop mién dich chira khéng thé thtr hai hodc manh gin két khang nguyén
clia n6 ma nhan biét va gin két khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang

r
A

che.
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Nhu duge sit dung & ddy cum tir, trinh tw “c6 ngudn gdc tir” hodc “dic hidu dbi
vé6i trinh ty duoc chi dinh” d& cdp dén trinh tu chira trinh ty tiép giap gdm khoang it
nhit 6 nucleotit hoic twong tng it nhit 2 axit amin, it nhit khoang 9 nucleotit hodc
twong Ung it nhét 3 axit amin, it nhit khoang 10-12 nucleotit hojic twong tng 4 axit
amin, hodc it nhit khoang 15-21 nucleotit hodc twong Gng 5-7 axit amin, nghia 13,
gidng hoidc bd trg v6i, vi du, ving ké nhau cua trinh tu dugc chi dinh. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, trinh ty ndy chtra tit ca trinh tu nucleotit hodc trinh tw axit amin
chi dinh. Trinh tw ndy c6 thé 13 bd trg (trong trudng hop trinh tu polynucleotit) hodc
gidng v6i viing trinh tw ¢6 lién quan dén trinh ty cu thé nhu dugc xac dinh bang cac k§
thut da biét trong linh vic. Cac viing ma céc trinh tw c6 thé ¢6 ngudn gbc, bao gdm
nhung khoéng chi giéi han &, cac ving ma hoa céc epitop dic hi€u, cdc ving ma hoa
cac CDR, c4c ving ma hoa cac trinh ty ving khung, cic ving mi héa cac ving mién
6n dinh, cac ving mi hoa cic ving ving bién ddi, cling nhu cac ving khong dich ma
hoic khong phién ma. Trinh ty c¢6 ngudn gbc s& khong can thiét c6 ngudn gbec mét
cach ty nhién tir trinh ty quan tim dudi nghién ctru, nhung c6 thé dugc tao ra theo
phwong phap bét ky, bao gdm nhung khong chi giéi han &, su tbng hop héa hoc, su
sao chép, su phién ma ngugc hodc sy phién ma duge dya trén thong tin duge cung cép
béi trinh tu gdm cac bazo trong (c4c) ving ma polynucleotit ¢6 ngudn gbc. Pugc hiéu
13, né c6 thé 1a sy dinh hudng c6 nghia hoic ddi nghia ciia polynucleotit ban dau.
Ngoai ra, cac sy két hop cda céc vung tuong ng v4i vung cua trinh te dugce chi dinh
¢6 thé duogc cai bién hoic dugce két hop theo cach duge biét trong linh vy 13 phit hop
v6i cha dinh st dung. Vi du, trinh ty c6 thé chtra hai hoic nhidu trinh tu k& nhau ma
mdi trinh tu chira mdt phén trinh tw chi dinh, va bi ngit quang bing ving ma khong
gidng vdi trinh ty chi dinh nhung nhim mod ta trinh tw ¢6 ngudn gbc tir trinh tur chi
dinh. V& cac phén tir khang thé, “c6 ngudn gdc tir” bao gdm phén tir khang thé c6 lién
quan vé& mit chirc ning hodic cdu tric véi khang thé so sanh, vi du, “cé ngudn gdc tir”
bao gém phan tir khang thé ¢6 trinh ty hodc cdu tric giéng hoic hiu nhu gidng, vi dy,
¢ cac CDR, ving khung hoic cac ving bién dbi gidng hét hoic twong tw. “C6 ngudn
géc tir”” cho khang thé cling bao gém cac géc, vi du, mot hodc nhiéu, vi du,2,3,4,5,6
hodc nhiéu géc, c¢6 thé hoic khong thé k& nhau, nhung dugc dinh nghia hodc x4c dinh
theo so dd danh s hoic twong ddng v6i cdu triic khang thé chung hodc su gan giii kich

thudc ba chidu, nghia 13, trong CDR hodc ving khung, cta trinh tu so sanh. Thuit ngit
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“c6 ngudn gbe tir’ khong bi gidi han dén c6 ngudn gbe tw nhién tir nhung bao gdm su
tao ra bang phwong phap bét ky, vi du, bing cach st dung thong tin trinh ty tir khang
thé so sanh @& thiét ké khang thé khac.

Nhu duge str dung & day, cum tir “dugc mé hoa boi” dé cap dén trinh ty axit
nucleic mi héa trinh tu polypeptit, trong d6 trinh tu polypeptit hodc phin ctia né chira
trinh tu axit amin gdm it nhét tir 3 dén 5 axit amin, it nhat tir 8 dén 10 axit amin, hoac

it nhit tir 15 dén 20 axit amin tir polypeptit dwoc ma hoa boi trinh ty axit nucleic nay.

Tinh toan “sy twong déng” gitta hai trinh ty c6 thé dugc thuc hién nhu sau. Céc
trinh tu ndy dugc dudi thiang cho muyc dich so sanh t&i wu (vi du, cac khoang trbng c6
thé dugc dua vao trong mot hodc ca hai trinh ty axit amin hoic axit nucleic tht nhit va
thir hai @& dudi thing t6i wu va céc trinh tu khong twong ddng c6 thé dwoc quan tAm vi
muc dich so sanh). Chiéu dai cia trinh ty tham chiéu dugc dudi thfmg cho muc dich so
sanh it nhat 12 30%, 40%, hoic 50%, it nhit 12 60%, hodc it nhit 1a 70%, 80%, 90%,
95%, 100% chiéu dai trinh tu tham chiéu. Céc géc axit amin hodc nucleotit & cac vi tri
axit amin hodc nucleotit sau d6 dugc so sanh. Khi vi tri trong trinh tu thir nhit duoc
chiém gifr béi gbc axit amin hodc nucleotit tuwong tu nhu vi tri tuong ng trong trinh tu
th hai, thi hai phan tr nay la giéng nhau & vi tri d6 (nhu dugc st dung & diy “su
gidng” axit amin hoic axit nucleic 1a twong dwong véi “su tuong ddng” axit amin hodc
axit nucleic). Phan trim gidng gitra hai trinh ty 13 ham v& sb vi tri gidng nhau cing c6
trong céc trinh ty nay, ké ca sb cac khoang trdng, va chidu dai mdi khoang tréng, ma

can duogc dua vao dé dudi thing t6i vu hai trinh ty.

So sanh céc trinh tu va x4c dinh phin trim twong dong gitta hai trinh ty c6 thé
dugc thyc hién st dung thuét toan toan hoc. Phin trim twong ddng gifta hai trinh tu
axit amin c6 thé dugc xac dinh sir dung phuong phap bét ky da biét trong linh vyuc. Vi
du, thuat toan Needleman va Wunsch, J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970), da dugc dua
vao trong chuong trinh GAP trong géi phdn mém GCG , sir dung ma trn Blossum 62
hodc ma trdn PAM250, va trong s6 khoang tréng 1a 16, 14, 12, 10, 8, 6, hoic 4 va
trong sbdd dailal, 2,3, 4,5, hodc 6. Phan tram tuong déng gifta hai trinh tu nucleotit
c6 thé ciing duoc x4c dinh st dung chuong trinh GAP trong g6i phin mém GCG
(Accelerys, Inc. San Diego, CA), sir dung ma trin NWSgapdna.CMP va trong sb
khoang tréng 1a 40, 50, 60, 70, hoic 80 va trong sb d6 daila 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6. BO

céc thong s dién hinh dé x4c dinh sy twong ddng 12 ma trin ghi diém Blossum 62 véi
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diém phat cho khoang tréng 13 12, diém phat cho kéo dai khoang tréng 1 4, va diém
phat cho khoéang tréng dich chuyén khung 14 5.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “lai dudi cac diéu kién nghiém ngit” mé ta
céc didu kién lai va rira. Hudng dén dé thuc hién cac phéan tmg lai ¢6 thé dugc tim thy
trong Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989),
6.3.1-6.3.6. Phuong phap chtra nudc va khong chira nude duge mo ta trong tai li€u nay
va c6 thé st dung mot trong hai. Cac diéu kién lai cu thé dugc dé cip dén & day 1a nhu
sau: 1) cac didu kién lai nghiém ngit thip trong 6X natri clorua/natri xitrat (SSC) &
khoang 45°C, sau d6 rira hai lan trong 0,2X SSC, 0,1% SDS it nhat & 50°C (nhiét do
céc 14n rira c6 thé dugc gia ting dén 55°C cho cac diéu kién nghiém ngit thip); 2) cac
didu kién lai ngiém ngit trung binh trong 6X SSC & khoang 45°C, sau d6 rira mot hoic
nhiéu 14n trong 0,2X SSC, 0,1% SDS & 60°C; 3) cac diéu kién lai nghiém ngit cao
trong 6X SSC & khoang 45°C, sau d6 rira mdt hoadc nhiéu 14n trong 0,2X SSC, 0,1%
SDS & 65°C; va 4) cac diu kién lai 6 nghiém ngit rit cao 13 0,5M natri phosphat, 7%
SDS & 65°C, sau d6 rira mot hogc nhiéu 1an & 0,2X SSC, 1% SDS & 65°C. Cac diéu
ki€n nghiém ngat rht cao (4) thudng 1a céc diéu kién wu tién va céc diéu kién nén dugc

stt dung trir khi dugc chi rd khéc.

Puoc hiéu ring cic khang thé va manh gin két khang nguyén ciia n6 theo séng
ché c6 thé c¢6 cac sy thay thé axit amin khéng quan trong hodc bao toan bd sung,
khong gy anh huong dang k& dén cac chirc ning ctia polypeptit. Di sy thay thé cu thé
s& dugc dung nap hay khong, nghia 13, s& khong gy anh hudng bét loi dén cac dic
diém sinh hoc mong mubn, nhu hoat tinh gén két, c¢6 thé dugce x4c dinh nhu duge mod
ta trong Bowie, JU et al. Science 247:1306-1310 (1990) hodc Padlan et al. FASEB J.
9:133-139 (1995). “Sy thay thé axit amin bao toan” 14 sy thay thé, trong d6 gbc axit
amin duoc thay thé bang gbc axit amin c6 chudi bén tuong tu. Ho cac gbc axit amin co
céc chudi bén twong tu dd dugc x4c dinh trong linh vire ndy. Céc ho niy bao gdm axit
amin c6 chudi bén bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), chudi bén axit (vi dy, axit
aspartic, axit glutamic), chudi bén phan cuc khong tich dién (vi du, asparagin,
glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein), chudi bén khong phéan cuc (vi du, glyxin,

alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin, tryptophan), cac chubi
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phan nhénh beta (vi du, threonin, valin, isoleuxin) va cac chudi mach bén thom (vi du,

tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin).

Géc axit amin “khéng quan trong” 12 gbc ma c6 thé dugc thay dbi tir trinh tu
kiéu dai ctia chét gin két, vi du, khang thé khong bi mit hodc hiu nhu khong bi thay
d6i hoat tinh sinh hoc, trong khi géc axit amin “quan trong” dan dén thay dbi khéng
thé nay. Trong khang thé, gbc axit amin quan trong c6 thé 13 gbc xéac dinh tinh dic

hiéu (specificity determining residue-SDR).

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “dugc phan tich” d& cdp dén nguyén liéu
ma bi loai khdi méi trudng ban du cua no (vi du, moi trudng ty nhién néu né c6 trong
tu nhién). Vi du, polynucleotit hodc polypeptit c6 trong tu nhi€n cé mit trong dong vat
song khéng duge phéan tach, nhung polynucleotit hoic ADN hodc polypeptit tuong tu
dugc tach tir mot sb hoic tit ca cac nguyén li€u cung tdn tai trong hé théng tu nhién,
dugc phan tach. Polynucleotit ndy c6 thé 1a mot phan cia vecto va/hodc polynucleotit
hoic polypeptit ndy cé thé 1a mét phan ciia ché phim, vi du, hdn hop, dung dich hodc
huyén phit hodc chira t& bao duoc phan tach hodc t& bao dwgc nudi cdy ma chua
polynucleotit hoic polypeptit ndy, va vin dugc phan tach vi vecto hoic ché phdm nay

khong phai 1a mdt phan clia méi truong ty nhién ctia no.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “don vi sao chép” (replicon) d& cép dén yéu

t6 di truyén bat ky, nhu plasmit, nhidm sic thé hogic virut, ma hoat dong nhu mot don

vi tw sao chép polynucleotit trong té bao.

Nhu dugce st dung & day, thudt nglt “duogc lién két linh hoat” dé cap dén tinh
hudng trong d6 cac thanh phin dugc mé ta 12 ndm trong mébi quan hé cho phép chung
hoat dong chirc theo cach chi dinh. Do d6, vi du, trinh ty didu khién “duoc lién két
linh hoat” véi trinh ty ma hoa dugc ndi theo cach sao cho sy biéu hién trinh ty ma héa

thu duoc dudi cac didu kién twong thich véi trinh ty didu khién.

Nhu dugc sir dung & déy, thudt ngit “vecto” dé cép dén don vi sao chép trong
d6 manh polynucleotit khac duge gin véi, nhu dé tao nén sy sao chép va/hoic bibu
hién manh dugc gén nay.

2
A

Nhu dugce st dung & day, thudt nglt “trinh tu diéu khién” dé cap dén trinh tyr
polynucleotit ma 1a can thiét dé thuc hién viéc bidu hién trinh ty ma hoéa ma né dugc

gan vao. Béan chat cua céc ty di€u khien nay khac nhau phy thudc vao sinh vat chu.
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Trong té bao chua c6 nhan dién hinh, c4c trinh tu didu khién nay thudong bao gdm trinh
tu khoi dau, vi tri gén két ribosom va trinh ty két thic phién ma, va trong mot sd
trudmg hop, cac trinh ty ting cudng. Thuat ngit “trinh tu diéu khién” do d6 nham &
bao gdm tit ca cac thanh phén t6i thidu ma sy c6 mit ctia n6 13 can thiét cho su biéu
hién, va cling bao gém cac thanh phe“m bd sung ma sy c6 mat cua no 1a hitu ich, vi duy,

céc trinh tu dn dau.

Nhu dugc sir dung & ddy, thuat ngir “san phim tinh khiét” dé cap dén viéc didu
ché san phim ma da duoc phan tach tir cac thanh phz‘in cAu thanh t bao, san phdm nay
thudong c6 lién quan vé6i thanh phan ciu thanh té bao nay va/ hodc tir cac loai t& bao

khéc c6 thé c6 trong mau quan tm.

Nhu dugce sit dung & day, thuit nglt “epitop” & cap dén protein quyét dinh kha
ning gin két dic hidu véi khang thé. Cac yéu té xac dinh epitop thudng gdm céc nhom
phén tir bé mit c6 hoat tinh héa hoc nhu céc chudi bén axit amin hoic dudng va
thuong ¢ cac dic diém ciu tric ba chidu dic hidu, ciing nhu cic dic diém tich dién
dic hiéu. Mot s6 epitop 14 cac epitop tuyén tinh trong khi cac epitop khac 14 céc epitop
céu hinh. Epitop tuyén tinh 1 epitop trong d6 trinh tyr bac mét axit amin k& nhau chira
epitop dugc nhan biét. Epitop tuyén tinh thudng bao gdm it nhét 3, va théng thuong
hon, it nhit 5, vi dy, khoang tir 8 dén 10 axit amin ké nhau. Epitop cu hinh c6 thé thu
duoc tir it nhét hai tinh hudng, nhu: a) trinh tu tuyén tinh ma chi dugc tiép xac vé6i lién
két khang thé trong cac ciu hinh protein nhit dinh, vi du, phu thudc vao lién két phdi
ttr, hodc phu thudc vao su cai bién (vi du, su phosphoryl hoéa) br?mg cac phan tr tin
hiéu; hodc b) két hop céc dac diém céu trc tir nhiéu hon mdt phén protein, hoic trong
céc protein da tiéu don vi, tir nhidu hon mét tiéu don vi, trong d6 cac dic diém nay 1a

trong khoang céch gan du trong khong gian 3 chidu dé tham gia vao trong lién két.

Nhu dugc st dung & ddy, “isotyp” dé cip dén 16p khang thé (vi dy, IgM hoic

IgGl) duge ma hoa béi cac gen ving hing dinh chudi ning.

Nhu duge sir dung & ddy, thuat ngit “chit phét hién dugc” “chét danh ddu” hodc
“dugc danh déu” duoc sir dung dé& dé cap dén su két hop clia chit danh d4u phat hién
duoc trén polypeptit hodc glycoprotein. Nhiéu phuong phap khéc nhau dé danh du
polypeptit va glycoprotein duoc biét trong linh vuc va c6 thé duoc st dung. Cac vi du

v& cac chét danh ddu polypeptit bao gdm nhung khong chi gi6i han &, céc chét sau: cac
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ddng vi phong xa hodc céc nhan phéng xa (vi dy, indi (*!!In), iot (**'I hodc %), yttri
(°°Y), luteti (1""Lu), actini (**3Ac), bismuth ('?Bi ho#c ?13Bi), Ivu huynh (**S), cacbon
(1C), triti (*H), rthodi (**®Rh), techneti (**’mTc), praseodymi, hodc phospho (*2P) hoic
nhan phong xa phét positron, vi du, cacbon-11 (1!C), kali-40 (*°K), ni to-13 (1*N), 6xy-
15 (1%0), flo-18 (*8F), va iot-121 (*2II)), cac chit danh ddu huynh quang (vi du, FITC,
rhodamin, lantanit phospho), cic chit ¢4nh ddu enzym (vi du, peroxidaza cy cai ngya,
beta-galactosidaza, luxiferaza, phosphataza kiém), cac chit hoa phét quang, cac nhom
biotinyl (ma c6 thé dugc phat hién bing avidin dwoc danh d4u, vi dy, phan tir chira gbc
streptavidin va céc ddu chudn huynh quang hodc hoat tinh enzym ma c6 thé dugc phat
hién bing phwong phap quang hoc hodc do nhiét luong), va céc epitop polypeptit xac
dinh truéc duoc nhan biét bing chét thong bao thir hai (vi dy, trinh ty kiéu khéa kéo
leuxin, cac vi tri gén két cho khéng thé thir hai, cac mién lién két kim loai, cac dudi
epitop). Theo mot s& phuong an, cic chit danh déu duoc gin bing cac nhanh dém co
chiéu dai khac nhau dé giam sy can trd khong gian tiém tang.

9% ¢¢ Aqy??

Nhu dugc st dung & day, “gén két dic hidu,” “gin két mot cach dic hidu” hodc
“su dic higu gin két” nghia 13, d6i v6i cac phan tir khang thé khang GCC, phan tir
khang thé nay lién két véi GCC, vi du, protein GCC ngudi, vé6i 4i luc cao hon so véi 4i
luc ciia no lién két vé6i protein khong phai GCC, vi du, BSA. Thong thudng 1a phén tir
khang GCC s& c6 Kq d6i voi protein khong phai GCC, vi du, BSA, 13 16n hon 2, 16n
hon 10, 16n hon 100, 1én hon 1.000 14n, 16n hon 104, 16n hon 10% , hodc 16n hon 106
1an so v6i Ka ctia n6 d6i véi GCC, vi dy, protein GCC ngudi. D8 x4c dinh K, Kg dbi
v6i protein GCC va khong phai GCC, vi dy, BSA, nén duoc thyc hién duéi cac diéu

kién gibng nhau.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngi “didu tri” hodc “su didu tri” dugc x4c dinh
la ding cac phan tir khang thé khang GCC cho dbi twong, vi du, ngudi bénh, hodc
ding, vi du, bing cach sir dung cho md hoic té bao phan tach tir ddi tuong ma dugc
dwa quay lai cho d6i tugng nay. Phan tir khang thé khang-GCC c6 thé dugce dung riéng
r& hoic két hop véi chét thir hai. Didu trj c6 thé 1a chiva bénh, 1am lanh, lam thuyén
giam, 1am diu bét, 1am thay ddi, 1am giam bénh, cai thién, 1am nhe bét, tré nén tét hon
hogic gy anh hudng dén rdi loan, cic triéu chimg cia réi loan hodic t& bAm v& rbi loan
nay, vi du, bénh ung thu. Trong khi khéng mudn bj rang budc basi ly thuyét, viéc diéu

tri dugce cho 14 gdy ra rc che, su bong tach, hodc gict t€ bao in vitro hodc in vivo, hoac
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néu khéng thi giam kha ning ciia t& bao, vi du, t& bao khac thuong, dé 1am thuyén

gidm r6i loan, vi du, r6i loan nhu dugc mo ta ¢ day (vi dy, bénh ung thu).

Nhu dugc sit dung & ddy, thuat ngit “d6i twong” nhim dé bao gdm dong vét co
vi, linh trudng, ngudi va dong vat khong phai ngudi. Vi du, dbi tuong c6 thé 13 bénh
nhén (vi dy, bénh nhan nguoi hodc dong vat c6 xuong séng), bi bénh ung thu, vi duy,
¢6 ngudn g(“')c da day rudt (vi dy, ung thu rudt két), cac triéu chiing cia bénh ung thu,
vi du, ¢cé nguén géc da day rudt (vi du, ung thu rudt két), trong do it nhét mot sd té bao
biéu hién GCC, hoic t bdm vé bénh ung thu, vi dy, cé nguén géc da day rudt (vi duy,
ung thu rudt két), trong d6 it nhit mot sé t& bao bidu hién GCC. Thuat ngit “dong vat
khong phai ngudi” theo sang ché bao gdm tit ca dong vét co xwong sdng khéng phai
ngudi, vi du, dong vat c6 vi khdng phai nguoi va khéng phai dong vat ¢6 vi, nhu linh
trudng khong phai nguoi, ctru, chd, bo, ga, dong vat ludng cu, dong vat bo sat, v.v.,
trir khi c6 quy dinh khac. Theo mot phuwong an, déi twong loai trir mdt hodc nhidu hodc

tht ca trong sb chudt, chudt céng, thé hodc dé.

Nhu duge st dung & day, lugng céc phan tir khang thé khang GCC “hitu hiéu”
hogc “du” dé didu tri réi loan, hodc “lrgng hitu hiéu didu tri” hodc “lugng du dé didu
tri” d& cap dén khéi lugng phén tir khang thé 13 cho hiéu quéa ngay khi ding don lidu
hogc da lidu cho dbi twong trong didu tri t& bao, vi du, té bao ung thu (vi du, té bao
khdi u biéu hién GCC), hoidc trong didu tri, lam nhe bét, 1am thuyén gidm hodc cai
thién kéo dai d6i tugng bj mic rdi loan nhu dugc méd td & diy ngoai mong doi khi
khong c6 su didu trj ndy. Nhu dugc st dung & day, “tc ché sy ting trudng” khéi u
hodc bénh ung thu dé cap dén viéc 1am chim, phé v&, ngén chan hodc 1am nging su
tdng trudng va/hodc di cin ctia nd va khéng nhét thiét cin phai loai bé hoan toan sy

ting truéng khéi u.

Nhu duge st dung & day, protein “GCC,” ciing dugc biét 1a “STAR”,
“GUC2C”, “GUCY2C” hogc “thu thé ST” d& cép dén GCC cia dong vat c6 vu, uu
tién 1a protein GCC ciia ngudi. GCC cia ngudi dé cép dén protein dwogc thé hién trong
SEQ ID NO:228 va c4c bién thé protein alen c6 trong ty nhién ciia né. Alen trong SEQ
ID NO: 228 c6 thé dugc ma hoéa bing trinh tir axit nucleic cia GCC dugc thé hién
trong SEQ ID NO:227. C4c bién thé khac dugc biét trong linh vyc k§ thuét ndy. Xem,
vi dy, s6 Iuu git Ensp0000261170, Ensembl Database, European Bioinformatics

Institute vd Wellcome Trust Sanger Institute, c6 loxin & gbc 281; SEQ ID NO: 14 cua
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don yéu ciu cip Patent My da dwgc cong b sb US 20060035852; hodc sb truy cép
trén Ngin hang gen (GenBank) AAB19934. Thong thudng, bién thé alen c6 trong tu
nhién c6 trinh ty axit amin it nhét 13 giéng 95%, 97% hodc 99% véi trinh tw GCC cua
trinh ty néu trong SEQ ID NO:228. San phdm phién ma ma hoa san phim protein c6
1073 axit amin, va dugc mo ta trong SO truy cép cia Ngan hang gen: NM_004963.
Protein GCC dugc mb ta 14 protein thu thé b& mit t& bao xuyén mang, va dugce cho 1a
déng vai trd chi chét trong viée duy tri dich 16ng trong rudt, 6n dinh ndéi mo6 chét dién

phén va ting sinh té bao.

Trix khi ¢6 quy dinh khéc, thuat ngit “alkyl” d& cép dén hydrocarbon mach phéan
nhanh hoic thing bao hoa c6 khoang tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon (va tit ca su két
hop va su két hop phu cta cac loai va cac sb nguyén tir cacbon cu thé & ddy), nim
trong khoang tir 1 dén 8 nguyén tir cacbon dwoc vu tién. Cac vi du v& céc nhém alkyl
1a metyl, etyl, n-propyl, iso-propyl, n-butyl, iso-butyl, sec-butyl, tert-butyl, n-pentyl, 2-
pentyl, 3-pentyl, 2-metyl-2-butyl, n-hexyl, n-heptyl, n-octyl, n-nonyl, n-dexyl, 3-
metyl-2-butyl, 3-metyl-1-butyl, 2-metyl-1-butyl, 1-hexyl, 2-hexyl, 3-hexyl, 2-metyl-2-
pentyl, 3-metyl-2-pentyl, 4-metyl-2-pentyl, 3-metyl-3-pentyl, 2-metyl-3-pentyl, 2,3-
dimetyl-2-butyl, va 3,3-dimetyl-2-butyl.

Céc nhém alkyl, du 1 riéng biét hodc 1a mot ph?m clia nhém khic, c6 thé duge
d& cap 1a “dugc thé.” Nhém alkyl dugc thé 12 nhém alkyl ma dugce thé bing mét hodc
nhiéu nhém, t6t hon 13 nim trong khoang tir 1 dén 3 nhém (va céc phan tir thé bd sung
bét ky dugc chon tir halogen), bao gdm nhung khong chi gi6i han &, -halogen, -O-(C:-
Cs alkyl), -O-(C-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -OC(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)NH2 , -C(O)NHR’, -C(O)N(R’);, -NHC(O)R’, -SR’, -SOs;R’, -
S(O)R’, -S(O)R’, -OH, =0, -N3 , -NH3, -NH(R’), -N(R’)2 va -CN, trong d6 mdi R’
doc 1ap dugc chon tir -H, -Ci-Cs alkyl, -C2-Cg alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hodc -aryl, va
trong d6 cac nhém -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cg alkynyl), -aryl, -
C1-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, va -C»-Cs alkynyl nay c6 thé duge tiy ¥ thé tiép bing mot
hoic nhiéu nhém bao gdm nhung khong chi gidi han &, -C1-Cg alkyl, -C2-Cg alkenyl, -
C»-Cs alkynyl, -halogen, -O-(Ci1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -
aryl, -C(O)R”’, -OC(O)R”’, -C(O)OR”’, -C(O)NH; , -C(O)NHR’’, -C(O)N(R”’), -
NHC(O)R”’, -SR”’, -SOsR”’, -S(O)2R’’, -S(O)R”’, -OH, -N3 , -NH,, -NH(R”’), -
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NR’’)2 va -CN, trong d6 mdi R>’ doc lap dugc chon tr -H, -Ci1-Cg alkyl, -C2-Cs
alkenyl, -C2-Cs alkynyl, hodc -aryl.

Trir khi c6 quy dinh khéc, thuat ngit “alkenyl” va “alkynyl” dé cap dén chudi
cacbon mach thing va phan nhanh ¢ khoéng tir 2 dén 20 nguyén tir cacbon (va tit ca
cac su két hop va cac su két hop phu cia céc loai va cac sb nguyén tir cacbon cy thé &
day), véi khoang tir 2 dén 8 nguyén tir cacbon 12 dwgc vu tién. Chudi alkenyl c6 it nhét
mdt lién két d6i trong chudi va chudi alkynyl c6 it nhit mot lién két ba trong chudi.
Céc vi du vé cac nhém alkenyl bao gdm nhung khoéng chi gidi han &, etylen hoac
vinyl, allyl, -1-butenyl, -2-butenyl, -isobutylenyl, -1-pentenyl, -2-pentenyl, -
3-metyl-1-butenyl, -2-metyl-2-butenyl, va -2,3-dimetyl-2-butenyl. Cac vi du v& céc
nhém alkynyl bao gdbm nhung khéng chi gidi han &, axetylen, propargyl, axetylenyl,
propynyl, -1-butynyl, -2-butynyl, -1-pentynyl, -2-pentynyl, va -3-metyl-1 butynyl.

Péi véi cac nhom alkyl, cac nhom alkenyl va alkynyl c6 thd dugc thé. Nhém
alkenyl hodc alkynyl “dugc thé” 13 nhém dugc thé bang mdt hodc nhidu nhém, tdt hon
1a tir 1 dén 3 nhém (va céc phén tir thé bd sung bét ky duoc chon tir halogen), bao gdm
nhung khong chi giéi han &, -halogen, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C>-Cs
alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH, , -C(O)NHR’, -
C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -SR’, -SO3R’, -S(O)R’, -S(O)R’, -OH, =0, -N3, -NH>, -
NH(R'"), -N(R’)2 va -CN, trong d6 mdi R’ doc 1ap duoc chon tir -H, -C;-Cs alkyl, -Co-
Cs alkyenl, -C»-Cs alkynyl, hodc -aryl va trong d6 cac nhom -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C»-
Cs alkenyl), -O-(C>-Cs alkynyl), -aryl, -C1-Cg alkyl, -C»-Cs alkenyl, va -C»-Cg alkynyl
nay c6 thé ¢ thé tiry y duoc thé tiép bing mot hoic nhidu phén tir thé bao gdm nhung
khong chi gidi han &, -C;-Cs alkyl, -C2-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, -halogen, -O-(Ci-
Cs alkyl), -O-(C>-Cs alkenyl), -O-(C2Cs alkynyl), -aryl, -C(O)R”’, -OC(O)R”’, -
| C(O)OR’’, -C(O)NH, -C(O)NHR’’, -C(O)N(R”’)2, -NHC(O)R”’, -SR”’, -SO3R”’, -
S(O)R”, -S(O)R’*, -OH, -N3 , -NH;, -NH(R’*), -N(R”*)2 va -CN, trong d6 mdi R”’
doc 14p duoc chon tir -H, -C1-Cs alkyl, -C»-Cg alkenyl, -C2-Cs alkynyl, ho3c -aryl.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, thudt ngit "alkylen” d& cdp dén gdc hydrocarbon
mach thing hoic phan nhanh c6 khoang tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon (va tt c cac td
két hop va su td hop nho cia cac khoang va sb nguyén tir cacbon cu thé & day), vdi
khoang tir 1 dén 8 nguyén tir cacbon 1 duoc wu tién va c6 hai trung tdm gdc hoa tri

mdt c6 ngudn gbe tir viéc loai bo hai nguyén tir hydro tir hai nguyén tir cacbon gidng
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nhau hodc khac nhau cta alkan ban diu. C4c alkylen dién hinh bao gdm nhung khong
chi giéi han &, metylen, etylen, propylen, butylen, pentylen, hexylen, heptylen,
ocytylen, nonylen, decalen, 1,4-xyclohexylen,_ va chét twong ty. Cac nhém alkylen, du
1a riéng ré& hodc 1a mot phan ctia nhém khac, c6 thé thy y duoc thé bing mot hoic
nhiéu nhém, vu tién 13 tir 1 dén 3 nhém (va céc phan tir thé bd sung bat ky dugc chon
tir halogen), bao gdm nhung khéng chi gi6i han &, -halogen, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(Ca-
Cs alkenyl), -O-(C»-Cg alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH: , -
C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -SR’, -SO3R’, -S(0O)2R’, -S(O)R’, -OH, =0, -
N3, -NHa, -NH(R’), -N(R’)2 va -CN, trong d6 mdi R’ ddc 1ap duge chon tir -H, -C1-Cs
alkyl, -C»-Cg alkenyl, -C»-Cg alkynyl, hodc -aryl va trong d6 cac nhém -O-(Ci-Cs
alkyl), -O-(C»-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -aryl, -C;-Cs alkyl, -C2-Cs alkenyl, va -
C»-Cs alkynyl nay c6 thé duge tity y thé tiép bing mot hodc nhidu phén tir thé bao gdm
nhung khoéng chi giéi han &, -C1-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C2-Cg alkynyl, -halogen, -
0O-(C1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -aryl, -C(O)R*’, -OC(O)R”’, -
C(O)OR”’, -C(O)NH,, -C(O)NHR’’, -C(O)N(R’*)2, -NHC(O)R”’, -SR”’, -SO3R”’, -
S(0)R”’, -S(O)R’’, -OH, -N3 , -NH>, -NH(R"*), -N(R**)2 va -CN, trong d6 mdi R”’
doc 1ap dugc chon tir -H, -C;-Cg alkyl, -Ca-Cg alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hodc -aryl.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuat ngit “alkenylen” dé cdp dén nhém alkylen dugc
thé tiy y chira it nhit mt lién két d6i cacbon-cacbon. Céc nhém alkenylen dién hinh

bao gdm, vi du, etenylen (-CH=CH-) va propenylen (-CH=CHCH,-).

Trir khi c6 quy dinh khéc, thuit ngit “alkynylen” d& cip dén nhom alkylen duoc
thé tlly ¥ chtra it nhat mot lién két ba cacbon-cacbon. Céc nhém alkynylen dién hinh
bao gbm, vi du, axetylen (-C=C-), propargyl (-CH.C=C-), va 4-pentynyl
(-CH2CH2CH2C=CH-).

Trir khi ¢6 quy dinh khac, thuat ngit “aryl” dé cap dén gbc hydrocarbon thom
héa tri mot cb tir 6-20 nguyén tir cacbon (va tit ca su két hop va su két hop phu cia
céc loai va cac s6 nguyén tir cacbon cu thé & ddy) c6 ngudn gbc tir sy loai bé mot
nguyén tir hydro tir mét nguyén tir cacbon ciia hé théng vong thom ban diu. Mot sb
nhém aryl duoc md ta trong céc ciu tric dién hinh 1a “Ar”. Cac nhém aryl dién hinh
bao gdm nhung khong chi gi6i han &, cac gbc c6 ngudn gbe tir benzen, benzen dugc

thé, phenyl, naphtalen, anthracen, biphenyl, va gbc twong tu.
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Nhém aryl, di 12 riéng r& hodc 12 mdt phan cia nhém khac, c6 thé thy ¥ duoc
thé bang mot hodc nhiéu, t6t hon 14 tir 1 dén 5, hodc tham chi tir 1 dén 2 nhém bao
gdbm nhung khéng chi giéi han &, -halogen, -C1-Cs alkyl, -Co-Cs alkenyl, -Ca-Cs
alkynyl, -O-(C;-Cs alkyl), -O-(C2-Cg alkenyl), -O-(C»-Cg alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -
OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH; , -C(O)NHR’, -C(O)N(R’*)2, -NHC(O)R’, -SR’, -
SO3R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, -NO2, -N3 , -NHa, -NH(R’), -N(R”)2 va -CN, trong d6
mdi R’ ddc 18p dugc chon tir -H, -Ci-Cs alkyl, -C2-Cg alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hodc -
aryl va trong d6 cac nhom -C;-Cg alkyl, -C»-Cg alkenyl, -C»-Csg alkynyl, O-(C1-Cs
alkyl), -O-(C»-Cs alkenyl), -O-(C,-Cs alkynyl), va -aryl nay c6 thé tiy ¥ dugc thé tiép
bang mdt hoic nhidu phén tir thé bao gdbm nhung khéng chi gi6i han &, -C1-Cs alkyl, -
C»-Cg alkenyl, -C»-Cs alkynyl, -halogen, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C,-Cs alkenyl), -O-(C»-
Cg alkynyl), -aryl, -C(O)R”’, -OC(O)R”’, -C(O)OR”’, -C(O)NH2 , -C(O)NHR”’, -
C(O)N(RR’’)2, -NHC(O)R”’, -SR”’, -SO3R”’, -S(O)2R’’, -S(O)R”’, -OH, -N3 , -NHa, -
NH(R’?), -N(R”’)2 va -CN, trong d6 mdi R’ doc lap dugc chon tir -H, -C1-Cs alkyl, -
C»2-Cg alkenyl, -C»-Cg alkynyl, hodc -aryl.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, thuét ngir “arylen” d& cdp dén nhém aryl duoc thé
tlly ¥ ¢6 hoa tri hai (nghia la., ¢6 ngudn gde tir su loai bé hai nguyén tir hydro tir hai
nguyén tir cacbon giéng nhau hodc khac nhau ctia hé théng vong thom ban déu) va co
thé 12 & céc cAu hinh ortho, meta, hodc para nhu dugc thé hién trong céc cdu tric sau

v6i phenyl 12 nhém aryl dién hinh:

Céc nhom “-(C1-Cg alkylen)aryl,” “-(C>-Cg alkenylen)aryl”, “va -(C2-Cs
alkynylen)aryl” dién hinh bao gdm nhung khéng chi giéi han &, benzyl, 2-phenyletan-
1-yl, 2-phenyleten-1-yl, naphthylmetyl, 2-naphthylethan-1-yl, 2-naphthylethen-1-yl,
naphthobenzyl, 2-naphthophenylethan-1-yl va nhém tuong tu.

Trir khi c6 quy dinh khéc, thudt ngt "di vong" dé cap dén hé mot vong, hai
vong, hodc da vong c6 tir 3 dén 14 nguyén tir vong (cling duge dé cap dén 1a cac thanh
phén cua vong) trong d6 it nhit mdt nguyén tir vong trong it nhit mdt vong 1 nguyén

t& khac loai duge chon tr N, O, P, hodc S (va tAt ca céc tb hop va td hop nho cia cac
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khoang va s nguyén tir cacbon cy thé va nguyén tir khac loai & day). Di vong c6 thé
c6 tir 1 dén 4 nguyén tr vong khac loai ddc 1dp duoc chon tir N, O, P, hodc S. Mot
hozc nhiéu nguyén ti N, C, hodc S trong dj vong c6 thé dugc oxy héa. Di vong dang
don vong dugc wu tién 13 ¢6 tir 3 d&én 7 canh (vi dy, tir 2 dén 6 nguyén tir cacbon va tir
1 dn 3 nguyén tr khéc loai doc lap duge chon tir N, O, P, hodc S), va di vong dang
vong kép duge wu tién 13 6 tir 5 dén 10 canh (vi dy, tir 4 dén 9 nguyén tir cacbon va tir
1 dén 3 nguyén tir khac loai doc 1ap duoc chon tir N, O, P, hozc S). Vong nay bao gdm
nguyén tir khac loai c6 thé 13 thom hogic khong thom. Trir khi c6 quy dinh khéc, di
vong dugc gin v6i nhom gén treo cia nd & nguyén tir khac loai bt ky hodc nguyén tir

cacbon ma thu dugc & cau tric 6n dinh.

Céc di vong dugc md ta trong Paquette, "Principles of Modern Heterocyclic
Chemistry" (W.A. Benjamin, New York, 1968), cu thé 1a cac chuong 1, 3, 4, 6, 7, va
9; "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of Monographs" (John Wiley
& Sons, New York, 1950 to present), cu thé 1a cac tap 13, 14, 16, 19, va 28; va J. Am.
Chem. Soc. 82:5566 (1960).

Trir khi c6 quy dinh khac, thudt ngit “heteroxyclo” dé cip dén nhém di vong
duoc thé tlly y nhu dugc x4c dinh trén ddy c6 héa tri (nghia la., c6 ngudn gbe tir sy
loai bd hai nguyén tir hydro tir nguyén tir cacbon gidng nhau hodc khac nhau cua hé

théng vong di vong ban déu).

Céc vi du v& cac nhom “di vong” bao gdm béng cach vi dy va khong gidi han
dén pyridyl, dihydropyridyl, tetrahydropyridyl (piperidyl), thiazolyl, pyrimidinyl,
furanyl, thienyl, pyrolyl, pyrazolyl, imidazolyl, tetrazolyl, benzofuranyl,
thianaphthalenyl, indolyl, indolenyl, quinolinyl, isoquinolinyl, benzimidazolyl,
piperidinyl, 4-piperidonyl, pyrolidinyl, 2-pyrolidonyl, pyrolinyl, tetrahydrofuranyl,
bis-tetrahydrofuranyl, tetrahydropyranyl, bis-tetrahydropyranyl, tetrahydroquinolinyl,
tetrahydroisoquinolinyl, ~decahydroquinolinyl, octahydroisoquinolinyl, azoxinyl,
triazinyl, 6H-1,2,5-thiadiazinyl, 2H,6H-1,5,2-dithiazinyl, thienyl, thianthrenyl,
pyranyl, isobenzofuranyl, chromenyl, xanthenyl, phenoxathinyl, 2H-pyrolyl,
isothiazolyl, isoxazolyl, pyrazinyl, pyridazinyl, indolizinyl, isoindolyl, 3H-indolyl, 1H-
indazolyl, purinyl, 4H-quinolizinyl, phthalazinyl, naphthyridinyl, quinoxalinyl,
quinazolinyl, cinolinyl, pteridinyl, 4H-carbazolyl, carbazolyl, p-carbolinyl,

phenanthridinyl, acridinyl, pyrimidinyl, phenanthrolinyl, phenazinyl, phenothiazinyl,
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furazanyl, phenoxazinyl, isochromanyl, chromanyl, imidazolidinyl, imidazolinyl,
pyrazolidinyl, pyrazolinyl, piperazinyl, indolinyl, isoindolinyl, quinuclidinyl,
morpholinyl, oxazolidinyl, benzotriazolyl, benzisoxazolyl, oxindolyl, benzoxazolinyl,
va isatinoyl. C4c nhém “dj vong” dugc wu tién, bao gdm nhung khong chi gi6i han &,
benzofuranyl, benzothiophenyl, indolyl, benzopyrazolyl, coumarinyl, isoquinolinyl,
pyrolyl, thiophenyl, furanyl, thiazolyl, imidazolyl, pyrazolyl, triazolyl, quinolinyl,
pyrimidinyl, pyridinyl, pyridonyl, pyrazinyl, pyridazinyl, isothiazolyl, isoxazolyl va
tetrazolyl.

Nhém dj vong, du 13 riéng r& hodc 13 mot phin cia nhém khéc, c6 thé tuy y
dugc thé b%tng mot hodc nhidu nhém, vu tién 1a tir 1 dén 2 nhém, bao gém nhung
khong chi gi6i han &, -C1-Cs alkyl, -C2-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, -halogen, -O-(C;-
Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -OC(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)NH2 , -C(O)NHR’, -C(O)N(R’);, -NHC(O)R’, -SR’, -SOsR’, -
S(O)%R’, -S(O)R’, -OH, -N3 , -NH>, -NH(R’), -N(R")2 va -CN, trong d6 mdi R’ doc lap
dugc chon tr -H, -C;-Cs alkyl, -C,-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hodc -aryl va trong dé
cac nhom -O-(Ci-Cs alkyl), -O-(C»-Cs alkenyl), -O-(C»2-Cs alkynyl), -C1-Cs alkyl, -Ca-
Cs alkenyl, -C2-Cs alkynyl, va -aryl ndy c6 thé tily y dugc thé tiép bang mot hoic
nhiéu phan tir thé bao gdm nhung khong chi giéi han &, -C;-Cg alkyl, -C»-Cs alkenyl, -
C2-Cs alkynyl, -halogen, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -
aryl, -C(O)R”’, -OC(O)R’’, -C(O)OR”’, -C(O)NH; , -C(O)NHR”’, -C(O)N(R’*),, -
NHC(O)R”’, -SR”’, -SOsR”’, -S(O)R”’, -S(O)R”’, -OH, -N3 , -NH,, -NH(R”’), -
N(R*); va -CN, trong 6 mdi R*> ddc lap dugc chon tir -H, -C1-Cs alkyl, -C2-Cs
alkenyl, -C»-Cg alkynyl, hodc aryl.

Bing cach vi du va khong giéi han dén, cac di vong c6 lién két cacbon c6 thé
duoc lién két & céc vi tri sau: vitri 2, 3, 4, 5, hodc 6 cia pyridin; vi tri 3, 4, 5, hoic 6
cua pyridazin; vi tri 2, 4, 5, hodc 6 cla pyrimidin; vi tri 2, 3, 5, hodc 6 cua pyrazin; vi
tri 2, 3, 4, hodc 5 cua furan, tetrahydrofuran, thiofuran, thiophen, pyrol hodc
tetrahydropyrol; vi tri 2, 4, hodc 5 clia oxazol, imidazol hodc thiazol; vi tri 3, 4, ho#c 5
cua isoxazol, pyrazol, hodc isothiazol; vi tri 2 hodc 3 cua aziridin; vi tri 2, 3, hoic 4
cua azetidin; vi tri 2, 3, 4, 5, 6, 7, ho#c 8 cua quinolin; hodc vitri 1, 3, 4, 5, 6, 7, hodc 8
clia isoquinolin. Pién hinh hon nita, cic di vong c6 lién két cacbon bao gbm 2-pyridyl,

3-pyridyl, 4-pyridyl, 5-pyridyl, 6-pyridyl, 3-pyridazinyl, 4-pyridazinyl, 5-pyridazinyl,
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6-pyridazinyl, 2-pyrimidinyl, 4-pyrimidinyl, S-pyrimidinyl, 6-pyrimidinyl, 2-
pyrazinyl, 3-pyrazinyl, S5-pyrazinyl, 6-pyrazinyl, 2-thiazolyl, 4-thiazolyl, hoic 5-
thiazolyl.

Biang cach vi du va khong giéi han dén, cdc di vong c6 lién két ni to c6 thé
duoc lién két & vi tri 1 cua aziridin, azetidin, pyrol, pyrolidin, 2-pyrolin, 3-pyrolin,
imidazol, imidazolidin, 2-imidazolin, 3-imidazolin, pyrazol, pyrazolin, 2-pyrazolin, 3-
pyrazolin, piperidin, piperazin, indol, indolin, hoac 1H-indazol; vi tri 2 cua isoindol,
hodc isoindolin; vi tri 4 ctia morpholin; va vi tri 9 cla carbazol, hodc B-carbolin. Pién
hinh hon nita, céc di vong c6 lién két ni to bao gbm 1-aziridyl, 1-azetedyl, 1-pyrolyl,

1-imidazolyl, 1-pyrazolyl, va 1-piperidinyl.

Trir khi c6 quy dinh khac, thut ngit “vong cacbon,” dé cip dén hé vong don
vong, hai vong, hoic da vong khong thom bao hoa hoic khong bo hoa c6 tir 3 dén 14
nguyén tir vong (va tit ca cac td hop va td hop nhé cia cac khoéng va cac sb nguyén
tir cacbon cu thé & déy) trong d6 tit ca cic nguyén tir vong 12 nguyén tir cacbon. Cac
vong cacbon don vong dugc u tién 13 ¢6 tir 3 dén 6 nguyén tir vong, wu tién hon 12 ¢6
5 hodc 6 nguyén tir vong. Céc vong cacbon hai vong duoc uu tién 13 c6 tir 7 dén 12
nguyén tir vong, vi du, duge sip xép 13 hé hai vong [4,5], [5,5], [5,6] hoic [6,6], hodc
¢6 9 hodc 10 nguyén tir vong duoc sip xép 1a hé hai vong [5,6] hodc [6,6]. Thuat ngit
“yong cacbon” bao gdm, vi du, vong cacbon don vong dugc dung hop véi vong aryl
(vi du, vong dang vong cacbon don vong dugc dung hop véi vong benzen). Cac vong

cacbon dugc uu tién 1a c6 tir 3 d€n 8 cacbon nguyén ti vong.

Céac nhom vong cacbon, di 13 riéng r& hodc 12 mot phan clia nhém khac, c6 thé
tity v duge thé bang, vi dy, mét hoic nhidu nhém, wu tién 1a 1 hodic 2 nhém (va phén
thé bd sung bat ky duoc chon tir halogen), bao gdm nhung khong chi giéi han &, -
halogen, -Ci-Cs alkyl, -C»-Cg alkenyl, -C»-Cg alkynyl, -O-(Ci-Cs alkyl), -O-(C2-Cs
alkenyl), -O-(C»-Cs alkynyl), -aryl, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH; , -
C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -SR’, -SO3R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, =0, -
N3, -NH, -NH(R’), -N(R’)2 va -CN, trong d6 mdi R’ ddc 1ap duoc chon tir -H, -C1-Cs
alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hodc -aryl va trong d6 cac nhém -Ci-Cy alkyl, -
C2-Cs alkenyl, -C;-Cg alkynyl, -O-(Ci-Cg alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs
alkynyl), va -aryl ndy c6 thé tily y duoc thé tiép biang mot hoc nhidu phin tir thé bao
gdm nhung khéng chi giéi han &, -Ci-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C»-Cg alkynyl, -
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halogen, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C»-Cg alkenyl), -O-(C2-Cg alkynyl), -aryl, -C(O)R”’, -
OC(O)R”’, -C(O)OR”’, -C(O)NH2 , -C(O)NHR"’, -C(O)N(R’*)2, -NHC(O)R"’*, -SR”’, -
SO3R’’, -S(O)2R”’, -S(O)R”’, -OH, -N3 , -NHz, -NH(R”’), -N(R’*)2 va -CN, trong d6
mdi R’ ddc 1ap dugc chon tir -H, -C;-Cs alkyl, -C,-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, hoic -
aryl.

Céc vi du vé& phan tir thé vong cacbon don vong bao gdm -xyclopropyl,
-xyclobutyl, -xyclopentyl, -1-xyclopent-1-enyl, -1-xyclopent-2-enyl, -1-xyclopent-3-
enyl, xyclohexyl, -1-xyclohex-1-enyl, -1-xyclohex-2-enyl, -1-xyclohex-3-enyl, -
xycloheptyl, -xyclooctyl. -1,3-xyclohexadienyl, -1,4-xyclohexadienyl, -1,3-
xycloheptadienyl, -1,3,5-xycloheptatrienyl, va —xyclooctadienyl.

“Cacboxyclo,” du dugc st dung riéng r& hodc 1a mdt phﬁn ctia nhém khac, dé
cip dén nhém vong cacbon dugc thé tiy y nhu duge x4c dinh trén ddy c6 hoa tri hai
(nghia 13, c6 ngudn gbc tir sy loai bo hai nguyén tir hydro cta hai nguyén tir cacbon
gidng nhau hoic khac nhau ctia hé vong cacbon ban dau).

Trir khi duge chi dinh khac boi ngit canh, ddu ndi (-) chi dinh diém gén voi
phén tir gin treo. Do d6, thuat ngit “~(Ci-Cs alkylen)aryl” hoic “-C;-Cs alkylen(aryl)”
dé cap dén gbc C1-Cs alkylen nhu duoc xéc dinh & ddy trong d6 gbe alkylen dugc gin
v6i phan tir treo & nguyén tir cacbon bit ky cia gdc alkylen va mét trong sb céc
nguyén tir hydro duoc lién két v6i nguyén tir cacbon cia gdc alkylen dugc thay bing

gbc aryl nhu duge xé4c dinh & day.

Khi nhém cu thé dugc "thé", nhém ndy c6 thé c6 mot hodc nhiéu phé‘m tir thé,
ru tién 13 ¢6 tir mot dén ndm phén ti thé, wu tién hon 13 tir mot dén ba phan tir thé, vu
tién nhit 12 tir mot dén hai phan tir thé, doc 14p duoc chon tir danh sach cac phén tir
thé. Tuy nhién, nhém nay cé thé thuong c6 sb phan tir thé bat ky dugc chon tir

halogen. Cac nhém dugc thé cling dugc chi dinh.

Pugc cho ring dinh nghia phan tir thé bt ky hoidc bién sb & vi tri cu thé trong
phén tir 13 phu thudc vao dinh nghia cia né & dau dé trong phan tir ndy. Puoc hiéu
rang phan tir thé va cdc mo hinh thé trén cac hop chét theo sang ché nay c6 thé dugc
chon bdi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc dé tao nén cac hop chit én dinh
vé mit héa hoc va c6 thé duoc tdng hop d& dang bing cac k¥ thuét dugc biét trong linh

vuc cling nhu cac phuwong phép dugc néu ¢ day.
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Céc nhom bao v€ nhu dugc stir dung ¢ day dé cap dén nhom phong bé chon loc,
tam thoi hodc 1au dai, mot vi tri phan Gng trong hop chét da chirc. C4c nhém béo vé
hydroxyl thich hop dé sir dung trong sang ché 13 dugc dung va c6 thé can hoic co thé
khong cin duge phan giai khéi hop chit ban diu sau khi dung cho dbi twong dé hop
chit ndy c6 hoat tinh. Sy phan gi4i thong qua céc qué trinh chuyén héa binh thudng
trong co th8. Cac nhém bao vé hydroxy dugc biét nhidu trong linh vuc, xem,
PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS by T. W. Greene va P. G. M. Wuts
(John Wiley & sons, 3™ Edition) dugc dua vao ddy bang cach vién din toan bd ndi
dung cta né va cho tht ca cac muc dich va bao g(‘“)m, vi dy, cadc nhém bao vé ete (vi du,
alkyl ete va silyl ete bao gdm, vi du, dialkylsilylete, trialkylsilylete,
dialkylalkoxysilylete), este, cacbonat, carbamat, sulfonat, va phosphat. Cac vi du vé
céc nhém bao hydroxy bao gdbm nhung khéng chi gidi han &, metyl ete; metoxymetyl
ete, metylthiometyl ete, (phenyldimetylsilyl)metoxymetyl ete, benzyloxymetyl ete, p-
metoxybenzyloxymetyl ete, p-nitrobenzyloxymetyl ete, o-nitrobenzyloxymetyl ete, (4-
metoxyphenoxy)metyl ete, guaiacolmetyl ete, t-butoxymetyl ete, 4-pentenyloxymetyl
ete, siloxymetyl ete, 2-metoxyetoxymetyl ete, 2,2,2-tricloetoxymetyl ete, bis(2-
cloetoxy)metyl ete, 2-(trimetylsilyl)etoxymetyl ete, menthoxymetyl ete,
tetrahydropyranyl ete, 1-metoxycylcohexyl ete, 4-metoxytetrahydrothiopyranyl ete, 4-
metoxytetrahydrothiopyranyl  ete  S,S-Dioxit,  1-[(2-choro-4-metyl)phenyl]-4-
metoxypiperidin-4-yl ete, 1-(2-flophneyl)-4-metoxypiperidin-4-yl ete, 1,4-dioxan-2-yl
ete, tetrahydrofuranyl ete, tetrahydrothiofuranyl ete; etyl ete dugc thé nhu 1-etoxyetyl
ete, 1-(2-cloetoxy)etyl ete, 1-[2-(trimetylsilyl)etoxy]etyl ete, 1-metyl-1-metoxyetyl ete,
1-metyl-1-benzyloxyetyl ete, 1-metyl-1-benzyloxy-2-floetyl ete, 1-metyl-1phenoxyetyl
ete, 2-trimetylsilyl ete, t-butyl ete, allyl ete, propargyl ete, p-clophenyl ete, p-
metoxyphenyl ete, benzyl ete, p-metoxybenzyl ete 3,4-dimetoxybenzyl ete,
tfimetylsilyl ete, trietylsilyl ete, tripropylsilylete, dimetylisopropylsilyl ete,
dietylisopropylsilyl ~ ete, = dimetylhexylsilyl ete, t-butyldimetylsilyl ete,
diphenylmetylsilyl ete, benzoylformat este, axetat este, cloaxetat este, dicloaxetat este,
tricloaxetat este, trifloaxetat este, metoxyaxetat este, triphneylmetoxyaxetat este,
phenylaxetat este, benzoat este, alkyl metyl cacbonat, alkyl 9-fluorenylmetyl cacbonat,
alkyl etyl cacbonat, alkyl 2,2,2-tricloetyl cacbonat, 1,1,-dimetyl-2,2,2-tricloetyl

cacbonat, alkylsulfonat, metansulfonat, benzylsulfonat, tosylat, metylen axetal,
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etyliden axetal, va t-butylmetyliden ketal. Cac nhém bao vé dugc uwu tién duge md ta
bang céng thic -R, -SiR)R)R), -C(O)R, -C(O)OR, -C(O)NH(R), -S(O)R, -
S(0).0H, P(O)(OH),, va -P(O)(OH)OR, trong @6 R 1a Ci-Cyo alkyl, C2-Czo alkenyl,
C2-Cao alkynyl, -Ci-Cao alkylen(vong cacbon), -C»-Czo alkenylen(vong cacbon), -Ca-
C20 alkynylene(vong cacbon), -C¢-Cio aryl, -Ci-Ca alkylen(aryl), -C2-Cao
alkenylen(aryl), -C»-Cz0 alkynylen(aryl), -Ci-Cz alkylen(di vong), -C»-Cxo
alkenylen(di vong), hodc -C»-Cao alkynylen(di vong) trong d6 céc gbc alkyl, alkenyl,
alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynylen, aryl, vong cacbon, va di vong nay du 1a riéng ré&

hozc 12 mot phan cia nhom khac tity v duoc thé.

Chit viét tit “AFP” d& c4p dén dimetylvalin-valin-dolaisoleuxin- dolaproin-

phenylalanin-p-phenylenediamin (xem cong thic (XVIII) infra).

Chit viét tit “MMAE” @& cip dén monometyl auristatin E (xem cong thtc
(XIII) infra).

Chit viét tit “AEB” dé cdp dén este dugc tao ra bing phan tmg cia auristatin E

v6i axit paraaxetyl benzoic (xem cong thirc (XXTI) infra).

Chir viét tit “AEVB” d& cap dén este dugc tao ra bang phan (mg cia auristatin

E véi axit benzoylvaleric (xem cong thitc (XXIII) infra).

Chir viét tit “MMAF” dé cap dén monometyl auristatin F (xem cong thirc (XX1)
infra).

Céc khéang thé

Theo c4c khia canh nhit dinh, sang ché d& cip dén cic phén tir khang thé khang
GCC c¢b cac dic diém nhu cac dic didm dugc tom tit trong Bang 1 va 2. Trong céc
khia canh khéc, sang ché dé cap dén cac phan tir khang thé khang GCC c6 cac dic
diém nhu cac dic diém duoc tom tit trong cac bang 3, 4, 5 va/hodc 6.

Theo mdt phuwong 4n, phan tir khang thé khang-GCC 14 khang thé t& bao lai cua
ngudi va 1a mot trong s cac khang thé 5F9, 5H3, 6HS, 8C2, 10C10, 10D3 va 1D3.
Theo mdt phuong 4n, phén tir khang thé khang-GCC c6 ngudn gbe tir khang thé 5F9,
SH3, 6H8, 8C2, 10C10, 10D3, hoic 1D3.‘ Theo mot phuong &n, phan tir khang thé
khang-GCC dugc san xuét bang té bao lai 5F9 (PTA-8132).
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Theo mot phuong 4n, phén tir khang thé khang-GCC 1a khang thé lympho bao
chon loc va 1a mét trong sb céc khéng thé Abx-12, Abx-020, Abx-106, Abx-198, Abx-
221, Abx-229, Abx-338, va Abx-393. Theo mot phurong 4n, phén tir khang thé khang-
GCC c6 ngudn gbc tir khang thé Abx-12, Abx-020, Abx-106, Abx-198, Abx-221,
Abx-229, Abx-338, va Abx-393.

Theo mdt phuong 4n, phan tir khang thé khang-GCC 1a khang thé chudt va 1a
mdt trong sd cac khang thé mAb 3G1, mAb 8E12, mAb10BS, va mAb 8F1. Theo mot
phwong 4n, phan tir khang thé khang-GCC c¢6 ngudn gbc tir khang thé mAb 3G1, mAb
8E12, vi mAbD 8F1.

Theo mdt phuong 4n, céc phén tir khang thé khang GCC s& ¢6 4i lwc v6i GCC,
vi du, khi dugc do bing lién két truc tiép hodic cac thir nghiém gfm két canh tranh,
trong giéi han dugc md ta & ddy. Theo mét phwong 4n, phan tir khang thé khang-GCC
¢6 Kq nhé hon 1x10M, nhé hon 1x10-7 M, nhé hon 1x10® M, nhé hon 1x10° M, nhé
hon 1x10°1° M, nhé hon 1x10-1! M, nhd hon 1x10712 M, hodc nho hon 1x10713 M. Theo
mot phurong 4n, phan tir khang thé 13 IgG, hodc manh gén két khang nguyén cua nd, va
c6 K4 nhé hon 1x10°M, nho hon 1x107 M, nhd hon 1x10# M, hodc nhé hon 1x107?
M. Theo mdt phwong 4n, cac phan tir khang thé khang GCC, vi du, khéng thé 5F9
hoic khéng thé c6 ngudn gde tir d6 c6 Kq 12 khoang tir 80 dén khoang 200 pM, wu tién
1a khoang tir 100 dén khoang 150 pM hoic khoang 120 pM. Theo mdt phuong 4n, cac
phan tir khang thé khang GCC, vi du, khang thé 5F9 hoic khang thé c6 ngudn gbc tir
d6 c6 ka 12 khoang tir 0,9 dén khoang 1,25 x10° M!s), yu tién 12 khoang 1,1 x10° M-ls"
I, Theo mot phuong 4n, phén tir khéng thé 13 ScFv va ¢6 K nhé hon 1x10-°M, nhé hon
1x1077 M, nho hon 1x10® M, nhé hon 1x10-° M, nhé hon 1x10-1° M, nhé hon 1x10"1!
M, nhé hon 1x10°12 M, hodc nhé hon 1x10-13 M.

Theo céc phuong 4n, cac phan tir khang thé khéng phai 14 cac thé lién hop mién
dich, nghfa 13, “trdn” va trong cac phuong 4n, gy ra dap tmg t& bao khi gén két voi
GCC. Trong cic phwong 4n lién quan, d4p tmg t& bao dugc thuc hién bing té bao biéu
hién GCC ma khéng thé gin két v6i. Pap ting té bao nay c6 thé 1a su truyén tin hidu
gdy ra béi GCC, vi du, néu phén tir khéng thé 1a chit cha van cua GCC (xem, vi du,
Cong bb don yéu cu cép Patent My sb US20040258687). Theo céc phuong 4n khéc,
dap tmg t€ bao nay duoc thyuc hién nho té bao thir hai, vi dy, t& bao gy hiéu tng mién

dich (vi du, t& bao giét ty nhién) nhan biét phan tir khang thé géin két v6i GCC trén té
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bao thir nhit. Theo mot s6 phurong &n, cac phén tir gidm sét, vi du, cac phan tir bd thé,
tiép xtic vi phan tir khang thé lién két GCC trude dap tng té bao. Cac dap ung té bao

trong cAc phurong 4n nay c6 thé gay ra chét t& bao biéu hién GCC.

Theo c4c phuong 4n nita, cdc phan tir khang thé ma 14 cc thé lién hop mién
dich c6 thé ca hai gy ra dap Gng t& bao khi lién két véi GCC va ndi nhap dé phan phdi
chit dén té bao bidu hién GCC ma n6 lién két véi.

Theo mot s6 phuwong 4n, cac phén tir khang thé khang GCC theo sang ché co
thé chen lién két phéi tir véi GCC.

Theo mot phuong 4n, phén tir khang thé khang-GCC khong thé hién phan tmg

chéo dang ké v6i mét hodic ca hai GCC chudt cong va GCC chudt.

Theo mdt phwong 4n, phan tir khang thé nay khong phai 13 GCC:BI10,
GCC:4D7 hodc GCC:C8. Theo phuong 4n khéc, cac phan tir khang thé khang GCC
khong lién két v&i mién ndi bao ctia GCC, khoang gbc axit amin tir 455 dén 1073 cua
SEQ ID NO:228. Vi duy, trong phuong an nay, cic phan tir khang thé khang GCC

khong lién két véi mién twong ddng kinaza hoic mién guanylyl xyclaza cia GCC.

Pon vi cdu trac khang thé ciia dong vat c6 via c6 trong tw nhién dién hinh 1a
tetrame. M&i tetrame bao gdm hai cép chudi polypeptit, mdi ciip c6 mot chudi “nhe”
(khoang 25 kDa) va m6t chudi “ning” (khoang tir 50-70 kDa). Phin diu tin cing
amino ctia m&i chudi bao gdm ving bién ddi c6 khoang tir 100 dén 110 hoic nhiéu axit
amin hon d4p ng so bd s nhén biét khang nguyén. Phin ddu tin cing carboxy cua
mdi chudi xac dinh ving hing dinh dép tmg so bd cho chirc ning hiéu tmg. Céc chudi
nhe ctia ngudi co thé dugc phén loai 14 chudi nhe kapa va lambda. Céc chudi ning c
thé dugc phan loai 13 mu, delta, gama, alpha, hoic epsilon, va x4c dinh isotyp cua
khang thé twong tng 14 IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE. Trong cac chudi nhe va ndng, cic
ving bién dbi va én dinh dugc nbi b%mg ving “J” c¢6 khoang 12 axit amin hodc nhiéu
hon, véi chudi ning ciing bao gdm ving “D” c6 khoang 10 axit amin hogc nhidu hon.
Xem chung, Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press,
N.Y. (1989)). Céc ving bién d6i cia mdi cip chubi nhe/ning tao thanh vi tri gén két
khang thé. Cac isotyp dugc wu tién cho cac phan tir khang thé khang GCC 14 cac
globulin mién dich IgG, ma c6 thé dugc phan loai thanh bén nhém phuy, IgG1, IgG2,
IgG3 va IgG4, c6 cac chudi ning gama khac nhau. Hiu hét cac khang thé dé diéu tri
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bénh 1a khang thé ngudi, kham, hodc dugc lam gidng nhu cla ngudi c6 typ IgGl.
Theo phuong 4n cu thé, phéan tir khang thé khang-GCC c6 isotyp IgG1.

Céc vung bién dbi ctia mbi cip chudi ning va nhe tao thanh vi tri gén két khang
nguyén. Do d6, khang thé IgG nguyén ven c6 hai vi tri gin két khang nguyén gidng
nhau. Tuy nhién, cac khang thé dic hiéu kép hoidc chirc ning kép 1a cic céu truc lai

nhén tao c6 hai cip chudi ning/nhe khac nhau, d4n dén hai vi tri gén két khac nhau.

T4t ca cac chudi thé hién ciu tric chung cic ving khung (framework region-
FR) kha béo toan giéng nhau dugc ndi bing ba viing siéu bién, cling dwoc goi 13 cac
viing x4c dinh bd trg hoic (CDR - complementarity determining region). Céc CDR tir
hai chudi ciia mdi cap duoc sép hang nhdr cac ving khung, cho phép gén két véi epitop
ddc hiéu. Tir d4u tan cing N dén dAu tan cing C, c4 hai chudi nhe va ning chira céc
mién FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Sy chi dinh axit amin cho mdi
mién 12 theo c4c dinh nghia cta cic trinh ty Kabat ctia cAc protein quan tim mién dich
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)), hodc Chothia & Lesk J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al. Nature 342:878-883 (1989). Nhu dugc
st dung & ddy, cac CDR dugc dé cap dén cho mdi chudi ning (HCDR1, HCDR?2,
HCDR3) va chudi nhe (LCDR1, LCDR2, LCDR3).

Céc phan tir khang thé khang GCC c6 thé chira tit ca, hojic nhém nhod gdm céc
CDR gin két khang nguyén, ctia mdt hoic ca hai, chudi ning va nhe, cia mjt trong 5O
té bao lai clia ngudi, lympho bao chon loc, hodc khang thé chudt dugc dé cap trén day.
Trinh tu axit amin ca t& bao lai ctia ngudi, lympho bao chon loc va céc phén khéang
th8 ctia chudt, bao gdm cac ving bién ddi va cac CDR, cb thé dugc tim thdy trong
bang 3 va bang 5.

Do d6, theo mdt phuong 4n, phén tir khéng thé bao gbm mot hoic ca hai:

(a) mot, hai, ba, hodc mot s6 su gén két khéng nguyén cua cac CDR chudi nhe
(LCDR1, LCDR2 vi/hodc LCDR3) ciia mét trong s6 té bio lai clia ngudi, lympho bao
chon loc, hodc khéng thé chudt dugc dé cép trén day. Theo cac phuong an, (cac) CDR
c6 thé chta trinh tu axit amin ctia mot hoic nhiéu hodc tit ca LCDR1-3 nhu sau:
LCDRI, hoic LCDRI duoc cai bién, trong d6 tir mot dén bay axit amin duoc thay thé

bao toan) LCDR2, hodc LCDR2 dugc cai bién trong d6 mdt hodc hai axit amin dugc
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thay thé bao toan); hoic LCDR3, hoic LCDR3 cai bién trong d6 mdt hodc hai axit

amin dugc thay thé bao toan; va

(b) mot, hai, ba, hosic mot sb su gén két khang nguyén ciia cac CDR chudi ning
(HCDR1, HCDR2 va/hoic HCDR3) clia mot trong s6 té bao lai ciia ngudi, lympho
bao chon loc, hodc khang thé chudt dugc dé cap trén day. Theo cdc phuong éan, (céc)
CDR nay c6 thé chura trinh tu axit amin cta mdt hodc nhiu hoic tit ca HCDR1-3 nhu
sau: HCDR1, hoic HCDR1 dugc cai bién, trong d6 mdt hodc hai axit amin dugc thay
thé bao toan; HCDR2, hosic HCDR2 dugc cai bién, trong d6 tir mot dén bdn axit amin
dugc thay thé bao toan; hoic HCDR3, hoic HCDR3 duoc cai bién, trong d6 mot hoic

hai axit amin dugc thay thé bao toan.

Céc yéu t6 sinh mién dich hitu ich dé san xuét khang thé khang GCC bao gbm
GCC vi du, cac té bao bidu hién GCC ciia ngudi (vi du, dong t& bao khdi u, vi dy, céc
té bao T84, hoic cac t& bao khéi u rudt két dong lanh hodc mdi, cac té bao tai td hop
biéu hién GCC); cac phén doan mang cia céc té bao bidu hién GCC (vi du, dong té
bao khéi u rudt két, vi du, cac té bao T84, hoic céc té bao khéi u rudt két dong lanh
hodc méi, cac t& bao tai td hop biéu hién GCC, vi dy, céc t& bao HT-29-GCC#2, bidu
hién GCC c6 chidu dai ddy du, hodc phin cia no, vi du, céc té bao CHO GCC #27
biéu hién phan chira mién ngoai bao GCC, vi dy, SEQ ID NO:318); GCC tinh khiét
ho#c phan tach, vi dy, protein GCC clia ngudi (vi du, GCC dugc phan tach vé mit sinh
héa, vi du, dugc phén tach tir cac t& bao khdi u da day duong rudt hoic cac té bao tai
t6 hop bidu hién GCC hodc bién thé cua né), hodc phin ciia né (vi dy, mién ngoai bao
ctia GCC, mién tuwong ddng kinaza ciia GCC hodc mién xiic tac guanylyl xyclaza cda
GCC hogc peptit twong ting véi phan ciia n6, vi du, chira it nhét khoang 8, 10, 12, 14,
16, 20, 24, 28 hoic 32 gbc axit amin ciia SEQ ID NO:228); hoic yéu tb sinh mién dich
chira SEQ ID NO:229 hoic chtra phin ddy du cia né ma khdng co trinh ty tin hiéu
(nghia 13, khong c6 céc gbc axit amin tr 1 dn khoang 21 hodc 23 cua SEQ ID
NO:229), vi dy, protein TOK107-hIgG truéng thanh, SEQ ID NO:317.

Céc yéu td sinh mién dich c6 thé dugc dung hop véi cic trinh ty khac loai dé
trg gilp thao tic sinh héa, tinh ché, gy mién dich hodic do chudn d khang thé. Céc
yéu t6 sinh mién dich nay c6 thé chira mot phdn GCC, vi du, mién ngoai bao, va phin
chira polypeptit khong phai GCC. Nhiéu quan diém tdn tai d& x4y dung protein dung

hop dé d& dang tinh ché hodc bit dong 1én trén gia do rin, vi du, cot &i luc hodc dia vi
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chudn hodc co chét/chip thir nghiém thich hop khac. Vi du, gbc dung hop c6 thé bd
sung mién, v du, glutathion-S-transferaza/kinaza (glutathione-S-transferase-GST), ma
c¢6 thé lién két glutathion; ving Fc cta globulin mién dich, ma c6 thé lién két véi
protein A hodc protein G; céc géc axit amin, v/ dyu, hai, ba, bén, nim, wu tién 13 séu
géc histidin ma c6 thé lién két v6i niken hodc coban trén cdt 4i luc; dudi epitop, vi du,
phan gen gy ung thu c-myc (myc-tag), dudi FLAG (Patent My sb 4,703,004), dudi
hemagglutinin (HA), duéi T7 gen 10, dudi VS5, dudi HSV, hodc dudi VSV-G ma c¢6 thé
lién két khéng thé diic hidu dudi; hoic df‘)ng yéu td, vi du, biotin, ma c6 thé lién két voi

streptavidin.

Céc yéu t6 sinh mién dich chira ving Fc cia globulin mién dich c6 thé gitr
GCC, trong dung dich hoic duoc gén véi té bao, trong cdu hinh cho phép tiép can céu
tric v6i cac epitop GCC nho cac thanh phén gidm sat mién dich vét chu dé tao nén
khang thé hiéu qua. Vi cac chudi ning globulin mién dich chita cic viing Fc lién két
thanh céc dime thong qua céc lién két disufua giita cac chudi, cac yéu td sinh mién
dich thu dugc tir sy dung hop véi cac viung Fe 1a cac dime. Hoa tri ca cac protein
dung hop c6 thé phan anh kiéu globulin mién dich déng gop ving Fe. Vi du, sy dung
hop véi cac protein IgG c6 thé 1a cac dime, sy dung hop IgA c6 thé tao nén céc yéu td
sinh mién dich tetrame, va su dung hop IgM c6 thé tao nén céc yéu té sinh mién dich
decame, sy dung hop IgA va sy dung hop IgM dugc d& dang ddng chuyén nhidm
chudi J. Globulin mién dich dién hinh cho protein dung hop Fc 13 IgG1. Phin dugc sir
dung thudng c6 ving ban 18 IgG1, cac mién CH2 va CH3 dugc ma hoa béi exon riéng
r&. B&i vi exon nay ciing c6 mdt phan ciia ving CH1, ma c6 xystein dugc huéng dén
lién két disulfua véi xystein cia chudi nhe, su cai bién hiru ich 1a dé gay dot bién
xystein CHI, vi dy, thanh serin, d& dam bao khong c6 xystein dugc bét cip trong

protein dung hop. Sy ddt bién nay ciing 1am gia tang sy linh dong ciia viing ban 18 nay.

Phén Fc c6 ngudn gdc tir loai khdng phai vat chi, vi du, ving Fe Ig clia ngudi,
dé dung hop véi yéu t6 sinh mién dich d& gay mién dich trong v4t chu, vi du, chudt,
chudt céng, tho, dé, c6 tic dung lam t4 duge. Chirc ning cta ta duoc nay c6 thé kich
thich cac khang thé dic hiéu khang lai ca hai Fc va cic epitop GCC. Cac khang thé
phéan ng Fc ¢6 thé dugc xac dinh va loai bo trong khi sang loc. Phan Fc c6 thé c6
trinh tu kidu dai hodc trinh ty dugc giy dot bién dé thay ddi chirc ning hiéu tmg. Vi

du, ving hing dinh dot bién (bién thé) c6 thé dugc dwa vao trong protein dung hop dé
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giam thiéu sy gin két v6i cac thu thé Fc va/hodc kha ning ¢ dinh bd thé. (xem vi du
Winter et al, GB 2,209,757 B; Morrison et al., WO 89/07142; Morgan et al., WO
94/29351). Trong vi du duge wu tién, lysin 235 va glyxin 237, dugc danh s theo cac
tiéu chuin vung Fc, bi gay dot bién, vi du, thanh alanin. Y&u tb sinh mién dich/protein
dung hop c6 IgG ddt bién Fe c6 thé da giam twong tac v6i céc thu thé Fe trong vét chi.
Protein dung hop yéu t6 sinh mién dich hoa tan dugc wu tién (sau khi trudng thanh dé
phén giai peptit tin higu va tiét) 1a TOK-107-hIgG (tén khac hGCC-ECD/hIgG1 Fc),
chira céc gbc axit amin tir 24 dén 430 cia SEQ ID NO:228 dugc dung hop véi Fe
globulin mién dich IgG1 clia ngudi bi dot bién (SEQ ID NO:317).

Pé tao ra yéu t6 sinh mién dich dugc biéu hién boi té bao, phin globulin mién
dich c6 thé duge tao cu tric dé bit chudc phin globulin mién dich cua thu thé t bao
B. Vi duy, viing Fc globulin mién dich c6 thé dwoc dung hop tiép véi polypeptit chia
vung xuyén mang cua thu thé mién dich, nhu céc thy thé Fcy, céc thu thé Fca, thu thé
Fca/p hodc cac thu thé Fce. Su dinh hudng thich hop yéu t6 sinh mién dich lién két
voi t€ bao thu thé Fe nay co su tiép xuc thich hgp trén bé mit té bao ¢ thé dugce cai
thién néu té bao nay biéu hién protein dung hop yéu t6 sinh mién dich chira thém cac
thanh phan bd sung ctia phirc hé thu thé khang nguyén, vi dy, thu thé IgM hodc thu thé
IgD té bao B. Céc thanh phén thich hop ciia phirc hé niy bao gdm céc protein vé cia
globulin mién dich (Ig), nhu MB-1 va B29 (CD79A va CD79B; Hombach et al. Eur. J.
Immunol. 20:2795-2799 (1990) d8i vé6i thu thé IgM), ma tao thanh di dime. Céc
protein vé Ig co thé dugc tao ra ndi sinh bdi cac t& bao chuyén nhiém, vi du, néu
chuyén nhim dong té bao u lympho té bao B; hoic bang cach ddng chuyén nhiém yéu
t6 sinh mién dich vé&i céc protein vo, vi du, trong vecto tach biét hodc trong cing
vecto. Cac protein vo IgG duoc uvu tién dé gy mién dich trong chudt 1a CD79a va
CD79b ctia chudt (S6 truy cip twong Gng trén Ngin hang gen. NM 007655 va
NM_008339). Protein dung hop yéu t6 sinh mién dich lién két t& bao dugc vu tién (sau
khi truéng thanh dé phan giai peptit tin hiéu va di chuyén dén bé mit t& bao) 13 san
phim TOK111, gdm TOK-107hIgG (hGCC-ECD/hIgGl Fc) dugc dung hop véi
IgG2a clia chudt (vi du, sd truy cép trén GenPept No. AAB59661) cic mién xuyén
mang va ndi bao (SEQ ID NO:318).

Céc epitop hitu ich, vi du, cic epitop tham chiéu, ctia phan tr GCC, ma céc

phan tir khang thé khang GCC, vi du, cic khang thé don dong, cic khang thé cia
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ngudi hoic céc khang thé dwoc 1am giéng nhu cia ngudi, nhu dwgc mod ta & day, co
thé duoc gin két véi, ¢ thé duoc tim thiy trén phén ngoai bao cia GCC. Céc epitop
GCC nay c6 thé gin két v6i cac phén tir khang thé trén b& mit cia cac té bao, vi dy,

trén mat ngoai cla teé bao.

Vi du, epitop d6i v6i phan tir khang thé khang GCC c6 thé tép trung trong, hodc
bao gdm (céc) gde tir cac gbe 1-50 ciia SEQ ID NO:228, hodc méanh ctia né ma gén két
vé6i céc phan tir khang thé khang GCC theo sang ché, vi du, manh gén két 5F9 cua né.
Céc méanh nay c6 thé chira cac gbe 1-25, 5-30, 10-35, 15-40, 20-45, 25-50, 5-45, 10-
40, 15-35, 20-30 hoic 33-50 ctia SEQ ID NO:228. Theo mdt s6 phuong 4n, epitop dbi
v6i phén tir khéng thé khang GCC, vi du, khang thé 5F9, 13 epitop cAu hinh chira thém
mdt hodc nhidu gbe axit amin bd sung trong trinh tu axit amin GCC bén ngoai gbc 50,

nghia 13, dugc chon tir khoang gbc 50 d&én 1073 ctia SEQ ID NO:228.

Trong vi du khac, epitop dbi véi phan tir khang thé khang GCC c6 thé tap trung
trong, hoic bao gdm (céc) gbc cia SEQ ID NO:225, hoic cac gbe tir 271-300 ciia SEQ
ID NO:228, ho#ic manh ciia né ma gén két v6i cac phén tir khang thé khang GCC theo
séng ché, vi dy, manh gin két ABX-198-, 3G1-, 8F1-, hoic 10B8-ctia n6. C4c manh
nay c6 thé chira cac gde tir 281-290 ctia SEQ ID NO:228, hodc cac gbc tir 281-290 clia
SEQ ID NO:228 trong d6 gbc 281 1a leuxin, hodc cac gbc tir 281-300 hodc céc gde tir
271-290 ciia SEQ ID NO:228. Theo mét s phuong 4n, epitop ddi véi cac phan tir
khang thé khang GCC, vi du, khang thé ABX-198-, 3G1-, 8F1-, hoic 10B8, 1a eptitop
c4u hinh chira thém mét hoic nhiéu gdc axit amin bd sung, nghia 13, cac gbe khong
phai cia SEQ ID NO:225 trong trinh tu axit amin GCC vi duy, dugc chon tir khoang
gbc 1 dén 270 va/hodc khoang tir 301 dén 1073 cia SEQ ID NO:228.

Trong vi du khac, epitop dbi véi phan tir khang thé khang GCC c6 thé tap trung
trong, hoic bao gdm (céc) gbc cia SEQ ID NO:226, hodc céc gbe tir 351-375 cua SEQ
ID NO:228, ho#ic manh ciia n6 ma gin két v6i cac phéan tir khang thé khang GCC theo
sang ché, vi du, manh gin két ABX-012-, ABX-338-, hoiic ABX-106- ciia n6. Céc
ménh ndy c6 thé chira cac gde tir 356-370 clia SEQ ID NO:228, hoic cac gbe tir 351-
370 cia SEQ ID NO:228, hoic cic gbc tir 356-375 ctia SEQ ID NO:228. Theo mdt sb
phuong 4n, epitop d8i v6i cac phan tir khang thé khang GCC, vi du, khang thé ABX-
012, ABX-338-, hoic ABX-106, 1a epitop cAu hinh chira thém mét hodc nhiéu gbc axit
amin bd sung, nghia 13, cac gbc khong phai ctia SEQ ID NO:226 trong trinh ty axit
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amin GCC vi dy, dugc chon tir khodng géc 1 dn 350 va/hodc khoang tir 376 dén 1073
cua SEQ ID NO:228.

Céc khang thé gay ra su khang lai céc epitop ndy hodc mién ngoai bao, vi du,
cic epitop tép trung trong, hoic bao gdm (cic) tir gbc axit amin tir 24 dén 420 cua
SEQ ID NO:228, hoic phin tham chiéu ctia né, vi du, cic gbc tir 24 dén 75, tir 75 dén
150, tir 150 dén 225, tir 225 dén 300, tir 300 dén 375 hoic tir 375 dén 420 ctia GCC,
hodc cac phén tir khang thé c6 ngudn gdc tir d6, c6 thé 1a hiru ich 1am céc khang thé

diéu tri bénh hodc chin doan, nhu dugc md ta & day.

Theo mét phuong &n, phan tir khang thé khang-GCC c6 mét hoic nhidu dic

diém sau:

a) n6 canh tranh lién két, vi du, lién két véi GCC trén bé mat té bao hodc GCC
tinh ché, v6i mot trong sb cac phén tir khang thé khang GCC dugc dé cap trén day
duogc tom tit trong bang 1 va 2 vi dy, cic khang thé té bao lai cta ngudi (vi du, SF9),
céc khang thé lympho bao chon loc (vi du, Abx-229), hodc cic khang thé ciia chudt (vi
du, 3G1);

b) né lién két véi epitop gidng nhau hodc hiu nhw giéng nhau trén GCC & dang
mot trong s& cac phén tir khang thé khang GCC dwoc dé cép trén ddy duoc tom tit
trong bang 1 va 2, vi du, cac khang thé t& bao lai ciia ngudi (vi du, 5F9), cac khang thé
lympho bao chon loc (vi du, Abx-229), hoic cac khang thé cua chudt (vi du, 3G1).
Theo mot phuong 4n, khéng thé nay lién két véi epitop gibng nhau, nhu dugc xé4c dinh
bang mdt hoic nhiéu thir nghiém day peptit hodic bang lién két v6i cac thé dot bién cht
cut, cac thé kham hogc céc thé dot bién diém dugce bidu hién trén bé mit t& bao hoic

cdc ché pham mang, vi dy, nhu céc thi nghiém nay dugc md ta & day;

¢) no6 lién két voi epitop c6 chung it nhét 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15 hoic 20 géc axit
amin lién tiép véi epitop ctia mdt trong sé céc phan tir khang thé khang GCC dugc dé
cap trén ddy duoc tom tit trong bang 1 va 2, vi du, cac khang thé t& bao lai cua nguoi
(vi du, 5F9), cac khang thé lympho bao chon loc (vi du, Abx-229) hodc cic khéng thé
ctua chudt (vi dy, 3G1);

d) n6 lién két véi vimg GCC clia ngudi ma duoc lién két boi khang thé khang
GCC theo sang ché, trong d6 ving nay, vi du viing ngoai bao hoic bao chét, ¢6 chidu

dai tir 10-15, 10-20, 20-30, hozic 20-40 gbc, va lién két duoc x4c dinh, vi dy, bing cach
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lién két v6i cac thé dot bién cit cut; Theo mot phuong 4n, phéan tir khang thé khang-
GCC lién két véi viing ngoai bao ctia GCC ctia ngudi. Theo mot phuong &n, céc phan
tir khang thé khang GCC c6 thé lién két véi phan GCC ciia mién ngoai bao cta ngudi
dugc xac dinh bdi cac gdc axit amin tir 24 dén 420 cua SEQ ID NO:228. Theo mot
phuong 4n, cic phan tir khang thé khang GCC c6 thé lién két vé6i vi tri quan trong

guanylat xyclaza & cac gbc axit amin tir 931 dén 954 ciia SEQ ID NO:228; hoic
e) n6 lién két véi epitop tham chiéu duge mo ta & day.

Theo mot phurong 4n, phan tir khang thé khang-GCC lién két véi trinh ty GCC
ILVDLFNDQYFEDNVTAPDYMKNVLVLTLS (SEQ ID NO:225).

Theo mot phurong 4n, phan tir khang thé khang-GCC lién két véi trinh ty GCC
FAHAFRNLTFEGYDGPVTLDDWGDV (SEQ ID NO:226).

Theo mdt phwong 4n, phan tir khang thé lién két v6i epitop cdu hinh. Theo cac

phuong 4n khac, phén tir khang thé lién két v6i epitop tuyén tinh.

Céc phén tir khang thé khang GCC c6 thé 1a khang thé da dong, khang thé don
dong, khang thé dic hidu don, khang thé kham (Xem Patent My s§ US 6.020.153)
hozc khang thé cta ngudi hodc dugce lam gibng nhu cia ngudi hodc cic manh khang
thé hoic cac din xult ciia n6. Céc bién thé duoc cai bién bing ky thuat di truyén va
téng hop (Xem patent My s& US 6.331.415) bét ky dugce néu trén cling duoc du tinh
boi sdng ché. Cac khang thé don dong c6 thé dugc san xudt bing nhidu ky thut khac
nhau, bao gébm phuong phép khang thé don dong cua chu¢t thong thuong vi du, k§
thuat lai té bao soma chudn cta Kohler va Milstein, Nature 256: 495 (1975). Xem‘
chung, Harlow, E. va Lane, D. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Gay mién dich bing protein, vi du, GCC hodc phin hoa tan, hoic protein dung
hop chira mdt phan ctia GCC (vi du, TOK107-hlg), hodic c4c t& bao hodc cac phan
doan trén mang tir d6, vi du, cic t& bao biéu hién GCC boc 10 trén bé mat hozc phin
ctia n6 (vi du, san phdm pLKTOK4 hoic san phim pLKTOK111), c6 thé duoc thuc
hién bang yéu tb sinh min dich dugc diéu ché dé tiém theo cach dé kich thich dép
ung, vi dy, véi ta dugc, vi du, t4 duge Freund hoan chinh. Céc ta dugc thich hgp khac
bao gdm, ta dugc TITERMAX GOLD® (CYTRX Corporation, Los Angeles, CA) va

phén. Céc yéu td sinh mién dich peptit nhé c¢6 thé dugc lién két voi phan tir 16n hon,
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nhu hemocyanin ha (keyhole limpet hemocyanin). Chudt c6 thé dugc tiém theo mot sb
cach, vi du, duéi da, trong tinh mach hodc trong co & mot sb vi tri, vi dy, trong mang
bung (i.p.), ph?ln cudi cia dudi, hodc miéng dém ban chén, hodc két hop céc vi tri, vi
du, iP va phan cudi ctia dudi (BIP). Tiém ting cudng c6 thé bao gdm yéu tb sinh mién
dich giéng nhau hoic khac nhau va c6 thé bao g6m thém nira t4 duoc, vi du, ta duoc
Freund khong hoan chinh. Gy mién dich bang ADN, vi dy, ADN ma héa GCC hoic
phan ctia né hodc protein dung hop chira GCC hodc phén ctia n6 (vi du, ma héa
TOK107-hIg) c6 thé dugc tiém sir dung k¥ thuét siing ban gen. Vi dy, ADN dugc nap
1én trén c4c hat vang kich thuée hién vi va dugc tiém vao trong chudt thudng xuyén

trong khoang thoi gian ngin.

Nhin chung, trong d6 khang thé don dong mong mudn, té bao lai dugc san xuét
bang cach dung hop té bio thich hop tir dong té bao bat tir (vi du, dong t& bao u tiy
nhu SP2/0, P3X63Ag8.653 hoic u tiy khac loai) véi cac té bao san xuét khang thé.
Céc té bao san xuét khang thé c6 thé thu dwoc tir mau ngoai vi, uu ti€n la lach hodc cac
hach lympho ctia ngudi, cia cdc dong vat chuyén gen khang thé ciia ngudi hodc céc
dong vat thich hgp khéc dugc gdy mién dich bing khang nguyén quan tdm. C4c té bao
san xuét khang thé c6 ngudn gbc tir ngudi (vi dy, khang thé cia nguoi) c6 thé duge san
xuit st dung cac phuong phép thich hop, vi du, dung hop té bao san xuit khang thé
clia ngudi va u tiy khic loai hodc trioma, hodc tao thanh dang bét tir t& bao B cua
ngudi hoat héa thdng qua nhiém virut Epstein Barr. (Xem, vi du, Patent M§y sb
6.197.582 (Trakht); Niedbala et al., Hybridoma, 17:299-304 (1998); Zanella et al., J
Immunol Methods, 156:205-215 (1992); Gustafsson et al, Hum Antibodies
Hybridomas, 2:26-32 (1991).) Céc té bao san xut khang thé bét tir hodc dung hop (&
bao lai) c6 thé dugc phén tach sir dung cac didu kién nuéi cdy chon loc, va dugc tach
dong bang cach pha loang gi6i han. Céc té bao san xuét céc khang thé c6 tinh dic hiéu
mong mudn c6 thé duge xac dinh st dung thtr nghiém thich hop (vi du, ELISA (vi du,
béng yéu td sinh mién dich, vi du, TOK107-hIgG, dugc bét dong trén 16 vi chuén)
hoic bang FACS trén té bao biéu hién GCC hoic phin cta no, vi dy, t& bao bidu hién
san phim pLKTOK111). Vi dy, néu yéu t6 sinh mién dich GCC chita gbc dung hop 1a
chit phan g 4i Iuc, gdc nay c6 thé cho phép protein dung hop chira GCC hodc phén
ciia nd dugc lién két véi chit nén, vi du, c4c dia vi chuin phu protein G, phu

streptavidin, duge din xut glutathion hodic dugc phu khang thé hodc cac chip thir
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nghiém, ma sau d6 dugc két hop véi huyét thanh mién dich hodc mdi trudng cé didu
kién tir té bao lai hodc té bao tai td hop biéu hién khang thé, va hdn hop dugc 0 dudi
cac didu kién cam @ng dé tao thanh phirc hé (vi du, & cac didu kién mudi va pH sinh
1y). Sau khi 0, cac 15 cia dia vi chudn hodic cac té bao chip dugc rira dé loai bo céc

thanh phan khong lién két va lién két béi khang thé khang GCC dugc do.

Theo céc phuong 4n, ddi vdi cac img dung diéu tri, cic khang thé theo sang ché
1a cac khang thé ctia ngudi hodc duge lam giéng nhur ctia ngudi. Tinh hitu ich cua céc
khang thé clia ngudi hoic duge lam gibng nhu cta ngudi d6 13 ching 1am gidm kha
ning hoic loai b tinh sinh mién dich ctia khang thé nay trong vt cht nhan, nhd d6
cho phép gia ting tinh sinh kha dung va giam kha niing gy ra phan (g mién dich phy
bat 1i, do d6 cho phép hitu dung diing nhidu khang thé.

Céc khéng thé duoc cai bién bao gdm cac khang thé dugc lam giéng nhu cia
ngudi, kham hodc duge ghép CDR. Céc dép tmg clia khang thé khang chudt ctia ngudi
(Human anti-mouse antibody-HAMA) d3 din dén phat trién cac khang thé kham hoic
1am cho gidng nhu ctia ngudi khéac. Trong khi cac khang thé kham c6 ving hing dinh
clia ngudi va ving bién dbi cia chudt, duge mong doi ring céc dap tng clia khang thé
khang khang thé kham ctia ngudi (human anti-chimeric antibody-HACA) nhét dinh s&
dugc quan sat, cu thé 13 trong viéc st dung da liéu hoic thudng xuyén khang thé nay.
Su c6 mit clia cac protein c6 ngudn gde tir chudt cdng hodic chudt nay c6 thé din dén
su thanh thai nhanh céc khang thé hodic ¢6 thé din dén su tao ra dap Gng mién dich
khang lai khang thé nay & ngudi bénh. Dé tranh sir dung céc khang thé c6 ngudn gbc
tir chudt hodic chudt cbng, cic khang thé duoc lam gidng nhu clia ngudi trong d6 céc
trinh tw dugc dua vao trinh ti khang thé dé 1am cho n6 gan giii hon véi trinh tu khang
thé ctia ngudi, hodc cac khang thé cua ngudi ¢6 chidu dai day du dugc tao ra bing cach
dua chirc ning ctia khang thé ctia ngudi vao trong loai gam nhdm da dwoc phat trién dé
lodi gim nhim nay s& san xuét cic khang thé c6 trinh ty cia ngudi day di. Cac khang
thé ctia nguoi tranh dugc mét sb vén dé nhét dinh lién quan dén cac khang thé chira

cac viing hing dinh va/hoic bién dbi cta chudt cbng, thé va chudt.
Cdc khdng thé nguwoi

Céc phéan tir khang thé cta nguoi ddy du c6 thé giam thiéu cac dap tng sinh

mién dich va di ung ndi tai so véi cdc mAb c¢6 ngudn goc tir chudt hodc cua chudt va
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do d6 gia ting hidu qua va d6 an toan ciia khang thé dugc dung. Sir dung céc phén tir
khang thé cia ngudi ddy du c6 thé tao nén tinh hitu ich dang ké trong diu trj cac bénh
& ngudi tdi phat hodc man tinh, nhu bénh viém, bénh tu mién, va bénh ung thu, ma can
dung khang thé lap lai. Do d6, cac phan tir khang thé ciia ngudi c6 thé duoc san xuét
sir dung céc ching dong vat dwoc cai bién bang k¥ thuat di truyén trong d6 sy biéu
hién gen khang thé clia dong vat nay bi kiém ché va thay thé v& mit chirc ning bang su

bi€u hién gen cuia phén t khang thé cia nguoi.

Céac phuong phép dé san xut cac khang thé cta ngudi duoc biét trong linh vuc
k¥ thuat nay. Mot phuong phap dé san xuét cic khang thé ciia ngudi 4p dung viée st
dung céc dong vat chuyén gen, nhu chudt chuyén gen. Cac con vét chuyén gen nay
chira phin co ban clia hé gen san xuét khang thé ctia ngudi, vi dy, locut globulin mién
dich ctia ngudi ma c6 thé trai qua su tai sip xép chirc niang, duoc xen vao trong chinh
hé gen clia ching va vi¢c san xuét khéang thé ndi sinh cua chinh cic con vat nay dugc
lam cho thiéu hut san xu4t khang th8. Cac phwong phap dé san xudt cic dong vat
chuyén gen nay dugc biét trong linh vuc k§ thuat nay. Cac dong vét chuyén gen nay c6
thé duoc tao ra st dung k§ thuast XENOMOUSE ™ hoic bang cch st dung phuong
phap “locut nhé”. Céc phuong phap tao ra XENOMICE™ dugc md ta trong patent My
s6 US 6,162,963, 6,150,584, 6,114,598 va 6,075,181, ma dugc dua vao dy bang cach
vién din. Céc phwong phép tao ra cac dong vat chuyén gen st dung phwong phap
“locut nho” dugec md ta trong patent My s6 US 5,545,807, 5,545,806 va 5,625,825,
ciing xem cong bb don quéc té s6 W093/12227, ma dugc dua vio dy bang cach vién
dan. Chudt san xuit khang thé ctia ngudi chuyén gen khac bao gdm HUMAB-MOUSE
®, chudt chuyén nhiém sic thé KIRIN TC MOUSE™, KM-MOUSE® (MEDAREX,
Princeton, NJ).

St dung k¥ thuat dong vét chuyén gen khang thé ctia nguoi, vi dy, k§ thuat
XENOMOUSE ™, c4c khang thé ciia ngudi c6 thé thu duoc bing cach gay mién dich
chudét XENOMOUSE ™ (Abgenix, Fremont, Calif)) bing khéang nguyén quan tim.
Céc té bao bach huyét (nhu céc té bao B) dugc thu hdi (vi du, duge phan tich tir md
lach) tir chudt bidu hién khang thé. Cac té bao dugc thu hdi ndy c6 thé dugc dung hop
v6i dong té bao kidu té bao tiy dé tao nén cac dong té bao lai bét tir, sir dung phuong
phép chudn. Cac dong té bao lai nay c6 thé duoc sang loc va dwoc chon dé xac dinh

cac dong t€ bao lai san xuat khang thé¢ dac hi€u doi véi khang nguyén quan tam.
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Céc dong vat chuyén gen khang thé ctia nguoi cung cip ngudn axit nucleic ma
c¢6 thé dugc 1am gidu céc axit nucleic ma hoéa céc khang thé c¢6 cac dic diém mong
mudn, nhu tinh d3c hiéu va ai luc. Vi dy, cac axit nucleic ma hoéa céc khéng thé hoic
céc ving bién ddi khang thé c6 thé dugc phan tach tir chudt chuyén gen khang thé cua
ngudi ma di duge gay mién dich bang protein GCC hoic bién thé hodc mot phén cua
n6. Céc axit nucleic duoc phan 1ap hodc cac phin ctia né (vi du, cac phdn ma hoa cac
viing bién ddi, cac CDR, c4c viing khung) ¢6 thé dugc biéu hién sir dung phwong phép
thich hop bat ky (vi dy, biéu hién thyc khuén thé) dé san xuét thu vién cc khang thé
hodc cdc manh gan két khang nguyén cta khang thé (vi du, cdc manh gin két khang
nguyén chudi don, cic manh gin két khang nguyén chudi kép) ma dwoc lam giau céc
khang thé hodic cac manh gin két khang nguyén ma lién két véi protein GCC. Thu
vién nay c6 thé thé hién su da dang tang (vi dy, sy da dang t& hop thong qua sy bit cip
cac ving bién dbi chudi ning va cac ving bién dbi chudi nhe) so véi kho khang thé
dugc san xuét trong dong vat chuyén gen khang thé clia ngudi duge giy mién dich.
Thu vién nay c6 thé dugc sang loc sit dung thir nghiém thich hop bit ky (vi du, thi
nghiém lién két protein GCC) dé x4c dinh cac khang thé hojic cdc manh gén két khang
nguyén cé cac dic diém mong mudn (vi dy, tinh dic hiéu, ai lyc). Céc axit nucleic ma
héa khang thé hodc cac manh gin két khang nguyén cé cac dic diém mong mubn c6
thé dugc thu hdi st dung phwong phap thich hop bat ky. (Xem, vi dy, Patent M§ s
5.871.907 (Winter et al.) va Patent M§ s 6.057.098 (Buechler et al.).)

Theo phuong 4n khéc, cic khang thé nay c6 thé duoc biéu hién trong cac dong
té bao khong phai 12 cac dong té bao lai. Cu thé hon, c4c trinh tr ma hoa cac khang thé
cu thé c6 thé dugc tach dong tir cac té bao san xuét cac khang thé nay va dugc st dung
@& bién nap vao t& bao chu dong vat c6 via thich hop. Theo phwong phap dugc wu tién,
lympho bao lach va/hogc hach lympho ciia céc con chudt duge gy mién dich duoc
phén tach tir con chudt nay va dugc dan 1én dia trong cac thtr nghiém mang nhu dugc
mo ta trudc diy trong Babcook et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 93: 7843-8 (1996),
ma duoc dua vao ddy bing cach vién din. Vin tit 13, cac té bao dugc dan 1én dia thach
aga c¢6 cac hdng ciu huyét cia ciru, duoc phi bang khang nguyén GCC va céc té bao
tiét mAb khéang lai khang nguyén GCC s& cb dinh bd thé va 1am tan cac hdng clu
huyét ngay 1ap tlirc ma bao quanh ldy cac t& bao san xuit mAb. Céc t€ bao trong céc

mang duoc thanh thai dugc dua 1én dé x4c dinh trinh tu cla cic trinh ty ca globulin
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mién dich va tach dong phu vao trong céc vecto biéu hién. Cac phan ndi tir cac t€ bao
chuyén nhidm tam thoi chira mAb dic hiéu GCC sau d6 duge sang loc bang ELISA va
cho gén két véi cac té bao bing méay do dong té bao. Cac trinh ty bién dbi, hodc phan
ctia nd cua cac khang thé cia ngudi duoc tao ra chira cdc CDR ma lién két véi cac
epitop cu thé c6 thé duoc sir dung dé san xuét cac khang thé dugc cai bién. Vi du, céac
ving bién ddi cta cac khang thé dugc tao ra c6 thé duge nbi vao trong catxet biéu hién
d8 d& dang chuyén céc ciu triic, biéu hién gia ting cac cdu tric, va/hodc dua cac cdu
trac vao trong cic vecto c¢6 kha ning bidu hién cac khéng thé ¢6 chiéu dai day du,
xem, vi du, US20060147445. Theo cac phuong an cu thé, catxet biéu hién chira ving
hang dinh chudi ning cé isotyp IgG1.

Phuong phép khang thé lympho bao chon loc (Selected Lymphocyte Antibody
Method-SLAM, xem. Patent. M§ s. 5.627.052, Babcook et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 93:7843-7848 (1996)) c6 thé ciing dugc sir dung dé xac dinh céc t& bio ma c6
thé cung cp khang thé quan tAm. Trong SLAM, céc té bao B duoc nudi ciy truc tiép,
do do6 str dung k¥ thuat lai, ma thuong bét gift chi phén trim nho cic khang thé thuong
dugc tao ra & chudt. Sir dung cac thir nghi€ém dya trén vi ban, cic té bao B dugc thir
nghiém nhanh trong khoang thoi gian mot vai ngay. Thuong 13, hang ngan dong té bao
v0 tinh phan Gng v6i khang nguyén duge xac dinh, mo ta hang ngan khang nguyén dac
hiéu cu thé, vi du, c4c khang thé don dong dic hiéu GCC. Mot s6 khang thé don dong
phan tng v4i khang nguyén khac nhau duge xdc dinh trong mot thi nghiém thuong
dugc gia ting gip nhidu 1an. Sau khi 4p dung cac thir nghiém dya trén vi ban nhanh bd
sung dé& do va xép loai cac khang thé nho 4i luc va chic ning, cac dong té bao B vd
tinh riéng biét san xuét cac khang thé v&i chit luong cuc ky cao cd thé duge chon loc.
Ngoai ra, bang cach sir dung budc tao ra té bao lai, viéc san xuét c6 thé di chuyén
nhanh thanh dong té bao san xuét tai t6 hop. Cac té bao B riéng ré dugc chon st dung
k¥ thudt nay dugc phéan tach va cac gen khéng thé ¢6 thé dugc dua truc tiép vao trong
dong té bao san xuét. Dong té bio thu duge niy sau d6 c6 thé dugc phat trién cho thir
nghiém 1am sang tht nghiém chu yéu trong khung thoi gian gidng nhau nhw khung

thoi gian cn dé phat trién dong té bao lai.

mAb 5F9 cua nguoi (IgG2, kapa) co th8 dugc san xuét bang té bao lai 5F9,
cling duoc d& cap 14 t& bao lai 46.5F9.8.2, ma dugc luu gift vao ngay 10.01.2007, dai

dién cta Millennium Pharmaceuticals Inc., 40 Landsdowne Street, Cambridge, MA,
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02139, USA, tai Bao tang luu giit gibng My (American Type Culture Collection),
10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110, U.S.A., duéi s6 luu gilt No.
PTA-8132. (Viéc luu giit ndy dugc thuc hién theo, va thda mén cac yéu clu cla Hiép
udc Budapest vé cdng nhan quéc té luu gilt cac vi sinh vét cho muyc dich thyuc hién tha
tuc patent.) Sang ché d& cap dén té bao lai 5F9, khang thé ma t& bao nay san xuét, cac
ménh gin két khang nguyén cia né, va cic axit nucleic ma hoa khang thé va cac phan
clia n6 (vi du, chudi ning, ving bién dbi chudi ning, chudi nhe, viing bién dbi chudi

nhe, cac CDR). Nhu dugce md ta & day, té bao lai 5F9 san xuit khang thé kapa IgG2.

Cdc ky thudt lam cho gidng nhu ciia ngwdi va biéu hién va cdc cdi bién khdng thé

Nhu dugc théo luin trén déy, c6 loi dbi v6i cac khang thé san xudt c6 tinh sinh
mién dich giam. Piéu nay co thé dugc thuc hién cing véi cac k¥ thuat 1am cho gidng
nhu cuia ngudi va cac k§ thuat biéu hién sir dung cac thu vién thich hop. S& duoc hiéu
rang céc khang thé ciia chudt hodic cac khang thé tir c4c loai khéc c6 thé duoc 1am cho
gidng nhu ctia ngudi hodc duge 1am cho gidng nhu cia linh truéng khong phai ngudi
str dung céc k§ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Xem vi du, Winter va Harris
Immunol Today 14:43-46 (1993) va Wright et al. Crit. Reviews in Immunol. 12125-168
(1992). Cac khang thé quan tim c6 thé duoc cai bién bing k§ thuat di truyén ADN tai
t6 hop dé thay thé CH1, CH2, CH3, c4c ving ban 18, va/hodc ving khung bang trinh tu
cla ngudi twong Gng (xem WO 92/02190 va Patent My s§ 5.530.101, 5.585.089,
5.693.761, 5.693.792, 5.714.350, va 5.777.085). Do d6, sit dung cADN ciia Ig dé tao
cdu tric cac gen globulin mién dich kham dugc biét trong linh vuc k§ thuat nay (Liu et
al. Proc Natl Acad Sci USA. 84:3439 (1987) va J. Immunol. 139:3521 (1987)). mARN
dwoc phén tach tir té bao lai hodic té bao khac san xuat khang thé nay va duoc sir dung
dé san xuit cADN. cADN quan tdm nay c6 thé duoc khuéch dai bing phan tng chudi

polymeaza sir dung cac mdi ddc hidu (Patent My s6 4.683.195 va 4.683.202).

Theo céch khéc, k§ thuét biéu hién thuc khudn thé (xem, vi du, McCafferty et
al, Nature, 348:552- 553 (1990)) ¢6 thé duoc st dung dé san xuft cac khang thé cua
ngudi va cac manh khang thé in vitro, tir cic gen ving bién dbi (variable-V) cua
globulin mién dich, vi du, tir cic kho clia ngudi cho khong dugc giy mién dich. Theo
k¥ thuét ndy, cic gen mién V cua khang thé dugc tach dong vo tinh trong khung thanh
thanh gen protein phi nhidu hodc nho cua thé thuc khuédn s¢i, nhw M13 hoic fd, va
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bidu hién 1a cic méanh khéang thé c6 chirc ning trén bé mit ciia hat thuc khuén thé. Do
hat ¢6 s¢i ndy chtra ban sao ADN chudi don cta hé gen thuc khuén thé, cac chon loc
dwa trén dic diém chirc ning cua khang thé nay ciing d4n dén chon loc gen mi héa
khang thé biéu hién cac dic diém nay. Do 6, thuc khuén thé nay bt chudc mét sd dic
diém cta té bao B. Su bidu hién thyc khuin thé ¢6 thé dwoc thuc hién & nhiéu dang
khac nhau; dé xem xét ching xem, vi du, Johnson va Chiswell, Current Opinion in
Structural Biology, 3:564-571 (1993). M6t vai ngudn méanh gen V ¢6 thé duge st dung
dé biéu hién thuc khuén thé. Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) dugc phéan
tach day da dang cac khang thé khéng oxazolon tir thu vién chtra cdc gen V t6 hop
ngiu nhién nho c6 ngudn gde tir lach ctia cac chudt duge gdy mién dich. Kho céc gen
V tir ngudi cho khong duoc giy mién dich c6 thé duoc x4y dung va cac khang thé dbi
v6i day gdm cac khang nguyén da dang (bao gdm céc tw khang nguyén) c6 thé dugc
phéan tach chu yéu theo cac ky thudt dugc mo ta bdi Marks et al., J. Mol Biol.,
222:581- 597 (1991), hoac Griffith et al, EMBO J., 12:725-734 (1993). Ciing xem,
Patent M¥ $65,565,332 va 5,573,905. C4c thr vién biéu hién c6 thé chira cic khang thé
hodc cac manh gin két khang nguyén cla cic khing thé chtra céc trinh tu axit amin
nhan tao. Vi du, thu vién nay cé thé chira c4c manh Fab chira cdc CDR nhén tao (vi du,
céc trinh ty axit amin ngiu nhién) va cac ving khung cua nguoi (Xem, vi dy, Patent

M¥ sb 6,300,064 (Knappik, et al.).)

Céc khang thé cta ngudi cé thé ciing duge tao ra bang cac t& bao B hoat hoa in

vitro (xem Patent My s6 5.567.610 va 5.229.275).

Céc trinh ty ctia cac gen ving hing dinh ciia ngudi ¢6 thé dugc tim thiy trong
Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, N.I.H. cong b
no. 91-3242. Cac gen ving C clia ngudi 1a dé dang sén c6 tir cdc dong vo tinh da biét.
Su Iya chon isotyp s& dugc huéng din bang céc chirc ning hi¢u Gtng mong mudn, nhu
cb dinh b thé, hodc hoat tinh trong phan tmg gy doc té bao phu thudc khang thé. Cac
isotyp c6 thé 1a IgG1, 1gG2, IgG3 hoic IgG4. Theo cic phuong an cu thé, cac phan tir
khang thé theo sang ché 1a IgG1 va IgG2. Mdi trong s6 cac ving hang dinh chudi nhe
ctia nguoi, kapa hodc lambda, c6 thé duoc str dung. Khang thé kham, dugc lam giéng

nhu ciia ngudi sau d6 dugc biéu hién bing cic phwong phap thong thuong.

Theo mdt sd phuong 4n, cic phan tir khang thé khang GCC theo sang ché c6
thé gy ra phan tmg gay doc té bao phu thudc khing thé (antibody-dependent cellular
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cytotoxicity-ADCC) cho cac té bao bidu hién GCC, vi du, té bao khébi u. Céc khang thé
c6 isotyp IgG1 va IgG3 1a hitu ich dé gay ra chirc ning hiéu tmg trong kha ning giy
doc t& bao phu thudc khang thé, do kha ning gin két v6i thu thé Fc ciia chung. Cac
khang thé c6 isotyp IgG2 va IgG4 1a hiru ich dé giam thiéu dép tng ADCC do kha
ning gin két véi thu thé Fc cia ching thip. Theo cac phuong 4n lién quan, su thay thé
trong ving Fc hoidc cac thay dbi vé thanh phin glycosyl hoa ciia khang thé, vi dy, bing
cach tang trudng trong dong té bao nhan chun duogc cai bién, c6 thé duge tao ra dé
tang cudng kha ning ciia céc thu thé Fc dé nhan biét, gin két, vi/hoic gy ra phan tmg
gy doc té bao cua t& bio ma khang thé khang GCC lién két voi (xem, vi duy, Patent
My $6 7.317.091, 5.624.821 va céc cong bd bao gém WO 00/42072, Shields, et al. J.
Biol. Chem. 276:6591-6604 (2001), Lazar et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
103:4005-4010 (2006), Satoh et al. Expert Opin Biol. Ther. 6:1161-1173 (2006)). Theo
cac phuong 4n nhit dinh, khang thé hosic manh gin két khang nguyén (vi dy, khang
thé c6 ngudn gde tir ngudi, khang thé ciia ngudi) c6 thé bao gdm su thay thé hoic cac
thay thé axit amin ma 1am thay ddi hodc 1am cho phti hop chirc ning (vi du, chitc ning
hiéu tng). Vi du, ving hing dinh ¢6 ngudn gbc tir ngudi (vi du, ving hing dinh y1,
ving hing dinh y2) c6 thé dugc thiét ké dé giam sy hoat héa bd thé va/hoiic gin két
thu thé Fc. (Xem, vi du, Patent M§ s 5.648.260 (Winter et al.), 5.624.821 (Winter et
al) va 5.834.597 (Tso et al.), toan bd ndi dung duge dwa vao ddy bing cach vién din.)
Uu tién 13, trinh ty axit amin cia ving hing dinh c6 ngudn gdc tir ngudi chira sy thé
hoc thay thé axit amin nay c6 it nhit khoang 95% chiéu dai ddy du giéng véi trinh tu
axit amin cta ving hing dinh khong thay dbi c6 ngudn gdc tir ngudi, vu tién hon it
nhat khoang 99% chiéu dai ddy du gibng véi trinh tu axit amin cta ving hing dinh

khong thay d6i c6 ngudn gde tir ngudi.

Con theo phwong an khac, cic chirc ning hiéu tng c6 thé ciing dugc thay dbi
bing cach didu chinh mé hinh glycosyl hoa ciia khang thé ndy. Bing cach thay dbi
nghia 13 loai bé mét hodc nhidu gbc hydrat cacbon dwgc tim thiy trong khang thé,
va/hodc bd sung mot hodc nhidu vi tri glycosyl héa ma khéng c6 trong khang thé nay.
Vi du, cac khang thé ¢6 hoat tinh ADCC gia tang c6 cAu tric hydrat cacbon hoan thién
ma khéng c6 fucoza dugc gin v6i ving Fe clia khang thé nay nhu dugc mé ta trong
Céng bd don yéu clu cép Patent My sb 2003/0157108 (Presta). Ciing xem Cong b
don yéu cau cip Patent M§ s6 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Glycofi
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cling da phat trién cac dong t€ bao nam men c6 kha néng san xuat cac glycoform dic

hiéu ctia khéng thé.

Ngoai ra hogic theo phuong an khéc, khang thé c6 thé dugc tao nén ma co kidu
glycosyl hoa thay ddi, nhu khang thé giam fucosyl héa (hypofucosylated antibody) c6
lwgng cac gbe fucosyl giam hoic khang thé ¢6 cac ciu tric GlcNac chia dbi ting. Cac
md hinh glycosyl hoa thay d6i nay d4 dugc chimg minh l1am gia ting kha ning ADCC
cta cac khang thé. Cac thay ddi hydrat cacbon nay c6 thé dugc thuc hién bang cach, vi
du, bidu hién khéang thé trong té bao chi c6 bd may glycosyl héa thay ddi. Cac té bao
c6 bd may glycosyl héa thay dbi da duge md ta trong linh vyc k¥ thuét nay va co thé
duge st dung lam céc t€ bao chu trong d6 duge cai bién bing k§ thust di truyén dé
biéu hién cac khang thé tai td hop theo sing ché nhy d6 sian xuit khang thé c6 su
glycosyl héa thay dbi. Vi du, EP 1.176.195 cia Hang et al. 4 md ta dong t€ bao ¢o
gen FUT8 bj pha v& chirc ndng, ma hoa fucosyl transferaza, cac khang thé nay duoc
biéu hién trong dong té bao thé hién su fucosyl héa giam. Cong b6 don PCT s6 WO
03/035835 cua Presta mé ta dong t& bao CHO bién thé, céc té bao Lecl3, c6 kha ning
gén fucoza v6i hydrat cacbon duge lién két Asn(297) giam, ciing din dén sy fucosyl
hoa giam céc khang thé duoc bidu hién trong té bao chi nay (ciing xem Shields, R. L.
et al., 2002 J. Biol. Chem. 277:26733-26740). Cong bd don PCT s6 WO 99/54342 clia
Umana et al. d@ mo ta cac dong t& bao dugc cai bién bing k¥ thuét di truyén dé biéu
hién glycosyl transferaza cai bién glycoprotein (vi du, beta(1,4)-N
axetylglucosaminyltransferaza III (GnTII)) sao cho céc khéang thé dugc biéu hién
trong cac dong té bao dugc cai bién di truyén thé hién cac chu truc GlcNac chia doi gia
tding ma dan dén hoat tinh ADCC ctia cac khang thé nay gia ting (cling xem, Umana et
al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).

Céc khang thé dugc lam giéng nhu ciia ngudi c6 thé ciing duge tao ra sir dung
phuong phap ghép CDR. Céc k¥ thuét tao ra cac khang thé dugc lam gidng nhu cia
ngudi ndy dugc biét trong linh v k¥ thudt ndy. Nhin chung, cac khang thé duoc 1am
gibng nhu cia ngudi dugc san xuét bing cach thu céc trinh tu axit nucleic ma hoéa cac
trinh ty ving bién @6i chudi ning va ving bién ddi chudi nhe cta khing thé ma lién
két véi GCC, xéc dinh ving xic dinh bd trg hodc "CDR" trong céc trinh ty ving bién
d6i chudi nang va trinh ty ving bién dbi chudi nhe va ghép céc trinh ty axit nucleic

CDR 1én trén céc trinh ty axit nucleic ving khung ngudi (Xem, vi dy, Patent My s6
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4.816.567 va 5.225.539). Vi tri ciia cac CDR va céc gbc ving khung c6 thé duoc xac
dinh (xem, Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Fifth Edition, U.S. Department of Health va Human Services, NIH Publication No. 91-
3242, va Chothia, C. et al. J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Céc phén tir khang thé
khang GCC dugc mé td & day c6 céac trinh tu axit amin CDR va céc trinh tu axit
nucleic ma héa cac CDR duoc liét ké trong bang 5 va 6. Theo mdt sb phuong 4n, cac
trinh tu tir bang 5 va 6 co6 thé duoc két hop vao trong cac phan tr ma nhan biét GCC
dé str dung trong cic phuong phép chita bénh hodc chin doan dwoc md ta & ddy. Ving
khung ctia ngudi duge chon loc 13 ving khung thich hop dé dung in vivo, nghia 14 n6
khong thé hién tinh sinh mién dich. Vi dy, viéc xac dinh ndy c6 thé dugc tao nén bﬁng
kinh nghiém truéc d6 véi viée st dung in vivo céc khang thé nay va cac nghién ctru vé
tinh twong tu axit amin. Ving khung thich hop c6 thé dugc chon tir khang thé c6
ngudn gbe tir ngudi cb it nhit khoang 65% trinh tyr axit amin gibng, va t6t hon 14 it
nhét khoang 70%, 80%, 90% hodc 95% trinh ty axit amin giéng v&i ving khung nim
trong trinh ty axit amin ciia phin twrong duong (vi du, viing khung) ctia khang thé cho,
vi du, cac phan tir khéng thé khang GCC (vi du, 3G1). Su gidng trinh ty axit amin c6
thé dugc xac dinh st dung thudt toan dudi théng trinh ty axit amin thich hop, nhu
CLUSTAL W, sir dung céc thong s mic dinh. (Thompson J.D. et al., Nucleic Acids
Res. 22:4673-4680 (1994).)

Ngay khi cdc CDR va FR cua khang thé dwoc tich dong ndy ma 13 dugc lam
cho gibng nhu ciia nguoi dugc xac dinh, cac trinh ty axit amin ma héa cdc CDR dugc
xac dinh va céc trinh ty axit nucleic twong Gng dugc ghép 1€n trén cic FR nguoi chon
loc. Pidu nay co thé duoc thuc hién st dung cic mdi va céc doan lién két da biét, sy
chon loc cac mdi va cac doan lién két nay duogc biét trong linh vuc k§ thuat nay. Tét ca
cac CDR cuia khang thé cia ngudi cu thé c6 thé dugc thay thé bang it nhit mot phan
ctia CDR khong phai 12 ngudi hodc chi mot sb trong s6 ciac CDR c6 thé dugc thay thé
bang cac CDR khéng phai cia ngudi. Chi cin thiét thay thé mot s6 CDR cén dé gén
két khang thé dugc 1am gidng nhu clia ngudi ndy véi khang nguyén duoc xac dinh
trudce. Sau khi cac CDR dugc ghép 1én trén FR ngudi chon loc, céc trinh tu ving bién
d6i chudi ning va ving bién dbi chudi nhe "duoc lam giéng nhu ciia ngudi" thu dugce
duoc bidu hién dé san xuét Fv duoc lam gidng nhu ctia ngudi hoic khang thé duge

lam gidng nhu cia ngudi ma gin két véi GCC. Uu tién 13, khang thé dugc ghép CDR
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(vi dy, dugc 1am giéng nhu ciia ngudi) gan két protein GCC véi ai luc twong tw nhu,
hau nhu gidng véi, hoic tét hon so véi 4i luc ctia khang thé cho. Pién hinh 13, c4c trinh
tyr ving bién d6i chudi ning va chudi nhe dugce 1am gidng nhu ciia ngudi duge bidu
hién 1 protein dung hop c6 cac trinh tw mién én dinh ciia ngudi dé thu dwoc khang thé
nguyén ven gin két v6i GCC. Tuy nhién, khang thé Fv duoc 1am giéng nhu ciia ngudi

c6 thé dugc tao ra ma khong chira cac trinh ty 6n dinh.

Ciing thudc pham vi cta sang ché 1a cac khang thé dugc 1am giéng nhu cia
ngudi, trong d6 cic axit amin cu thé da duoc thay thé, loai bé hodc bd sung. Cu thé 13,
cac khang thé dwoc l1am gibng nhu cta ngudi ¢ thé c¢6 cac thay thé axit amin trong
ving khung, nhw dé cai thién su lién két véi khang nguyén. Vi du, mot s6 nhé chon loc
cac gbe ving khung nhén cta chudi globulin mién dich duge 1am giéng nhur ctia ngudi
¢6 thé duge thay thé bing axit amin cho twong tng. Cac vi tri clia cac sy thay thé nay
bao gdm céc gbc axit amin lién ké v6i CDR, hodc c6 kha ning tuong tic v6i CDR
(xem vi du, Patent M§ s6 5.585.089 hoic 5.859.205). Ving khung nhén c6 thé 13 trinh
ty viing khung khang thé truéng thanh ctia ngudi hodc trinh tu lién tng. Nhu duge st
dung & déy, thuét ngir "trinh tu 1ién tmg" d& cap dén trinh tur duge tim thiy thudng xuyén
nhét, hoic dugc nghi ra tir cic gbe thong thudong nhit & mdi vi tri trong trinh tu trong
ving trong sb cac thanh vién trong gia dinh gin giii. S& lwong céc trinh tu lién tng khang
thé ctia ngudi 13 sin c6, bao gdm céc trinh tyr lién ing cho c4c nhém phu khéc nhau clia
cac ving bién dbi cia ngudi (xem, Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, U.S. Government Printing Office (1991)). Co s& dit liéu Kabat va cac ung
dung cta no6 13 c6 s&n mién phi truc tiép, vi du thong qua IgBLAST tai Trung tim
théng tin Cong nghé sinh hoc qubc gia (National Center for Biotechnology
Information), Bethesda, MD (ciing xem, Johnson, G. and Wu, T.T., Nucleic Acids
Research 29:205-206 (2001)).

Céc k¥ thuat khac dé 1am cho khéang thé giéng nhu clia ngudi duge md ta trong
Padlan va cac ddng tac gia, EP 519596 A1, dugc cong bb ngay 23.12.1992.

Phén tir khang thé khang GCC bao gdm cac khang thé dugc 1am giéng nhu ctia
ngudi khac ma c6 thé ciing duge cai bién bing cach loai bd cac epitop té bao T clia
ngudi dic hidu hodic “loai bo tinh sinh mién dich” bang cac phuong phap duge boc 10

trong cong bd don PCT s WO 98/52976 va WO 00/34317, ndi dung ctia cac cong b
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nay duoc dua vao ddy bing cach vién din. Vin tit 13, cic ving bién dbi chudi ning va
chudi nhe cua chudt cia khang thé khang GCC c6 thé dugc phéan tich dbi véi cac peptit
ma gin két véi MHC Lép II; cac peptit ndy 1a céc epitop té bao T tiém ning. D& phat
hién céc epitop té bao T tiém ning, phuong phép xay dung mo hinh may tinh dugc goi
1a “l4p rap peptit” co thé dugc 4p dung, va ngoai ra co s& dit liéu vé& cac peptit gin két
MHC 16p II ctia ngudi c¢6 thé duge tra ciru dbi voi cac motif c6 trong trinh ty VH va
VL ctia chudt, nhu dwoc md ta trong Cong b don PCT s6 WO 98/52976 va WO
00/34317. Cac motif nay gén két vé6i bét ky trong sd 18 allotyp DR MHC 16p II chu
yéu, va do d6 cAu thanh nén cac epitop té bao T tiém ning. Cac epitop té bao T tiém
ning duoc phat hién c6 thé duge loai bo bang cach thay thé s6 lwong nho céc gde axit
amin trong cac ving bién ddi, hodc wu tién 13, bing céc su thay thé mot axit amin. Xa
nhét c6 thé, cac thay thé bao toan dugc tao ra, nhung thudng khong danh cho axit amin
cé chung & vi tri nay trong céc trinh ty khang thé dong mam ngudi c6 thé duge si
dung. Cac trinh ty dong mam cta ngudi duoc boc 16 trong Tomlinson, LA. et al., J.
Mol. Biol. 227:776-798(1992); Cook, G. P. et al., Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-
242(1995); Chothia, D. et al., J. Mol. Bio. 227:799-817(1992). Chi dan V BASE cung
cép chi dan d& hiéu vé céc trinh tw ving bién dbi cua globulin mién dich cia ngudi
(duoc bién soan béi Tomlinson, I.A. et al. MRC Centre for Protein Engineering,
Cambridge, UK). Sau khi VH va VL duoc loai bd mién dich cia khang thé khang
GCC dugc tao ciu tric béng su phat sinh dot bién céc gen VH va VL cuta chudt, trinh
tu bién ddi dwoc phat sinh dot bién c6 thé tily y dugc dung hop véi ving hing dinh cia

nguoi, vi dy, IgG1 cia nguodi hodc cac vung hing dinh .

Theo cac phuong 4n khéc, gidm dap tmg mién dich bing khang thé dugc ghép
CDR c¢6 thé thu duoc biang cac thay ddi, vi du, loai bd, thay thé, cac gbc axit amin
trong cac CDR (Kashmiri et al. Methods 36:25-34 (2005), Patent My sb 6.818.749,
Tan et al. J. Immunol. 169:1119-1125 (2006)). Vi du, cac gbc & cac vi tri tham gia vao
su tiép xuc véi khang nguyén t6t hon 13 s& khong duoc thay dbi. Pién hinh 13, cac gbe
nay, cac SDR, 1a & cac vi tri thé hién cac muc bién dbi cao trong s cac khang thé. Cac
trinh tu lién tmg (vi du, SEQ ID NO:302-307, Bang 5) c6 ngudn gbc, vi du, bing
phuong phéap Clustal (Higgins D. G. et al., Meth. Enzymol. 266:383-402 (1996)), tir
c4c phan tir khang thé khang GCC, vi du, tir cac khang thé duge md td & ddy, tro giup
xéac dinh cac SDR. Trong cac phéan tir khang thé khang GCC ctia ngudi duge mo ta &
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day, cac SDR 1a nhu sau, it nhit gc diu tién hodc theo mdt sb phwong 4n, bén gbc
dau tién cia CDR1 chudi nang; it nhét phﬁn dau tan cung N, vi dy, bay, muoi hodc 13
géc du tién ctia CDR2 chubi ndng; gén nhu tit ca CDR3 chudi nang; déu tan cung C,
vi du, sau sau, tam, hodc chin géc ciia CDR1 chudi nhe; khoang géc déu tién, & gitra
vi/hoic cudi ciing cia CDR2 chudi nhe; va hau hét CDR3 chudi nhe, hoic it nhit sau
gbc hai hoidc ba. Do d6, dé duy tri lién két véi protein GCC sau khi 1am giéng nhu cia
ngudi hodc cai bién cic phan tir khang thé khang GCC, cac gbc SDR nay trong cic
CDR cuia cc phén tir khang thé khang GCC 14 it phai tuan theo céc thay dbi hon, vi
du, tir cac gbe cta chudt thanh cac gbe lién tng ctia ngudi so véi cac gbe thanh cac
gbc khac ciia cac CDR hoic cac ving khung. Nguoc lai, c6 thé c6 lgi khi thay doi cac
gbc trong cac CDR khéng phai ctia ngudi, vi du, chudt thanh cac gde dwoc xac dinh 1a
lién tng trong cic CDR ctia ngudi, vi du, cic CDR cuia cic phan tir khang thé khang
GCC dugc mo ta ¢ day (vi du, céc trinh ty dugc liét ké trong Bang 5). Vi du, serin c6
thé 1a gbc ctia ngudi cho diu tan cing C ciia CDR1 chudi ning, va/hodc tyrosin c6 thé
1a gbc ctia ngudi cho céc gde thir hai va/hoic thi ba ciia CDRI chudi ning; CDR2
chudi ning c6 thé két thic & S-(L/V)-K-(S/G) (SEQ ID NO:312) d twong tng véi
CDR ciia ngudi; dé twong tng v6i CDR3 ciia ngudi, ¢b thé 13 glyxin sau tir bbn dén
sdu gbc va/hodc tir sdu dén chin gbc aspartat trong CDR3 chudi ning; CDR1 chudi nhe
c6 thé bit ddu bang (K/R)-(A/S)-SQS-(V/L)-(S/L) (SEQ ID NO:313) dé tuong tmg véi
cac CDR cua ngudi; CDR2 chudi nhe c6 thé c6 serin trong gdc thir ba va/hoic arginin
trong gbc thir ndm twong Gng 14 CDR cia ngudi; va/hodc CDR3 chudi nhe c6 thé c6
glutamine trong gbc thir hai va/hodc tyrosin hoic serin trong gdc thir ba trong tmg véi

CDR cua ngudi.

Céc khang thé khang-GCC ma khéng phai 1 khang thé nguyén ven ciing 13 hitu
ich trong sang ché nay. C4c khang thé nay c6 thé c¢6 ngudn gbc tir cac khang thé bat ky
dugc mo ta trén ddy. Cac phan tir khang thé hitu ich thudc dang nay bao gdm (i) manh
Fab, manh hoa tri mét chira cic mién VL, VH, CL va CHI; (ii) manh F(ab")y, manh
hoa trj hai gdm hai manh Fab dugc lién két bang ciu disulfua & ving ban 1&; (iii) manh
Fd gdm cac mién VH va CHI; (iv) manh Fv gdm céc mién VL va VH ciia mdt nhanh
ctia khang thé, (v) manh dAb (Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)), chira mién
VH; (vii) khang thé chudi ning cé chirc ning mién don, chtra mién VHH (dugc biét 13

thé nano “nanobody”) xem vi du, Cortez-Retamozo, et al., Cancer Res. 64: 2853-

-5] -



21857

2857(2004), va cac tai li€u dugc vién din & day; va (vii) CDR phan tach, vi du, mot
hodc nhiéu CDR dugc phén tach cling véi khung thich hop dé tao nén manh gin két
khang nguyén. Hon nita, mdc du hai mién ctia manh Fv, VL va VH, duoc ma héa béng
cac gen tach biét, chung c6 thé dugc ndi, st dung cac phuong phép tai té hop, bing
doan lién két téng hop cho phép chiing duge tao nén 1a chudi protein don trong d6 céac
ving VL va VH bét cap dé tao thanh phan tir héa tri mot (dugce biét 1a Fv chudi don
(scFv); xem vi du, Bird et al. Science 242:423-426 (1988); va Huston et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988). Céc khang thé chudi don nay ciing nhim dé
dugc bao ham trong thuét ngit “manh gén két khang nguyén” cua khang thé. Cac manh
khang thé nay thu dugc sir dung céc k¥ thuat thong thudng dugc biét d6i v6i ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt nay, va cdc manh nay dugc sang loc dé
dung theo phuong phap tuong tu nhu 1a cac khang thé nguyén ven. Manh khang thé,
nhu Fv, F(ab'), va Fab c6 thé dugc tao ra bang cach phén gidi protein nguyén ven, vi

du bing proteaza hodc phan giai héa hoc.

Theo cac phuong an, mot s6 hodc tAt c4 céc trinh ty CDR, cta mdt hoic ca hai
chudi ning va nhe, c6 thé dugc st dung trong phan tir khang thé khac, vi du, trong

phén tir khéng thé duwoc ghép CDR, lam giéng nhur ctia ngudi, hogic kham.

Céc phwong 4n bao gdm phan tit khang thé chtra cac CDR ddy du, vi duy, tt ca
sdu CDR tir mot trong sb té bao lai clia ngudi, lympho bao chon loc, hodc cac khang

thé chuot dugc d& cap trén day dé cho phép gin két véi GCC bé mat té bao.

Theo mot phuong 4n vé cac CDR, vi du, tit ca HCDR, hojc tat ca LCDR, hogc
tht ca sau, dugc gin trong (cac) viing khung ctia ngudi hodc co ngudn gdc tir ngudi.
Céc vi du v& cac ving khung ctia ngudi bao gdm céc trinh ty ving khung dong mam
ctiia nguoi, cic trinh ty dong mam cia ngudi ma di dugc thanh thyc 4i lyc (in vivo
hoic in vitro), hodc céc trinh ty cla ngudi téng hop, vi duy, céc trinh tu lién Gng. Theo
mdt phuong 4n, ving khung chudi ning 12 ving khung IgG1 hoic IgG2. Theo mot
phuong 4n, viing khung chudi nhe 1a ving khung kapa.

Theo mdt phuong 4n vé phan tir khéng thé khang-GCC , vi du, phan t& khéng
thé duoc ghép CDR hodc duge 1am cho gibng nhu ctia ngudi, chia diy du cac CDR,
vi du, tit ca sau CDR tlir mét trong s6 cac khang thé dugc mo ta & day, vi du, trinh ty

duoc liét ké trong bang 5, cho phép gin két véi GCC. (Cac trinh ty axit nucleic dién
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hinh ¢6 thé ma hoa céc trinh ty axit amin CDR dugc liét ké trong bang 5, dugc dé
xudt, trong bang 6 & déy). Trong cic phuong 4n cu thé, cic phéan tir khang thé khang
GCC c6 thé chira cac CDR ctia 5F9 hoic Abx-229.

Manh khéang thé dé st dung trong chita bénh hodc chin doan in vivo c6 thé c6
loi tir cac cai bién cai thién thoi gian ban hiy trong huyét thanh ctia ching. Cac gbc
hitu co ndy nhdm dé gia ting thdi gian ban huy trong huyét thanh in vivo ciia khang thé
nay c6 thé bao gdm mét, hai hodc nhidu gbc mach thing hoic phan nhanh dugc chon
tir nhém polyme ki nude (vi du, polyme mach thing hodc phan nhanh (vi du, polyalkan
glycol nhu polyetylene glycol, monometoxy-polyetylen glycol va polyme twong tu),
hydrat cacbon (vi du, dextran, xenluloza, polysacarit va chét twong tu), polyme cia
axit amin ki nudc (vi du, polylysin, polyaspartat va axit amin tuwong tu), polyalkan oxit
va polyvinyl pyrolidon), nhom axit béo (vi du, axit mono-carboxylic hodc axit di-
carboxylic), nhém este axit béo, nhém lipit (vi du, nhom diaxylglyxerol, nhom
sphingolipit (vi du, ceramidyl)) hodc nhém phospholipit (vi du, nhém phosphatidyl
etanolamin). Uu tién 13, géc hitu co nay duge lién két véi vi tri duge xac dinh trude
trong d6 gdc hiru co khoéng bi hu hai chiic ning (vi dy, giam 4i lyc gén két khang
nguyén) ciia thé lién hop mién dich thu dugc so véi gbc khang thé khong dugce tiép
hop. Géc hitu co nay c6 thé c6 trong lwong phén tir 14 nim trong khoang tir 500 Da
dén khoang 50.000 Da, uu tién 14 khoang 2000, 5000, 10.000 hodc 20.000 Da. Céc vi
du va cac phuong phap dé cai bién polypeptit, vi du, cac khéng thé, co cac gbe hitu co
c6 thé dugc tim thy, vi dy, trong Patent My sb 4.179.337 va 5.612.460, Cong bb don
PCT s6 WO 95/06058 va WO 00/26256, va Cong bd don yéu ciu cip Patent My sb
20030026805.

Phén tir khang thé khang GCC c6 thé chira tit ca, hoic manh gén két khang
nguyén cia ving bién dbi, ctia mot hodc ca hai chudi ning va nhe, clia mjt trong s6 té
bao lai cia ngudi duge dé cp trén ddy, lympho bao chon loc, hodc cic khang thé

chudt.

Theo mdt phuong an, trinh ty axit amin chudi nhe 14 (a) co thé khac mot trong
36 (céc) trinh tw axit amin tham chiéu dwoc @& cap dén trong (a)(i-ii) & khoang 1, 2, 3,
4,5, 10, hodc 15 géc. Theo mdt phuong an, cac sy khac biét 1a cac sy thay thé bao
toan. Trong cac phuong an, cic sy khéac biét 1a & trong céc vung khung. Theo mot

phuong 4n, trinh tu axit amin chudi ning 1 (b) ¢6 thé khac mdt trong s (cac) trinh tur
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axit amin tham chiéu duoc dé cap dén trong (b)(i-ii) & khoang 1, 2, 3, 4, 5, 10, hodc 15
gbc. Theo cac phuwong 4n, cac khac biét 12 sy thay thé bao toan. Theo cac phuong éan,

cac khac biét 1a trong vung khung.
Theo mdt phuong 4n, phén tir khang thé khang GCC chra mdt hodc ca hai:

(a) trinh ty axit amin chudi nhe gdm tit c4, hodic manh gin két khang nguyén,
1a, (i) trinh ty axit amin vung bién ddi chudi nhe tir bang 3, vi duy, SEQ ID NO:20, hodc
(ii) trinh tu axit amin ving bién dbi chudi nhe dugc mi héa bai trinh tu nucleotit tir

bang 4, vi du, SEQ ID NO:19; va

(b) trinh ty axit amin chudi ning gdm tt ca, hoic méanh gén két khang nguyén
1a (i) trinh ty axit amin ving bién ddi chudi ning tir bang 3, vi du, SEQ ID NO:18,
hoic (ii) trinh ty axit amin chudi ning dugc ma héa béi trinh ty nucleotit tr bang 4, vi
du, SEQ ID NO:17.

Theo mot phwong 4n, phén tir khang thé khang GCC chira mot hodc cé hai:

a) ving bién d6i chudi nhe, hoic manh gén két khang nguyén ctia no, c6 it nhét
85, 90, 95, 97 hodc 99 % twong ddng véi ving bién ddi chudi nhe clia phéan tir khang
thé khang GCC theo sang ché, vi du, mot trong s6 t€ bao lai ciia ngudi, lympho bao

chon loc hodc khang thé chudt duoc dé cap trén day; va

(b) ving bién d6i chudi ning, hoic manh gin két khang nguyén clia n6, c6 it
nhét 85, 90, 95, 97 hodc 99 % twong ddng véi ving bién dbi chudi ning cia phan tir
khéng thé khang GCC theo séang ché, vi du, mét trong s6 té bao lai cia ngudi, lympho
bao chon loc hodc khéng thé chudt duge dé cap trén day.

Céc trinh tu axit amin cta cdc ving bién ddi cia té bao lai ciia ngudi, lympho
bao chon loc hodc khang thé chudt c6 thé dugc tim thdy trong bang 3.

Theo mdt phuong an, phéan tr khang thé khang GCC 14 phan tir khang thé 5F9
va bao gém mot hodc ca hai: a) tAt c4 hodic manh cua ving h%mg dinh chudi ning tir
SEQ ID NO: 231; va b) tt c4 hodc manh cta ving hing dinh chudi nhe tir SEQ ID
NO: 233.

Theo phuong 4n khac, phan tir khang thé khang GCC 1a khang thé Abx-229 va

bao gdm mdt hodc ca hai: a) tat ca hodc manh géan két GCC cla vung bien doi chudi
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ning tir SEQ ID NO: 46; va b) tét ca hosic manh gin két GCC cua ving bién ddi chudi
nhe tir SEQ ID NO: 48.

Theo mdt phuwong phép, céc trinh ty lién ng ma hoéa ving J chudi niing va nhe
c6 thé duogc sir dung dé thiét ké cac oligonucleotit dé sir dung 1am cdc mdi dé dua cac
vi tri gi6i han hitu ich vao trong ving J nay dé ndi sau dé cdc manh ving V véi cac
manh ving C ngudi. ADN bb trg viing C c6 thé dugc thay dbi bing cach gdy phat sinh

dot bién truc tiép vi tri dé dat vi tr gidi han & vi tri tuong tu trong trinh tu nguoi.

Cac vecto biéu hién bao gém cac plasmit, retrovirut, cosmit, YAC, EBV
episom dén xuét, va loai twong ty. Vecto thich hop 1a vecto ma hoéa trinh tu globulin
mién dich CH ho#c CL ctia ngudi hoan chinh c6 chirc ning, c6 cac vi tri gi6i han thich
hop duoc cai bién bing k¥ thuat di truyén dé trinh tw VH hodc VL bét ky c¢6 thé duoc
xen va bidu hién d& dang. Trong cac vecto nay, viéc nbi thudng xay ra gitra vi tri cho
nbi trong viing J duge xen vao va vi tri chip nhén ndi da co trude trong ving C cla
ngudi, va cling & cac ving nbi ma c6 trong cic exon CH ngudi. Céc vecto biéu hién
thich hop ¢6 thé chira mot sd thanh phén, vi dy, diém khoi ddu sao chép, gen dau
chudn chon loc, mot hoic nhidu yéu t6 didu khién biéu hién, nhu yéu t§ didu khién
phién ma (vi du, trinh tu khoi déu, trinh ty ting cuodng, trinh tu két thuc) va/hodc mot
hozc nhiéu tin hiéu dich m4, trinh tu tin hiéu hodc trinh ty din dAu, va trinh ty turong
tu. Su polyadenyl hoa va sy két thic phién ma dién ra & cac vi tri nhidm sic thé
nguyén thé vé phia ddu 3’ ctia cdc ving ma héa. Khang thé kham thu dugc cé thé duge
nbi voi trinh t khoi ddu manh bit ky. Céc vi du vé céc vecto thich hop ma c6 thé
dugc st dung bao gém cac vecto thich hgp cho cac vét chil ¢ va va duge dua trén céc
hé théng sao chép virut, nhu virut khi 40 (simian virus 40-SV40), virut sarcoma Rous
(Rous sarcoma virus-RSV), adenovirut 2, virut u nht bo (bovine papilloma virus-
BPV), thé dot bién BK papovavirrut (papovavirus BK mutant-BKV), hoic
xytomegalovirut (cytomegalovirus-CMV) cua chudt va nguoi, va virut Moloney gay
bénh bach ciu & chudt (moloney murine leukemia virus-MMLYV), trinh tu khéi dau Ig
nguyén thé, v.v. Nhidu vecto thich hop khac nhau dugc biét trong linh vuc k¥ thuat
nay, bao gém cac vecto dugc duy tri trong mdt ban sao hodc nhiéu ban sao, hoic né
tr&d nén dugce xen vao trong nhiém sic thé t& bao chu, vi du, thong qua LTR, hodc
thong qua cac nhidm séc thé nhan tao duoc cai bién bang k¥ thuat di truyén c6 nhiu vi

tri xen (Lindenbaum et al. Nucleic Acids Res. 32:¢172 (2004), Kennard et al.
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Biotechnol. Bioeng. Online May 20, 2009). Cac vi du nita vé céc vecto thich hop dugc

liét ké trong phén sau.

Do d6, sang ché @& xuit vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoéa khang thé,
ménh gén két khang nguyén ciia khang thé (vi du, khéng thé kham, 1am cho gidng nhu
clia ngudi, ngudi hodc manh gin két khang nguyén cia cac khing thé nay), chudi
khang thé (vi du, chudi ning, chudi nhe) hodc phin gin két khdng nguyén ciia khéng

thé ma gin két protein GCC.

Su biéu hién trong cac té bao chii nhan chun 12 hitu ich boi vi céc té bao nay 1a
¢6 kha ning hon c4c té bao nhan chuén dé quéan tu va tiét khang thé c6 hoat tinh mién
dich va gp nép thich hop. Tuy nhién, khang thé bét ky dugc san xuét 1 bét hoat do
gAp nép khong thich hop c6 thé dwgc phuc hdi hoat tinh theo cac phuong phap da biét
(Kim and Baldwin, "Specific Intermediates in the Folding Reactions of Small Proteins
and the Mechanism of Protein Folding", Ann. Rev. Biochem. 51, pp. 459-89 (1982)).
C6 thé 1a cac t& bao chu nay s& san xuét cic phan clia cac khang thé nguyén ven, nhu
céc dime chudi nhe hojic cac dime chudi ning, ma ciing 1a chit tvong tu khang thé

theo sang ché.

Hon nita, nhu duge md ta ddu d6 & déy, cac khang thé clia ngudi hodc cac
khéng thé tr cac loai khac c6 thé dugc tao ra thong qua cac k¥ thuét kiéu biéu hién,
bao gdm nhung khong chi gidi han &, biéu hién thuc khuén thé, biéu hién retrovirut,
biéu hién ribosom, va k¥ thuét khac st dung cac ky thuat dugc biét nhiéu trong linh
vuc k¥ thudt nay, va cac phan tr thu dugc co thé duogc dwa dén quy trinh thanh thuc
chtrc ning bd sung, nhu thanh thuc 4i luc, cdc k§ thuét ndy dugc biét trong linh vuc k¥
thuét nay. Winter and Harris Immunol Today 14:43-46 (1993) and Wright et al. Crit.
Reviews in Immunol. 12125-168 (1992), Hanes and Plucthau PNAS USA 94:4937-
4942 (1997) (ribosomal display), Parmley and Smith Gene 73:305-318 (1988) (phage
display), Scott TIBS 17:241-245 (1992), Cwirla et al. Proc Natl Acad Sci USA
87:6378-6382 (1990), Russel et al. Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993),
Hoganboom et al. Immunol. Reviews 130:43-68 (1992), Chiswell and McCafferty
TIBTECH 10:80-84 (1992), va Patent My sb 5.733.743. Néu cac k§ thuat biéu hién
duoc sir dung dé san xuét khang thé khong phai 14 clia ngudi, cdc khéng thé nay c6 thé

1a gibng nhu ctia ngudi nhu dugc md ta trén day.
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S& duoc hidu ring cic khang thé duoc tao ra ban déu khong cin chwra isotyp
mong muén cu thé nhung dung hon 1a khang thé nhu dugce tao ra c6 thé chira isotyp
bét ky. Vi du, khang thé duoc san xuét boi té bao lai 5F9 (sd ky hiéu huu gitt ATCC
no. PTA-8132) ¢6 isotyp IgG2. Isotyp nay cua khang thé c6 thé dugc chuyén sau do,
vi dy, thanh IgG1 hodc IgG3 dé gy ra dép ing ADCC khi khang thé nay lién két GCC
trén té bao, st dung k¥ thuét théng thuong duge biét trong linh vuc k§ thuat nay. Cac
k¢ thuat nay bao gbém sir dung cac k¥ thuat tai td hop truc tiép (xem vi du, Patent M§
sd 4.816.397), cac k§ thuit dung hop té bao-té bao (xem vi du, Patent My sd
5.916.771), bao gdm cac k§ thuét khac. Trong k¥ thuat dung hop té bao-té bao, dong té
bao u tay hodic dong té bao khac duge tao ra chita chudi ning c6 isotyp mong mudn
bat ky va dong t& bao u tiy khac hodc dong té bao khac dugc tao ra chira chudi nhe
nay. Cac té bao nay c6 thé sau d6 dugc dung hop va dong té bao biéu hién khang thé

nguyén ven c6 thé dwoc phén tach.

Theo c4c phuong an nhit dinh, phan tir khang thé GCC 14 khang thé IgG1 ctia
nguoi khang GCC. Vi céc khéng thé nay chira lién két mong mubn vé6i phan tir GCC,
mdt khang thé bét ky trong sb cac khang thé nay c6 thé dugc chuyén isotyp d& dang dé
tao ra isotyp IgG4 ciia ngudi, vi du, trong khi van chira viing bién dbi twong tw (ma xéac
dinh tinh dac hiu va ai lyc cua khéng thé, trong chimg muc nhit dinh). Do d6, vi cac
khang thé (mg vién dugc tao ra ma dap ting cac thudc tinh "cu tric" mong mubn nhur
dugc thao ludn trén ddy, ching c6 thé thudng dugc cung cAp véi it nhét cac thudc tinh

“chtrc ning” bd sung nhét dinh dwgc mong mudn thong qua su chuyén isotyp.

Theo mdt phuong 4n, ving bién dbi hoic manh gin két khang nguyén ctia né c6
thé duoc ndi véi ving hing dinh (hodc manh cia né) khac véi ving hing dinh ma né
dugc tao ra véi, vi dy, ving héng dinh (hodc manh cia n6) ctua khang thé khac hodc
viing hing dinh téng hop (hodc manh ctia n6). Theo cac phuong én, ving hing dinh 1a
vung héng dinh cta IgG1 hodc IgG2 (hodc manh cla nd). Su thay dbi trinh tu c6 thé
dugc tao ra trong ving hing dinh hodc bién dbi dé thay d6i hoat tinh hiéu @ng ctia

phan tir khang thé.

Thiét k& va tao ra céc liéu phép khac

Céc khang thé duoc san xuit va duge md ta & day d6i v6i GCC cung cép thiét

ké vé& cac phuong thic chita bénh khéac bao gbm cac khang thé khéc, cac chit dbi
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khang khac hoidc cac gbc hoa hoc khac vé6i cac khang thé dwoc dé dang. Cac phuong
thirc nay bao gdm, khong gi6i han v& cac khang thé c6 hoat tinh ho#c chirc ning gin
két tuong tu, khéng thé chita bénh hitu ich, nhu céc khéng thé dic hiéu kép, céac thé
lién hop mién dich, va céc dugc chét dugc danh déu phong xa, tao nén cac peptit chira
bénh, cy thé 1a cac khang thé ndi bao (intrabody), va cic phan tir nhd. Hon nita, nhu
duogc thao ludn trén ddy, chirc ning hiéu tmg cta cic khang thé theo sang ché c6 thé
duoc thay dbi bang cach chuyén isotyp thanh IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4, IgD, IgAl,
IgA2, IgE, hodc IgM cho cic muc dich st dung chita bénh khac nhau.

D& cap dén dén cac khang thé dic hidu kép, cac khang thé dic higu kép co thé
duoc tao ra bao gém (i) hai khéng thé, mot khéng thé c6 tinh dic hiéu véi GCC va
khang thé kia 13 phéan tir thtr hai ma dugc tiép hop cling nhau, (ii) mot khéng thé c6
mdt chudi dic hiéu véi GCC va chudi thr hai dic hiéu voi phan tir thi hai, hodc (iii)
khéng thé chudi don c6 tinh dic hiéu déi véi GCC va phan tir con lai. Cac khang thé
dac hiéu kép nay co thé dugc tao ra sit dung cac k¥ thuat da biét. Vi dy, cc khang thé
ddc hi¢u kép cb thé dugc san xuét br?mg cach lién két chéo vé6i hai hodc nhiéu khéng
thé (c6 dang gidng nhau hodc c6 dang khac nhau). Cac chét lién két chéo thich hop
bao gdm cac chét 13 ¢6 hai chirc ning khéc nhau, c6 hai nhém phan (g khéc biét dugc
tach biét bing doan lién két thich hop (v du, m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysucxinimit este) hodc cé hai chirc ning gidng nhau (vi dy, disucxnimidyl
suberat). Cac doan lién két nay 1a sin c6 tir Pierce Chemical Company, Rockford, IL.
Ciing xem, vi du, Fanger et al. Immunomethods 4:72-81 (1994) va Winter and Harris
Immunol Today 14:43-46 (1993) and Wright et al. Crit. Reviews in Immunol. 12125-
168 (1992) va d& cap dén (iii) xem vi du, Traunecker et al. Int. J. Cancer (Suppl.)
7:51-52 (1992). Songsivilai & Lachmann Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990),
Kostelny et al. J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).

Ngoai ra, cac dang thé kapa ‘kappabodies” (IlL. et al. “Design and construction
of a hybrid immunoglobulin domain with properties of both heavy and light chain
variable regions” Protein Eng 10:949-57 (1997)), dang thé nhé “Minibody” (Martin et
al. EMBO J 13:5303-9 (1994), Patent My s6 5.837.821), dang dime ctia manh globulin
mién dich “diabody” (Holliger et al. Proc Natl Acad Sci USA 90:6444-6448 (1993)),
hoic “Janusins” (Traunecker et al. EMBO J 10:3655-3659 (1991) va Traunecker et al.
Int J Cancer Suppl 7:51-52 (1992)) c6 thé ciing dugc didu ché.
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Axit nucleic va polypeptit

Theo phuong 4n khac, sing ché dé cip dén cac trinh tur polynucleotit va
polypeptit ma hoéa hodc biéu hién cic phén tir khang thé dwoc mé ta & diy. Cac
polynucleotit ndy ma hoa ca hai viing bién ddi va 6n dinh ctia mdi phan tir chudi ning
va nhe, mic di cdc két hop khac c6 thé cing dwoc dy tinh béi sang ché phit hop véi
céc ché phidm duoc mb ta & ddy. Sang ché ciing du tinh cdc manh oligonucleotit c6
ngudn gbe tir cac polynucleotit dugc bdc 16 ndy va céc trinh ty axit nucleic bd trg véi

cac polynucleotit nay.

Céc polynucleotit c6 thé & dang ARN hozc ADN. Polynucleotit & dang ADN,
cADN, ADN hé gen, c4c chét turong tu axit nucleic va ADN tng hop 14 trong pham vi
cta sang ché. ADN c6 thé ciing 12 sgi dbi hodic soi don, va néu 14 sgi don, c6 thé 1a soi
mi hoéa (c6 nghia) hodc soi khéng ma hoa (ddi nghia). Trinh tw ma héa ma hoéa
polypeptit c6 thé 12 gibng vé6i trinh ty ma hoa duoc dé xudt & day hozc c6 thé 1a trinh
tu ma hoa khac biét ma héa trinh tw, do sy du thira hodic sy thodi bién ma di truyén, ma

hoéa polypeptit twong tw nhu ADN duoc d& xuét & day.

Trong cic phuong an dwgc d€ xuat, polynucleotit ma hda it nhat mdt vung bién
dbi chudi ning va it nhat mdt ving bién doi chudi nhe ciia sang ché, vi du, nhu duge

tom tit trong bang 4.

Sang ché cling bao gdm céc polynucleotit bién thé chira cac cai bién nhu su mét
doan, sy thay thé hoic sy bd sung polynucleotit, va sy cai bién polypeptit bt ky thu
duoc tir trinh ty polynucleotit bién thé. Polynucleotit theo sang ché c6 thé ciing c6
trinh ty m3 hoa ma 13 bién thé cia trinh ty m3 hoéa dugc dé xuét & day. Vi du,
polynucleotit bién thé c6 thé c6 it nhit 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% or
97% gidng véi polynucleotit duoc liét ké trong bang 4. Theo cic phuong 4n,

polynucleotit bién thé nay ma hoa phén tir khang thé khang GCC.

Sang ché dé cap tiép dén cac polypeptit 1a cic khang thé theo sang ché ciing
nhu cac manh, chit trong tr va cac din xuét cia cac polypeptit nay. Cac polypeptit
theo sang ché c¢6 thé 1 cac polypeptit tai t& hop, cac polypeptit dugc san xuét tw nhién
hodc cac polypeptit tdng hop. Manh, din xuit hodc chit twong ty ciia polypeptit theo
sang ché co6 thé 1a manh, din xuit hogic chét trong tu trong d6 mdt hoic nhiéu gdc axit

amin duoc thay thé bing gdc axit amin bao toan va khong bao toan (t6t hon 1a gbc axit
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amin b4o toan) va gdc axit amin dugc thay thé nay c6 thé hoic khong thé 1a gbc axit
amin dugc ma hoa bdi ma di truyén; hodc n6 c6 thé 1a géc axit amin trong d6 mot hodc
nhiéu gdc axit amin bao gdm nhém phén tir thé; hodic né c6 thé 1a gbe axit amin trong
d6 polypeptit nay dugc dung hop vé6i hop chét khac, nhu hop chit 1am gia ting thoi
gian ban huy cta polypeptit ndy (vi du, polyetylene glycol); hodc n6 c6 thé 1a gbe axit
amin trong d6 cac axit amin bd sung dwoc dung hop véi polypeptit ndy, nhu trinh tyr
dan diu hodc trinh ty tiét hodc trinh tu dwoc sir dung dé tinh ché polypeptit nay hodc
trinh ty tién protein. Cac manh, cic din xudt va chét twong ty nay 14 trong pham vi cia
sang ché. Theo céc khia canh khéac nhau, polypeptit theo sang ché 12 san phim duoc

tinh ché mot phin, hodc san phim tinh khiét

Polypeptit theo sang ché c¢6 thé c6 trinh ty axit amin ma 1 gidng véi trinh tu
axit amin cuia cdc khang thé dugc mo ta & day, vi dy, dugc tom t4t trong bang 2 hodc
3, hodc trinh tu khéac biét bdi cac bién ddi nhé do mot hodc nhiu thay thé axit amin.
Su bién ddi nay c6 thé 1a “sy thay dbi bao toan” thudong nim trong khoang tir 1 dén 5
axit amin, trong d6 axit amin dugc thay thé nay cé cAu tric hodc dic diém hoa hoc
tuong tu, vi du, sy thay thé leuxin bing isoleuxin hoic threonin bﬁng serin; su thay thé
lysin bang arginin hodc histidin. Nguoc lai, cac bién d6i c6 thé bao gdm céc su thay
d6i khong bao toan, vi du, su thay thé glyxin bang tryptophan. Cac bién dbi nhé tuwong
tu ¢6 thé cling bao gém loai bd hoic xen axit amin hodc ca hai. Huéng dan dé x4c dinh
gbc axit amin ndo va bao nhiéu géc axit amin c6 thé dugc thay thé, xen vao, hoic loai
b6 khong lam thay dbi hoat tinh sinh hoc hodic mién dich c6 thé duge tim théy str dung
cdc phdn mém mdy tinh dugc biét trong linh vuc, vi du phdn mém DNASTAR
(DNASTAR, Inc., Madison, Wis.).

Theo khia canh khéc, sang ché mo ta cac axit nucleic dugc phén lapva/hodc tai
t6 hop ma héa phan tir khang thé khang GCC. Theo céc phuong 4n, axit nucleic ma
héa mét hodc nhiu phéan tir khang thé, chudi ning, chudi nhe, ving bién d6i chudi
nhe, viing bién @i chudi ning, cic phén ciia cac chudi ning va cac chudi nhe cia céc
phan tir khang thé dugc md ta & ddy (vi du, manh ving bién dbi chudi nhe ma khi
dugc bat cip voi ving bién ddi chudi ning c6 chiéu dai ddy da 1a gin két khing
nguyén, hodc manh ving bién dbi chudi ning ma khi bit cap v6i ving bién dbi chudi
nhe chiéu dai ddy du 1 gin két khang nguyén), va cac CDR. Cac phuong 4n bao gdm

cac axit nucleic dugc bo tri trong cac vecto, vi du, céc vecto bi€u hién. Theo céc
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phuong an cu thé, sang ché bao gdm céc plasmit pTOK58D-5F9LC va pTOKS58D-
SF9HC. Hon nita, sang ché bao ham cac phan tir khang thé dugc san xut boi cac té
bao chu, vi du, biéu hién cac phan tir khang thé dugc ma hoa béi plasmit pTOK58D-
S5F9LC va pTOK58D-5F9HC.

Theo mdt phuong én, dé xuét vecto, vi du vecto biéu hién chira mot hodc ca
hai:

cac trinh ty ma3 hoa vung bién ddi chudi nhe, vi dy, céac trinh tu dugce liét ké
trong Bang 4, manh gan két khang nguyén cda nd, hodc mdt, hai hodc ba CDR cua

chudi nhe (va tily y ving khung), duge mé ta & ddy, vi dy, trong Bang 6; va

cac trinh ty ma héa ving bién ddi chudi nang, vi duy, céc trinh ty dugc liét ké
trong Bang 4, manh gin két khang nguyén cta nd, hoic mot, hai hoic ba CDR cua

chudi ning (va tiy y ving khung), dugc mé ta & ddy, vi du, trong Bang 6.

Theo c4c phuong 4n dwoc dé xuét, polynucleotit ma héa it nhat mot ving bién
d6i chudi ning hoic it nhat mot ving bién d6i chudi nhe cia cac khang thé theo sang
ché. Trong cic phuong 4n dugc @& xult, polypeptit c6 thé ma héa it nhdt mot ving

bién d6i chudi ning va mdt ving bién ddi chudi nhe ciia cac khang thé theo sang ché.
Theo mét phuong 4n, phan tir khang thé khang GCC chira mot hoic ca hai:

(a) viing bién ddi chudi nhe, hodc manh gin két khang nguyén cta né, dugc ma
hoa bing axit nucleic ma lai dudi cac didu kién ngiém ngit chon loc véi, (i) phan bd
sung cia trinh tu axit nucleic ma hoa phan tir khang thé khang GCC dugc mé ta & day,
vi du, trong Bang 4, hodc (ii) trinh tw axit nucleic bat ky ma hoa chudi nhe cia phan tir
khéng thé khang GCC theo sang ché, vi du, mot trong sb té bao lai cua ngudi duge
tham khdo & day, lympho bao chon loc, hodc cac khang thé chuot dugc tom tit trong

Bang 1 va2;va

(b) ving bién dbi chudi ning, hoic manh gin két khang nguyén ciia no, duoc
ma hoa bang axit nucleic ma lai dudi cac didu kién ngiém ngit chon loc vdi, (i) phin
b6 sung cua trinh tyr axit nucleic ma hoa phan tir khang thé khdng GCC dugc md ta &
day, vi du, trong Bang 4, hoic (ii) trinh tu axit nucleic bat ky ma héa chubi ning cia

phan tir khang thé khang GCC theo sang ché, vi du, mét trong sd té bao lai ciia ngudi
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duoc tham khao & day, lympho bao chon lgc, hodc cac khéng thé chudt duoc tom tit

trong Bang 1 va 2.

Theo mot phuong an, cac di€u ki¢n nghiém ngdt chon loc la céac didu kién

nghiém ngit cao hodc rat cao, vi du, nhu cac diéu kién dugc md ta & day.

Theo cac khia canh bd sung, khang thé hoic manh gin két khang nguyén chira
trinh ty axit amin cda trinh ty axit amin vung bién dbi chudi nhe cua khang thé dugc
ma hoa bang ADN c6 sb truy cidp ATCC PTA-8132. Theo cac khia canh bd sung khac,
khang thé hoic manh gin két khang nguyén chita trinh ty axit amin cda trinh ving
bién ddi chudi ning cia khang thé dugc ma héa bing ADN c6 sb truy cap ATCC
PTA-8132.

Sang ché ciing dé xuét cac vecto chira cac polynucleotit theo sdng ché, té bao
chit duge cai bién bang k¥ thuét di truyén bang cac vecto theo sang ché va san xuét

khéng thé theo sang ché bing ky thuat i t hop.

Trinh tw ADN thich hop ¢6 thé dugc xen vio trong vecto ndy bang cac quy
trinh khac nhau. Nhin chung, trinh tw ADN dugc xen vao trong cic vi tri endonucleaza
gidi han thich hgp bing cac quy trinh dd biét trong linh vyc ky thuat nay. Trinh tu
polynucleotit trong vecto biéu hién thudng dugc lién két linh hoat v6i trinh tu diéu
khién biéu hién thich hop (nghia 13, trinh ty ting cudng) didu khién su tong hop
mARN. Céc vi du v& céc trinh tw khéi ddu, bao gdbm nhung khong chi giéi han &, LTR
virut sarcoma Rous hoic trinh ty khéi ddu ctia, SV40 sém hodc mudn, trinh ty khéi
dau lac hodc trp cua E. coli, trinh ty khoi diu Py cta thuc khudn thé lambda va cac
trinh tu khoi ddu khac duoc biét dé diéu khién sy biéu hién céac gen trong céc té bao
chua ¢6 nhan dién hinh (vi du trinh ty khéi dAu, tac, T3, T7 cho E. coli) hojc nhén
chuin (VI du, trinh ty khéi dau xytomegalovirut, trinh tu khoi d4u mudn adenovirut,
trinh tu khoi ddu EF-1a) hodc cac virut cia ching. Vecto biéu hién ciing chtra vi tri
gén két ribosom cho su khoi d4u phién ma va trinh tu két thic dich ma. Vecto ndy c6
thé cling bao gém cac trinh ty thich hop dé khuéch dai su biéu hién. Vi dy, vecto nay
c6 thé chtra trinh tu ting cudng, 1a cac trinh ty ADN c6 ngudn gdc tir virut kich thich
su dich md, nhu céc gen c6 ngudn gbc tir virut & khi nhu SV40, virut polyoma,
xytomegalovirut, virut papilloma & bo hodc virut sarcoma Moloney, hodc diém khoi

d4u hé gen. Vecto ndy uu tién 1a cling chira diém khoi diu sao chép. Vecto niy ciing
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dugc xay dung dé chira diém khéi du sao chép ngoai lai hodc, nhu diém khoi dau sao
chép c6 thé c6 ngudn goc tir SV40 hodc ngudn virut khac, hodc bing co che sao chép

nhiém sic thé té bao chu.

Ngoai ra, cic vecto tuy y chita gen du chuén d& chon loc cac té bao chi dugc
chuyén nhiém nhu cdc gen diu chudn dihydrofolat reductaza cho phép chon loc
metotrexat trong nhiéu v4t chu khac nhau, hoic cic chét khang sinh, nhu gen (-
lactamaza (khang lai ampixillin), gen Tet (dé khang tetraxyclin) dugc sit dung trong
céc t& bao chwa c6 nhan dién hinh hodc neomyxin, GA418 (genetixin, din Xuét
neomyxin) gpt (axit mycophenolic), ampixillin, hodc cac gen khang hygromyxin, hodc
céc gen bd sung vao ton thwong di truyén ctia t& bao chit nhu khi khong c6 thymidin
kinaza, hypoxantin phosphoribosyl transferaza, dihydrofolat reductaza, v.v.. Cac gen
ma héa san phdm gen ctia céc dAu chuin dinh dudng thu dong ctia vat chu (vi du,

LEU2, URA3, HIS3) thuong dugc st dung lam céac dAu chuén chon loc trong ndm men.

Pé thu duogc cac khang thé theo sang ché, mot hogic nhiéu trinh tu polynucleotit
ma hoa cac ving bién ddi chudi niing va nhe va céc ving hing dinh chudi ning va nhe
ctia cac khang thé theo séng ché nén dugc dua vao trong vecto. Trinh ty polynucleotit
m3 hoa cac chudi nhe va ning cta cac khang thé theo sang ché c6 thé duge dua vao

trong mdt hodc nhiéu vecto va sau d6 dugc dua vao trong cac t€ bao chu.

Céac vecto biéu hién thich hop dé biéu hién trong cac té bao dong vat c6 v bao
gbm, vi dy, pCDMS8, pCDNA1.1/amp, pcADN3.1, pR¢/RSV, pEF-1 (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA), pCMV-SCRIPT, pFB, pSGS5, pXT1 (Stratagene, La
Jolla, CA), pCDEF3 (Goldman, L.A., et al., Biotechniques, 21:1013-1015 (1996)),
pSVSPORT (GIBCO division of Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), pEF-
Bos (Mizushima, S., et al., Nucleic Acids Res., 18:5322 (1990)), Bicistronic GPEX®
Retrovector (Gala Biotech, Middleton, WI) va vecto tuong tu. Cac vecto biéu hién
thich hop dé st dung trong céc vat chli biéu hién khac nhau, nhu cac té bao chua c6
nhan dién hinh (E. coli), cac té bao con tring (cac té bao Drosophila Schnieder S2,
Sf9) va ndm men (P. methanolica, P. pastoris, S. cerevisiae) 1a cling c6 san. Cac vecto
dién hinh 1a pLKTOKS58 (trinh tu Fc IgG1 kiéu dai) va pLKTOKS59 (trinh tw Fc IgG1
d6t bién) (xem cong bd don yéu ciu cp Patent My s6 20060147445).
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Nhu s& duge hiéu, cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc bidu hién trong cic
dong té bao khong phai 1 cac dong té bao lai. Céc trinh tr ma hoa cADN hoic dong
v tinh hé gen cho cac khang thé cu thé c6 thé dugc sir dung cho céc té bao chu dong
vét ¢6 vi hodc khong phai dong vat ¢ va thich hop. Su bién nap c6 thé bang phuong
phép da biét bat ky dé dwa cac polynucleotit vao trong té bao chu, bao gbm, vi du déng
g6i polynucleotit trong virut (hodc vao trong vecto virut) va tai nap t& bao chi véi
virut (hodc vecto) hodic bing céc quy trinh chuyén nhidm duoc biét trong linh vure k¥
thuat nay, dé dua cac polynucleotit khéac loai vao trong cac té bao dong vat cé v, vi
du, chuyén nhiém qua trung gian dextran, két tia canxi phosphat, chuyén nhim qua
trung gian polybren, dung hop protoplast, dién chuyén, déng goi (cac) polynucleotit
vao trong cac liposom va vi tiém truc tiép phan tt ADN. Quy trinh bién nap dugc sir
dung phu thudc vio té bao chi dugc bién nap. Cac phwong phip dé dua cac
polynucleotit khac loai vao trong té bao dong vat c6 va duoc biét trong linh vuc k§
thuat ndy va bao gdm nhung khong chi gi6i han &, sy chuyén nhiém qua trung gian
dextran, sy két tia canxi phosphat, chuyén nhiém qua trung gian polybren, dung hop
protoplast, dién chuyén, sy ban pha hat, bao nang (c4c) polynucleotit trong céc

liposom, c4c thé lién hop peptit, dendrime, va vi tiém truc tiép ADN vao trong nhén.

Theo khia canh khéc, sang ché md ta, cac t& bao chu chira axit nucleic dugc méb
t4 & day. Theo cac phuong an, t& bao cha biéu hién phéan tir khang thé, hoic thanh phin
cia né dugc mé ta ¢ déy. Do do, phuong an nita dé xuit phuong phép tao ra phéan tir
khang thé, vi du phan tir khang thé khang GCC dugc md ta & day, vi du phéan tir khang
thé ctia ngudi hodc 1am cho gibng nhu ciia ngudi bao gdm duy tri t& bao chii nay dudi
cac didu kién thich hop dé bidu hién, nhd d6 (cac) chudi globulin mién dich dugc biéu
hién va phan t khang thé duoc tao ra. Phuong 4n nita dé xuét té bao chu chira céac
vecto biéu hién truée d6 bit ky ma héa céc trinh ty khang thé chudi nhe va ning bét
ky. Té bao chu c6 thé 13 té bao nhan chudn, vi dy, té bao déng vat c6 vi, t& bao con
trung, té bao ndm men, hodc té bao chua c6 nhan dién hinh, vi du, E. coli. Vi dy, té bao
dong vat ¢ vi c6 thé 1a té bao nudi ciy hoic dong té bao. Céac té bao dong vét c6 vu
dién hinh bao gdm cac dong té bao lympho bao (vi du, NSO0), cic té bao tring cia
chudt ddng Trung Québc (Chinese hamster ovary-CHO), cac t& bao COS. Theo cic
phuong 4n cu thé, t& bao cha nudi cdy 1a t& bao COS chira cac trinh tu axit nucleic ma

hoa phan tir khang thé 5F9. Theo phuong 4n khéc, té bao chu 13 khdi té bao lai 5F9
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(PTA-8132). Hon nita, cic t€ bao bao gém cac t& bao nodn bao, va céc té bao tir dong
vat chuyén gen, vi duy, té bao bidu mod dong vét c6 vu. Vi du, céc axit nucleic ma hoa
phan tir khang thé dugc md ta & dy c6 thé dugc biéu hién trong dong vét chuyén gen'
khong phai 1a ngudi.

Céc dong té bao dong vat c6 va s&n c6 1a vat chu dé bidu hién dugc biét trong
linh vire k¥ thuét nay va bao gdm nhiéu dong té bao bét tir sn c6 tir Bao tang luu giit
gibng My (ATCC), bao gdm nhung khong chi giéi han &, cic t& bao trimg ciia chudt
ddng Trung Quéc (Chinese hamster ovary-CHO), céc té bao NSO, céc té bao Hela,
céc té than cia chudt déng nhé (baby hamster kidney-BHK), céc té bao than caa chudt
(COS), céc té bao caxinoma té bao gan ctia ngudi (vi du, Hep G2), va mot sé dong té
bao khéac. Céc té bao khong phai cua dong vat c6 via, bao gdm nhung khong chi gi6i
han &, vi khudn, nAm men, c6n tring va thuc vat c6 thé cling dugc st dung dé biéu
hién céc khang thé tai t8 hop. Su phét sinh dot bién truc tiép diém ctia mién CH2 cta
khang thé dé loai bé su glycosyl hoa c6 thé duge wu tién dé ngin ngilra su thay dbi tinh
sinh mién dich, dugc dong hoc, va/hodc cac chirc ning hidu Gng thu dugc tir su
glycosyl hoa khong phai cua ngudi. Cac phuong phap biéu hién dugc chon bang cach
xéac dinh hé théng tao ra mirc biéu hién cao nhét va san xuét khang thé c6 cac dic diém

lién két GCC co dinh.

Phuong 4n khac nita d& xuit phuong phép san xudt phan tir khang thé khang
GCC, vi du phan tir khang thé ctia nguoi hoic 1am cho gidng nhu cta ngudi, bao gbm
duy tri té bao chu chua céc axit nucleic duge mé ta & day, vi du., mot hodc nhiéu trinh
tu axit nucleic duogc li¢t ké trong Bang 4 hodc 6, dudi céc diéu kién thich hop dé biéu
hién globulin mién dich, nho d6 cac chudi globulin mién dich, dugc biéu hién va phan
tir khang thé, vi dy, phén tir khang thé ciia ngudi hodc gibng nguoi lién két véi GCC,
hodc manh hodc bién thé ciia né duoc san xuét. Vi du, cac phwong phép biéu hién cac
phan tir khang thé bao gdm sir dung cac té bao chil trong d6 phan tir axit nucleic tai tb
hop thtr nhit ma héa phan tir khang thé, vi du chudi nhe khang thé ctia ngudi hogc 1am
gibng nhu ctia ngudi, va phén tir axit nucleic tai td hop thir hai ma héa phan tir khang
thé, vi du, chudi ning khang thé ctia ngudi hodc lam gidng nhu ciia ngudi, duge chira
trong mot vecto biéu hién duy nhat. Theo cic phwong 4n khic, chiing & trong cac

vecto tach biét. Phuong phép nay c6 thé gdm thém buéc phan tich hoic thu hoi khang
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thé, manh gin két khang nguyén cia khang thé, chudi khang thé hodc manh gin két

khang nguyén cda chuoi khang thé, néu mudn.

Vi dy, phén tir axit nucleic (nghia la, mot hodc nhidu phan tr axit nucleic) ma
hoa cac chudi ning va nhe cia khang thé ciia nguoi lién két véi protein GCC , hoic
chu tric biéu hién (nghia la, mot hodc nhiéu cdu tric) chira (cic) phan tir axit nucleic
ndy, c6 thé dugc dua vio trong té bao chii thich hgp dé tao nén té bao chu tai td hop sur
dung phuong phap bét ky thich hop dbi véi té bao chi duge chon niy (vi du, bién nap,
chuyén nhiém, xung dién, 1ay nhiém), sao cho (cac) phan tit axit nucleic dugc lién két
linh hoat v4i mot hodc nhiéu yéu t§ didu khién sy biéu hién (vi du, trong vecto, trong
chu truc duoc tao ra bing cac quy trinh xir 1y trong té bao, dugc xen vio trong hé gen
té bao cht). Té bao chu tai t& hop thu dugc cb thé duge duy tri duéi cac didu kién
thich hop dé biéu hién (vi dy, trong sy c6 mit cia chit cam tmg, trong dong vét khong
phai 1a ngudi thich hgp, trong mdi trudng nudi cly thich hop dugc bd sung cac mubi
thich hop, cac yéu tb sinh trudng, cic chit khang sinh, céc chét bd sung dinh dudng,
v.v.), nho do tao ra (cac) polypeptit dwge ma hoa. Néu muén, protein dugc mi héa co
thé dugc phan tach hodc thu hdi (vi du, tir ddng vét, t€ bao chii, mdi trudng, sita). Quy
trinh nay bao gdm sy bidu hién trong té bio vat chi ciia dong vat chuyén gen khong

phai 1a nguoi (xem, vi du, WO 92/03918, GenPharm International) hodc thyc vét.

Hon nita, sy biéu hién céc khang thé theo sang ché (hodc cac gbc khac ciia no)
tir cdc dong té bao san xuét c6 thé duge ting cudng st dung mot s6 k¥ thuat da biét. Vi
du, cac hé biéu hién gen glutamin synthetaza vd DHFR 1a c4c phuong phap thong
thuong dé tang cudong biéu hién dudi cac didu kién nhit dinh. Céc dong té bao vo tinh
biéu hién cao c6 thé dugc xac dinh st dung céc k¥ thuat thong thudng, nhu tich dong
v0 tinh pha lo3ng gidi han, cong nghé Microdrop, hodc cac phuong phép khac bét ky
da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. H¢ théng GS duoc thao ludn toan by hodac mot
phin lién quan dén Patent Chau Au s 0 216 846, 0 256 055, va 0 323 997 va don yéu
ciu cAp Patent Chau Au s6 89303964.4.

Trong cac hé dién hinh dé biéu hién t4i t6 hop khang thé dugc cai bién, hoic
phin gin két khang nguyén clia né, theo sang ché, vecto biéu hién tai td hgp ma hoa ca
hai chudi ning khang thé va chudi nhe khang thé dugc dwa vao trong cac té bao dhfr-
CHO bang cach chuyén nhiém qua trung gian canxi phosphat. Trong vecto biéu hién

t4i td hop, cac gen chudi ning va nhe khang thé mbi gen nay dugc lién két linh hoat
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v6i trinh ty ting cudng/cac yéu t§ didu hoa trinh ty khoi du (vi du, c6 ngudn gdc tir
SV40, CMV, adenovirut va virut twong ty, nhu trinh tu tdng cuong CMV/yéu té diéu
hoa trinh tu khéi ddu AIMLP hoic trinh tu ting cudong SV40 /yéu t6 didu hoa trinh tu
khéi ddu AJMLP) dé diéu khién cic mic phién mi cao clia cic gen ndy. Cac vecto
biéu hién t4i td hop cling mang gen DHFR, ma cho phép chon loc cac té bao CHO da
dugce chuyén nhiém vecto ndy sit dung su chon loc metotrexat /khuéch dai. Céac té bao
cht bién nap chon loc dugc nudi céy dé cho phép biéu hién cac chudi ning va nhe
khang thé va cic khang thé nguyén ven dugc thu hdi tir mdi truong nudi cdy. Céac ky
thuét sinh hoc phén tur chuén dugce st dung dé tao ra vecto biéu hién tai t6 hop, chuyén
nhidm cac t& bao chuln, chon loc cac thé bién nap, nudi cly cac té bao chu va thu hdi
khang thé tir mdi trudng nudi céy.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé cling dugc san xuit bang cach chuyén gen
thong qua viéc tao ra dong vat hodc thuc vt chuyén gen céc trinh tw chudi ning va
nhe globulin mién dich quan tdm va san xult khang thé & dang c6 thé thu hoi tir do.
Lién quan dén san xuét chuyén gen & dong vat c6 vi, cac khang thé c6 thé dugc san
xuét trong, va duoc thu hoi tir, sita dé, bo, hodc cac dong vat c6 vi khac. Xem, vi du,
Patent M§ s6 5.827.690, 5.756.687, 5.750.172, va 5.741.957.

Céc khang thé, cdc manh gin két khang nguyén, céc chudi khang thé va céac
phén gén két khang nguyén cia n6 dugc md ta & day co thé ciing dwoc san xuét trong
hé théng biéu hién in vitro thich hop, bang tdng hop héa hoc hodc cac phuong phap
thich hop khac bat ky.

Protein dung hop va cac thé 1ién hop mién dich

Céc khang thé khang GCC dugc md ta & ddy co thé duogc lién két vé mit chic
ning bing phuong phép thich hop bat ky (vi du, nbi héa hoc, dung hop di truyén, lién
két khong ddng héa tri hoiic phuong phép khac) voi mot hodc nhiéu thuc thé phan tir
khong phai khang thé.

Céac protein dung hop co thé dugc tao ra trong d6 phan t khang thé khang
GCC nhu duge md ta & day va gdc khong phai khang thé 1a cac thanh phén cia mot
chudi polypeptit lién tuc. Gbc khoéng phai khing thé c6 thé dugc dit & dau tan cing N,
dAu tan cing C, hoic bén trong gdc phan ti khang thé. Vi dy, mot sé phuong an c6 thé

c6 thé dugce san xuit bing cach xen axit nucleic ma hoa trinh ty globulin mién dich
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vao trong vecto biéu hién thich hop, nhu vecto pET (vi du, pET-15b, Novagen), vecto
thuc khuén thé (vi du, pCNATAB 5 E, Pharmacia), hodc vecto khéc, vi dy, vecto dung
hop Protein A pRIT2T, Pharmacia). CAu tric thu duge c6 thé duoc bidu hién dé san
xuét chudi khang thé chira gbc khong phai khang thé (vi dy, dudi Histidin, dudi E,
hodic ving lién két IgG Protein A). Céc protein dung hop c6 thé dugc phan tach hodc
duoc thu hoi sir dung k§ thuat thich hop bét ky, nhu sic ky sir dung chit nén 4i Iuc
thich hop (xem, vi du, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M et al.,
eds., Vol. 2, Suppl. 26, pp. 16.4.1-16.7.8 (1991)).

Sang ché dé xuét cac phan tir khang thé khang GCC ma hudng dén va theo cac
phuong 4n dugce ndi nhap vao trong cac t€ bao. Chung c¢6 kha ning phan phdi cc dugc
chét hoic céc chét c6 thé phat hién dén hodc vao trong cac té bao biéu hién GCC,
nhung khong dén hodc vao trong céc té bao trong d6 dich nay khong duoc biéu hién.
Do d6, sang ché ciing @& xuét cac thé lién hop mién dich khang GCC gdm phan tir
khang thé khang GCC nhu dugc md ta & ddy, dugc tiép hop véi duge chét hodc chat
c6 thé phat hién. Theo céc phuong 4n, 4i luc di véi GCC cia thé lién hop mién dich
khang GCC it nhét 12 10, 25, 50, 75, 80, 90, ho#ic 95% 4i luc so v6i khang thé khong
duge tiép hop. Diéu nay c6 thé dugc xac dinh st dung GCC bé& mit té bao hoic GCC
phan téch. Theo mét phwong 4n, phan tir khang thé khang GCC, vi du, thé lién hop
mién dich, ¢6 LD50, nhu dugc xac dinh boi thir nghiém duge mo ta & diy, nho hon
1.000, 500, 250, 100, hodc 50 pM.

Phén tit khang thé khédng GCC c6 thé dugc cai bién dé dong vai trd 1am thé lién
hop mién dich st dung cac k¥ thuat dugc biét trong linh vuc k¥ thuit nay. Xem vi du,
Vitetta Immunol Today 14:252 (1993). Ciing xem Patent My s§ 5.194.594. Pidu ché
céc khang thé dugc danh ddu phéng xa c6 thé ciing dugc didu ché d& dang st dung cac
ky thuat dugc biét trong linh vyc k¥ thuat ndy. Xem vi du, Junghans et al. in Cancer
Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2d edition, Chafner and Longo, eds.,
Lippincott Raven (1996)). Ciing xem Patent My sb 4.681.581, 4.735.210, 5.101.827,
5.102.990 (U.S. Re. Pat. No. 35,500), 5.648.471, va 5.697.902.

Theo mot sb phuong 4n, phan tir khang thé va gbc khong phai 1a khing thé
dwoc ndi voi nhau bing doan lién két. Theo cac phuong én nay, thé lién hop mién dich

c6 cong thuc (I):

- 68 -



21857

tes),

AD 12 phén tir khang thé khang GCC dugc md ta & day;

)
Trong d6,

X 1a gbc nbi Ab va Z, vi du, gbc doan lién két duge mé ta & ddy sau khi lién két

ddng hoa tri vi mot hodc ca hai Ab va Z;
Z 1a dugc chit hoic chit danh déu; va
m ndm trong khoang tir 1dén 15.

m thay dbi 1a s6 cac gbc —X-Z cho mdi phan tir khéng thé trong thé lién hop
mién dich cé cong thirc (I). Theo cac phuong 4n khéc nhau, m nim trong khoang tir 1
dén 15, tir 1 dén 10, tir 1 dén 9, tir 1 dén 8, tir 1 dén 7, tir 1 dén 6, tir 1 dén 5, tir 1 dén
4, tir 1 dén 3, hodc tir 1 dén 2. Theo mdt s6 phuong 4n, m nim trong khoang tir 2 dén
10, tir 2 dén 9, tir 2 dén 8, tir 2 @én 7, tir 2 @én 6, tir 2 dén 5, tir 2 dén 4 hodc tir 2 dén 3.
Theo cac phuong an khac, m1a 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6. Trong cac ché phém chtra nhiéu thé
Jién hop mién dich c6 cong thirc (I), m 1a sb6 gbc —X-Z trung binh cho mdi Ab, ciing
dugc dé cap 1a luong tai nap dugc chét trung binh. Luwong ti nap dugc chét trung binh
¢6 thé ndm trong khoang tir 1 dén 15 gbc —X-Z cho mdi Ab. Theo mdt s6 phuong 4n,
khi m 1a lwong tai nap dwgc chit trung binh, m 13 khoang 1, khoang 2, khoang 3,
khoang 4, khoang 5, khoang 6, khoang 7, hodc khoang 8. Theo cac phuong an dién
hinh, m ndm trong khoang tir 2 dén 8. Theo mot phuong an, m 13 khoang 8. Theo
phuong 4an khéc, m 1a khoang 4. Theo phuong 4n khac, m 1a khoang 2.

S6 cac gbe —X-Z trung binh cho mdi Ab c6 thé dugc mo ta bing cic phuong
phép thong thudng nhu quang phd khéi, thir nghiém ELISA, va HPLC. Su phéan b
dinh luong cac thé lién hop mién dich duéi dang m ¢6 thé cling dugc x4c dinh. Trong
mot s6 truong hop, tach, tinh ché, va mod ta dic diém cac thé lién hop mién dich ddng
nhét trong d6 m 1a gia tri nhét dinh, nhu duoc phan biét véi cac thé lién hop mién dich
¢6 lwong tai nap dugc chét khéc, c6 thé dat dugc bing phuong phap nhu HPLC pha

nguogc hodc dién di.
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Céc thé lién hop mién dich ¢ cong thirc (I) c6 thé tdn tai & dang cac hdn hop,
trong d6 mdi thanh phan ctia hdn hop nay ¢ cic gia tri m khac nhau. Vi dy, thé lién
hop mién dich ¢ cong thirc (I) c6 thé ton tai & dang hdn hop gém hai thanh phan thé
lién hop mién dich tach biét: mot thanh phéan thé lién hop mién dich trong d6 m 12 7, va

thanh phan thé lién hop mién dich con lai trong d6 7 13 8.

Theo mdt phuong 4n, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I) ton tai & dang hén
hop gdm ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich

tach biét nay tuong ing 1a 1, 2, va 3.

Theo mot phuong én, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (1) tOn tai & dang hén
hop gb6m ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich

tach bi¢t nay tuong ing 1a 3, 4, va 5.

Theo modt phuong an, thé lién hop mién dich c6 cdng thie (1) ton tai & dang hén
hop gdm ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich

tach bi¢t ndy tuong ing 1a 5, 6, va 7.

Theo mdt phwong 4n, thé lién hop mién dich ¢ cong thire (I) ton tai & dang hdn
hop gbdm ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hgp mién dich

tach bi¢t nay tuong tng la 7, 8, va 9.

Theo mét phuong 4n, thé lién hgp mién dich ¢6 cong thic (1) tdn tai & dang hén
hop gém ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich
tach biét nay tuong tng 1a 9, 10, va 11.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I) tn tai & dang hdn
hop gém ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich
tach biét nay tuong ing la 11, 12, va 13.

Theo mdt phuong 4n, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I) ton tai & dang hdn
hop gdm ba thé lién hop mién dich tach biét, trong d6 m cho ba thé lién hop mién dich
tach bi€t nay tuong img 1a 13, 14, va 15.

Nhiéu doan lién két thich hop khac nhau (vi du, cic chét phan tng hai chirc
ning khac nhau dé ndi phan tir khang thé v6i dwoc chat hodc chit danh ddu) va cac
phwong phép didu ché cac thé lién hop mién dich duoc biét trong linh vure k¥ thuat nay
(Xem, vi du, Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992).) Doan lién két co thé
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phan giai, vi du, dudi cac diéu kién sinh ly, vi du, duéi cac didu kién noi bao, sao cho
s phan giai doan lién két 1am giai phéng duge chét nay (dwgc chét hodc chét danh
diu) trong moi trudng ndi bao. Theo céc phuong 4n khac, doan lién két khong thé

phan giéi, va dugc chit duoc giai phong, vi du, bang cach thodi hoa khang thé.

Doan lién két c6 thé dugce lién két voi nhom phan tng héa hoc trén gbc khang
thé, vi du, v6i nhém amino, imino, hydroxyl, thiol hodc carboxyl tu do (vi du, véi dau
tn cung N- hodc C-, v6i nhdm amino epsilon ciia mot hodc nhidu gbc lysin, nhém axit
carboxylic ty do cia mdt hodc nhiéu géc axit glutamic hodc aspartic, hodc véi nhom
sulfhydryl cia mdt hodc nhidu gdc xysteinyl). Vi tri ma doan lién két duoc lién két véi
c6 thé 1a gbe co trong tw nhién trong trinh ty axit amin cia gbc khang thé hodc no c6
thé dugc dua vao trong gbc khang thé, vi du, bang k¥ thuat tai td hop ADN (vi du,
bing cach dua vi tri phan cit xystein hodc proteaza trong trinh tu axit amin) hodc bang

hoéa sinh protein (vi du, khir, diéu chinh pH hozc phan giai protein).

Mot trong s& cac phuong phap ndi ddng hoa tri khéng dic hiéu dugce st dung
thong thuong nhét 13 phan Gng carbodiimit dé néi nhém carboxy (hodc amino) ctia hgp
chét v6i cac nhom amino (hodc carboxy) cia phan tir khang thé. Hon nita, céc chat c6
hai chirc ning nhu céc dialdehyt hodc imidoeste dd dugc sir dung dé néi nhém amino
ctia hop chit v6i cac nhém amino ctia phan tir khang thé. Ciing sén c6 dé nbi cac dugc
chét v6i cac phén tir khang thé 12 phan ting bazo Schiff. Phuong phap nay bao gbm su
oxy hoa periodat cua dugc chét chira cac nhém glycol hodc hydroxy, do d6 tao thanh
aldehyt ma sau d6 cho phan ung véi phan tir khang thé. Viéc nbi dién ra théng qua su
tao thanh bazo Schiff v4i cdc nhém amino cia phén tir khang thé. Isothioxyanat c6 thé
cling dugc st dung lam céc chét nbi dé ndi ddng hoa tri cac duoc chét v6i phan tir
khang thé. Céc k§ thuét khac duoc biét ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh

vuc k¥ thudt nay va trong pham vi cla sang ché nay.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, chit trung gian 14 tién chét ciia doan lién két
(X), phan Gng véi duge chét (Z) dué6i cac didu kién thich hop. Theo c4c phuong én
nhét dinh, cdc nhém phan tng duge sit dung trén dugc chét va/hodc chit trung gian.
San phém cta phan tng ndy gitta dugc chat va chit trung gian, hodc dugc chit dugc
tao dan xudt, sau d6 dugc cho phan tng véi phan tir khéng thé duéi cac didu kién thich

hop.
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Céc thé lién hop mién dich ¢6 thé dugc tinh ché tir cic chét phan ting bang céch
st dung cac phuong phap dugce biét nhidu d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt nay, vi du sic ky cot (vi du, séc ky &i lyc, sic ky trao dbi ion, loc gel,
sic ky tuong tac ky nudce), su thdm tach, siéu loc hodc két tua. Thé lién hop mién dich
¢6 thé duoc danh gid bing cach st dung cic phuong phdp dugc biét nhidu dbi véi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuft ndy, vi du, SDS-PAGE, quang

pho khoi, hodc dién di mao dan.

Theo mdt sb phuong an, doan lién két c6 thé bi phan giai bing chét phan giai c6
mit trong moi truong ndi bao (vi du, trong ti€u thé “lysosom” hodc thé ndi bao
“endosom” hogc hdc nhé “caveolea”). Poan lién két c6 thé 1a vi dy doan lién két
peptidyl ma dugc phan giai bdi enzym peptidaza hodc proteaza ndi bao, bao gom,
nhung khong chi giéi han &, proteaza cia lysosom hodc endosom. Theo mot 5O
phuong 4n, doan lién két peptidyl c6 chidu dai it nhét 12 hai axit amin hoic ¢6 chiéu
dai 7t nhét 13 ba axit amin. Céc chit phan giai c6 thé bao gbm cathepsin B va D va
plasmin, tit ca chiing duoc biét 1a dé thuy phéan céc din xuét duogc chét dipeptit dan
dén su giai phéng duge chét hoat tinh vao bén trong té bao dich (xem, vi du,
Dubowchik and Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123). Dién hinh nhét 1a cac
doan lién két peptidyl ma c6 thé phén giai bdi cdc enzym c6 mit trong té bao biéu hién
GCC. Vi du, doan lién két peptidyl c6 thé phan giai bing proteaza cathepsin-B phu
thudc thiol, ma dugc biéu hién nhiéu trong cac mo bi ung thu, c¢6 thé dugc sir dung (vi
du, doan lién két Phe-Leu hoic Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO:319)). Céac vi du khéac
v& cac doan lién két nay duge md ta vi du trong Patent My s6 6.214.345, dugc dua vao
day bang cach vién din toan bd ndi dung ciia n6 va cho t4t ca cac muc dich. Theo céc
phuong 4n cu thé, doan lién két peptidyl co6 thé bi phan giai bang proteaza ndi bao 1a
doan lién két Val-Cit hogc doan lién két Phe-Lys (xem, vi du, Patent My s6 6.214.345,
mo ta viéc téng hop doxorubixin cé doan lién két val-cit). Mot hitu ich khéc cua viéc
st dung su giai phong thuy phéan protein ndi bao dugc chit d6 1a duoc chét thuong bi
giam hoat tinh khi tiép hop va cac 4n dinh trong huyét thanh clia cac thé lién hop nay

thuong la cao.

Theo cac phuong an khéac, doan lién két c6 thé phan giai 12 nhay véi pH, nghia
la, nhay v6i sy thuy phén & cac gia tri pH nhét dinh. Dién hinh 13, doan lién két nhay

v6i pH c6 thé thily phan dui céc didu kién axit. Vi dy, doan lién két khong bén véi
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axit c6 thé thay phan trong lysosom (vi du, hydrazon, semicarbazon,
thiosemicarbazon, cis-aconitic amit, orthoeste, axetal, ketal, hodc chét twong tu) c6 thé
duogc st dung. (Xem, vi du, Patent My s6 5,122,368; 5,824,805; 5,622,929; Dubowchik
and Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123; Neville et al., 1989, Biol. Chem.
264:14653-14661.) Cac doan lién két nay 1a twong dbi én dinh duéi cac diéu kién pH
trung tinh, nhu cic didu kién pH trong méu, nhung khong 4n dinh & dudi pH 5,5 hoic
5,0, pH x4p xi ciia lysosom. Theo cac phuong &n nhit dinh, doan lién két c6 thé thay
phan 1a doan lién két thioete (nhu, vi du, thioete dugc g'c"m v6i dugce chét thong qua lién
két axylhydrazon (xem, vi du, Patent M s6 5.622.929).

Theo cac phuong én khéc nita, doan lién két c6 thé phén giai dudi cac didu kién
khir (vi du, doan lién két disulfua). Nhidu doan lién két disulfua dugc biét trong linh
vuc k¥ thuat nay, bao gbm vi duy, cac doan lién két disulfua c6 thé duoc tao thanh sir
dung SATA  (N-sucxinimidyl-S-axetylthioaxetat), ~SPDP  (N-sucxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)propionat), SPDB (N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)butyrat) va SMPT
(N-sucxinimidyl-oxycarbonyl-alpha-metyl-alpha-(2-pyridyl-dithio)toluen, =~ SPDB  va
SMPT (Xem, vi du, Thorpe et al., 1987, Cancer Res. 47:5924-5931; Wawrzynczak et
al., In Immunoconjugates: Antibody Conjugates in Radioimagery and Therapy of
Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. Press, 1987. Cling xem Patent My 56 4.880.935.)

Theo phuong an cu thé khac nita, doan lién két 1a doan lién két malonat
(Johnson et al., 1995, Anticancer Res. 15:1387-93), doan lién két maleimidobenzoyl
(Lau et al., 1995, Bioorg Med Chem. 3(10):1299-1304), hodc chét twong ty 3’-N-amit
(Lau et al., 1995, Bioorg-Med-Chem. 3(10):1305-12).

Theo mdt phuong an, don vi doan lién két khong phén giai dugc va dugc chét
dugc giai phong do sy thodi hoéa khang thé. (Xem vi dy, Cong bb don yéu ciu cip
Patent My s6 20050238649 dugc dua vao day bang cach vién din toan bd ndi dung
clia n6 va cho tit ca cac muc dich).

Dién hinh, doan lién két hiu nhu khong nhay cam véi moi trudng ngoai bao.
Nhu dugc st dung & ddy, “hdu nhu khong nhay cam véi moi trudng ngoai bao,” trong
pham vi doan lién Kkét, nghia 13 khong nhiéu hon khoang 20%, thuong 1a khong nhiéu
hon khoang 15%, dién hinh hon khong nhiéu hon khoang 10%, va ciing dién hinh hon
khéng nhiéu hon khoang 5%, khong nhiéu hon khoang 3%, hodc khong nhiéu hon
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khoang 1% doan lién két, trong mAu thé lién hop mién dich, bi phan gidi khi thé lién
hop mién dich c6 mit trong mdi trudng ngoai bao (vi du, trong huyét twong). Liéu
doan lién két c6 hdu nhu khéng nhay cam véi mdi trudng ngoai bao hay khong c6 thé
duge xac dinh, vi dy, bing cach U thé lién hop mién dich véi huyét trong trong khoang
thoi gian duge xac dinh trude (vi du, 2, 4, 8, 16, hodc 24 giv) va sau d6 dinh luong

lwong duge chét ty do ¢6 trong huyét twong.

Theo c4c phwong 4n duy nhét, khong twong hd khac, doan lién két thuc diy su
ndi nhap té bao. Theo cic phuong 4n nhét dinh, doan lién két thic ddy sy ndi nhap té
bao khi duoc tiép hop voi chét chita bénh hoic chit danh d4u (Z). Theo cac phuong an
khac nita, doan lién két thuc ddy sy ndi nhép té bao khi duoc tiép hop véi ca hai gbc Z
va phén tir khang thé khang GCC.

Nhidu doan lién két dién hinh khac nhau ma c6 thé duoc st dung véi cac ché
phidm va phuong phép ndy dugc md ta trong WO 2004-010957, cong bb don yéu cau
cAp Patent My s6 20060074008, cong bd don yéu cdu cép Patent My s6 20050238649,
va cong bd don yéu ciu cip Patent My s6 20060024317 (mdi tai lidu duge dua vao

day bang cach vién din toan bo ndi dung ctia né va cho tat ca cdc muc dich).

Vi du v& céc doan lién két co thé duoc sir dung dé két hop phén tir khang thé
v6i tac nhan diéu tri hodc chit danh ddu bao gém, vi du, maleimitocaproyl (mc);
maleimitocaproyl-p-aminbenzylcarbamat;  doan ndi  maleimitocaproyl-peptit-
aminbenzylcarbamat, vi du, maleimitocaproyl-L-phenylalanin-L-lysin-p-
aminbenzylcarbamat va maleimitocaproyl-L-valin-L-xitrulin-p-aminbenzylcarbamat
(vc); N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)proprionat (cling dugce goi 1a N-sucxinimidyl
4-(2-pyridyldithio)pentanoat hoic SPP); 4-sucxinimidyl-oxycarbonyl-2-metyl-2-(2-
pyridyldithio)-toluen (SMPT); N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP);
N-sucxinimidyl 4-(2-pyridyldithio)butyrat (SPDB); 2-iminothiolan; S-axetylsucxinic
anhydrit; disulfit benzyl carbamat; carbonat; doan lién két hydrazon; este N-(a-
maleimitoaxetoxy) sucxinimit; N-[4-(p-Azidosalixylamido) butyl]-3"-(2’-
pyridyldithio)propionamit (AMAS); este N-[ p-maleimitopropyloxy]sucxinimit
(BMPS); este [N-g-maleimitocaproyloxy]sucxinimit ~(EMCS); este  N-[y-
maleimitobutyryloxy]sucxinimit (GMBS); sucxinimidyl-4-[N-maleimitometyl]

xyclohexan-1-carboxy-[6-amidocaproat] ~ (LC-SMCC);  sucxinimidyl  6-(3-[2-
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pyridyldithio]-propionamido)hexanoat (LC-SPDP); este m-maleimitobenzoyl-N-
hydroxysucxinimit (MBS); N-sucxinimidyl[4-iodoaxetyl]aminobenzoat (SIAB);
sucxinimidyl 4-[N-maleimitometyl]xyclohexan-1-carboxylat (SMCC); N-sucxinimidyl
3-[2-pyridyldithio]-propionamido (SPDP); este [N-g-maleimitocaproyloxy]
sulfosucxinimit  (Sulfo-EMCS); este N-[y-maleimitobutyryloxy]sulfosucxinimit
(Sulfo-GMBS); 4-sulfosucxinimidyl-6-metyl-o-(2-pyridyldithio)toluamido]hexanoat)
(Sulfo-LC-SMPT); sulfosucxinimidyl 6-(3'-[2-pyridyldithio]-propionamido)hexanoat
(Sulfo-LC-SPDP); este m-maleimitobenzoyl-N-hydroxysulfosucxinimit (Sulfo-MBS);
N-sulfosucxinimidyl[4-iodoaxetyl]aminobenzoat (Sulfo-SIAB); sulfosucxinimidyl 4-
[N-maleimitometyl]xyclohexan-1-carboxylat (Sulfo-SMCC); sulfosucxinimidyl 4-[p-
maleimitophenyl]butyrat (Sulfo-SMPB); etylen glycol-bis(este N-hydroxysucxinimit
cia axit sucxinic) (EGS); disucxinimidyl tartrat (DST); axit 1,4,7,10-
tetraazaxyclododecan-1,4,7,10-tetraaxetic (DOTA); axit dietylentriamin-pentaaxetic

(DTPA); va doan lién két thiourea.

Theo mot s& phuong 4n, doan lién két -X- ¢6 cong thirc —As-Wyw-Yy-, v thé lién

hop mién dich c¢6 cong thire (I) duge dic trung boi cong thire (ID):

AbﬂéAa—WW—Yy—Z>
m

AD 12 phan tir khang thé khang GCC duge md ta & déy ;

n

trong do,

-A- 14 don vi kéo dai (Stretcher unit);
a=0hoic1;

mdi —W- ddc 18p 12 mot don vi axit amin;

w 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 12;
-Y- 1a don vi dém tu phén huy (self-immolative);
y =0, 1, hodc 2;

7 13 tAc nhan diéu trj hodc chét danh diu; va

m nim trong khoang tir 1 dén 15.
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Pon vi kéo dai (A), khi c6 mit, cé kha ning gén két don vi Ab v6i don vi axit
amin (-W-), néu c6 mit, v6i don vi dém (-Y-), néu c6 mat; hodic v6i tac nhan didu tri
hodc chit danh d4u (Z). Céc nhém chire hitu dung c6 thé ndm trén phén tir khang thé
khang GCC, hodc 1a ty nhién hodc qua céc didu ché hoa hoc bao gém, nhung khong
gioi han ¢, sulfhydryl, amino, hydroxyl, nhém hydroxyl anome cta hydrat cacbon, va
carboxyl. Cac nhom chirc thich hop 1a sulfhydryl va amino. Trong mot vi du, nhém
sulfhydryl c6 thé dugc tao ra bang cach khir lién két disulfua ndi phan tir ciia phén tir
khang thé khang GCC. Theo phwong 4n khéc, cac nhém sulthydryl c6 thé duoc tao ra
bang cach phan tng nhém amin cia gbc lysin clia phan tit khang thé khang GCC bing
2-iminothiolan (thudc thir Traut) hodc cac thudc thir dé tao ra sulfhydryl khac. Theo
mot s phuong 4n, phan tir khang thé khang GCC 1a khang thé t4i td hop va dugc thiét
ké d8 mang mot hodc nhidu lysin. Theo mot sb phuwong 4n khéc, phéan tir khang thé tai
t4 hop khang GCC dugc thiét ké dé mang cac nhom sulfhydryl khic, vi du, cac xystein
khéc.

Theo mot phuong an, don vi kéo dai (Stretcher unit) tao ra lién két v6i nguyén
tr lvu huynh cta don vi Ab. Nguyén tir luu huynh c6 thé c6 ngudn gbc tir nhém
sulfhydryl ctia Ab. Cac don vi kéo dai (Stretcher unit) dédc trung theo phuong an nay
dugc thé hién trong ngodic vudng c6 cdng thic (IIla) va (IIIb), trong d6 Ab-, -W-, -Y-,
-Z, w va y duoc xac dinh nhu trén, va R* dugc chon tir -Ci1-Cio alkylen-, -C2-Cio
alkenylen-, -C»-Cio alkynylen-, -carbocyclo-, -O-(Ci-Cs alkylen)-, O-(C2-Cs
alkenylen)-, -O-(C-Cg alkynylen)-, -arylen-, -Ci-Cio alkylen-arylen-, -Cz-Cio
alkenylen-arylen, -C»-Cyo alkynylen-arylen, -arylen-Ci-Cio alkylen-, -arylen-Cz-Cio
alkenylen-, -arylen-C>-C1o alkynylen-, -Ci-Cio alkylen-(carbocyclo)-, -C2-Cio
alkenylen-(carbocyclo)-, -C»-Cio  alkynylen-(carbocyclo)-, -(carbocyclo)-Ci-Cio
alkylen-,  -(carbocyclo)-C>-C1o  alkenylen-,  -(carbocyclo)-C>-C1o  alkynylen,
heteroxyclo-, -Ci-Cio alkylen-(heteroxyclo)-, -C»-Cio alkenylen-(heteroxyclo)-, -Co-
Cio alkynylen-(heteroxyclo)-, -(heteroxyclo)-Ci-Cio alkylen-, -(heteroxyclo)-C2-Cio
alkenylen-, -(heteroxyclo)-Ca-Cio alkynylen-, -(CH2CH20);-, hodc -(CH2CH20)-CHo-,
var 12 s nguyén ndm trong khoang tir 1-10, trong d6 cac gbc alkyl, alkenyl, alkynyl,
alkylen, alkenylen, alkynylen, aryl, carbocyl, carbocyclo, heteroxyclo, va arylen nay,
mot minh hodc 1a mdt phﬁn ciia nhom khéc, tuy y duge thé. Theo mot sb phuong én,

cac gbc alkyl, alkenyl, alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynylen, aryl, carbocyl,
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carbocyclo, heteroxyclo, va arylen nay, mdt minh hogc 1a mot phén ctia nhém khac,
khong duogc thé. Theo mdt sd phuong 4n, R* dugc chon tir -Ci-Cio alkylen-, -
carbocyclo-, -O-(Ci-Cg alkylen)-, -arylen-, -C1-Cio alkylen-arylen-, -arylen-Ci-Cio
alkylen-, -Ci-Cio alkylen-(carbocyclo)-, -(carbocyclo)-Ci-Cio alkylen-, -C3-Cs
heteroxyclo-, -Ci-Cio alkylen-(heteroxyclo)-, -(heteroxyclo)-Ci-Cio alkylen-, -
(CH,CH20):-, va -(CH2CH,0),-CHy-; va r 1 s§ nguyén nim trong khoang tir 1-10,
trong d6 cac nhém alkylen nhu vay khong dugc thé va céc nhém con lai trong nhém

tuy v duoc thé.

Hiéu rang tir tit ca cac phuong 4n vi du rang di khong dugc chi 13, tir 1 dén 15

gbe duoc chét c6 thé duge ndi véi Ab (m = 1-15);

- .
ﬁ‘) i
AT N-Ra—C W, —Y,—Z
L 0
: (Ila)
0 i
Ab——CH,—C-NH-Ra—C Wy, —Y,—Z

(ITIb)

Pon vi kéo dai minh hoa c6 cong thic (II1a) trong d6 R? 1a -(CHz)s-:
O
§ NW
O
S .

Pon vi kéo dai minh hoa khac ¢é cong thic (I11a) trong d6 R? 1a -(CH2CH20):-
CHy-; var=2:

0
g N/\/O\/\O S,
Y

Pon vi kéo dai minh hoa khac c6 cong thitc (II1a) trong d6 R® 14 -arylen- hodc
arylen-Ci-Cio alkylen-. Theo mot s phuong 4n, nhém aryl 1& nhoém phenyl khong

dugc thé.

-77 -



21857

Mot don vi kéo dai minh hoa khac nita 1a c6 cong thirc (IITb) trong d6 R? 14 -
(CH2)s-:

0
,ffj \/lLN W
o -
Theo mdt sb phuong an, don vi kéo dai dugc gin két v6i don vi Ab qua mét
lién két disulfua gitta nguyén tir luu huynh ctia don vi Ab va nguyén tit Iuu huynh cua

don vi kéo dai. Pon vi kéo dai dac trung theo phwong an nay dugc thé hién trong

ngodc vudng cé coéng thic (IV), trong d6 R?, Ab-, -W-, -Y-, -Z, w va y dugc xdc dinh

i
Ab{SJrs—Ra—CAJ~WW—Yy—z>
moav)

Luu ¥ rang trong subt ban md ta, gbc S trong cong thirc sau dé chi nguyén tir

nhu trén.

luu huynh ctia don vi Ab, trir khi khong cé ghi chi nao khéc.
Ab—S—3-

Theo cac phuong an khac nita, don vi kéo dai, trude khi dugce gén v6i Ab, chira
mot vi tri phan tng sao cho ¢6 thé gén két voi nhém amin bac 1 hoic bac 2 ciia Ab. Vi
du v& céc vi tri phan Gmg bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, este hoat dong nhu
este sucxinimit, este 4 nitrophenyl, este pentaflophenyl, este tetraflophenyl, anhydrit,
axit clorua, sulfonyl clorua, isoxyanat va isothioxyanat. Cac don vi kéo dai déc trung
theo phuong 4n nay dugc thé hién trong ngoic vudng cé cdng thire (Va) va (Vb), trong
d6 -R?-, Ab-, -W-, -Y-, -Z, w va y dugc xac dinh nhu trén;

I
Abt——C-NHRE—C——W,,—Y,—Z

) m (V)

I
Ab C-NHR*—C——W,,—Y,—Z

™ (Vb)
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Theo mot sb phuong 4n, don vi kéo dai chtra vi tri phan tng ma s& phan tng
v6i nhom (-CHO) ciia hydrat cacbon dugc bién dbi c6 thé c6 trong Ab. Vi du, hydrat
cacbon c6 thé dugc oxy hoa nhe bang thudc thir nhu natri periodat va don vi (-CHO)
thu dugc cua hydrat cacbon oxy hoa cé thé duogc ngung tu vdi mot don vi kéo dai
(Stretcher) chita nhom chitc nhu hydrazit, oxim, amin bac 1 hodc bac 2, hydrazin,
thiosemicarbazon, hydrazin carboxylat, va arylhydrazit nhu céc chit dugc md ta bai
Kaneko et al., 1991, Bioconjugate Chem. 2:133-41. Cac don vi kéo dai dic trung theo
phuong 4n nay dugc thé hién trong ngoic vudng cé cong thircs (VIa), (VIb), va (VIc),

trong d6 —R?-, Ab-, -W-, -Y-, -Z, w va y nhu dugc x4c dinh trén.

0]
I
Ab:<:N—NH R&—C Wy, —Yy—Z
m (VIa)
I
AbTTT=EN—O0O-Ra—C Wy—Yy—2
) m (VIb)
8 S
Ab—TT"N-NHC-R®—C Wy, —Yy—2Z
) m (VIc)

Pon vi axit amin (-W-), khi c6 mat, gin két don vi kéo dai (Stretcher unit) véi
don vi dém (Spacer unit) néu don vi dém c6 mat, gin két don vi kéo dai véi gdc dugc
chit néu don vi dém khong c6 mit, va gén két don vi Ab véi tac nhan diéu tri hodc géc

danh dau néu don vi kéo dai va don vi d€m khong c6 mit.

Ww- c6 thé 13, vi dy, don vi monopeptit, dipeptit, tripeptit, tetrapeptit,
pentapeptit, hexapeptit, heptapeptit, octapeptit, nonapeptit, decapeptit, undecapeptit
hodc dodecapeptit. Mdi don vi -W- doc 1dp c6 cong thirc dugc minh hoa dudi day

trong ngodc vudng, va w 13 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 12:
o) CHs O

NN NN

Rb or Rb
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trong d6 R 1a hydro, metyl, isopropyl, isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -
CH,OH, -CH(OH)CH3, -CH>CH,SCHj, -CH2CONHo,, -CH,COOH,
-CH>CH2CONH>, -CH,CH.COOH, -(CH2)sNHC(=NH)NH,, -(CHz)3NH,,
-(CH2)sNHCOCH3,  -(CH2s:NHCHO,  -(CH2)saNHC(=NH)NH2,  -(CH2)sNHoa,
-(CH2)4NHCOCH3, -(CH2)sNHCHO, -(CH2)sNHCONH, -(CH2)sNHCONHa,
-CH>CH>CH(OH)CH2NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-, phenyl,
xyclohexyl,

%“D %A/O m
CC
¢ | %’ L0

s N
O O ;CHZ@ or é_CHZ@
N , > 7
H
’ N
H
Theo mdt sé phwong 4n, don vi axit amin c6 thé dwoc tich bing enzym bing
mdt hodc nhidu enzym, bao gdm proteaza lién quan dén ung thu hodc khéi u, dé giai
phéng tac nhan didu tri hodc gbc danh dAu (-Z), 1a nhitng chit ma theo mdt phuong 4n
dugc proton hod in vivo khi gidi phong dé tao thanh tac nhin diéu tri hodc chit danh
déu (2).
Theo mdt s6 phuong 4n, don vi axit amin c6 thé bao gdbm céc axit amin trong tu
nhién. Theo cac phuong 4n khac, don vi axit amin c6 thé bao gdm céc axit amin khong
c6 trong tu nhién. Cac don vi Wy dugc thé hién béi cong thirc (VII)-(IX):

0O R

RC o v
trong d6 R°® va RY nhu sau:
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R* R
Benzyl (CH2)aNH2;
metyl (CH2)sNH2;
isopropyl (CH2)sNH2;
isopropyl (CH2);NHCONH2;
benzyl (CH2)sNHCONH_;
isobutyl (CH2)sNHCONH2;
sec-butyl (CH2)sNHCONHp;
S Z’Q (CH,)sNHCONHz;
>

N

H
benzyl metyl;
benzyl (CH2)sNHC(=NH)NH>;

H 0o R H 0
RC O Re®

(VIII)
trong d6 R, RY va R® 1a nhu sau:
R® R R®
benzyl Benzyl (CH2)sNHoz;
isopropyl Benzyl (CHz2)sNHz;
va
H Benzyl (CHz2)sNHz;

trong d6 R¢, RY, R® va Rf 1a nhu sau:

d f
g o R . 0 R
%/ w/U\”/k”/NW)J\N)ﬁ]/%
RC o rE 1 0 (

IX)

R® R R® R
H benzyl isobutyl H; and
metyl isobutyl metyl isobutyl.
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Céc don vi axit amin vi du bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac don vi ¢6
cong thire (VII) trong d6: R® 1a benzyl va R? 14 -(CH2)4aNHa; R° 1a isopropyl va RY 1a
~(CH>)4NHz; hoic R® 1a isopropyl va RY 1a -(CH2)sNHCONH,. Céc don vi axit amin vi
du khéc 1a don vi ¢6 cong thic (VIII), trong d6 R° 1a benzyl, RY 13 benzyl, va R® 1a -
(CHz)4NHo.

Cac don vi -Wy- hitu dung cé thé duoc thiét ké va tdi vu hoa vé tinh chon loc
clia chiing dé phan tach bang enzym bing mot enzym cu thé, vi du, proteaza lién quan
dén khéi u. Theo mot phuong an, don vi -Wyw— 12 don vi ma sy phan tach n6 duoc xtic

tac bang catepsin B, C va D, hogc proteaza plasmin.

Theo mot phuong 4n, -Wy- 13 dipeptit, tripeptit, tetrapeptit hodc pentapeptit.
Khi R?, R¢, R4, R® hodc Rf khong phai 13 hydro, nguyén tir cacbon ma R® R°, RY, R®

hoic Rf duoc gin vao 1a bat doi xig.

M>5i nguyén tir cacbon ma RP, RS, RY, R¢ hogic Rf duge gén vao 1a doc 1dp trong
c4u hinh (S) hoic (R).

Theo mdt khia canh vé don vi axit amin, don vi axit amin nay 1a valin-xitrulin
(ve hodc val-cit). Theo khia canh khac, don vi axit amin nay 1a phenylalanin-lysin (tirc
13, fk). Theo mdt khia canh khac nita vé don vi axit amin, don vi axit amin nay 1a N-
metylvalin-xitrulin. Theo khia canh khac nita, don vi axit amin la axit 5-aminvaleric,
homo phenylalanin lysin, tetraisoquinolinecarboxylat lysin, xyclohexylalanin lysin,
isonepecotic axit lysin, beta-alanin lysin, glyxin serin valin glutamin va axit

isonepecotic.

Don vi dém (-Y-), khi c6 mat, s& lién két don vi axit amin véi tdc nhan diéu tri
hoic gbc danh ddu (-Z-) khi c6 mit don vi axit. Theo cich khac, don vi dém lién két
don vi kéo dai véi tac nhan didu trj hodc gbe danh diu khi khong c6 don vi axit amin.
Pon vi d&€m ciling lién két tac nhan didu tri hodc gbc ddnh d4u v&i don vi Ab khi ca don

vi axit amin va don vi kéo dai khong c6 mat.

Cac don vi dém c6 hai kiéu co ban: khong tu phan huy hodc ty phan huy. Pon
vi dém khong ty phan huy 1a don vi trong d6 mdt ph?ln hodc toan bd cac don vi dém
van giit lién két v6i tac nhan didu tri hoic géc danh d4u sau khi phan tach, cu thé 1a
bang enzym, don vi axit amin tir th8 lién hop khang thé-dugc chét. Céc vi du vé don vi

dém khong ty phan huy bao gdm, nhung khong chi giéi han &, don vi dém (glyxin-
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glyxin) va don vi d€m glyxin (cd hai dugc minh hoa trong So d6 1) (sau déy). Khi thé
lién hop chita don vi dém glyxin-glyxin hodc don vi dém glyxin trai qua sy phén tach
bang enzym théng qua mot enzym (vi du, proteaza lién quan dén t& bao khéi u,
proteaza lién quan dén t& bao ung thu hoic lién quan dén lympho bao), gbc glyxin-
glyxin-Z hoic gbc glyxin-Z dugc phan tach khéi Ab-Aa-Ww-. Theo mdt phuong éan,
phan tmg thuy phan ddc 1ap s& dién ra trong té bao dich, phan tach lién két glyxin-gdc

Z va giai phong tic nhan diéu tri hodc chit danh déu.

Sodd 1
Ab—éAa——WW—Gly—z> Ab~<Aa—WW—G|y—G|y—Z>
m m
Phan cit bang enzym Phén cét bing enzym
Gly—Z Gly—Gly—2Z
¢ Thity phan i Thity phan
Téc nhan didu tri hodc chit danh du Téc nhan didu tri hodic chit danh du

Theo mot sé phuong 4n, don vi dém khong tu phan huy (-Y-) 13 -Gly-. Theo
mot s6 phuong 4n, don vi dém khong ty phén huy (-Y-) 1a -Gly-Gly-.

Theo mot phuong an, sang ché @ xuét thé lién hop mién dich c6 cong thirc (IT)

trong d6 don vi dém 1a khong c6 mit (y = 0), hodc mubi duoc dung cta no.

Theo céch khac, thé lién hop chira don vi dém tu phan huy c6 thé giai phong -Z.
Nhu dugce st dung & ddy, thudt nglt “khoang céch tu phén huy” dé chi gbc hoa hoc hai
nhém chire ¢6 thé lién két ddng hod tri ciing v6i hai gbc hoa hoc c¢6 khoang cach vao
trong mot phén tir 3 thanh phan 6n dinh. N6 s& tu dong tach riéng khéi gbc hod hoc thir
hai néu lién két véi gbe dau tién bi phan tach.

Theo mét s6 phuong 4n, -Yy- 1a don vi rugu p-aminbenzylic (PAB) (xem So dd
2 va 3) ma phin phenylen ctia né dugc thé bang Q, trong d6 Q 1a -C1-Cs alkyl, -C>-Cs
alkenyl, -C»-Cs alkynyl, -O-(C;-Csg alkyl), -O-(C2-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -

halogen,-nitro hodc -xyano; va n la sd nguyén nam trong khoang tir 0-4. Cac nhém
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alkyl, alkenyl va alkynyl, hodc mdt minh hodc 1a mot phén ciia nhém khéc, c6 thé

duogc tuy ¥ dugc thé.

Theo mot sé phuong 4n, -Y- 1a nhém PAB dugc gin két voi -Wy thong qua
nguyén ti nito ctia amin cia nhém PAB, va duoc nbi truc tiép vé6i -Z théng qua nhém
carbonat, carbamat hodic ete. Khong bi gidi han béi 1y thuyét hodc co ché bét ky, So
dd 2 mod ta co ché c6 thé dé giai phong tac nhan didu tri hodc chit danh diu (-Z) tir
nhém PAB gién truc tiép voi -Z thong qua nhém carbamat hodc carbonat nhu dugc mo
ta boi Toki et al., 2002, J. Org. Chem. 67:1866-1872.

So db 2
Clln
Ab -W, /NH4C>—\
a w N\ // O-%:—Z

© m

I Phén cit bing enzym

_ o,
o
2 R
QJ/J o™ .,
0]
Loai bo-1,6

Téc nhan diéu tri hodc chét danh du

Trong So @b 2, Q 14 -Ci-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, -O-(Ci-Cs
alkyl), -O-(C,-Cs alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -halogen, -nitro ho#ic -xyano; m 14 s
nguyén nim trong khoang tir 0-4; va m nim trong khoang tir 1 dén 20. Cic nhém
alkyl, alkenyl va alkynyl, hodc mdt minh hodc 1a mot ph?m ctia nhom khiac, c6 thé tuy
y dugce thé.

Khéng bi gi6i han boi Iy thuyét hodc co ché bat ky, So' @ 3 mb ta co ché c6 thé
d8 giai phong tac nhan diéu tri hodc gbe danh dau (-Z) tir nhém PAB gén truc tiép véi
-Z théng qua lién két ete hogc amin, trong d6 -Z bao gbdm nhém oxy hodc nito 13 mot

phan cda tac nhan di€u tri hodc gdc danh dau.
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So d6 3

Clln
A Aa—WW—NH‘@—\
z
m

Phén cit bang enzym

Loai bd-1,6

NH + Téc nhan diéu tri hodc chit danh déu

Trong So @ 3, Q 1a -C1-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C2-Cs alkynyl, -O-(C1-Cs
alkyl), -O-(C»-Cg alkenyl), -O-(C»-Cg alkynyl), -halogen, -nitro hodc -xyano; » la sd
nguyén nim trong khoang tir 0-4; va m nim trong khoang tir 1 dén 20. Cac nhém
alkyl, alkenyl va alkynyl, hodc don doc hodc nim trong nhom khac, c6 thé dugc tuy y

duoc thé.

Vi du khéc v& cac gbc khoang cach tw phan huy bao gdm, nhung khong chi gisi
han &, cac hop chét thom tuong tu vé& mit dién tich v6i nhém PAB nhu dan xuit 2-
aminimidazol-5-metanol (Hay et al., 1999, Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) va ortho
ho#ic para-aminbenzylaxetal. Cac gbc khoang cach ¢ thé dugc st dung s& trai qua su
d6ng vong khi thuy phén lién két amit, nhu cdc amit cla axit 4-aminobutyric dugc thé
va khong dugc thé (Rodrigues et al., 1995, Chemistry Biology 2:223), cic hé nhan
bixyclo[2.2.1] va bixyclo[2.2.2] dugc thé thich hop (Storm et al., 1972, J. Amer.
Chem. Soc. 94:5815) va cac amit cua axit 2-aminophenylpropionic (Amsberry et al.,

1990, J. Org. Chem. 55:5867). Su loai cac dugc chét chira amin dugc thé & vi tri o ciia
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glyxin (Kingsbury et al., 1984, J. Med. Chem. 27:1447) ciing 1a céc vi du vé cac gbe
khoang céach tu phéan huy.

Theo mdt phuong an, don vi dém 1a don vi bis(hydroxymetyl)-styren (BHMS)
phan nhanh nhu dugc md td trong So dd 4, co thé dugc st dung dé két hop va giai
phoéng nhiéu dugc chit.

So dd 4

CHA(O(CO))oZ
H /)—CHA(0(CO))s-Z
AbtA,~W,,~N
m

Phén cit bing enzym

(2 x.m) T4c nhan diéu tri va chét danh diu

Trong So dd 4, Q 13 -C1-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C2-Cs alkynyl, -O-(C1-Cs
alkyl), -O-(C»-Cs alkenyl), -O-(C2-Csg alkynyl), -halogen, -nitro hodc -xyano; » 1a sb
nguyén nam trong khoang tir 0-4; 0 = 0 hodc 1; vam la s6 nguyén nam trong khoang
tir 1 dén 20. Cac nhom alkyl, alkenyl va alkynyl, hodc mdt minh hoZc 1a mot phén cla
nhém khéc, ¢6 thé duge tuy y duoc thé.

Theo mdt s§ phwong 4n, gbc -Z 1a gibng nhau. Theo phuong én khéc nita, cac
gbc -Z 1a khéc nhau.

Theo mot khia canh, cac don vi dém (-Yy-) duogc thé hién 1a cong thic (X)-
(XII):

H Qm

N4
| gz o\ﬂ}1
o X
trong d6 Q 1a -C;-Cs alkyl, -C2-Cs alkenyl, -C»-Cg alkynyl, -O-(C1-Cs alkyl), -O-(C2-Cs
alkenyl), -O-(C2-Cs alkynyl), -halogen, -nitro hodc -xyano; va m 1a sd nguyén nim
trong khoang tir 0-4. Cac nhom alkyl, alkenyl va alkynyl, hodc mot minh hodc la mét
phén ctia nhém khéc, c6 thé tuy v duoc thé.
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$—HN—CH,-cO—% XD

va
%—NHCHZC(O)-NHCHZC(O)—§
(XII)

Trong nhém céc phuong 4n duge chon, céc thé lién hop ¢ cong thire (I) va (IT)

o
B ot L
o O

trong d6 mdi w va y = 0, 1 hoic 2:

N {S_&/O\/\/\g_z )

trong d6 mdi w vay = 0;

la:

m

m

i
O ?

O

H m

Ha
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trong d6 Aa, Ww, Yy, Z va Ab c6 nghia néu trén.

Z bién d6i trong cong thirc (1) 1a tic nhan didu trji hodc chét danh diu. T4c nhan
didu tri c6 thé 1a tac nhan bt ky c6 kha ning biéu hién hiéu qua sinh hoc mong mudn.
Theo mot s& phuong an, tac nhéan didu tri khién té bao nhay cam véi phuong thirc diéu

tri th{r hai, vi du, tdc nhan ho4 tri liéu, 1li€u phép xa tri, li¢u phap mién dich.

Theo mét s§ phuong 4n, tac nhan diéu tri 12 tic nhan kim té bao hodc gay doc té
bao. Vi du bao gém, nhung khéng chi giéi han &, chét khang chuyén hoéd (vi du,
azathioprin, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, fludarabin, pentostatin, cladribin, 5-
flouraxil (5FU), floxuridin (FUDR), cytosin arabinosit (xXytarabin), metotrexat,
trimethoprim, pyrimetamin, pemetrex hod); tdc nhadn alkyl hoa (vi du,
xyclophosphamit,  mechlorethamin,  uramustin,  melphalan,  chlorambucil,
thiotepa/clorambucil, ifosfamit, carmustin, lomustin, streptozocin, busulfan,
dibromomannitol, cisplatin, carboplatin, nedaplatin, oxaliplatin, satraplatin, triplatin
tetranitrat, procarbazin, altretamin, dacarbazin, mitozolomit, temozolomit);
anthraxyclin (vi du, daunorubixin, doxorubixin, epirubixin, idarubixin, valrubixin);
khang sinh (vi dy, dactinomyxin, bleomyxin, mithramyxin, anthramyxin,
streptozotoxin, gramixidin D, mitomyxin (vi dy, mitomyxin C), duocarmyxin (vi dy,

CC-1065), calicheamixin); tadc nhan chdng gian phan (bao gbm, vi dy, maytansinoit,
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c4c auristatin, dolastatin, cryptophycin, alkaloit dira can (vi dy, vincristin, vinblastin,
vindesin, vinorelbin), taxan (vi dy, paclitaxel, docetaxel, hodc taxan méi (xem, vi du,
Cong bd don yéu clu cip Patent qudc té s§ WO 01/38318, cong bd ngay 31.05.2001)),
va colchixin; chit tc ché topoisomeraza (vi du, irinotecan, topotecan, amsacrin,
etoposide, teniposit, mitoxantron); va chét e ché proteasom (vi du, axit peptidyl

boronic).
Thé lién hop mién dich maytansinoit

Theo mét s6 phwong 4n, tic nhan didu tri 1a maytansinoit. Cac hop chét
maytansinoit va phuong phap dé lién hop chiing véi cac khang thé dugc md ta, vi du,
trong Chari et al., Cancer Res., 52: 127-131 (1992); Widdison et al., J. Med. Chem. 49:
4392-4408 (2006); va Patent My $6 5.208.020 va 6.333.410. Vi du v& cac maytansinoit
bao gdm cac chét tuong ty maytansin c6 nhan thom cai bién (vi du, C-19-declo, C-20-
demetoxy, C-20-acyloxy) va céac chét dugc bién dbi & céac vi tri khac (vi du, C-9-CH,
C-14-alkoxymetyl, C-14-hydroxymetyl hodc acyloxymetyl, C-15-hydroxy/axyloxy, C-
15-metoxy, C-18-N-demetyl, 4,5-deoxy). Theo mdt s6 phuong 4n, maytansinoit 13 N2-
deaxetyl-N2-(4-mercapto-1-oxopentyl)maytansin (DM3), N?-deaxetyl-N?-(3-
mercapto- 1-oxopropyl)-maytansin (DM1), hodc N?-deaxetyl-N?-(4-mercapto-4-metyl-
1-oxopentyl)maytansin (DM4).

Céc hop chit maytansinoit bao gbdm nhém sulfhydryl c6 thé duoc két hop véi
cac khang thé sir dung lién két hai nhém chtc khac loai dugc ndi véi hop chét
maytansinoit theo céch lién két thioete hoidc disulfit. Theo mdt sb phuong an nhu vay,
doan lién két dugc két hop véi nhém amin trén khang thé (vi du, nhém amin tin cliing
hoic nhém amino epsilon ctia gbc lysin. Theo mot s6 phuong 4n, lién két hai nhém
chirc khac loai dugc st dung dé két hop hop chét maytansinoit v6i khang thé 1a N-
sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)proprionat (ciing dugc goi la N-sucxinimidyl 4-(2-
pyridyldithio)pentanoat, ho3c SPP), 4-sucxinimidyl-oxycarbonyl-2-metyl-2-(2-
pyridyldithio)-toluen (SMPT), N-sucxinimidyl 4-[N-maleimitometyl]xyclohexan-1-
carboxylat (SMCC), N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP); N-
sucxinimidyl ~ 4-(2-pyridyldithio)butyrat (SPDB), 2-iminothiolan, hodc  S-

axetylsucxinic anhydrit.
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Theo mét s6 phuong &n, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I) dic trung c6
cong thitc Ab-(SMCC-DM1), (cong thic (I-1); Ab-(SPP-DM1)» (cong thuc (I-2);
hodc Ab-(SPDB-DM4),, (cong thic (I-3), trong d6 Ab 1a phan tir khang thé khang
GCC nhu md ta ¢ ddy , va m c6 céc gid tri va céc gia tri vu tién mo ta trén d6i voi cong
thire (7).

— —

0
0
W SWe.
cl \ 7 © o 0
MeO N 0 HN ay
"Ab
0
PSS
| MeO HO ., (I 1)
0 0 - Ab
O>J\NJ‘I\/\S,S N‘r"‘r
N O o | H
MeO N 0
0
Sk
MeO HO
L € — (I-2)
o>)\ i H
s N
N’U\/><‘
ax g ¢ | Y %%Ab
0
MeO N
0
o fok
B MeO HO ., (I 3)

Theo mdt sd phuong 4n, bién Ab trong cong thirc (I-1), (I-2), hodc (I-3) 1a phén
t&r khang thé véi cac dic didm dugc tong két trong Bang 1 dén 6. Theo mot s phuong

4n, bién Ab 1 phan tt khang thd 5F9 hoc phén tir khang thé Abx-229.

Theo mdt sb phuong 4n, bién m trong cong thic (I-1), (I-2), hodc (I-3) nam
trong khoang tu 1 dén 10, tir 3 dén 7, hoic tir khoang 3 dén 5.
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Theo mdt s6 phuwong 4n cu thé, sang ché d& cap dén thé lién hop mién dich c6
cong thuc (I-1), (I-2), hodc (I-3), trong d6 Ab 1a phan tir khang thé 5F9 va m = khoang
4,

Thé lién hop mién dich dolastatin va auristatin

Theo mdt sd phuong an khéc, tdc nhan diéu tri 12 dolastatin. Theo mdt sb
phuong an, tdc nhan didu tri 1a auristatin, nhu auristatin E (cling biét o trong linh vuc
k§ thuét nay 13 dén xut ctia dolastatin-10) hodc dan xuét ciia n6. Theo mot sé phuong
4n, tdc nhan diéu tri 12 hop chit dugc chon tr cac hop chét co cong thirc (XIII)-

(XXIII), hogc dang mudi duge dung ctia no:

H,C._ _CH, H,C
0 CH, HO
H CHs;
N,
HN " N N
(@)

| | N CH;
CH, CH; OCH; O H
H,C CHj OCH; O (Xt
NH,
\N ti;\ﬂfN J/©/
N
0 OCH; O H

g
RS

o . OCH; O
OCH, O
XP)
H,C. _CH H,C
3 3 o 3 CH3
H CH,
N,
HN - N N S
cI:H o lCH OCH; O E \
o 3 3
’ " e, OCH; O Ne /
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XVvI)
(XVIII)
CH, oHL
OCH; O H
’ OCH; O N\J> (XIX)
NH,
N N
N
OCH; O H
OCH; O 0 (XX)
"\
(XXT)
(0]
(0]
(0]
~
O H
OCH; O (XXII)
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N
OCH; O der & H
3 (XXt

Céc hop chit auristatin va phwong phép dé lién hop chung vao khang thé dugc
md ta, vi dy, trong Doronina et al., Nature Biotech., 21: 778-784 (2003); Hamblett et
al, Clin. Cancer Res., 10: 7063-7070 (2004); Carter va Senter, Cancer J., 14 154-169
(2008); Patent My s& 7.498.298, 7.091.186, 6.884.869; 6.323.315; 6.239.104;
6.034.065; 5.780.588; 5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902; 5.554.725;
5.530.097; 5.521.284; 5.504.191; 5.410.024; 5.138.036; 5.076.973; 4.986.988;
4.978.744; 4.879.278; 4.816.444; va 4.486.414; Cong bb don yéu cu cép Patent My
s 20090010945, 20060074008, 20080300192, 20050009751, 20050238649, va
20030083236; va Cong bd don yéu ciu cip Patent quic té s6 WO 04/010957 va WO

02/088172, dugc dua hoan toan vao day bﬁng cach vién dan.

Auristatin ¢6 thé, vi du, 12 este duoc tao thanh gifta auristatin E va ketoaxit. Vi
du, auristatin E c6 thé dwoc phan Ung véi axit paraaxetyl benzoic hodc axit
benzoylvaleric dé lan luot tao ra AEB va AEVB. Céc auristatin ddc trung khac bao
gdm auristatin phenylalanin phenylendiamin (AFP; (XVIII)), monometyl auristatin E
(MMAE; (XTII)), va monometyl auristatin F (MMAF; (XXI)).

CAc auristatin da dugc thé hién 13 anh huéng dén dong hoc cuia céc vi chu tric
hinh 6ng va su phin chia nhan va té bao va c6 hoat tinh chéng ung thu. Cac auristatin
dé st dung trong séng ché gin két tubulin va c6 thé thé hién hoat tinh gy doc té bao
hoic kim té bao trén dong té bao biéu hién GCC. Cac phuong phap dé xé4c dinh ligu
mdt hop chét c6 gin két véi tubulin hay khong da dugc biét 16 trong linh vuc k§ thuét
ndy. Xem, vi du, Muller et al., 4nal. Chem 2006, 78, 4390-4397; Hamel et al.,
Molecular Pharmacology, 1995 47: 965-976; va Hamel et al., The Journal of
Biological Chemistry, 1990 265:28, 17141-17149. Véi muc dich theo sang ché, 4i luc
tuong dbi coa hop chét véi tubulin c6 thé dugc xac dinh. Mot sb auristatin dugc wu
tién cta sang ché gén két véi tubulin véi 4i luc nim trong khoang tir thip hon 10 lan

(4i lyc yéu hon) so véi 4i luc gén két cia MMAE véi tubulin dén cao gép 10 lan, 20
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1an ho#c thdm chi 100 lan (&i luc cao hon) so véi ai luc gan két cila MMAE véi

tubulin.

Hién c6 mot s thir nghiém khéac nhau, da biét trong linh vyuc k¥ thuat nay, co
thé duoc st dung dé x4c dinh liéu auristatin hoic thé lién hop mién dich thu dugc cé
biéu hién hiéu qua kim té bao hoic giy doc té bao trén dong té bao mong muébn khéng.
Vi dy, hoat tinh gdy doc té bao hodc kim té bao cua thé lién hop mién dich c6 thé dugc
xéc dinh bing cach: cho tiép xitc t& bao dong vat c6 vi biéu hién protein dich ctia thé
lién hop mién dich trong méi trudng nudi cdy t€ bao; nudi ciy té bao trong mot giai
doan khoang tir 6 gid dén 5 ngay; va dinh luong ty 18 sbng sot cia té bao. Cac thir
nghiém in vitro dua trén té bao c6 thé dugc sir dung dé dinh luong ty 18 séng sét (ting
sinh), d doc té bao, va kha ning giy chét té bao theo chuong trinh (hoat ho4 caspaza)

cta thé lién hop mién dich.

Pé x4c dinh liéu thé lién hop mién dich c¢6 biéu hién hiéu qua kim té bao hay
khong, thir nghiém cong thymidin c6 thé dugc sir dung. Vi dy, cac t& bao ung thu biéu
hién khang nguyén dich & mat do 5,000 té bao/1d ctia c4c dia 96 15 c6 thé dugce nudi
ciy trong giai doan 72 gi® va cho tiép xtic v6i *H-thymidin 0,5uCi trong 8 gio cudi clia
giai doan 72 gio. Su cdng *H-thymidin vao céc té bao ciia méi trudng nudi cdy dugc

dinh lugng véi sy ¢6 mat hodc khong c6 mat cua thé lién hop mién dich.

DPé xé4c dinh d6 doc té bao, su hoai tir hoic giy chét t& bao theo chuong trinh
(gdy chét té bao theo chuong trinh) c6 thé duoc x4c dinh. Sy hoai tir dugc di kém dic
trung boi sy ting tinh thdm ciia mang sinh chét; phdng t& bao, va sy v& mang sinh
chit. Su chét t& bao theo chuong trinh dugc dic trung bdi co dic diém 13 sy thing
mang, su c¢0 ddc bao chét, va su hoat hoa endonucleaza ndi sinh. Viéc x4c dinh bt ky
trong s cac tic dong nay 1én té bao ung thu chi ra rang thé lién hop mién dich 13 hitu
dung dé didu tri bénh ung thu.

Ty 18 sbng sot cia té bao c6 thé dugc do béang cach x4c dinh trong té bao su hip
thu thudc nhudém nhu doé trung tinh, xanh trypan, hodc xanh ALAMAR™ (xem, vi du,
Page et al., 1993, Intl. J. Oncology 3:473-476). Trong thir nghi€ém nay, cac té bao duoc
U trong moi trudng cd thubc nhudm, céc té bao duoc ria, va thudc nhudm con lai,

phan anh lwong hép thu thude nhudm vao té bao, duoc do bing do quang phd. Thudce
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nhudm gin két protein sulforhodamin B (SRB) ciing ¢6 thé duoc st dung dé do d6 doc

té bao (Skehan et al., 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82:1107-12).

Theo cach khac, mudi tetrazoli, nhu MTT hoiic WST, dugc st dung trong thir
nghiém do mau dinh lugng ddi véi su séng sot té bao dong vat c6 vii va su ting sinh
bﬁng cach phat hién céc té bao séng, ma khong chét (xem, vi du, Mosmann, 1983, J.

Immunol. Methods 65:55-63).

Su chét t& bao theo chuong trinh cé thé dugc dinh tinh b%mg cach do, vi du, su
phan méanh ADN. Cac phwong phép do tric quang dé dinh tinh in vitro x4c dinh sy
phan manh ADN 13 ¢6 sén trén thi trudng. Vi du v& c4c thir nghiém nhu véy, bao gdbm
TUNEL (thtr nghiém phét hién su két hop cac nucleotit danh d4u trong cdc ADN phén
manh) va thtr nghiém dya trén ELISA, dugc mo ta trong Biochemica, 1999, 62, trang
34-37 (Roche Molecular Biochemicals).

Su chét t& bao theo chuong trinh ciing c6 thé dugc x4c dinh bang cach do su
thay ddi hinh thai trong t& bao. Vi du, nhu v6i sy hoai tt, viéc mét tinh nguyén ven cia
mang sinh chét c6 thé duoc xac dinh br?mg cach do su hép thu mot s6 thubc nhudém (vi
du, thubc nhudm huynh quang nhu, vi dy, cam acridin hodc etidi bromua). Phuong
phép do sb luong té bao chét theo chwong trinh da duge mé ta bdi Duke va Cohen,
Current Protocols in Immunology (Coligan ef al. eds., 1992, trang 3.17.1-3.17.16). Cac
té bao cling c6 thé dugc danh diu bf?mg thuéc nhudém ADN (vi du, cam acridin, etidi
bromua, hodic propidi iodua) va cac té bao dugc quan sét v& sy ddc nhidm séc thé va su
bam doc vao mang nhan bén trong. Cac thay ddi hinh thai khéc c6 thé dugc do dé xac
dinh su chét té bao theo chuong trinh bao gém, vi du, su didc bao turong, ting su thing
mang, va su co té bao.

Su ¢6 mit cua cac t& bao chét theo chwong trinh c6 thé duge do & ca céc ngin
dugc gén va “nbi 1én” ctia dich nudi cdy té bao. Vi dy, ca hai ngan nay c6 thé dugc thu
thap bang céch loai tach riéng phan nbi trén b& mit, trypsin hoé céc té bao dugc gin
vao, két hop cac ché phdm sau budc rira ly tim (vi dy, 10 phat & tée do 2000
vong/phut), va phat hién su chét t& bao theo chuong trinh (vi dy, bang cach do sy phan
méanh ADN). (Xem, vi du, Piazza et al., 1995, Cancer Research 55:3110-16).

Hi€u qua cua thé lién hop mién dich c6 thé duogc kiém tra hodc xac nhén trong

cac md hinh dong vat. Mot s6 mo hinh dong vat ung thu dugc thiét 1ap da dugc biét rd
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béi chuyén gia trong linh vuc k§ thut nay, bat ky mo hinh nao trong sé nay c6 thé
duoc str dung dé thir nghiém hiéu lyc cua thé lién hop mién dich. Vi du khong nhim
1am gi6i han v& cac mé hinh nay dugc md ta sau ddy. Hon nita, cdc mo hinh dong vat
nho dé thir nghiém hiéu lyc in vivo cta thé lién hop mién dich c6 thé dugc tao ra bing
cach cy ghép cac dong té bao khbi u ciia ngudi vao cac ching gim nhim thiéu hut
mién dich thich hop, vi du, chudt trui 16ng khong c6 tuyén Grc (athymic nude mice)
hodc chudt SCID.

Theo mét sb phuong 4n, -Z bién dbi trong cong thirc (I) 12 gbc auristatin c6
cong thic (X-A) hodc cdng thirc (X-B):

e;‘ )\’( RZO
R* RS RG RS ﬁ)\Rw (X-A)

R21

R3

Q}SN&( Q/‘\'r R11
RZ O R*R® R6 (X-B)

R‘IO
trong do, doc lap tai mdi vi trf:
dudng gon séng dé chi mot lién két;
R? 13 -C1-Cao alkyl, -C2-Cao alkenyl, hodc -Cz-Ca alkynyl,
R3 1a -H, -Ci-Cy alkyl, -C2-C2 alkenyl, -C»-Cao alkynyl, vong cacbon, -Ci-Cao
alkylen (vong cacbon), -C»-Cyo alkenylen(vong cacbon), -C»-Czo alkynylen(vong
cacbon), -aryl, -Ci-Cyo alkylen(aryl), -C»-Czo alkenylen(aryl), -Cz-Cao

alkynylen(aryl), -di vong, -C1-Czo alkylen(di vong), -C2-Cao alkenylen(di vong),
hodc -C2-Cyo alkynylen(di vong);

R* 1a -H, -C1-Cy alkyl, -C,-Cy alkenyl, -C,-Cao alkynyl, vong cacbon, -C1-Cao alkylen
(vong cacbon), -C»-Cyo alkenylen(vong cacbon), -C2-Cyo alkynylen(vong cacbon), -
aryl, -C1-Cao alkylen(aryl), -C2-Cao alkenylen(aryl), -C2-Cao alkynylen(aryl), -di vong, -
C1-Cyo alkylen(di vong), -C2-Cao alkenylen(di vong), hodc -C»-Cao alkynylen(di vong);

R3 14 -H hodc -C1-Cs alkyl;
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hoic R* va RS ciing nhau tao ra vong cacbon va c6 c¢dng thic -(CR*RP)s- trong d6
R? va R® ddc 14p 1a -H, -C1-Cyo alkyl, -C2-Cao alkenyl, -C2-Cyo alkynyl, hodc -vong
cacbonvas =2, 3, 4, 5 hodc 6,

R® 14 -H, -C1-Cyo alkyl, -C»-C» alkenyl, ho#c -C3-Cao alkynyl;

R7 1a -H, -Ci-Cao alkyl, -C2-C20 alkenyl, -C>-Cao alkynyl, -vong cacbon, -Ci-Cao
alkylen (vong cacbon), -C2-Cyo alkenylen(vong cacbon), -C2-Cyo alkynylen(vong
cacbon), -aryl, -Ci-Cy alkylen(aryl), -C»>-Cz alkenylen(aryl), -Cz-Cao
alkynylen(aryl), di vong, -Ci-Cao alkylen(di vong), -C»-Czo alkenylen(di vong),
hodc -Cs-Cyo alkynylen(di vong);

mdi R® doc lap 1a -H, -OH, -C;-Cyo alkyl, -C>-Cao alkenyl, -C»-Cao alkynyl, -O-(C1-Cao
alkyl), -O-(C2-Cao alkenyl), -O-(C1-Cyo alkynyl), hodc -vong cacbon;

R’ 1a -H, -C1-Cao alkyl, -C2-Cao alkenyl, hogc -C2-Cao alkynyl;
RY 13 -aryl, -di vong, hoic -vong cacbon;

R [3 -H, -C1-Cyo alkyl, -C2-C2o alkenyl, -C>-Cao alkynyl, -vong cacbon, -O-(Ci-
Cao alkyl), -O-(C2-Ca alkenyl), -O-(C2-Ca alkynyl), hodc OR!8 trong d6 R® 1a -H,

nhém béo vé hydroxyl, hoic 1 lién két truc tiép trong d6 OR'® 13 =0;

R 13 -H, -Ci-Cao alkyl, -C2-Ca alkenyl, hodc -C»-Cao alkynyl, -aryl, -di vong,

hodc -vong cacbon;
R 13 -aryl hodc -di vong;

G 13 —O-, -S-, -NH-, ho#ic -NR!2-, trong d6 R'? 1a -C;-Cy alkyl, -C2-Co alkenyl, -
Cr-Cao alkynyl;

R 13 -H, -C;-Cyo alkyl, -C,-Cao alkenyl, -C2-Cao alkynyl, -aryl, -di vong, -(R'30)-R!,
hoiic -(R10)s-CH(RP)y;

s 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0-1000;
R 13 -C,-Cy alkylen, -C2-Cao alkenylen, hodc -C2-Cao alkynylen;
R™13 -H, -C1-Cyo alkyl, -C2-Cao alkenyl, hodc -C2-Cao alkynyl,

mdi R doc 1ap 1a -H, -COOH, —(CH2)~-N(R!®),, -(CHa)-SO3H, —(CH2)~SO3-C1-C2o
alkyl, —(CH2)~S0O3-C2-Cy alkenyl, hodc —(CHz2),~SO3-C2-Cao alkynyl;
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mdi R doc 1ap 1a -H, -C1-Cao alkyl, -C2-Cao alkenyl, -C,-Cao alkynyl hoic
—(CH2)~COOH; va
¢ 12 sb nguyén nim trong khoang tir 0 dén 6; trong d6 gbc alkyl, alkenyl, alkynyl,
alkylen, alkenylen, alkynyklen, aryl, carbocyl, va di vong néu trén, hodc don doc hogc
nim trong nhom khac, tuy y dugc thé.

Auristatin ¢6 cong thirc (X-4) bao gém cac chét trong d6 gbc alkyl, alkenyl,
alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynyklen, aryl, carbocyl, va di vong la khong dugc thé.

Auristatin ¢ cong thirc (X-4) bao gdm céc chét trong d6 cac nhém R2, R3, R4,
RS, RS, R7, R8, va R® 1a khong duoc thé va cic nhém R, R2 V2R tyy v duge thé nhu
mo ta & day .

Auristatin ¢ cong thirc (X=A) bao gdm céc chat trong d6

R? 1a -C;-Cs alkyl;

R3, R*Y2 R7 doc 1ap dugc chon tir -H, -C1-Cao alkyl, -C2-Cao alkenyl, -C2-Cao
alkynyl, don vong C3-Cs vOng cacbon, -Ci-Ca alkylen(don vong C3-Cs vong cacbon),
-C2-Cy alkenylen(don vong Cs-Cs vong cacbon), -Cz-Cao alkynylen(don vong Cs-Ce
vong cacbon), -Ce-Cio aryl, -C1-Cao alkylen(Ce-Cio aryl), -Ca-Czo alkenylen(Ce-Cio
aryl), -C»-Cyo alkynylen(Cs-Ci1o aryl), -di vong, -Ci-Cao alkylen(di vong), -Cz-Cazo
alkenylen(di vong), hodc -C»-C alkynylen(di vong); trong do6 céc gbc alkyl, alkenyl,
alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynylen, vong cacbon, aryl, va di vong tuy y duoc thé;

R3 13 -hydro;

R® 13 -C1-Cs alkyl;

mdi R® doc 14p duoc chon tir -OH, -O-(Ci-Cao alkyl), -O-(C2-Cao alkenyl),

hodc -O-(C2-Cao alkynyl) trong d6 céc gbc alkyl, alkenyl, va alkynyl ndy tuy y
duoc thé;

R’ 14 -hydro hodc -C1-Cg alkyl;

R 1a phenyl tuy y dugc thé;

R2 |3 OR, trong d6 R'8 1a H, nhém béo vé hydroxyl, hoic lién két truc tiép
trong d6 OR!8 13 =0;
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R?! dugc chon tir -H, -Ci-Cyo alkyl, -C2-C2o alkenyl, -C»-Czo alkynyl, hodc
-vong cacbon; trong d6 cac gdc alkyl, alkenyl, alkynyl, va vong cacbon nay tuy y
duoc thé; hodc dang mubi dugc dung ctia n6.

Céc auristatin c6 cong thirc (X-4) bao gdm cac chét trong do:

R? 1a metyl;

R3 13 -H, -C1-Cs alkyl, -C2-Cs alkenyl, hodc -C»-Cs alkynyl, trong d6 cac gbc
alkyl, alkenyl va alkynyl nay tuy y dugc thé;

R*1a -H, -C;-Cs alkyl, -C»-Cs alkenyl, -C»-Cs alkynyl, C3-Cs vOng cacbon don
vong, -Ce-Cio aryl, -Ci-Cg alkylen(Ce-Cio aryl), -C2-Cg alkenylen(Ce-Cio aryl), -
C»-Cs alkynylen(Cs-C1o aryl), -C1-Cg alkylen (C3-Cs vong cacbon don vong), -Ca-
Cs alkenylen (C3-C¢ vong cacbon don vong), -C»-Cg alkynylen(Cs-Cs vong
cacbon don vong); trong d6 cac gbc alkyl, alkenyl, alkynyl, alkylen, alkenylen,
alkynylen, aryl, va vong cacbon nay hodc mdt minh hodc 1a mot phin ciia nhém
khac tuy y dugc thé;

R3 1a H; R® 13 metyl;

R7 1a -C1-Cs alkyl, -C»-Cg alkenyl hodc -C»-Csg alkynyl;

mdi R® 13 metoxy;

R’ 1 -hydro hodc -Ci-Cs alkyl;

RY 14 phenyl;

R2 13 OR™3; trong d6 R 1a -H, nhém bao vé hydroxyl, hogc lién két truc tiép
trong d6 OR!® 14 =0;

R2! 1a metyl; hoic dang mudi duge dung ciia né.

Céc auristatin ¢6 cong thirc (X-4) bao gdm cac chét, trong d6:
R? 13 metyl; R® 1a H hodc Ci-Cs alkyl; R* 1a Ci-Cs alkyl; RS 12 H; R® 1a metyl; R’
1a isopropyl hodc sec-butyl; R® is metoxy; R’ 1a hydro hodc Ci-Cs alkyl; R 1a
phenyl; R? is OR'; trong d6 R'8 1a H, nhém bao vé hydroxyl, hogc lién két truc

tip trong d6 OR® 1a =0; va R?! 14 metyl; hogic dang mudi dugc dung ctia né.

Céc auristatin c6 cong thirc (X-4) bao gdm céc chét, trong do:
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R? 14 metyl hodc Ci-Cs alkyl; R3 1a H hodc Ci-Cs alkyl; R* 1a C1-Cs alkyl; RS 1a
H; R® 1a Ci-C;3 alkyl; R7 1a Ci-Cs alkyl; R® 1a C1-Cs alkoxy; R® 1a hydro ho#c Ci-
Cs alkyl; RY 1a phenyl; R* la OR!8; trong d6 R'® 1a H, nhém bao vé hydroxyl,
hodc lién két truc tiép trong d6 OR! 1a =0O; va R?! 1a C;-C; alkyl; hodic dang
mudi dugc dung ctia né.

Céc auristatin c6 cong thirc (X-B) bao gdm céc chit trong d6

R? 14 metyl;

R3, R4, va R7 doc 1ap dugc chon tir -H, -C;-Ca alkyl, -C-Cao alkenyl, -C2-Cao
alkynyl, C3-C¢ vong cacbon don vong, -C1-Cao alkylen(Cs-Cs vong cacbon don
vong), -C2-Cyo alkenylen(C3-Cg vong cacbon don vong), -C2-Cao alkynylen(Cs-Ce
vong cacbon don vong), -C¢-Cio aryl, -Ci-Cao alkylen(Ce-Cio aryl), -Ca-Cazo
alkenylen(Ce¢-C1o aryl), -C»-Cao alkynylen(Ce-Cio aryl), -di vong, -Ci-Cao
alkylen(di vong), -C2-Cao alkenylen(di vong), hodc -Cz-Cao alkynylen(di vong);
trong d6 céc gbe alkyl, alkenyl, alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynylen, vong
cacbon, aryl, va di vong nay hoic mot minh hozc 14 mét phan ctia nhém khéc tuy
y duoc thé;

RS 13 -H;

R® 13 metyl;

mdi R? 12 metoxy;

R? 14 -H, -C1-Cap alkyl, -C2-Cao alkenyl, hodic -C2-Cao alkynyl; trong d6 cac gbc
alkyl, alkenyl va alkynyl nay tuy y duoc thé;

R 13 aryl tuy ¥ dugc thé hodc di vong tuy ¥ dugc thé;

G 1a —O-, -S-, -NH-, hodc -NR'?-, trong d6 R!? 1a -C;i-Cy alkyl, -C2-Cao
alkenyl, hoic -C2-Cao alkynyl, mdi nhém tuy y duoc thé;

R 1a -H, -C1-Cy alkyl, -C»-C alkenyl, -C»-Cao alkynyl, -aryl, -di vong, -
(R120)-R™, hoic -(R1*0);-CH(R!®),, trong d6 cac gbc alkyl, alkenyl, alkynyl,
aryl, va di vong nay tuy y duoc thé;

s 12 s6 nguyén ndm trong khoang tir 0-1000;
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R 13 -C5-Cao alkylen, -C2-Cao alkenylen, hozic -C2-Cao alkynylen, mdi nhém
tuy v duoc thé;

R™ 13 -H, -C;1-Cao alkyl, -C>-Co alkenyl, hodc -C2-Cao alkynyl trong d6 céc
gbc alkyl, alkenyl va alkynyl nay tuy y dugc thé;

mdi R doc lap 1a -H, -COOH, —(CHa)~-N(R!6),, —(CH2)~-SO3H, —(CHa)-SO3-
Ci-C20 alkyl, —(CH2)~SO3-C2-Cao alkenyl, hodc —(CH2z)~SO3-C2-Czo alkynyl
trong d6 cac gdc alkyl, alkenyl va alkynyl ndy tuy y dugce thé;

mdi R ddc lap 1a -H, -C1-Cao alkyl, -C2-Cao alkenyl, -C2-Czo alkynyl hodc
—(CH2)~-COOH trong d6 cac gdc alkyl, alkenyl va alkynyl nay tuy y dugc thé;

¢ 12 s6 nguyén nim trong khoang tr 0 dén 6; hodc dang mudi duoc dung clia
no.

Theo mét sé phuong an d6, R 1a phenyl tuy y dugc thé;
Céc auristatin c6 cong thirc (X-B) bao gdm céc chét, trong d6 cdc nhém R%, R,
R4 R, RS, R, RS, va R® khong duogc thé va cac nhém R'? va R nhu mo ta & day .

Céc auristatin c6 cong thic (X-B) bao gdm cic chét, trong d6 cac gbc alkyl,
alkenyl, alkynyl, alkylen, alkenylen, alkynyklen, aryl, vong cacbon, va di vong nay

khong duoc thé.
Céc auristatin ¢6 cong thirc (X-B) bao gbm céc chét trong d6

R? 14 C1-C; alkyl; R® 12 H hodc Ci-C3 alkyl; R* 1a C1-Cs alkyl; RS 1a H; R® 1a
C1-Cs alkyl; R7 1a C1-Cs alkyl; R® 1a C1-Cs alkoxy; R 1a hydro hodc Ci-Cs alkyl;

R10 13 phenyl tuy ¥ dugc thé; G 1a O, S, hoic NH; va R! nhu dugc x4c dinh

trong day; hodc dang mudi duoc dung ctia no.
Céc auristatin ¢6 cong thuc (X-B) bao gdm céc chét, trong do:

R? [ metyl; R? 1a H hoic C1-C; alkyl; R* 1a C1-Cs alkyl; RS 12 H; RE 1a metyl;
R’ 14 isopropyl hoic sec-butyl; R® 12 metoxy; R’ 1a hydro hodc C1-Cs alkyl;

R1° 13 phenyl tuy ¥ dugc thé; G 1a O, S, hoic NH; va R nhu dugc xac dinh

trong day; hoac dang mudi dugc dung cua no.

Céc auristatin ¢6 cong thirc (X-B) bao gbm cic chét, trong d6:
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R? 14 metyl; R® 12 H hozc Ci-Cs alkyl; R* 1a C1-Cs alkyl; RS 1a H; R 12 metyl;
R’ 12 isopropyl hodc sec-butyl; R® 1a metoxy; R’ 13 hydro hodc Ci-Cs alkyl; R™®
13 phenyl; va G 1a O hodc NH va R!! nhu dugc xdc dinh trong day, tdt hon 1a
hydro; hodc dang mubi duoc dung clia né.
Céc auristatin ¢6 cong thirc (X-B) bao gdm c4c chét, trong do:
R? 1a C;-Cs alkyl; R? 1a H hoic Ci-C; alkyl; R* 1a C1-Cs alkyl; RS 1a H; R 1a
C1-Cs alkyl; R7 12 C1-Cs alkyl; R® 1a C1-Cs alkoxy; R® 13 hydro hodc Ci-Cs alkyl;
R!° 13 phenyl; va G 1a O hodc NH va R nhu dugc xac dinh trong day, tdt hon 12
hydro; hodc dang mudi duoc dung ctia né.
Céc auristatin c6 cong thirc (X-A4) hodc (X-B) bao gdm céc chit, trong d6 R3, R*
va R7 doc 1ap 1a isopropyl hodc sec-butyl va R’ 1 -H. Theo mdt phwong an vi du, mdi
R3 va R* 12 isopropyl, R®1a H, va R 1a sec-butyl. Cac phan tir thé con lai nhu dugc xac
dinh trong day.
Cé4c auristatin ¢ cdng thic (X-A) hodc (X-B) bao gbm céc chét trong d6 mdi R?
va RS 1a metyl, va R? 1a H. Céc phén tir thé con lai nhu dugc xac dinh trong déy.
Céc auristatin ¢6 cdng thic (X-A) hodc (X-B) bao gém cac chét trong 6 mdi R®
12 -OCHs. Céc phdn tir thé con lai nhu dugce x4c dinh trong déy.
Céc auristatin c6 cong thirc (X-A) hodc (X-B) bao gdm c4c chét, trong d6 mdi
R3 va R* 14 isopropyl, m&i R? va R® 1a metyl, RS 1a H, R7 1a sec-butyl, mdi R® 1a
-OCHs, va R® 1a H. Cac phin tir thé con lai nhu dugc x4c dinh trong déy.
Céc auristatin cé cong thic (X-B) bao gbm cac chit, trong d6 G 1a -O- hodc -
NH-. Céc phén tir thé con lai nhu duge x4c dinh trong day.
Céac auristatin c6 cong thic (X-B) bao gdm céc chit, trong d6 R 1a aryl. Cac
phén tir thé con lai nhu duge xéc dinh trong déy.
Céc auristatin c¢6 cong thie (X-B) bao gdm cac chét, trong d6 R!° 1a -phenyl.
Céc phén tir thé con lai nhu dugc xéc dinh trong déy.
Céc auristatin c6 cong thire (X-B)bao gdm céc chat, trong d6 G 1a -O-, vaR'' 1a

H, metyl hodc t-butyl. Cac phﬁn tt thé con lai nhu duge xé4c dinh trong day.
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Céc auristatin c6 cong thic (X-B) bao gdm céc chit, trong d6 khi G 1a -NH, R!!
12 -(R130)-CH(R'),, trong d6 R" 1a -(CH2)~N(R!6), va R!® 13 -C;-Cs alkyl hodc -
(CHa)~COOH. Céc phdn tir thé con lai nhu duge x4c dinh trong day.

Céc auristatin c6 cong thirc (X-B) bao gdm cac chét, trong d6 khi G 1a -NH, R!!
1a -(R130);-CH(R),, trong d6 R'® 1a H hoic -(CH2)-SO3H. Cac phan tir thé con lai
nhu duogc xé4c dinh trong day.

Theo céc phurong 4n uu tién cia thé lién hop mién dich c6 cong thirc (II), khi Z
1a phén tr auristatin c¢6 cong thirc (X-4), w 1a s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén

12, t6t hon 1a tir 2 d@n 12, y =1 hodc 2, va a tot hon 1a =1.

Theo mét sd phuong 4n vé thé lién hop mién dich c6 cong thic (I7), khi Z 1a

phén tir auristatin c6 cong thtirc (X-B), a=1 vaw vay =0.

Céc tac nhin diéu tri minh hoa (-Z) bao gdm céc chét ¢ cau tric sau:
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Theo mot khia canh, cdc nhém wa nudc, nhung khong chi giéi han &, cac
trietylen glycol (TEG) c6 thé dugc gin v6i phan ti auristatin ¢6 cong thirc (X-B) &
R!!, Khéng bi gi6i han & Iy thuyét, cic nhém wa nude trg gitip su ndi hoa va khong két

tu tac nhan diéu tri.

Theo mét s6 phuong 4n, tic nhan diéu tri khong phai 12 TZT-1027. Theo mot sd
phuong é&n, tdc nhén diéu tri khong phai 1a auristatin E, dolastatin 10, hodc auristatin
PE.

Theo mot sb phuong 4n, phéan tir auristatin dugc gin két véi gbe xystein trén

phan tir khéng thé bang doan lién két chtra gbc maleimit, vi du, gbc maleimitocaproyl.

Theo mdt sé phwong 4n, phan tr auristatin dugc két hop v6i khang thé bing
mot doan lién két hai nhém chire khéac loai duge nbi v6i nhém hydroxyl trén phan ti
auristatin. Theo mot s6 phuong 4n, doan lién két bao gdbm hydrazon. Theo mdt sd
phuong 4n, doan lién két 1a hop chit hydrazon dugc tao ra bing phan tmg cia
maleimitocaproylhydrazit va axit ketocarboxylic, vi du, axit 5-benzoylvaleric. Theo
cac phuong 4n cu thé, doan lién két 1a axit (2)-6-(2-(6-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-
pyrol-1-yl)hexanoyl)hydrazono)-6-phenylhexanoic.

Theo mdt s6 phuong an khic, phén tit auristatin dugc két hop v6i khang thé
béng mot doan lién két hai nhém chirc khéc loai duoc ndi v6i nhém monometyl amin
trén phén ti auristatin. Theo mot s6 phuong 4n, doan lién két bao gébm gbc phan tach

duoc, vi du, géc peptit, va nhom dém p-aminobenzylcarbamat tu phan huy. Cac doan

- 105 -



21857

lién két, vi du bao gdm, maleimitocaproyl (mc), maleimitocaproyl-L-phenylalanin-L-
lysin-p-aminbenzylcarbamat, va maleimitocaproyl-L-valin-L-xitrulin-p-aminbenzyl-

carbamat (vc).

Theo mdt s6 phuong 4n, thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I) dugc dic trung
bdi cong thirc Ab-(ve-MMAF),, (cong thirc (I-4)); Ab-(ve-MMAE) (cong thic (I-5));
Ab-(mc-MMAE), (céng thic (I-6)); hodc Ab-(mc-MMAF)y, (cdng thic (I-7)), trong
d6 Ab 1a phan tir khang thé khang GCC nhu dugc mo ta & ddy , S 1a nguyén tir luu
huynh cta khang thé, va m c6 céc gia tri va gid tri wu tién dwogc mo t& & trén d6i voi

cdng thue (7). Theo mdt sb phuong an, m 1a sd nguyén tir 1 dén 5.

AbA

L H,N"Y0
™ (I-4)
Aba,, 0 H o9 OH
S 0 o y o /@/\OJ\'il %%%H%@
N\/\/\)LN \/U\E( 0 o0
0 o
NH
H,N"Y0
- - ™(I-5)
Ab"w
P (0] H (o] H OH
N\/\/\/”\N N., AN\ N N
o} I 0o o 0 _o
B o 1-6)
Ab*ws o
o) Hoo H
B o I-7)

Theo mdt sb phuong an, Ab bién ddi trong cong thic (I-4), (I-5), (I-6), hodc (I-

7) 1a phan tir khang thé véi cac dic diém duge tom tit trong Bang 1 dén 6. Theo mot
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s& phuong 4n, Ab bién dbi 1a phén tir khang thé 5F9 hogc 1a phan tir khang thé Abx-
229.

Theo mét sé phuong 4n, m bién ddi trong cong thic (I-4), (I-5), (I-6), hodc (I-
7) nim trong khoang tir 2 dén 10, tir khoang 6 dén 8, hoc tir khoang 4 dén 6.

Theo mdt sb phwong 4n cu thé, sang ché @& cap dén thé lién hop mién dich c6
coéng thuc (I-4), (I-5), (I-6), hodc (I-7), trong d6 Ab la phan tir khéng thé 5F9 va m
khoang 4.

Thé lién hop mién dich duoc boc 16 & diy c6 thé dugc st dung dé diéu bién dép
{g sinh hoc. T4c nhan diéu tri khong duge hiéu nham dé giéi han &, cAc tic nhan didu
tri hod hoc c6 dién. Vi du, tic nhan diéu tri co thé 1a axit nucleic, protein, hodc
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh hoc mong mudn. Vi du, phan t&t khéng thé c6 thé dugc lién
hop v6i mot phan tir d6i nghia, phan tir siARN, phan tir shARN hodc phén tir miARN
c6 thé anh hudng dén su biéu hién cia mot gen, béng cach do tao ra dugc tdc dong

sinh hoc mong muodn.

Céc protein va polypeptit c6 thé duge lién hop véi céc phéan ti khang thé theo
séng ché bao gém, vi du, cac doc t§ va cac thanh phén cia n6, nhu abrin, chudi abrin
A, rixin, chudi rixin A, modecxin, chudi modecxin A, alpha-sarcin, ngoai ddc td A (tlr
Pseudomonas aeruginosa), PE38 (ngoai doc t6 pseudomonas dugc cit cut), gelonin,
doc t6 bach cAu, manh doc td bach ciu A, mot sb protein Aleurites fordii, mot sb
protein Dianthus caryophyllus (vi dy, dianthin 30 va dianthin 32), mot sd protein
Phytolacca Americana (vi du, PAP, PAPIIL, va PAP-S), mot sb protein Saponaria
officinlis (vi du, saporin 6), chit wc ché Momordica charantia, curcin, crotin,
mitoginlin, restrictoxin, phenomyxin, va enomyxin; protein dé hoat héa hé mién dich &
céc khdi u hodc gy ra chuc niang kich tng & khdi u, nhu yéu t& hoai tir khdi u,
interferon, yéu té ting truéng than kinh, yéu t tang trudng c6 ngudn gbe tiéu cu, va
chét hoat hoa plasminogen mo; va chit diéu chinh dap tng sinh hoc nhu, vi du,
xytokin va lymphokin (vi duy, interleukin-1 (“IL-1”), interleukin-2 (“IL-2”),
interleukin-6 (“IL-6"), yéu td kich thich cum bach clu hat dai thuc bao (“GM-CSF”),

va yéu t6 kich thich cum bach cdu hat (“G-CSF”)), va cic yéu td ting truéng khéc.

Céc khéng thé theo sang ché ciing c6 thé dugc lién hop hodc dung hop véi céc

protein bé& mit virut trinh dién trén cac hat virut. Vi du, khéng thé khang GCC chudi

- 107 -



21857

don theo sang ché c6 thé dwoc dung hop (vi du, dé tao ra protein dung hop) véi protein
b& mat virut. Theo cach khac, khang thé khang GCC nguyén ven theo sang ché, hoic
manh cta no, ¢ thé duoc ndi v& mit hoa hoc (vi du, théng qua lién két hoa hoc) véi
protein bé mit virut. Tét hon 13, virut nay 14 virut dung hop v6i mang thé vii té bao, vi
du, virut ciim, sao cho virut ndy dugc ndi hoa cing véi khang thé khang GCC va bing
cach d6 gy nhiém cho té bao bidu hién GCC. Virut ndy c6 thé duge xtt Iy k¥ thuat di
truyén dudi dang ddc t5 t& bao. Vi dy, virut ndy c6 thé biéu hién hodc kich thich biéu
hién céc gen gy doc cho céc té bao, vi du, cic gen thuc ddy su chét té bao. Tét hon 13,

cac virut nhu vay s€ khong c6 kha néng sao chép virut.

Phan tir khang thé khang GCC dugc mb ta & ddy cling c6 thé dugc lién hop véi
tién chit hodc chit hoat hoa tién chit. Theo phwong phap dé diét hodc e ché & bao
khéi u, ddu tién phén tir khang thé khang GCC theo séng ché duoc lién hop véi tién
chit ma dugc hoat hoa chi khi tiép xUc gé“m v6i chit hoat hoa tién chét. Chat hoat hoa
tién chat duoc lién hop véi phan tir khang thé thi hai, t6t hon 13 phan tir khang thé nay
gén két véi vi tri khoéng canh tranh trén phan tt GCC. Viéc hai khang thé gin két cac
Vi tri gén két canh tranh hodc khéng canh tranh c6 thé dugc xac dinh boi céac thi
nghiém gin két théng thuong.

Céc cédp dugce chét-tién dugc chét thich hop dé str dung cho thuc hanh sang ché
duoc mo ta trong Blakely et al., "ZD2767, an Improved System for Antibody-directed
Enzym Produg Therapy That Results in Tumor Regressions in Colorectal Tumor
Xenografts," (1996) Cancer Research, 56:3287-3292.

Céc isotop phong xa c6 tac dung diéu tri bénh ciing c6 thé dugc két hop véi
khang thé khang GCC, hodc manh gén két khang nguyén, hoic din xuét ctia ching.
Isotop phong xa c6 thé duge st dung trong cdc tmg dyung chin doén hoic diéu tri.
Isotop phong xa c6 thé dwoc két hop véi khang thé khang GCC bao gbm, nhung khong
chi gi6i han & a-, B-, hodc y-ngudn birc xa, hodc B- va y-ngudn birc xa. Xem, vi du,
S.E. Order, “Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of
Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy,” Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, R.W. Baldwin et al. (eds.), trang 303-316 (Academic Press
1985. Isotop phong xa nhu vay bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, dong (%*Cu),
iot(13'I hodc %51), ytri (°°Y), luteti (1”’Lu), actini (**’Ac), praseodym, astatin (*!!At),
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reni ("*Re), bismuth (*?Bi hodc 21*Bi), indi (!!'In), tecneti (*’mTc), phospho (*?P),
rodi (*88Rh), luu huynh (*3S), cacbon (14C), triti *H), crom (*'Cr), clo (**Cl), coban
(*’Co hodc %Co), sit (*°Fe), selen ("*Se), hoic gali (°’Ga). Isotop phong xa hitu dyung 1a
tac nhan diu tri bao gdm ytri (°°Y), luteti (!”’Lu), actini (***Ac), praseodym, astatin
(*11At), reni (**¢Re), bismuth (*?Bi hoic 2!*Bi), va rodi (**®Rh). Isotop phong xa hiru
dung 1a chét danh déu, vi du, dé sir dung trong chin do4n, bao gém iot (**'I hogc 12°I),
indi (*""In), tecneti (**mTc), phospho (3*P), cacbon (1*C), va triti (°*H), hodc mdt hodc

nhi€u isotop di€u tri dugc néu trén.

Liéu phap phong xa mién dich (RIT-Radioimmunotherapy) bang cach st dung
khéng thé dugc dénh diu bing 131, °°Y, va ’Lu dugc kiém tra 1am sang chuyén sau.
Co su khac biét dang ké vé& dic diém vt 1y cta ba nuclit va két qua 13, lya chon nuclit
phéng xa c6 thé 13 quan trong dé phan phéi lwong phéng xa t6i da cho khdi u. Cac hat
ning lugng beta cao hon 2°Y ¢6 thé 1a tét cho céc khéi u 16n, nhung khong cén thiét
cho cac khéi u nhé va dic biét 1a bénh di cin xuong. Céc hat beta ning lugng thip
tuong dbi cua 1311 13 Iy tuéng, tuy nhién viéc khir halogen hod in vivo ctia cdc phén tir
iot phong xa 1a mot bt loi 16n d6i véi cac khang thé ndi hoa. Nguoc lai, ""Lu c6 hat
beta ning lwong thap véi khoang chi 12 0,2-0,3 mm va cé4c hat phan phéi c6 liéu phéng
xa téi tiy xwong thap hon nhiéu so véi Y. Ngoai ra, do chu ky béan ra vat 1y dai hon
(so v6&i 20Y), thoi gian giit lai trong khéi u s& cao hon. Két qua 13, céc hoat tinh cao hon
(nhidu lwong mCi hon) ciia tac nhan déanh ddu "7Lu c6 thé duogc st dung véi lidu
phéng xa nhé hon tuong ddi vao tuy. C6 nhiéu nghién cu 14m sang nghién ctru viéc
st dung cac khang thé danh ddu Lu trong didu tri cdc bénh ung thu khéc nhau.
(Mulligan T et al. Clin Cancer Res. 1: 1447-1454(1995); Meredith RF, et al. J Nucl
Med 37:1491-1496(1996); Alvarez RD, et al. Gymecologic Oncology 65: 94-
101(1997)).

Céc tac nhan c6 thé phat hién hitu dung ma mot khang thé hoic mot phan khang
thé theo séng ché c6 thé duoc tao din xuét (hogc danh diu) véi ching bao gdbm céc
hop chét huynh quang, enzym khic nhau, cic nhém gia, nguyén liéu huynh quang,
nguyén liéu huynh quang sinh hoc, nguyén tir kim loai phét huynh quang, vi dy, europi
(Eu), va cac anthanit, va cac nguyén liéu hoat dong phong xa (dugc mo ta & trén). Cac
tdc nhan huynh quang phét hién dugc bao gdm floresxein, floresxein isothioxyanat,

thodamin, 5-dimetylamin-1-napthalensulfonyl clorua, phycoerythrin va tuong tu.
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Khéng thé ciing c6 thé dugc tao dan xuit véi enzym phat hién duge, nhu phosphataza
kiém, peroxidaza cai ngya, p-galactosidaza, axetylcholinesteraza, glucoza oxidaza va
twong ty. Khi mot khang thé dugc tao dan xudt voi enzym phat hi€én dugc, ndé co thé
phat hién dwoc bing cach bd sung cac thudc thtr bd sung ma enzym st dung dé tao ra
san phim phéan Ung c6 thé phét hién duge. Vi dy, khi tic nhan phat hién dugc 1a
peroxidaza cai ngwa c6 mdt, viéc bd sung hydro peroxit va diaminobenzidin dan dén
san phidm phan ng c6 mau, 1a chit c6 thé phat hién. Mot khang thé ciing c6 thé dugc
tao din xuét voi nhém gia (vi du, streptavidin/biotin va avidin/biotin). Vi du, mdt
khéng thé c6 dugce tao din xudt vé6i biotin, va duge phat hién bing cach do gidn tiép su
gén két avidin hodc streptavidin. Vi du vé c4c nguyén liéu huynh quang thich hop bao
gdm umbelliferon, floresxein, floresxein isothioxyanat, rhodamin, diclotriazinylamin
floresxein, dansyl clorua hodc phycoerythrin; vi du vé nguyén liéu huynh quang bao
gém luminol; va vi du vé nguyén liéu huynh quang sinh hoc bao gbm luciferaza,

luciferin, va aequorin.

Duwoc phfim

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché phém, vi duy, cac ché phém duoc
dung, bao gdm phan tir khang th8 khang GCC hoic thé lién hgp mién dich ctia né, nhu
duoc mo6 ta & diy , dugc tao cdng thirc cung voi chét mang dugc dung. Theo céc
phuong an, phén tr khang thé khang GCC 1a phén t& v6i cac dic diém vi du duoc tong
két trong Bang 1 va 2.

Nhu sir dung trong ddy, “chit mang dugc dung” bao gOm tAt ca dung moi bét
ky, mdi truong phén tan, tdc nhan lam chim hép thu va déng truong, va tuong tw c6
thé twong thich vé& mit sinh 1y. Chat mang c6 thé thich hop @ st dung trong tinh
mach, trong co, duéGi da, ngoai dudng ti€u hod, tai truc trang, cot séng hoac tai biéu bi
(vi du, bing cach tiém hoic truyén). Duoc pham c6 th8 bao gdm mdt hodc nhiéu ta
dugc bd sung, vi du, mubi, chit dém, chit diéu chinh truong luc, chét bao quan dong
lanh, chét téy khong ion, chét hoat dong bé mit, va chét bao quan.

Céc ché pham nay ciing c6 th8 & nhiéu dang. Chiing bao gbm, vi du, dang lidu
16ng, ban rén va dang liéu rén, nhu cac dung dich 1ong (vi du, dung dich tiém dugc va
truyén dugc), hé phan tan hodc huyén phu, liposom va thudc dit. Dang dugc uu tién

phu thude vao kiéu duong ding du tinh va tng dung didu tri. Mot s6 ché phim dic
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trung 1a & dang dung dich tiém duogc hodc truyén duoc, dy tinh dé st dung ngoai
duong ti€u hoa (vi dy, trong tinh mach, dudi da, trong mang bung, trong co). Theo mét
s phuong 4n, khang thé nay dugc st dung bing cach tiém hodc truyén tinh mach.
Theo cac phwong an khac, khang thé duoc st dung bang cach tiém trong co hodc dudi
da.

Thuét nglt “stt dung ngoai dudng ti€u hod” va “ding ngoai dudng ti€éu hod” nhu
str dung trong dy c6 nghia 12 kiéu dudong dung khong phai 14 sir dung tai chd va trong
rudt, thuong la béng cach ti€m, va bao gém, khong gidi han &, ti€ém va truyén trong
tinh mach, trong co, trong ddng mach, trong vd ndo, trong bao, trong hdc mét, trong
tim, trong da, trong mang bung, qua khi quan, dudi da, duédi biéu bi, trong khép, dudi

bao, dudi mang nhén, trong cdt song, ngoai mang cing va ti€ém trong xuong uc.

Theo mot sb phwong 4an, dugc phim 13 v6 khuén va dn dinh trong cac didu kién
san xuit va bao quan. Duoc phim nay c6 thé dugc tao cong thirc 1a dung dich, vi nhii
tuong, hé phén tan, liposom, trung thé, hodc ciu triic c6 trat tu khac thich hop véi
ndng d6 khang thé cao. Cac dung dich tiém dugc vo khuin c6 thé dugc didu ché bang
cach dua hoat chit (fiic la, khang thé hodc phin khang thé) véi lugng yéu ciu vio
trong dung mdi thich hgp v6i mot hodc hdn hop cic thanh phén da néu trén, nhu yéu
clu, sau khi diét khuén, vi du, b%mg cach loc. Né6i chung, cic hé phan tan dugce diéu
ché bing céch dua hoat chét vao trong chit ddn v6 khuin chira mdi trudng phan tén co
ban va cac thanh phan khac duoc yéu ciu tir cac thanh phén néu trén. Trong trudng
hop céc bot vo khuén ciia ché phdm dung dich v6 khuén tiém duge, céc phuong phip
didu ché da biét 1a sdy chan khong va sdy déng kho dé tao ra bot chira thanh phan hoat
tinh va thanh phdn mong mubn khéac bét ky tir dung dich dwgc loc vo khudn trude d6
chira ching. D6 16ng thich hop ctia dung dich c6 thé duge duy tri, vi du, bang cach sir
dung mang bao nhu lexitin, bang cach duy tri ¢& hat mong mudn trong trudng hop hé
phén tan va bang cach sit dung chit hoat dong bé mit. Su hép thu kéo dai cua cc ché
phim tiém duoc c6 thé dugc mang lai bing cich dua vao duge phim tic nhan lam
cham hép thu, vi du, mudi monostearat va gelatin.

Khang thé va manh gén két khang nguyén theo sang ché c6 thé dugc sir dung
béng cac phwong phap khac nhau da biét trong linh vire k§ thuat ndy, mic di véi nhiéu
muc dich didu tri, duong dung/kiéu dung 14 tiém hodc truyén trong tinh mach. Nguoi

¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét r5, dudng ding vi/hodc kidu
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ding s& phu thudc nhiéu vao két qua mong mudn. Theo médt sé phuwong 4n, hoat chét
¢6 thé dugc didu ché voi chit mang s& bao vé hop chit khéng giai phong nhanh, nhu
dugc phadm giai phéng co kiém soét, bao gém thudc cdy, miéng dén tac dung qua da,
va céc hé phan phdi thudc vi bao nang. Céc polyme phan huy sinh hoc, twong thich
sinh hoc ¢6 thé duge st dung, nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic,
colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Nhidu phuong phap dé diéu ché dugc phim
nhu vay da dugce bdo ho hodc duoc biét ro boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay. Xem, vi du, Sustained va Controlled Release Drug Delivery Systems,
J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Theo mét s6 phuong 4n, phan tir khang thé khiang GCC hoic thé lién hgp mién
dich dugc mo ta & day c6 thé dugc st dung qua duong miéng, vi du, voi mot chét pha
lodng tro hodc chit mang c6 thé tiéu hoa. Hop chit (va céc thanh phan mong mubn
khac) ciing c¢6 thé dugc dua vao vién nang gelatin vo cing hodc mém, nén thanh vién
nén, vién ngdm, vién tron, vién nang, con ngot, huyén phu, sird, vién nhén, va tuong
tu. D& sir dung khang thé hoic manh khéng thé theo sang ché bang ngoai dudng ding
ngoai duong tiéu hoa, co thé cin bao hop chit bang, hozc sir dung ddng thoi hop chit

nay vdi, nguyén liéu d€ ngén can su bat hoat cua no.

Dugc phdm c6 thé dugc st dung véi céc thiét bi y t& da biét trong linh vuc k¥
thuét nay. Vi du, dugc phém c6 thé dugc b tri trong mot thiét bi, vi du, vat chira kin
khi hodc kin 16ng, chira mot hodc nhiéu lidu. Vi du v& c4c thiét bi phan phéi thubc bao
gdm, nhung khong giéi han &, bng, dng thong, kim, thi truyén, va day dan. Sang ché
cling d& xudt phuong phap dwa phan ti khang thé hoic thé lién hop mién dich dugc
md t4 & day vao cac thiét bi nhu vay.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché @ xuit phan tir khang thé khang GCC hoic
thé lién hop mién dich dugc md ta & day, dugc bao ché thanh ché phérn liposom. Theo
mot s& phuong 4n, liposom dugc bao béng phén tir khang thé. Theo mot sd phuong 4n,
liposom dugc nap diy tac nhan diéu tri. Sy phan phdi liposom c6 thé cho phép phan
phéi tac nhan, vi dy, tdc nhan didu tri, khong lién két véi khang thé. Phuong phép nay
c6 thé duoc sir dung dé phéan phéi tac nhan, vi du, tdc nhan diéu tri, ma nd khong tuén
theo lién két chéo véi phén tir khang thé hodc tac nhén, vi du, tic nhan diéu tri, dugc
cd 1ap, hoic tiép xtic véi cac té bao khong phai 13 dich c6 thé duge tbi thiéu hoa. Theo

cac phuong an cu thé, liposom dugc nap béi tdc nhan kim té bao hoidc gy doc té bao.
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Theo mot sb phuong an cu thé, tdc nhan diéu tri dugc chon tr nhom bao gﬁ“)m
maytansinoit, auristatin, dolastatin, duocarmyxin, cryptophyxin, taxan, tdc nhan alkyl
hoa ADN calicheamixin, va d4n xudt ctia chiing. Theo cic phwong 4n khéc, liposom
dwoc nap bang trinh ty axit nucleic bao gdm cac phén tit ARN can thiép (RNA
interference), vi du, cdc phén tir dbi nghia, cac phan t siARN, hsARN hoidc miARN,
c6 kha nang 1am giam su biéu hién GCC hoic su biéu hién gen khéc, vi dy, gen géy
bénh ung thu, trong té bao bidu hién GCC. Theo mot sé phuong 4n khéc, liposom
dugc bao hodc nap bing thé lién hop mién dich bao gdm phén tir khang thé khang

GCC va tac nhan diéu tri hodc chét danh diu.

Ché do dung thudc duoc didu chinh dé cung cip dap tng mong mudn t&i wu (vi
du, dap ung diéu tri). Vi duy, tiém mot liéu nhanh c6 thé dugc sir dung, vai lidu chia
nho co thé dugc st dung trong mot thoi gian hodc lidu ¢6 thé giam hoic ting din theo
d0 khén cip cua tinh trang bénh. Pic biét ¢6 loi khi bao ché cac ché phim ding ngoai
dudng tiéu hoa & dang lidu don vi dé tién sir dung va sw 6n dinh liéu. Thuat ngit “dang
lidu don vi,” nhu st dung trong ddy, d& chi cac don vi riéng 1é v& mit vat 1y thich hop
1a cac lidu don vi cho cac dbi tuong dugce diéu tri bénh; mdi don vi chira luong da dinh
cta hoat chit dugc tinh toan dé tao ra hiéu qua didu tri mong mudn cing véi chét
mang dugc dung yéu cau. Chi dinh ctia cac liéu don vi theo séng ché dugc ké don va
phu thudc truc tiép vao (a) dac diém riéng cta hoat chét va hiéu qua diéu trj cu thé can
dat dugc, va (b) gidi han vén c6 trong linh vuc k¥ thuat didu ché hoat chat dé xir ly do

man cam cho cac doi tuong.

Khoang vi du, khong gidi han v& lwong c6 hiéu qua diéu tri hodc phong bénh
cta khang thé hodic manh gin két khang nguyén theo sang ché nim trong khoang tir
0,1-20mg/kg, hodc 1-10mg/kg. Luu ¥ ring cac gi tri lidu c6 thé thay dbi theo cach va
muc dd ning ciia bénh cin duoc thuyén giam. Hiéu ring ddi véi dbi tuong cu thé bat
ky, ché d6 lidu cu thé nén dugc diéu chinh theo thoi gian theo nhu ciu cy thé va diéu
chinh chuyén mén ctia ngudi ké don hodc giam sét viéc st dung ché phim, va khoang
lidu néu trong ddy chi nhdm 1am vi dy va khong lam giéi han pham vi hodc thuc hanh

cta cheé pham.

Dugc phim theo sang ché cling c6 thé bao gdm luwong ¢ “hiéu qua didu tri” ciia
khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo sang ché. Luong c6 “hiéu qua diéu

tri” d€ chi luong c6 hi€u qua, & céc li€u va trong céc giai doan thoi gian can thiét, dé
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dat dugc két qua diéu tri mong mudn. Lwong c6 hiéu qua diéu tri ctia khang thé hodc
ménh khang thé bién dbi c6 thé thay dbi theo cac yéu t& nhu tinh trang bénh, tudi, giéi
tinh, va trong lwong ciia c4 thé, va kha ning cia khang thé hodic phin khang thé dé gay
ra dap tmg mong mudn & c4 thé. Luong c6 hidu qua diéu tri cling 14 lugng trong d6
hiéu quéa gdy ddc hodc c6 hai bt ky ciia khang thé hoic manh khang thé bién dbi bi
14n lu6t boi hidu qua c6 loi cho diéu tri. "Liéu c6 hiéu qua diéu tri " t6t hon 14 trc ché
thong sd do dugc (vi du, tée d6 ting trudng khdi u) & cac dbi tuong duge didu tri béi it
nhét it nhit khoang 20%, it nhit khoang 40%, it nhit khoang 60%, va theo mot sb
phuong 4n it nhét khoang 80%, twong tng véi dbi twong dugc didu tri. Kha ning cia
hop chit dé wrc ché thong sb do duoc, vi dy, bénh ung thu, c6 thé duogc danh gia trong
hé md hinh ddng v4t vé hiéu qud trén cac khéi u & ngudi. Theo cach khac, dic tinh cta
ché phim c6 thé dugce danh gia bang cach kiém tra kha ning hop chét nay tc ché, su
trc ché in vitro nhu vy bang cac thir nghiém da dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vure k¥ thuat nay biét rd.

Ciing ndm trong pham vi ctia sang ché 1a kit bao gdm phén tir khang thé khang
GCC hoic thé lién hop mién dich nhu mé ta & dy . Sang ché ciing dé cap dén kit chira
cac ché phdm liposom bao gdm phén tir khéng thé khang GCC hodc thé lién hop mién
dich. Kit c¢6 thé bao gébm maot hodc nhidu thanh phan khac bao gdm: huéng din six
dung; thubc thir khac, vi du, chit danh diu, tic nhan diéu tri, hodc tdc nhan hitu dung
dé chelat hoa, hodc cach khac 1a két hop, khang thé v&i chit danh ddu hodc tac nhan
diu tri, hoic ché phdm bao vé phong xa; cac thiét bi hodc nguyén liéu khac dé diéu
ché khéng thé dé sur dung; chét mang dugc dung; va thiét bi hoidc cac nguyén liéu dé
st dung cho dbi trong. Huéng dan st dung ciing c6 thé bao gdm hudng din cho tGng
dung chin doan cta phén tir khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién dich dé
phat hién GCC, in vitro, vi du, trong mau, vi du, miu sinh thiét hodc céc té bao tir bénh
nhén méc bénh ung thu, hoic in vivo. Cac hudng din c6 thé bao gdm huéng din didu
tri bao gdm liéu khuyén cdo va/hodc duong ding, vi du, & bénh nhan mic bénh ung
thu (vi dy, ung thu da day, nhu, vi dy, ung thu rudt két, ung thu da day, ung thu thuc
quan). Cac huéng din khéc c6 thé bao gdm hudng dan két hop khang thé véi chét tao
chelat, chit danh d4u hodc tac nhén didu tri, hodc dé tinh ché khang thé lién hop, vi du,
tir cac thanh phén lién hop khong phan Gng. Nhu ban luan trén, kit c6 thé bao gdm

chét danh diu, vi du, chit danh ddu bit ky dugc md ta & ddy . Nhu ban luin sau day,
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kit cling bao gﬁ“)m tac nhan didu tri, vi du, tac nhan diéu tri dugc md ta & day . Theo
mot sb ung dung, khang thé s& phan Gng vdi céc thanh ph?ln khac, vi du, chét tao
chelat hodc chit danh diu hodc tac nhan diéu tri, vi du, isotop phéng xa, vi du, ytri
hodc luteti. Trong mot sé trudng hop, kit ¢6 thé bao gdbm mét hosc nhidu binh phén
ung dé tién hanh phan Ung hodc thiét bi tach, vi du, cdt séc ky, dé s dung trong viéc

tach san phdm cudi cling tir nguyén liéu bit dau hodc chit trung gian phan tng.

Kit nay con ¢6 thé chira it nhat mot thudc thir bd sung, nhu tdc nhan chan doan
hodc tac nhan didu tri, vi du, tac nhan chdn doéan hodc tac nhan diéu tri nhu md ta &
day , va/hodc mdt hodc nhiéu phéan ti khang thé khéang GCC hoac thé lién hop mién

dich khac, dugc bao ché thich hop, trong mot hodc nhiéu dugc phém riéng biét.

Kit nay con c6 thé chira mot chét bao vé phong xa. Ban chét giai phong phong
Xa cua céc isotop, vi du, 2°Ytri (°°Y) da dugc biét. Dé khic phuc sy giai phong phéng
Xa nay, chét bao vé phéng xa cé thé dugc dua vao, vi du, trong chit dém phéan Ung, sao
cho chét bao v& phong xa nay 1 an toan, ¢6 nghia I ching khong trc ché hozc khong
gdy tac dung c6 hai khéc 1én phén tng danh diu, vi du, ca isotop, nhu ciia Y, véi
khang thé. Chit dém ché phim theo sang ché c6 thé bao gbm chit bao vé phéng xa
nhu albumin huyét thanh ngudi (HAS- human serum albumin) hogc ascorbat, ching s&
tdi thiéu hoa su giai phong phéng xa do ytri hodc cc nuclit phéng xa manh khac. Céc
chit bao vé phong xa khac di duoc biét trong linh vuc k§ thuit ndy va ciing c6 thé
duoc st dung trong dém ché phém theo séng ché, tic 13, cac chét thu don géc tu do
(phenol, sulfit, glutation, xystein, axit gentisic, axit nicotinic, ascorbyl palmitat,

HOP(:0)HaI glyxerol, natri formaldehyt sulfoxylat, Na;S20., Na2S203, va SOz, v.v.).

Kit dugc dé xut 1a kit hitu dung dé d4nh d4u phong xa protein hoic peptit duge
lién hop v&i chét tao chelat bing isotop phéng xa didu tri d s dung cho bénh nhan.
Kit nay bao gém (i) mdt lo chira khang thé dugc lién hop véi chét tao chelat, (ii) mot
lo chira dém ché phdm dé 6n dinh va st dung khang thé duoc danh ddu phéng xa cho
bénh nhén, va (iii) huéng din dé thuc hién quy trinh danh ddu phéng xa. Kit nay cung
clp su tiép xtic khang thé lién hop véi chit tao chelat v6i isotop phéng xa hoic mudi
clia n6 v6i luong thoi gian da trong cac diéu kién phi hop, vi du, nhu khuyén céo
trong huéng din. Khang thé duoc danh diu phong xa c6 d6 tinh khiét du, hoat tinh ddc
hiéu va do ddc hi¢u trong gén két dugc tao ra. Khang thé duoc danh déu phong xa c6

thé dugc pha loang dén ndng d6 thich hop, vi du, trong dém ché phim, va duogc sir
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dung truc tiép cho bénh nhan c6 hoic khong cén c6 su tinh ché thém. Khang thé lién

hop v&i chét tao chelat c6 thé dugc cung cép & dang dong kho.

St dung

Céc phén tir khang thé khang GCC dugc md ta & ddy c6 ting dung chén doan,
du doan, diéu tri va phong bénh i vitro va in vivo. Vi du, céc phan tir khéng thé nay
c6 thé dugce st dung cho té bao trong nudi céy, vi du in vitro hoac ex vivo, hodc dugc
st dung cho ddbi tuong, vi du, in vivo, dé diéu tri, phong bénh, va/hoac chin doan mot

loat cac bénh.

Céc phan tir khang thé, thé lién hop mién dich, va protein dung hgp duge mo ta
4] déyAcc') thé duoc str dung co thé diéu bién hoat tinh hodc chirc ndng cda protein GCC,
nhu su gin két phéi ttr (vi dy, sw gin két ciia ST hodc guanylin), sy truyén tin hiéu qua
GCC, duy tri dich rudt, hién tuong ndi cén bé“mg dién giai, giai phéng canxi ndi bao

(dong canxi), su biét hoé té bao, su tang sinh té bao, hodc hoat hod té bao.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép diét, tic ché hoic diéu
bién sy phat trién cia, hodc gdy can tré su chuyén ho4 cua, té bao biéu hién GCC.
Theo mdt phuong 4n, séng ché dé xudt phuong phap tc ché sy truyén tin hidu té bao
qua trung gian GCC hodc phuong phép diét té bao. Phuong phap nay c6 thé duoc six
dung v6i t& bao hosic md bét ky bidu hién GCC, nhu té bao ung thu (vi dy, t& bao tir
bénh ung thu hé da day rudt, nhu, vi du, ung thu rudt két, da day, hodc thuc quéan, hoic
té bao tuy), hodc ton thuong 4ac tinh. Vi du khong giéi han vé té bao biéu hién GCC
bao gdm té bao ung thur tuyén rudt két ciia ngudi T84, té bao khdi u rudt két tuoi hoic
d6ng lanh, va cac té bao bao gdm axit nucleic téi t6 hop ma hod GCC hoic phin clia
no.

Phuong phép theo sang ché bao gém cac budc tiép xic t€ bao v6i phan tir
khang thé khang GCC hoic thé lién hgp mién dich clia né, nhu dugc md ta & day, véi
lwong c6 hiéu qua, tirc 13, lugng du dé wc ché su truyén tin hiéu té bao qua trung gian
GCC hodc luvgng hiéu qua dé diét té bao. Phuong phép c6 thé dugc st dung trén céac té
bao nuoi céy, vi du in vitro, in vivo, ex vivo, hoac in situ. Vi dy, cac té bao biéu hién
GCC (vi du, céc té bao dugc thu thip bing cach sinh thiét khéi u hozc ton thuwong ac
tinh; céc t& bao tir dong ung thu xé4c dinh; hoic té bao tai t hop), c6 thé duoc nudi chy

in vitro trong mdi trudng nudi cdy va bude tiép xtc co thé c6 hiéu qua bang cach bod
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sung phan tir khang thé khang GCC hozc thé lién hgp mién dich vao méi truong nudi
cdy. Trong cac phwong phap diét té bao, phurong phép bao gbm st dung phan tir khang
thé khang GCC trin, hodc thé lién hgp mién dich bao gbdm phén tir khang thé khang
GCC va tac nhén gy doc té bao. Phuong phap nay s& gy diét té bao biéu hién GCC,

bao gé)m cu thé céc té bao khdi u biéu hién GCC (vi du, t& bao khdi u rudt két).

C6 thé tham khéo huéng din trong bang 7 @& chon lua (cic) khang thé dé st
dung cho cac phuong phap khac nhau. Vi duy, bang 7 chi ra khang thé nao duogc xac
nhan 12 ndi hoa sau khi gin két GCC. Khang thé nay sé& hitu dung khi lién két véi gbe
gay doc t& bao hoic gbc dé mo ta té bao. Khang thé khong ndi hoa c6 thé duoc st
dung cho muc dich chén doan hodc phuong phap diéu tri sir dung khang thé trdn dugc
thiét ké dé gay dap ung gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé, hodic
¢6 thé dé ding trong phwong phép phan phéi liposom.

Phan tir khang thé khang GCC theo sing ché gén két véi cac ving ngoai bao
ctia GCC hodc cc phan cta né trong té bao bidu hién khang nguyén. Két qua 13, khi
thuc hanh phuong phép theo sang ché dé tidu diét, trc ché, hodc phét hién cée té bao
ung thu, khang thé hoic manh gin két khang nguyén, ghn két v6i cac té bao nhu vay,
khong chi véi cac té bao dugce c¢b dinh hogc céc t& bao ma mién khang nguyén ndi bao
cua no6 duoc tiép xuc theo cach khac véi moi truong ngoai bao. Két qua 13, su gén két
v6i khang thé hoic manh gin két khang nguyén, duge tdp trung trong cac ving ma &
d6 céc t& bao biu hién GCC, bét chép céc té bao duge cb dinh hoic khéng duoc cb
dinh, co thé séng hodc hoai tr. Theo cach khac hodc bd sung vao, cac phan tir khang
thé khang GCC, gén két véi va duge ndi hoa ciing véi GCC sau khi gin két céc té bao

biéu hién khang nguyén.

Phuong phap nay ciing c¢6 thé dugc thuc hién trén cic té bao co trong dbi tugng,
nam trong quy trinh in vivo. Theo mdt phuong éan, d6i twong nay 1a dbi tugng nguoi.
Theo cach khac, d6i twong ndy c6 thé 1a dong vat c6 vi biéu hién khang nguyén GCC
ma phan tir khang thé khang GCC boc 1§ & ddy phan ing chéo v6i khang nguyén nay.
Phan tir khang thé khéang GCC hodc thé lién hop mién dich ciia né c6 thé dugc sir dung
cho dbi twong ngudi véi muc dich didu tri. Phan tt khang thé khang GCC hoic thé lién
hop mién dich cling c6 thé duoc str dung cho dong vat khong phai 12 ngudi biéu hién
khang nguyén giéng GCC ma khéng thé s& phan tng chéo véi khang nguyén nay (vi

dy, dong vét linh trudng, lon hodc chudt) voi muyc dich chita bénh thu y hodc 1a md
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hinh d6ng vat mic bénh cia ngudi. Cac mo hinh dong vat co thé hiru dung dé danh gia
hiéu qua diéu tri ciia khang thé theo sang ché (vi du, thir nghiém lidu va thoi gian diéu
tri). Theo cac phwong an in vivo, budc tiép xuc 13 c6 hidu qua & d6i trong va bao gdm
viée st dung phén tir khang thé khang GCC hodc thé lién hgp mién dich ctia né cho
dbi twong nay trong cac didu kién c6 hiéu qua cho phép gan két ca phan tir khang thé
v6i mién ngoai bao ciia GCC biéu hién trén té bao, va xir 1y t& bao nay.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& xudt phuong phép diéu tri bénh ung thu bang
cach st dung phan tir khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién dich bao gbém
phan tir khang thé khang GCC va tac nhan gay doc t& bao cho dbi trong cin duoc diéu
tri. Phuong phép nay c6 thé dugc sir dung dé didu tri bénh ung thu bét k¥, bao gbm it
nhét mot sd t& bao biéu hién khang nguyén GCC. Nhu st dung trong day, thuét ngit
“ung thu” ¢6 nghia 12 bao gbm tht ca cac dang phat trién ung thu hodc céc qua trinh
sinh khéi u, cac md di cin hoic cac té€ bao chuyén hoa ac tinh, mo, hodc co quan, bét
chép kiéu mo bénh hoc hoic giai doan xdm 14n. Thuat ngtt “ung thu” va “khdi u” c6
thé str dung thay thé cho nhau (vi du, khi st dung trong phin noi dung lién quan dén

phuong phap diéu tri, “diéu tri bénh ung thu” va “diéu tri khdi u” c6 cting nghia).

Theo cac phuong an, viéc di€u tri 1a du dé giam hodc trc ché su phat tri€n cia
khoi u cuia doi tuong, 1am giam s6 lwgng hodc kich thudc cia ton thuong é4c tinh, lam
giam lugng khoi u, 1am giam lugng khdi u so cép, lam gidm sy xam lan, kéo dai thoi

gian song sot, hodc duy tri hodc cdi thién chat lugng cudc song.

Vi du v& cac bénh ung thu bao gém, nhung khong chi giéi han 6, khdi u rin,
khdi u mdé mém, va tén thuong ac tinh. Vi du vé khdi u rén bao gém khéi u 4c tinh, vi
du, sarcoma, ung thu tuyén, va caxinom, cua hé théng td chirc khac nhau, nhu cic hé
théng anh huong dén rudt két va tuy. Ung thu tuyén bao gém cac khdi u 4c tinh nhu
caxinom t& bao khong nhé ciia phdi. Cac tén thuong 4c tinh ctia cic bénh ung thu néu
trén ciing c6 thé duoc diéu tri hodc phong bing cac phuong phap va duge phim theo
sang ché. Theo mdot sb phuong &n, bénh ung thu dugc diéu tri 13 bénh ung thu & hé da
day-rudt non (vi duy, ung thu tryc trang rudt két, ung thu thuc quan, hoic ung thu da

day). Theo mot sé phuong 4n, bénh ung thu 1 ung thu tuy.

Theo modt phuong an, bénh ung thu 1a ung thu tryc trang rudt két, vi du, ung thu

tuyén truc trang rudt két, sacom co tron truc trang rudt két, u lympho truc trang rudt
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két, u melanin truc trang rudt két, hodic u than kinh ndi tiét truc trang rudt két. Theo
mdt phuong 4n cu thé, bénh ung thu 13 ung thu rudt két di can. Theo phuong 4n khéc,
bénh ung thu 13 ung thu da day (vi du, ung thu tuyén, u lympho, hodc sarcoma da day),
hodc truong hop di cdn cda ching. Theo phuong an khéc, bénh ung thu 1a bénh ung

thu thuc quan (vi dy, caxinom té bao vay hodc ung thu tuyén thuc quan).

Phuong phap c6 thé duoc hitu dung dé didu tri bénh lién quan & giai doan bt
ky hodc chua dwoc phan loai. Vi du, phwong phap nay c6 thé dugc sir dung dé diéu tri
giai doan sém hodc mudn cua bénh ung thu rudt két, hoic ung thu rudt két & giai doan

batky 0, I, IIA, IIB, IIIA, IIIB, ITIC, va IV.

Theo mot sb phuong 4n, phuong phap dé didu tri bénh ung thu (vi du, truc trang
rudt két, thuc quan, hodc ung thu da day) bao gém viéc st dung cho bénh nhéan can
duoc didu tri phan tir khang thé khang GCC trin dugc md ta & day . Theo cac phuong
4n khac, phuong phép ndy bao gdm sir dung thé lién hop mién dich bao gdm phén tir
khang thé khang GCC duoc md ta & ddy va tdc nhan gy doc té bao. Theo mdt sb
phwong 4n nhu véy, thé lién hop mién dich dwgc dic trung béi cong thie (7), nhu mo
ta & day. Theo mot sb phuong 4n, thé lién hop mién dich dwgc dic trung boi cong thire
(I-1), (I-2), (I-3), (I-4), (I-5), (I-6), hodc (I-7) nhu dugc md ta & ddy. Theo céc phuong
an cu thé, thé lién hop mién dich duoc dic trung boi cong thie (1), (I-1), (I-2), (I-3),
(I-4), (I-5), (I-6), hodc (I-7), trong d6 Ab bién ddi 1 phan tir khéng thé véi cic dic
diém dugc téng két trong Bang 1 d&én 6. Theo mot sd phuong 4n, Ab bién dbi 13 phan
tir khang thé 5F9 hodc phén tir khang thé Abx-229. Theo mot s6 phwong 4n cu thé, thé
lién hop mién dich dwoc dic trung bdi cong thire (I-5) hoic (I-7), trong d6 Ab bién dbi
1a phan tir khang thé 5F9.

Phuong phép st dung phén tir khang thé va thé lién hop mién dich dwgc mo ta
& trén. Céc lidu thich hop cta phan tir duge st dung s& phu thudc vao d9 tudi va trong
luong cta d6i twong va hop chét cy thé duoc st dung.

Theo mdt s6 phuong 4n, phan tir khang thé khang GCC hodc thé lién hgp mién
dich duogc st dung trong cac chu ky diéu tri. “Chu ky diéu tri” bao gém giai doan diéu
tri, trong d6 phan tir khang thé khang GCC hodc thé lién hop mién dich dugc sit dung

nhu dugc mo ta ¢ trén, sau do6 la giai doan nghi, trong d6 khong c6 phéan tir khang thé
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khang GCC hoic thé lién hop mién dich ndo dugc st dung. Chu ky didu tri c6 thé

duoc ldp lai n€u can thiét dé dat dugce hi€u qua mong mudn.

Khéng thé khang GCC duogc md ta & ddy (vi du, phan tir khing thé khang GCC
trAn hogc thé 1ién hop mién dich chira phan tir khang thé khang GCC va tac nhén didu
tri) c6 thé str dung két hop véi cac lidu phap khac. Vi dy, liéu phap két hop c6 thé bao
gdm ché phdm theo sang ché dugc bio ché ddng thoi véi, va/hodic duge sit dung dong
thoi v6i, mot hodc nhidu tic nhan diéu tri bd sung, vi dy, mgt hodc nhiéu tac nhan
chéng ung thu, vi dy, tdc nhan gy ddc t& bao hodc kim té bao, diéu tri hormon,
vacxin, va/hodc cac liéu phap mién dich khéac. Theo cdc phuwong an khéc, khang thé
khéang GCC dugc st dung két hop vé6i cac phuong thirc didu tri khac, bao gdm phiu
thuat, xa tri, phﬁu thuét lanh, va/hodc li€u phap nhiét. Cac liéu phap hdn hop ndy thuin
loi c6 thé sir dung cac lidu thép hon ctia tdc nhan didu tri dugc st dung, do d6 tranh

dugc doc tinh c6 thé hodic cac bién chimng di kém véi cac liéu phap don khéc nhau.

Puoc st dung “két hop,” nhu dugc st dung & ddy, c6 nghia 1a hai (hodc nhiéu
hon) liéu phéap didu tri khac nhau dugc 4p dung cho d6i twong trong qua trinh mic
bénh cta dbi twong, vi du, hai hoidc nhiéu liéu phap diéu tri duoc ap dung sau khi dbi
tuong duogc chin doan bénh nay va trude khi bénh nay dugc diéu tri hodc dugc déy Iui.
Theo mdt sd phuong an, mot liéu phap diéu tri vin xay ra khi li¢u phap diéu trj tht hai
bat dau, sao cho co su trung lip. Ddi khi thoi gian ndy dugc goi trong day 1a “ddng
thoi” hodc “phéan phdi ddng thdi.” Theo cac phuong n khac, mot li¢u phép diéu tri két
thic trude khi lidu phép didu tri khac bét dAu. Theo mot sb phuong an khéc, viée diéu
tri hi€u qua hon do st dung két hop. Vi dy, liéu phap diéu tri tht hai ¢6 hiéu qua hon,
vi dy, hiéu qua tuong duong dugc thay khi khong c6 liéu phap diéu tri tha hai, hozc
li€éu phap diéu trj thr hai 1am giam cac triéu chimg v6i mic d9 16n hon, so v6i néu lidu
phép diéu tri thi hai dugc st dung trong khi khong c6 liéu phép diéu tri du tién, hodc
quan sat thdy tinh trang twong ty véi liéu phép didu tri thi nhét. Theo mdt sé phuong
an, viéc ap dung nhu vy 1a sy giam tri¢u chirng, hodc céc thong sé khéc lién quan dén
bénh 1a cao hon khi quan sat véi mot liu phap diéu tri don d6c ma khoéng c6 liéu phap
kia. Hi€u qua cuda hai li¢u phap didu tri c6 thé sao cho cong ting phén, cong hoan toan,
hodc cdng cao hon. Viéc ap dung nay co thé sao cho hiéu qua diéu tri dau tién 4p dung

van c6 thé phat hién dwogc khi 4p dung liéu phép diéu tri th hai.
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Theo mét s& phuong 4n, phén tir khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién
dich ctia né duoc st dung két hop vai tac nhan hoa tri liu. Cac vi du khong nhim gidi
han v& c4c tac nhan hod tri liéu phd huy ADN bao gdm cac chat trc ché topoisomeraza
I (vi duy, irinotecan, topotecan, camptothexin va chit trong tw lién quan hoic chit
chuyén hoa ciia chiing, va doxorubixin); chét trc ché topoisomeraza II (vi du, etoposit,
teniposit, va daunorubixin); tdc nhin alkyl héa (vi dy, melphalan, chlorambuxil,
busulfan, thiotepa, ifosfamit, carmustin, lomustin, semustin, streptozoxin, decarbazin,
metotrexat, mitomyxin C, va xyclophosphamit); chét 16ng vao gitta ADN (vi du,
cisplatin, oxaliplatin, va carboplatin); chét 1dng vao gifta ADN va chit tao cac gbc tur
do nhu bleomyxin; va chét giéng nucleosit (vi du, 5-flouraxil, capexitibin, gemxitabin,

fludarabin, cytarabin, mercaptopurin, thioguanin, pentostatin, va hydroxyurea).

Tac nhan hod tri liu lam gian doan su sao chép té bao bao gdm: paclitaxel,
docetaxel, va cac chit tuong tu lién quan; vincristin, vinblastin, va céc chét tuong tu
lién quan; thalidomit, lenalidomit, va cac chét tuong tu lién quan (vi du, CC-5013 va
CC-4047); chét Gc ché protein tyrosin kinaza (vi du, imatinib mesylat va gefitinib);
chét @rc ché proteasom (vi dy, bortezomib); chét ¢ ché NF-kB, bao gém chét trc ché
IxB kinaza; khang thé gén két véi cac protein biéu hién qua muc trong bénh ung thu
va b.%mg cach d6 diéu hoa giam sy sao chép (vi du, trastuzumab, rituximab, cetuximab,
va bevacizumab); va céc chét wrc ché khac cia protein hoic enzym da biét dugc didu
hoa ting, biéu hiéu qua mirc hodc hoat hoa trong céc bénh ung thu, su tc ché ching sé&

diéu hoa giam su sao chép té bao.

Viéc lua chon (c4c) téc nhan didu tri hodc phwong thirc didu tri duge két hop
v6i phén tir khang thé khdng GCC hosc thé lién hop mién dich theo séng ché s& phu
thudc vao bénh duge diéu tri. Cac tic nhan hodc phuong thic diéu tri bd sung c6 thé
bao gdm, vi du, cac liéu phép chuin da dugc thong qua cho chi dinh bénh dugc didu
tri. Vi dy, khi phan t& khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién dich ctia n6 dugc
st dung dé diéu tri bénh ung thu rudt két, n6 c6 thé duge st dung két hop véi, vi du,
phﬁu thuat; liéu phap xa tri; 5-flourixil (5-FU), capecitibin, leucovorin, irinotecan,
oxaliplatin, bevacizumab, cetuximab, panitumum, hodc hdn hop cuia chiing (vi du,
oxaliplatin/capecitibin (XELOX), 5-flourixil/leucovorin/oxaliplatin (FOLFOX), 5-
flourixil/leucovorin/irinotecan (FOLFIRI), FOLFOX va bevacizumab, hodc FOLFIRI

va bevacizumab).

-121 -



21857

Theo khia canh khac, sang ché dé cép dén viéc sit dung phan tir khéng thé
khang GCC hoic thé lién hop mién dich nhu dwgc md ta & dy trong san xuét thudc.
Theo mdt phuong én, thude nay dé diéu tri ung thu, vi du, ung thu da day rudt non.
Theo mot sb phuong 4n, thudc nay bao gbm phan tir khang thé khang GCC c¢6 cac dic
diém duoc tdng hop trong Bang 1-6. Theo mot sé phwong 4n, thudc nay bao gbm phén
tt khang thé 5F9 hodc phan tir khang thé Abx-229.

Khang thé khang GCC va thé lién hop mién dich duge mb ta & ddy c6 thé dugc
st dung dé phat hién su c6 mit ciia GCC, vi dy, dé phat hién su c6 mit cia GCC trong
mAu sinh hoc, hodc dé phat hién su c6 mit hoic phan bd GCC trong mdt d6i tuong.
Thuét ngit “phét hién” nhu duogc st dung ¢ diy bao gém su phéat hién dinh tinh hodc
dinh luwong. Viéc phat hién protein GCC hodc GCC, nhu duge st dung & day, nghia 1a
phat hién protein GCC nguyén ven hodc phat hién phén protein GCC bao gbm epitop
ma phan tir khang thé khang GCC gén vao.

Theo d6, theo khia canh khac, sang ché dé cép, phuong phap phat hién protein
GCC, vi du, phét hién té bao hodc mé biéu hién GCC, vi dy, té bao khéi u, hogc khdi u
¢6 céc té bao biéu hién GCC. Phuong phip niy bao gbdm: cho nguyén lidu, vi dy, té
bao hodc md, vi du, miu cia khdi u biéu hién GCC, tiép xic véi phan tir khang thé
khang GCC, vi du, phan tir khéng thé khang GCC dugc md ta & ddy , trong céc diéu
kién cho phép hinh thanh phirc gifta phén tir khang thé khang GCC va protein GCC; va
phat hién sy hinh thanh phuc gifta phan tir khang th& va protein GCC, bang cach d6
phat hién sy cé mit cta protein GCC, vi du, dé phat hién ra té bao hodc khéi u biéu
hién GCC.

Theo mot phuong 4n, phan tir khang thé khang GCC la thé lién hop mién dich
bao gbdm chit danh ddu c6 thé phat hién.

Theo mdt sb phuong 4n, cac md bao gdm mo binh thudng va/hogic md ung thu
biéu hién GCC & cac mitc cao hon twong ing v6i cdc mo khac, vi du moé khac nhu té
bao B va/hodc md lién quan dén té bao B.

Céc phuong phap phéat hién duge md ta ¢ ddy , hodc in vitro hodc in vivo, c6 thé
dugc sit dung dé danh gia mot ddi twong. Theo mot phuong an, phwong phap nay dugc

thuc hién in vivo, va c6 thé dugce st dung, vi du, d€ chup anh, xac dinh giai doan, danh
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gia hodc chin doan bénh nhan. Theo mét sé phuong an, bénh niy 1 bénh ting sinh té

bao, nhu bénh ung thu hodc khéi u, vi du, ung thu rudt Kkét.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché dé xuét, phuwong phap dé phat hién su c6
mat protein GCC in vitro (vi duy, trong mau sinh hoc, nhu md sinh thiét, vi du, tr mo
khdi u, tr mot dbi tuong) hodc in vivo (vi du, béng cach chup anh in vivo trong d6i
twong). Phuong phap nay bao gdm: (i) cho tiép xic miu véi phan tir khéng thé khéng
GCC hoic thé lien hop mién dich cua chung, hodc st dung cho dbi twong, phan tir
khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién dich clia n6; va (ii) phét hién sy hinh
thanh cta phiic gitta phan tr khang thé khang GCC va protein GCC. Sy hinh thanh

phtrc 1a chi thi cho su c¢6 mét hodc mirc GCC.

Theo céc phuong 4n, muc ciia phirc dugc phat hién trong miu hogc d6i tuong
dugc so sédnh véi gid tri tham chiéu, vi du, gié tri vé su hinh thanh phirc hodc mirc
GCC. Theo mdt phuong 4n, mirc GCC vuot quéa gid tri tham chiéu 1a chi thi cho rdi
loan qua trung gian GCC.

Theo mét phwong an, phuong phap nay bao gdm cho mau d6i chiéu, vi dy, mau
dbi chung (vi du, mAu sinh hoc ddi chung, nhu huyét twong, md, sinh thiét) hodc déi
twrong d6i ching) tiép xuic véi phan tir khang thé khang GCC hoic thé lién hop mién
dich ctia n6 va so sdnh mic phitc dugc phat hién trong d6 véi mirc phét hién trong

mau hodc ddi tuong.

Theo mét s& phuong an, té bao hoic md thir nghiém dugc thu 14y tir mot c4 thé

nghi ngd 12 mic bénh c6 lién quan dén sy biéu hién GCC ting.

Theo mdt phuwong 4n, mitc GCC, trong mot mau tir d6i twong, hoic trong dbi
twong, dugc so sanh véi mic tham chiéu, vi du, mitc GCC trong nguyén liéu d6i
chirng, vi du, té bao binh thudng clia cling ngudn mé 12 té bao cia ddi tugng hoic té
bao ¢6 GCC & cac muc so sanh duoc véi té bao binh thudng nhu vay. Phuong phép
nay co thé bao gém, vi du, dap ung véi mirc phat hién cua GCC, chin doan, tién
luong, danh gia hiéu qua diéu tri, hodc xac dinh giai doan 161 loan. Mitc cao hon cua
GCC trong miu hoic di twong, khi so véi nguyén liéu d6i ching, chi thi sy c6 mit
cta r6i loan lién quan dén su bidu hién GCC. Mitrc cao hon ciia GCC trong miu hoic
dbi tuong nay, khi so véi nguyén liu d6i chimg, ciing co6 thé chi thi, sy thiéu tuong

doi hiéu qua diéu tri, tién lugng tinh trang xau hon, hodc céc giai doan mudn cia bénh.
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Mirc GCC ciing c6 thé duge sir dung dé danh gia hoic lwa chon viéc diéu tri trong lai,
vi dy, nhu cdu diéu tri tAn cong manh hon hodc it hon, hodc nhu cau chuyén tir ché do

di€u tri nay sang ché do khac.

Murc GCC ciing ¢6 thé duoc st dung dé chon hoic danh gia bénh nhan. Vi du,
theo cac phuong 4n, bénh nhan ma té bao khdi u cta ho biéu hién lugng cao GCC trén
bé mit cua ching s€ dugc xem xét 1a mot dbi tuong san sang dé diéu tri béng cac phan
tir khang thé khang GCC lién hop vé6i ddc td. Theo cdc phuong 4n, bénh nhén c6 té
bao khéi u biu hién céc luong thdp GCC trén bé mit ciia chiing s& khong phai 14 dbi
tuong can duge didu tri hodc c6 thé 1a cac dbi tuong dé két hop phan tir khang thé
khang GCC véi phuong phap diéu tri diéu tri bd sung, hodc 1a dbi twong cho liéu phap
khang thé trin. Trong vi du khac, liéu phén tir khéng thé khang GCC lién hop véi doc
t6 c6 thé duoc diéu chinh dé phan 4nh sé lvong phéan tir GCC dugc biéu hién trén bé
mit cta t& bao khdi u. Bénh nhan vdi sé lugng phan tir GCC cao trén bé& mit té bao
khdi u c6 thé duoc didu tri voi cac lidu thdp hon so véi cac bénh nhan c¢6 sd phan tir
GCC thip. Viéc phét hién sy c6 mit cia té bao khdi u biéu hién GCC in vivo ¢6 thé
cho phép x4c dinh mé trong khi u biéu hién GCC so cép da di can. Viée hiéu rang céc
md ndy da di can c6 thé quyét dinh dén viéc sir dung tai dich cta liéu phép khéi u hay

khong.

Nhu duge ban ludn & trén, cac phén tir khang thé dugc mo ta & day cho phép
danh gia sy ¢6 mit ciia protein GCC trong cdc m6é mdi hinh thanh so véi binh thudng,
thong qua d6 ma sy c6 mit hodc mic d nang clia bénh, tién trinh bénh vd/hodc hidu
qua cua liéu phap diéu tri ¢6 thé dugc danh gia. Vi du, li€u phap ¢6 thé duoc kiém soat
va danh gia hiéu qua. Trong médt vi du, protein GCC ¢6 thé dugc phéat hién va/hodc
dinh luong trong mau ddu tién thu dugc tir d6i twgng mic bénh mién dich va liéu phap
6 thé duge bét dau. Sau d6, mAu thtr hai c6 thé thu dwoc tir dbi tugng va protein GCC
trong mau c6 thé dugc phat hién va/hodc dinh lugng. Sy gidm dinh lugng cia protein
GCC dugc phat hién hodc déanh gid trong mAu thir hai c6 thé 13 chi thi cho hiéu qua
didu tri.

Cac bénh ting sinh té bao vi du c6 thé duge danh gia, vi dy, duogc chin doan,
bang khang thé dugc boc 16 & day bao gdm rdi loan ting sinh bao gdm, nhung khong

chi gi6i han &, ung thu rudt két, ung thu da day, ung thu thyc quan.
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Theo mét sé phuong an, phuong phap, nhu cac phuong phép duge mo ta & trén,
bao gdm phat hién su gin két ctia khang th khang GCC v6i GCC dugc bidu hién trén
bé mit cta té bao hodc trong ché phim mang thu duge tir té bao biéu hién GCC trén bé
mit cia n6. Theo mét sd phuong an, phuong phap ndy bao gbm cho té bao tiép xuc
v6i khang thé khang GCC trong cac didu kién cho phép su gin két cia khang thé
khang GCC véi GCC, va phat hién li¢u c6 hinh thanh phirc gifta khang thé khang GCC
va GCC trén bé mit t& bao. Thir nghiém vi du dé phat hién su gin két cta khang thé

khang GCC véi GCC dugce biu hién trén b mit ciia té bao 1a thir nghiém “FACS”.

Céc mau vi du cho phuong phap dugc md ta & ddy bao gdm mo hoic dich thé,
nhu dich ro tai chd viém, méu, huyét thanh, dich rudt, miu phéan, ho#c sinh thiét.
Trong mét vi duy, mau (vi du, md va/hoic dich thé) c6 thé thu dugc tir ca thé va phuong
phép midn dich thich hop cé thé dugc sir dung dé phat hién va/hodc dinh luong sy biéu
hién protein GCC. Céc phuong phap mién dich thich hop dé phat hién hodc dinh lugng
su biéu hién protein GCC bao gbdm thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa, m6 mién dich hoc, dém té bao theo dong,

va tuong tu.

Céac phéan to khéang thé khang GCC dugc st dung trong cac phwong phap duoc
md ta & day, vi du, trong viéc phat hién in vivo va in vitro, vi du, phuong phép chén
doan, xac dinh giai doan, hodc phuong phép chup anh, c6 thé dugc danh diu truc tiép
hodc gian tiép biang mot co chit c6 thé phat hién dé thiic ddy phat hién ctia tdc nhén
gén két hodc chua gin két. Co chét c6 thé phat hién thich hop bao gdm céc enzym hoat
dong sinh hoc khéc nhau, phéi tir, cdc nhém gia, nguyén liéu huynh quang, nguyén
liéu phét quang, nguyén liéu hoa hoc phat quang, nguyén li¢u sinh hoc huynh quang,
nguyén liéu mang mau, nguyén liéu giau electron, chét thuan tir (vi dy, hoat tinh hép
thu tir hat nhén), va c4c nguyén liéu hoat dong phéng xa. Theo mot s phuong én,
phéan tir khéng thd khang GCC duoc két hop véi ion hoat dong phong xa, vi dy, indi
(n), iot (311 hodc 1251), ytri (°°Y), luteti (1"’Lu), actini (**Ac), bismuth (*?Bi hogc
23B4), luu huynh (35S), cacbon (4C), triti (*H), rodi ('**Rh), tecneti (*’mTc),
praseodymi, hogc phospho (3*P); hodc nuclit phong xa phét positron, vi dy, cacbon-11
("1C), kali-40 (*)K), nito-13 (1*N), oxy-15 (**O), Flo-18 (**F), va iot-121 (**'I).

Chit d4nh déu vi du bao gdm nhém huynh quang nhu céc chelat dit hiém hosc

floresxein va din xuét ctia nd, rhodamin va dan xuét cia nd, dansyl, umbelliferon,
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luceriferaza, vi du, luciferaza ctia dom dém va luciferaza cta vi khudn (Patent M¥ sb
4.737.456), luciferin, va 2,3-dihydrophtalazindion. Cac chit danh du vi du khéac bao
gdm peroxidaza cai ngya (HRP), phosphataza kidm, galactosidaza, glucoamylaza,
lysozym, oxidaza sacarit, vi du, glucoza oxidaza, galactoza oxidaza, va glucoza 6-
phosphat dehydroaza, oxidaza di vong nhu uricaza va xanthin oxidaza, két hop véi
enzym st dung hydro peroxit dé oxy héa tién chét thuéc nhuém nhu HRP,
lactoperoxidaza, hodc microperoxidaza, biotin/avidin, chit danh d4u quay cuc, chét

danh du thé thuc khuén, cac gdc tu do thich hop, va twong tu.

Céc phan tir khang thé duoc danh ddu bing nhém huynh quang va nhém mang
mau c6 thé duoc diéu ché tir cac gde chuén da biét trong linh vuc k§ thuét. Do khang
thé va céac protein khac hp thu 4nh séang c6 budc song 1én dén khoang 310nm, céc gdc
huynh quang s& dugc chon dé c6 d6 hip thu vé co ban & budc séng trén 310nm va tét
hon 1a trén 400nm. Mdt loat cac hop chit huynh quang thich hop va nhém mang mau
dugc mo ta trong Stryer Science, 162:526 (1968) va Brand, L. et al. Annual Review of
Biochemistry, 41:843-868 (1972). Khang thé c¢6 thé dugc danh du bing nhém mang
mau huynh quang bing cac quy trinh thong thuong nhu duge mb ta trong Patent My
56 3.940.475, 4.289.747, va 4.376.110.

Mot nhém phat huynh quang c6 mot sé dic diém mong mubn nhu duge mé ta &
trén 1a thubc nhudm xanthen, bao gdm cac floresxein c6 ngudn gbc tir
3,6-dihydroxy-9-henylxanthhydrol va resamin va rhodamin c6 ngudn gdc tir
3,6-diamino-9-phenylxanthydrol va lisanim rhodamin B. Céc din xuét rhodamin va
floresxein ctia 9-o-carboxyphenylxanthhydrol ¢c6 nhém 9-o-carboxyphenyl. Cac hgp
chét floresxein c6 cdc nhém két hop phan tng nhu nh(')rh amino va isothioxyanat nhu
floresxein isothioxyanat va florescamin 12 c¢6 s&n. Nném céc hop chit huynh quang

khéc 1a naphtylamins, c6 nhém amin & vi tri a hodc f.

Phén tr khéng thé da danh ddu c6 thé duge s dung, vi du, trong chin doan
va/hoic thue nghiém trong mot s6 ndi dung, bao gdm (i) dé tach khang nguyén da biét
bang céc k§ thuét chudn, nhu sic ky 4i luc hodc két tia mién dich; (ii) dé phat hién
khang nguyén da biét (vi du, trong dich phén giai t& bao hoc dich té bio) dé danh gia

s du va md hinh biéu hién protein; (iii) dé kiém tra mtrc protein trong mé 1a mot phan
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clia quy trinh thir nghiém 14m sang, vi du, dé x4c dinh hiéu qua ciia ché @6 diéu trj dua

ra.

Mot sb phuong phap khéc c6 thé dwoc sit dung dé xac dinh su gin két cia
khang thé khang GCC véi GCC. Cac phuong phép nhu vay bao gdm, nhung khong chi
gidi han &, cac thir nghiém gén két khang nguyén da biét trong linh vuc k¥ thuat nay,
nhu thdm tach protein, thir nghiém mién dich phong xa, thir nghiém hép thu mién dich
lién két enzym (ELISA - enzym linked immunosorbent assay), thit nghiém mién dich
“sandwich”, thir nghiém két tia mién dich, thir nghiém mién dich huynh quang, thtt

nghiém mién dich protein A, v md héa hoc mién dich (IHC-immunohistochemistry).

Su tao phirc giita phan tir khang thé khang GCC va GCC c6 thé dugc phat hién
bang cach do hoic giy hién thi khang thé (hoic manh khing thé) gin két voi khang
nguyén GCC hodc phén tir khang thé khong gén két. Céc thir nghiém phét hién thong
thuong co thé dugc st dung, vi du, thdm tach protein, thir nghiém mién dich phéng xa,
ELISA, thr nghiém mién dich “sandwich”, thit nghiém két tha mién dich, thir nghiém
mién dich huynh quang, thir nghiém mién dich protein A, va héa hoc md mién dich

(THC) hoic thtr nghiém mién dich phéng xa (RIA).

Thay thé cho viéc danh d4u phén tir khang thé khang GCC, su c6 mit ctia GCC
c6 thé dugc thir nghiém trong miu bang thir nghiém mién dich canh tranh st dung cac
chét chudn danh d4u bing co chét c6 thé phat hién va phan tir khing thé khang GCC
khong danh d4u. Trong thir nghiém nay, miu sinh hoc, chit chuén danh du va tac
nhan gin két GCC dugc két hop va lwong chit chudn dugc danh du gén két v6i khang
thé chua danh déu dugc x4c dinh. Lugng GCC trong miu nay ty 1¢ nghich véi lugng
chét chudn danh d4u gén két v6i tc nhan gin két GCC.

Ciing c6 thé phat hién tryc tiép GCC véi su tao phirc phan tir khéng thé khang
GCC ma khéng cén thao tic nao khac hoic danh diu thanh phan khéc (GCC hoic
phén tir khang thé), vi du bing cach st dung k¥ thuat truyén ning lwong huynh quang
(FET, xem, vi du, Lakowicz et al., Patent My s6 5.631.169; Stavrianopoulos, et al.,
Patent M§ s6 4.868.103). Chit danh d4u mang huynh quang dAu tién, phan tir ‘chit
cho’ duge lwa chon sao cho, khi kich thich bing 4nh sang téi v6i budc séng thich hop,
ning lugng huynh quang phét ra clia né s& duge hép thu béi chit danh diu huynh

quang trén phén t& ‘nhan’ thir hai, phan tir nay lan lugt c6 thé phat huynh quang do
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nang luong hép thu. Theo cach khac, phan tit protein ‘cho’ c6 thé stir dung mot cach
don gian nang lugng huynh quang tu nhién cua gbc tryptophan. Céac chit danh diu
dugc chon phét ra cac budce song anh sang khac nhau, sao cho phén tir danh déu ‘nhan’
¢6 thé phén biét véi ‘chit cho’. Do hiéu luc truyén ning luong gitta cac chat danh diu
1a ¢6 lién quan dén khoang cach gifta céc phan tu, mdi quan hé khong gian gifta céc
phan tir c6 thé duge dénh gia. Trong trudng hop trong d6 sy gén két xay ra giita cac
phén ttt, sy phat huynh quang cta phén tir chét danh diu ‘nhan’ trong thir nghiém nay
s& 1 t6i da. Sy gén két FET c6 thé dugc do mot cach thuan tién qua phuong phap phat
hién huynh quang chuédn da biét 13 trong linh vuc k§ thuit nay (vi du, bing huynh
quang ké).

Theo vi du khéc, viéc xac dinh kha ning cia phéan tir khang thé nhan dién GCC
¢6 thé duoc thuc hién ma khong cn cin danh déu thanh phan thir nghiém (hodc GCC
hodc phan tir khéng thé) bang cach sir dung k§ thut nhu Phan tich twong tac sinh hoc
phan tit thoi gian thue (BIA - real-time Biomolecular Interaction Analysis) (xem, vi
du, Sjolander, S. and Urbaniczky, C., 1991, Anal. Chem. 63:2338-2345 and Szabo et
al., 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705). Nhu dugc st dung & day, “BIA” hodc
“d6 cong hudng plasmon bé mit” 14 mot k§ thuat nghién ctru twong tac dic hiéu sinh
hoc v& thoi gian thuc, ma khong cdn danh ddu chit twong tac bat ky (vi du,
BIACORE™). Sy thay dbi vé khéi lugng & bé miit gén két (chi thi cho su gan két) gy
ra su bién d6i vé& hé sd khuc xa clia 4nh séng gan bé mit (hién twong quang hoc cla
cong hudng plasmon bé mit (SPR)), tao ra mdt tin hiéu c6 thé phat hién c6 thé duogc

st dung 12 chi thi cua tuong tac thoi gian thuc gifta cac phén tir sinh hoc.

Theo phuong an khac nita, sang ché dé cap phuong phap dé phét hién sy c6 mit
ctia md khéi u biéu hién GCC in vivo. Phuong phap ndy bao gbm (i) st dung cho dbi
tugng (vi du, bénh nhén mic ung thu) khéng thé khang GCC hoic manh gin két khang
nguyén cua no, t6t hon 1a khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né dugc lién
hop v&i chat danh déu c6 thé phét hién; (ii) cho tiép xuc d6i tugng ndy v6i phuong tién
dé phét hién chit danh ddu c6 thé phat hién néu trén véi md hodc té bao biéu hién
GCC.

Vi du v& céc chét danh d4u hitu dung d& chup anh chin doan phi hop véi sang
ché 13 chit danh diu phong xa nhu B, In, $¥Ga, 1231, ¥™Tc, 32P, 19, 3H, 1C, va

188Rh, chit danh diu huynh quang nhu floresxein va rhodamin, chit danh déu hoat
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dong cong hudng tir hat nhén, isotop phét positron c6 thé phat hién bing thiét bi chup
cit 16p phat xa photon don bing may tinh (single photon emission computed
tomography - SPECT) hoic thiét bi quét chup cét 16p phat xa positron (“PET-positron
emission tomography™), chit phat quang héa hoc nhu luciferin, va chit danh déu
enzym nhu peroxidaza hodc phosphataza. Ngudn birc xa phong xa khoang buéc séng
ngén, nhu isotop c6 thé phat hién bing cic doan mdi phat hién khoing budc séng
ngén, nhu mdi qua tryc trang, ciing c6 thé dugc st dung. Khang thé c6 thé dugc danh
d4u bing cac thude thir nhu vay bing cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k§y thuét nay.
Vi du, xem Wensel va Meares (1983) Radioimmunoimaging and
Radioimmunotherapy, Elsevier, New York, dbi véi cac k¥ thuat lién quan dén danh
diu phéng xa khang thé. Ciing xem, D. Colcher et al. Meth. Enzymol. 121: 802-816
(1986.

Trong trudng hop khang thé dugc danh diu phong xa, khang thé dugc sir dung
cho bénh nhan, dugc dinh vi dén khéi u mang khang nguyén ma khang thé s& phan
rng véi nod, va duge phét hién hodc "chup anh" in vivo bing cac k¥ thuat da biét nhu
quét phong xa hat nhan bang vi du, may chup tia gama hogc chyp cit 16p phat xa hoic
chup cit 16p vi tinh. Xem vi du, A.R. Bradwell et al., "Developments in Antibody
Imaging", Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, R.W. Baldwin
et al., (eds.), pp 65-85 (Academic Press 1985). Theo céch khéc, may quét chup cit 16p
xuyén truc phat positron, nhu dugce ky hiéu 1a Pet VI dat ttai phong thi nghi€ém qubc
gia Brookhaven, c6 thé dugc st dung trong d6 chét danh diu phong xa phat positron
(vi du, 11C, 18F, 1°0, va *N).

Theo cac phuong 4n khéc, sang ché d& xuét cac phuong phip dé x4c dinh liéu,
vi du, lidu phong xa, ma cac md khac nhau duge tiép xic véi lidu nay khi mot d6i
twong, vi du, d6i trong ngudi, duge st dung phan tir khang thé khang GCC lién hop
véi isotop hoat ddng phéng xa. Phuong phép nay bao gbm: (i) sir dung phéan tir khang
thé khang GCC nhu dugc md ta ¢ day, vi du, phén tir khang thé khéang GCC, dugc
danh diu bang isotop hoat ddng phéng xa cho d6i twong; (ii) do luong isotop hoat
dong phong xa nim trong cac md khac nhau, vi dy, khéi u, hodc mau, & cac thoi diém
khac nhau cho dén khi mot sb hodc tit ca cac isotop hoat dong phong xa dugc loai hét
khoi co thé cua dbi tuong; va (iii) tinh liéu téng cong phéng xa nhan dugc béi mdi mod

phén tich. Phép do nay co th8 dugc dién ra & cac thoi diém da dit lich, vi dy, ngay 1, 2,
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3, 5,7, va 12, sau d6 st dung (vao ngay 0) phan tir khang thé khang GCC dugc danh
diu phéng xa cho dbi twong. Ndng d6 cia isotop phong xa c6 trong md duge néu, két
hop theo thoi gian, va nhan vé6i hoat tinh riéng clia isotop phong xa c6 thé duge st
dung tinh liéu ma mé cu thé nhan dwoc. Thong tin duge 1y ¢b dugc bang cach sir dung
| phan tir khang thé khang GCC dugc danh diu bing mot isotop hoat dong phéng xa, vi
du, ngudn birc xa gama, vi dy, I, c6 thé dugc sit dung dé tinh liéu mong doi ma
cung loai md do6 s€ nhan dugc tir isotop hoat dong phong xa khac khong thé do dugc

dé dang, vi dy, nguodn birc xa beta, vi du, Y.

Céc trinh tu khang th khing GCC

Khéng thé khang GCC duoc sinh ra biang nhiéu phuong phép, nhu dugc ban
ludn chi tiét trong phan Vi du thuc hién sang ché. Ngén gon, khang thé don dong 3G1
8F1 va 10B8 cua chudt dugc sinh ra bing k§ thuat gdy mién dich truyén thng & chudt
binh thuong. Khang thé don dong 1D2, SF9, SH3, 6HS, 8C2, va 10C10 cla ngudi
duoc sinh ra bang cach st dung chudt bién dbi gen s& sinh ra khang thé IgG2 cua
ngudi diy da, st dung k§ thuat bién dbi gen Abgenix XENOMOUSE, va phan tich
bing ky thuat lai. mAb Abx-012, mAb Abx-020, mAb Abx-106, mAb Abx-198, mAb
Abx-221, mAb Abx-229, mAb Abx-338 va mAb Abx-393 cua nguoi dugc sinh ra
béng cach sir dung chudt bién ddi gen sé& sinh ra khéng thé IgG2 nguoi diy du. Khang
thé don duoc phan tach bang k§ thuat Abgenix SLAM. Ching dugc sit dung dé tao ra
khéng th8 IgG1 cta nguoi ddy di. Tinh dic hidu ctia khang thé khang GCC dugc kiém
tra bang ELISA va dém té bao theo dong (FCM). Téap hop con ciia céc khang thé sinh

ra dugc chon dé x4c dinh dic diém tiép.

Bang 1 sau ddy tdng két v& mot sb thiét ké khang thé khang GCC, yéu t6 sinh

mién dich duoc st dung dé sinh khang thé, dong vat dugc st dung, ngudn, lodi va céac

thé phan l4p isotyp.
Bang 1
Ab | Yéu t6 sinh mién dich Pong vit Ngudn | Loai | Isotyp

3Gl TOK107-hlg Chudt thong thudng C57 | Thé lai | Chudt | IgGl,k
8F1 TOK107-hlg Chudt thong thuomg C57 | Thé lai | Chudt | IgGlk
10B8 | TOK107-hlg Chudt thong thuong C57 | Thé lai | Chudt | IgGl.k
1D3 TOK107-hlg Chudt thong thuong C57 | Thé lai | Chudt | IgGlk
8E12 | TOK107-hig Chudt théng thuong C57 | Thé lai | Chudt | IgGlk
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5F9 TOK107-hIg Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguoi | IgG2,k
1D2 | TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguoi | IgG2.k

5H3 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Ngudi | IgG2.k

6H8 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguoi | IgG2,k

8C2 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt cAy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguodi | IgG2.k

10C10 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguoi | IgG2.k

10D3 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Ngudi | IgG2.k

1C9 | Té bao CHO-GC-C#27 | Chudt ciy ghép ngoai lai | Thé lai | Nguoi | IgG2.k

229 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Nguoi | IgGlk
012 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Ngudi | IgGlk
221 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Nguoi | IgGlk
020 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Ngudi | IgGlk
338 TOK107-hlg Chudt cdy ghép ngoai lai | SLAM | Ngudi | IgGlk
106 TOK107-hlg Chuot cdy ghép ngoai lai | SLAM | Nguoi | IgGlk
198 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Nguoi | IgGl,k
393 TOK107-hlg Chudt ciy ghép ngoai lai | SLAM | Nguoi | IgGlk

Céc trinh t cta ving bién d6i chudi ning va chudi nhe duge x4c dinh. Bang 2
sau déy tom tit v& cac SEQ ID NO déi vdi cac viing bién dbi ctia nhidu khang thé. Cac
trinh tu axit amin va axit nucleic dbi véi cac ving bién dbi cia mdi chudi trong sb
chudi ning va chudi nhe cta khéng thé khang GCC cuta chudt va ngudi 14n luot dugc

trinh bay trong Bang 3 va 4.

Trinh tu axit amin va axit nucleic cia mdi CDR chtra chudi ning va chudi nhe

d6i voi khang thé khang GCC 14n lugt dugc trinh bay trong Bang 5 va 6.

Vi dy, Bang 3, dong 9 minh hoa trinh ty axit amin duwgc ma hoa cia ving bién
dbi chudi ning thanh thuc cia mAb 5F9 (SEQ ID NO:18); va trinh tu axit nucleic ma
héa ving bién d6i chudi ning thanh thuc cia mAb SF9 (SEQ ID NO:17) duge md ta
trong Bang 4, dong 9. Cac trinh ty axit amin dugc ma héa cia CDR (CDR) 1 (SEQ ID
NO:106), CDR2 (SEQ ID NO:108) va CDR3 (SEQ ID NO:110) ctia chudi ning mAb
5F9 (lan lugt dugc thé hién trong Bang 5, dong 25-27; va trinh tu axit nucleic cla
CDRI1 (SEQ ID NO:105), CDR2 (SEQ ID NO:107) va CDR3 (SEQ ID NO:109) cua
chudi ning mAb 5F9 1in luot dugc thé hién trong Bang 6, dong 25-27.

Béang 3, dong 10 minh hoa trinh ty axit amin duwgc mé hoa cua ving bién ddi

ctia chudi nhe thanh thuc cia mAb 5F9 (SEQ ID NO:20); va trinh tu axit nucleic ma
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héa ving bién ddi chudi nhe kapa thanh thuc ciia mAb 5F9 (SEQ ID NO:19) dugc md
ta trong Bang 4, dong 10. Céc trinh ty axit amin dugc ma héa cia CDR (CDR) 1 (SEQ
ID NO:112), CDR2 (SEQ ID NO:114) va CDR3 (SEQ ID NO:116) cua chudi nhe
mAb 5F9 14n luot duge thé hién trong Bang 5, dong 28-30; va trinh tu axit nucleic cia
CDRI1 (SEQ ID NO:111), CDR2 (SEQ ID NO:113) va CDR3 (SEQ ID NO:115) cua
chudi nhe mAb 5F9 14n luot duge thé hién trong Bang 6, dong 28-30.

Viéc x4c dinh trinh ty cia cdc CDR cho phép xac dinh sy du cac gbc co thé
déng vai tro 12 vi tri tiép hop véi doc td. Xystein tw do chua két dbi trong ving gén két
khang nguyén c6 thé 1a vi tri dé lién hop auristatin va lysin c6 thé 1a vi tri dé lién hop
maytansin. Sy lién hgp cta doc t8 v6i mot axit amin ciia CDR s& thuc ddy mbi quan
tAm cin thay dbi 4i luc gin két clia khang thé v6i GCC. Do d6, theo cc phuong 4n,

cac CDR thiéu mot axit amin c6 thé dugc lién hop véi tac nhan didu tri.

Bang 2. Tém tit vé cac SEQ ID NO ciia cic vung bién dbi ciia khang thé don

dong.
mAb Chubi IgG NA SEQ ID | AA SEQ ID
3G1 Chudi ning 1 2
Chudi nhe 3 4
8E12 Chudi ning 5 6
Chudi nhe 7 8
8F1 Chudi ning 9 10
Chudi nhe 11 12
1D3 Chudi ning 13 14
Chudi nhe 15 16
5F9 Chudi ning 17 18
Chudi nhe 19 20
5H3 Chudi ning 21 22
Chudi nhe 23 24
6H8 Chudi ning 25 26
Chudi nhe 27 28
8C2 Chubdi ning 29 30
Chudi nhe 31 32
10C10 Chudi ning 33 34
Chudi nhe 35 36
10D3 Chudi ning 286 287
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Chudi nhe 288 289
Abx-012 Chudi ning 238 239
Chudi nhe 240 241
Abx-020 Chudi ning 37 38
Chudi nhe 39 40
Abx-106 Chudi ning 242 243
Chudi nhe 244 245
Abx-198 Chudi ning 41 42
Chudi nhe 43 44
Abx-221 Chudi ning 246 247
Chudi nhe 248 249
Abx-229 Chudi ning 45 46
Chudi nhe 47 48
Abx-338 Chudi ning 49 50
Chudi nhe 51 52
Abx-393 Chudi ning 53 54
Chudi nhe 55 56

Bang 3. Trinh tw axit amin ciia viing bién doi ciia mAb

mAb | Chudi | SEQ | Trinh ty axit amin
IgG ID
NO:
3G1 Chudi |2 QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSRNAISWV
nang RQPPGKGLEWLGVIWTGGGTNYNSALKSRLSIRKEN
SKSQVFLKMNSLQTEDTARYFCARSGYDGFDYWGQ
GTLVTVSA
3G1 Chudi | 4 QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVNYMHWYQ
nhe QKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLT
ITSMEAEDAATYYCQQWSGNPYTFGGGTKLEIK
8E12 | Chudi |6 QVQLKQSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYINW
nang VKQRPGQGLEWIGKIGPRSGNTYYNEKFKGKATLTA
DKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARWDAYWGQGT
LVTVS
8E12 | Chudi |8 DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTY
nhe LNWLQQRPGQAPKHLMYQVSKLDPGIPDRFSGSGSE
TDFTLKISRVEAEDLGVYYCLQGTYYPYTFGGGTKL
EIK
8F1 Chudi | 10 QVQLQQPGAELVKPGASVQMSCKASGYIFTGYWM
niang YWVKQRPGQGLEWIGRIHPSDSNTNYNQKFKGKAT
LTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTHALAYWG
QGTLVTVS
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8F1

Chudi
nhe

12

DVVLTQTPLTLSITIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYL
SWLLQRPGQSPKRLIYLVSQLDSGVPDRFTGSGSGT
DFTLKISRVEAEDLGVYYCVOQGTHLFTFGSGTKLEIK

1D3

Chudi
nang

14

QVQLKQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTDYYIN
WVKQRPGQGLEWIGKIGPRSGSTYYNEKFKGKATL
TADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARWDAYWGQ
GTLVTVSA

1D3

Chubdi
nhe

16

DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTY

LNWLQQRPGQAPKHLMYQVSKLDPGIPDRFSGSGSE
TDFTLKISRVEAEDLGVYYCLQGTYYPYTFGGGTKL

EIK

SF9

Chuoi
ning

18

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVFGGSFSGYYWS

WIRQPPGKGLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSRVTISVD
TSKNQFALKLSSVTAADTAVYYCARERGYTYGNFD

HWGQGTLVTVSS

10

SF9

Chubi
nhe

20

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSRNLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTL
TIGSLQSEDFAVYYCQQYKTWPRTFGQGTNVEIK

11

SH3

Chuoi
nang

22

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDCYMS
WIRQSPGKGLEWVSYITTSGNTIYYADSVKGRFTISR
DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDWGWFYG
MDVWGQGTTVTVSS

12

SH3

Chubi
nhe

24

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHNDGKTY
LYWYLQKPGQPPQLLIYEVSNRFSGVPDRFSSSGSXT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCMQSIQLPRTFGQGTKVEI
K

13

6HS8

Chubdi
ning

26

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMH
WVRQAPGKGLEWVAAIWYDGSNKYYADSVKGRFT
ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGRSSSYF
DYWGQGTLVTVSS

14

6H8

Chubi
nhe

28

DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTY
LSWLQQRPGQPPRLLIYKTSNRFSGVPDRFSGSGAGT
DFTLKISRVGAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEI
K

15

8C2

Chuoi
nang

30

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSSYGMH
WVRQAPGKGLEWVGAIWYDGSNKYYAASVKGRFT
ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVFYCARGRSSSYF
DYWGQGTLVTVSS

16

8C2

Chudi
nhe

32

DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTY
LSWLQQRPGQPPRLLIYKTSNRFSGVPDRFSGSGAGT
DFTLKISRVGAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEI
K

17

10C10

Chuoi
ning

34

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMH
WVRQAPGKGLEWVAAIWYDGSNKYYADSVKGRFT
ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGRSSSYF
DYWGQGTLVTVSS
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18 | 10C10 | Chudi | 36 DIVMTQTPLSSPVTLGQPASFSCRSSQSLVHSDGNTY
nhe LSWLQQRPGQPPRLLIYKISNRFSGVPDRFSGSGAGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEI
K
35|10D3 | Chudi | 287 QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVFGGSFSGYYWS
ning WIRQPPGKGLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSR
VTISVDTSKNQFALKLSSVTAADTAVYYCARERGYT
YGNFDHWGQGTLVTVSS
36 | 10D3 | Chudi | 289 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSRYLAWY
nhe QQKPGQAPRLLIYGASSRATGTPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLE
PEDFAVYFCQQYERSFTFGPGTKVD
19 | Abx- | Chudi | 239 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISHYYWSWI
012 ning RQPAGKGLEWIGRIYISGRTSYNPSLKSRVTVSVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDRLTGYFDYWGQ
GTLVTVSS
20 | Abx- | Chudi | 241 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
012 nhe QQKPGQAPRLLIYGASSRAAGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSSLTFGGGTKVEIK
21 | Abx- | Chudi |38 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMS
020 ning WIRQAPGKGLEWISYITSSGSTIYYSASVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDFSGWFGVH
FDYWGQGTLVTVSS
22 | Abx- | Chudi |40 DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTY
020 nhe LYWYLQKPGQPPQLLIYEVSNRFSGVPNRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQSIQLTWTFGQGTKV
EIK
23 | Abx- | Chudi | 243 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISHYYWSWI
106 ning RQPAGKGLEWIGRIYISGRTSYNPSLKSRVTVSVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDRLTGYFDYWGQ
GTLVTVSS
24 | Abx- | Chudi [ 245 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
106 nhe QQKPGQAPRLLIYGTSSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPMCSFGQGTKLEIK
25 | Abx- | Chudi |42 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
198 ning VRQAPGKGLDWVSDISGSGGSTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMHSLSAEDTAIYYCAKRRWQGYFDL
WGRGTLVTVSS
26 | Abx- | Chudi |44 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRARQRVDSRYLAW
198 nhe YQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFT
LTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIK
27 | Abx- | Chudi [ 247 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMN
221 ning WVRQAPGKGLEWVSGISGSGGSTYYADSVKGRFTIS

RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDRDFWSG
PFDYWGQGTLVTVSS
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28 | Abx- Chubi | 249 EIVMTPSSATLSVSPGERATLSCRASQSVSRSLAWYQ
221 nhe QKPGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTI
SSLQSEDVAVYYCQQYNNWMCSFGQGTKLEIK
29 | Abx- Chubdi | 46 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMN
229 nang WVRQAPGKGLEWVSGISGSGGRTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDRDFWSG
PFDYWGQGTLVTVSS
30 | Abx- Chudi | 48 EIVMTPSSATLSVSPGERATLSCRASQSVSRNLAWY
229 nhe QQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTL
TISSLQSEDFAVYYCHQYSNWMCSFGQGTKLEIK
31 | Abx- Chubi | 50 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSWI
338 ning RQPAGKGLEWIGRIYISGRTTFNPSLKSRVTISVDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYFCARDRYYGYLDYWGQ
GTLVTVSS
32 | Abx- Chubi | 52 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWY
338 nhe QQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPSTFGQGTRLEIK
33 | Abx- Chubi | 54 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRHYYWSW
393 niang IRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNLSLKSRVTISRDTS
KNQVSLKLSSVTAADTAVYYCAAGMGFDYWGQGT
LVTVSS
34 | Abx- Chubi | 56 DIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASQAIRNDLGWYQ
393 nhe LKPGKAPKRLIYSASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTI
SSLQPEDSATYYCLQHNSFPPTFGQGTKVEIK
Bang 4. Trinh tw axit nucleic cia viung bién ddi mAb
mAb | Chudi | SEQ | Trinh ty axit nucleic
IgG |ID
NO:
1 |3G1 Chubi 1 CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGG
nang TGGCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACATGCACT

GTCTCTGGGTTCTCATTAAGCAGAAATGCTATAAG
CTGGGTTCGCCAGCCACCAGGAAAGGGTCTGGAGT
GGCTTGGAGTAATATGGACTGGTGGAGGCACAAA
TTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCC
GCAAAGAGAACTCCAAGAGTCAAGTTTTCTTAAAA
ATGAACAGTCTACAAACTGAAGACACAGCCAGGT
ACTTCTGTGCCAGAAGTGGTTACGACGGGTTTGAT
TACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGC
A

- 136 -




21857

3G1

Chubi
nhe

CAGATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCT
GCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCA
GTGCCAGCTCAAGTGTAAATTACATGCACTGGTAC
CAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGA
TTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGAGTCCCT
GCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTA
CTCTCTCACAATCACCAGCATGGAGGCTGAAGATG
CTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTGGTAAC
CCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAA
TAAAA

S8E12

Chuoi
nang

CAGGTCCAGTTGAAGCAGTCTGGAGCTGAACTGGT
GAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGG
CTTCTGGCTACACCTTCACTGACTACTATATAAACT
GGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTG
GATTGGAAAGATTGGTCCTCGAAGTGGTAATACTT
ACTACAATGAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACACT
GACTGCAGACAAATCGTCCAGCACAGCCTACATGC
AGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTC
TATTTCTGTGCAAGATGGGATGCTTACTGGGGCCA
AGGGACTCTGGTCACTGTCTCT

8E12

Chudi
nhe

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTGTCTTTGTC
GGTTACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCA
AGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAG
ACATATTTGAATTGGTTACAACAGAGGCCTGGCCA
GGCTCCAAAGCACCTAATGTATCAGGTGTCCAAAC
TGGACCCTGGCATCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGATCAGAAACAGATTTTACACTTAAAATCAGCAG
AGTGGAGGCTGAAGATTTGGGAGTTTATTACTGCT
TGCAAGGTACATATTATCCGTACACGTTCGGAGGG
GGGACCAAGCTGGAAATAAAG

8F1

Chuoi
ning

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTGGT
GAAGCCTGGGGCTTCAGTGCAGATGTCCTGTAAGG
CTTCTGGCTATATTTTCACCGGCTACTGGATGTACT
GGGTGAAGCAGAGGCCTGGCCAAGGCCTTGAGTG
GATTGGAAGGATTCATCCTTCTGATAGTAATACTA
ACTACAATCAAAAGTTCAAGGGCAAGGCCACATT
GACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGC
AACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTC
TATTACTGTACCCATGCCCTTGCTTACTGGGGCCA
AGGGACTCTGGTCACTGTCTCT

8F1

Chubi
nhe

11

GATGTTGTGTTGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCG
ATTACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCAA
GTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAA
CCTATTTGAGTTGGTTATTACAGAGGCCAGGCCAG
TCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTCAACT
GGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTG
GATCAGGAACAGATTTTACACTGAAGATCAGCAG
AGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTGTATTACTGCG
TGCAAGGTACACATTTATTCACGTTCGGCTCGGGG
ACAAAGTTGGAAATAAAA

- 137 -




21857

1D3

Chuoi
ning

13

CAGGTCCAGCTGAAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGT
GAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGG
CTTCTGGCTACACCTTCACAGACTACTATATAAAC
TGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGT
GGATTGGAAAGATTGGTCCTAGAAGTGGTAGTACT
TACTACAATGAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACAC
TGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATG
CAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGT
CTATTTCTGTGCAAGATGGGATGCTTACTGGGGCC
AAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

1D3

Chubi
nhe

15

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTGTCTTTGTC
GGTTACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCA
AGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAG
ACATATTTGAATTGGTTACAACAGAGGCCTGGCCA
GGCTCCAAAGCACCTAATGTATCAGGTGTCCAAAC
TGGACCCTGGCATCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGATCAGAAACAGATTTTACACTTAAAATCAGCAG
AGTGGAGGCTGAAGATTTGGGAGTTTATTACTGCT
TGCAAGGTACATATTATCCGTACACGTTCGGAGGG
GGGACCAAGCTGGAAATAAAA

5F9

Chuoi
nang

17

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGT
TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCT
GTCTTTGGTGGGTCCTTCAGTGGTTACTACTGGAG
CTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAG
TGGATTGGGGAAATCAATCATCGTGGAAACACCA
ACGACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATA
TCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCGCCCTGAA
GCTGAGTTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTTT
ATTACTGTGCGAGAGAACGTGGATACACCTATGGT
AACTTTGACCACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCA

10

5F9

Chubi
nhe

19

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTC
TGTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGAAACTTAGCCTGG
TATCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGAATCC
CAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGA
GTTCACTCTCACCATCGGCAGCCTGCAGTCTGAAG
ATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAAAACCT
GGCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCAACGTGGA
AATCAAA
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11

SH3

Chuoi
ning

21

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
CAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTGCTACATGAGC
TGGATCCGCCAGTCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGT
GGGTTTCATACATTACTACTAGTGGTAATACCATTT
ACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC
TCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCA
AATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTG
TATTACTGTGCGAGAGACTGGGGATGGTTCTACGG
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC
GTCTCCTCA

12

SH3

Chudi
nhe

23

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGTCC
GTCACCCCTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAA
GTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAATGATGGAAAGA
CCTATTTGTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAG
CCTCCACAACTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCG
GTTCTCTGGAGTGCCAGATAGGTTCAGTAGCAGCG
GGTCNNGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCCG
GGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCA
TGCAAAGTATACAGCTTCCTCGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

13

6HS8

Chudi
niang

25

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGG
TCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCA
CTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAG
TGGGTGGCAGCTATATGGTATGATGGAAGTAATAA
ATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCA
TCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTG
TGTATTACTGTGCGAGAGGGAGGAGCAGCTCGTAC
TTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT
CTCCTCA

14

6HS

Chudi
nhe

27

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACC
TGTCACCCTTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCA
GGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAAC
ACCTACTTGAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCA
GCCTCCAAGACTCCTAATTTATAAGACTTCTAACC
GCTTCTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGCAGT
GGGGCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCA
GGGTGGGAGCTGAGGATGTCGGGGTTTATTACTGC
ATGCAAGCTACGCAATTTCCAACCTTCGGCCAAGG
GACACGACTGGAGATTAAA
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15

8C2

Chudi
ning

29

caggtgcagctggtggagtetgggggaggcgtggtccagectgggagg TCCC
TGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCA

GTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGGAGCTATATGGT
ATGATGGAAGTAATAAATACTATGCAGCCTCCGTG
AAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAA
GAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGA
GCCGAGGACACGGCTGTATTTTACTGTGCGAGAGG
GAGGAGCAGCTCGTATTTTGACTACTGGGGCCAGG
GAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

16

8C2

Chudi
nhe

31

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACC
TGTCACCCTTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCA
GGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAAC
ACCTACTTGAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCA
GCCTCCAAGACTCCTAATTTATAAGACTTCTAACC
GCTTCTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGCAGT
GGGGCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCA
GGGTGGGAGCTGAGGATGTCGGGGTTTATTACTGC
ATGCAAGCTACGCAATTTCCAACCTTCGGCCAAGG
GACACGACTGGAGATTAAA

17

10C10

Chuoi
nang

33

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGG
TCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCA
CTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAG
TGGGTGGCAGCTATATGGTATGATGGAAGTAATAA
ATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCA
TCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTG
TGTATTACTGTGCGAGAGGGAGGAGCAGCTCGTAC
TTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT
CTCCTCA

18

10C10

Chudi
nhe

35

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACC
TGTCACCCTTGGACAGCCGGCCTCCTTCTCCTGCA
GGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAAC
ACGTACTTGAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCA
GCCTCCAAGACTCCTAATTTATAAGATTTCTAACC
GGTTCTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGCAGT
GGGGCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCA
GGGTGGAAGCTGAGGATGTCGGGGTTTATTACTGC
ATGCAAGCTACACAATTTCCAACCTTCGGCCAAGG
GACACGACTGGAGATTAAA
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35

10D3

Chudi
ning

286

CAGGTGCA

GCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTCCC
TCACCTGCGCTGTCTTTGGTGGGTCCTTCAGTGGTT
ACTACTGGAGCTGG
ATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGA
TTGGGGAAATCAATCA
TCGTGGAAACACCAACGACAACCCGTCCCTCAAGA
GTCGAGTCACCATAT
CAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCGCCCTGAAG
CTGAGTTCTGTGACC
GCCGCGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAGAGA
ACGTGGATACACCTA
TGGTAACTTTGACCACTGGGGCCAGGGAACCCTGG
TCACCGTCTCCTCA

36

10D3

Chudi
nhe

288

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTC
TTTGTCTCCAGGGGA

AAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTG
TTAGCAGCAGGTACT

TAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCC
AGGCTCCTCATCTAT

GGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCACCCCAGACA
GGTTCAGTGGCAGTGG

GTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGAC
TGGAGCCTGAAGATT

TTGCAGTGTATTTCTGTCAGCAGTATGAAAGGTCA
TTCACTTTCGGCCCT

GGGACCAAAGTGGAT

19

Abx-
012

Chudi
niang

238

CAGGTGCAGTTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGG
TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACT
GTCTCTGGTGC
CTCCATCAGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGGC
AGCCCGCCGGGAAGGGACTGGAATGGATTGGGCG
TATCTATATCA
GTGGGAGGACCAGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGT
CGAGTCACCGTGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCA
GTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGT
GTATTACTGTGCGAGAGATCGGCTAACTGGGTACT
TTGACTACTG
GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG
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20

Abx-
012

Chubi
nhe

240

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTC
TTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGTCA
GAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGC
AGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTAT
GGTGCATCCA
GCAGGGCCGCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGC
AGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAG
CAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTA
TGGTAGCTCCCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGG
TGGAGATCAA

AC

21

Abx-
020

Chuoi
ning

37

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
CAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGC
TGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGT
GGATTTCATACATTACTAGTAGTGGTAGTACCATA
TACTACTCAGCCTCTGTGAAGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGC
AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGT
GTATTACTGTGCGAGAGATTTCAGTGGCTGGTTCG
GAGTCCACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTG
GTCACCGTCTCCTCG

22

Abx-
020

Chudi
nhe

39

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGTCC
GTCACCCCTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGTAA
GTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTGATGGAAAGA
CCTATTTGTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAG
CCTCCACAGCTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCG
GTTCTCTGGAGTGCCAAATAGGTTCAGTGGCAGCG
GGTCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCCG
GGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCA
TGCAAAGTATACAACTTACGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

23

Abx-
106

Chudi
nang

242

CAGGTGCAGTTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGG
TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACT
GTCTCTGGTGC
CTCCATCAGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGGC
AGCCCGCCGGGAAGGGACTGGAATGGATTGGGCG
TATCTATATCA
GTGGGAGGACCAGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGT
CGAGTCACCGTGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCA
GTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGT
GTATTACTGTGCGAGAGATCGGCTAACTGGGTACT
TTGACTACTG

GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGC
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24

Abx-
106

Chubi
nhe

244

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTC
TTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGTCA
GAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGC
AGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTAT
GGTACATCCA
GCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGC
AGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAG
CAGACTGGAG
CCTGAAGACTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTA
TGGTAGCTCACCCATGTGCAGTTTTGGCCAGGGGA
CCAAGCTGGA

GATCAAACG

25

Abx-
198

Chudi
nang

41

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGC
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGACT
GGGTCTCAGATATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCAT
CTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGC
AAATGCACAGCCTGAGCGCCGAGGACACGGCCAT
ATATTACTGTGCGAAACGGCGGTGGCAGGGGTACT
TCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTGGTCACTGTC
TCCTCA

26

Abx-
198

Chudi
nhe

43

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTC
TTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGGCAGCGTGTTGACAGCAGGTACTTAGCC
TGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCT
CCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCA
TCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACA
GACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGA
AGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTA
GCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTG
GAGATCAAA

27

Abx-
221

Chuoi
nang

246

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATT
CACCTTTAGCCGCTATGCCATGAACTGGGTCCGCC
AGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGG
TATTAGTGGTA
GTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAG
GGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAA
CACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGG
CCGTATATTACTGTGCGAAAGATCGCGATTTTTGG
AGTGGTCCATT

TGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCAGC
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28

Abx-
221

Chudi
nhe

248

GAAATAGTGATGACGCCGTCTTCAGCCACCCTGTC
TGTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGTA
GGGCCAGTCA
GAGTGTTAGTAGAAGCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTACGGT
GCATCCACCA
GGGCCACTGGGATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCAGCAG
CCTGCAGTCT

GAAGATGTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAA
TAACTGGATGTGCAGTTTTGGCCAGGGGACCAAGC
TGGAGATCAA

ACG

29

Abx-
229

Chuoi
nang

45

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACCTTTAGCCGCTATGCCATGAACT
GGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GGTCTCAGGTATTAGTGGGAGTGGTGGTAGGACAT
ACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATC
TCCAGAGACAATTCCAAGAACACACTATATCTGCA
AATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGAAAGATCGCGATTTTTGGAGTGG
TCCATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCCTCA

30

Abx-
229

Chudi
nhe

47

GAAATAGTGATGACGCCGTCTTCAGCCACCCTGTC
TGTGTCTCCAGGGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAGAAACTTAGCCTGG
TACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGTATCC
CAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGA
ATTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAG
ATTTTGCAGTTTATTACTGTCACCAGTATAGTAACT
GGATGTGCAGTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGA
GATCAAA

31

Abx-
338

Chuoi
nang

49

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGG
TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACT
GTCTCTGGTGGCTCCATCAGAAGTTACTACTGGAG
CTGGATCCGGCAGCCCGCCGGGAAGGGACTGGAG
TGGATTGGACGTATTTATATCAGTGGGAGGACCAC
CTTCAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATAT
CAGTGGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAG
CTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGTA
TTTCTGTGCGAGAGATAGATATTATGGCTACCTITG
ACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
TCA
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32

Abx-
338

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTC
TTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCA
GGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCGCAGTTACTTAGCC
TGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCT
CCTCATCTATGATGCATCCAGCAGGGCCACTGGCA
TCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACA
GACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGA
AGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTA
GTTCACCGAGCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTG
GAGATTAAA

33

Abx-
393

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGG
TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACT
GTCTCTGGCGGCTCCATCCGTCATTACTACTGGAG
CTGGATCCGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAG
TGGATTGGGTATATCTATTACAGTGGGAGCACCAA
CTACAACCTCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATAT
CAAGAGACACGTCCAAGAATCAGGTCTCCCTG
AAGCTGAGTTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGT
GTATTATTGTGCGGCGGGTATGGGCTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

34

Abx-
393

Chudi | 51
nhe
Chudi | 53
nang
Chubi | 55
nhe

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCTCCCTGTCT
GCATCTATAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCG
GGCAAGTCAGGCCATTAGAAATGATTTAGGCTGGT
ATCAGCTGAAACCGGGGAAAGCCCCTAAGCGCCT
GATCTATTCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCC
CATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGA
ATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCTGAGG
ATTCTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTT
TCCCTCCGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAA
ATCAAA

Bang 5: Trinh ty axit amin ciia caic CDR

mAb | Chudi IgG SEQ ID | Trinh tw axit amin
NO:

1 3Gl |VH 58 RNAIS
CDR1

2 3Gl |VH 60 VIWTGGGTNYNSALKS
CDR2

3 3Gl |VH 62 SGYDGFDY
CDR3

4 3G1 | VL 64 SASSSVNYMH
CDR1

5 3Gl |VL 66 DTSKLAS
CDR2
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6 3Gl | VL 68 QQWSGNPYT
CDR3
7 8E12 | VH 70 DYYIN
CDR1
8 8E12 | VH 72 KIGPRSGNTYYNEKFKG
CDR2
9 8E12 | VH 74 WDAY
CDR3
10 8E12 | VL 76 KSSQSLLYSNGKTYLN
CDR1
11 8E12 | VL 78 QVSKLDP
CDR2
12 8E12 | VL 80 LQGTYYPYT
CDR3
13 8F1 |VH 82 GYWMY
CDR1
14 8F1 |VH 84 RIHPSDSNTNYNQKFKG
CDR2
15 8F1 |VH 86 ALAY
CDR3
16 8F1 | VL 88 KSSQSLLYSNGKTYLS
CDR1
17 8F1 | VL 90 LVSQLDS
CDR2
18 8F1 | VL 92 VQGTHLFT
CDR3
19 1D3 | VH 94 DYYIN
CDR1
20 1D3 | VH 96 KIGPRSGSTYYNEKFKG
CDR2
21 1D3 |VH 98 WDAY
CDR3
22 1D3 | VL 100 KSSQSLLYSNGKTYL
CDR1
23 1D3 | VL 102 QVSKLDP
CDR2
24 1D3 | VL 104 LQGTYYPYT
CDR3
25 SF9 |VH 106 GYYWS
CDR1
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26 |5F9 |VH 108 EINHRGNTNDNPSLKS
CDR2

27 |s5F9 |VH 110 ERGYTYGNFDH
CDR3

28 |5F9 |VL 112 RASQSVSRNLA
CDR1

29 [sF9 |VL 114 GASTRAT
CDR2

30 |5F9 |VL 116 QQYKTWPRT
CDR3

31 |sH3 |VH 118 DCYMS
CDRI

32 |sH3 |VH 120 YITTSGNTIYYADSVKG
CDR2

33 |sH3 |VH 122 DWGWFYGMDV
CDR3

34 |5H3 |VL 124 KSSQSLLHNDGKTYLY
CDRI

35 |sH3 |VL 126 EVSNRFS
CDR2

36 |sH3 |VL 128 MQSIQLPRT
CDR3

37 |6HS |VH 130 SYGMH
CDRI

38 |6HS |VH 132 AIWYDGSNKYYADSVKG
CDR2

39 |e6HS |VH 134 GRSSSYFDY
CDR3

40 |eHS |VL 136 RSSQSLVHSDGNTYLS
CDRI

41 |6HS |VL 138 KTSNRFS
CDR2

42 |6H8 |VL 140 MQATQFPT
CDR3

43 |sc2 |vH 142 SYGMH
CDRI

44 |8C2 |VH 144 AIWYDGSNKYYAASVKG
CDR2

45 |[8c2 |vH 146 GRSSSYFDY
CDR3
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46 8C2 | VL 148 RSSQSLVHSDGNTYLS
CDR1
47 8C2 | VL 150 KTSNRFS
CDR2
48 8C2 | VL 152 MQATQFPT
CDR3
49 10C1 | VH 154 SYGMH
0 CDR1
50 10C1 | VH 156 AIWYDGSNKYYADSVKG
0 CDR2
51 10C1 | VH 158 GRSSSYFDY
0 CDR3
52 10C1 | VL 160 RSSQSLVHSDGNTYLS
0 CDR1
53 10C1 | VL 162 KISNRFS
0 CDR2
54 10C1 | VL 164 MQATQFPT
0 CDR3
103 | 10D3 | VH 291 GYYWS
CDR1
104 |10D3 | VH 293 EINHRGNTNDNPSLKS
CDR2
105 |10D3 | VH 295 ERGYTYGNFDH
CDR3
106 |10D3 | VL 297 RASQSVSSRYLA
CDR1
107 |10D3 | VL 299 GASSRAT
CDR2
108 |10D3 | VL 301 QQYERSFT
CDR3
55 Abx- | VH 251 HYYWS
012 | CDR1
56 Abx- | VH 253 RIYISGRTSYNPSLKS
012 | CDR2
57 Abx- | VH 255 DRLTGYFDY
012 | CDR3
58 Abx- | VL 257 RASQSVSSSYLA
012 | CDR1
59 Abx- | VL 259 GASSRAA
012 CDR2
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60 Abx- | VL 261 QQYGSSLT
012 | CDR3

61 Abx- | VH 166 DYYMS
020 | CDR1

62 Abx- | VH 168 YITSSGSTIYYSASVKG
020 | CDR2

63 Abx- | VH 170 DFSGWFGVHFDY
020 | CDR3

64 Abx- | VL 172 KSSQSLLHSDGKTYLY
020 | CDR1

65 Abx- | VL 174 EVSNRFS
020 | CDR2

66 Abx- | VL 176 MQSIQLTWT
020 | CDR3

67 Abx- | VH 263 HYYWS
0106 | CDR1

68 Abx- | VH 265 RIYISGRTSYNPSLKS
106 CDR2

69 Abx- | VH 267 DRLTGYFDY
106 | CDR3

70 Abx- | VL 269 RASQSVSSSYLA
106 | CDR1

71 Abx- | VL 271 GTSSRAT
106 | CDR2

72 Abx- | VL 273 QQYGSSPMCS
106 | CDR3

73 Abx- | VH 178 SYAMS
198 | CDR1

74 Abx- | VH 180 DISGSGGSTYYADSVKG
198 | CDR2

75 Abx- | VH 182 RRWQGYFDL
198 CDR3

76 Abx- | VL 184 RARQRVDSRYLA
198 | CDR1

77 Abx- | VL 186 GASSRAT
198 | CDR2

78 Abx- | VL 188 QQYGSSPLT
198 | CDR3

79 Abx- | VH 275 RYAMN
221 | CDR1
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80 Abx- | VH 277 GISGSGGSTYYADSVKG
221 | CDR2

81 Abx- | VH 279 DRDFWSGPFDY
221 | CDR3

82 Abx- | VL 281 RASQSVSRSLA
221 | CDR1

83 Abx- | VL 283 GASTRAT
221 CDR2

84 Abx- | VL 285 QQYNNWMCS
221 | CDR3

85 Abx- | VH 190 RYAMN
229 | CDR1

86 Abx- | VH 192 GISGSGGRTYYADSVKG
229 | CDR2

87 Abx- | VH 194 DRDFWSGPFDY
229 | CDR3

88 Abx- | VL 196 RASQSVSRNLA
229 | CDR1

89 Abx- | VL 198 GASTRAT
229 | CDR2

90 Abx- | VL 200 HQYSNWMCS
229 CDR3

91 Abx- | VH 202 SYYWS
338 | CDR1

92 Abx- | VH 204 RIYISGRTTFNPSLKS
338 | CDR2

93 Abx- | VH 206 DRYYGYLDY
338 | CDR3

94 Abx- | VL 208 RASQSVSRSYLA
338 | CDR1

95 Abx- | VL 210 DASSRAT
338 | CDR2

96 Abx- | VL 212 QQYGSSPST
338 | CDR3

97 Abx- | VH 214 HYYWS
393 | CDR1

98 Abx- | VH 216 YIYYSGSTNYNLSLKS
393 CDR2

99 Abx- | VH 218 GMGFDY
393 | CDR3
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100 Abx- | VL 220 RASQAIRNDLG
393 CDR1
101 Abx- | VL 222 SASSLQS
393 CDR2
102 Abx- | VL 224 LQHNSFPPT
393 CDR3
109 lién VH 302 x-X/Y-x/Y-M/W-S/N
ung | CDR1
110 |(lien |VH 303 x-I-x-x-SG-[x hodc khong]-x-T/I-[y/T/S]-x-x-L/V-
ing | CDR2 K-s/G
111 |lien |VH 304 [4-6x]-G-[2-3x]-D-Y
ung | CDR3
112 lién VL 305 R/K-A/S-SQS-V/L-S/L-[5-9x]
ung | CDR1
113 lién VL 306 X-X-S-x-R-x-x
ing | CDR2
114 |[lién | VL 307 Q/H/M-Q-Y/S-[5-7x]
ing | CDR3

Bang 6. Trinh tw axit nucleic ciia cac CDR

mAb Chudi | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic

IgG NO:

1 3G1 VH 57 AGAAATGCTATAAGC
CDR1

2 3G1 VH 59 GTAATATGGACTGGTGGAGGCACAAATTAT
CDR2 AATTCAGCTCTCAAATCC

3 3G1 VH 61 AGTGGTTACGACGGGTTTGATTAC
CDR3

4 3G1 VL 63 AGTGCCAGCTCAAGTGTAAATTACATGCAC
CDR1

5 3G1 VL 65 GACACATCCAAACTGGCTTCT
CDR2

6 3G1 VL 67 CAGCAGTGGAGTGGTAACCCGTACACG
CDR3

7 8E12 VH 69 GACTACTATATAAAC
CDR1

8 8E12 VH 71 AAGATTGGTCCTCGAAGTGGTAATACTTACT
CDR2 ACAATGAGAAGTTCAAGGGC
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9 SE12 VH 73 TGGGATGCTTAC
CDR3

10 SE12 VL 75 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATG
CDR1 GAAAGACATATTTGAAT

11 SE12 VL 77 CAGGTGTCCAAACTGGACCCT
CDR2

12 SE12 VL 79 TTGCAAGGTACATATTATCCGTACACG
CDR3

13 8F1 VH 81 GGCTACTGGATGTAC
CDR1

14 8F1 VH 83 AGGATTCATCCTTCTGATAGTAATACTAACT
CDR2 ACAATCAAAAGTTCAAGGGC

15 8F1 VH 85 GCCCTTGCTTAC
CDR3

16 8F1 VL 87 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATG
CDR1 GAAAAACCTATTTGAGT

17 8F1 VL 89 CTGGTGTCTCAACTGGACTCT
CDR2

18 8F1 VL 91 GTGCAAGGTACACATTTATTCACG
CDR3

19 1D3 VH 93 GACTACTATATAAAC
CDR1

20 1D3 VH 95 AAGATTGGTCCTAGAAGTGGTAGTACTTACT
CDR2 ACAATGAGAAGTTCAAGGGC

21 1D3 VH 97 TGGGATGCTTAC
CDR3

22 1D3 VL 99 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATG
CDR1 GAAAGACATATTTGAAT

23 1D3 VL 101 CAGGTGTCCAAACTGGACCCT
CDR2

24 1D3 VL 103 TTGCAAGGTACATATTATCCGTACACG
CDR3

25 5F9 VH 105 GGTTACTACTGGAGC
CDR1

26 5F9 VH 107 GAAATCAATCATCGTGGAAACACCAACGAC
CDR2 AACCCGTCCCTCAAG

27 5F9 VH 109 GAACGTGGATACACCTATGGTAACTTTGACC
CDR3 AC

28 5F9 VL 111 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGAAACTTA
CDR1 GCC
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29 | 5F9 VL | 113 GGTGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2

30 | 5F9 VL | 115 CAGCAGTATAAAACCTGGCCTCGGACG
CDR3

31 |sH3 VH |117 GACTGCTACATGAGC
CDR1

32 |sH3 VH 119 TACATTACTACTAGTGGTAATACCATTTACT
CDR2 ACGCAGACTCTGTGAAGGGC

33 | 5H3 VH |121 GACTGGGGATGGTTCTACGGTATGGACGTC
CDR3

34 | sH3 VL | 123 AAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAATGATG
CDR1 GAAAGACCTATTTG

35 |5H3 VL |125 GAAGTTTCCAACCGGTTCTCT
CDR2

36 |5H3 VL 127 ATGCAAAGTATACAGCTTCCTCGGACG
CDR3

37 | 6HS VH |129 AGCTATGGCATGCAC
CDR1

38 | 6HS VH |131 GCTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACT
CDR2 ATGCAGACTCCGTGAAGGGC

39 | 6HS VH | 133 GGGAGGAGCAGCTCGTACTTTGACTAT
CDR3

40 |6HS VL |135 AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATG
CDR1 GAAACACCTACTTGAGT

41 |6HS VL | 137 AAGACTTCTAACCGCTTCTCT
CDR2

42 | 6HS VL 139 ATGCAAGCTACGCAATTTCCAACC
CDR3

43 [8C2 VH | 141 AGCTATGGCATGCAC
CDR1

4 |[sc2 VH | 143 GCTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACT
CDR2 ATGCAGCCTCCGTGAAGGGC

45 |8c2 VH | 145 GGGAGGAGCAGCTCGTATTTTGACTAC
CDR3

46 |8c2 VL | 147 AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATG
CDR1 GAAACACCTACTTGAGT

47 |8c2 VL 149 AAGACTTCTAACCGCTTCTCT
CDR2

48 | 8C2 VL | 151 ATGCAAGCTACGCAATTTCCA
CDR3
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49 10C10 VH 153 AGCTATGGCATGCAC
CDR1

50 10C10 VH 155 GCTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACT
CDR2 ATGCAGACTCCGTGAAGGGC

51 10C10 VH 157 GGGAGGAGCAGCTCGTACTTTGACTAT
CDR3

52 10C10 VL 159 AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATG
CDR1 GAAACACGTACTTGAGT

53 10C10 VL 161 AAGATTTCTAACCGGTTCTCT
CDR2

54 10C10 VL 163 ATGCAAGCTACACAATTTCCAACC
CDR3

103 | 10D3 VH 290 GGTTACTACTGGAGC
CDR1

104 | 10D3 VH 292 GAAATCAATCATCGTGGAAACACCAACGAC
CDR2 AACCCGTCCCTCAAG

105 | 10D3 VH 294 GAACGTGGATACACCTATGGTAACTTTGACC
CDR3 AC

106 | 10D3 VL 296 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGGTAC
CDR1 TTAGCCT

107 | 10D3 VL 298 GGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
CDR2

108 | 10D3 VL 300 CAGCAGTATGAAAGGTCATTCACTT
CDR3

55 Abx-012 | VH 250 CATTACTACTGGAGC
CDR1

56 Abx-012 | VH 252 CGTATCTATATCAGTGGGAGGACCAGCTACA
CDR2 ACCCCTCCCTCAAGAGT

57 Abx-012 | VH 254 GATCGGCTAACTGGGTACTTTGACTAC
CDR3 :

58 Abx-012 | VL 256 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTAC
CDR1 TTAGCC

59 Abx-012 | VL 258 GGTGCATCCAGCAGGGCCGCT
CDR2

60 Abx-012 | VL 260 CAGCAGTATGGTAGCTCCCTCACT
CDR3 '

61 Abx-020 | VH 165 GACTACTACATGAGC
CDR1

62 Abx-020 | VH 167 TACATTACTAGTAGTGGTAGTACCATATACT
CDR2 ACTCAGCCTCTGTGAAGGGC

63 Abx-020 | VH 169 GATTTCAGTGGCTGGTTCGGAGTCCACTTTG
CDR3 ACTAC
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64 Abx-020 | VL 171 AAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTGATG
CDR1 GAAAGACCTATTTGTAT

65 Abx-020 | VL 173 GAAGTTTCCAACCGGTTCTCT
CDR2

66 Abx-020 | VL 175 ATGCAAAGTATACAACTTACGTGGACG
CDR3

67 Abx-106 | VH 262 CATTACTACTGGAGC
CDR1

68 Abx-106 | VH 264 CGTATCTATATCAGTGGGAGGACCAGCTACA
CDR2 ACCCCTCCCTCAAGAGT

69 Abx-106 | VH 266 GATCGGCTAACTGGGTACTTTGACTAC
CDR3

70 Abx-106 | VL 268 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTAC
CDR1 TTAGCC

71 Abx-106 | VL 270 GGTACATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

72 Abx-106 | VL 272 CAGCAGTATGGTAGCTCACCCATGTGCAGT
CDR3

73 Abx-198 | VH 177 AGCTATGCCATGAGC
CDR1

74 Abx-198 | VH 179 GATATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACT
CDR2 ACGCAGACTCCGTGAAGGGC

75 Abx-198 | VH 181 CGGCGGTGGCAGGGGTACTTCGATCTC
CDR3

76 Abx-198 | VL 183 AGGGCCAGGCAGCGTGTTGACAGCAGGTAC
CDR1 TTAGCC

77 Abx-198 | VL 185 GGTGCATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

78 Abx-198 | VL 187 CAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACT
CDR3

79 Abx-221 | VH 274 CGCTATGCCATGAAC
CDR1

80 Abx-221 | VH 276 GGTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACT
CDR2 ACGCAGACTCCGTGAAGGGC

81 Abx-221 | VH 278 GATCGCGATTTTTGGAGTGGTCCATTTGACT
CDR3 AC

82 Abx-221 | VL 280 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAGAAGCTTA
CDR1 GCC

83 Abx-221 | VL 282 GGTGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2
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84 |Abx-221 |VL 284 CAGCAGTATAATAACTGGATGTGCAGT
CDR3

85 | Abx-229 |VH 189 CGCTATGCCATGAAC
CDR1

86 |Abx-229 |VH 191 GGTATTAGTGGGAGTGGTGGTAGGACATAC
CDR2 TACGCAGACTCCGTGAAGGGC

87 |Abx-229 |VH 193 GATCGCGATTTTTGGAGTGGTCCATTTGACT
CDR3 AC

88 | Abx-229 |VL 195 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAGAAACTTA
CDR1 GCC

89 | Abx-229 |VL 197 GGTGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2

90 | Abx-229 |VL 199 CACCAGTATAGTAACTGGATGTGCAGT
CDR3

91 Abx-338 | VH 201 AGTTACTACTGGAGC
CDR1

92 |Abx-338 |VH 203 CGTATTTATATCAGTGGGAGGACCACCTTCA
CDR2 ACCCCTCCCTCAAGAGT

93 | Abx-338 |VH 205 GATAGATATTATGGCTACCTTGACTAC
CDR3

94 | Abx-338 |VL 207 AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCGCAGTTACT
CDR1 TAGCC

95 | Abx-338 | VL 209 GATGCATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

96 |Abx-338 |VL 211 CAGCAGTATGGTAGTTCACCGAGCACC
CDR3

97 | Abx-393 |VH 213 CATTACTACTGGAGC
CDR1

98 | Abx-393 |VH 215 TATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACA
CDR2 ACCTCTCCCTCAAGAGT

99 | Abx-393 | VH 217 GGTATGGGCTTTGACTAC
CDR3

100 | Abx-393 |VL 219 CGGGCAAGTCAGGCCATTAGAAATGATTTA
CDR1 GGC

101 | Abx-393 |VL 221 TCTGCATCCAGTTTGCAAAGT
CDR2

102 | Abx-393 | VL 223 CTACAGCATAATAGTTTCCCTCCGACG
CDR3

Cac vecto bi€u hién duogc tao thanh nhu duge mo ta & trén chira trinh ty ma hoa

c4 chudi ning va chudi nhe cia mdi mAb 5F9 va Abx-229.
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Séng ché dugc minh hoa béi cac vi du sau, khong nham 1am gi6i han pham vi

clia sang ché.
Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Tao ra khing thé khang GCC va xac dinh diic diém

Viéc tao ra protein GCC dé gdy mién dich va sang loc duoc tién hanh nhu sau.
Khang nguyén GCC dugc diéu ché bing cich tich dong phu mét phin ciia gen GCC
m3a hoa trinh tu bao gém trinh ty GCC sau (trinh tyu tin hiéu va mién ngoai bao) vao
vecto biéu hién.

MKTLLLDLALWSLLFQPGWLSFSSQVSQNCHNGSYEISVLMMGNSAFAEPLKNLEDA
VNEGLEIVRGRLOQNAGLNVTVNATFMY SDGLIHNSGDCRSSTCEGLDLLRKISNAQRMGCVL
IGPSCTYSTFOMYLDTELSYPMISAGSFGLSCDYKETLTRLMSPARKLMYFLVNFWKTNDLPF
KTYSWSTSYVYKNGTETEDCFWYLNALEASVSYFSHELGFKVVLRQDKEFQDILMDHNRKS

NVIIMCGGPEFLYKLKGDRAVAEDIVIILVDLFENDQYFEDNVTAPDYMKNVLVLTLSPGNSLL
NSSFSRNLSPTKRDFALAYLNGILLFGHMLKIFLENGENITTPKFAHAFRNLTFEGYDGPVTLD

DWGDVDSTMVLLYTSVDTKKYKVLLTYDTHVNKTYPVDMSPTFTWKNSKL (SEQ ID
NO0:229)

Vec to biéu hién (pLKTOK 107) cung cép ving IgG1Fc tan cing C dé dung hop
v6i trinh ty GCC. Vecto nay bao gdm exon véi ban 18 IgG1, mién CH2 va CH3, dugc
dot bién dé loai xystein khéng két cip khoi manh CHI trong exon. Ving IgG1Fc con
duwoc gdy dot bién thém nira tai lysin 235 va glyxin 237 thanh alanin. C4u tric ndy
duoc bidu hién tai td hop & té bao than bao thai ngudi (HEK) 293 dwgc chuyén nhiém
bang gen nay d6i v6i khang nguyén SV40 T & dang trinh tw GCC duoc tiét ra (cac gbe
axit amin 24 dén 430 ciia SEQ ID NO:228) dugc dung hop véi IgG1 Fe cia ngudi tin
cung C. Protein nay, tén 14 TOK107-hlg (tén khic 1a hGCC-ECD/hIgG1 Fc, SEQ ID
NO:317), dugc tinh ché béng sic ky protein A va sic ky loai trtr kich thuéec.

Khang nguyén GCC ciing duoc didu ché bang cach tach dong phu protein dung
hop & trén vao vecto biéu hién nhu pLKTOK 111, diéu nay cho phép dung hop ving
xuyén mang IgG2a chudt vao diu tin cing C. Khi cdu tric nay dugc biéu hién tai td
hop trén céc té bao CHO, mién ngoai bao GCC dugc phét hién trén bé mit té bao. Su
biéu hién cao trén bé mit t& bao cia protein dung hop GCC-Ig (SEQ ID NO:318) dat
dugc khi vecto pLKTOK111 dugc dong chuyén nhidm véi pLKTOK123, n6 chtra
CD79a (MB-1) va CD79b (B29) ciia chudt. Dong v tinh #27 tir phép chuyén nhiém
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nay (CHO-GCC#27) duge sit dung 1am yéu t6 sinh mién dich. Té bao HT-29-GCC#2

ciing duoc st dung lam yéu t6 sinh mién dich.

bPé sang loc phén dich ndi thé lai va cdc mAD tinh ché b%mg ELISA, axit nucleic
ma hod ciu tric dung hop GCC duoc tach dong vd tinh vao vecto biéu hién pCMV1
(Sigma). Cac dudi tinh ché: dudi FLAG (trong diu tan cing N) va dudi His (trong dau
tan cing C) cling duoc tach dong vo tinh vao ciu tric. CAu tric protein dung hop dugc
chuyén nhiém vao céac té bao 293, biéu hién, va protein tai td hop duogc tinh ché trén

cOt ai luc Anti-FLAG® M2-Agarose (Sigma).

Thubc thir va dong té bao. Té bao HEK293, CHO, va té bao ung thu rudt két
ngudi T84 va duoc thu 14y tit ATCC va duy tri theo quy trinh ATCC.

Chudt: Chudt C57BL/6 céi, 4-6 tudn tudi, dugc mua tir Taconic Farms, Inc.
(Germantown, NY) dé tao ra thé lai chudt. Chuot lai, dugc nudi trong nha cho dén 4-6
tudn tudi, sinh ra khang thé IgG2 ctia ngudi thu dugc tir Abgenix, Inc. (Fremont, CA)
dé sinh ra thé lai ctia ngudi. T4t ca cac con chudt dugc chon va duy tri theo huéng din
cia td chuc Institutional Animal Care va Use Committee of Millennium

Pharmaceuticals, Inc.

Dong té bao: Cac dong té bao duge sir dung cho céc thir nghiém chirc ning 1a
céac cdp t& bao cia té bao dugc chuyén nhim GCC va t& bao HT29 hodc HEK293 lam
vecto dbi ching. Céc té bao HT29 duoc chuyén nhidm véi GCC c6 chiéu dai ddy da
trong diéu kién kiém soat cta trinh tu khoi ddu EF-1a hodc vecto réng (pLKTOK4) va
dugc chon trong G418. GCC trong céc t& bao nay dwgc khing dinh 1a c6 dép tmg
cGMP khi tiép xtc v6i peptit ST (1-18 hodc 5-18). Céc té bao HEK293 dugc chuyén
nhim GCC c6 chiéu dai ddy du trong didu kién kiém soét cua trinh tw khoi ddu CMV
hoic vecto rong (pN8mycSV40) va duge chon trong blasticidin. GCC trong cac té bao
nay c6 dudi myc. Céc dong vo tinh duge chon dé biéu hién GCC cao nhét 13 293-
GCC#2, HT29-GCC#2 va HT29-GCC#5. HT29-GCC#2 ciing duoc sir dung lam yéu
t6 sinh mién dich d& sinh ra cdc phén tir khang thé khang GCC. Cac té bao biéu hién
GCC khac 1a té bao CT26. Dé phat trién dong té bao CT26 biéu hién GCC, vecto
pTOKS58D dugc st dung. GCC ¢6 chidu dai ddy dii dugc tach dong vo tinh vao trong
vi tri thudng dwgc sir dung dé tach dong chudi ning va luciferaza dugc tich dong vo

tinh vao trong vi tri thuong dugc st dung dé tach dong chudi nhe. Sau khi chuyén
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nhiém vao té bao CT26, su biéu hién ddc 1ap clia ca GCC va luciferaza dugc khing
dinh. Sy biéu hién bé mit cia GCC duogc khing dinh bing phép dém dong té bao bing
khang thé 5F9. Dong #32 duoc chon cho cic nghién ctru tiép theo.

Dong té bao ung thu rudt két T84 bidu hién GCC ndi sinh. Phan tich Taqman
ctia GCC trong md hinh dong té bao rong boc 16 ring T84 1a dong té bao duy nhét biéu
hién mARN d6i v6i GCC. Viée nhudém mau GCC véi mAb chon loc GCC trén céc hat
té bao cuia té bao T84 thé hién su biéu hién protein GCC dang ké.

Dinh lugng muc thu thé GCC bang phéi tir danh dau phong xa (doc td ST) goi
y ring té bao 293-GCC#2 biu hién GCC nhiéu hon té bao T84 trong khi HT29-
GCC#2 hoic #5 biéu hién cac phan tir GCC thép nhét trong mdi té bao.

Dong té bao Thir nghi¢m giin két té bao toan bd
(thu the /t€ bao)

HT-29-GCCH#2/#5 100.000

GCC ndi sinh T84 300.000

293-GCC 600.000

Tao ra mAb ciia chudt bing cach giy mién dich protein: mién ngoai bao
GCC cua ngudi/protein dung hop Ig cta ngudi (TOK107-hlg, 50ug) duoc tao huyén
phil trong nudc mudi dém phosphat Dulbecco (PBS; GIBCO, Grand Island, NY) va
nhii ho4 bang thé tich tvong duong cia ti dugc Freund dy du (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO). Chu6t C57BL/6 dugc giy mién dich bing cach tiém nhii trong tai ba
vi trf dudi da va mot trong mang bung (i.p.). Hai tudn sau khi gy mién dich lan dau,
chudt duge gay mién dich ting cudng bing cach tiém vao trong mang bung bing 25ug
TOK107-hlg trong t4 dugc Freund khong ddy du. Mot tudn sau, mot lugng nhd mau
duogc thu 14y tir tinh mach dudi va hoat tinh gén két trong huyét thanh khang TOK107-
Ig duoc chudn d6 bang ELISA. Chudt dugc chon dé dung hop khi chuén d6 cua né
vuot mue 1:24.300 b'fmg ELISA hodc 1:500 bé’mg FACS. Chudt dugc chon dugc ting
cuong bang cach tiém 25ug TOK107-hlg trong PBS. Bén ngay sau, mot con chudt
duoc gdy chét va huyén phi té bao lach dugc diéu ché va rira bing PBS dé dung hop
v6i té bao P3. Mot thang sau, cac té bao lach tir 1 con chudt khac duoc didu ché dé
dung hop dung hop véi t& bao P3. Cac té bao dung hop dugc thir nghiém dé sinh ra
khang thé gin két dic hiéu véi GCC bing ELISA vé& sy gin két TOK107-hlg so véi
khang nguyén khong phai 1d GCC hoic véi ving Fe ciia IgG va bing FACS vé sy gin
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két voi té bao T84, hoidc t& bao Caco-2 hodc té bao dong vo tinh HT-29 #2 so v&i dbi
ching vecto va so véi té bao MCF-7 khong biéu hién GCC. Isotyp duoc xac dinh bing
kit tao isotyp khang thé don dong chudt ISOSTRIP® (Roche Diagnostics Mannheim
Germany). Céc so d6 gdy mién dich va thé dung hop lai nay tao ra cic phan tir khang
thé khang GCC ctia chuét 1D3, 8E12, 3G1 va 10BS.

Tao ra cac mAb cia nguwoi. Chudt XENOMOUSE duogc tao ra theo k¥ thuat di
truyén (Abgenix, Fremont, CA) (8 dén 10 tudn tuéi) dugc gy mién dich dé tao ra cac
khang thé don dong cta ngudi. Xem, Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156
(1997), Green va Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998). Céc so dd gdy mién
dich khac nhau duoc st dung. Trong mot so dd, 100 microgam mién ngoai bao GC-C
clia ngudi/protein dung hop Ig ciia ngudi (TOK107-hlg) dugc tao huyén phil trong
nude mudi dém phosphat Dulbecco (PBS; GIBCO, Grand Island, NY) va dugc nhii
ho4 bang mdt thé tich twong duong t4 dugc Freund ddy du (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). XENOMOUSE™ @ugc gay mién dich bang cAch tiém nhii twong nay tai -
ba vi tri dudi da, gbc dudi va mdt vi tri trong mang bung (i.p.). 14 ngay sau lin gy
mién dich diu tién, chudt dugc gdy mién dich ting cudng bing 50pug TOK107-hlg
trong t4 duoc Freund khong dy du. Thir nghiém huyét thanh chi ra rang d6 chudn 1a
chua dd sau khoang thdi gian nghi vai tudn, mot 1dn ting cudng tht hai 50ug
TOK107-hlg ctia ngudi duoc thue hién. Hai tudn sau, mdt lugng nhé méu duoc 1dy tir
tinh mach dudi va hoat tinh huyét thanh khang TOK107-Ig duoc chuidn d§ bing
ELISA va khéang té bao HT29-GCC #2 bang FACS. Chudt duoc chon dé dung hop khi
dd chudn cla ching vugt mic 1:24.300 theo ELISA hogc 1:500 theo FACS. Gén 3
thang sau khi ting cudng, chudt duge ting cudng bang 107 t& bao HT-29 #2 va ngay
tiép theo ting cudng bing 50pug TOK107-hlg, ca hai déu trong ta dwoc Freund khong
ddy du. Chudt da duge gay mién dich v6i so dd trén sinh ra phan tir khang thé khang
GCC ciia nguoi 1D2 va 5F9. Chudt da dwoc gdy mién dich vé6i so dd trén sinh ra phan
tir khang thé khang GCC ctia ngudi 1D2 va SF9.

Bdn ngay sau, chudt dugce gy chét va huyén phu té bao lach duoc didu ché va
rira bang PBS dé dung hop. Cac té bao dung hop duogc thir nghiém dé tao ra cac khang
thé gén két ddc hidu véi GCC bang ELISA vé sy gan két TOK107-hlg so véi khang
nguyén khong phai 1a GCC hoic voi ving Fe ciia IgG va bang FACS ddi véi sy gén

két voi cac té bao T84 hoic té bao dong vo tinh HT-29 #2 so v6i ddi ching vecto va so
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v6i té bao MCF-7 khong biéu hién GCC. Isotyp dugc xac dinh bang ELISA hodc bang
FACS st dung céc khang thé thir cip dic hiéu IgG hodc IgM. Chudt duge giy mién
dich biang so dd nay sinh ra phan tir khang thé khang GCC cuia ngudi 1D2 va SF9.

Theo so dd khac, t& bao CHO-GCC#27 (5 x 10°) bao gébm vecto pkTOK111 va
biéu hién mién ngoai bao GCC trén bé mit ciia ching dugc st dung 1am yéu t6 sinh
mién dich hai 1dn v&i hai tudn gifra cac 1n gdy mién dich BIP (gbc dudi + trong mang
bung). Sau khi 14y mAu méu dé x4c dinh tinh phan tng khdng GCC bang ELISA khang
lai TOK107-hlg, chudt dugc gy mién dich ting cuong bing cac t& bao HT-29 GCC
#2 (hodc 3 tudn hodic nhiéu hon hai thang tir 1an ting cudng trude d6). Bén ngay sau
lan ting cudng cudi cing, lach trong tmg duoc thu hoach dé dung hop té bao. Céc té
bao dung hop dugc thir nghiém dé tao ra cac khang thé gin két ddc hidu véi GCC boi
ELISA vé d6 gin két TOK107-hIg so véi khang nguyén khong phai 14 GCC hoic véi
ving Fc ciia IgG va bang FACS vé su gin két v6i cac té bao dong vo tinh HT-29 #2 so
v6i dbi chung vecto, té bao T84 hoic té bao MCF-7 khong biéu hién GCC. Isotyp
duoc x4c dinh bing ELISA. Cac so dd gay mién dich va thé dung hop lai tao ra cac
phén tir khang thé khang GCC cua ngudi SH3, 6HS, 8C2, 10C10, 10D3 va 1C9.

Thé lai sinh ra mAb ciia ngudi: Cac té bao lach duoc dém va phdi hop vai té
bao u tay SP 2/0 (ATCC No. CRL8-006, Rockville, MD) té bao nay khong c6 kha
ning tiét ra cac chudi globulin mién dich chudi ning hoic chudi nhe véi ty 18 lach:u
tay 1a 2:1. Céc té bao dugc dung hop véi polyetylen glycol 1450 (ATCC) trong 12 dia
nudi cdy mo 96 15 trong mdi trudng chon loc HAT theo quy trinh chudn. Tir ngay 10
va ngay 21 sau khi dung hgp, céc khuén lac thé lai trd nén hién 16 va phén ndi trén bé

mit nudi cdy duge thu hoach, sau d6 sang loc bang ELISA va FACS.

Tao ra khing thé dwa vao kj thuidt SLAM: Céc khang thé don dong ciing
dugc phan tach bing k§ thuat Abgenix’s SLAM (Babcook et al PNAS 93:7843-7848
(1996)). Buéc ddu tién trong phuong phap nay 1a gdy mién dich cho chuét
XENOMOUSE duoc gay mién dich bing khang nguyén GCC bing so dd trong sb cac
so 6 mo ta sau ddy. Sau d6, buc SLAM (Selected Lymphocyte Antibody Method-
phuong phap khang thé lympho bao chon loc) lién quan dén viéc x4c dinh déu tién
trong quin thé 16n cac t& bao lympho mdt lympho biao don tao ra khang thé véi tinh
dic hiéu hodc chirc ning mong mudn, va sau d6 giai phong khéi lympho bao thong tin

di truyén ma hoa tinh dic hidu cia khang thé. Ving bién ddi ctia lympho bao nhu vay
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(dAu tién tao ra khang thé IgG2 hodc IgG4) duoc khuéch dai va chuyén vao vecto
mang Isotyp IgG1.

So dd gy mién dich dbi véi cac khang thé SLAM (vi du, Abx-229, -012, -221,
-020, -338, -106, -198 hoac -393) bao gém viéc sir dung TOK-hlg hodc TOK-hlg lién
hop v6i hemocyanin ha (keyhole limpet hemocyanin). Viéc gy mién dich dugc thuc
hién hodc 13 qua miéng dan & dudi chan (foot pad) hozic két hop gdc dudi va trong
mang bung. Lan giy mién dich d4u tién 10pg yéu t6 sinh mién dich bao gbm ta dugc
TITERMAX® vang hoic ta duge Freund day dii. Sau dén tam lidu ting cudng véi Spg
yéu t6 sinh mién dich duoc thuc hién, sir dung hodc phén, td dugc TITTERMAX® vang
hodc ta4 dugc Freund khong dﬁy du. Néu TITERMAX vang 1a ta dugc dau tién, phén l1a
t4 duoc ting cudng va cic 1an ting cudng sau duge thuc hién véi khoang céch 3 dén 4
ngdy. Néu 1an gay mién dich déu tién va c4c lan ting cudng st dung ta dugc Freund day
dt, sau d6 1a ta dugce Freund khong ddy du, cac khoang gian lidu giita cac lan gay mién
dich tdng cudng dugc thyc hién véi khoang cach lidu khoang hai tudn. Cac thir nghiém
d6 chudn huyét thanh tai 1an gy mién dich ting cudng thir 4 va thtt 6 dugc thuc hién
sau céc 1an gy mién dich ting cudng bd sung. Lan gdy mién dich tang cudng cudi cling

trude khi thu hoach bdn ngay sau khi sir dung yéu tb sinh mién dich trong PBS.

Phan tich mAb biang ELISA. Cac dia EIA 96 16 gin két protein mat dd cao
(Costar/Corning, Inc. Corning, NY) dugc bao bang 50ul/1d chira dung dich 2ug/ml
(0,1ng/1d) ciia TOK107-hlg va G qua dém & 4°C. Dung dich du bi hut ra va cac dia
dugc rtra bing PBS/Tween-20 0,05% (3 14n), sau d6 wc ché bing 1% albumin huyét
thanh bo (BSA, fraction V, Sigma Chemical Co., MO) trong 1 gid & nhiét 4§ phong
(RT) d& uc ché sy gin két khong dic hiéu. Dung dich BSA dugc loai bo va 50ul/15
phén dich ndi thé lai tir mdi 18 trén dia dung hop dugc bd sung vao. Cac dia sau d6
duoc U trong 45 phut & 37°C va rira ba lan bang PBS/Tween-20 0,05%. Peroxidaza cai
ngua (HRP)-lién hop v6i IgG F(ab)2 dé khang chudt hodc khdng nguodi (H&L)
(Jackson Research Laboratories, Inc., West Grove, PA) pha lodng 1:4000 trong BSA
1% /PBS dugc bd sung vao mdi 18 va sau d6 cac dia dugc u trong 45 phut & 37°C. Sau
khi rtra, 50ul/16 dung dich ABTS (Zymed, South San Francisco, CA) dugc bd sung
vao. Mt d6 ctia mau xanh cta cac 16 dwong tinh & budc séng 405nm duge danh gia

trén may doc dia vi chudn Vmax (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). Tét ca
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céc dia chta thé lai cho dap umg duong tinh sau d6 dugc nhan rong thanh 24 13, tach
dong phu bing cach pha lodng han ché va phén tich bang ELISA va FACS. Ba dong
nho t6t nhit dugc nhan rong tiép.

Phén tich mAb bing phép dém dong té bao. Sang loc bang phép dém dong té
bao (FACS) duoc thuc hién trén tit ca cac phan dich ndi clia dia dung hop song song
véi sang loc ELISA. Céc té bao dong v6 tinh HT-29#2 hoic té bao HT-29 khong dugc
chuyén nhiém duogc phat trién trong céc binh T225 (Costar/Corning, Inc., Corning,
NY) trong DMEM (GIBCO) bé sung 10% huyét thanh bao thai bd (GIBCO). Céc té
bao dugc tach tir bé mit binh bing Versene (GIBCO), dugc chon va rita hai 1an bing
DMEM, sau d6 mét 14n bang dung dich BSA/PBS 1%. Cac té bao duoc tai tao huyén
phu trong BSA/PBS 1% va 2x10° té bao duge bd sung vao mdi 18 ciia dia 96 16 day
chit V (Costar) va ly tdm trong 5 phut & tdc @6 2500 vong/phit (rira). Dung dich rira
dugc loai ra va phan dich ndi 50p1/13 tir mdi 18 ciia dia dung hop dugc bd sung. Day
dia lai (Linbro/MP Biomedicals, LLC, Solon, OH) va cac dia sau d6 dugc xody nhe dé
tao huyén phi lai va tron cac té bao nay voi phén dich ndi b& mit va 4 & 4°C (trén da)
trong 30 phit. Sau d6, cc dia dugc rira bing BSA/PBS 1% lanh (3 1an) va 50 pl/ld
IgG F(Ab)2 khi khang chudt dugc lién hop FITC (H&L) hodc IgG F(Ab)2 dé khang
ngudi duge lién hop FITC (H&L) (Jackson) pha lodng theo ty 1€ 1:50 duoc bd sung
vao mbi 16 trong 30 phut & 4°C (trén dé trong bong t61). Cac dia dugc rira lai 3 lan
trong BSA/PBS 1% lanh va c¢b dinh trong paraformaldehyt 1% lanh (Sigma)/PBS. Céc
té bao duoc chuyén vao trong céc dng khuén lac (Costar) va phan tich trén may dém
dong té bao FACScalibur (Becton Dickenson, San Jose, CA). Cac 15 chura thé lai bat
k¥ thé hién su chuyén dich duong tinh sau d6 dwgc nhén rong dén moi truomg nubdi cly

24 13, tach dong phu bang cach han ché pha loang.

Thir nghiém ndi hoéa. Sy ndi hoa phan tir khing thé khang GCC duogc thir
nghiém & ca cac té bao biu hién GCC va té bao vecto db6i ching, st dung kinh hién vi
huynh quang mién dich. Céc té bao dwogc nudi trén cac phién kinh va dit trén d4 trohg
10 phit trede khi G véi 10pg/ml khang thé trong mdi trudng nudi cdy lanh trong 20
phut trén d4. Dé ndi héa, mdi trudong chira khang thé dugc thay thé bing mdi trudng
nudi cdy sach va cac té bao dwoc chuyén dén 37°C trong 2-3 gid hodc gift trén dé. Sau
khi rira trong PBS va ¢b dinh nhanh trong paraformaldehyt 4% & nhiét do phong, cac
té bao dugc lam tang tinh thdm trong 15 phit trong TRITON X-100 0/5%. Viéc dinh
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vi khang thé thir nghiém dugc x4c dinh bang khang thé khang IgG danh déu huynh
quang bing kinh hién vi quét laze ddng tiéu diém. Céc phan tir khang thé dugc xéac
dinh vi tri trén bé mit té bao cla cac té bao biéu hién GCC khi & trén d4. Khi & ¢ 37°C,
5F9 thé hién sy nhudm mau ngit quang trong mang té bao, chi thi cho sy ndi héa.

Khong phat hién su ndi hda véi céc té bao vecto.

Tém tit dic diém cia phan tir khang thé khang GCC. Tt ca cac khang thé
sinh ra trong diy duoc thir nghiém trong mét sé céc thir nghiém dwgc mé ta & trén.
Béang 7 tom tit dic diém in vitro dbi v6i mdi khang thé nay. (T84=té bao khéi u rudt
két ciia ngudi, MCE7=té bao khéi u vi cia ngudi, WB=tham tach protein, IP=két tia

mién dich, IHC=md héa hoc mién dich; ndi hoa béi té bao T84 so véi té bao MCF-7)

Bang 7. Dic diém ciia cac phan tir khang thé khang GCC
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Ngoai ra, mdt sé khang thé duoc thir nghiém vé kha ning ciia ching tc ché
dong ion canxi do ST peptit & céc té bao biéu hién GCC. Thir nghiém cGMP dugc tién
hanh trong céc té bao HT29-GCC#18 véi su ¢6 mat cua ST 50nM véi su cd mat hodc
khong c6 mit phan tir khang thé khang GCC. C6 su ttc ché phu thude vao lidu cua
dong ion canxi béi SF9. Cac khang thé khac, SH3 va Abx-338 ciing (rc ché dong ion
canxi gay ra do ST.

Panh gia ai lwc twong ddi ciia phéin tir khang thé khang GCC. Ai luc tuong
dbi (EC50; ndng d6 khang thé dé dat duoc su gin két ban tdi da) cia mot sb phan tir
khéang thé khang GCC duoc danh gia tir phép do ELISA khang lai TOK107-hlg va

bang phép do véi cac té bao biéu hién GCC. Bang sau thé hién mot sb két qua.

Bang 8. Gia tri EC50 ciia cac phan tir khang thé khang GCC

Khang thé EC50, TOK107-hIg, M | EC50, té bao, M
5F9 3,65x 108 1,24 x 10

5H3 4,16 x 10” 4,7 x 107
Abx-338 4,9x 1012 9,0 x 108

3G1 2,28x 1078 58x 1010
Abx-229 2,95x 108

Abx-221 6,55 x 107

Abx-020 4,58 x 10

Abx-012 5,55 x 1010

Abx-198 4,77 x 108

Po i lre ciia phan tir khang thé khang GCC. Hé¢ BIACORE™ T100 (GE
Healthcare, Piscataway, NT) dugc sir dung dé do 4i luc ciia khang thé 5F9 khang GCC
& 22°C.

Budc 1: MADb 5F9 (ché phim A- Prep A) duoc pha lodng dén ndng d6 20pg/mL
trong natri axetat 10mM, d6 pH= 4,0 va MAb 5F9 d6i ching (ché phidm B- Prep B)
dugc pha lodng dén 10ug/mL trong natri axetat 10mM, d6 pH=4,0. M8i mAb dugc cb
dinh déng hoéa tri vao mot sb cac chip CM4 BIACORE bang céc két hop amin chuén.
Péi véi mdi chip CM4 da duoc chudn bi, ché phim A 5F9 dugc ¢b dinh trén hai té bao
dong & khodng 75-100 RU trong khi ché phém B 5F9 dugc c¢b dinh vao mdt té bao
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dong & khoang 70-80 RU. Té bao dong thit tu con lai cia mbi chip CM4 duogc sir dung

dé 1am té bao dong ddi chung.

Budc 2: Nong d6 gbc cia GCC-ECD-Fc (TOK 107-hlg) duge xé4c dinh bing cac
phuong phap duge néu cu thé béi Pace et al. trong Protein Science, 4:2411 (1995), va
Pace and Grimsley trong Current Protocols in Protein Science 3.1.1-3.1.9 (2003).

Budc 3: Déi voi mbi chip CM4 da dugc chuén bi nhu dugc md ta trong Bude 1,
GCC-ECD-Fc¢ dugc tiém trong vong 2 phut & khoang ndng d6 202 nM — 1,6nM (pha
lodng dén 2x) sau d6 cach ra 7 phiit. Cac miu duoc tiém ngiu nhién 3 1an véi nhidu
chu k¥ tiém dém réi rac dé 1am dbi ching kép. D& thu dugc s6 liéu tbc dd phan huy c6
y nghia hon, ba l4n tiém bd sung 101nM GCC- ECD-Fc va ba lan tiém chét dém b
sung duge thyc hién bang cach tiém 2 phut va khoang thoi gian cich ra 13 4 gio. Téc
d6 dong 1a 100uL/phat dwoc st dung cho tit ca cac thi nghiém va tit ca bé mat dugc
phuc hdi bing xung 20 gidy 10mM Glyxin-HCI (46 pH= 2,0). T4t ca cac mau duge
didu ché trong chit dém chay 1 nudc mubi duge dém Hepes, 0,005% polysorbat 20,

d6 pH= 7,4 (HBS-P) v6i BSA duoc bd sung 100ug/mL.

Budc 4: Tt ca sb liéu biéu d6 cam bién (biéu dd cua cong hudng bé mat
plasmon véi thoi gian) duge xtr Iy bang phdn mém Scrubber 2.0 (phin mém BioL ogic,
Campbell, Australia) va hi€u chinh toan bd thanh m6 hinh twong tac 1:1 bao gbm mét
s6 hang vé hing sb van chuyén khdi luong km bing phin mém CLAMP™ (Myszka va
Morton Trends Biochem. Sci. 23:149-150 (1998)).

MO hinh 1:1 s€ cho sy khép rht cao voi sb liéu mién 1a cac mic cb dinh mAb
duoc giit thip di dé Rumax thu dugce tir viéc phén tich toan bd dit liéu biéu db cam bién
it nhét 1a dudi 12 RU cho mdi bé mit. Trong hau hét cac truong hop, mét trong hai bé
mit ché phém A 5F9 c6 gia tri Rmax qué thép (dudi 2 RU) dé do duoc dong hoc dang
tin cdy. Tuy nhién, sb liéu tir hai té bao dong gén két GCC-ECD-Fc véi ché phdm A
5F9 tir cuing chip CM4 dugc hiéu chinh ddng thoi vao thoi diém bat ky c6 thé. Khi cac
bé mat mAb duge didu ché gy ra gia tri Rmax cao hon(> 12 RU), cac biéu dd cam bién
chi ra rd rang dong hoc phitrc tap va do d6 md hinh 1:1 khép dir liu kém. Piéu nay
khong ngac nhién do thuc té ring GCC-ECD-Fc 13 mot ciu triic hod tri hai va mat do
bé miit cao hon ctia mAb ¢ dinh c¢6 kha ning nhét lam ting xac sudt GCC-ECD-Fc

gan két manh vGi bé miat nay. Cac ban sao ghi chép cho nghién ctru nay chi bao gom
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cac s liéu hiéu chinh tét véi mo hinh twong tac 1:1. Cac hing sé Kp va tbc d6 thu
duoc clia tit ca cic ban sao ciia ché phidm A 5F9 va ché phim B mAb dbi ching dugc

1an luot néu trong Bang 9 va Bang 10.

Bang 9: Sy giin két GCC-Fc v6i ché phim A mAb 5F9 ¢6 dinh

Bén lap Rmax | ka (M 'sT) ka (s Kp (pM)
RU)

A 11 1,06 X 10° 1,19 X 10 112

B 8 1,20 X 103 1,10 X 10 91,7

C 5 1,07 X 103 2,15X 107 201

D 9 1,22 X 10° 1,11 X 103 91,0

E 6,4 9,64 X 10* 1,77 X 10 184
Trung binh (d0 tin cay 1,10 (0,13) X 10° 1,46 (0,59) X | 136 (65)
95%) 107

Bang 10: Sr géin két GCC-Fc v6i ché pham B mAb 5F9 ¢6 dinh

| Ban sao Rmex | ko M 'sT) ka (s Kb (pM)
RU)

F 9 9,68 X 10* 7,64 X 106 78,9
G 8 1,20 X 103 1,24 X 10 103
H 7 9,09 X 104 9,57 X 106 105
I 12 1,21 X 10° 1,54 X 10 127
Trung binh, (d9 tin cdy 1,07 (0,25) X 105 1,13 (0,54) X | 103 (31)
95%) 107

Sw lién hop ciia cac ddc td véi khang thé

Maytansin. (MAH)-IgG-DM1 cua chudt khang ngudi, va khang GCC-DM1
dugc tao ra theo quy trinh mot bude dé san xuét ra thé lién hop gy doc té bao chia

c4c maytansinoit nhu md ta trong Patent M§ s6 6,441,163.

Mot cach ngén gon, cdc maytansinoit dugc lién hop véi cic khang thé bing cac
quy trinh d& cong bd. DM1 duoc lién hop vé6i cac khang thé bing céc lién két chéo co
chitc ning kép khéac loai SMCC (sucxinimidyl-4-(N-maleimitometyl)xyclohexan-1-
carboxylat; Chari et al. Cancer Research 52:127-131 (1992). DM4 dugc lién hop véi
cac khang thé bang lién két chéo c6 chirc ning kép khéc loai SPDB (Widdison et al. J.
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Med. Chem. 49:4392-4408 (2006)). Khang thé lién két chéo dwoc tach tir sin phim
phu phan Gng chwa dugc phan g bang sic ky loc gel bing cot SEPHADEX™ G-25.

Céc auristatin. Sy lién hop boi cac auristatin c6 thé dugc tién hanh béi céc quy
trinh da cong bd (vi du, Doronina et al., Nature Biotech., 21: 778-784 (2003)). Néi
chung, cac auristatin duoc lién két véi xystein cta chudi khang thé. Lién két voi
xystein ddu tién dwoc thuc hién bing cach khir lién két disulfua trong phén tir khang
th8. Kiém soat quy trinh khir & han ché sy khir dén mot sd chét, nhung khéng can
thiét 1a tat ca, cac lién két disulfua trong chudi. Do d6, c4c auristatin c6 thé gin két &
xystein tu do. Ding phan ng lién hop sau khi loai cic san pham phu phéan mg va trao

doi dém cho ché phdm mong muon.

Mot cach ngén gon, phan tir khang thé khang GCC & ndng d6 7,6mg/mL dugc
can bing trude & 37°C, va sau d6 bd sung mét thé tich 15% ctia natri borat 500mM, do
pH =8,0 dé ting d6 pH dén 7,5-8,0. Dung dich ndy ciing chtta DTPA 1mM. Khang thé
dwoc khir timg phin bang cach bd sung 2,6 duong lugng tris(2-carboxyetyl)phosphin
(TCEP) cho mdi mol phén tir khang thé khang GCC va khudy & 37°C. Sau 28 phiit,
dung dich chtra phan tir khang thé khang GCC da khtr duoc dit 1én trén d4, sau d6 xit
ly ngay 1ap tic vai 4,8-4,9 duong lugng mol (twong tng véi phan tir khang thé khang
GCC) cua doan lién két dugc chit (vi dy, me-ve-MMAF hotic me-ve-MMAE hotc me-
MMATF) 14 dung dich 20,5mM trong DMSO. DMSO bd sung dugc st dung dé dua
hén hop dén mic DMSO 10% v& thé tich. Hén hop phan tng dugc khudy trén d4
trong ~90 phit trude khi xtt Iy voi lugng mol du gdp 5 14n cia N-axetyl xystein (tuong
ing véi me-ve-MMAF). Thé lién hop dugc tach béng cach loc dong tiép tuyén, dau
tién dugc c6 dic dén ~10 mg/mL, sau do6 si€u loc v4i ~10 thé tich siéu loc cua PBS.
Thé lién hop khang thé duoc chét thu duoc c6 luong nap dugc chit trung binh 13
khoang 4 don vi dugc chét- doan lién két cho mdi khang thé. D& thuén tién, trong phﬁn
Vi du thyc hién sang ché va cac hinh v& dinh kém, thé lién hop mién dich auristatin
duoc goi theo dang viét tit nhu sau, khong ké luong nap duge chit: “Ab-ve-MMAF”
dé chi phan tir khang thé khang GCC dugc lién hop véi mc-ve-MMAF; “Ab-ve-
MMAE” dé chi phan tir khang thé khang GCC duoc lién hop véi mc-ve-MMAE; va
“Ab-mc-MMAF” dé chi phan tir khang thé khang GCC duogc lién hop véi me-MMAF.
Thé lién hop mién dich bao gdm céc phén tir khang thé khang GCC cu thé dugc goi
vGi cung mot kiéu,.vi du, 5F9-vc-MMATF, 5F9-ve-MMAE, va 5F9-mc-MMAF.
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Pé didu ché thé lién hop khang thé-dugc chét véi lugng nap dugc chét trung
binh 14 khoang hai don vi dugc chét - doan lién két trong mdi khang thé, quy trinh (néu
trén) dugc didu chinh bing cach giam lwong TCEP 1a 50%. Luong cua doan lién két
dugc chit ciing duge giam di 50%. Thé lién hop khang thé-dugc chét teong ing dugc
viét tit 1a Ab-ve-MMAF(2).

Diéu ché 5F9 veMMAE

Str dung phuong phép tuong tu véi phuong phép chung néu trén, mAb 5F9
duoc lién hop véi din xut auristatin ky hiéu MMAE (Formula (XIIT)) stt dung doan
lién két vc (Val-Cit) dugc mo ta & ddy dé tao ra thé lién hop mién dich ky hiéu 5F9
veMMAE. Su lién hgp cda doan lién két vc voi MMAE (Seattle Genetics, Inc.,
Bothell, WA) dugc hoan thanh nhu dugc mo ta & trén (xem, vi du, US 2006/0074008).

Mot cach ngén gon, dung dich 17,8mg/mL chtra mAb 5F9 trong axetat 100mM
& d6 pH =5,8 duogc diéu chinh dén do pH= 8 béng natri phosphat dibazo 0,3M, tao ra
nc“mg dd mADb cubi cung la 11,3mg/ml. Sau d6, DTPA duogc bd sung dé néng do cudi
cing 1mM trong hdn hop phan tng. mAb sau d6 duogc khir tirng phan bang cach bd
sung 2,28 dwong lugng mol ctia TCEP (tuong tmg v6i mol mAb), va sau d6 khudy &
37°C trong 1,5 gid. Dung dich mAb d3 khit mot phén sau d6 dugc 1am lanh dén 4°C,
va 4,4 duong lugng mol veMMAE (twong tmg véi s& mol khang thé) dugc bd sung &
dung dich 20,3mM trong DMSO. Hén hop duoc khudy trong 30 phiit & 22°C, sau d6
thém trong 15 phit sau khi bd sung 5 dwong luong mol N-axetylxystein (twong tng
v6i 6 mol veMMAE). veMMAE dép tét du va cac thanh phin phan Gng khac dugc
loai bang cach siéu loc/loc thim tach thé lién hop mién dich bang 10 thé tich siéu loc
cua PBS, do pH= 74. Thé lién hop mién dich thu duoc duge ky hidu 13 SF9 veMMAE
va c6 cong thirc sau:

o 0
IS o H H
o) " o /©/\OJLT ’\r’i‘ N NI\©
Ne~ao~A N\:)LN o) 0L 0 0 0 A,
0 H 0 '\LH

NH

Ab+

L HZNAO

m

trong d6 Ab 13 5F9 mAb, va m 1a tir 1 dén 8. Luong duoc chit trung binh (m) 1a
khoang 3,6. '
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Thir nghiém giy ddc té bao. Dé do kha ning ciia mdi khang thé gin két, noi
hod va diét cac té bao biéu hién dich, thir nghiém gy doc té bao duoc thuc hién. Trong
thir nghiém nay, cac té bao duoc @ v6i cac ndng d6 khac nhau cia khang thé khang
GCC so cap khéng lién hop va ndng d6 khong gy doc duge cb dinh cta khang thé thi
cép khang Fc ciia ngudi duoc lién hop véi DM1 (gy doc té bao gian tiép) hodc véi
cac ndng dd khac nhau ciia mAb khang GCC duoc lién hop véi doc td (giy doc té bao
truc tiép). Ty 1& séng sét ciia té bao duge do bang thir nghiém WST sau 4 ngay u. Hiéu
luc twong ddi ciia khang thé khang GCC ctia ngudi trén céc té bao 293-GCCH#2 duoc
trinh bay trong Bang 8 va dugc xé4c dinh bang mAb cia chudt khang IgG cia ngudi
dugc lién hop v6i DM1 (MAH-IgG duge tinh ché tir dong vé tinh HP607 (CRL1753,
ATCC). 5F9 va 229 1a dong mAb c6 hiéu luc khang GCC manh nhét véi gia tri LD50
1a 26 va 78pM. Mic di khong duoc thé hién & déy, sai s6 thudng nim trong khoang
20% cila cac gia tri trung binh, nhu dugc do trong khoang sb lugng ban sao hoic d6

léch chuan > 2 ban sao.

Bang 11. Két qua ciia thir nghiém giy déc té bao dbi voi khang thé khang GCC
trén té bao 293-GCC#2

Ab khang GCC LD50 (pM)
5F9 26
229 78
106 166
221 207
338 267
12 279
20 569
SH3 722
10D3 1596
8C2 2038
10C10 2443
1D2 >3055
6HS >4818
393 >5400
198 >5400
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Sw gﬁn két bé miit té bao. Su gén két ctia 5F9 chwa dugc lién hop hodc 5F9
dugc lién hop véi céc auristatin, dugc danh gid bang thir nghiém mién dich huynh
quang gian tiép bing phép dém dong té bao. 1 X 10°té bao/I5 dugc phét vao dia 96 15
.d4ay chit V va 0 trén d4 trong 1 gid véi cac ndng dd pha lodng din cua khéng thé 1-
0,001pg/ml. Céc té bao dugc rira hai 1in bang FBS 3% trong PBS d4 lanh va u véi IgG
cua chudt khang PE cta ngudi (Southern Biotech 2043-09) ty 1€ 1:200 trong 1 gio trén
d4. Cac té bao duogc rira lai va phan tich bang phép dém dong té bao trén thiét bi dém
dong té bao BD FACS Canto II. S liéu dugc phén tich bing phdn mém hé théng
FACS Canto II va mét 40 huynh quang trung binh dugc xac dinh.

Lap ban d epitop. Nhiéu chién lwoc dugc bit diu dé x4c dinh epitop.

Day peptit. C4c peptit 20-me, v&i doan ldp 15 aa duge tao ra, bao pht 1én mién
ngoai bao (ECD) vao trong mién xuyén mang GCC (aa 1-440). Céc peptit duoc tdng
hop va sip xép thanh day, cb dinh trén cac phién thily tinh. Cac day ndy dugc lai véi
mdi trong s6 céc khang thé khang GCC dé x4c dinh liéu c4c peptit mach thing 1a da dé
gén két. Abx-198 gin két cac peptit 55 va 56, trong khi cac khang thé 3G1, 8F1 va
10B8 gin  két cac  peptit 55, 56 va 57. Trinh  tu,
ILVDLFNDQYLEDNVTAPDYMKNVLVLTLS (SEQ ID NO:225) dugc kéo dai boi
céc peptit nay. Vung ldp gifta cac peptit ]a LEDNVTAPDY (SEQ ID NO:314). Abx-
012, Abx-338 va Abx-106 gin két peptit 71 va 72. Trinh tu,
FAHAFRNLTFEGYDGPVTLDDWGDV (SEQ ID NO:226), va trinh tu
RNLTFEGYDGPVTLD (SEQ ID NO:315) trung 1ap hai peptit.

Sw gin két bé mit té bao voi thé ddt bién bi cit GCC. Céc thé dot bién bi cit
cia ECD GCC dugc tao ra (peptit thanh thuc FL va 8 doan cét (A1-32, A1-49, A1-94,
A1-128, A1-177, A1-226, A1-279, A1-229 va A1-379), 14 cu tric c6 dudi FLAG
(pPFLAG-CMV-3), thé hién xép xi 50 doan bi loai aa. C4c céu truc dugc biéu hién
trong 293 té bao, sau d6 bang cach két tia mién dich bing phan tir khang thé khéng
GCC va phép thdm tach Western d6i véi epitop FLAG trong dich phan giai cia 293 té
bao dugc chuyén nhiém bing cic thé dot bién GCC ECD. Khéang thé 5F9 gin két té
bao vé6i thé dot bién A1-32, nhung khong phai 12 té bao véi thé dot bién A1-49. Sy gén
két ctia SF9 véi GCC da mét khi protein nay bj cét doan gitra aa 33-50 goi ¥ ring ving

nay c6 lién quan dén sy nhén dang ctia 5F9 véi epitop gin két ctia né trén GCC. Tuy
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nhién, do céc trinh ty GCC cua chudt céng va chudt nhit 13 gibng véi GCC cia ngudi
trong ving nay, va SF9 khong gin két véi GCC cta chudt nhit hodc chudt cdng,
khang thé 5F9 c6 kha ning gén két epitop cdu hinh dugc hinh thanh do sw ¢6 mat cia

céc axit amin tir 33 dén 50 ctia GCC nguoi.
Vi du 2. Lwa chon ddc t-doan lién két/ xac dinh dic tinh ADC

Trong chién lwoc thé lién hop khang thé-duoc chit (ADC-antibody drug
conjugate), su lién hop ctia cac doc td ¢6 hiéu luc cao véi cac khang thé, kha ning gay
doc té bao clia doc t6 c6 thé hudng vao cac khéi u theo cach dic hiéu dich, phan phéi
doc tb vao cac té bao khdi u biéu hién khang nguyén ma khong tin cong céc té bao 4m
tinh v6i khang nguyén trong cac moO binh thudong do gidm ddc tinh toan than.
Auristatin (ddng déing cua dolastatin 10) va cac doc tb nhém maytansin duge danh gia
1a cac ADC véi mAb khéang GCC. Tht ca cac doc td nay déu la chit e ché su polyme
hoa vi cdu trac hinh dng, hoat dong nhur cac chét e ché gian phan. Céc thir nghiém
trong d6 cac té bao duge tiép xuc véi cac doc t6 tu do chi ra ring kha ning gy doc té
bao cta cac doc t tu do khong khéc biét gitra cac t€ bao voi su biéu hién GCC va céc
té bao di chirng khong c6 GCC. Cac dbc tb tu do 1a ¢6 tiém ning khang lai vecto 293,
cac té bao 293-GCC#2, trong vecto HT29 so vdi té bao HT29-GCC#5 nhu duge thé
hién trong Bang 9.

Biang 12. Kha niing gy déc té bao ciia cac doc t6 tw do

MMAE MMAF DM1 DM4
Dong té bao LD50 |SD |LD50 |SD |LD50 |SD |LDS50 SD
293 vecto 0,07 |6 3,37 2,34 2,83 [2,00 | 0,79 0,79
293 GCC#2 4 3 2,07 1,48 12,96 2,23 0,83 1,03
HT29 4 1 5,21 1,91 | 2,69 1,09 | 0,57 0,27
HT29 GCC#5 7 4 7,65 3,32 11,00 |0,14 | 0,40 0,17

Phuong phép hoa hoc sir dung dé lién hop céc ddc td khac nhau véi cac khéng
thé 1a khac nhau va anh hudng dén sy dn dinh ciia doan lién két. Sy én dinh ciia doan
lién két anh hudng dén ctra s6 didu tri bing cach tic dong dén s giai phong dugc chét

trong mau hodc cac mo6 khong phai 1a dich so véi duge chat gidi phong & khoi u. Poan
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lién két ADC Iy tudng c6 do dn dinh cao trong mau, nhung su giai phong hiéu qué khi

di vao t€ bao qua dich.
Cdc auristatin

Ba cép auristatin-doan lién két dugc danh gia. PAu tién danh gia cac thé lién
hop nay in vitro va sau d6 xac dinh doc td-doan lién két véi quy md 1én trong cac
nghién ctru in vivo, 5F9 duge lién hop véi veMMAE, veMMAF va mcMMAF (20mg

trén mdi thé lién hop).

Céc auristatin 13 cac doc té téng hop lién quan dén san pham tu nhién dolastatin
10. MMAE va MMAF hoi khic nhau, véi dang MMAF c6 nhom axit carboxylic trong
vi trf R2, lam giam tinh thdm té bao va hiéu Iyc nhu doc t6 tw do. MMAE 14 chit nén

bom dugc chét Pgp, trong khi MMAF thi khong.

Céc auristatin dugc lién hop v6i xystein & gitta chudi qua quy trinh khir khéng
thé mot phﬁn, phan g véi dan xuét dugc chét maleimido, dap t4t bf?mg xystein du, ¢
va trao dbi dém vao trong PBS. Cic auristatin c6 thé dugc gin véi doan lién két
dipeptit nhay véi cathepsin B, 1a chét dugc phin cét khi hip thu té bao, hogc véi doan

lien két khong phén cét dugrc.

Trong doan lién két veMonoMetylAuristatin, lién két dipeptit valin xitrullin
dugc gin véi dugc chit thong qua nhém p-amino benzyl carbamat (PAB) va véi
khang thé thong qua nhom lién hgp maleidimido caproyl. Khi ni hoa, doan lién két
dipeptit dugc phan cit bang proteaza catepsin B cua lysosom, nhém PAB tu phén hiy,
va doc t6 tu do dugc giai phong. Doan lién két nay duoc thiét ké @& duy trinh d6 on
dinh trong huyét thanh trong khi vén tdi da hoa sy giai phong dugc chét trong té bao
bdi catepsin B.

Céc auristatin ciing c6 thé dugc lién két voi cac khang thé théng qua cac doan
liéen két khong phan cit dugc nhu MMAF duge gin tryc tiép v6i nhom lién hop
maleimito, khong c6 lién két nhay peptidaza. MC lién hop véi ADC ciing ¢6 hi¢u qua
diét té bao qua trung gian dich. '

Co ché giai phong dugc chét cta céc thé lién hop auristatin khong phan cit

dugc dugce cho 13 théng qua sy phan huy khang thé néi chung trong lysosom. Thong
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qua céc nghién ciru LC/MS, di bao céo riang céc thé lién hop Ab-mcMMATF giai

phong doc t6 & dang san phdm cong xystein riéng 18.

Su gin két cia thé lién hop khang thé-dugc chét

Tét ca cac thé lién hop khéng thé-duoc chit 5F9 dugc gin két voi cac té bao
293-GCC#2 nhu nhau. Bang 10 thé hién mat d6 huynh quang trung binh cia cic thé
lién hop 5F9 & cac ndng do té bao 293-GCCH2 tang dan. Cac nghién ctru khic xac
dinh ring thé lién hop 5F9-SPDB-DM4 gén két cac té bao 293-GCC#2 theo cach phu
thudc ndng do, trong khi khang thé 209-SPDB-DM4 lai khong gén két.

Bang 13. Biéu dd cac MFI tir thir nghiém gin két ciia thé lién hop 5F9 va 5F9
trong cac té bao 293 GCC #2:

pg/ml ctia thé lién hop 5F9 hodc SF9
0,001 | 0,004 10,016 0,063 | 0,25 | 1
SF9 500 | 937 | 2465 | 6615 | 7816 | 8026
vcMMAE | 445 | 696 | 1787 | 4854 | 7296 | 7416
veMMAF | 440 | 707 | 1502 | 4830 | 7563 | 7779
mcMMAF | 483 | 776 | 2106 | 5353 | 7398 | 7585

Céc thé lién hop 5F9-auristatin doc td duoc thir nghiém trong cac thir nghiém
gdy doc té bao truc tiép ctia mot loat cac t& bao d3 duoc chuyén nhiém béng axit
nucleic GCC va dugc chon dé biéu hién GCC. Mét didu tra vé mirc biéu hién bé mit
ctia GCC phat hién ra rang cac t& bao 293 GCC#2 biu hién cac lugng cao GCC; Céc
t& bao HT 29 #2 va CT 26 #2.5 bidu hién GCC ¢ mirc trung gian dén céc mirc thap;
céc té bao CT 26 #32 biéu hién GCC & mirc d6 cao; va HT 29 GCC #5 va HT 29 GCC
#18 biéu hién cac luong thip GCC. Bang 11 thé hién su thu thap cua nhiéu nghién ctru
cho ra s6 liéu vé kha niang gy doc t& bao dbi véi ba thé lién hop auristatin trong céc té
bao biéu hién dich, hoic trong céac té bao kiéu dai hoic té bao vecto dbi ching. Su diét
dich ting cudng dugce quan sat thiy trong tit ca cac trudng hop doc t& dugc lién hop
5F9 trén cac té bao 293 GCC #2, véi cira sd dwgc ting 1én manh khi st dung MMAF
v6i MMAE. Cé dang phan cit dugc va khong phéan cét duoc cia MMAF ciing déu c6
tiém ning. Lam dbi ching am, thé lién hop khang thé-dugc chit ciing duoc tao ra véi
khang thé sc209, ma 1a khang thé don dong IgG1 cila ngudi khang lai dich khong lién

quan, va khong cé tinh phan tng vdi GCC. Céac thtr nghiém giy doc té bao truc tiép
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v6i 209 ADC véi veMMAF ADC 5F9 thé hién rang kha nang diét té bao dich ting 1én
trong md hinh té bao 293 va md hinh té bao HT29. So sanh hoat tinh doc t6 dugc lién
hop 5F9 trong s cac dong té bao chi ra ring mirc d6 gy doc té bao c6 mot sb twong
quan véi lugng t€ bao GCC dugc biéu hién béi cac té bao nay. Cac sd lidu nay goi ¥
rang it nhit mét sb dong té bao bidu hién GCC nhit nhay cam hon v6i hoat tinh gay
doc té bao cua thé lién hop 1a céc té bao biéu hién cac luong GCC thép hon. Xem Vi
du 1 vé s6 lugng GCC tuong tmg trong mbi té bao. Yéu td khéc trong su chénh 1éch vé
mirc do gy doc té bao co thé 1a s khac biét trong ndi hoa hodc khi xir ly ndi bao céac

thé lién hop, ma co6 thé thay dbi trong cac dong té bao kiéu dai.

Bang 14. Kha niing giy ddc té bao ciia cic ADC auristatin khang GCC

Gié tri LD 50 (nM) ciia céc thé lién gﬁ;rlcfﬁig
hop SF9 lién hop 209
Dong té bao veMMAE | veMMAF | mcMMAF
Vecto 293 128 > 10 > 10
293 GCC # 2 0,37 0,001 0,002
Vecto 293 1.8 >10 >10
203 GCC # 2 0,13 0,005 0,007
Vecto 293 >10 >10
293 GCC # 2 0,0004 >10
HT 29 WT 84 > 10 > 10
HT 29 GCC #2 241 0,127 3.1
CT 26 WT > 500 > 10 > 10
CT 26 GCC #2,5 > 500 > 10 > 10
CT26 GCC#32 | 267 0,004 0,064
Vecto HT 29 520,6 > 10,000 | > 10,000
HT 29 GCC #5 | 653.5 563,2 > 10,000
HT 29 GCC #18 | 5546 > 10,000 | > 10,000
HT29 0,93 >10 >10
HT29 GCCH5 0,59 0.32 >10
HT29 >10 >10
HT29 GCCES 0.035 ~10
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Neu céc hi€u lyc nay dugc sit dung in vivo, véi hi€u qua tuong duong gilta me
va veMMAF, MTD dugc du doan cao hon doi véi mcMMAF s€ goi y rang cira sO

diéu tri cao hon ddi véi thé lién hop nay.
Maytansin

Céc ADC 5F9-maytansin thé hién kha ning diét dich ting 1én & cac té bao 293-
GCC#2 (Bang 12). Thi vi 13, c4 hai thé lién hop 5F9-maytansin thé hién su diét dich
tang 1én trong md hinh 293, tuy nhién khong quan sat thdy su diét dich ting 1én & mo
hinh HT29, 1am ting sy quan t4m vé tinh tng dung cia md hinh nay dé danh gia in
vivo céc thé lién hop maytansin. Tiép nita, cac 1y do cho sw khac biét nay 1a chua dugc
giai thich rd, nhung c6 thé gan cho cac mat do thu thé khac nhau va/hodc sy khac biét
trong ndi hoa hodc xit Iy cc thé lién hop trong té bao. Lam dbi ching am, thé lién hop
khang thé-dugc chit ciing duge tién hanh véi khang thé sc209, 13 khang thé don dong
IgG1 cta ngudi voi dich khong li€n quan, khong cé tinh phan tng véi GCC. Céc thu
nghiém gy doc t& bao truc tiép voi cac ADC 209 vé6i cac ADC SF9 thé hién rang sy
diét té bao tang 1én theo dich trong md hinh té bao 293 véi tit ca cac thé lién hop SF9.
Trong md hinh té bao HT29, cac thé lién hop SF9-DMx va cac thé lién hop 209-DMx

diét nhu nhau, chi ra co ché dic hiéu khong theo dich dé diét cac té bao nay.

Bang 15. Kha niing gy doc té bao ciia cic ADC maytansin khang GCC

LD50 (nM)

Dong té bao | 5F9-SMCC- | 209-SMCC- | 5F9-SPDB- | 209-SPDB-
DMI DMI DM4 DM4

Vecto 293 25,3 10,4
293 GCC#2 | <0,004 <0,004
Vecto 293 32 11 13 7,4
293 GCC#2 | <0,000004 6,7 <0,000004 4.8
HT29 22,4 7,7
HT29 GCC#5 | 20,8 9,1
HT29 22 12 4.8 2,1
HT29 GCC#5 | 30 22 5,8 42
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Vi du 3: Danh gia in vive

M5 hinh khéi u:

Kha ning gy doc t€ bio in vivo clia cac ADC 5F9 duogc danh gia trong mé hinh
chudt ciy ghép ngoai lai. Phuong phép in vivo dau tién dugc thuc hién véi dong té bao
HT29-GCCH#5 va #18. Dong té bao 293-GCC#2 ciing dugc thir nghiém vé su ting

trudng in vivo va dugc phat trién 1am mé hinh choc ghép timg giai doan.

Pé x4c dinh cau héi lidu mirc biéu hién GCC trong md hinh cdy ghép ngoai lai
¢6 lién quan dén mirc biéu hién GCC & cac bénh nhan méc ung thu rudt két di can hay
khong, cac muc bidu hién GCC dugc so sanh bang phan tich IHC mé cdy ghép ngoai
lai, khdi u rudt két so cip clia ngudi va di can. Bang cac dong té bao tinh khiét dong
lanh va cac méd dugc st dung dé dinh lugng GCC bing rTHC véi mAb chudt khang
GCC 3G1. Bé dinh tinh IHC, viéc chdm diém dugc thuc hién bang hé thng chim
diém tir 0-3 ban dinh tinh. Néu cdc mirc GCC ciia md hinh khéi u < céc mirc GCC lam
sang, viéc 14y méu s& c6 kha nang 1a chinh x4c hodc danh gia qué cao s phoi nhiém
can thiét trong 1am sang. Néu cac mirc GCC ctia md hinh khéi u > cac mirc GCC, viée

14y mau c6 thé 1a danh gia khong ding mirc sy phoi nhiém can thiét trong 14m sang.

Trong khi c¢6 mot sb bién dbi trong viéc biéu hién GCC trong cac méu di cin,
su biéu hién boi céc té bao HT29-GCC#5 va #18 13 ndm trong khoang ciia nhiéu mau
di can. Véi IHC, viéc nhudm mau cia GCC trén cac té bao HT29-GCC#5 va #18 1a
trong duong hodc thip hon trén cac té bao di can. S liéu nay goi y rang md hinh khéi
u cla tac gia biéu hién GCC & cic mirc d6 so sanh duoc véi cac mirc duge phat hién

trong cic mau 14m sang ciia metCRC.

Bang 16 thé hién s6 &ém nhip nhay clia nhiéu mé khac nhau thu hoach dugc &
thoi diém 192 gior v6i s6 thé hién 1a gié tri trung binh ciia 3 con chudt. SF9 duge tich
lity vu tién trong cac khbi u HT29-GCC#5 so vé6i khbi u HT29-vecto, trong khi 209
khong thé hién su tich luy khac biét nhidu. Két qua nay ting ho ring thé lién hop khéng
thé-dugc chit 5F9 dugc mong doi 1a c6 thé tich lu§ trong cac khdi u biéu hién GCC.
Trong tt ca cac md dugc danh gia khac, c¢o6 sy chénh léch nhd & cac mic tich luy
khang thé 5F9 so véi mAb 209.
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Syt phdn b6 in vivo ctia 5F9 dénh ddu phéng xa & chudt mang khéi u HT29-GCCH#5 &
vecto HT29

Nghién ctru chup anh phéng xa & chudt mang khéi u duge thuc hién dé danh gia
cac khdi u chon dich va sy phan bd sinh hoc in vivo ctia khang thé khang GCC 5F9 va
khang thé sc209 dbi chung 4m (khang thé don dong IgG1 ngudi chon dich 1a dich bé
mat t& bao khong lién quan). Cac khang thé dwoc danh déu phong xa bing 'In bing
DTPA 1a chét tao chelat hai chitc. C4ch phan tng in vivo, bao gdbm chon dich khdi u va
phan bd hoa hoc trong cic md binh thudng theo thdi gian, dugc nghién ciru v6i md
hinh khéi u song song & chudt véi ca khdi u GCC(-) va GCC(+). Céc anh in vivo
(SPECT/CT) dat duoc, va viéc dém hoat tinh phong xa md duoe st dung dé hd trg cho
do phén giai khong gian.

Céc khdi u dudi da dugce phat trién & chudt trui 16ng, véi cac khdi u HT29-
vecto & bén trai va khéi u HT29-GCC#5 & bén trai. Cac khang thé dugc ding véi lidu
0,3mCi = 15ug cho mdi con. C6 3 con trong mdi nhém, va cic nhém duoc thu hoach
tai thoi diém 1 gio, 24 gio, 48 gio, 72 gid, 120 gio va 192 gio.

Mot diéu tra vé cdc md tir cac dong vat trong nhém 192 gios chi ra rang ca 5F9
va 209 tich lity dén mirc do tuwong tu trong tit ca cdc mo binh thudng (vi dy, méu, tim,
da day, rudt non, rudt gia, co va da) va trong khdi u di ching HT29-vecto. Ab 209
tich lity dén cac muc d6 hoi cao hon 5F9 trong gan va SF9 tich lity dén cac mirc d hoi
cao hon so v6i 209 trong phdi, lach va than. Trong cac khbi u HT29-GCC#5, 5F9 uu
tién dugce tich iy & cac mitc cao hon hai 1in so véi cac mirc 209. Két qua nay hd trg
quan diém rang thé lién hop khang thé-duoc chat 5F9 c6 thé duoc mong doi 1a tich liiy
trong khdi u bidu hién GCC.

Dé hiéu 15 dong hoc cua su tich lily khang thé trong céc khéi u, s6 liéu khdi u dbi véi
mdi khang thé dugc thu 14y tai tt ca cac thoi didm trong sudt nghién ctru. Chi md thé hién su
tich Iy 1a khang thé 5F9 trong khéi u bidu hién GCC. Mirc hoat tinh phdng xa trong tit ca cac
md khic gitt & mirc d twong dbi thip, voi su chénh 1éch nhé gitta cac mirc SF9 va miic 209.
5F9 tich liiy hon trong céc khéi u HT29-GCCH#5, trong khi 209 khong biéu hién sy tich liy
bét ky. K&t qua nay hd tro quan diém ring thé lién hop khang thé-dwgc chét 5F9 c6 thé hy
vong 14 tich lity trong khéi u biéu hién GCC.
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Bang 16. Su tich liy mAb dic hiéu GCC dwec dinh ddu "In ma khéng phai mAb ddi

chitng dbi véi khdi u biéu hién GCC.

% ID 5F9|% ID IgG ddi chimng
trung binh trung binh

1gio 2,816+/-0,133 2,494+/-0,167

24gi0 3,057+/-0,107 3,010+/-0,630

72gi0 4,485+/-1,029 3,564+/-0,152

120gio 5,162+/-1,012 3,412+/-0,048

192gio 6,550+/-1,015 2,782+/-0,085

Su tich lily ctia 5F9 duoc dénh d4u phéng xa trong cac khéi u biéu hién GCC

trong 7 ngay duge hd trg bang phac db dung thudc mot tudn mét lan.
Nghién cieu hiéu qua thir nghiém (pilot) trong cdc khoi u dwdi da HT29-GCCH#5

Céc nghién ctru duoc thuc hién dé xac dinh cac thé lién hop hiéu qua va ché do
dung thudc & chudt mang cac khdi u HT29-GCC#5. Chudt duoc ding thube véi cac
liéu don hodc nhiéu liéu. Cac nghién ctru dugc xac dinh 14 c6 doc tinh khi dung thudc
qué thuong xuyén & cic mic do cao thé lién hop doc t6 (vi du, 150ug/kg
5F9v¢MMATF véi phac @6 dung thube 3 ngay mot 1an (q3d) x 5). Nghién ctru khac xéc
dinh rang phac dd dung thudc 14 ngay mot 1an (q14d) x 5 13 qua thua trong md hinh
nay dé khién cho mot s thé lién hop doc t6 thé hién hiéu qua c6 y nghia so véi ddi
chimg. Ngoai ra, nghién ctru PD véi céc thé lién hop maytansinoit-khang thé trong mé
hinh nay da chung to su tich lily phosphohiston phu thudc vao liéu chi véi doc tb
DM4, khong phai v6i doc t& DM1. Nghién ctru khac trong mo hinh nay thé hién mot
s6 su trc ché tang trudng khéi u béi thé lién hop 209 —ddc t6 khong dic hidu. Cac két
qué goi ¥ ring cac md hinh in vivo khéc cin dugc danh gia.

Nghién cieu PK/PD véi cdc ADC SF9 & chudt mang cdc khoi u 293-GCCH2.

Mot mé hinh khéi u khéac st dung té bao 293-GCC#2. Nghién ctiru PD d6i véi
cac ADC 5F9 trong chudt mang khdi u 293-GCC#2 dugc thuc hién. Chudt dugc diung
thudc véi céc liéu don SF9veMMAF & ndng d6 75ug/kg hoic 150ug/kg va huyét thanh
duoc 14y & thoi diém tir 1 gio dén 4 ngay dé phén tich PD phosphohiston H3 d& kiém

tra hiéu qua chéng gian phan cta doc td trén cac té bao khdi u. Phospho-histon H3
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duoc phat hién bang cach nhuém mau khang thé (Upstate Biotechnology, hién nay 1a
Millipore, Billerica, MA) céc tiéu ban nhiing parafin ctia khéi u. S6 liéu trong Bang 17
thé hién ring mdi ADC giy ra su ting dang ké trong nhom té bao dwong tinh véi pH3
trong cac khdi u chi ra ring mdi duong luong lidu doc t6 & ca ndng d6 75 va 150ug/ke
1a c6 thé cham dén khéi u va c6 hiéu qua trc ché gian phan mong mubn trén céc té bao
khdi u.

Bang 17. Pap ing PD nhw dwoc dinh gia bing cach bit giir cac té bao trong gidn
phan (% té bao khéi u dwong tinh véi pH3) sau mét lidu ADC 5F9 don trong tinh

mach (iv.).

% té bao khéi u

duong tinh véi

pH3 trung binh | SD
T4 duoc ddi ching 2,556801 2,37707
SF9-veMMAE 75ug/kg 1
gio 4,525187 0,178882
4 giy 2,551616 1,688255
8 gio 4,243988 0,352938
24 gid 9,8199 4,82057
48 git 8,692061 4,756786
96 giv 8,628345 1,065456
5F9-veMMAE 150pg/kg 1
gio 3,334943 1,351667
4 giy 2,78543 1,690216
8 gio 4,575611 1,130484
24 gid 13,78776 3,343155
48 gidy 14,26067 5,448921
96 gio 14,67942 1,827724
SF9-veMMAF 75ug/kg 1
gio 4,235245 0,617585
4 givy 4,18364 0,846752
8 gio 4,930098 0,54746
24 gioy 20,22484 2,453935
48 gidy 9,920771 3,788795
96 gio 10,38187 1,896461
5F9-veMMAF 150pg/kg 1 |3,465674 1,341187
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gio

4 gio 4,416646 0,807636
8 gio 8,594385 4,005021
24 gio 21,53718 7,25212
48 gio 15,15814 4,28407
96 gio 11,12288 2,150476
5F9-mcMMAF 75pug/kg 1

gio 5,365582 1,14198
4 gidy 4,044478 0,992449
8 gio 8,228597 3,098222
24 gidy 14,10734 1,611093
48 gio 19,37223 8,146504
96 gio 7,749388 1,180759
5F9-mcMMAF 150pg/kg 1

gio 3,212482 0,509604
4 gid 4,722554 1,577531
8 gio 9,105349 5,963128
24 gio 27,51416 10,96057
48 gidy 13,34043 3,414961
96 gio 15,60917 3,386154

Cac nghién ctru trong ty do mitc phosphohiston & chudt mang khéi u 293-
GCC#2 diéu tri bang SF9vcMMAF, 5F9-SPDB-DM4 va 5F9-SMCC-DMI. Chudt
dwoc dung thudc véi cac lidu don & ndng d6 150ug/kg va huyét thanh duogc 14y & cac
thoi diém tir 1 gio d&én 21 ngay dé phan tich PK ca toan bo khang thé va khang thé lién
hop véi doc t6. Phin tram té bao duong tinh v6i phosphohiston H3 trong céc khéi u
293-GCCH#2 tang 1én déap ung véi tit ca ba ADC: 5SF9vcMMAF, 5F9-SMCC-DMI1 va
5F9-SPDB-DM4. Mirc phosphohiston H3 téi da duoc tang tir 3 dén 5 14n so v6i mitc
co ban, v6i cac dinh & thoi diém 24 gio sau khi tiém.

Nghién ciiu hiéu qud v6i SF9veMMAF va 5F9-DMsx trong cdc khéi u 293-GCCH#2
dudi da

5F9-SPDB-DM4, 5F9-SMCC-DM1 va 5SF9veMMATF dugc kiém tra vé hiéu qua
trong md hinh khéi u 293-GCC#2 & hai lidu (75ug/kg va 150pg/kg doc t6), véi phac

d6 dung thube q14d x 5. Cu thé, nghién ctru nay bao gdm ddi chimg dugc diéu trj bing
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chét dan, Sc209-DM1 (150pg/kg DM1 duong luong), Sc209-DM4 (150ug/kg DM4
duong lugng), Sc209-veMMAF (150pug/lkg MMAF duong luong), 5F9-DMI1
(150pg/kg DM1 duong lugng), SF9-DMI1 (75pg/kg DM1 duong lugng), 5F9-DM4
(150pg/kg DM4 duong luong), SF9-DM4 (75png/kg DM4 duong luong), SF9-
veMMAF (150pg/kg MMAF duong lugng), va 5F9-veMMAF (75ug/kg MMAF
dwong lugng). Chudt cai Taconic mang cic té bao 293-GCC#2 (10 con chudt trong

mdi nhém) duge st dung.

Fig. 1 minh hoa sy phat trién khdi u trong chudt SCID mang 293-GCC#2 dugc
diéu tri bang 5F9vc-MMAF, -DM1, va -DM4 véi phéc dd dung thudc 13 q14d. Quan
sat thdy hiéu qua phu thudc lidu véi 5F9-SPDB-DM4 trong mo hinh 293-GCC#2,
trong khi déi ching 209-SPDB-DM4 khong c6 hi¢u qua. SF9-SMCC-DM1 ciing ¢6
hiéu qud, tuy nhién kém hon 5F9-SPDB-DM4 & ndng d6 150ug/kg. SF9vcMMAF
(75ug/kg va 150ug/kg) 1a c6 hidu qua nhét, tuy nhién 209vcMMAF ciing ¢6 mdt sb
hoat tinh. Do d6 & cac liéu va phac dd dung thudc nay, 5F9-SPDB-DM4 c6 su khac
biét vé hiu qua nhét so v6i thé lién hop dbi ching cia nod.

Nghién citu hiéu qua véi SF9veMMAF va SF9-DMx trong cdc khéi u dudi da 293-
GCC#2

5F9-SPDB-DM4 va 5F9-SMCC-DMI dugc kiém tra vé hiéu qua trong md hinh
khdi u 293-GCC#2 & hai liéu (75ug/kg va 150ug/kg doc t6) v6i phac dd dung thube
q7d x 5. Cu thé, nghién ctru nay bao gdm dbi chimg dugc didu tri bang chét din, mot
minh 5F9 (15mg/kg), DM1 (300pg/kg), DM4 (300ug/kg), Sc209-DM1 (150pug/kg
DMI duong luong), Sc209-DM4 (150 pg/kg DM4 duong lugng), Sc209-veMMAF
(150 pg/kg MMAF duong lugng), SF9-DM1 (150 pg/kg DM1 duong luong), 5F9-
DMI (75 pg/kg DM1 duong lugng), SF9-DM4 (150 pg/kg DM4 duong lugng), va
5F9-DM4 (75 pg/kg DM4 duong lugng). Chudt cai Taconic mang céc té bao 293-
GCC#2 (10 con chudt trong mdi nhém) duge sit dung.

Nghién ciru hiéu qua véi cdc thé lién hop auristatin trong khoi u 293 GCCH#2

Chu6t SCID mang khbi u 293 GCC#2 duoc diéu tri bang cac thé lién hop 5F9
v6i ve MMAE, veMMAF hoic mcMMAF & 3 muc lidu so véi cac thé lién hop 209
chtra doc t6 vdi cac doc td tu do hodc dbi ching b%mg chit din. Céc lidu dugc sir dung

trong tinh mach trong phac d6 dung thudc q7d x 4. Cac khéi u dugc thu vao ngay 3, 7,
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10, 13 va 17. Céc khdi u & chudt duoc didu tri v6i thube thir ddi chimg chimg t6 ring
¢o su tang lién tuc vé thé tich. Cac khéi u duoc didu tri bang cac thé lién hop auristatin
5F9 thé hién su e ché phu thudce vao liéu va thoi gian d6i v6i sy phat trién khéi u nay.
Bang 18 tdng két cac két qua (TGI=su tc ché phat trién khbi u, T/C=diéu tri/d6i
chitng, TGD=lam cham phat trién khéi u, CR/PR=d4p g hoan toan/dap Gng mjt
phén; gia trj p = do dé danh gi4 y nghia thong ké, NS=khong y nghia).

Bang 18. Phin tich cac ADC Auristatin & chuot mang khéi u 293 GCC#2.

Cac nhém TGI T/C TGD CR/PR | Gia tri P
209-veMMAE 300pg/kg | 24,5 0,76 0,9 0 0,38>0,05 NS
209-veMMAF 150pg/kg 29.4 0,71 1,4 0 0,27>0,05 NS
209-mcMMAE 150pg/kg | 36,5 0,63 1,4 0 0,15>0,05 NS
Free MMAE 300pg/kg 35,6 0,64 2 0 0,18>0,05 NS
Free mcMMAF 150pg/kg | -3.4 1,03 -1,3 0 0,73>0,05 NS
5F9-veMMAE 300ug/kg | 96,9 0,03 9/10 <0,001

PR
5F9-veMMAE 150ug/kg | 83,5 0,17 2/10 <0,01

PR
5F9-veMMAF 150pg/kg | 97 0,03 9/10 <0,001

PR
5F9-mcMMAF 150ug/kg | 97 0,03 9/10 <0,001

PR
5F9-veMMAE 75ng/kg 54,5 0,45 4.4 0,01<p<0,05
5F9-veMMAF 75pug/kg 88,5 0,12 6/10 <0,001

PR
5F9-mcMMAF 75pg/kg 87,5 0,13 7/10 =0,001

PR
5F9-veMMAF 37,5ug/kg | 65,2 0,35 7,1 =0,01
5F9-mcMMAF 37,5 pg/kg | 63,6 0,36 5,8 =0,01

Tét ca ba trong sé cac ADC 1a c6 hiéu qué trong md hinh 293 GCC#2 trong
phéc @6 dung thudc q7d. SF9-veMMAF va 5F9-mcMMAF c6 tiém Iyc hon 5F9-
veMMAE, tuong tmg v6i sé liéu PD in vivo (pHisH3) va khéa ning giy doc té bao in

vitro.
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Nghién ciru hiéu qua véi SF9ve MMAF va SF9-DMx & cdc khoi u T84 dwdi da

5F9-SPDB-DM#4 va 5F9-SMCC-DM1 duoc kiém tra vé hiéu qua trong md hinh
khéi u T84 véi hai muc lidu (75ug/kg va 150ug/kg doc t6) trong phac dd dung thube
q7d x 5. Cu thé, nghién ctru ndy bao gdm ddi ching dugc diéu tri bing chat din, mot
minh 5F9 (15mg/kg), DM1 (300ug/kg), DM4 (300pg/kg), Sc209-DM1 (150pg/kg
DMI1 duong lugng), Sc209-DM4 (150ug/kg DM4 duong lugng), Sc209-veMMAF
(150pg/kg MMAF duong lugng), SF9-DM1 (150pg/kg DM1 duong lugng), SF9-DM1
(75ng/kg DM1 duong lugng), SF9-DM4 (150pg/kg DM4 duong lugng), va SF9-DM4
(75pg/kg DM4 duong luong). Chudt cai Taconic mang céc té bao T84 (10 con chudt

trong mdi nhém) duge st dung.
Mé héa hoc mién dich

Phat hién va dinh lwong cac luong twong dbi cia GCC trong cac md nhu sinh
thiét va céy ghép ngoai lai c6 thé dugc thuc hién béng md hoda hoc mién dich. Cac tiéu
ban mo dong lanh dugc ¢d dinh trong dung dich axeton va metanol theo ty 1§ 1:1 trong
20 phut & nhiét d¢ phong. Cac 1at md nay dugec rira trong 1 x PBS trong 5 phut. Cac lat
duoc xur ly b%mg thiét bi nhudm tu dong, nhu méy nhudm mau ty dong Ventana
Discovery XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) bang dém phéan tng theo dé
xuét cua nha san xuit. Khang thé khang GCC duoc pha loing dén 5ug/ml trong 5%
huyét thanh dé. Péi véi khang thé khang GCC cia ngudi, vi du, SF9, viéc phat hién
khang thé thtr cip 1a dung dich theo ty 16 1:500 chtra khang thé ctia dé khang khang thé
ctia ngudi duoc biotinyl hoa trong khdi Dako Protein (Dako, Carpinteria, CA). Sau
quy trinh ty nhudém mau, phan tng khang thé nay, céc lat mo dugc 14y ra khoi may tu
nhudm mau, rira trong dém phan tGng, khir nu6e qua céc bude chudn cho dén khi xylen
va phién kinh thu dwoc véi mdi truong ¢b dinh dya trén xylen.

Nghién ciru hiéu qua cia cde ADC trong mé hinh khéi u so cap

Céc md hinh caxinom rudt két truc trang so cdp va ung thu da day dugc phat
trién dudi dang cac khdi u dudi da & chudt. Cac ADC 5F9-veMMAE va SF9-
mcMMAF duge kiém tra & chudt mang khdi u so cdp PHTX-11c. Cac lidu duoc sir
dung trong tinh mach trong phac db dung thudc q7d x 4. Céc thé lién hop cia doc td

v6i 209 duoc sir dung cho chudt dbi ching.
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Hoat tinh chéng khéi u ciia cdc ADC trong mé hinh khéi u so cdp

Hai nghién cu tuong tu dugc thuc hién dé xac dinh hoat tinh chéng khéi u in
vivo clia 5F9-veMMAE va dé so sanh hoat tinh chéng khdi u ctia 5F9-veMMAE viéi
doc t6 tw do MMAE va véi thé lién hop doc t6 - khang thé veMMAE khong mién dich
(209-veMMAE) ¢ chudt cdy ghép ngoai lai khéi u truc trang so cip cta ngudi PHTX-
9¢ & cac muc liéu khac nhau va phac db dung thude va dé xac dinh dong hoc sy phat
trién lai khéi u sau khi diéu tri. Chudt CB-17 SCID céi (tdm tuan tudi) dwoc gdy mién
dich dudi da (SC) vao bén héng véi cac manh khbi u PHTX-9¢ (2mm x 2mm). Su
phat trién khéi u duoc gidm sat hai 14n mdi tudn bing thudc cip co va thé tich trung
binh ctia khdi u duoc tinh bang cong thire (0,5 x [chidu dai x chiéu rong?]). Khi thé
tich khdi u trung binh dat dén x4p xi 150mm? (Nghién ctru A) hodic 160mm? (Nghién
ctru B), chudt dugce phin ngiu nhién thanh cdc nhém didu tri (n = 10/nhém ddi véi

Nghién ctru A va n=9/nhém ddi véi Nghién ctru B).

Chudt duoc diéu tri (Nghién ctru A) trong phac dd ding thudc tudn mot lan
(QW) (3 liu) v6i 5F9-veMMAE trong tinh mach (IV) ham luong 0,938, 1,875, 3,75,
hoic 7,5mg/kg trong 20 ngay hodc ddi ching, bao gdm chit din (0,9% nudc mubi),
0,075 hodc 0,15mg/kg MMAE IV trong phac dd ding thube QW, hoac 1,875 hoac
3,75mg/kg 209-veMMAE IV trong phac db dung thudc QW trong 20 ngay. Trong
nghién ctru thi hai (Nghién ctru B), chudt duge didu tri bing 5F9-veMMAE IV ham
luong 0,938, 1,875, 3,75, 7,5, hodc 10,0mg/kg trong phac dd dung thude QW (3 liéu)
hoic 3,75mg/kg IV trong phac dd ding thudc hai lan/tudn (BIW) (6 lidu), hodc dbi
ching bao gdm chit din, 209-veMMAE ham lugng 75 hodc 10mg/kg, hodc 0,135
hoic 0,18mg/kg MMAE str dung IV trong phéc do ding thubc QW trong 20 ngay. Céc
lidu duoc sir dung vao ngay 1, 8, va 15 trong phac dd ding thubc QW va ngay 1, 4, 8,
11, 15, va 18 trong phac d6 ding thudc BIW. Liéu cia MMAE ty do dugc tinh todn dé
khép véi lugng MMAE trong cac liéu cta thé lién hop mién dich theo cach hop ly:
Lidu duong luong cia MMAE 1a 1,8% cua lidu MLN0264. Lidu dwong luong cia
doan lién két + MMAE 1a 4% ctia liéu 5SF9-veMMAE. Cac két qua tinh toan 13 dua
trén 3,9 phan tt MMAE trung binh/khang thé va trong luong phan tir khang thé tu do
1a 150kD. Trong lugng phan tir khang thé thuc té s& thay dbi nhe do mirc do glycosyl

héa.
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Thé tich khéi u va trong lugng co thé duge do hai 1an mbi tudn va dugc tiép tuc
trong giai doan diéu tri d do dugc dong hoc sy phat trién lai khéi u, nhu duge ching
t6 bang do tré phat trién khéi u (TGD). Viéc do thé tich khdi u duge tiép tuc cho dén
khi thé tich khéi u dat 10% trong luong co thé & mbi con chudt trong nhém diéu tri, tai
thoi diém d6 nhom duoce két thic. Phin trim wc ché sy phat trién khéi u (TGI) ([thé
tich khdi u trung binh cﬁa nhém ddi ching — thé tich khbi u trung binh ctia nhém diéu
tri J/ thé tich khéi u trung binh cia nhom d6i chimg; ty 18 T/C) dugc xac dinh vio ngay
20. Céc ty 18 T/C trong nhém didu tri duge so sanh vdi ty 1 T/C clia nhém ddi ching
bang céach sit dung thir nghiém T Welch 2 nhanh (two-tailed Welch’s t-test). Do toan
bd nhoém duoc két thic néu mot khdi u dat gi6i han kich thuée (khoang 1000mm?),
TGD c¢6 thé khong dugc tinh dbi voi cac nhom trong d6 sy phat trién lai khéi u trung

binh 1a cham.

Su khac biét cua sy phat trién khéi u theo thoi gian gifta cac cip nhém didu tri
duoc danh gia bing mé hinh hdi quy hiéu qua phéi hop tuyén tinh. C4c mé hinh nay
giai thich cho thuc té 1a mdi dong vat duge do & nhidu thoi diém khic nhau. Mot mo
hinh riéng biét duge hidu chinh cho mdi 14n so sanh, va cac dién tich duéi dudng cong
(AUC) ctia mdi nhoém didu tri duoc tinh toan bing cac gia tri dy doan tir md hinh nay.
Phdn trim giam AUC (dAUC) twong Gmg v6i nhém d6i chimg sau d6 duoc tinh toan.
Gié tri P ¢6 ¥ nghia théng ké (< 0.05) goi y ring xu hudng theo thoi gian d6i voi hai
nhém didu tri 12 khac nhau. Céac két qua dugc tong hop trong Bang 19 va 20 sau day.

Hoat tinh chng khéi u duoc quan sat théy & tht ca cac nhom duoc diéu tri béng
5F9-veMMAE ¢ ca hai nghién ctu va hi€u qua nay dugc thé hién 13 phu thudc vao
lidu. Céc két qua cua hai nghién ctru nay 1 c6 thé so sanh. G chudt dugc didu tri bang
5F9-veMMAE v6i ham luong 0,938mg/kg, IV trong phac d6 ding thubc QW, gi4 tri
TGI 1a 20,7-21,4%, gié tri p 1a <0,05 so véi nhém st dung chét din. Trong nhém dugc
didu tri 1,875mg/kg St dung IV, trong phac d6 dung thudc QW, TGI 1a 41,3-44,7%,
gid tri p 1a <0,001. Trong nhém dugc diéu tri 3,75 mg/kg st dung IV, trong phic i)
dung thubc QW, TGI 14 65,3-65,7% (p <0,001) so v6i nhom chét din. SF9-veMMAE
stt dung & ham lugng 7,5mg/kg IV QW tao ra gié tri TGI 1a 84,1-84,3% (p<0,001) va
10mg/kg IV QW (chi nghién ctru B) tao ra gid tri TGI 1a 91,2% (p<0,001). Khi
3,75mg/kg duge st dung IV trong phac db ding thubc BIW (S), qua s4t thiy su trc ché
dang ké voi gia tri TGI 12 84,9% (p<0,001).
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Quan sat thdy hoat tinh chdng khdi u vira phai & cac liéu cao hon ciia 209-
veMMAE 1a 7,5 va 10,0mg/kg c6 gia tri TGI lan luogt 1a 35,7 va 45,4%, (p<0,001)
nhung & cac muc lidu thip ctia 209-veMMAE (1,875 va 3,75 mg/kg) lai biéu hién
khong c6 su trc ché (p>0,05). Hoat tinh chéng khdi u do 209-veMMAE quan sét thiy
c¢6 kha nang cao 1a do hoat tinh khéng dic hidu béi phin MMAE ciia thé lién hop mién
dich.

Viéc sir dung ddc t6 MMAE tu do sé& cho céc két qua hdn hop: 0,075, 0,135, va
0,15 mg/kg st dung IV QW s& khong trc ché sy phat trién khdi u (p>0,05) nhung sir
dung 0,18mg/kg IV QW s& cho két qua gia tri TGI 14 50,4% (p<0,001).

Quan sat thiy su giam trong lwong co thé t6i da t6t nhat trong giai doan didu tri
1a 2,3% vao ngay 7 trong nhém MMAE dbc t6 tw do 0,18mg/kg ctia nghién ctru B va
nhém 5F9-veMMAE 0,938mg/kg ciia cing nghién ctru. Piéu nay chi ra ring dugc

chét nay dugc dung nap tbt.

Viéc do thé tich khéi u duoc tiép tuc trong giai doan didu tri cho dén khi thé
tich khdi u dat 10% trong lwong co thé & mbi con chubt trong nhém diéu tri va sau d6
nhom diéu tri dugc két thic. Trong cdc nghién ctru ndy, su phét trién lai khéi u dudng

nhu 13 phu thudc vao lidu.

Bang 19. Cac két qua ciia nghién ciru A trong diéu tri khéi u rudt két so cip cia

ngudi dwoc ciy ghép ngoai lai & chudt SCID.

Diéu tri Liéu | Phuong phép TGI Su thay dbi| TGD (ngay)
(mg/kg) | st dung/tan BW (phan | /(hodc ngay
suat st dung trdm t0i da | cho den khi
trung binh) | khoi u dau tién
>1000mm?)
Chét din 0 IV QW x 3 liéu | N/A -0,2 0
209-vcMMAE | 1,875 | IV QW x 3 lidu | -2,0 (p>0,05) 8,3 0,6
209-vcMMAE | 3,75 IV QW x 3 lidu | 4,5 (p>0,05) 6,9 0,4
MMAE 0,075 | IV QW x 3 lidu | 5,0 (p>0,05) 8,3 1,0
MMAE 0,15 IV QW x 3 lidu | 11,1 (p>0,05) 10,8 2,0
5F9-vcMMAE | 0,938 | IV QW x 3 lidu | 21,4 (p>0,05) 9,0 3,3
5F9-vcMMAE | 1,875 | IV QW x 3 lidu | 44,7 (p>0,001) 10,6 8,2
5F9-vcMMAE | 3,75 IV QW x 3 lidu | 65,3 (p>0,001) 9,0 17,8
5F9-veMMAE | 7,5 IV QW x 3 lidu | 84,1 (p>0,001) 7,5 (>58 ngay khoi
u dau tién
>1000mm?)
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ngudi dwge cdy ghép ngoai lai & chudt SCID.

Diéu tri Lidu Phuong phap TGI Sy thay | TGD (ngay)
(mg/kg) sir dung/tan doi BW | /(hodc ngay
suat str dung (phén cho dén khi
tram t6i | khoi u dau
datrung | ti€n>1000
binh) mm?)
Chét din 0 IV QW x 3 lidu | N/A -1,8 0
209-veMMAE 7,5 IV QW x 3 lidu | 35,7 (p>0,001) | 4,2 4,2
209-vceMMAE 10,0 IV QW x 3 liéu | 45,4 (p>0,001) | 2,6 11,3
MMAE 0,135 IV QW x 3 lidu | 2,2 (p>0,05) 9,3 0,2
MMAE 0,18 IV QW x 3 liéu | 50,4 (p>0,001) |-2,3 8,6
S5F9-veMMAE 0,938 IV QW x 3 liéu | 20,7 (p>0,001) | -2,3 3,8
5F9-veMMAE 1,875 IV QW x 3 liéu | 41,3 (p>0,001) | 5,6 6,6
5F9-veMMAE 3,75 IV QW x 3 liu | 65,7 (p>0,001) | -2,2 16
SF9-veMMAE 3,75 IV BIW x 6849 (p>0,001) |-1,8 31,9
ligu
5F9-veMMAE 7,5 IV QW x 3 liéu | 84,3 (p>0,001) | 6,5 (>47 ngay
khoi u dau
tién)
5F9-veMMAE 10,0 IV QW x 3 lidu | 91,2 (p>0,001) | 7,2 (>56 ngay
khoi u dau
tién)

Nghién ciru hiéu qud thir nghiém (pilot) véi khdng thé khdng hGCC 5F9 tran trong mo
hinh phdn tan CT26 hGCC/luc #32 (chudt balb/c)

MO hinh nay thir nghiém kha ning ciia cac khang thé trdn c6 thé gin két vai té
bao khdi u biéu hién GCC trong tudn hoan va ngin can sy hinh thanh cac khdi u méi.
Chudt céi balb/c dugc ti€ém chiing vao trong tinh mach cac t€ bao CT26 hGCC/luc #32
& lidu 1x10%/chudt va 5x10%/chudt. Chit din 0,9% NaCl va khang thé khong dic hidu
(209 trin) duoc sir dung 1am nhom dbi chimg dé so sanh véi viéc sir dung SF9 trén. Ca
hai khang thé duoc thiét ké (trong vecto pLKTOKS58) 1a c6 isotyp IgG1, khién cho
ving Fc cta chung c6 thé gy ra dap tmg gy doc té bao qua trung gian t& bao phu
thudc vao khang thé sau khi gin két v6i cac khang nguyén bé mat té bao (tic 13, GCC
d6i voi SF9 va dich khong lién quan d6i v6i 209). Viée ding thubc dwoc bit ddu mot
ngdy trude khi ching ngira trong tinh mach, véi phac d6 ding thudc 1 mét 1an/tuin
trong tinh mach x4 (q7d x 4). Su phat trién khéi u duoc kiém soat bang hé théng chup

anh Xenogen hai 14n mot tudn. Trong lugng co thé va ty 18 sdng sét ciing dwoc kiém
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so4t hai 14n mdt tudn. Trong lugng phéi va céac anh bao gém anh MRI dugc chyp khi

két thuc nghién ctru nay.

Nhu duogc thé hién trong Fig. 2, c4 hai nhém 5F9 (40mg/kg va 10mg/kg;
1x10%/chudt) déu thé hién hidu qua (vao ngay 34p.i: T/C (nhém xt 1y/déi ching) 14
0,04 dén 0,05). T/C d6i véi nhém 5F9 1a 0,18 dén 0,14 vao ngdy 34p.i so v6i nhém
209. T/C dbi véi nhém 209 40mg/kg 12 0,64 so v6i nhém NaCl 0,9% (nuée mudi binh
thuong). Khong quan st thiy hidu qua nao véi 5F9 trong nhém 5x103.

Trong luong ctia phdi & mdi nhém khi két thiic nghién ctru duoc trinh bay trong
Fig. 3. Thir nghiém T: chit din so véi 209 40mg/kg P=0,4; chit dan so véi 5F9
40mg/kg P<0,05; chét din so voi 5F9 10mg/kg P <0,01. Quan sat bing mét thudng cac
14 phdi khing dinh ring it cic cuc u hon trong cac nhom duoc diéu tri bing 5F9 so voi
nhém chét din hodc nhém duge diéu tri béng 209. MRI in vivo cta chudt thé hién sy
thoat khéi u trong phdi 6 at ra cdc md xung quanh va sy chuyén dich ra 16ng nguc
trong nhém chudt dugc didu tri béng chit dan. O chudt duge didu tri bing 5F9
40mg/kg, su thé hién phdi binh thuong dugc quan sat thdy ma khong c6 diu vét cua
khéi u.

Puong cong séng sét duge thé hién trong Fig. 4. Su ting 1én c6 ¥ nghia cua ty
1¢ sdng sét véi cac nhom duge didu tri bang 5F9 (1x10%) duge quan sat thiy va khong
c6 su khéac biét gitta cdc nhém 5F9 10 va 40 mg/kg.

Vi du 4: Tao ra dong té bao sinh khang thé

Pé tao ra dong vb tinh té bao CHO 4n dinh biéu hién 5F9 véi hiéu suét
>600mg/L, vecto biéu hién dbi véi 5F9 dugc tao ra bang cach tach dong phu ving
bién dbi chudi nhe (SEQ ID NO:19) va viing bién ddi chudi ning (SEQ ID NO:17) vao
trong vecto biéu hién pLKTOKS5S8, chita IgGl Fc WT clia ngudi va gen khéng
neomyxin. Sy biéu hién ctia san phim dung hop ving bién dbi 5F9 -IgG1 trong diéu
kién kiém so4t trinh ty khéi dau EF-1a,

Tdch dong va xdc dinh trinh tu vimg bién doi khdng thé don dong SF9 khdng GCC cia
nguoi

ARN tbng s6 duoc phén tach (Qiagen’s RNeasy kit) tir thé lai 46.5F9 clia ngudi

I'4
A <6

dong vo tinh phu 8.2. Thé lai ndy mang ving hing dinh Kapa duoc cong bb “chuén”
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clia chudi nhe (S6 ding ky tai Ngan hang gen # AW383625, hoic BM918539) va ving
hing dinh IgG2 duoc cbéng bd “chudn” cia chudi ning (S6 ding ky tai Ngan hang gen
# BX640623, hoic AJ294731). Cac cADN dudi poly-G theo chiéu 5° (5° race-ready,
poly-G tailed cDNA), dugc téng hop bing cic phwong phap truyén théng (Nature
Methods 2, 629-630 (2005)). Ving bién dbi chudi nhe dugc khuéch dai bing phwong
phéap PCR tir cADN bing céch chay theo chidu 5’ bang oligo neo poly-C két hop v6i
doan mdi nguge dic hiéu véi ving hing dinh Kapa. Ving bién dbi chudi nidng dugc
khuéch dai bing doan mdi nguoc dic hiéu véi ving hing dinh 1gG2 trong nhiéu hdn
hop v6i cac doan mdi xudi dic hiéu véi trinh ty ddn diu chudi ning da biét. Cc san
phdm PCR dugc tach dong TOPO® (Invitrogen™, Life Technologies, Inc.) va xéac
dinh trinh tu b'?mg céc doan mdi M13F va M13R.

Xay dung cdu triic ciia vecto biéu hién ciia ddng vt c6 vii mang khdng thé 5F9 khdng

GCC don dong cua nguoi

Vecto biéu hién cia dong vat cé vi mang ving bién dbi chudi nhe va nang SF9
dugc tao ciu truc dé san xuét dong té bao CHO. Pbi véi clu trac ti nhién nay, vung
bién dbi ctia chudi nang va nhe 5SF9 dugc tach dong phu vao pLKTOKS8D (Pon yéu
cdu cip patent My sé 20040033561). Vecto nay mang hai gen d4nh d4u chon loc cua
dong vat c6 vi: gen khang neomyxin va DHFR/metotrexat (dé khuéch dai). Vecto nay
cho phép su dong bidu hién cia ca hai chudi ning va nhe tir cac trinh ty khoi ddu EF1
alpha ndi tiép, mdi doan nguoc dong dugc dat vi tri coa ving hing dinh gen dan diu-
Kapa va viing hiang dinh gen din dau-IgG1 cua vecto (Fc kiéu dai). D8 tach dong phu,
viing bién ddi ctia chudi nhe va chudi nang dugc khuéch dai PCR tir cac dong vo tinh
TOPO da duogc xac dinh trinh tu béng cac doan mdi dic hiéu gen chtra cac vi tri gidi
han duy nhét dé tach dong dinh hudng vao cac doan ndi cia ving din déu-Kapa va
din diu-IgG1 tuong Gmg clia vecto nay. Cac trinh tw ctia cic doan mdi 1a nhu sau (cac

trinh tir diic hidu véi ving bién dbi 5F9 & dang in ddm):

Céc doan mdi bién d6i — doan din dau ctia chudi nhe 5F9 tu nhién:

Notl xubi

5’ataagaatGCGGCCGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACAGGTGTCCACTCCGAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTG-
3’ (SEQ ID NO: 234)
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BsiWI ngugc

5’ GCCACCGTACGTTTGATTTCCACGTTGGTCCCTTGGCCGAACGTC-3’ (SEQ
ID NO:235)

Céc doan mdi bién ddi — doan din diu ctia chudi nhe 5F9 tu nhién

EcoRI xudi

5°ccgGAATTCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACA
GCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGAC-3’
(SEQ ID NO:236)

Blpl nguoc

5’-GGAGGCTGAGCTGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCCCCAGTGGTC-3°
(SEQ ID NO: 237)

Céc dong vo tinh dugc khéng dinh béng viéc x4c dinh trinh tu ADN soi kép cua

cd hai chuoi nhe va chudi nang.

H‘ai phuong phap chuyén nhidm duge sir dung dé dua cic cu trac vao trong té
bao CHO: quy trinh MPI truyén théng va quy trinh Crucell. Sy chuyén nhiém té bao
CHO duoc bit diu bang cdu trac 5F9 ty nhién bang quy trinh MPI truyén théng. Cac
ADN dubi thang va khong dudi thing dwoc sit dung, v6i phuong phap dién chuyén
hodc chuyén nhiém Lipopfectamin 2000 CD. Khoang 30 nhém 6n dinh dwoc tao ra
qua viéc luya chon trong G418, mdi truong khong nucleosit va metotrexat SnM. Dua
vao viéc phén tich FMAT mirc sinh khéng thé, ba nhém 6n dinh dugc chon dé tach
dong. Nhém nay c6 su tao ra cao nhét cac khang thé dugc tiét & ndng do 12,2ug/ml.

Ba nhém nay duogc lam dong lanh.

Céc yéu td Crucell STAR c6 thé duge danh gia dé tao ra vecto biéu hién 5F9
chira yéu td STAR.

Trinh tu nucleotit chudi ning 5SF9/hIgG1 1a:

GAATTCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGT
GTCCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACC
CTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTTTGGTGGGTCTTTCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCC
GCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCAATCATCGTGGAAACACC
AACGACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCA
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GTTCGCCCTGAAGCTGAGTTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAG
AGAACGTGGATACACCTATGGTAACTTTGACCACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT
CAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCAC
CTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACA
GTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAG
TTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCC
TGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGA
GCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCT
GAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCA
TCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTAT
CCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGAC
CACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAATAGGGATAACAGGGT
AATACTAGAG

(SEQ ID NO:230)
Trinh tu protein chudi ning SF9/hIgG1 13;

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVFGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSRVTISVDTSKNQFALKLSSVTAADTAVYYCARERGYTYGN
FDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREDUONG

LUONGYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(SEQ ID NO:231)
Trinh tu nucleotit chudi nhe SF9/hKapa la:

GCGGCCGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAG
GTGTCCACTCCGAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGG
AAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGAAACTTAGCCTGGTATC
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AGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTG
GAATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCGGCA
GCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAAAACCTGGCCTCGGA
CGTTCGGCCAAGGGACCAACGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCA
TCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAA
TAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGG
GTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGTC
TAGA

(SEQ ID NO:232)
Trinh tu protein chudi nhe SF9/hKapa 1a:

MGWSCIHLFLVATATGVHSEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSRNLAWYQQK
PGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTIGSLQSEDFAVYYCQQYKTWPRTFGQGTN
VEIKRTVAAPSVFIFPPSDDUONG
LUONGLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTDUONG
LUoNGDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO:233)

Trinh tu axit nucleic chudi niang va chudi nhe ctia 5F9 néu dudi day dugc chen

vao trong vecto pTOKS58D:

atgggatggagctgtatcatcctcticttggtagcaacagcetacaggtgtccactccgaaatagtgatgacgcagtctccagecaccctgt
gtgtctccagg

ggaaagagccaccctetectgeagggcecagtcagagtgttagcagaaacttagectggtatcagcagaaacctggecagg
ctcccaggcetectcatctatggtgecatccaccagggecactggaatcccagecaggttcagtggecagtgggtetgggaca
gagttcactctcaccatcggceagcectgecagtctgaagattttgcagtttattactgtcagecagtataaaacctggecteg
gacgttcggccaagggaccaacgtggaaatcaaacgtacggtggcetgcaccatctgtcettcatcttccecgecatetgatg
agcagttgaaatctggaactgcectetgtigtgtgcctgetgaataactictatcccagagaggecaaagtacagtggaag
gtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagceacctacagectcag
cagcaccctgaccctgagcaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcagggectgaget

cgcccgtcacaaagagettcaacaggggagagtgttag (SEQ ID NO:308)

- 193 -



21857

atgggatggagctgtatcatcctettettggtagcaacagcet
acaggtgtccactcccaggtgcagetacageagtggggegceaggactgttgaagecttcggagaccctgtcectecacetg
cgcetgtetttggtggetctitcagtggttactactggagetggatccgecageccccagggaaggggctggagtggattg
gggaaatcaatcatcgtggaaacaccaacgacaacccgtccctcaagagtcgagtcaccatatcagtagacacgtccaag
aaccagttcgcectgaagetgagtictgtgaccgecgeggacacggcetgtttattactgtgecgagagaacgtggatacac
ctatggtaactttgaccactggggccagggaaccctggtcaccgtcagetcagectccaccaagggceccatcggtettce
cectggeacccetectccaagageacctetgggggcacageggecctgggcetgectggtcaaggactacticeecgaaceg
gtgacggtgtecgtggaactcaggegecctgaccageggegtgcacaccttcceggetgtectacagtectcaggactcta
ctceetcageagegtggtgaccegtgeccteccageagettgggeacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagecca
gcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgeccaccgtgeccageacctgaa
ctectggggeggaccgtcagtcttectettcceccccaaaacccaaggacaccctcatgatcteccggacecctgaggtcac
atgcgtggtggtggacgtgagecacgaagaccectgaggtcaagticaactggtacgtggacggegtggaggtgeataatg
ccaagacaaagccgegggaggagceagtacaacageacgtaccgtgtggtcagegtecteaccegtectgeaccaggactgg
ctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagecctceccageccccatcgagaaaaccatctccaaagecaa
agggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggatgagetgaccaagaaccaggtcagectgacct
gectggtcaaaggcettctatcccagegacategecgtggagtgggagagcaatgggcagecggagaacaactacaagace
acgcectecegtgetggactcegacggetecttcttcctctacagcaagetcaccgtggacaagageaggtggeageaggg
gaacgtcttctcatgeteccgtgatgeatgaggctetgcacaaccactacacgecagaagagectctecctgtceteegggta
aataa (SEQ ID NO:309)

Céc trinh tu mé hoéa trinh tu chudi ning va chudi nhe Abx-229 sau diy duoc

chén vao trong vecto pTOKS58D:
atggagtttgggctgagctggctttttctigtggctatt
ttaaaaggtgtccagtgtgaggtgcagetgtiggagictgggggaggctiggtacagectggggggtecctgagactcte

ctgtgcagcctetggattcacctttagecgetatgecatgaactgggteegecaggetccagggaagggectggagtggg

tctcaggtattagtgggagtggtggtaggacatactacgcagactcegtgaagggccggticaccatctccagagacaat

tccaagaacacactatatctgcaaatgaacagectgagagecgaggacacggecgtatattactgtgegaaagatcgega
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tttttggagtggtccatttgactactggggccagggaacccetggtcaccgtecagetcagectccaccaagggceccategg
tcttceccctggeaccctecteccaagageacctetgggggeacageggecectgggetgectggtcaaggactacttecce
gaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegecctgaccageggegtgeacaccticeeggetgtectacagtectcagg
actctactccectcageagegtggtgaccgtgecctccageagettgggcacccagacctacatetgcaacgtgaatcaca
agcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagccéaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagca
cctgaactectggggggaccgtcagtcttectettccccccaaaacccaaggacacccteatgatctececeggaccectga
ggtcacatgcgtggtggtggacgtgagcecacgaagaccctgaggtcaagticaactggtacgtggacggegtggaggtec

ataatgccaagacaaagccgegggaggagcagtacaacageacgtacegtgtggtcagegtectcacegtectgeacca

g

gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccteccageccccatcgagaaaaccatctccaa

agccaaagggcagcecccgagaaccacaggtgtacacectgeccccatccegggatgagetgaccaagaaccaggtcag

cc
tgacctgectggtcaaaggcttctatcccagegacatcgecgtggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactac
aagaccacgccteccgtgctggactccgacggctecttcttcctctacageaagcetcaccgtggacaagageaggtggca
gcaggggaacgtcttctcatgetcegtgatgeatgaggetetgcacaaccactacacgecagaagagecteteectgtcte

cgggtaaataa (SEQ ID NO:310)

atgaggctccctgcetcagcettcte
ttcctectgetactetggetcccagataccactggagaaatagtgatgacgecgtettcagecaccecetgtetgtgtctee
aggggagagagccaccctetcctgecagggccagtcagagtgttagtagaaacttagectggtaccageagaaacctggee
aggctcccaggcetccteatctatggtgcatccaccagggcecactggtatcccagecaggttcagtggcagtgggtctggg
acagaattcactctcaccatcagcagectgcagtctgaagattttgcagtttattactgtcaccagtatagtaactggat
gtgcagttttggccaggggaccaagetggagatcaaacgtacggtggetgeaccatetgtettcatcticecegecatetg
atgagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttctatcccagagaggecaaagtacagtgg

aaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacagceaaggacageacctacagec

t
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cagcagcaccctgaccctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcagggectg

a

gctcgeccgtcacaaagagcettcaacaggggagagtgttag (SEQ ID NO:311)
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YEU CAUBAO HO

1. Phén tir khang thé khang GCC, chira viing bién ddi cta chudi nhe va ving bién
ddi ctia chudi ning, trong d6 viing bién dbi cia chudi nhe chira ba ving xac dinh bd
trg cta chudi nhe (LCDR1, LCDR2, va LCDR3) va ving bién dbi ciia chudi ning
chira ba ving xéac dinh bd trg cta chudi nang (HCDR1, HCDR2, va HCDR3),

trong d6 ving bién dbi ciia chudi nhe chira LCDRI chta trinh tu axit amin c6
SEQ ID NO:112, LCDR2 chtra trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO:114, va LCDR3 chira
trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO:116; va

trong d6 viing bién ddi cia chudi nang chira HCDR1 chra trinh tu axit amin c6
SEQ ID NO:106, HCDR2 chtra trinh ty axit amin ¢c6 SEQ ID NO:108, va HCDR3
chira trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO:110.

2. Phén tir khéng thé khang GCC theo diém 1, trong d6 phén tir nay chtra thém céc

ving khung bién doi ctia chudi nhe va chudi ning ctia ngudi hodc thu dugce tir ngudi.

3. Phan tir khang thé khang GCC theo diém 1 hoic 2, trong d6 phén tir khang thé
khang GCC nay la khang thé IgG1.

4. Phén tir khang thé khang GCC theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 3,
trong d6 ving bién dbi ctia chudi nhe chtra trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 20 va

viing bién dbi ctia chudi ning chtra trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 18.

5. Phan tir khang thé khdng GCC theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4,
trong d6 phan tir khang thé khang GCC nay khéng dwoc 1ién hop véi chét didu tri.

6. Phén tir khang thé khang GCC theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 4,
trong d6 phén tir khang thé khang GCC nay duoc lién hop vé6i chit didu tri, nhan phat
hién dugc, nhan phong xa diéu tri hodc td hop bét ky ciia ching.
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7. Phan tir khang thé khang GCC theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6,
trong d6 phan tir khang thé khang GCC nay chira ving Fc, trong d6 ving Fc ndy chta

dot bién.

8. Phan tir khang thé khang GCC theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 6,
trong d6 phan tir khang thé khang GCC nay 1a phén tir khang thé diic hiéu kép.

9. Phén tir khang thé khang GCC theo diém 8, trong d6 phan tir nay chira hai phan
t&r khéng thé, mot phén tir ¢6 tinh dic hiéu lién két véi GCC va phén tr con lai c6 tinh

diic hiéu lién két v6i phan tir th hai.

10.  Phén tir khang thé khang GCC theo diém 9, trong d6 hai phén tir khang thé

duoc lién hop véi nhau.

11.  Phén ti khang thé khdng GCC theo diém 8, trong d6 phén tir nay chira phan tir
khéang thé don ma chira mé6t chudi c6 tinh dic hiéu lién két véi GCC va chudi thir hai

c6 tinh dic hiéu lién két v6i phan tir thi hai.

12.  Phén tir khang thé khang GCC theo diém 8, trong d6 phén tir nay chira phan tir
khang thé chudi don c6 tinh diic hiéu lién két véi GCC va phan t thi hai.

13.  Phén tir khéng thé khang GCC theo diém 6, trong d6 nhan phéng xa didu tri

chtra ngudn hat o hodc ngudn hat p.

14.  Phan tir khang thé khang GCC theo diém 13, trong d6 ngudn hat o 12 213Bi hodc

225A¢ hoic trong d6 ngudn hat B 1a *°Y hozc "’Lu.

15.  Phan tir khang thé ma lién két v6i ciing epitop trén GCC véi phan tir khang thé
khang GCC theo diém 1.
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16.  Phan tir khang thé theo diém 15, trong d6 phén tir khang thé nay lién két véi
doan chira cac gbc axit amin tir 1 dén 50 cia SEQ ID NO: 228.

17.  Phén tit khang thé theo diém 15 hoic 16, trong d6 phan tir khang thé nay lién
két véi doan chira cac gbc axit amin tir 25 dén 50 cia SEQ ID NO: 228.

18.  Phan tir khang thé theo diém bat ky trong s6 cac didm tir 15 dén 17, trong d6
phan tr khang thé nay lién két v&i doan chira cac gde axit amin tir 35 dén 50 cia SEQ
ID NO: 228.

19.  Phan tit khing thé theo diém 15, trong d6 phan tir khang thé nay lién két véi
doan chira cac gbc axit amin tir 24 dén 420 cia SEQ ID NO: 228.

20.  Phén tir khang thé theo diém 15 hogc 19, trong d6 phén tir khang thé nay lién
két véi doan chira cac gdc axit amin tir 24 dén 75 ctia SEQ ID NO: 228.

21.  Phan ti khédng thé ma canh tranh dé lién két véi GCC véi phan tir khéng thé
khang GCC theo diém 1.

22.  Thé lién hop mién dich c6 cong thuc (I):

b

hodc muoi dugc dung cia nd, trong do:

(n

Ab 12 phan tir khang thé khang GCC theo diém bAt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 21;.
X 14 gbe lién két ma két ndi Ab va Z;
Z 14 chét diéu tri hodc nhan diéu tri; va

m 12 56 gbc -X-Z trong mdi phén tir khang thé khang GCC trong thé lién hop mién

dich c6 cong thirc (I); va m 1a s6 nguyén tir 1 dén 15.
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23.  Thé lién hop mién dich theo diém 22 hodc mudi dugc dung ctia né, trong d6 Z
la nhdn phat hién dugc, maytansine, auristatin, N*-deaxetyl-NZ-(3-mercapto-1-
oxopropyl)-maytansine (DM1), NZ?-deaxetyl-N?-(4-mercapto-4-metyl-1-oxopentyl)
maytansine (DM4), monometyl auristatin E (MMAE), monometyl auristatin F
(MMAF), hoic tac nhan kim ham té bao hoic gy doc té bao.

24.  Thé lién hop mién dich theo diém 22 hodc mudi dugc dung cda nd, trong d6 Z

12 nhan phéng xa diéu tri.

25.  Thé lién hop mién dich theo diém 24 hodc mubdi duge dung cta nd, trong d6

nhin phéng xa didu tri chira ngudn hat o hodc ngudn hat B.

26. Thé lién hop mién dich theo diém 25 hodc mudi dugc dung cua no, trong d6

ngudn hat o, 13 >*Bi hozic 225Ac hoc trong d6 ngudn hat B 12 °°Y hodc ""Lu.

27.  Thé lién hop mién dich theo diém 23, trong d6 tac nhan kim ham t& bio hoic
gdy doc té bao dugc chon tir cdc chit chéng chuyén héa, tic nhan alkyl hoa,
anthraxyclin, chit khang sinh, chit chéng nguyén phan, chat trc ché topoisomeraza,

hodc chat tc ché proteasom.

28.  Thé lién hop mién dich theo diém 27, trong do:

chit chéng chuyén héa dugc chon tir azathioprin, 6-mercaptopurin, 6-
thioguanin, fludarabin, pentostatin, cladribin, 5-flouraxil (5-FU), floxuridin (FUDR),
Xytosin arabinosid (cytarabin), methotrexat, trimethoprim, pyrimethamin, va

pemetrexed;

tac nhan alkyl hoa dugc chon tir xyclophosphamid, mechlorethamin,
uramustin, melphalan, chlorambucil, thiotepa/chlorambucil, ifosfamid, carmustin,
lomustin, streptozocin, busulfan, dibromomannitol, cisplatin, carboplatin, nedaplatin,
oxaliplatin, satraplatin, triplatin tetranitrat, procarbazin, altretamin, dacarbazin,

mitozolomid, hodc temozolomid;

- 200 -



21857

anthraxyclin dugc chon tir daunorubicin, doxorubicin, epirubicin, idarubicin,
hodc valrubicin;

chét khang sinh dugc chon tir dactinomycin, bleomycin, mithramycin,
anthramycin, streptozotocin, gramicidin D, mitomycin, duocarmycin, hozc
calicheamicin;

chét chéng nguyén phan dugc chon tir maytansinoid, auristatin, dolastatin,
cryptophycin, vinca alkaloid, taxane, hoac colchicine;

chét tc ché topoisomeraza dugc chon tir irinotecan, topotecan, amsacrin,
etoposid, teniposid, hodc mitoxantron; hodc

chét trc ché proteasom 14 axit peptidyl boronic.

29.  Thé lién hop mién dich theo diém 28, trong do:
mitomycin & mitomycin C;

duocarmycin la CC-1065;

taxan 1a paclitaxel hodc docetaxel; hodc

vinca alkaloid dugc chon tir vincristin, vinblastin, vindesin, hodc vinorelbin.

30.  Thé lién hop mién dich theo diém 22, trong d6 gbc lién két X c6 cong thirc -Aa-
Ww-Yy-, va thé lién hop mién dich nay c6 cong thirc (II):

Ab—eAa—Ww—Yy—Z)
‘ m (I

hodc mubi dugc dung ctia nd, trong d6
-A- 1a don vi kéo dai;
ala 0 hodc 1;
mdi —W- ddc 1ap 1a don vj axit amin;
w 13 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 12;
-Y- 1a don vi dém tu phén huy;
y1a 0, 1, hodc 2;
Z 14 chét diéu tri hodc nhan didu tri; va
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m 12 s6 nguyén tir 1 dén 15.

31.  Thé lién hop mién dich theo diém 22, trong d6 thé lién hop mién dich nay c6
cong thuc (I-4):

gf\/\f’\/ilgx(m\.j‘n’@/\o I /Ckhr ¢ 0o GOIDD
§ o H\H

PeH

L Hal™ T

_ﬂ‘]‘ (I-‘ij .
cong thic (I-5):
Ababy, O H 0 ‘ " OH
S 2« g DAE%EYO\H‘W”@
B Ay A N A A . I a_0 _o o
H O :\LH

NH

Hab G
) T (-9
hodc cong thirc (I-7):
Abiws o
o H 9 1 H
N~ rtiLN N N
0 | AT o 0 O D
B oom (1-7)

hodc mudi dugce dyng cta no, trong doé

m 12 s6 nguyén tir 1 dén 8.

32.  Thé lién hop mién dich theo diém 31 hoic mubi duge dung cta no6, trong d6 m

nam trong khoang tir 1 dén 3.

33.  Thé lién hop mién dich theo diém 31 hodic mudi duoc dung cda no, trong d6 m

nam trong khoang tir 3 dén 5.
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34, Ché pham didu trji chira phan tir khang thé theo diém bt ky trong sb céc diém
tir 1 dén 21 hosc thé lién hop mién dich theo diém bt ky trong sb cac diém tir 22 dén

33 hodc muoi dugce dung cua né de€ di€u tri roi loan cho doi tuong.

35.  Axit nucleic dwgc phéan 14p ma hoa phan tir khang thé theo diém bt ky trong sb

cac diém tir 1 dén 4.

36.  Axit nucleic duoc phan 14p ma héa ving bién dbi ciia phan tir khang thé theo

diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 4.

37.  Axit nucleic dugc phan 1ap theo diém 35 hodc 36, trong d6 axit nucleic nay
chtra trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 17 va/hodc SEQ ID NO: 19.

38.  Té bao chira axit nucleic dwgc phan l4p theo diém bt ky trong sb cac diém tir
35 dén 37.

39.  Phuong phap san xuét phan tir khang thé theo diém bét ky trong s céc diém tir
1 dén 4, bao gdbm budc nudi cdy té bao theo diém 38 trong cac didu kién cho phép tao
ra phan tir khang thé, nhd d6 san xuét phan tir khang thé theo diém bt ky trong sb cac

diém tir 1 dén 4.

40.  Vecto chita mdt hodc cd hai viing bién ddi cia chudi nhe va chudi ning cia

phan tir khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

41.  Phuong phap in vitro phét hién phan tt GCC bao gébm budc cho phan ti nay
tiép xtc véi phén tir khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6 va xac
dinh xem phan ttr khang thé da néu c6 lién két voi phan tir GCC d4 néu hay khong.

42.  Dugc phdm chira phan tir khang thé theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén

21 va chit mang dugc dung.
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43.  Duogc phim chira thé lién hop mién dich theo diém bat ky trong sé cac diém tir

22 dén 33 va chét mang dugc dung.

44,  Dugc phim theo diém 43, trong d6 dwgc phim nay chira nhiéu thé lién hop
mién dich ¢ cong thirc (), trong d6 hai hoic nhiéu thé lién hop mién dich nay c6 tri

sO m khéc nhau.

45.  Duoc phim theo diém 43, trong d6 dugc phim nay chtra nhiéu thé lién hop
mién dich ¢6 cbng thic (J), trong d6 m 12 s6 gbc —X-Z trung binh trong mdt phén tir
khang thé khang GCC.

46.  Dugc phdm theo diém 45, trong d6 m 12 sé nguyén bang 4.

47.  Duoc phim theo diém bit ky trong sd cac diém tir 44 dén 46, trong d6 dugc

phim nay chira nhiéu thé lién hop mién dich c6 cong thirc (I-5).

48. VAt chira chira dugc phdm theo diém bét ky trong s cac diém tir 42 dén 47.

49.  Kit dé phat hién phan tr GCC hoic e ché su sinh trudng cua céac té bao biéu
hién GCC chira phan tir khang thé khang GCC theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1

dén 21 hozc thé lién hop mién dich theo diém bat ky trong s cac diém tir 22 dén 33.

50.  Ché pham diéu tri chtra phén tir khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém
tir 1 dén 6 dé phat hién phan tir GCC, trong d6 phan tir GCC duoc phat hién néu phan

tir khang thé trong ché phim nay dugc x4c dinh 12 lién két v6i phan tr GCC da néu.
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1/3

HIEU QUA CUA 5F9-veMMAF, 5F9-DM1, 5F9-DM4 8 CHUOT SCID
MANG 293-GCC SU DUNG SO DO q14d (CPGC-06-EF04)
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Fig. 1
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40

5 Chéat dan
7Z1[209/40mg/kg

& 5F9 40mg/kg

&l 5F9 10mg/kg

{71 CHUOT BINH THUONG

1,00E+07+
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209
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SO NGAY SAU KHI TIEM
Fig. 2
TRONG LUQNG TRUNG BINH PHOI CUA MOI NHOM

TADUQC
LONG
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CAC NHOM
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1 1
CHUOT BINH THUONG

THU NGHIEM T; Chat dén so v&i 209 40mg/kg P =0,4
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Fig. 3
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<110>
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DANH MUC TRINH TU

MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,

INC.

AMGEN BRITISH COLUMBIA INC.

<120>

CHUA PHAN TU KHANG THE NAY

<130> M2051

<140>
<1l41>

<150>
<151>

61/25
2009-

<160> 319
<170>
<210> 1

<211> 348
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 1
caggtgcagce

acatgcactg
ccaggaaagg
tcagctctea

aaaatgaaca

gacgggtttg

<210> 2

<211> 116
<212> PRT
<213>

<220>
<223> M6 ta

<400> 2

-7027WO

4,474
10-23

tgaaggagtc
tctcetgggtt
gtctggagtg
aatccagact
gtctacaaac

attactgggg

PatentIn version 3.5

Trinh tuy nhin tao

aggacctggc
ctcattaagc
gcttggagta
gagcatccge
tgaagacaca

ccaagggact

Trinh tu nhdn tao

ctggtggcge
agaaatgcta
atatggactg
aaagagaact
gccaggtact

ctggtcactg

M8 ta trinh ty nhln tao: Polynucleotit tdng hop

cctcacagag
taagctgggt
gtggaggcac
ccaagagtca
tctgtgccag

tctctgea

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly

1

Ser Leu Ser

Ala Ile Ser
35

5

Ile Thr Cys Thr Vval

20

Trp Val Arg Gln Pro

40

PHAN TU KHANG THE KHANG GUANYLYL XYCLAZA C (GCC) VA DUQC PHAM

cctgtccatce
tcgccagceca
aaattataat
agttttctta

aagtggttac

Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln

10

15

Ser Gly Phe Ser Leu Ser Arg Asn

25

30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
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Gly Val

50

Ile

Ser Leu

65

Arg

Lys Met Asn

Arg Ser Gly

Thr Val Ser

115

<210> 3
<211> 318
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 3
cagattgttc

atgacctgca
acctcecccceca
ttcagtggca
gatgctgcca
accaaactgg
<210> 4
<211> 106
<212> PRT

<213> Trinh

<220>
<223> M6

<400> 4

Gln Ile Val
1

Glu Lys Val

His Trp Tyr
35

21857

Trp Thr Gly
55

Ser Ile Arg
70

Ser Leu Gln
85

Tyr Asp Gly
100

Ala

tu nhén tao

Gly Gly Thr Asn

Lys Glu Asn Ser

Thr Glu Asp Thr

Phe Asp Tyr Trp

75

90

105

Tyr Asn Ser Ala

60

Lys Ser Gln Val

Ala Arg Tyr Phe

Gly Gln Gly Thr
110

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tcacccagtc tccagcaatc
gtgccagctc aagtgtaaat
aaagatggat ttatgacaca
gtgggtctgg gacctcttac
cttattactg ccagcagtgg

aaataaaa

tu nhin tao

atgtctgcat
tacatgcact
tccaaactgg
tctctcacaa

agtggtaacc

ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcaccagcat

cgtacacgtt

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Leu Lys

Phe Leu

80

Cys Ala

95

Leu Val

gaaggtcacc
gaagtcaggc
ccectgetege
ggaggctgaa

€gg9agggggyg

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly

5

10

15

Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met

20

25

30

Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp Ile Tyr

40
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Asp Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210> 5
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 5
caggtccagt

tcectgcaagg
cctggacagg
aatgagaagt
atgcagctca
gcttactggg
<210> 6
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 6

Gln vVal Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Ile Asn
35

Gly Lys Ile
50

Lys Leu Al

Thr Ser

70

Thr Tyr

85

Gly Thr

100

ty nhén

Tyr

Tyr

Lys

21857

a Ser
55

Gly
Ser Leu
Gln

Cys

Leu Glu

tao

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Trp

90

Ile
105

Lys

60

trinh tu nhidn tao: Polynucleotit tdng hop

tgaagcagtc
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac

gccaagggac

tggagctgaa
caccttcact
gattggaaag
ggccacactg
atctgaggac

tctggtcact

ty nhédn tao

ctggtgaagc
gactactata
attggtccte
actgcagaca
tctgcagtct

gtctet

ctggggcttce
taaactgggt
gaagtggtaa
aatcgtccag

atttctgtge

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Leu Lys Gln Ser Gly Ala

5

Ile Ser Cys Lys Ala

20

Trp Val Lys Gln Arg

40

Gly Pro Arg Ser Gly

55

Glu Leu
10

Ser

Gly Tyr
25 '

Pro

Asn

- 210 -

Gly Gln Gly Leu

Thr Tyr Tyr Asn

Val Lys

Thr Phe
30

45

60

Ala Arg Phe Ser Gly Ser

Thr Ser Met Glu Ala Glu

80

Ser Gly Asn Pro Tyr Thr

95

agtgaagata
gaagcagagg
tacttactac
cacagcctac

aagatgggat

Pro Gly Ala

15

Thr Asp Tyr

Glu Trp Ile

Glu Lys Phe

60
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Lys Gly Lys
65

Met Gln Leu

Ala Arg Trp

<210> 7
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 7
gatgttgtga

atctcttgca
ttacaacaga
cctggcatcce
agcagagtgg
tacacgttcg
<210> 8
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 8
Asp Val
1

Val

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys

35

Pro Lys His

50

Asp Arg Phe

Ala Thr Le

70

Ser Ser
85

Asp Ala
100

Ty

ty nhan ta

Leu

21857

u Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr

H

o

75

90

105

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

110

trinh tyu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tgacccagac
agtcaagtca
ggcctggeca
ctgacaggtt
aggctgaaga

gaggggggac

tuy nhén ta

tccactgtcet
gagcctctta
ggctccaaag
cagtggcagt
tttgggagtt

caagctggaa

(@)

ttgtcggtta
tatagtaatg
cacctaatgt
ggatcagaaa
tattactgct

ataaag

ccattggaca
gaaagacata
atcaggtgtc
cagattttac

tgcaaggtac

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdéng hop

Thr
5

Met

Ser Ile Se

20

Thr Tyr

Leu Met

Ty

Se
70

Ser Gly

Leu

Gln Thr Pro Leu

r Cys Lys

Asn Trp
40

r Gln Val
55

r Gly Ser

Ser Leu

10

Ser Ser Gln

25

Leu Gln Gln

Ser Lys Leu

Glu Thr Asp

75

- 211 -

Ser Val Thr

Leu
30

Ser Leu

Pro
45

Arg Gly

Asp Pro

60

Gly

Phe Thr Leu

Ala Tyr
80

Phe Cys
95

Val Ser

accagcctct
tttgaattgg
caaactggac
acttaaaatc

atattatceg

Ile
15

Gly
Ser

Tyr

Gln Ala

Ile

Pro

Ile
80

Lys
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180
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Ser Arg Val

Thr Tyr Tyr

<210> 9
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 9
caggtccaac

tcctgtaagg
cctggccaag
aatcaaaagt
atgcaactca
gcttactggg
<210>
<211>

<212>
<213>

10
112
PRT
Trinh

<220>

<223> M6 ta
<400> 10
Gln Val Gln

1

Ser Val Gln

Trp Met Tyr

35

Gly Arg Ile

50

Lys
65

Gly Lys

Met Gln Leu

21857

Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Gly

85

90

95

Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

tu nhdn tao

105

110

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tgcagcagcce
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac

gccaagggac

tggggctgaa

tattttcacc
gattggaagg
ggccacattg
atctgaggac

tctggtcact

tu nhdn tao

ctggtgaagc
ggctactgga
attcatcctt
actgtagaca
tctgecggtcet

gtctet

ctggggcttc
tgtactgggt
ctgatagtaa
aatcctccag

attactgtac

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdéng hop

Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu

5

Met
20

Ser
Trp Val
His Pro
Ala

Thr

Ser
85

Ser

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Lys Ala

Gln Arg

40

Asp Ser

55

Thr Val

Thr Ser

Leu
10

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asn Thr Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Ser

90

- 212 -

Val Lys Pro

Thr
30

Ile Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Gln

60

Ser Ser Thr

Ala Val Tyr

agtgcagatg
gaagcagagg
tactaactac
cacagcctac

ccatgcceccett

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

60
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Thr His Ala Leu Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

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

11
333
ADN

<220>
<223>

<400> 11
gatgttgtgt

atctcttgca
ttattacaga
tctggagtcecce
agcagagtgg
acgttcggct
<210>
<211>

<212>
<213>

12
111
PRT
Trinh

<220>

<223> M6 ta
<400> 12
Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys

Pro Lys

50

Arg

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr His Leu

100

tgacccagac
agtcaagtca
ggccaggcca
ctgacaggtt
aggctgagga

cggggacaaa

Trinh ty nhdn tao

tccactcact
gagcctctta
gtctccaaag
cactggcagt
tttgggagtg

gttggaaata

tu nhin tao

105

ttgtcgatta
tatagtaatg
cgcctaatcet
ggatcaggaa
tattactgcg

aaa

110

M6 ta trinh tu nhidn tao: Polynucleotit tdng hop

ccattggaca
gaaaaaccta
atctggtgte
cagattttac

tgcaaggtac

trinh ty nhln tao: Polypeptit tdéng hop

Thr
5

Leu

Ser Ile

20

Thr Tyr

Gln

Ser

Leu

Thr Pro

Cys Lys

Ser Trp

40

Leu Thr
10

Leu

Ser Ser Gln

25

Leu Leu Gln

Ser Ile

Ser Leu

30

Pro
45

Arg

Thr

Leu

Gly

accagcctcet
tttgagttgg
tcaactggac
actgaagatc

acatttattc

Ile
15

Gly
Ser

Tyr

Gln Ser

Leu

Thr

Glu

Phe
100

Ile

Gly

Ala

85

Thr

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Leu

55

Gly

Asp

Gly

Val Ser Gln

Ser Gly Thr

vVal
90

Leu Gly

Ser Gly Thr

105

- 213 -

Leu

Asp

75

Tyr

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Leu

Ser

Thr

Cys

Glu

Gly

Leu

Val

Ile
110

Val

Lys

Gln

95

Lys

Pro

Ile
80

Gly

60

120

180

240

300

333



<210> 13

<211> 339
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 13
caggtccagc tgaagcagtce

tcctgcaagg cttctggeta
cctggacagg gccttgagtg
aatgagaagt tcaagggcaa
atgcagctca gcagcctgac
gcttactggg gccaagggac
<210> 14

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 14
Gln Val Gln Leu
1 5

val Met

20

Ser Lys Ser

Ile Asn Val

35

Tyr Trp

Gly Lys Ile Pro

50

Gly

Lys Gly Lys Ala Thr

Met Gln Ser

85

Leu Ser

Ala Arg Trp Asp Ala

100

Ala

Cys

Lys

Arg

Leu

65 70

Leu

Tyr

21857

Trinh ty nhin tao

tggagctgag
caccttcaca
gattggaaag
ggccacactg
atctgaggac

tctggtcact

tu nhin tao

Lys Gln Ser Gly Ala Glu

Lys Ala

Gln Arg

40

Ser
55

Gly
Thr Ala
Thr

Ser

Trp Gly

ctggtgaagc
gactactata
attggtccta
actgcagaca
tctgcagtct

gtctctgca

Leu
10

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Ser

90

Gln
105

Gly Thr

- 214 -

M6 ta trinh tu nhdn tao: Polynucleotit tdng hop

ctggggcttce
taaactgggt
gaagtggtag
aatcctccag

atttctgtge

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdng hop

Val Lys Pro

Thr Thr

30

Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Glu

60

Ser Ser Thr

Ala Val Tyr

Val Thr

110

Leu

agtgaagatg
gaagcagagg
tacttactac
cacagcctac

aagatgggat

Gly Ala

15

Asp Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Phe
95

Cys

Val Ser

60

120

180

240

300

339



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

15
336
ADN

<220>
<223>

<400> 15
gatgttgtga

atctcttgea
ttacaacaga
cctggcatcce
agcagagtgg
tacacgttcg
<210>
<211>

<212>
<213>

16
112
PRT
Trinh

<220>
<223> MO ta
<400> 16
Asp Val Val
1

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys

35

Pro Lys His

50

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr Tyr Tyr

<210>
<211> 357
<212> ADN
'<213> Trinh

17

tgacccagac
agtcaagtca
ggcctggeca
ctgacaggtt
aggctgaaga

gaggggggac

21857

Trinh tu nhidn tao

tccactgtcet
gagcctctta
ggctccaaag
cagtggcagt
tttgggagtt

caagctggaa

tu nhin tao

ttgtcggtta
tatagtaatg
cacctaatgt
ggatcagaaa
tattactget

ataaaa

M6 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

ccattggaca
gaaagacata
atcaggtgtc
cagattttac

tgcaaggtac

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Met Thr

5

Ser Ile

20

Thr Tyr

Leu Met

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro
100

Tyr

ty nhén

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr Pro

Cys Lys

Asn Trp

40

Gln
55

Val
Gly Ser
Leu

Asp

Phe Gly

tao

Ser Leu
10

Leu

Ser Ser Gln

25

Leu Gln Gln

Ser Lys Leu

Glu Thr Asp

75

Val
920

Gly Tyr

Gly Thr

105

Gly

- 215 -

Ser Val

Ser Leu

30

Pro
45

Arg

Asp Pro

60

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

accagcctct
tttgaattgg
caaactggac
acttaaaatc

atattatccg

Ile
15

Gly
Ser

Tyr

Gln Ala

Ile

Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Gly

Ile Lys

60

120

180

240

300

336



<220>

21857

<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

<400> 17
caggtgcagc

acctgcgcetg
ccagggaagg
ccgtecctea
aagctgagtt
tacacctatg
<210>
<211>

<212>
<213>

18
119
PRT
Trinh

<220>
<223> MO ta
<400> 18
Gln vVal Gln
1

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Glu
50

Gly Ile

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Glu Arg

Thr Val

115

Leu

<210>
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh

19

tacagcagtg
tctttggtgg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgce

gtaactttga

ty nhén ta

gggcgcagga
gtccttcagt
gattggggaa
caccatatca
cgcggacacg

ccactggggce

@)

ctgttgaagc
ggttactact
atcaatcatc
gtagacacgt
gctgtttatt

cagggaaccc

cttcggagac
ggagctggat
gtggaaacac
ccaagaacca
actgtgcgag

tggtcacecgt

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdng hop

Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys

5

Leu Thr

20

Trp Ile

Asn His

Thr Ile

70

Val
85

Ser

Gly
100

Tyr

Thr Val

ty nhén

Cys

Arg

Arg

Ser

Thr

Thr

Ser

Ala Val

Gln Pro

40

Gly Asn

55

Val Asp

Ala Ala
Tyxr

Gly

Ser

tao

Phe

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asn
105

10

Gly

Gly Lys

Asn

Ser
75

Thr
90

Phe

- 216 -

Gly

Asp

Lys

Ala

Asp

Ser Phe

30

Leu
45

Gly

Asn Pro

60

Asn Gln

Val

Tyr

His Trp

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gly
110

cctgteecte
ccgeccagecc
caacgacaac
gttcgcectg
agaacgtgga

ctecctea

Ser
15

Glu

Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ala Leu

80

Cys Ala

95

Gln Gly

60

120

180

240

300

357



<220>

21857

<223> M6 ta& trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

<400> 19
gaaatagtga

ctctectgea
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaacg
<210>
<211>

<212>
<213>

20
107
PRT
Trinh

<220>

<223> M6 ta
<400> 20
Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Gly Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

21
357
ADN
Trinh

<220>

<223> M& ta

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcecct
gcagtgggtc
cagtttatta

tggaaatcaa

tccagccacc
gagtgttagc
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

tu nhén tao

ctgtctgtgt
agaaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tataaaacct

ctccagggga
cctggtatca
gggccactgg
ccatcggcag

ggcctcecggac

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Met Thr
5

Thr
20

Leu

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Val

85

Gln
100

Gly

ty nhan

trinh ty nhin tao:

Gln Ser

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Pro
Cys

Arg

Pro
40

Lys

Ala
55

Thr
Phe Thr
Tyr

Cys

Asn Val

tao

Ala Thr Leu
10

Ala Gln

25

Ser

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Tyr

Glu
105

Ile Lys

- 217 -

Ser Val Ser

Val Ser

30

Ser

Pro Arg Leu

45

Ala
60

Arg Phe

Gly Ser Leu

Lys Thr Trp

Polynucleotit tdng hop

aagagccacc
gcagaaacct
aatcccagcce
cctgcagtcet

gttcggccaa

Pro
15

Gly

Arg Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Pro
95

Arg

60

120

180

240

300

321



<400> 21
caggtgcagc

tcectgtgcag
ccagggaagyg
gcagactctg
ctgcaaatga
ggatggttct
<210>
<211>

<212>
<213>

22
119
PRT
Trinh

<220>

<223> MO ta
<400> 22
Gln vVal Gln

1

Ser Leu Arg

Met Ser

35

Tyr

Ser Tyr Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Thr Thr Val

115

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

23
336

Trinh

<220>

<223> M6

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

acggtatgga

tu nhin ta

21857

tgggggaggc
caccttcagt
ggtttcatac
attcaccatc
agccgaggac

cgtectggggce

o

ttggtcaagc
gactgctaca
attactacta
tccagggaca
acggccgtgt

caagggacca

ctggagggtc
tgagctggat
gtggtaatac
acgccaagaa
attactgtgce

cggtcaccgt

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys

5

Leu
20

Ser

Trp Ile

Thr Thr

Phe Thr Il

70

Asn Ser Le

85

Trp
100

Gly

Thr Val

ty nhin ta

trinh ty nhin tao:

Cys

Arg

Ser

Trp

Ser

Ala Ala

Gln Ser

40

Gly Asn

55

e Ser Arg

u Arg Ala
Phe

Tyr

Ser

o

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly
105

10

Gly Phe

Gly Lys
Ile

Tyr

Ala
75

Asn

Asp Thr

90

Met Asp

- 218 -

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala

Val

Val Trp

Polynucleotit téng hop

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

cctgagactc
ccgeccagtcet
catttactac
ctcactgtat
gagagactgg

ctccteca

Gly
15

Gly

Asp Cys

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

60

120

180

240

300

357



<220>
<221> bazo
<222> (216)

<223> a, c,

<400> 23
gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtcecgteca ccecectggaca gcecggectcece
atctcctgca agtctagtca gagcctcecctg cataatgatg gaaagaccta tttgtattgg
tacctgcaga agccaggcca gcctccacaa ctecctgatect atgaagtttce caaccggttce
tctggagtgc cagataggtt cagtagcage gggtenngga cagatttcac actgaaaatc
agccgggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaaagtat acagcttcct
cggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa
<210> 24
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> M8 tad trinh tu nhln tao: Polypeptit tdéng hop
<220>
<221> MOD_RES
<222> (73)..(73)
<223> Axit amin bit k¥
<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Asn
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Xaa Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
85 90 95
Ile Gln Leu Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

cai bién
.. (217)

21857

t, g, khéng rd hodc khic

- 219 -

60

120

180

240

300

336



21857

<210> 25
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> M8 ta trinh tu nhén tao: Polynucleotit tdng hop
<400> 25
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtc cctgagactce
tcectgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggeca tgcactgggt cecgccaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagct atatggtatg atggaagtaa taaatactat
gcagactceg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtge gagagggagg
agcagctcgt actttgacta ttggggccag ggaaccctgg tcaccgtctce ctca
<210> 26
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop
<400> 26
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Vval Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

- 220 -

60

120

180

240

300

354



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

27
333
ADN

<220>
<223>

<400> 27
gatattgtga

atctcctgcea
cttcagcaga
tctggggtcec
agcagggtgg
accttcggcec
<210>
<211>

<212>
<213>

28
111
PRT

<220>
<223> MO ta
<400> 28
Asp Ile Val
1

Gln Pro Ala

Asn
35

Asp Gly

Pro Arg Leu

50

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr Gln Phe

<210>
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh

29

tgacccagac
ggtctagtca
ggccaggcca
cagacagatt
gagctgagga

aagggacacg

21857

Trinh tyu nhan tao

teccactctcece
aagcctcgta
gcctccaaga
cagtggcagt
tgtcggggtt

actggagatt

Trinh tu nhadn tao

tcacctgtca
cacagtgatg
ctcctaattt
ggggcaggga
tattactgca

aaa

M8 ta trinh tu nh8n tao: Polynucleotit tdng hop

ccecttggaca
gaaacaccta
ataagacttc
cagatttcac

tgcaagctac

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Thr
5

Met

Ser Ile

20

Thr Tyr

Leu Ile
Ser

Gly

Ala
85

Gly

Pro Thr

100

ty nhan

Gln Thr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Pro

Cys Arg

Ser Trp

40

Lys Thr

55

Gly Ala

val

Asp

Gly Gln

tao

Leu Ser Ser
10

Ser Ser Gln

25

Leu Gln Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Val
920

Gly Tyr

Gly Thr

105

Arg

- 221 -

Pro Val Thr

Val
30

Ser Leu

Pro
45

Arg Gly

Phe
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Met

Glu Ile

110

Leu

gceggectece
cttgagttgg
taaccgctte
actgaaaatc

gcaatttcca

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Ala

60

120

180

240

300

333



<220>

21857

<223> M8 ta trinh tu nhln tao: Polynucleotit tdéng hop

<400> 29
caggtgcagce

tcctgtgtag
ccaggcaagg
gcagccteccg
ctgcaaatga
agcagctcgt
<210>
<211>

<212>
<213>

30
118
PRT
Trinh

<220>
<223> MO ta
<400> 30
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

His
35

Gly Met

Ala
50

Gly Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Thr
115

Leu Val

<210>
<211> 333
<212> ADN
<213> Trinh

31

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

attttgacta

tgggggaggc
caccttcagt
ggtgggagct
attcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

tu nhin tao

gtggtccagc
agctatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtat

ggaaccctgg

ctgggaggte
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
tttactgtge

tcaccgtctce

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Leu Val Glu Ser Gly Gly

5

Leu Ser

20

Trp Val

Trp Tyr
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Arg Ser

100

Val Ser

ty nhin

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

Val Ala

Gln Ala

40

Gly Ser

55

Ser Arg

Ala

Arg

Ser Tyr

Ser

tao

Gly Vval
10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Phe
105

Asp Tyr

- 222 -

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Ala

60

Lys Asn Thr

Ala Val Phe

Gln
110

Trp Gly

cctgagactc
ccgceccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagggagyg

ctca

Gly
15

Arg

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

60

120

180

240

300

354



<220>

21857

<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Polynucleotit tdng hop

<400> 31
gatattgtga tgacccagac tccactctce tcacctgtca cccttggaca gececggectcece
atctcctgeca ggtctagtca aagecctcgta cacagtgatg gaaacaccta cttgagttgg
cttcagcaga ggccaggcca gcctccaaga ctcctaattt ataagacttce taaccgctte
tctggggtcce cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga cagatttcac actgaaaatc
agcagggtgg gagctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaagctac gcaatttcca
accttcggcc aagggacacg actggagatt aaa
<210> 32
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nh8n tao
<220>
<223> MB ta trinh ty nhin tao: Polypeptit tdéng hop
<400> 32
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro
35 40 45
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys TIle
65 70 75 80
Ser Arg Val Gly Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95
Thr Gln Phe Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 33
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

- 223 -

60

120

180

240

300

333



<400> 33
caggtgcagc

tcctgtgcecag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
agcagctcgt
<210>
<211>

<212>
<213>

34
118
PRT
Trinh

<220>

<223> M6 ta
<400> 34
Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

His
35

Gly Met

Ala Ala

50

Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Val Thr

115

Leu

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

35
333
ADN
Trinh

<220>

<223> M8 ta

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

actttgacta

21857

tgggggaggc
cacctteagt
ggtggcaget
attcaccatc
agccgaggac

ttggggccag

ty nhdn tao

gtggtccagc
agctatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt

ggaaccctgg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

tcaccgtcte

trinh tu nhln tao: Polypeptit téng hop

Leu
5

Leu Ser

20

Trp Val

Trp Tyr
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Arg Ser

100

Val Ser

tu nhén

trinh ty nhin tao:

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Ser

55

Ser Arg

Ala

Arg

Ser Tyr

Ser

tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val val Gln

10

Sexr Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Phe
105

Asp Tyr

Polynucleotit

- 224 -

Pro

Thr Phe Sexr

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gln
110

Trp Gly

téng hop

cctgagactc
ccgeccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagggagg

ctca

Gly
15

Arg

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

60

120

180

240

300

354



<400> 35
gatattgtga

ttctecctgea
cttcagcaga
tctggggtcce
agcagggtgg
accttcggcce
<210>
<211>

<212>
<213>

36
111
PRT
Trinh

<220>
<223> MO ta
<400> 36
Asp Ile Val
1

Gln Pro Ala

Asn
35

Asp Gly

Pro Arg Leu

50

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr Gln Phe

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

37
363
ADN
Trinh

<220>

<223> M6 ta

<400> 37

tgacccagac
ggtctagtca
ggccaggcca
cagacagatt
aagctgagga

aagggacacg

21857

tccactctce
aagcctcgta
gcctccaaga
cagtggcagt
tgtcggggtt

actggagatt

tu nhin tao

tcacctgtca
cacagtgatg
ctcctaattt
ggggcaggga
tattactgca

aaa

cccttggaca
gaaacacgta
ataagatttc
cagatttcac

tgcaagctac

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Met Thr Gln Thr Pro Leu

5

Ser Phe

20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro Thr

100

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Cys Arg

Ser Trp

40

Lys Ile

55

Gly Ala

Val

Asp

Gly Gln

tu nhin tao

Ser Ser
10

Ser Ser Gln

25

Leu Gln Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Val
90

Gly Tyr

Gly Thr

105

Arg

Pro Val Thr

Val
30

Ser Leu

Pro
45

Arg Gly

Phe
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Met

Glu Ile

110

Leu

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

gceggectee
cttgagttgg
taaccggttce
actgaaaatc

acaatttcca

Leu
15

Gly
His Ser
Gln Pro
Val

Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ala

Lys

caggtgcagce tggtggagtc tgggggaggc ttggtcaage ctggagggte cctgagactce

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt gactactaca tgagctggat ccgccaggcet

- 225 -

60

120

180

240

300

333

60

120



ccagggaagg ggctggagtg

tcagecectcectg tgaagggeccg
ctgcaaatga acagcctgag

agtggctggt tcggagtcca

tecg

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

38
121
PRT
Trinh

<220>

<223> MO ta
<400> 38
Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Met Ser

35

Tyr

Ser Tyr Ile

50

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gln Thr

115

Gly

<210> 39
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> MO ta

<400> 39

gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtcegtca cccctggaca gececggectec

21857

gatttcatac
attcaccatc
agccgaggac

ctttgactac

tuy nhén tao

attactagta gtggtagtac
tccagggaca acgccaagaa
acggccgtgt attactgtge

tggggccagg gaaccctggt

trinh tu nhln tao: Polypeptit tdng hop

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Phe
100

Leu

5

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Val

Cys Ala Ala

Gln Ala

40

Arg

Ser Gly Ser

55

Ile
70

Ser Arg

Leu Arg Ala

Gly Trp Phe

Thr Val Ser

120

tu nhdn tao

Pro
10

Phe Thr Phe Ser

30

Ser
25

Gly

Leu Glu

45

Pro Gly Lys Gly

Thr Ile Tyr Tyr Ser Ala

60

Ala
75

Asp Asn Lys Asn Ser

Glu Asp Thr Ala Val

90

Tyr

Gly Val His Phe

105

Asp Tyr

110

Ser

trinh tyu nhin tao: Polynucleotit tdéng hop

- 226 -

catatactac
ctcactgtat
gagagatttc

caccgtctce

Gly
15

Gly

Asp Tyr

Trp Ile

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

Trp Gly

180

240

300

360

363

60



21857

atctcctgta agtctagtca gagcctcctg catagtgatg gaaagaccta tttgtattgg 120
tacctgcaga agccaggcca gcctccacag ctcctgatcect atgaagtttce caaccggttce 180
tctggagtge caaataggtt cagtggcagc gggtcaggga cagatttcac actgaaaatc 240
agccgggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaaagtat acaacttacg 300
tggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa 336
<210> 40
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop
<400> 40
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asn Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
85 90 95
Ile Gln Leu Thr Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 41
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhin tao
<220>
<223> M8 ta trinh tyu nhan tao: Polynucleotit tdng hop
<400> 41
gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage agctatgcca tgagctgggt ccgccaggcet 120
ccagggaagg ggctggactg ggtctcagat attagtggta gtggtggtag cacatactac 180

- 227 -



21857

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcaaatge acagcctgag cgccgaggac acggccatat attactgtge gaaacggcgg

tggcaggggt acttcgatct ctggggccgt ggcaccctgg tcactgtctc ctca

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

<220>
<223>

<400>

42
118
PRT
Trinh

MO ta

42

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser Asp Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Lys Arg

Leu Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

115

43
324

Trinh

MG ta

43

tu nhin tao

trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop

Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15

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

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Val
40 45

Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80

His Ser Leu Ser Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95

Arg Trp Gln Gly Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110

Val Ser Ser

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc

ctctcctgea gggccaggca gegtgttgac agcaggtact tagcctggta ccagcagaaa

cctggecagg ctecccaggcet cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca

- 228 -

240

300

354

60

120

180



21857

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccget cactttegge

ggagggacca aggtggagat caaa

<210> 44
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nh8n tao
<220>
<223> M8 ta
<400> 44
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100
<210> 45
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> M6 ta
<400> 45
gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggce

tcctgtgecag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt
gcagactcecg tgaagggccg gttcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

Gly Thr
10

Leu

Ala
25

Arg Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

val
105

Glu Ile

ttggtacagce
cgctatgcecca
attagtggga
tccagagaca

acggccgtat

- 229 -

trinh ty nhln tao: Polypeptit tdng hop

Ser Leu Ser

Arg Val Asp

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

Lys

trinh ty nhan tao: Polynucleotit tdng hop

ctggggggtce
tgaactgggt
gtggtggtag
attccaagaa

attactgtgce

Pro
15

Gly
Ser Arg
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser
95

Pro

cctgagactce
ccgccaggcet
gacétactac
cacactatat

gaaagatcgc

240

300

324

60

120

180

240

300



21857

gatttttgga gtggtccatt tgactactgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctcctca

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

46
120
PRT
Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 46
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Asn

35

Ser Gly Ile

50

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Thr Leu

115

Gly

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

47
321
ADN
Trinh

<220>

<223> M6 ta

<400> 47
gaaatagtga

ctctcectgea
ggccaggctce
aggttcagtg

gaagattttg

tu nhén tao

trinh ty nh8n tao: Polypeptit tdng hop

Leu Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Gly
Thr

Phe

Ser
85

Asn

Arg
100

Asp

Val Thr

tu nhén

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Phe

Val

Glu Ser Gly Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly
55

Gly
Ser Arg
Arg Ala
Ser

Trp

Ser
120

Ser

tao

Gly Leu
10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Arg Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Gly Pro Phe

105

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Asp Tyr Trp

110

trinh ty nhln tao: Polynucleotit tdéng hop

tgacgccgte
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggtc

cagtttatta

ttcagccacc
gagtgttagt
catctatggt
tgggacagaa

ctgtcaccag

ctgtctgtgt
agaaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tatagtaact

- 230 -

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg

ccatcagcag

ggatgtgcag

Gly
15

Gly

Arg Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gln

gagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcce
cctgcagtcet

ttttggccag

360

60

120

180

240

300



21857

gggaccaagc tggagatcaa a

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

48
107
PRT
Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 48
Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Gly
50

Tyr Ala

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Ser Phe Gly

<210> 49
<211> 351
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 49
caggtgcagc

acctgcactg
gccgggaagg
ccecteectea
aagctgagct

tatggctacc

ty nhén tao

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Met Thr
5

Thr
20

Leu

Tyr Gln

Ser Thr

Thr

Gly

Val
85

Ala

Gln
100

Gly

ty nhén

Pro

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Ser Ser
Cys

Arg

Pro
40

Lys

Ala Thr

55

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

tao

Ala Thr Leu
10

Ala
25

Ser Gln

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Ile
75

Leu Thr

Gln
90

His Tyr

Glu
105

Ile Lys

Ser Val Ser

Val Ser

30

Ser

Pro Arg Leu

45

Ala
60

Arg Phe

Ser Ser Leu

Ser Asn Trp

trinh ty nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccge

ttgactactg

gggcccagga

ctccatcaga
gattggacgt
caccatatca
cgcggacacg

gggccaggga

ctggtgaagc
agttactact
atttatatca
gtggacacgt
gccgtgtatt

accctggtca

- 231 -

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaggac
ccaagaacca
tctgtgcgag

ccgtetecte

Pro
15

Gly

Arg Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Met
95

Cys

cctgteccte
ccggcagecc
caccttcaac
gttctcectg
agatagatat

a

321

60

120

180

240

300

351



21857

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Thr

Glu

Tyxr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Leu

<210> 50
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> MO ta trinh tuy nhin tao: Polypeptit tdng hop
<400> 50
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Arg
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Thr Phe Asn Pro Ser
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe
85 90
Arg Asp Arg Tyr Tyr Gly Tyr Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 51
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Polynucleotit tdng hop
<400> 51
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga
ctctectgeca gggccagtca gagtgttage cgcagttact tagectggta
cctggccagg ctcccaggct cctcatctat gatgcatcca gcagggccac
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gttcaccgag
caagggacac gactggagat taaa

- 232 -

aagagccacc
ccaacagaaa
tggcatccca
cagactggag

caccttecgge

60

120

180

240

300

324



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

52
108
PRT

<220>

<223> M6 ta
<400> 52
Glu Ile Vval

1

Glu Arg Ala

Leu Ala
35

Tyr

Ile Tyr

50

Asp

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Ser Thr Phe

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

53
342
ADN
Trinh

<220>

<223> M6 ta

<400> 53
caggtgcagce

acctgcactg
ccagggaagg
ctctcectea
aagctgagtt
tttgactact
<210>

<211>
<212>

54
114
PRT

21857

Trinh ty nh8n tao

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Thr
5

Leu

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly Gln

100

ty nhén

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr

Tyr

Thr Arg

tao

Ala

Thr
10

Gly Leu

Ser Gln

25

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Leu Glu

105

Ile

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

Lys

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdéng hop

tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac

tctectggegg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgce

ggggccaggg

ctccatcegt
gattgggtat
caccatatca
tgcggacacg

aaccctggtce

<213> Trinh tu nhdn tao

cattactact
atctattaca
agagacacgt
gccgtgtatt

accgtctect

- 233 -

ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaatca
attgtgcggc

ca

Pro
15

Gly
Arg Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser Pro

95

cctgtececte
ccggcagecc
caactacaac

ggtctcecctg

gggtatgggc

60

120

180

240

300

342



<220>
<223> M6 ta

<400> 54
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Gly Tyr Ile

50

Ser Val

65

Arg

Lys Leu Ser

Ala Gly Met

Ser Ser

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

55
321
ADN
Trinh

<220>
<223>

<400> 55
gacatccaga

atcacttgcce
gggaaagccc
aggttcagcg
gaggattctg

gggaccaagg

<210>
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

56

21857

trinh ty nhin tao: P

Leu Gln Glu
5

Ser Gly

Leu Thr Thr Val

20

Cys

Ile Gln Pro

40

Trp Arg

Tyr Tyr Ser Gly Ser

55

Thr Ile Ser

70

Arg Asp

Val
85

Ser Thr Ala Ala

Gly Phe

100

Asp Tyr Trp

tu nhdn tao

tgacccagtc tcecttectec
gggcaagtca ggccattaga
ctaagcgcct gatctattcet
gcagtggatc tgggacagaa
caacttatta ctgtctacag

tggaaatcaa a

ty nhin tao

olypeptit tdng hop

Pro Gly Leu Val Pro

10

Lys

Ser Ser Ile

25

Gly Gly Arg

30

Leu Glu

45

Pro Gly Lys Gly

Thr Asn Leu Ser

60

Asn Tyr

Thr Ser Lys Asn Gln Val

75

Thr
90

Asp Ala Val Tyr Tyr

Gln Val

110

Gly Thr Leu

105

Gly

M6 ta trinh ty nhin tao: Polynucleotit téng hop

ctgtctgcat ctataggaga
aatgatttag gctggtatca
gcatccagtt tgcaaagtgg
ttcactctca caatcagcag

cataatagtt tccctccecgac

- 234 -

Ser Glu

15

His Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

Thr Val

cagagtcacc
gctgaaaccg
ggtcccatca
cctgcagect

gttcggccaa

60

120

180

240

300

321



<220>

<223> M6 ta

<400> 56

21857

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg

Leu Gly

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 57
<211> 15

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ser

Gly

<212> ADN
<213> Trinh

<220>

<223> MO ta

<400> 57

agaaatgcta taagc

<210> 58
<211l> 5

<212> PRT
<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> MJ

<400> 58

ta

Arg Asn Ala

1

<210> 59
<211> 48
<212> AD
<213> Tr

N
Inh

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

5

Tle

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ty nhén

Gln

Thr

Leu

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Leu Gln

90

Glu Ile
105

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Phe

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Ile Ser
5
ty nhdn tao

- 235 -

Ile

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Pro



21857

<220>
<223> M6 ta trinh tu nh&n tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 59
gtaatatgga ctggtggagg cacaaattat aattcagctc tcaaatcc

<210> 60

<211l> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhldn tao: Peptit tdng hop

<400> 60
Val Ile Trp Thr Gly Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 61

<211l> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 61
agtggttacg acgggtttga ttac

<210> 62

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop

<400> 62
Ser Gly Tyr Asp Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M& ta& trinh tu nh8n tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 63
agtgccagcet caagtgtaaa ttacatgcac

<210> 64

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
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<223>

<400>

21857

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

64

Ser Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

65

21

ADN

Trinh ty nhin tao

M6 ta trinh ty nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

65

gacacatcca aactggctte t 21

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

<220>
<223>

<400>

66

7

PRT

Trinh tu nh8n tao

M6 ta trinh tyu nhdn tao: Peptit tdng hop

66

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

67

27

ADN

Trinh tuy nhin tao

M6 ta trinh tu nhidn tao: Oligonucleotit tdng hop

67

cagcagtgga gtggtaaccc gtacacg 27

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

<220>
<223>

<400>

68

9

PRT

Trinh ty nhin tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

68

Gln Gln Trp Ser Gly Asn Pro Tyr Thr

1

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

<220>

5

69

15

ADN

Trinh ty nhin tao
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<223>

<400>

21857

M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

69

gactactata taaac 15

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

<220>
<223>

<400>

70

5

PRT

Trinh tu nh8n tao

M6 ta trinh tu nhln tao: Peptit tdng hop

70

Asp Tyr Tyr Ile Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

71

51

ADN

Trinh ty nh8n tao

A

M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

71

aagattggtc ctcgaagtgg taatacttac tacaatgaga agttcaaggg c 51

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

<220>
<223>

<400>

72

17

PRT

Trinh ty nhdn tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

72

Lys Ile Gly Pro Arg Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

73

12

ADN

Trinh tu nhin tao

M8 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

73

tgggatgectt ac 12

<210>
<211>
<212>

74
4
PRT
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21857

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 74
Trp Asp Ala Tyr
1

<210> 75

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 75
aagtcaagtc agagcctctt atatagtaat ggaaagacat atttgaat

<210> 76

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 76
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15

<210> 77

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 77
caggtgtcca aactggaccc t

<210> 78

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 ta& trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 78
Gln Val Ser Lys Leu Asp Pro
1 5

<210> 79
<211> 27
<212> ADN
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21857

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 t& trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 79
ttgcaaggta catattatcc gtacacg

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 80
Leu Gln Gly Thr Tyr Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 81

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M8 ta& trinh tu nhén tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 81
ggctactgga tgtac

<210> 82

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 82
Gly Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 83

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 83
aggattcatc cttctgatag taatactaac tacaatcaaa agttcaaggg c

<210> 84

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao
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21857

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 84
Arg Ile His Pro Ser Asp Ser Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 85

<211> 12

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tuy nhén tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 85
gcccttgett ac 12

<210> 86

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 86
Ala Leu Ala Tyr
1

<210> 87

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>
<223> M® ta trinh ty nh8n tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 87
aagtcaagtc agagcctctt atatagtaat ggaaaaacct atttgagt 48

<210> 88

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 88
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21857

89

21

ADN

Trinh ty nh8n tao

M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

89

ctggtgtcte aactggacte t

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

<220>
<223>

<400>

90

PRT

Trinh ty nh8n tao

M& ta trinh ty nhin tao: Peptit téng hop

90

Leu Val Ser Gln Leu Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

91

24

ADN

Trinh ty nhin tao

M& ta trinh tu nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

91

gtgcaaggta cacatttatt cacg

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

<220>
<223>

<400>

92

8

PRT

Trinh tu nh8n tao

M8 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

92

Val Gln Gly Thr His Leu Phe Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

93

15

ADN

Trinh tu nhén tao

M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

93

gactactata taaac

<210>

94
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh

M& ta

94

Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

95

51
ADN
Trinh

95

21857

tu nhén tao
trinh tyu nhin tao: Peptit tdng hop

Ile Asn
5

ty nhén tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit téng hop

aagattggtc ctagaagtgg tagtacttac tacaatgaga agttcaaggg c 51

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

<220>
<223>

<400>

96

17
PRT
Trinh

M3 ta

96

ty nhidn tao

trinh ty nhin tao: Peptit téng hop

Lys Ile Gly Pro Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

97

12
ADN
Trinh

M& ta

97

5 10 15

tuy nhan tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit téng hop

tgggatgett ac 12

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

<220>

o8

4

PRT
Trinh

tu nhan tao

<223> M& ta trinh ty nhin tao: Peptit téng hop

<400>

98

Trp Asp Ala Tyr
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

99

48
ADN
Trinh

M& ta

99

21857

ty nhin tao

trinh tyu nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

aagtcaagtc agagcctctt atatagtaat ggaaagacat atttgaat 48

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

<220>
<223>

<400>

100
15
PRT
Trinh

M3 ta

100

Lys Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

101
21

Trinh

A

MO ta

101

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu
5 10 15

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

caggtgtcca aactggaccce t 21

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

<220>
<223>

<400>

102

PRT

Trinh

MO ta

102

Gln Val Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

103
27

Trinh

M8 ta

103

tuy nhdn tao

trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop

Lys Leu Asp Pro
5

ty nhén tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit téng hop

ttgcaaggta catattatcc gtacacg 27
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21857

<210> 104

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 104
Leu Gln Gly Thr Tyr Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 105

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nhi3n tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 105
ggttactact ggagc

<210> 106

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 106
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 107

<211l> 45

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 107
gaaatcaatc atcgtggaaa caccaacgac aacccgtccc tcaag

<210> 108

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 108
Glu Ile Asn His Arg Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21857

109

33

ADN

Trinh ty nhédn tao

M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

109

gaacgtggat acacctatgg taactttgac cac 33

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

<220>
<223>

<400>

110

11

PRT

Trinh ty nhin tao

M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

110

Glu Arg Gly Tyr Thr Tyr Gly Asn Phe Asp His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

111

33

ADN

Trinh tu nhin tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit téng hop

111

agggccagtc agagtgttag cagaaactta gcc 33

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

<220>
<223>

<400>

112

11

PRT

Trinh ty nhdn tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

112

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn Leu Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

113

21

ADN

Trinh tu nh8n tao

M8 ta trinh tu nhidn tao: Oligonucleotit tdng hop

113

ggtgcatcca ccagggccac t 21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

114

7

PRT
Trinh

M6 ta

114

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

115
27
ADN
Trinh

M& ta

115

21857

ty nhin tao
trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Thr Arg Ala Thr
5

ty nhan tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

cagcagtata aaacctggecc tcggacg 27

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

<220>
<223>

<400>

116

9

PRT
Trinh

M8 ta

116

Gln Gln Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

117
15
ADN
Trinh

MO ta

117

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Lys Thr Trp Pro Arg Thr
5

tu nhin tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

gactgctaca tgagc 15

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

<220>

118

5

PRT
Trinh

ty nhin tao

<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400>

118

Asp Cys Tyr Met Ser

1

5
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21857

<210> 119

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 119
tacattacta ctagtggtaa taccatttac tacgcagact ctgtgaaggg c

<210> 120

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tyu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 120
Tyr Ile Thr Thr Ser Gly Asn Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 121

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhadn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 121
gactggggat ggttctacgg tatggacgtc

<210> 122

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 122
Asp Trp Gly Trp Phe Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 123

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tyu nhan tao: Oligonucleotit tdng hop
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21857

<400> 123
aagtctagtc agagcctcect gcataatgat ggaaagacct atttg

<210> 124

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 124
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Asn Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210> 125

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 125
gaagtttcca accggttcte t

<210> 126

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tyu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 126
Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 127

<211l> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 127
atgcaaagta tacagcttcc tcggacg

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 128
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21857

Met Gln Ser Ile Gln Leu Pro Arg Thr
1 5

<210> 129

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhidn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 129
agctatggeca tgcac 15

<210> 130

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tyu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 130
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 131

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 131
gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagact ccgtgaaggg c 51

<210> 132

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 132
Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 133

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao

- 250 -



<220>

<223> M6 ta trinh ty nhin tao:

<400>

133

gggaggagca gctcgtactt tgactat

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

<220>
<223>

<400>

134

PRT

Trinh

M& ta

134

Gly Arg Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

135
48

Trinh

MS ta

135

tuy nhén tao

trinh ty nhan tao:

21857

Oligonucleotit tdéng hop

Peptit tdng hop

Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr

5

ty nhin tao

trinh ty nhin tao:

Oligonucleotit téng hop

aggtctagtc aaagcctcgt acacagtgat ggaaacacct acttgagt

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

<220>
<223>

<400>

136
16
PRT
Trinh

M6 ta

136

Arg Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

137
21
ADN
Trinh

M& ta

137

ty nhdn tao

trinh ty nhin tao:

Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser

5

tu nhén tao

trinh ty nhin tao:

aagacttcta accgcttctc t

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

<220>

138

7

PRT
Trinh

tu nhin tao

Peptit tdng hop

10

Oligonucleotit tdéng hop
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21857

<223> M8 ta trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop

<400> 138
Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 139

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 139
atgcaagcta cgcaatttcc aacc 24

<210> 140

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop

<400> 140
Met Gln Ala Thr Gln Phe Pro Thr
1 5

<210> 141

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 141
agctatggca tgcac 15

<210> 142

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nh@n tao: Peptit tdng hop

<400> 142
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 143

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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21857

<223> M8 ta trinh tu nh8n tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 143
gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagcct ccgtgaaggg c

<210> 144

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 144
Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Ala Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 145

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhadn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 145
gggaggagca gctcgtattt tgactac

<210> 146

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 146
Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 147

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 147
aggtctagtc aaagcctecgt acacagtgat ggaaacacct acttgagt

<210> 148
<211> 16
<212> PRT
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21857

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhln tao: Peptit tdng hop

<400> 148
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

<210> 149

<211s> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 149
aagacttcta accgcttcte t

<210> 150

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Peptit tdng hop

<400> 150
Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhén tao: Oligonucleotit téng hop

<400> 151
atgcaagcta cgcaatttcc a

<210> 152

<211l> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 152
Met Gln Ala Thr Gln Phe Pro Thr
1 5

<210> 153
<21l1l> 15
<212> ADN

- 254 -



21857

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 tad trinh ty nhén tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 153
agctatggca tgcac 15

<210> 154

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhln tao: Peptit tdéng hop

<400> 154
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 155

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 tad trinh ty nhén tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 155
gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagact ccgtgaaggg c 51

<210> 156

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdéng hop

<400> 156
Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 157

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 157
gggaggagca gctcgtactt tgactat 27
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<210> 158

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Peptit tdng hop

<400> 158
Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 159

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 159
aggtctagtc aaagcctcgt acacagtgat ggaaacacgt acttgagt

<210> 160

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 160
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

<210> 161

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 161
aagatttcta accggttecte t

<210> 162

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 162
Lys Ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 5
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<210>
<211>
<212>

163
24
ADN

21857

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> M& ta trinh tuy nh8n tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400>

163

atgcaagcta cacaatttcc aacc

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

<220>
<223>

<400>

164

PRT

Trinh

M8 ta

164

Met Gln Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

165
15
ADN
Trinh

MG ta

165

tu nh8n tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Thr Gln Phe Pro Thr
5

ty nhén tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

gactactaca tgagc

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

<220>
<223>

<400>

166

5

PRT
Trinh

M6 ta

166

Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

tacattacta gtagtggtag taccatatac tactcagcct ctgtgaaggg c

<210>

167
51
ADN
Trinh
M6 ta

167

168

ty nhdn tao

trinh tu nh8n tao: Peptit tdng hop

Met Ser

ty nhdn tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop
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<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhidn tao: Peptit tdng hop

<400> 168
Tyr Ile Thr Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ser Ala Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 169

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tyu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 169
gatttcagtg gctggttcgg agtccacttt gactac 36

<210> 170

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 170
Asp Phe Ser Gly Trp Phe Gly Val His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 171

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tuy nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 171
aagtctagtc agagcctcct gcatagtgat ggaaagacct atttgtat 48

<210> 172

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 172
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr

- 258 -



<210> 173
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M8 ta

<400> 173

21857

tu nhén tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit téng hop

gaagtttcca accggttete t 21

<210> 174
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 174
Glu Vval Ser
1

<210> 175
<211l> 27
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> MO ta

<400> 175

tu nhén tao

trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop

Asn Arg Phe Ser
5

ty nhin tao

trinh tu nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

atgcaaagta tacaacttac gtggacg 27

<210> 176
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 176
Met Gln Ser
1

<210> 177
<211l> 15
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 177

ty nhén tao

trinh ty nhln tao: Peptit tdng hop

Ile Gln Leu Thr Trp Thr
5

tu nhan tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

agctatgcca tgagce 15
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<210> 178

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 178
Ser Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 179

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 179
gatattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg ¢ 51

<210> 180

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tyu nhln tao: Peptit tdng hop

<400> 180
Asp Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 181

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 ta trinh tuy nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 181
cggcggtgge aggggtactt cgatcte 27

<210> 182

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220> )
<223> M6 ta trinh tu nhidn tao: Peptit tdng hop
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<400>

21857

182

Arg Arg Trp Gln Gly Tyr Phe Asp Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

5

183

36

ADN

Trinh ty nhin tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

183

agggccaggce agcgtgttga cagcaggtac ttagcc 36

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

<220>
<223>

<400>

184

12

PRT

Trinh ty nhin tao

A

M8 ta trinh ty nhidn tao: Peptit tdng hop

184

Arg Ala Arg Gln Arg Val Asp Ser Arg Tyr Leu Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

185
21

Trinh ty nhén tao

M8 ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

185

ggtgcatcca gcagggccac t 21

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

<220>
<223>

<400>

186

PRT

Trinh ty nhidn tao

M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

186

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

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

<220>
<223>

5

187

27

ADN

Trinh ty nhin tao

M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop
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21857

<400> 187
cagcagtatg gtagctcacc gctcact

<210> 188

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M& tad trinh ty nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 188
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Thr
1 5

<210> 189

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> M® ta& trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 189
cgctatgcca tgaac

<210> 190

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> M8 tad trinh tu nhldn tao: Peptit tdéng hop

<400> 190
Arg Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 191

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit téng hop

<400> 191
ggtattagtg ggagtggtgg taggacatac tacgcagact ccgtgaaggg c

<210> 192

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop
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21857

<400> 192
Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 193

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 193
gatcgcgatt tttggagtgg tccatttgac tac

<210> 194

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhldn tao: Peptit tdng hop

<400> 194
Asp Arg Asp Phe Trp Ser Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 195

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 195
agggccagtc agagtgttag tagaaactta gcc

<210> 196

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhédn tao: Peptit tdng hop

<400> 196
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 197

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>

<400>

21857

M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

197

ggtgcatcca ccagggccac t 21

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

<220>
<223>

<400>

198

7

PRT

Trinh ty nhén tao

M& ta trinh tu nhln tao: Peptit tdéng hop

198

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

199

27

ADN

Trinh ty nhin tao

M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

199

caccagtata gtaactggat gtgcagt 27

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

<220>
<223>

<400>

200

9

PRT

Trinh ty nhin tao

M8 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

200

His Gln Tyr Ser Asn Trp Met Cys Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

201

15

ADN

Trinh tu nhén tao

M& ta trinh ty nh8n tao: Oligonucleotit téng hop

201

agttactact ggagc 15

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

202

5

PRT

Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>

<400>

M6 ta

202

Ser Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

203
48
ADN
Trinh

MS ta

203

21857

trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop

Trp Ser
5

ty nhdn tao

trinh ty nh8n tao: Oligonucleotit tdng hop

cgtatttata tcagtgggag gaccacctte aacccctecc tcaagagt

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

<220>
<223>

<400>

204
16
PRT
Trinh

M8 ta

204

Arg Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

205
27
ADN
Trinh

MS ta

205

tu nhén tao

trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

Ile Ser Gly Arg Thr Thr Phe Asn Pro Ser Leu Lys Ser
5 10 15

ty nhin tao

trinh ty nh8n tao: Oligonucleotit tdng hop

gatagatatt atggctacct tgactac

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

<220>

206

9

PRT
Trinh

tuy nhin tao

<223> M8 ta trinh ty nhln tao: Peptit tdng hop

<400>

206

Asp Arg Tyr Tyr Gly Tyr Leu Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

207
36
ADN

5

<213> Trinh tuy nhdn tao
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<220>

21857

<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400>

207

agggccagtc agagtgttag ccgcagttac ttagcc 36

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

208

12

PRT

Trinh tuy nhan tao

M8 t& trinh ty nhin tao:

208

5

209

21

ADN

Trinh tyu nh8n tao

M6 ta trinh ty nhdn tao:

209

gatgcatcca gcagggccac t

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

<220>
<223>

<400>

210

7

PRT

Trinh ty nhin tao

M8 ta trinh ty nhdn tao:

210

Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

211

27

ADN

Trinh ty nh8n tao

M6 ta trinh tu nhén tao:

211

cagcagtatg gtagttcacc gagcacc

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

<220>

212

9

PRT

Trinh ty nhdn tao

Peptit tdng hop

Gln Ser Val Ser Arg Ser Tyr Leu Ala

10

Oligonucleotit téng hop

21

Peptit tdng hop

Oligonucleotit tdng hop

27
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21857

<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 212
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Ser Thr
1 5

<210> 213

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 213
cattactact ggagc

<210> 214

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhi8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhidn tao: Peptit tdng hop

<400> 214
His Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 215

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 215
tatatctatt acagtgggag caccaactac aacctctccc tcaagagt

<210> 216

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M& ta trinh tuy nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 216
Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Leu Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 217

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
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21857

<223> M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400>

217

ggtatgggct ttgactac 18

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

<220>
<223>

<400>

218

PRT

Trinh

MO ta

218

Gly Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

219
33

Trinh

M6 ta

219

ty nhdn tao

trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

Phe Asp Tyr
5

ty nhin tao

trinh ty nhan tao: Oligonucleotit téng hop

cgggcaagtc aggccattag aaatgattta ggc 33

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

<220>
<223>

<400>

220
11
PRT
Trinh

M6 ta

220

Arg Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

221
21
ADN
Trinh

N

M6 ta

221

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Gln Ala Ile Arg Asn Asp Leu Gly
5 10

ty nh8n tao

trinh tu nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

tctgcatcca gtttgcaaag t 21

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

<220>
<223>

222

7

PRT
Trinh

MS ta

tu nhin tao

trinh tu nhin tao: Peptit téng hop
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<400> 222
Ser Ala Ser
1

<210> 223
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 223

21857

Ser Leu Gln Ser
5

tu nhin tao

trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

ctacagcata atagtttccc tccgacg 27

<210> 224
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 224
Leu Gln His
1

<210> 225
<211> 30
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 225
Ile Leu Val
1

Ala Pro Asp

<210> 226
<211> 25
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 226
Phe Ala His
1

Val Thr Leu

<210> 227
<211l> 3222
<212> ADN
<213> Nguoi

tuy nhdn tao

trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

Asn Ser Phe Pro Pro Thr
5

hién dai

Asp Leu Phe Asn Asp Gln Tyr Leu Glu Asp Asn Val Thr
5 10 15

Tyr Met Lys Asn Val Leu Val Leu Thr Leu Ser
20 25 30

hién dai

Ala Phe Arg Asn Leu Thr Phe Glu Gly Tyr Asp Gly Pro
5 10 15

Asp Asp Trp Gly Asp Val
20 25

hién dai
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<400> 227
atgaagacgt

tcctttagtt
atgatgggca
gggctggaaa
actttcatgt
gaaggcctcg
gggccctcat
atgatctcag
atgtctccag
cccttcaaaa
gactgtttct
ggctttaagg
aggaaaagca
gaccgagcag
tttgaggaca
cctgggaatt
tttgctcttg
gaaaatggag
gaagggtatg
cttctgtata
gtaaataaga
cctaatgata
ggagctgtgg
tatgaacttc
accaatgaga
cagagactac
aatgatggta
tattacaacc
atagaatact
gatggcacat

atgtcatatc

tgctgttgga
cccaggtgag
actcagcctt
tagtgagagg
attcggatgg
acctactcag
gtacatactc
ctggaagttt
ctagaaagtt
cttattcctg
ggtaccttaa
tggtgttaag
atgtgattat
tggctgaaga
atgtcacagce
cccttetaaa
cctatttgaa
aaaatattac
acggtccagt
cctectgtgga
cctatcectgt
ttacaggccg
tgctgctcct
gtcagaaaaa
ccaatcatgt
gacagtgcaa
atttcactga
tgaccaagtt
gtgagagagg
tcatggattg

tgcactccag

21857

cttggetttg
tcagaactgc
tgcagagccc
acgtctgcaa
tctgattcat
gaaaatttca
caccttccag
tggattgtca
gatgtacttc
gagcacttcg
tgctctggag
acaagataag
tatgtgtggt
cattgtcatt
ccctgactat
tagctcttte
tggaatcctg
cacccccaaa
gaccttggat
caccaagaaa
ggatatgagce
gggccctcag
gctcgtcget
atggtcccac
tagcctcaag
atacgacaaa
aaaacagaag
ctacggcaca
atcccteegg
ggagtttaag

taagacagaa

tggtcactgc
cacaatggca
ctgaaaaact
aatgctggcce
aactcaggcg
aatgcacaac
atgtaccttg
tgtgactata
ttggttaact
tatgtttaca
gctagegttt
gagtttcagg
ggtccagagt
attctagtgg
atgaaaaatg
tccaggaatc
ctctttggac
tttgctcatg
gactgggggg
tacaaggttc
cccacattca
atcctgatga
ctcctgatge
attcctecctg
atcgatgatg
aagcgagtga
atagaattga
gtgaaacttg
gaagttttaa
atctctgtet

gtccatggtce

- 270 -

tctteccagece
gctatgaaat
tggaagatgc
taaatgtgac
actgccggag
ggatgggctg
acacagaatt
aagaaacctt
tttggaaaac
agaatggtac
cctatttcectce
atatcttaat
tcctectacaa
atcttttcaa
tccttgttet
tatcaccaac
atatgctgaa
ctttcaggaa
atgttgacag
ttttgaccta
cttggaagaa
ttgcagtctt
tcagaaaata
aaaatatctt
acaaaagacg
ttctcaaaga
acaagttgct
ataccatgat
atgacacaat
tgtatgacat

gtctgaaatc

cgggtggctg
cagcgtcctg
ggtgaatgag
tgtgaacgct
tagcacctgt
tgtcctcata
gagctacccce
aaccaggctg
caacgatctg
agaaactgag
ccacgaactc
ggaccacaac
gctgaagggt
tgaccagtac
gacgctgtct
aaaacgagac
gatatttctt
tctcactttt
taccatggtg
tgatacccac
ctctaaactt
caccctcact
tagaaaagat
tcctectggag
agatacaatc
tctcaagcac
tcagattgac
cttcggggtg
ttecctacccect
tgctaaggga

taccaactgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



gtagtggaca
ccaaaaaagg
ggagatgtgt
tacactttga
atgaaaccct
tacctacttg
attgagacta
atggatacct
gaaaggacac
cttccaaggce
gaggaagtta
acccccatgg
gatcatcatg
ttgcctaaga
ctcagcttca
attggagttc
tgtctatttg
agaattcacg
tatgaagtga
actgggatga
cgtttgcaag
gggataagaa
ttgcagctga
<210>
<211>

<212>
<213>

228
1073
PRT
Nguoi

<400> 228
Met Lys Thr
1

Pro Gly Trp

Gly Ser Tyr

gtagaatggt
acctgtggac
acagctatgg
gctgtcggga
tccgcccaga
taaaaaactg
cacttgccaa
tgatccgacg
agctgtacaa
tagtggtaaa
caatctactt
aagtggtgga
atgtctacaa
gaaatggcaa
tggggacctt
actctggtcc
gagatacggt
tgagtggctc
gaggagaaac
aggaccagaa
cagaattttc
gccaaaaacc

ataccacaga

hién dai

21857

ggtgaagatc
agctccagag
gatcatcgca
ccggaatgag
tttattcttg
ttgggaggaa
gatatttgga
tctacagcta
ggcagagagg
gtctctgaag
cagtgacatt
catgcttaat
ggtggaaacc
tcggcatgca
tgagctggag
ctgtgctgcet
caacacagcc
caccatagcecc
atacttaaag
attcaacctg
agacatgatt
cagacgggta

caaggagagc

actgattttg
cacctcecgcece
caggagatca
aagattttca
gaaacagcag
gatccagaaa
ctttttecatg
tattctcgaa
gacagggctg
gagaaaggct
gtaggtttca
gacatctata
atcggtgatg
atagacattg
catcttcctg
ggagttgtgg
tctaggatgg
atcctgaaga
ggaagaggaa
ccaaccccte
gccaactcett
gccagctata

acctattttt

gctgcaattc
aagccaacat
tcctgeggaa
gagtggaaaa
aggaaaaaga
agagaccaga
accaaaaaaa
acctggaaca
acagacttaa
ttgtggagcc
ctactatctg
agagttttga
cgtacatggt
ccaagatggc
gcctcccaat
gaatcaagat
aatccactgg
gaactgagtg
atgagactac
ctactgtgga
tacagaaaag
aaaaaggcac

aa

cattttacct
ctctcagaaa
agaaaccttc
ttccaatgga
gctagaagtg
tttcaaaaaa
tgaaagctat
tctggtagag
ctttatgttg
ggaactatat
caaatacagc
ccacattgtt
ggctagtggt
cttggaaatc
atggattcgce
gcctcgttat
cctcectttg
ccagttcctt
ctactggctg
gaatcaacag
acaggcagca

tctggaatac

Leu Leu Leu Asp Leu Ala Leu Trp Ser Leu Leu Phe Gln

5

10

15

Leu Ser Phe Ser Ser Gln Val Ser Gln Asn Cys His Asn

20

25

30

Glu Ile Ser Val Leu Met Met Gly Asn Ser Ala Phe Ala
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1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3222



Glu

Val

65

Thr

Ser

Gln

Phe

Gly

145

Met

Thr

TyY

Leu

Val

225

Arg

Lys

vVal

Pro

50

Arg

Phe

Ser

Arg

Gln

130

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

210

Leu

Lys

Leu

Asp

35

Leu

Gly

Met

Thr

Met

115

Met

Phe

Pro

Asp

Asn

195

Ala

Arg

Ser

Lys

Leu
275

Lys

Arg

Tyr

Cys

100

Gly

Tyr

Gly

Ala

Leu

180

Gly

Ser

Gln

Asn

Gly

260

Phe

Asn

Leu

Ser

85

Glu

Cys

Leu

Leu

Arg

165

Pro

Thr

Val

Asp

Val

245

Asp

Asn

Leu

Gln

70

Asp

Gly

Val

Asp

Ser

150

Lys

Phe

Glu

Ser

Lys

230

Ile

Arg

Asp

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Leu

Thr

135

Cys

Leu

Lys

Thr

Tyr

215

Glu

Ile

Ala

Gln

40

Asp

Ala

Leu

Asp

Ile

120

Glu

Asp

Met

Thr

Glu

200

Phe

Phe

Met

Val

Tyr
280

21857

Ala

Gly

Ile

Leu

105

Gly

Leu

Tyr

Tyr

Tyr

185

Asp

Ser

Gln

Cys

Ala

265

Phe

Val

Leu

His

90

Leu

Pro

Ser

Lys

Phe

170

Ser

Cys

His

Asp

Gly

250

Glu

Glu

- 272 -

Asn

Asn

75

Asn

Arg

Ser

Tyr

Glu

155

Leu

Trp

Phe

Glu

Ile

235

Gly

Asp

Asp

Glu

60

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

140

Thr

Val

Ser

Trp

Leu

220

Leu

Pro

Ile

Asn

45

Gly

Thr

Gly

Ile

Thr

125

Met

Leu

Asn

Thr

Tyr

205

Gly

Met

Glu

Val

Val
285

Leu

Val

Asp

Ser

110

Tyr

Ile

Thr

Phe

Ser

190

Leu

Phe

Asp

Phe

Ile

270

Thr

Glu

Asn

Cys

95

Asn

Ser

Ser

Arg

Trp

175

Tyr

Asn

Lys

His

Leu

255

Ile

Ala

Ile

Ala

80

Arg

Ala

Thr

Ala

Leu

160

Lys

Val

Ala

Val

Asn

240

Tyr

Leu

Pro



Asp

Leu

305

Phe

Lys

His

Leu

Ser

385

Val

Asn

Met

Val

Gln

465

Thr

Arg

Val

Gln

Tyr
290
Leu
Ala
Ile
Ala
Asp
370
val
Asn
Ser
Ile
Ala
450
Lys
Asn
Asp

Ile

Lys
530

Met

Asn

Leu

Phe

Phe

355

Asp

Asp

Lys

Lys

Ala

435

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

515

Ile

Lys

Ser

Ala

Leu

340

Arg

Trp

Thr

Thr

Leu

420

Val

Leu

Trp

Thr

Ile

500

Lys

Glu

Asn

Ser

Tyr

325

Glu

Asn

Gly

Lys

Tyxr

405

Pro

Phe

Met

Ser

Asn

485

Gln

Asp

Leu

Val

Phe

310

Leu

Asn

Leu

Asp

Lys

390

Pro

Asn

Thr

Leu

His

470

His

Arg

Leu

Asn

Leu

295

Ser

Asn

Gly

Thr

Val

375

Tyr

Val

Asp

Leu

Arg

455

Ile

Val

Leu

Lys

Lys
535

Val

Arg

Gly

Glu

Phe

360

Asp

Lys

Asp

Ile

Thr

440

Lys

Pro

Ser

Arg

His

520

Leu

21857

Leu Thr

Asn Leu

Ile Leu
330

Asn Ile
345

Glu Gly

Ser Thr

Val Leu

Met Ser
410

Thr Gly
425

Gly Ala
Tyr Arg
Pro Glu
Leu Lys

490

Gln Cys
505

Asn Asp

Leu Gln
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Leu

Ser

315

Leu

Thr

Tyr

Met

Leu

395

Pro

Arg

Val

Lys

Asn

475

Ile

Lys

Gly

Ile

Ser

300

Pro

Phe

Thr

Asp

Val

380

Thr

Thr

Gly

Val

Asp

460

Ile

Asp

Tyr

Asn

Asp
540

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

365

Leu

Tyr

Phe

Pro

Leu

445

Tyr

Phe

Asp

Asp

Phe

525

Tyr

Gly

Lys

His

Lys

350

Pro

Leu

Asp

Thr

Gln

430

Leu

Glu

Pro

Asp

Lys

510

Thr

Tyr

Asn

Arg

Met

335

Phe

Val

Tyr

Thr

Trp

415

Ile

Leu

Leu

Leu

Lys

495

Lys

Glu

Asn

Ser

Asp

320

Leu

Ala

Thr

Thr

His

400

Lys

Leu

Leu

Arg

Glu

480

Arg

Arg

Lys

Leu



Thxr

545

Ile

Ile

Val

Thr

Arg

625

Pro

Ile

Ile

Asn

Arg

705

Tyr

Asp

His

Gln

Leu
785

Lys

Glu

Ser

Leu

Glu

610

Met

Lys

Ser

Ile

Glu

690

Pro

Leu

Phe

Asp

Leu

770

Tyr

Phe

Tyr

Tyr

Tyr

595

Val

Val

Lys

Gln

Leu

675

Lys

Asp

Leu

Lys

Gln

755

Tyr

Lys

Tyr

Cys

Pro

580

Asp

His

Val

Asp

Lys

660

Arg

Ile

Leu

Val

Lys

740

Lys

Ser

Ala

Gly

Glu

565

Asp

Ile

Gly

Lys

Leu

645

Gly

Lys

Phe

Phe

Lys

725

Ile

Asn

Arg

Glu

Thr

550

Arg

Gly

Ala

Arg

Ile

630

Trp

Asp

Glu

Arg

Leu

710

Asn

Glu

Glu

Asn

Arg
790

Val

Gly

Thr

Lys

Leu

615

Thr

Thr

Val

Thr

Val

695

Glu

Cys

Thr

Ser

Leu

775

Asp

Lys

Ser

Phe

Gly

600

Lys

Asp

Ala

Tyr

Phe

680

Glu

Thr

Trp

Thr

Tyr

760

Glu

Arg

21857

Leu Asp

Leu Arg
570

Met Asp
585

Met Ser
Ser Thr
Phe Gly
Pro Glu

650

Ser Tyr
665

Tyr Thr
Asn Ser
Ala Glu
Glu Glu

730

Leu Ala
745
Met Asp

His Leu

Ala Asp

- 274 -

Thr

555

Glu

Trp

Tyr

Asn

Cys

635

His

Gly

Leu

Asn

Glu

715

Asp

Lys

Thr

Val

Arg
795

Met

Val

Glu

Leu

Cys

620

Asn

Leu

Ile

Ser

Gly

700

Lys

Pro

Ile

Leu

Glu

780

Leu

Ile

Leu

Phe

His

605

Val

Ser

Arg

Ile

Cys

685

Met

Glu

Glu

Phe

Ile

765

Glu

Asn

Phe

Asn

Lys

590

Ser

Val

Ile

Gln

Ala

670

Arg

Lys

Leu

Lys

Gly

750

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

575

Ile

Ser

Asp

Leu

Ala

655

Gln

Asp

Pro

Glu

Arg

735

Leu

Arg

Thr

Met

Val

560

Thr

Ser

Lys

Ser

Pro

640

Asn

Glu

Arg

Phe

Val

720

Pro

Phe

Leu

Gln

Leu
800



21857

Leu Pro Arg Leu Val Val Lys Ser Leu Lys Glu Lys Gly Phe Val Glu
805 810 815

Pro Glu Leu Tyr Glu Glu Val Thr Ile Tyr Phe Ser Asp Ile Val Gly
820 825 830

Phe Thr Thr Ile Cys Lys Tyr Ser Thr Pro Met Glu Val Val Asp Met
835 840 845

Leu Asn Asp Ile Tyr Lys Ser Phe Asp His Ile Val Asp His His Asp
850 855 860

Val Tyr Lys Val Glu Thr Ile Gly Asp Ala Tyr Met Val Ala Ser Gly
865 870 875 880

Leu Pro Lys Arg Asn Gly Asn Arg His Ala Ile Asp Ile Ala Lys Met
885 890 895

Ala Leu Glu Ile Leu Ser Phe Met Gly Thr Phe Glu Leu Glu His Leu
900 905 910

Pro Gly Leu Pro Ile Trp Ile Arg Ile Gly Val His Ser Gly Pro Cys
915 920 925

Ala Ala Gly Val Val Gly Ile Lys Met Pro Arg Tyr Cys Leu Phe Gly
930 935 940

Asp Thr Val Asn Thr Ala Ser Arg Met Glu Ser Thr Gly Leu Pro Leu
945 950 955 960

Arg Ile His Val Ser Gly Ser Thr Ile Ala Ile Leu Lys Arg Thr Glu
965 970 975

Cys Gln Phe Leu Tyr Glu Val Arg Gly Glu Thr Tyr Leu Lys Gly Arg
980 985 990

Gly Asn Glu Thr Thr Tyr Trp Leu Thr Gly Met Lys Asp Gln Lys Phe
995 1000 1005

Asn Leu Pro Thr Pro Pro Thr Val Glu Asn Gln Gln Arg Leu Gln
1010 1015 1020

Ala Glu Phe Ser Asp Met Ile Ala Asn Ser Leu Gln Lys Arg Gln
1025 1030 1035

Ala Ala Gly Ile Arg Ser Gln Lys Pro Arg Arg Val Ala Ser Tyr

- 275 -



Lys

Glu

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

1040

Lys

1055

Ser

1070

<220>

<223>

Gly Thr Leu Glu Tyr

Thr Tyr Phe

229
420
PRT
Trinh

M3 ta

<400> 229
Met Lys Thr

1

Pro

Gly

Glu

Val

65

Thr

Ser

Gln

Phe

Gly

145

Met

Gly

Ser

Pro

50

Arg

Phe

Ser

Arg

Gln

130

Ser

Ser

Trp

Tyr

35

Leu

Gly

Met

Thr

Met

115

Met

Phe

Pro

tuy nhdn tao

1045

21857

1050

Leu Gln Leu Asn Thr

1060

1065

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdng hop

Leu

Leu

20

Glu

Lys

Arg

Tyr

Cys

100

Gly

Tyr

Gly

Ala

Leu Leu Asp Leu Ala Leu

5

Ser

Ile

Asn

Leu

Ser

85

Glu

Cys

Leu

Leu

Arg
165

Phe

Ser

Leu

Gln

70

Asp

Gly

Val

Asp

Ser

150

Lys

Ser

Val

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Leu

Thr

135

Cys

Leu

Ser

Leu

40

Asp

Ala

Leu

Asp

Ile

120

Glu

Asp

Met

10

Gln Val

25

Met Met

Ala Vval

Gly Leu

Ile His

90

Leu Leu

105

Gly Pro

Leu Ser

Tyr Lys

Tyr Phe
170

- 276 -

Trp

Ser

Gly

Asn

Asn

75

Asn

Arg

Ser

Tyr

Glu

155

Leu

Ser

Gln

Asn

Glu

60

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

140

Thr

Val

Leu

Asn

Ser

45

Gly

Thr

Gly

Ile

Thr

125

Met

Leu

Asn

Leu

Cys

30

Ala

Leu

Val

Asp

Ser

110

Tyr

Ile

Thr

Phe

Phe

15

His

Phe

Glu

Asn

Cys

95

Asn

Ser

Ser

Arg

Trp
175

Thr Asp Lys

Gln

Asn

Ala

Ile

Ala

80

Arg

Ala

Thr

Ala

Leu

160

Lys



Thr

Tyr

Leu

val

225

Arg

Lys

Val

Asp

Leu

305

Phe

Lys

His

Leu

Ser

385

Val

Asn

Asn

Lys

Glu

210

Leu

Lys

Leu

Asp

Tyr

290

Leu

Ala

Ile

Ala

Asp

370

Val

Asn

Ser

Asp

Asn

195

Ala

Arg

Ser

Lys

Leu

275

Met

Asn

Leu

Phe

Phe

355

Asp

Asp

Lys

Lys

Leu

180

Gly

Ser

Gln

Asn

Gly

260

Phe

Lys

Ser

Ala

Leu

340

Arg

Trp

Thr

Thr

Leu
420

Pro

Thr

Val

Asp

Val

245

Asp

Asn

Asn

Ser

Tyr

325

Glu

Asn

Gly

Lys

Tyr
405

Phe

Glu

Ser

Lys

230

Ile

Arg

Asp

Val

Phe

310

Leu

Asn

Leu

Asp

Lys

390

Pro

Lys

Thr

Tyr

215

Glu

Ile

Ala

Gln

Leu

295

Ser

Asn

Gly

Thr

Val

375

Tyr

Val

Thr

Glu

200

Phe

Phe

Met

Val

Tyr

280

Val

Arg

Gly

Glu

Phe

360

Asp

Lys

Asp

21857

Tyr

185

Asp

Ser

Gln

Cys

Ala

265

Phe

Leu

Asn

Ile

Asn

345

Glu

Ser

Val

Met

Ser

Cys

His

Asp

Gly

250

Glu

Glu

Thr

Leu

Leu

330

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser
410

- 277 -

Trp

Phe

Glu

Ile

235

Gly

Asp

Asp

Leu

Ser

315

Leu

Thr

Tyr

Met

Leu

395

Pro

Ser

Trp

Leu

220

Leu

Pro

Ile

Asn

Ser

300

Pro

Phe

Thr

Asp

Val

380

Thr

Thr

Thr

Tyr

205

Gly

Met

Glu

Val

Val

285

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

365

Leu

Tyr

Phe

Ser

190

Leu

Phe

Asp

Phe

Ile

270

Thr

Gly

Lys

His

Lys

350

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr

Asn

Lys

His

Leu

255

Ile

Ala

Asn

Arg

Met

335

Phe

Val

Tyr

Thr

Trp
415

Val

Ala

Val

Asn

240

Tyr

Leu

Pro

Ser

Asp

320

Leu

Ala

Thr

Thr

His

400

Lys



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

230
1444
ADN

<220>
<223>

<400> 230
gaattcctca

gtccactccc
ctgtcecctca
cgccageccec
aacgacaacc
ttcgcectga
gaacgtggat
agctcagcct
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
ccegtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga

agag

<210> 231

ccatgggatg
aggtgcagct
cctgcgetgt
cagggaaggyg
cgtccctcecaa
agctgagttc
acacctatgg
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttecct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagcctctc

21857

Trinh ty nhdn tao

gagctgtatc
acagcagtgg
ctttggtggg
gctggagtgg
gagtcgagtce
tgtgaccgcec
taactttgac
cccatecggte
gggctgccetg
cctgaccagce
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccceccecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctcecttette
cttctcatge

cctgtecteceg

atcctcttcet
ggcgcaggac
tctttcagtg
attggggaaa
accatatcag
gcggacacgg
cactggggcc
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaataat

- 278 -

M6 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tggtagcaac
tgttgaagcc
gttactactg
tcaatcatcg
tagacacgtc
ctgtttatta
agggaaccct
caccctccte
acttccccga
ccttceceggce
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgcece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

agggataaca

agctacaggt
ttcggagacc
gagctggatc
tggaaacacc
caagaaccag
ctgtgcgaga
ggtcaccgtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
tgaactcctg
gatctcecegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcecgg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

gggtaatact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1444



21857

<211> 468
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdéng hop

<400> 231
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys
20 25 30

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Phe Gly Gly Ser Phe
35 40 45

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

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn His Arg Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro
65 70 75 80

Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
85 90 95

Phe Ala Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Ala Arg Glu Arg Gly Tyr Thr Tyr Gly Asn Phe Asp His Trp
115 120 125

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

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
145 150 155 160

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
165 170 175

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
180 185 190

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
195 200 205

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
210 215 220
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His

225

Cys

Gly

Met

His

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

385

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
465

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

290

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

370

Leu

Trp

Val

Asp

His

450

Pro

Pro

Lys

Pro

Ser

275

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

435

Glu

Gly

Ser

Thr

Ser

260

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

420

Ser

Ala

Lys

Asn

His

245

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

325

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

405

Ser

Arg

Leu

Thr

230

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

310

Val

Cys

Ser

Pro

Val

390

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

375

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
455

val

Pro

Phe

Val

280

Phe

Pro

Thr

Vval

Ala

360

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

440

His

21857

Asp

Pro

Pro

265

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

345

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

425

Gly

Tyr

Lys

Cys

250

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

330

Asn

Gly

Glu

Tyxr

Asn

410

Phe

Asn

Thr

- 280 -

Lys

235

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

315

His

Lys

Gln

Leu

Pro

395

Asn

Leu

Val

Gln

Val

Ala

Pro

Val

Val

300

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

380

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
460

Glu

Pro

Lys

Val

285

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

365

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

445

Ser

Pro

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

350

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

430

Cys

Leu

Lys

Leu

255

Thr

Val

Val

Ser

Leu

335

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

415

Leu

Ser

Ser

Ser

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn

Pro

Gln

val

val

400

Pro

Thr

Val

Leu



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

232
722
ADN

<220>
<223>

<400> 232
gcggeccgecet

gtgtccactce
aaagagccac
agcagaaacc
gaatcccagc
gcctgecagte
cgttcggcca
tcttececegece
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac

ccecatcaggg

ga

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

233
233
PRT
Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 233
Met Gly Trp
1

Val His Ser

Ser Pro Gly
35

Ser Arg Asn
50

caccatggga
cgaaatagtg
cctetectge
tggccaggct
caggttcagt
tgaagatttt
agggaccaac
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
cctgagcaaa

cctgagctcg

21857

Trinh ty nhin tao

tggagctgta
atgacgcagt
agggccagtc
cccaggctcce
ggcagtgggt
gcagtttatt
gtggaaatca
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg

ccegteacaa

ty nh8n tao

tcatcctctt
ctcecagceccac
agagtgttag
tcatctatgg
ctgggacaga
actgtcagca
aacgtacggt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa

agagcttcaa

M8 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

cttggtagca
cctgtctgtg
cagaaactta
tgcatccacc
gttcactctce
gtataaaacc
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac

agtctacgcc

caggggagag

trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop

Ser Cys Ile Ile Leu Phe

5

Glu Ile Val Met Thr Gln
25

20

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

40

55

Leu Val
10

Lys Pro

- 281 -

Ser Pro Ala Thr

Cys Arg Ala Ser

Ala Thr Ala

Leu
30

Gln
45

Gly Gln Ala

60

acagctacag
tctccagggg
gcctggtate
agggccactg
accatcggca
tggcctegga
tctgtcttea
tgcctgetga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca

tgttagtcta

Thr
15

Gly
Ser Val
Val

Ser

Pro Arg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

722



21857

Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg
65 70 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Gly Ser
85 90 95

Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Lys Thr
100 105 110

Trp Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Asn Val Glu Ile Lys Arg Thr
115 120 125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

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

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
180 185 190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195 200 205

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
210 215 220

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 234
<211> 112
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Poan mdi tdng hop

<400> 234
ataagaatgc ggccgcctca ccatgggatg gagctgtatc atcctettet tggtagcaac 60

agctacaggt gtccactccg aaatagtgat gacgcagtct ccagccaccce tg 112
<210> 235
<211> 45

<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao

- 282 -



<220>

21857

<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Doan mdi tdng hop

<400> 235

gccaccgtac gtttgattte cacgttggte ccttggcecga acgtc

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

236
103
ADN

<220>
<223>

<400> 236

Trinh tu nhén tao

M& ta trinh tu nhin tao: Poan mdi tdng hop

ccggaattce tcaccatggg atggagctgt atcatcctcet tettggtage aacagcectaca

ggtgtccact cccaggtgca gctacagcag tggggcgcag gac

<210> 237
<211> 45

<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 237

Trinh tu nhén tao

M& ta trinh tu nhidn tao: Poan mdi tdng hop

ggaggctgag ctgacggtga ccagggttcc ctggccccag tggtc

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

238
352
ADN

<220>

Trinh ty nhin tao

<223> M6 tad trinh ty nhin tao: Polynucleotit tdng hop

<400> 238
caggtgcagt

acctgcactg
gcecgggaagyg
ccctecctea
aagctgagcect
actgggtact
<210>
<211>

<212>
<213>

239
117
PRT

<220>
<223>

tgcaggagtc
tctectggtge
gactggaatg
agagtcgagt
ctgtgaccgc

ttgactactg

M6 ta trinh tu nhin tao:

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggegt
caccgtgtcea
cgcggacacg

gggccaggga

Trinh ty nh8n tao

ctggtgaagc
cattactact
atctatatca
gtagacacgt
gcecgtgtatt

accctggtca

- 283 -

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaggac
ccaagaacca
actgtgcgag

ccgtctecte

Polypeptit tdéng hop

cctgtccecte
ccggcagcecce
cagctacaac
gttctcectg
agatcggcta

ag

45

60

103

45

60

120

180

240

300

352



<400> 239
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Gly Arg Ile

50

Ser Val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Arg

Val Thr Val

115

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

240
322

Trinh

<220>

<223> MO ta

<400> 240
gaaattgtgt

ctctecctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
gggaccaagg
<210>
<211>

<212>
<213>

241
107
PRT

<220>
<223>

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ile

Tyr Ile
Val

Thr

Val
85

Ser

Leu Thr

100

Ser Ser

ty nhan

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

21857

Ser Gly Pro Gly Val

10

Leu Lys Pro

Thr Val Ser Gly Ala Ser Ile Ser

25 30

Gln Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu

40 45

Gly Arg Thr Ser Tyr Asn Pro Ser

55 60

Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe

75

Ala Ala Thr

90

Asp Ala Val Tyr Tyr

Tyr Phe Asp Gln

105

Tyr Trp Gly Gly

110

tao

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggct
gtggcagtgg
ttgcagtgta

tggagatcaa

M8 ta trinh tuy nhdn tao:

tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga

gagtgttagc agcagctact tagcctggta
cctcatctat ggtgcatcca gcagggccgc
gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag
ttactgtcag cagtatggta gctccctcac

ac

Trinh tuy nhin tao

Polypeptit tdng hop
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Ser Glu

15

His Tyr

Trp Ile
Leu

Lys

Leu
80

Ser

Cys Ala

Thr Leu

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

tttcggcgga

60

120

180

240

300

322



<400> 241
Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr Gly

Gly Ser

65

Gly

Pro Glu Asp

Thr Phe Gly

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

242
353
ADN
Trinh

<220>

<223> M6 ta

<400> 242
caggtgcagt

acctgcactg
gccgggaagyg
ccctecctea
aagctgagct
actgggtact
<210>
<211>

<212>
<213>

243
117
PRT

<220>
<223>

<400> 243

Leu Thr

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly
100

Gly

ty nhén

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

tao

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Val

21857

Thr
10

Gly Leu

Ala Gln

25

Ser

Pro Gly Gln

Ala Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln Gln

90

Cys

Glu
105

Ile Lys

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tgcaggagtc
tctctggtge
gactggaatg
agagtcgagt
ctgtgaccgce

ttgactactg

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccgtgtca
cgcggacacg

gggccaggga

Trinh ty nhdn tao

ctggtgaagc
cattactact
atctatatca
gtagacacgt
gccgtgtatt

accctggtca

ctteggagac
ggagctggat
gtgggaggac
ccaagaacca
actgtgcgag

ccgtectecte

M8 ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdéng hop

Pro
15

Gly
Ser

Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser Leu

95

cctgtececte
ccggcagcecc
cagctacaac
gttctcectg
agatcggcta

agc

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

1

5

10

- 285 -

15

60

120

180

240

300

353



Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Gly Arg Ile

50

Ser Val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Arg

Val Thr Vval

115

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

244
329
ADN
Trinh

<220>

<223> MS ta

<400> 244
gaaattgtgt

ctctecectgea
cctggccagg
gacaggttca

cctgaagact

ggccagggga

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

245
109
PRT

<220>
<223>

<400> 245

Leu Thr

20

Trp Ile

Tyr Ile
Thr

Val

Val
85

Ser

Leu Thr

100

Ser Ser

tu nhin

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

21857

Thr Val

Gln Pro

40

Gly
55

Arg
Val Asp
Ala

Ala

Tyr Phe

tao

Ser Gly Ala

25

Ala Gly Lys

Thr Ser Tyr

Thr Ser Lys

Thr
90

Asp Ala

Asp
105

Tyr Trp

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asn Pro Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Gly Gln Gly

110

trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

ccaagctgga

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

gatcaaacg

Trinh tu nhan tao

ctgtctttgt
agcagctact
ggtacatcca
gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gctcacccat

M6 ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

His Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

95

Thr Leu

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gtgcagtttt

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10
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15

60

120

180

240

300

329



Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Met Cys Ser

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

246
362

Trinh

<220>

<223> M8 ta

<400> 246
gaggtgcagc

tcectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga

gatttttgga

gc

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

247
120
PRT

<220>
<223>

<400> 247

Thr
20

Leu

Trp Tyr Gl

Thr Ser

Ser Gly

70

Phe Ala

85

Phe
100

Gly Gl

Ser

Ser

Thr

Val

21857

Cys Arg

n Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyxr

Tyr

n Gly Thr

ty nhin tao

Ala Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Lys Leu Glu

105

Ser
30

Ser Vval

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

Ile Lys

trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hop

tgttggagtc
cctectggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

gtggtccatt

tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtce

cacctttagce
ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac

tgactactgg

Trinh ty nhdn tao

cgctatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccgtat

ggccagggaa

tgaactgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce

ccetggtceac

M& ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Ser Ser

Leu

Leu

Phe

Ser

Glu
80

Leu

Ser Pro

95

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagatcgc

cgtctcctcea

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

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
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60

120

180

240

300

360

362



21857

20
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Arg Asp Phe Trp Ser
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 248
<211> 323
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhin tao
<220>
<223>
<400> 248
gaaatagtga tgacgccgtc ttcagccacc
ctctecectgta gggccagtca gagtgttagt
ggccaggctc ccaggctcct catctacggt
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagaa
gaagatgttg cagtttatta ctgtcagcag
gggaccaagc tggagatcaa acg
<210> 249
<211l> 107
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhin tao
<220>
<223>
<400> 249

25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Gly Phe

105

Pro

ctgtctgtgt
agaagcttag
gcatccacca
ttcactctca

tataataact

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Asp Tyr Trp

110

M8 ta trinh tu nhdn tao: Polynucleotit téng hop

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg

ccatcagcag

ggatgtgcag

M8 ta trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdng hop

Trp Val

Ser Val
Leu

Tyr

Tyr
95

Cys

Gly Gln

aagagccacc
gcagaaacct
gatcccagcece
cctgcagtct

ttttggccag

Glu Ile Val Met Thr Pro Ser Ser Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Ser

- 288 -

60

120

180

240

300

323



Leu Al

Tyr Gl
50

Ser Gl
65

a Trp
35

y Ala

y Ser

Glu Asp Val

Ser Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

cattactact ggagc

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

<220>
<223>

<400>

250
15

Trinh

A

MO ta

250

251

5

PRT
Trinh

M& ta

251

His Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

cgtatctata tcagtgggag gaccagctac aacccctcce tcaagagt

<210>
<211>
<212>

252
48
ADN
Trinh

M8 ta

252

253

16
PRT

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

ty nhan

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

tao

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

21857

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

45

Arg

Ser

Asn

30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Trp Met
95

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

tu nhin tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Trp

Ser
5

ty nhin tao

trinh ty nhadn tao: Oligonucleotit tdng hop
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Ile

Gly

Ser

80

Cys

15

48



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh

M8 ta

253

Arg Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

254
27
ADN
Trinh

MO ta

254

21857

ty nhidn tao
trinh tu nhln tao: Peptit tdng hop

Ile Ser Gly Arg Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
5 10 15

ty nhin tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

gatcggctaa ctgggtactt tgactac

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

<220>
<223>

<400>

255

PRT

Trinh

M8 ta

255

Asp Arg Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

256
36

Trinh

M8 ta

256

ty nhidn tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Thr Gly Tyr Phe Asp Tyr
5

tu nhidn tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

agggccagtc agagtgttag cagcagctac ttagcc

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

<220>
<223>

<400>

257
12
PRT
Trinh

M& ta

257

tu nhén tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>

258
21
ADN

5 10

- 290 -

27

36



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhan tao

21857

M6 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

258

ggtgcatcca gcagggccge t

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

<220>
<223>

<400>

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

cagcagtatg gtagctccct cact

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

<220>
<223>

<400>

Gln Gln Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

259

7

PRT

Trinh ty nhén tao

21

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

259

5

260

24

ADN

Trinh tu nhin tao

Ser Arg Ala Ala

M& ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

260

261

8

PRT

Trinh ty nhin tao

24

M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

261

5

262

15

ADN

Trinh tu nhin tao

Gly Ser Ser Leu Thr

M6 ta trinh tu nhadn tao: Oligonucleotit tdng hop

262

cattactact ggagc

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

263

5

PRT

Trinh tu nhin tao

15
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21857

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 263
His Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 264

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 264
cgtatctata tcagtgggag gaccagctac aacccctccce tcaagagt

<210> 265

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tyu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 265
Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 266

<211l> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 266
gatcggctaa ctgggtactt tgactac

<210> 267

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop

<400> 267
Asp Arg Leu Thr Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 268

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhd3n tao
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21857

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 268
agggccagtc agagtgttag cagcagctac ttagcc 36

<210> 269

<211l> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhidn tao: Peptit tdng hop

<400> 269
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 270

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 270
ggtacatcca gcagggccac t 21

<210> 271

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 271
Gly Thr Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 272

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 272
cagcagtatg gtagctcacc catgtgcagt 30

<210> 273

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao
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21857

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 273
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Met Cys Ser
1 5 10

<210> 274

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 274
cgctatgeca tgaac 15

<210> 275

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhédn tao: Peptit tdng hop

<400> 275
Arg Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 276

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 276
ggtattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg c 51

<210> 277

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nh8n tao: Peptit tdéng hop

<400> 277

Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 278
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33
ADN
Trinh
M& ta

278

21857

ty nhdn tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

gatcgegatt tttggagtgg tccatttgac tac : 33

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

<220>
<223>

<400>

279
11
PRT
Trinh

M8 ta

279

Asp Arg Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

280
33
ADN
Trinh

M6 ta

280

tuy nhdn tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Phe Trp Ser Gly Pro Phe Asp Tyr
5 10

tuy nhén tao

trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

agggccagtc agagtgttag tagaagctta gcc 33

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

<220>
<223>

<400>

281
11
PRT
Trinh

M6 ta

281

Arg Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

282
21
ADN
Trinh

M6 ta

282

ty nhdn tao

trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

Gln Ser Val Ser Arg Ser Leu Ala
5 10

tu nhin tao

trinh ty nhin tao: Oligonucleotit téng hop

ggtgcatcca ccagggccac t 21

<210>
<211>

283
7
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<212>
<213>

PRT
Trinh

<220>

<223> MO ta
<400> 283
Gly Ala Ser

1

<210> 284
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 284

21857

ty nhén tao

trinh ty nhin tao:

Thr Arg Ala Thr

5

tu nhén tao

trinh ty nhin tao:

cagcagtata ataactggat gtgcagt

<210> 285
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 285
Gln Gln Tyr
1

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

286
357

Trinh

- <220>

<223> MO ta

<400> 286
caggtgcagc

acctgcgetg
ccagggaagg
ccgtecectea
aagctgagtt
tacacctatg
<210>
<211>

<212>
<213>

287
119
PRT

tu nhin tao

trinh ty nhdn tao:

Asn Asn Trp Met Cys Ser

5

tu nhén tao

Peptit tdng hop

Oligonucleotit tdng hop

Peptit tdng hop

trinh tuy nhin tao: Polynucleotit tdng hop

tacagcagtg
tctttggtgg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccge

gtaactttga

gggcgcagga
gtccttcagt
gattggggaa
caccatatca
cgcggacacg

ccactggggce

Trinh ty nhi3n tao

ctgttgaagc
ggttactact
atcaatcatc
gtagacacgt
gctgtttatt

cagggaaccc
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cttecggagac
ggagctggat
gtggaaacac
ccaagaacca
actgtgcgag

tggtcaccgt

cctgtcecte
ccgecagecec
caacgacaac
gttcgcectg
agaacgtgga

ctccteca

27

60

120

180

240

300

357



<220>
<223> M6 ta

<400> 287
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Glu
50

Gly Ile

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Glu Arg

Thr Val

115

Leu

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

288
315
ADN
Trinh

<220>

<223> M6 ta

<400> 288
gaaattgtgt

ctctectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
gggaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

289
105
PRT

21857

trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

Gln
5

Leu

Leu Thr

20

Trp Ile

Asn His

Thr Ile

70

Val
85

Ser

Gly
100

Tyr

Thr Val

tuy nhén

Cys

Arg

Arg

Ser

Thr

Thr

Ser

Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys

Ala Val

Gln Pro

40

Gly Asn

55

Val Asp

Ala Ala
Tyr

Gly

Ser

tao

Pro
10

Phe
25

Phe Ser

30

Gly Gly Ser

Leu Glu

45

Pro Gly Lys Gly

Thr Asn Asp Asn Pro Ser

60

Thr Ser Lys Asn Gln Phe

75

Thr
90

Asp Ala Val Tyr Tyr

Asn Phe His

105

Asp Trp Gly

110

trinh tyu nhin tao: Polynucleotit téng hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

tggat

tccaggcacc
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca

tttctgtcag

Trinh ty nhin tao

ctgtctttgt ctccagggga
agcaggtact tagcctggta
ggtgcatcca gcagggccac
gacttcactc tcaccatcag

cagtatgaaa ggtcattcac

- 297 -

Ser Glu

15

Gly Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ala Leu

80

Cys Ala

95

Gln Gly

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcacccca
cagactggag

tttcggecect

60

120

180

240

300

315



21857

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

<400> 289
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Arg
20 25 30

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

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

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

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

Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp
100 105

<210> 290

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh tyu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 290
ggttactact ggagc

<210> 291

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tyu nhidn tao: Peptit tdng hop

<400> 291
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 292

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
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21857

<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 292
gaaatcaatc atcgtggaaa caccaacgac aacccgtccce tcaag

<210> 293

<211l> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 293
Glu Ile Asn His Arg Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 294

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 294
gaacgtggat acacctatgg taactttgac cac

<210> 295

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhidn tao: Peptit tdng hop

<400> 295
Glu Arg Gly Tyr Thr Tyr Gly Asn Phe Asp His
1 5 10

<210> 296

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhln tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 296
agggccagtc agagtgttag cagcaggtac ttagcct

<210> 297

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop
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21857

<400> 297
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Arg Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 298

<211l> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M8 ta trinh tyu nhin tao: Oligonucleotit tdng hop

<400> 298
ggtgcatcca gcagggccac tg 22

<210> 299

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 299
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 300

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nh8n tao

<220> .
<223> M8 ta trinh ty nhdn tao: Oligonucleotit tdéng hop

<400> 300
cagcagtatg aaaggtcatt cactt 25

<210> 301

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 301
Gln Gln Tyr Glu Arg Ser Phe Thr
1 5

<210> 302

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhin tao: Trinh tu lién tng tdng hop
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21857

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(3)

<223> Axit amin bit ky

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)

<223> Met hodc Trp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> Ser hodc Asn

<400> 302
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 . 5

<210> 303

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Trinh tu lién tng téng hop

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> Axit amin bat ky

<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)..(4)
<223> Axit amin bit ky

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Axit amin bAt k¥ hoic khéng céd mit

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Axit amin bit ky

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Thr hodc Ile

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Tyr, Thr, hodc Ser

<220>
<221> MOD_RES
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21857

<222> (11)..(12)
<223> Axit amin bat ky

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Leu hodc Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)
<223> Ser hodc Gly

<400> 303
Xaa Ile Xaa Xaa Ser Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Xaa
1 5 10 15

<210> 304

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tuy nhin tao: Trinh tu lién Gng tdéng hop

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(6)

<223> Axit amin bAt ky va ving ndy cé th& bao gdm tir 4 dén 6 gbc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(10)

<223> Axit amin bit ky va ving nay cé théd bao gdm tu 2 dén 3 gbc

<400> 304
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Asp Tyr
1 5 10

<210> 305

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> M8 ta trinh tu nhin tao: Trinh tu lién tng tdng hop

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> Arg hodc Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Ala hodc Ser

<220>
<221> MOD_RES
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

21857

(6)..(6)

Val hodc Leu

MOD_RES
(7)..(7)

Ser hodc Leu

MOD_RES
(8)..(16) \ , ,
Axit amin bit ky va ving ndy cé th& bao gdm tu 5 dén 9 gbc

305

Xaa Xaa Ser Gln Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10 15

306

7

PRT

Trinh ty nh8n tao

M8 ta trinh ty nhin tao: Trinh tu lién Gng téng hop

MOD RES
(1) ..(2) )
Axit amin bat ky

MOD_RES
(4)..(4)
Axit amin bit ky

MOD_RES
(6)..(7)
Axit amin bit ky

306

Xaa Xaa Ser Xaa Arg Xaa Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

5

307

10

PRT

Trinh ty nhédn tao

M6 ta trinh tu nhin tao: Trinh tu lién tng tdng hop

MOD_RES
(1) ..(1)
Gln, His, hoidc Met

MOD_RES
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

(3) ..
Tyr hodc Ser

(3)

MOD_RES
(4) ..

(10)

21857

<223> Axit amin bit ky va ving ndy cé th& bao gém tir 5 dén 7 gbc

<400> 307

Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

308
702
ADN

<220>
<223>

<400> 308
atgggatgga

atagtgatga
tcctgecaggg
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
accaacgtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcceg
<210>
<211>

<212>
<213>

309
1407
ADN

<220>
<223>

<400> 309
atgggatgga

gtgcagctac
tgcgectgtet

gggaaggggc

5

gctgtatcat
cgcagtctecce
ccagtcagag
ggctcctcat
gtgggtctgg
tttattactg
aaatcaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa

tcacaaagag

gctgtatcat
agcagtgggg
ttggtgggtc

tggagtggat

Trinh ty nhin tao

cctcttettg
agccaccctg
tgttagcaga
ctatggtgca
gacagagttc
tcagcagtat
tacggtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc

cttcaacagg

Trinh ty nh8n tao

10

gtagcaacag
tctgtgtcte
aacttagcct
tccaccaggg
actctcacca
aaaacctggce
gcaccatctg
gttgtgtgcc
aacgccctcece
acctacagcc
tacgcctgeg

ggagagtgtt

M6 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

ctacaggtgt
caggggaaag
ggtatcagca
ccactggaat
tcggcagect
ctcggacgtt
tcttecatcectt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac

aagtcaccca

ag

M6 ta trinh tu nhin tao: Polynucleotit tdng hop

cctecttettg gtagcaacag ctacaggtgt

cgcaggactg ttgaagcctt cggagaccct

tttcagtggt tactactgga gctggatccg

tggggaaatc aatcatcgtg gaaacaccaa

- 304 -

ccactccgaa
agccaccctce
gaaacctggc
cccagccagg
gcagtctgaa
cggccaaggg
ccegecatcet
cttctatccec
ctcccaggag
cctgaccctg

tcagggcctg

ccactcccag
gtcectceacc
ccagccccca

cgacaacccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702

60

120

180

240



tccectcaaga
ctgagttctg
acctatggta
accaagggcc
gcggccctgg
tcaggcgcecec
tactccctceca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttectcet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
agcctctceccce
<210>
<211>

<212>
<213>

310
1410
ADN

<220>
<223>

<400> 310
atggagtttg

gtgcagcetgt
tgtgcagcct
gggaaggggc
gactccgtga

caaatgaaca

gtcgagtcac
tgaccgeccge
actttgacca
catcggtctt
gctgecctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccececcaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtecct
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagecctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctecatgcete

tgtcteceggg

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccggtt

gcctgagagce

21857

catatcagta
ggacacggct
ctggggccag
cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgecce
cagcaacacc
cccaccgtgce
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctggtce
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaataa

Trinh ty nhin tao

gctttttett
gggaggcttg
ctttagccge
ctcaggtatt

caccatctcc

cgaggacacg

gacacgtcca
gtttattact
ggaaccctgg
ccctecteca
ttcccecgaac
ttccecggetg
tccagcagct
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcceccateg
accctgecceccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgce

gtggctattt
gtacagcctg
tatgccatga
agtgggagtg
agagacaatt

gcecgtatatt
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agaaccagtt
gtgcgagaga
tcaccgtcag
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
tctecececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagcga
ccacgcctec
acaagagcag

acaaccacta

M8 ta trinh tu nhdn tao: Polynucleotit tdng hop

taaaaggtgt
gggggtccct
actgggtccg
gtggtaggac
ccaagaacac

actgtgcgaa

cgccctgaag
acgtggatac
ctcagcctcc
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

ccagtgtgag
gagactctcc
ccaggctcca
atactacgca
actatatctg

agatcgcgat

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407

60

120

180

240

300

360



ttttggagtg
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactccce
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg

aagagcctet

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

311
705
ADN

<220>
<223>

<400> 311
atgaggctcc

gaaatagtga
ctctectgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc
tctgatgagc

cccagagagg

gtccatttga
gcccateggt
tgggctgcect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tctteeccccc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttett
tcttcteatg

ccctgtcetec

ctgctecaget
tgacgcegte
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggtc
cagtttatta
tggagatcaa
agttgaaatc

ccaaagtaca
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ctactggggce
cttcceectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctectacage
ctcegtgatg

gggtaaataa

Trinh tu nhin tao

tctecttecte
ttcagccacc
gagtgttagt
catctatggt
tgggacagaa
ctgtcaccag
acgtacggtg
tggaactgcc

gtggaaggtg

cagggaaccc
gcaccctect
tacttecccecceg
acctteccegg
cccteccagea
accaaggtgg
tgccecagecac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

ctgctactcet
ctgtctgtgt
agaaacttag
gcatccacca
ttcactctca
tatagtaact
gctgcaccat
tctgttgtgt

gataacgccc
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tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggceac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcceg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca
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ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggatgtgcag
ctgtcttecat
gcctgectgaa

tccaatcggg

cagctcagcc
ctctgggggce
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcc
tccegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

taccactgga
gagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcc
cctgcagtcet
ttttggccag
cttccegeca
taacttctat

taactcccag

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410

60
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180

240

300

360

420

480

540
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gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacc

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggce

ctgagctcge ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gttag
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
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<223>

<400>

312

4

PRT

Trinh ty nhin tao

M8 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

MOD_RES
(2)..(2)
Leu hodc Val

MOD_RES
(4)..(4)
Ser hodc Gly
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Ser Xaa Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

313

7

PRT

Trinh tu nhin tao

M6 ta trinh tu nhln tao: Peptit tdng hop

MOD RES
(1) .. (1)
Lys hodc Arg

MOD RES
(2)..(2)
Ala hodc Ser

MOD_RES
(6)..(6)
Val hodc Leu

MOD_RES
(7)..(7)

Ser hodc Leu

313

Xaa Xaa Ser Gln Ser Xaa Xaa
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<210> 314

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 314
Leu Glu Asp Asn Val Thr Ala Pro Asp Tyr
1 5 10

<210> 315

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M8 ta trinh ty nhin tao: Peptit tdng hop

<400> 315
Arg Asn Leu Thr Phe Glu Gly Tyr Asp Gly Pro Val Thr Leu Asp
1 5 10 15

<210> 316

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 316
Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly
1 5 10 15

Cys Tyr

<210> 317
<211> 638
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Polypeptit tdng hop

<400> 317
Ser Gln Val Ser Gln Asn Cys His Asn Gly Ser Tyr Glu Ile Ser Val
1 5 ' 10 15

Leu Met Met Gly Asn Ser Ala Phe Ala Glu Pro Leu Lys Asn Leu Glu
20 25 30

Asp Ala Val Asn Glu Gly Leu Glu Ile Val Arg Gly Arg Leu Gln Asn
35 40 45
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Ala

Leu

65

Asp

Ile

Glu

Asp

Met

145

Thr

Glu

Phe

Phe

Met

225

Val

Tyr

Val

Arg

Gly

50

Ile

Leu

Gly

Leu

Tyr

130

Tyr

Tyr

Asp

Ser

Gln

210

Cys

Ala

Leu

Leu

Asn
290

Leu

His

Leu

Pro

Ser

115

Lys

Phe

Ser

Cys

His

195

Asp

Gly

Glu

Glu

Thr

275

Leu

Asn

Asn

Arg

Ser

100

Tyr

Glu

Leu

Trp

Phe

180

Glu

Ile

Gly

Asp

Asp

260

Leu

Ser

Val

Ser

Lys

85

Cys

Pro

Thr

Val

Ser

165

Trp

Leu

Leu

Pro

Ile

245

Asn

Ser

Pro

Thr

Gly

70

Ile

Thr

Met

Leu

Asn

150

Thr

Tyr

Gly

Met

Glu

230

val

Val

Pro

Thr

Val

55

Asp

Ser

Tyr

Ile

Thr

135

Phe

Ser

Leu

Phe

Asp

215

Phe

Ile

Thr

Gly

Lys
295

Asn

Cys

Asn

Ser

Ser

120

Arg

Trp

Tyr

Asn

Lys

200

His

Leu

Ile

Ala

Asn

280

Arg

21857

Ala Thr

Arg Ser

Ala Gln
90

Thr Phe
105

Ala Gly
Leu Met
Lys Thr
Val Tyr

170

Ala Leu
185

Val Vval
Asn Arg
Tyr Lys
Leu Val

250

Pro Asp
265

Ser Leu

Asp Phe
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Phe

Ser

75

Arg

Gln

Ser

Ser

Asn

155

Lys

Glu

Leu

Lys

Leu

235

Asp

Tyt

Leu

Ala

Met

60

Thr

Met

Met

Phe

Pro

140

Asp

Asn

Ala

Arg

Ser

220

Lys

Leu

Met

Asn

Leu
300

Tyr

Cys

Gly

Tyr

Gly

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Gln

205

Asn

Gly

Phe

Lys

Ser

285

Ala

Ser

Glu

Cys

Leu

110

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

190

Asp

val

Asp

Asn

Asn

270

Ser

Tyr

Asp

Gly

Val

95

Asp

Ser

Lys

Phe

Glu

175

Ser

Lys

Ile

Arg

Asp

255

Val

Phe

Leu

Gly

Leu

80

Leu

Thr

Cys

Leu

Lys

160

Thr

Tyr

Glu

Ile

Ala

240

Gln

Leu

Ser

Asn



Gly

305

Glu

Phe

Asp

Lys

Asp

385

Ile

Cys

Leu

Glu

Lys

465

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Ile

Asn

Glu

Ser

Val

370

Met

Thr

Pro

Phe

Val

450

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

530

Arg

Leu

Ile

Gly

Thr

355

Leu

Ser

Gly

Pro

Pro

435

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

515

Lys

Asp

Leu

Thr

Tyxr

340

Met

Leu

Pro

Arg

Cys

420

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

500

Asn

Gly

Glu

Phe

Thr

325

Asp

Val

Thr

Thr

Gly

405

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

485

His

Lys

Gln

Leu

Gly

310

Pro

Gly

Leu

Tyr

Phe

390

Pro

Ala

Pro

Val

Val

470

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

His

Lys

Pro

Leu

Asp

375

Thr

Gln

Pro

Lys

vVal

455

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

535

Lys

Met

Phe

Val

Tyr

360

Thr

Trp

Pro

Glu

Asp

440

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

520

Glu

Asn

21857

Leu Lys

Ala His
330

Thr Leu
345

Thr Ser

His Val

Lys Asn

Lys Ser
410

Leu Ala
425

Thr Leu
Val Ser
Val Glu
Ser Thr

490

Leu Asn
505

Ala Pro

Pro Gln

Gln Val
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Ile

315

Ala

Asp

Val

Asn

Ser

395

Ser

Gly

Met

His

Val

475

Tyx

Gly

Ile

Val

Ser

Phe

Phe

Asp

Asp

Lys

380

Lys

Asp

Ala

Ile

Glu

460

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

540

Leu

Leu

Arg

Trp

Thr

365

Thr

Leu

Lys

Pro

Ser

445

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

525

Thr

Thr

Glu

Asn

Gly

350

Lys

Tyr

Pro

Thr

Ser

430

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

510

Thr

Leu

Cys

Asn

Leu

335

Asp

Lys

Pro

Asn

His

415

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

495

Lys

Ile

Pro

Leu

Gly

320

Thr

Val

Tyr

Val

Asp

400

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

480

Val

Cys

Ser

Pro

Val



545

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
625

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

Gly

Pro

Ser

Gln

610

His

<220>

<223>

Phe

Glu

Phe

595

Gly

Tyr

318
707
PRT
Trinh

M3 ta

<400> 318
Ser Gln Val

1

Leu

Asp

Ala

Leu

65

Asp

Ile

Glu

Met

Ala

Gly

50

Ile

Leu

Gly

Leu

Met

vVal

35

Leu

His

Leu

Pro

Ser
115

Tyr

Asn

580

Phe

Asn

Thr

Pro

565

Asn

Leu

Val

Gln

ty nhén

550

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
630

tao

Asp

Lys

Ser

Ser

615

Ser

Ile

Thr

Lys

600

Cys

Leu

21857

Ala

Thr

585

Leu

Ser

Ser

Val

570

Pro

Thr

Val

Leu

555

Glu

Pro

Val

Met

Ser
635

Trp

val

Asp

His

620

Pro

Glu

Leu

Lys

605

Glu

Gly
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Ser

Gly

20

Asn

Asn

Asn

Arg

Ser

100

Tyr

Gln

5

Asn

Glu

vVal

Ser

Lys

85

Cys

Pro

Asn

Ser

Gly

Thr

Gly

70

Ile

Thr

Met

Cys His Asn

Ala

Leu

Val

55

Asp

Ser

Tyr

Ile

Phe

Glu

40

Asn

Cys

Asn

Ser

Ser
120

Ala
25

Ile

Ala

Arg

Ala

Thr

105

Ala

Gly

10

Glu

Val

Thr

Ser

Gln

90

Phe

Gly
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Ser

Pro

Arg

Phe

Ser

75

Arg

Gln

Ser

Tyr

Leu

Gly

Met

60

Thr

Met

Met

Phe

Glu

Lys

Arg

45

Tyr

Cys

Gly

Tyr

Gly
125

Ser

Asp

590

Ser

Ala

Lys

Ile

Asn

30

Leu

Ser

Glu

Cys

Leu

110

Leu

Asn

575

Ser

Arg

Leu

Ser

15

Leu

Gln

Asp

Gly

Val

95

Asp

Ser

560

Gly

Asp

Trp

His

val

Glu

Asn

Gly

Leu

80

Leu

Thr

Cys



Asp

Met

145

Thr

Glu

Phe

Phe

Met

225

Val

Tyr

Val

Arg

Gly

305

Glu

Phe

Asp

Lys

Tyr

130

Tyr

Tyr

Asp

Ser

Gln

210

Cys

Ala

Leu

Leu

Asn

290

Ile

Asn

Glu

Ser

Val
370

Lys

Phe

Ser

Cys

His

195

Asp

Gly

Glu

Glu

Thr

275

Leu

Leu

Ile

Gly

Thr

355

Leu

Glu

Leu

Trp

Phe

180

Glu

Ile

Gly

Asp

Asp

260

Leu

Ser

Leu

Thr

Tyr

340

Met

Leu

Thr

Val

Ser

165

Trp

Leu

Leu

Pro

Ile

245

Asn

Ser

Pro

Phe

Thr

325

Asp

Val

Thr

Leu

Asn

150

Thr

Tyr

Gly

Met

Glu

230

Val

Val

Pro

Thr

Gly

310

Pro

Gly

Leu

Tyr

Thr

135

Phe

Ser

Leu

Phe

Asp

215

Phe

Ile

Thr

Gly

Lys

295

His

Lys

Pro

Leu

Asp
375

Arg

Trp

Tyr

Asn

Lys

200

His

Leu

Ile

Ala

Asn

280

Arg

Met

Phe

Val

Tyr

360

Thr

21857

Leu Met

Lys Thr

Val Tyr
170

Ala Leu
185

Val Vval

Asn Arg

Tyr Lys

Leu Val
250

Pro Asp
265

Ser Leu
Asp Phe
Leu Lys
Ala His

330

Thr Leu
345

Thr Ser

His Val
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Asn

155

Lys

Glu

Leu

Lys

Leu

235

Asp

Tyr

Leu

Ala

Ile

315

Ala

Asp

Val

Asn

Pro
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Asp

Asn

Ala

Arg

Ser
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Lys

Leu

Met

Asn

Leu
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Phe

Phe

Asp

Asp

Lys
380

Ala

Leu

Gly

Ser

Gln
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Asn

Gly

Phe

Lys
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285

Ala

Leu

Arg
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Thr

365

Thr

Arg

Pro

Thr

Val
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Asp
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Asp

Asn

Asn
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Ser

Tyr

Glu

Asn

Gly
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Lys

Tyr

Lys

Phe

Glu
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Lys
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Arg

Asp
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Val

Phe

Leu

Asn

Leu
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Asp

Lys
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Leu

Lys
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Thr

Tyr

Glu

Ile

Ala
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Gln

Leu

Ser

Asn

Gly
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Thr

Val

Tyr

Val



Asp

385

Ile
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Leu

Glu

Lys
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Gly
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Thr
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Arg
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Ser
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Lys
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Gly

Glu
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Leu
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Val

470

Gln
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Leu
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Thr
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Leu
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Thr
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Val
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Asn
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Val

Thr
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Asp Asp Val

Thr Thr Ile

Ser Ala Ser
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Val Glu Leu
690

Gln Gly Ala
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<212> PRT
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<220>
<223> M6 ta
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Gly Phe Leu
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Thr
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Val
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Thr

Gln
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Thr
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Ala

Ile

Phe

Ile
695

21857

Gln Asp Gly
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Ser Leu Phe
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Lys Val Lys
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Ser Pro Asp

635

Glu Leu

Leu Leu

Trp Ile

Tyr Arg
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