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khang nguyén da c6. C4c phan tir protein/peptit cai bi€n nhu vay c6 thé bao gom
cac doan bo sung, doan néi hoic cic doan danh dau va/hoic cic su thé doan axit
amin & dau tan cing C nhat dinh. Cac phan tir protein/peptit cai bién nay (bao
gdém chat ngung tu va lién hop clia nd) c6 thé bao gém phan tir gin két khang
nguyén, nhu khdng thé, manh khdng nguyén, va ving bién déi don, vi du viing
bién déi don ctia globulin mién dich nguoi (khing thé), va ciing nhu viing bién
ddi don c6 nguén goc khong phai tir ngudi nhu lac da khong buéu hoac lac da, vi
du VHH bao gém Nanobody™ (vi du nhu dugc mo ta trong WO 94/04678 va
WO 95/04079). Sdng ché con dé xudt viéc st dung, ché pham, dugc phdm chita
phan tir dugc thé€ axit amin va/hoac dugc kéo dai & dau tan ciing C cai bién nhu

vay va phuong phdp bao ché va biéu hién cdc phan tir nay.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cp

Sang ché dé xuat protein va peptit cai bién c6 4i lwe gin két giam véi cac khang
nguyén da cd. Cac phan tlr protein/peptit ci bién nhu vay c6 thé bao gdbm cac doan bd
sung, doan nbi hodc cac dudi va/hoic cac su thé doan axit amin & dau tan cung C nhét
dinh. Cac phan ti protein/peptit cdi bién nay (bao gdbm chat ngung tu va lién hop cua
n6) c6 thé bao gdbm phan tir gin két khang nguyén, nhu khang thé, manh khang
nguyén, va khu vuc bién ddi don, vi du vung bién ddi don ciia globulin mién dich
ngudi (khang thé), va cling nhu ving bién dbi don c6 ngudn gbc khong phai tir nguoi
nhu lac da khéng budu hodc lac da, vi du VHH bao gém Nanobody™ (vi du nhu duoc
md ta trong WO 94/04678 va WO 95/04079). Sang ché con dé xuét viée sir dung, ché
phrfun, duoc phém chira phan t& dugce thé axit amin va/hodc dugce kéo dai & dau tan

cing C cai bién nhu vay va phuong phap bao ché va biéu hién cac phan ti nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc thé tu khang co6 trong ty nhién ton tai & ngudi c6 thé gin két véi protein, vi
du, v6i globulin mién dich thd chu hodic cic manh globulin mién dich, vi du yéu t6
thdp khép (gin két cac epitop trong viing Fc clia cac khéng thé), thé tu khang khang
kiéu gen c4 thé (genotyp) (gén két ving bién dbi/CDR cua khang thé) va thé tu khang

khang ving ban 1& (gin két ving ban 18 ciia ving hing dinh Ig trong cdc manh Fab).

Céc thé tu khang nay c6 thé 13 mot phan cua ngudn da dong ctia thé tu khang
khang globulin mién dich (Ig) dic hiéu véi epitop trong toan bd cac phén tir Ig ma co &
ca nguoi va dong vat linh truong khong phai la nguoi. Ngoai thé ty khang khang IgG
gin két véi epitop trong ving Fc nguyén ven (tuc 1a, yéu t6 thip khép (rheumatoid
factor - RF)), su ¢6 mit cua thé ty khang khang genotyp gin két voi vimg CDR bién
dbi cua IgG, va khang thé khang ving ban 18 twong tac v6i epitop chwa biét rd trong
ving ban 1& & dau tan cing C chira cdc manh Fab hodc F(‘Ab’), dd dugc quan sat thiy.
Vai trd chirc ning cua céc thé tu khang khang IgG khac nhau van chua dugc biét rd.
Yéu t6 thap khép va thé tr khang khdng ving ban 18 ¢6 lién quan dén mét sd tinh trang
bénh 1y, nhu bénh ty min va mot sé bénh nhiém tring trong d6 cac khang thé khang

genotyp co thé mang lai sy bdo v¢ khoi thé tu khéng trong mot sb bénh ty mién. Hon
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nita, vai trd diéu hoa mién dich cua thé tu khang khang IgG, da duoc cdng nhan trong
khi cac thé tu khéng nay kiém soat su kich thich té bao B tu phan Gmg va diéu hoa dap
tmg mién dich véi cac khang nguyén ngoai lai. Khang thé khang ving ban 18 1a thé ty
khang khang IgG phan tng voi IgG duoc cit ma khong phai 1a IgG nguyén ven. Mirc
phd bién cao ciia ching trong quan thé ngudi binh thuong lién quan dén su tiép xtc
trude d6 voi manh IgG, ¢6 kha ning 1a két qua cua su tach IgG do proteaza vi khuin

hodc noi sinh.

Ciing nhu sy gin két véi cac protein noi sinh (cé trong d6i tugng chua cai
bién), cac thé tu khang ciing c6 thé gin két véi protein hodc peptit duoc st dung cho
déi twong duoc didu tri. Cac khang thé da c6 gin két voi cac phan tir nhu protein va
peptit diéu tri, dugc st dung cho dbi tuong co thé anh hudng dén hiéu luc cta ching
va c6 thé gy ra phan tng khi st dung, sy qué mén, dap tmg 14m sang bién dbi & cac
bénh nhan dugc didu tri cling nhu sinh kha dung bién dbi bang cach duy tri, thai trir
hodc trung hoa phén tr. Tuy nhién trong mot sb trudng hop, su ton tai cia cac khing
thé nay c6 thé thap hon déng ké trong qua trinh didu tri bang thude so véi céc truong

hop khac.

Thé tu khang gén két protein va khang thé didu tri c¢6 thé duge tao mai dap tmg
lai su diu tri bang thudc (nhu str dung protein hodc peptit tri liéu) dugc goi chung la
khang thé khang dugc chit (ADA _ anti-drug antibody). Khi ADA dugc mo ta trong

toan bd sang ché, né duogc goi 1a cic ADA dd c6 tir trude trir phi dugc quy dinh khac.

Céac khang thé ving VH va VL ¢6 ngudn gde tir trinh tw khung cta ngudi
nguyén ven va mic du cac du dodn in silico mo ta ty 1€ thip dang ké ctia peptit mién
dich tiém ning, co thé 1a cac khang thé ving nay c6 thé gay mién dich & nguoi, tire 1a
ching c6 thé gy ra cac ADA, va ching c6 thé gin két voi cac ADA dd c6 tir trude

phu thudc vao ca cac yéu td doc 14p v6i trinh ty va phu thudce vao trinh tu.

Tuong tu, sd luong cac dAb don c6 ngudn gde tir chudi ning Camelid (VHH)
dang duoc nghién cru trén 14m sang va trong khi khong cé béo céo phan ting qua man
hodc phan tmg phu qua trung gian mién dich nao, sy gin két voi ADA da co tir trude

van 1a mot tri€n vong.
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Do d6, c6 thé thuan loi néu d& xuit cac phan tir dé diéu tri bao gém protein,
hodc peptit, vi du phén tw gin két khang nguyén, c6 4i luc gin két giam véi ADA da

c6 tir trude khi st dung cho dbi twong, cu thé 1a dbi twong 14 nguoi.
Ban chét ky thuit clia sang ché

Pa ching minh nhu mo t4 trong day rang trong huyét thanh ctia mot sd dbi
tuong nguoi khoe manh chua mic bénh, cac thé tu khang khang VH da c6 tu trudce
duoc trinh dién c6 thé gin két voi ca khang thé ving VH va phan t& VHH, ciing nhu
thé ty khang khang VL (vi du, V kappa (VK)) c6 thé gin két phan t&r VL. ADA da c6
tir trude gin két cac dAb VH 1a twong tu nhu khang thé khang ving ban 1& trong d6
chung gén két cac manh IgG nhung khong gin két c4c trinh tu twong tw duge tim thay

in situ trén 1gG nguyén ven.

Mot thir nghiém sinh hoc cu thé duoc phat trién nhu mo ta trong ddy va duge
cong nhan dé phat hién khang thé khang dugc chat khang dAb VH DOM1H-131-206
(trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO 1) & ngudi. Bang 60 mau huyét thanh
ngudi hién ting khée manh duge thir nghiém v& d0 phan tng ban du trong thir
nghiém nady. X4c dinh rang khoang 45% mau huyét thanh tir cic dbi twong nay co
khéng thé c6 thé phat hién, c6 kha nang gin két véi DOM1H-131-206. B9 phan tmg
duong nhu dic hiéu véi epitop mdi sinh, hodc epitop, trong trinh tu khung VH dAb,
do dap tng 1a phan tng chéo véi cac khung VH cua dAb gin két cac khang nguyén
dich khac nhau, nhung khong phan Gng chéo véi IgG nguoi nguyén ven. Ciling quan
sat thiy ADA da c6 truée do khang dAb VL trong cic mAu huyét thanh tir ngudi hién

ting khdée manh nhung v6i mire do thép hon VH.

Tién hanh phuong phap dot bién gen, céc tac gid sang ché x4c dinh lidu su bién
db6i v6i khung VH c6 thé lam giam sur gin két clia cac ADA da c6 tir trude hay khong.
St dung phuong phap ndy, cac tic gia sang ché d3 v& ban dd epitop dén dau tan clng
d4u tan cung C cta khung dAb VH, va minh hoa mot s6 phuong phap c6 thé sir dung
dé 1am giam hodc loai bo su gin két cua cac khang thé da c6 tir trude khang phan tir
VL, VH va VHH. Cu thé, sang ché di chi ra ring céc cai bién ma thay d6i cdu hinh ba
chiéu & dau tan cung C cua dAb, dic biét 1a dau tan cung C cua géc serin (trc 1a vi tri
113 Kabat) trong dAb VH va VHH 14 quan trong. Ngoai ra, cAu hinh ba chiéu cia dau
tan cung C cua dAb co thé dugc cai bién bing cach bd sung céc gdc axit amin thém
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nita (kéo dai & dau tan cung C) va/hodc bang cach thé cac goc axit amin ¢6 & mot hodc

nhiéu vi tri 14, 41, 108, 110 va 112 trong dAb VH.

Do d6, sang ché dé xuét cac phan t& cai bién c6 kha ning gin két giam véi
ADA (d3 c6 tir trudc) so v6i phan tir khong cai bién va thich hop dé st dung cho ddi
twong, vi du, ddi twong 1a ngudi dé phong bénh hoidc chita bénh. Kha ning gin két
giam co nghia 1a phan tir nay c6 4i luc giam hoédc gin két giam véi ADA di c6 trude
do6. Cac phén tr nhu vay bao gdm protein, hodc peptit, vi du, khang nguyén gén két
protein, vi du khang thé, manh khang nguyén, va ving bién ddi don vi du ving bién
d4i don (VH hodc VL) ciia globulin mién dich cia nguoi (khéng thé), va ciling nhu
ving bién dbi don co ngudn gbc tir ngudn khong phai 12 nguoi nhu lac da khong budu
hodac Camelid, vi du VHH Camelid bao gdm Nanobody ™ (vi du dugc md ta trong
WO 94/04678 va WO 95/04079). Cac phan tir nay bao gdm mdt hoic nhidu ci bién
duogc chon tir: (a) doan thém, doan kéo dai, doan xéa hodc dudi & dau tan cung C,

va/hoic (b) mot hodc nhiéu sy thé doan axit amin ctia ving khung.

Ngoai ra, cidc phén tir cai bién duge mo ta trong diy va duoc phdm chira cic
phan tir cai bién nay c6 thé co profin an toan hon va it tac dung phu hon cac phan tir
khong cai bién, vi du dAb khong cai bién, khong chira doan kéo dai, doan bd sung,
doan x6a hodc dudi & dau C tan cing va/hodc céc bién ddi khung khéc, lam gidm sy
gin két ADA di c6 truée d6. Tuong tu, viée st dung cdc phén tr cai bién duoc md ta
trong day hodc dugc phim chira cc phan tir cai bién nay (c6 kha ning gin két giam
v6i ADA dd ¢ truge do) co thé gdy ra tinh sinh mién dich bién dbi va ciing c6 thé tao
ra hiéu luc cai thién va profin an toan dugc cai thién va vi du cé thé st dung thuén loi
v6i cac lidu lap lai cho bénh nhan ¢ thé sinh ra thé tu khang khang cac phan tr khong

cai bién vi du dAb.
Do d0, theo khia canh th nhAt, sang ché dé xuit:

ving bién ddi cia globulin mién dich don (dAb), chira mdt hogc nhiéu doan céi
bién duoc chon tir: (a) doan kéo dai & dau tan cung C chira doan axit amin kéo dai cua
tr mot dén nam axit amin; hodc (b) mot hodc nhiéu su thé doan axit amin ctia ving
khung trong do it nhat mot doan thé 1a doan thé duogc chon tir: doan thé P14A, P41A
doan thé va doan thé L108A.
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Theo mdt phuong an, sang ché dé xuat doan kéo dai ¢ dau tin cung C chura tir
1 dén 4 axit amin. Theo phuong an khac, doan kéo dai ¢ dau tdn cung C nay bao gom
axit amin 13 alanin, va c6 su gin két giam vGi cac ADA da ¢ tir truGe so voi vung

bién ddi ctia globulin mién dich don (dAb) khong duge cai bién.

Theo khia canh khac, doan kéo dai & dau tan cung C cé thé 1a doan kéo dai g61n
tir 1 dén 15 axit amin, vi du tir 1 dén 8 axit amin hogc 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7
axit amin. Cu thé, doan kéo dai gdm tir 1 dén 8 axit amin, hogc 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-
6, 1-7 axit amin chtra géc alanin, vi du doan kéo dai alanin don, hodc doan kéo dai AS,
AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP. Cu thé, sang ché d& xuit doan kéo dai gom tir 1 dén
5 axit amin hogic doan kéo dai gdm tir 1 dén 4 axit amin. Ving bién ddi cua globulin
mién dich don duogc cai bién ciing co thé bao gdm doan axit amin x6a. Ving bién dbi
cua globulin mién dich don (dAb) co thé dugc chon tir dAb ciia VH nguoi, hodc VL
ngudi hodc VHH Camelid. Poan kéo dai & dAu tan cing C c6 thé 12 ngung tu trire tiép
hoic thé lién hop véi dau tan cing C clia dAb.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit ving bién ddi cta globulin mién dich
don (dAb) trong d6 (i) dAb nay 1a VH nguoi hodc VHH Camelid va doan kéo dai ¢
dau C tan cing nay bao gbdm doan axit amin kéo dai dugc chon tir (a) A (b) AS, (c)
AST (d) ASTK, (e) ASTKG (f) AAA hoac (g) T; va trong do (ii) dAb nay la VL nguoi
(nhu V kappa) va doan kéo dai ¢ dau C tan cing nay bao gdbm doan axit amin kéo dai
duoc chon tir (a) AAA, (D) A(c) TV () T.

Sang ché ciing dé xudt ving bién ddi cua globulin mién dich don (dAb) gin két
don héa tri v6i khang nguyén dich, bao gbm:

a) ba ving xac dinh bd thé (CDR — complementarity determining region) dic

hiéu vdi khang nguyén dich; sao cho dAb gin két khang nguyén véi gi tri
KD nim trong khoang tir 5 micromol dén 1 picomol

b) bén ving khung (FW); va

c) trinh tu dau tan cung C g%)ln co trinh tw VIVS(S),X hodc VEIK R X; va

tuy chon

d) mot hodc nhiéu sy thé doan axit amin & vi tri 14, 41, 108, 110, hodc 112 so

v6i trinh tu khung goc cia nguoi
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trong do:

Llasd nguyén doc 1ap duogc chon tr 0 hodc 1;

p Vg modi gia tri 1a 0 hodc 1 sao cho khi plalgco thé 1a 0 hodc 1 va sao cho khi

p 120, thi g cling 1a 0;

X ¢6 thé c6 hoic khong, va néu c¢6 thi 1a doan axit amin kéo dai gém 1 dén 8

géc axit amin;
v6i didu kién khéc nira 1a néu khong c6 X;

1) » 1a 0 va/hodc dAb két thic trong VTVS(S), bao gém mdt hodc nhiéu sy

thé doan axit amin;

i), vahoic 4 1a 0, va/hodc dAb két thic trong VEIK,R X bao gom mot

hodc nhiéu su thé doan axit amin nay.

KD d& chi héng ) phan ly can béng. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay s€ biét rd ré‘mg tri s6 KD cang nho thi su gén két cang manh.

Theo mdt phuong an cia khia canh nay, dAb gin két khdng nguyén véi tri s6
KD nam trong khoang tir 10pM dén 50nM.

Theo modt phuong an cta khia canh nay, ving bién d6i cua globulin mién dich
don (dAb) ¢c6 4i luc gin két vahodc 4i luc v6i khang thé khang duoc chit (ADA) thép
hon dAb tuong duong trong d6 dAb tuwong duwong nay co trinh tu gibéng nhu viing bién
dbi cua globulin mién dich don, chi khac [a khong c6 X, ,,, va 412 1 va khong c6 su thé
doan axit amin.

Theo phuong an tiép theo, vung bién d6i cua globulin mién dich don 1a ving
trong do trinh ty dau tan cung C nay gém ¢O trinh tu VIVSSX.

Theo phuong an khéc, vung bién dbi cia globulin mién dich don 13 ving trong
d6 trinh ty du tan cing C nay gdm c6 trinh tu VEIKRX.

Theo phuong 4n tiép theo, ving bién dbi ctia globulin mién dich don c6 mot
hodc nhiéu sy thé doan axit amin duoc chon tir nhém g61n cod: su thé doan P14A, su

thé doan P41A, su thé doan L108A, su thé doan T110A va sy thé doan ST112A.

Theo phuong an, X ¢6 mit, va la sy kéo dai gém tir 1 dén 8 axit amin hoic 1, 1-

2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 axit amin, cu thé doan kéo dai g6m tir 1 dén 8 axit amin, hodc
-7-
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1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 axit amin chua géc alanin, vi du doan kéo dai alanin don,

hodc doan kéo dai AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP.
Theo phuong 4n tiép theo, dAb 1a dAb ciia VH, hodc VL hoac VHH Camelid.

Theo phuong 4n khac nita, sing ché dé xuét trinh tu axit amin 1a trinh tu axit
amin bat ky cua trinh ty ving bién d6i ctia globulin mién dich don (dAb) khong dugc
cai bién duoc mé ta trong day (vi du SEQ ID NO 1-6, 10-13) sau d6 duge céi bién dé
lam giam sy gan két v6i cdc ADA nhu duge mé ta & ddy, vi du trinh tu viing bién dbi
ctia globulin mién dich don khong dugc cai bién duge md ta trong ddy duge cai bién
sao cho X la ¢6 mit, va la doan kéo dai gém tir 1 dén 8 axit amin, cu thé, doan kéo dai
gbm tir 1 dén 8 axit amin bao gdm gdc alanin, vi du, doan kéo dai alanin don, hodc
doan kéo dai AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP va/hogc ving bién ddi ciia globulin
mién dich don c6 mot hoic nhiéu sy thé doan axit amin trong d6 mot hodc nhiéu su thé
doan axit amin dugc chon tir nhém g6m ¢6 su thé doan P14A, su thé doan P41A, su

thé doan L108A, su thé doan T110A va su thé doan S112A.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xudt ving bién dbi cta globulin mién dich
don 1a VH nguoi hodc VHH Camelid va doan kéo dai & dau C tan cing bao gdbm doan
axit amin kéo dai duoc chon tir: (a) AS, (b) AST (c) ASTK, (d) ASTKG (e) AAA hoidc
(f) T hodc (g) ASTKGP, va/hodc trong do co su khuyét doan axit amin tir dAb két thuc
trong VIVS(S), va su khuyét doan nay 1a su khuyét doan —S.

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuét ving bién do6i cia globulin mién dich
don 1a VL nguoi, vi du, V kappa, va trong do doan kéo dai & dau C tan cung nay bao
gdm doan axit amin kéo dai dugc chon tir: (a) AAA (b) A (¢) TV va (d) T, va/hoidc
trong do6 co su khuyét doan axit amin tir dAb két thuc trong VEIKR va su khuyét doan
nay 1a su khuyét doan —R.

Theo mdt phuong &n khéac cua sang ché, khi trinh tu ddu tan cing C cia VL
dAb 13 VEIKRAAA hodc VEIKRT, cac cdu truc gin két khang nguyén bao gdm hai
dAb duoc ngan cach bai ving s¢i Fe don ctia khang thé, trong d6 mdi dAb c6 khai

nang gén két voi VEGF, dugc loai trir.

Theo mot khia canh, dAb cai bién d& lam giam su gin két v6i ADA nhu duoc
mé ta & day (vi du, VH, VL nhu V kappa va VHH) c6 gia tri KD gin két v6i ADA la
150% gia tri KD hoac hon (vi du, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 500%,
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550%, 600%, 650% hoic hon) cua trinh ty ving bién d6i cua globulin mién dich don
(dAb) twong duwong khong duogc cai bién. Sang ché ciing d& xuit dAb cai bién nhu
duoc mo ta & day co su gin két voi ADA gidm va c6 su gin két giam voi ADA nhu
duoc x4c dinh bing thtr nghiém khang dinh mo ta trong Vi du 2 va trong dé, dAb cai
bién nay co % trc ché tin hiéu trung binh nhd hon 90%, ching han nhé hon 80%,
ching han nhé hon 70%, chéng han nhé hon 60%, ching han nho hon 50%, chang han
nho hon 40%, chéng han nhé hon 30%, chéng han nhé hon 20%, chéng han nhé hon
10%, so v6i dAb dbi chimg c6 su e ché tin hidu khoang 98%-100%, dAb dbi chimg
nay (khong duogc cai bién) c6 trinh tu gidng hodc twong tw nhung khong duge cai bién

dé 1am giam sy gan két ADA.

Sang ché ciing d& xuit ving bién ddi don cia globulin mién dich (dAb) theo
sang ché dé sir dung trong phuong phap didu tri, vi dy, dé sir dung trong phuong phap
phong nglra cic tc dung phu. Viéc stiv dung nay cé thé ¢o loi ich cu thé khi dAb 1a
chat dbi khang cua dich, vi du, dich dugc chon tir TNFa, thu thé TNF, thu thé TNF 1
(INFR1), VEGF, IL-1R, IL-6R, IL-4, IL-5, IL-13, DC-SIGN, ASGPR, albumin, va
TGFBR2. Theo mot phuong an, dbi tugng dich 1a thu thé, hodc cu thé, thu thé 1a
polyme hogc thu thé dime hoa khi hoat héa, vi dy, thu thé TNF. Theo phuong én khéc,
dAb cai bién nhu duge md ta & diy sao cho né c6 sy gin két giam véi ADA duge st

dung trong ché do didu tri ma gdm ca su lap lai liéu ding.

Sang ché d& xuét ving bién doi cta globulin mién dich don (dAb) trong do6 dich
1a TNFR1, va la dAb duoc chon tir trinh ty axit amin bat ky trong sb céc trinh tu axit
amin dugc xdc dinh 1a: (a) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chura alanin don ¢
dAu tan cong C (SEQ ID NO 16); (b) dAb DOM1h-131-206 vé6i doan kéo dai chira
alanin don & dau tan cung C va doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 17); (c) dAb
DOM1h-131-206 vé6i doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 18); (d) dAb DOM1h-
131-206 véi doan kéo dai & dau tan cing C 1a ASTKG (SEQ ID NO 19); va (e) dAb
DOM1h-131-206 véi doan kéo dai & diu tan cling C 1a ASTKG va dot bién axit amin
khung P14A (SEQ ID NO 20). Sang ché ciing dé xudt dAb (khong dwoc cai bién) dugce
chon tir trinh ty ma c6 muc tuong déng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
90%, 85% hoic 80% véi trinh tu axit amin bét ky trong sb cac trinh tu axit amin duoc
xac dinh 1a: DOM1h-131-206 (SEQ ID NO 1), DOM 1h-131-511 (SEQ ID NO 2),

DOM 1h-131-202 (SEQ ID NO 3) va con bao gdm trinh tur bat ky bao gom, vi du,
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doan cai bién bat ky duoc mo ta ¢ day lam gidm su gan két véi ADA, vi du, doan kéo

dai analin don tan cung C.

dAb theo sang ché bao gdm trinh ty axit amin bét ky trong sb céc trinh tu axit
amin dAb dugc md ta ¢ diay hodc 1a mot phén cta phan tir duge mo ta & day (hodc
trinh tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc
80% voi trinh tu dAb nay), vi du dAb bét ky dugc mo ta trong vi du bét ky trong day
va vi du ndy bao gdm su cai bién bat ky duoc md ta & day dé 1am giam sy gin két voi
ADA nhu doan kéo dai analin & dau tan cting C. Séng ché ciing bao gdm phan tir bét
ky dugc mo ta ¢ day (chéng han nhu trong cac vi du) chira trinh ty dAb nhu dugc mo
ta trén bao gdm cai bién bt ky duge md ta & day dé lam giam sy gin két voi ADA,
phéan tir nay co thé vi du 12 trinh tu bat k¥ trong s6 cdc dAb-Fc-dAb Vh-Vk trong Vi du
12, hoic mAbdAb bat ky dugc mo ta ¢ day, vi du trong phﬁn Vi du thuc hién sang ché.

Do d6, séng ché dé& xudt dAb khang TL13, vi du, dAb vdi trinh ty axit amin ma
gibng dén 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80% vdi trinh
tu axit amin bét ky trong sb cac trinh tu axit amin dugc xac dinh 1a: (a) DOM10h-53-
567 (SEQ ID NO 13) hodc (b) DT04-H-033 (SEQ ID NO 12); va trinh ty axit amin
nay con bao gdm su cai bién bat ky duoc mo ta & ddy ma lam giam sy gin két voi cac

ADA, vi dy, doan kéo dai analin don tin cung C.

Séang ché cling dé xuét dAb khang TNFR1, vi dy, dAb véi trinh ty axit amin
gibng dén 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80% vdi trinh
tu axit amin dugc xac dinh la: DOM1h-574-208 (SEQ ID NO 10); va con bao gém su
cai bién bat ky duge mo ta & diy lam giam su gin két voi ADA, vi du, doan kéo dai

analin don tan cung C.

Sang ché ciing dé xuit thé dung hop khang TNFR1dAb-VL, vi du, v6i trinh tu
axit amin giéng dén 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80%
véi trinh tu axit amin dugc xac dinh la: thé dung hop DOM1h-574-208-VL (SEQ ID
NO 11); va con bao gom cai bién bat ky duoc mo ta & day lam giam sy gin két véi
ADA, vi du, doan kéo dai alanin don (hodc ba alanin) c6 & du tan cung C ctia phan ttr
dung hop.

Sang ché cling d& xudt mAbdAb 1a mAb khéng IL13: dAb IL-4 V kappa con

bao gdm su cai bién bat ky dugc mo ta & day lam giam su gin két voi ADA; vi du
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mAbdAb c6 thé bao gdm trinh tu chudi ning v6i trinh tu axit amin gidng dén 100%,
99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80% so véi trinh tu axit amin
duoc xac dinh 1a: mAb-VL 735 phéan tu chudi ning SEQ ID NO 30; va trinh ty chudi
nhe duoc xac dinh 14 “735 trinh tu chudi nhe SEQ ID NO 31; va con bao gdm cai bién
bét ky dugc mo ta & day lam giam sy gén két véi ADA vi du doan kéo dai alanin don

(hodc ba analin).

Sang ché ciing d& xuét mAbdAb la mAb khéng IL13: dAb IL-4 V kappa ky
hiéu 12 mAb-VL 15014 dugc cai bién dé lam giam su gin két véi ADA nhu dugc md
ta & day, trong d6 mAbdAD bao gdm (a) trinh ty chudi ning-lién két-V kappa véi trinh
tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80%
v6i trinh ty axit amin dugce xac dinh 18 SEQ ID NO 32; va (b) trinh ty chudi nhe v6i
trinh ty axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc
80% véi trinh tu axit amin dugc xac dinh 1a SEQ ID NO 33.

Sang ché cling d& xuét mAbdAb 1a mAb khang IL13: dAb IL-4 V kappa ky
hiéu 14 mAb-VL 15019 duoc cai bién dé 1am giam su gén két v6i ADA nhu dugc mo
ta ¢ day, trong d6 mAbdAb bao gdm (a) trinh tu chudi ndng-lién két-V kappa véi trinh
tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80%
v6i trinh ty axit amin dugce xac dinh 12 SEQ ID NO 34; va (b) trinh tu chudi nhe véi
trinh tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc
80% vi trinh tu axit amin duogc xac dinh 1a SEQ ID NO 35.

Sang ché ciing d& xudt mAbdAb 1a mAb khang IL13: dAb IL-4 V kappa ky
hiéu 12 mAb-VL 15020 duoc cai bién dé lam giam sy gan két v6i ADA nhu dugc mo
ta & day, trong d6 mAbdADb bao gdm (a) trinh tw chudi ning-lién két-V kappa véi trinh
tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hoac 80%
v6i trinh tu axit amin duoc xdc dinh 1a SEQ ID NO 36; va (b) trinh tu chudi nhe v6i
trinh tu axit amin gidng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc
80% vai trinh tu axit amin dugc xac dinh 1a SEQ ID NO 37.

Sang ché ciing dé xudt mAbdAb 1a mAb khang IL13: dAb IL-4 V kappa ky
hiéu 12 mAb-VL 15021 duoc cai bién dé lam giam su gin két voi ADA nhu duge md
ta ¢ day, trong d6 mAbdAb bao gbm (a) trinh tu chudi ning-lién két-V kappa véi trinh
tu axit amin giébng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc 80%

-11-



22608

vGi trinh tu axit amin dugce xac dinh 1a SEQ ID NO 38; va (b) trinh tu chudi nhe voi
trinh tu axit amin giéng 100%, 99,5%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hodc
80% véi trinh tu axit amin duoc xac dinh 1a SEQ ID NO 39.

Sang ché cling d& xudt trinh ty VHH v&i cai bién bét ky duge mo ta & day aé
lam giam su gén két véi ADA, vi du VHH véi trinh t axit amin giéng 100%, 99,5%,
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% hoac 80% vdi trinh tu axit amin bét ky trong
sd cac trinh tu axit amin dugc xac dinh la SEQ ID NO 7-9.

Sang ché ciing dé xuét axit nucleic ma hoa dAb bét ky theo sang ché, vi du, axit
nucleic bét ky trong sb cac axit nucleic dugc md ta & day vi du trinh tu axit nucleic bat
ky néu trong Fig.9 (SEQ ID NO 21-23) hodc Fig.10 (SEQ ID NO 24-29). Theo mot
phuong 4n, sdng ché dé xuit axit nucleic (SEQ ID NO 22) ma héa dAb DOM1h-131-
206 v6i doan kéo dai chira alanin don & dau tan cung C, vecto chira axit nay (SEQ ID
NO 22) va sang ché ciing d& xudt té bao chu, vi du, té bao chu E.coli, bicu hién axit
nucleic (SEQ ID NO 22), hoic vecto nhu Pave01l (tir Fujifilm Diosynth) biéu hién
SEQ ID NO 22. Sang ché ciing d& xuat phuong phép tao ra dAb DOM1h-131-206 v6i
doan kéo dai chira alanin don ¢ dau tan cing C bao gdm budc duy tri té bao chu nhu
E.coli chtra vecto nhu Pave0l1 (hoidc axit nucleic) ma hoéa axit nucleic (SEQ ID NO
22) trong cac didu kién thich hop dé biéu hién dAb kéo dai, bang cach d6 tao ra
polypeptit.

Céc dAb theo sang ché ciing c6 thé 1a thé dung hop hodc thé lién hop véi cac
phén tu khac.

Theo cac phuong an khic cua sang ché dugce md ta trong ban mo ta nay, thay vi
str dung “dAb” trong thé dung hop theo sang ché, ngudi c6 hidu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt nay co thé str dung ving chira cac CDR ciia dAb gin két dich ctia n6
va vung khung nay bao gdm céc sur cai bién nhu duge mo ta & ddy dé lam giam sy gin

két voi cac ADA.

Sang ché cling dé xuit dugc pham chira dAb theo khia canh hodc phuong an bét
ky theo sang ché, vi du, két hop véi (cac) chét mang duoc dung hodc tuong thich sinh

1y, (cac) ta duge hodc (cac) chét pha lodng.

Sang ché mo ta viéc str dung dAb theo sang cheé dé diéu tri hodc thuoc va st

dung dé diéu tri hodc phong bénh hodc rbi loan. Vi du, dAb khang TNFR1 v6i su gén
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két v6i ADA giam, vi du dAb DOMI1h-131-206 cai bién nhu dugc md ta & day dé lam
giam sy gén két v6i ADA (vi du véi trinh ty axit amin néu trong Fig.8a-8¢: SEQ ID

NO 16-20).

Theo mot khia canh, séng ché mo ta viéc sir dung dAb DOM1h-131-206 véi
doan kéo dai alanin dau tan cing C (SEQ ID NO 16) dé sir dung trong diéu tri hodc
thudc hogc 1am thude, vi du, dé diéu tri hosc phong bénh hoic r6i loan viém hodc bénh
hodc rbi loan phdi hodc bénh hd hip nhu tén thuong phdi cép tinh (ALI - Acute lung
injury) va hoi chiing suy ho hdp cép (ARDS - Acute Respiratory Distress syndrome)

va cac bién chiing cda chung.

Sang ché cling dé xuat axit nucleic ma héa dAb theo sang ché c6 su gin két véi
ADA giam va vecto va té bao chil bao gdm cac axit nucleic ndy. Sang ché ciing dé
xudt phuong phép tao ra dAb theo sdng ché, phuong phép nay bao gbm viéc biéu hién

vecto ma hoa va axit nucleic trong t€ bao chu vi du t& bao chu vi khuan nhu E.coli.

Theo khia canh khéac nita, sang ché dé xuét ché phdm chua dAb theo sang ché
c6 su gin két voi ADA giam, vi du ché pham khi dung dé phan phdi thudc tai phdi.
Sang ché ciing dé xuét thiét bi xong hit hodc khi dung chira dAb theo sang ché, vi du
dAb khang TNFR1 bat ky, vi du, dAb khdng TNFR1 véi trinh ty axit amin néu trong
Fig.8a-8e: SEQ ID NO 16-20, vi du, dAb DOM1h-131-206 vé6i doan kéo dai alanin &
dAu tan cung C (SEQ ID NO 16).

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit dAb DOM1h-131-206 khong dugc céi
bién (SEQ ID NO1) hodc dAb DOM1h-131-206 dugc cai bién theo cach bat ky dugce
md ta & day dé lam giam su gin két ADA, vi dy, dAb DOM1h-131-206 v&i doan kéo
dai chtra alanin don & dau tan cung C (SEQ ID NO 16), dé diéu tri bénh viém da, vi

du, bénh vay nén.

Theo mot khia canh, séng ché mo ta phuong phép didu tri bénh vay nén &
nguoi, phuong phép nay bao gdm cac budc a) xac dinh nguoi mic bénh vay nén; va b)
str dung luong c6 hiéu qua diéu trj ctia khang thé vung (vi du dAb DOM1h-131-206
khong cai bién(SEQ ID NO1) hosic dAb DOM1h-131-206 dugc cai bién theo céch bat
ky dugc mo ta & diy dé lam giam su gin két véi ADA, vi du dAb DOM1h-131-206
v6i doan kéo dai chtra alanin don ¢ dau tan cing C (SEQ ID NO 16) cho mang vay
nén trén nguoi méc bénh vay nén; bé’mg cach do bénh vay nén duoc diéu tri.
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Theo khia canh khac, sang ché dé xuét khang thé ving dé sir dung diéu tri bénh
vay nén va ciing dé xuét ché d6 liéu sir dung khang thé ving dé diéu tri bénh vay nén.
Khéang thé ving c6 thé 1a dAb DOM1h-131-206 khéng cai bién(SEQ ID NO1) hoic
dAb DOM1h-131-206 dugc cai bién theo cach bat ky dugc mo ta & day lam giam sy
gin két ADA, vi du dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai chtra alanin don & dau tan
cung C (SEQ ID NO 16).

Theo khia canh khéc nita, sang ché ciing dé xudt mAb cong cu (vi du mAb cong
cu nhu md ta trong Vi du 19 va véi trinh ty axit amin dugc thé hién 6 F ig.6: SEQ ID
NO 14 va 15). mAb cong cu duoc tao ra bang k¥ thuét khang thé don dong ctia chudt
chudn ttrc 1 chudt duge gdy mién dich bang DOM 1H-131-206 (SEQ ID NO1), lach
duogc thu 14y va dong té bao lai dwoc tao ra, cac thé lai biéu hién khang thé sau do
duge tach dong va khang thé tach thu dwoc tach va sip xép tinh tu bang cac k¥ thuat
chudn. MAb cong cu 1a mdt mAb gin két voi khung dAb VH va bang cach d6 lam
giam su gin két ciia dAb VH v6i ADA. Do d6 mAb cong cu duong nhu gin két voi
epitop nho hon trong vung khung VH véi VH khang ADA nguoi. Do d6, mAb cong
cu ¢6 thé hitu dung, vi du n6 c6 thé sir dung dé thir nghiém dAb cai bién (VH, VHH,)
va dé xac dinh cac cai bién véi dAb c6 ngin can hodc lam giam su gin két cia dAb
v6i mAb cong cu. Cac cai bién véi dAb VH 1a phong su gin két véi mADb cong cu sé
ngan can hodc lam giam su gan két ctia dAb VH véi ADA. Do do, sdng ché dé xuét
dADb bét ky dugc cai bién (vi dy, su cai bién bat ky dugc md ta trong ban md té nay) dé
ngdn chdn hodc lam giam sy gén két véi mAb cong cu. Sang ché ciing dé xuit phuong
phéap st dung mAb cong cu (vi du, mAb cong cu dugc mo ta trong Vi du 19 va voi
trinh tu axit amin néu trong Vi du 19 va cling cé trong Fig.6: SEQ ID NO 14 va 15)
trong thtr nghiém dé kiém tra dAb vi du dAb cai bién (vi du (VH, VHH), vi du dAb
trong s6 dugec mo ta & day, vi du dAb TNFR1 nhu cac dAb dugc md ta & day) va dé
xac dinh céac chét c6 su gén két giam véi ADA vi du. Theo mdt khia canh, dAb (vi du
(VH, VHH) duoc cai bién dé 1am giam su gin két v6i mAb cong cu nhu duoc mo ta &
day va co gia tri KD gin két véi mAb céng cu 150% hodc hon (vi du 200%, 250%,
300%, 350%, 400%, 450%, 500%, 550%, 600%, 650% hodc hon) tri sé KD cta trinh
tu dAb tvong duong khong cai bién. Sang ché cing dé xudt dAb bat ky duoc xac dinh

bdi thtr nghiém sang loc.
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Theo phuong 4n tiép theo, sang ché md ta viéc st dung mAb cong cu (vi du
mADb cong cu mo ta trong Vi du 19 va véi trinh tu axit amin néu trong Fig.6: SEQ ID
NO 14 va 15) trong phuong phéap thir nghiém dé dinh luong sb 1an dAb (vi du VH,

VHH), ¢6 mit trong mau md hodc mau huyét twong.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1: thé hién mat do cua khang thé khéng duogc chit ¢6 sin trong huyét thanh

clia cac d6i tuong tham gia thir nghiém 13 ngudi khde manh

Fig.2: thé hién trinh tu axit amin ctia dAb khang TNFR1 cai bién duoc xé4c dinh
1a (a) DOM 1H-131-206 (khéng duoc cai bién) (SEQ ID NO 1) (b) DOM 1H-131-511
(khong duoc cai bién) (SEQ ID NO 2) (c) DOM 1H-131-202 (khong dugc cai bién)
(SEQ ID NO 3; va trinh ty VHH dugc xac dinh 1a (d) & dang dic hiéu kép, c6 modun
gén két IL6R lién két boi GGGGSGGGS véi mddun gin két albumin huyét thanh
ngudi nhu md ta trong WO2010100135 (SEQ ID NO 4), (e) la dinh dang ddc hiéu kép,
c6 mddun gin két TNF lién két v4i modun gan két albumin huyét thanh nguoi 1an luot
lien két véi modun gin két TNF, sir dung GGGGSGGGS 1am trinh ty lién két nhu mo
ta trong WO2010077422 (SEQ ID NO 5), (f) 1a dang ddc hiéu don hoa tri hai bao gdm
hai modun gidng nhau lién két boi doan lién két Ala-Ala-Ala, mdi modun 1a dAb c6
thé gin két ving Al cia yéu té Von-Willebrand, nhu néu trong WO2009115614A2
(SEQ ID NO 6), (g) dong VHH2(d) 14 dinh dang dac hiéu kép, c6 mddun gin két IL6R
lién két béi GGGGSGGGS v6i modun gin két albumin huyét thanh ngudi nhu mo ta
trong W02010100135 v6i doan kéo dai alanin (SEQ ID NO 7) (h) dang déc hiéu kép,
¢6 mddun gén két TNF lién két modun gin két albumin huyét thanh nguoi 1an luot lién
két v6i modun gin két TNF, st dung GGGGSGGGS lam doan lién két nhu md ta
trong WO2010077422 véi doan kéo dai alanin (SEQ ID NO 8) (i) dang dac hi€u don
hoa tri hai bao gdm hai mbdun gidng nhau lién két béi doan lién két Ala-Ala-Ala, mdi
mddun 12 dAb c6 thé gin két linh vuc Al cia yéu t6 Von-Willebrand, nhu néu trong
WO02009115614A2 véi doan kéo dai alanin (SEQ ID NO 9) (j) DOM 1H-574-208
(SEQ ID NO 10) (k) DOM 1H-574-208 — VL thé dung hop (SEQ ID NO 11) (1)
DT04-H-033 (SEQ ID NO 12); (m) Dom10h-53-567 (SEQ ID NO 13).

Fig.3: thé hién cu tric tinh thé miu cia DOM1H-131-206 véi cac gbc duge

danh d4u gdy anh huong 1én sy gin két voi ADA khi dugc gay dot bién. Thuc hién
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viéc mO hinh hoa cac géc bé mat va thé dot bién thu duoc duoc sang loc trong thtr
nghiém ADA vé su gén két voi ADA da c6 tir trude (vi du nhu duge mo ta trong Vi du
2). Cac gbc dugc danh ddu 1a 14 va “dau C tan cing” dugc phat hién 1 ¢6 anh hudng
manh lén su gén két véi ADA khi duge gay dot bién, cac géc duoc danh diu 1a 112,
110, 108 va 41 dugc phat hién thdy 12 anh huong trung binh dén su gin két voi ADA
khi dot bién va cac gbe duoc danh ddu 1a 13, 11, 91, 43, 44, 83 va 84 dugc thiy 14 c6
anh hudng yéu dén su gin két voi ADA khi duoc gay dot bién.

Fig.4: thé hién sy loai bo gin két véi ADA giy ra do su thém doan kéo dai gbe

axit amin analin don vao cac dong VHH 2(d), 2(e) va 2(f).

Fig.5: thé hién cac mirc gin két v6i cdc ADA va clia cdc dAb VH hodc céc dAb

Vi hoac céac phén tir chtra cdc dAb nay.

Fig.6a va 6b: thé hién trinh tu axit amin ciia mAb cong cu (M2.3G10.1G06),
Fig.6a thé hién trinh ty chudi nhe (SEQ ID NO 14); va Fig.6b thé hién trinh tw chudi
niang. Cac CDR dugc gach chéan trong Fig.(SEQ ID NO 15).

Fig.7: thé hién tin hiéu thu nghiém canh tranh (tryuc x) véi sy ¢6 mdt cua cac
mau huyét thanh tir d6i tugng véi khoang tin hiéu ADA khéng-VH c6 sén. Huyét
thanh tir khoang ngudi cho véi ADA khang VH da c6 tir truée canh tranh voi mAb
khang VH M2.3G10.1G06 vé su gin két véi DOM 1H-131-206 gdy ra sy (e ché tin

hiéu thir nghiém canh tranh.

Fig.8: thé hién trinh tw axit amin ctia dAb TNFR1 cai bién dugc x4c dinh 1a: (a)
dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chira alanin don (SEQ ID NO 16); (b) dAb
DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chira alanin don va doan dot bién khung P14A
(SEQ ID NO 17); (¢) dAb DOM1h-131-206 v6i doan dot bién khung P14A (SEQ ID
NO 18); (d) dAb DOM1h-131-206 vé6i doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG (SEQ
ID NO 19); va (e) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG
va sy dot bién khung P14A (SEQ ID NO 20).

Fig.9: thé hién trinh tu axit nucleic ciia dAb TNFR1 (a) dAb DOM1h-131-206
(SEQ ID NO 21) (b) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chira alanin don & dau
tan cung C (SEQ ID NO 22) (¢) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai & dau tan
cung C ctia ASTKG (SEQ ID NO 23).
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Fig.10: thé hién trinh tu axit nucleic ma hoéa (a) trinh ty VHH ¢6 trinh tu axit
amin néu trong Fig.2d (SEQ ID NO 24) (b) trinh tv VHH c¢ trinh tu axit amin néu
trong Fig.2e (SEQ ID NO 25); (c) trinh tw VHH c¢6 trinh ty axit amin néu trong Fig.2f
(SEQ ID NO 26), (d) trinh tv VHH 12 dinh dang dic hiéu kép, c6 modun gin két IL6R
lien két béi GGGGSGGGS vdi moddun gin két albumin huyét thanh ngudi véi doan
kéo dai chira alanin don (SEQ ID NO 27), (e) trinh ty VHH vdi trinh ty axit amin thé
hién trong Fig.2e con bao gdm chira doan kéo dai chtra alanin don (SEQ ID NO 28),
(f) trinh ty VHH véi trinh tu axit amin thé hién trong Fig.2f con bao gém doan kéo dai

chira alanin don (SEQ ID NO 29).

Fig.11: thé hién trinh tu axit amin ctia cic dAb mAb:VL (IL-13mAb: phén ti
dAb IL-4Vkappa): (a) phan t& mAb-VL ‘735 (IL-13mAb: IL-4Vkappa dAb) (SEQ ID
NO 30 va 31), (b) mAb-VL 150154 (SEQ ID NO 32 va 33), (c) mAb-VL 15019 (SEQ
ID NO 34 va 35), (d)) mAb-VL 15020 (SEQ ID NO 36 va 37), (e) mAb-VL 15021
(SEQ ID NO 38 va 39).

Fig.12: thé hién trinh tu axit amin cia (a) DMS30045: DOM15-26-597 dAb N-
(doan lién két VEPKSSDK) & dAb K-044-085 dau tan cing C ((TGLDSP)x4) (SEQ
ID NO 40), (b) DMS30046: DMS1576 v6i dAb K-044-085 dau tan cing C
((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 41), (c) DMS30047 (chtra du tan ciing C ci bién):
DOM15-26-597 dAb N-(doan lién két - VEPKSSDK) & dAb K-044-085 dau tan cling
C trr R ¢6 déu tan cung C ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 42), (d) DMS30048 (chira dau
tan cung C céi bién): dAb DOM15-26-597 N-(doan lién két - VEPKSSDK) & dAb K-
044-085 dau tan cung C +A ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 43), (e) DMS30049 (chtta
dAu tan cung C cai bién): DOM15-26-597 dAb N-(doan lién két-VEPKSSDK) & DAb
K-044-085 ddu tan cing C +AAA ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 44), (f) DMS30050
(chira ddu tan cing C cai bién): DOM15-26-597 dAb N-(doan lién két - VEPKSSDK)
& DAb K-044-085 dau tan cing C +T ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 45), (g)
DMS30051 (chra ddu tan cing C cai bién): DMS1576 v6i dAb K-044-085 dau tan
cing C trr R ¢6 C tan cing ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 46), (h) DMS30052 (chira
diu tdn cung C cai bién): DMS1576 v6i dAb K-044-085 dau tin cing C +A
((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 47), (i) DMS30053 (chtra d4u tin cing C cai bién):
DMS1576 v&i dAb K-044-085 ddu tan cing C +AAA ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO
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48), (j) DMS30054 (chira ddu tan cung C cai bién): DMS1576 v6i dAb K-044-085 dau
tan cung C +T ((TGLDSP)x4) (SEQ ID NO 49).
Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché da duoc mo ta trong ban mo td nay véi sy tham khao cac phuong an
theo cach ma cho thé hién phép ban mo ta rd rang va xuc tich. Ciing can luu ¥ ring cac
phuong &n cé thé duoc két hgp hodc duge tach roi ma khong tréch khoi pham vi cua

sang che.

Trir khi dugc dinh nghia khéc, tht ca cac thuat ngir k¥ thuat va khoa hoc st
dung trong ban md ta sang ché nay c6 nghia gidng nhu hiéu biét thong thuong cta
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay (vi dy, trong linh vure nudi
cdy té bao, di truyén phan tit, héa hoc axit nucleic, k§ thuét lai va sinh hoa). Cac ky
thuat chudn dugc st dung cho cac phwong phéap phén ti, di truyén va hoa sinh (xem,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed. (1989) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. va Ausubel et al., Short Protocols
in Molecular Biology (1999) 4" Ed, John Wiley & Sons, Inc. duoc dua vao day bing

cach vién dan) va cac phuong phép hoa hoc.

Ai luc 1a cudng d6 gin két ctia mot phan tr, vi dy, khang nguyén gin két
protein theo sang ché, véi phan tir khic, vi du, khdng nguyén dich cia nd, & mot vi tri
gin két riéng 1¢. Al lyc gén két cuia khang nguyén gin két protein vé6i dich ctia né c6
thé duge xac dinh bing phuong phép cin bing chudn (vi dy, thir nghiém hép thu mién
dich lién két enzym (ELISA _ enzyme-linked immunoabsorbent assay) hodc thu
nghiém mién dich phéng xa (RIA _ radioimmunoassay)), hodc cdc phuong phap dong
hoc (vi du, phan tich BIACORE™).

‘Thuét ngit "epitop" nhu dugc st dung trong day dé chi phan cta khang nguyén
duoc tiép xuc véi ving gin két cu thé ctia khdng nguyén gin két protein, vi du, dAb.
Epitop c6 thé 1a thang hodc c6 céu hinh/gian doan. Epitop cdu hinh hodc gian doan bao
gdm céc gbc axit amin bi ngan cdch bdi cdc trinh tu khéc, tic 13, khong nim trong
trinh tw lién tuc trong trinh tu so cép ctia khdng nguyén. Mic du cc gbc c6 thé 1a tir
c4c ving khac nhau cua chudi peptit, ching & gin nhau trong ciu triic ba chiéu cua
khang nguyén. Trong truong hop khang nguyén da phan tir, epitop c4u hinh hoic gian
doan c6 thé bao gém céc gbc tir cac chudi peptit khac nhau. Cac gbc cu thé nam trong
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epitop c6 thé duoc x4c dinh qua chuong trinh md hinh héa bing may tinh hodc thong
qua cac céu tric ba chidu thu duoc théng qua cac phuong phéap da biét trong linh vuc

nay, nhu tinh thé hoc tia X.

Thé lién hop dAb dé chi hop chit bao gdm dAb ma mot phan tir khac duoc lién
hop hoa hoc bang lién két ddng hoa tri hodc khong ddng hoa tri, t6t hon 1 lién két
ddng hoa tri. Lién két dong hoa tri nay c6 thé thong qua lién két peptit hodc cic
phuong phap khac nhu qua chudi bén cai bién. Su lién két khong ddng hoa tri ¢ thé 1a
truc tiép (vi du, twong tac tinh dién, twong tac ky nudc) hodc gian tiép (vi du, thong
qua c4c thanh phan lién két khong ddng hoa tri (vi du, biotin va avidin), trong d6 mot
thanh phan 1a duoc lién két ddng hoa tri voi duge chit va thanh phan gin két bd thé 1a

b™). Khi céc thanh phan gin két bd trg duge str dung, mot

lién két ddng hoa tri voi dA
trong cac thanh phén gén két c6 thé duoc lién két déng héa tri voi dugce chét truc tiép
hodc thong qua gbe lién két thich hop, va thanh phan gin két bd thé c6 thé lién két

dong hoéa tri voi dAb™ truc tiép hodc thong qua gbc nbi thich hop.

Nhu dugc st dung trong day, thé dung hop dAb dé chi thé dung hop protein
bao gdbm dAb va duge chat polypeptit. dAb va dugc chét polypeptit c6 mit dudi dang

c4c phén riéng biét (cac gbc) ctia chudi polypeptit don lién tuc.

Nhu duge st dung ¢ ddy, "manh" khi st dung véi polypeptit, 1a polypeptit ¢
trinh tw axit amin giéng mot phan nhung khong phai 1a toan bo trinh ty axit amin cla
polypeptit nguyén ven c6 trong ty nhién. Cac manh cé thé "dimg tu do" hodc nim
trong polypeptit 16n hon ma chung tao ra mot phén cta n6 hodc mot ving nhu viing

don lién tuc trong polypeptit don 16n hon.

Nhu dugce str dung ¢ day, thudt nglt mAbdAb dé chi khang thé don dong lién
két v6i ving gin két khac, cu thé 1a ving bién dbi don nhu khang thé ving. mAbdAb
c6 it nhét hai vi tri gin két khang nguyén, it nhdt mot vi tri trong d6 1a tir khang thé
ving, va it nhat mét vi tri 13 tr vimg VH/VL cdp ddi. Céc mAbdAb nhu vay dugc mod
ta vi du trong WO 2009/068649.

Nhu duge st dung & day, “peptit” dé chi khoang 50 axit amin dugc nbi véi
nhau qua lién két peptit. Nhu dugc stir dung & day, “polypeptit” hodc “protein” dé chi it
nhit khoang 50 axit amin duoc ndi véi nhau bang lién két peptit. Polypeptit va protein

thudng bao gdm cau tric bac ba va gép thanh cac vung chirc ning.
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Nhu duge st dung & day, thuat ngit “ving soi Fc don cta khang thé” dé chi
vung chudi ning Fc don cta IgG, nhu IgG1, 1gG2, 1gG3, iGG4 hodc 1gG4PE, hodc
khang thé IgA. Vung chudi niang Fc don ¢ thé bao gdm mét hodc nhiéu viing ving ¢b
dinh cta khang th& CH1, CH2 va CH3, vi du, tit c4 ba ving ving cb dinh ctia khéng
thé hodc chi ving CH2 va CH3. Ngoai viéc bao gdm mét hodc nhiéu ving viing cd
dinh cua khang thé CHI, CH2 va CH3, ving chudi ning Fc don cta khéng thé co thé
con bao gdm vung ban 1& ciia khang thé (ving nay thudong thdy nam gita ving CH1 va
CH2).

Nhu duge st dung & day, thudt nglt “chirc ndng” md ta polypeptit hodc peptit
¢6 hoat tinh sinh hoc, nhu hoat tinh gén két dac hiéu. Vi du, thuat nglt “polypeptit
chirc ning” bao gdm khing thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né gin két khang

nguyén dich thong qua vi tri gin két khang nguyén.

Nhu dugc st dung ¢ day, “phdi tir dich” dé chi phéi tir ma duge gin két chon
loc ho#ic dic hiéu béi polypeptit hodc peptit. Vi du, khi polypeptit 1a khang thé, manh
gfn két khang nguyén ctia né, hodc ving bién dbi don cta globulin mién dich, phdi tur
dich c6 thé 1a khang nguyén hoic epitop mong mudn bét ky. Su gin két véi khang

nguyén dich phu thudc vao polypeptit hodc peptit c6 chirc nang.

Nhu duge st dung ¢ day, khang thé dé chi IgG, IgM, IgA, IgD hoic IgE hoic
manh (nhu Fab, F(ab’),, Fv, Fv lién két disulfua, scFv, khang thé da dic hiéu ¢6 cdu
hinh dong, scFv lién két disulfua, khang thé kép) hodc c6 ngudn gde tir loai bat ky tu
nhién sinh khang thé, hoiic duoc tao ra boi k§ thuat ADN tai td hop; hodc dugc tach tur

huyét thanh, té bao B, thé lai, thé chuyén nap, ndm men hodc vi khun.

Thuat ngft “ving bién d6i don cia globulin mién dich” dé chi ving bién ddi ctia
khang thé (VH, VHH, VL) gin két dic hiéu khang nguyén hodc epitop doc lap cua
ving ho#ic ving V khéc. Ving bién ddi don ctia globulin mién dich c6 thé & dinh dang
(vi du, da phan tir ddng nhét hodc da phén tir khac loai) v6i ving bién ddi khac hodc
ving bién dbi khéc tai d6 khong doi hoi cic ving hoic ving nay gin két khing
nguyén bsi ving bién dbi cia globulin mién dich don (tirc 13, khi d6 ving bién ddi don
cta globulin mién dich gin két khang nguyén doc lap véi ving bién dbi bd sung).
“Khang thé ving” hodc “dAb” 1a gidng nhu “ving bién d6i don cta globulin mién
dich” 1a thuét ngit duoc st dung & ddy. “Ving bién dbi ctia globulin mién dich don” 1a
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gidng nhu “ving bién ddi don ctia globulin mién dich” 1a thuét ngit dugc sir sung trong
ban md ta nay. “Vung bién ddi don cta khang thé” 1a gibng nhu “ving bién d6i don
ctia globulin mién dich” la thuat ngit dugc sit sung trong ddy. Theo mdt phuong an,
ving bién dbi don ctia globulin mién dich 14 ving bién ddi ngudi ctia khang thé, nhung
cling bao gdbm viung bién dbi don cta khang thé tir cac loai khac nhu dAb loai gam
nhdm (vi du, nhu dugc boc 10 trong WO 00/29004, ndi dung duge dua vao day béng
cach vién dan), ca nham va VHH Camelid. VHH Camelid 12 ving bién d6i don ctia
globulin mién dich polypeptit c6 ngudn gbe tir cac loai bao gdm lac da, lac da khong
budu, lac da alpaca, lac da mot budu, va lac da rirng khong budu, tao ra chudi ning
khang thé trong ty nhién khong c6 chudi nhe. VHH c¢6 thé duogc cai bién phu hop gidng
v6i nguoi. Ciing nam trong pham vi sang ché, dAb cia ngudi da duogc cai bién sao cho
khong hoan toan gidng ngudi, vi du cai bién dé lam giam su két tu, bao gdm sy dot

bién ctia cic goc giong nhau la motip Camelid.

Ving bién ddi don ciia globulin mién dich khong duge cai bién (ttc la dAb
khong duoc cai bién), vi du dAb gén két dich, bao gdm ba ving xac dinh bd thé
(CDR) nim trong ciu trac khung. Trong do, trong di truyén hoc ctia cac chudi globulin
mién dich trong tu nhién, ving V két thiic & diém bat dau cia CDR3, voéi phan con lai
ctia CDR3 dugc tao ra bdi cac ving D va J (tao ra thé dung hop V-D-J), v6i muc dich
ctia sang ché, dAb bao gdm tit ca cac CDR3 va két thic & gbc 4 cua khung & dau tan
cing C cta nd. dAb VH két thiic trong cic gbc LVTVSS & dau tan cung C cua né.
dAb VHH két thuc & cac gbe VTVSS & ddu tan cung C ctia n6. dAb VL két thiic trong
VEIKR & dau tan cing C cia nod.

“dAb cai bién” 1a dAb nhu duoc md ta & day, tiy chon co su cai bién lam thay
ddi cAu hinh ba chidu cua ddu tin cung C ctia dAb. dAb cai bién bao gébm dAb chira
doan thém & déu tan cung C, doan kéo dai hodc cac dudi va’hodc mot sb su thé doan

axit amin nhat dinh nhu dugc mo ta & day.

Sang ché cling dé xut viing bién ddi ciia globulin mién dich don (hodc phan tir
bao g6m dAb, vi du, mAbdAb) nhu dugc mo ta trén cé ai luc gén két va/hoic ai luc
thdp hon (vi du, c6 gia tri KD gin két véi ADA 1a 150% hodc hon (vi du 200%, 250%,
300%, 350%, 400%, 450%, 500%, 550%, 600%, 650% hodc cao hon gia tri KD cua
trinh tu twong dwong) cua khang thé khang dugc chét so véi dAb twong duong (hoic
phéan t&r chira dAb) ma dAb tuong duong c6 cung trinh ty ngoai trir vi€éc khdng co X,
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n, p va qla 1 va khong c6 dot bién khung. Piéu d6 c6 nghia 1a dAb, vi du DOM 1H-
131-206 (SEQ ID NO 1) sau d6 dugc cai bién sao cho né dugc ndi dai dé chira X, vi
du, doan kéo dai alanin dau tan cung C don, hodc dugc cai bién dé loai bo serin dau
tan cung C, hodc dugc cai bién boi su thé doan trong khung ctia mot hoic nhiéu géc
14, 41, 108, 110 va/hodc 112 (hodc cach két hop bit ky ctia cac cach cai bién) gin két
v6i khang thé khang duoc chit (ADA) véi i luc gan két va/hoiac ai lyc thap hon so
v6i DOM 1H-131-206 (SEQ ID NO 1) khong c6 cai bién bat ky. Piéu ndy dugc xéac
dinh bang cach cong hudng plasmon bé& mat vi du trén Biacore TM sir dung k¥ thuét
chun. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu ring gia tri

KD cang thip thi sy gin két cang manh.

Sang ché ciing dé xuat dAb dugc cai bién nhu duge md ta & day dé co su gin
két v6i ADA giam va dAb ma c6 su gan két giam véi ADA nhu x4c dinh boi thi
nghiém xac nhin nhu mo ta trong Vi du 2 va trong d6, dAb cai bién nay cé % trc ché
tin hiéu trung binh nhé hon 90%, vi dy, nhé hon 80%, vi du, nhé hon 70%, vi dy, nho
hon 60%, vi du, nhé hon 50%, vi du, nhé hon 40%, vi du, nhdé hon 30%, vi du, nho
hon 20%, vi du, nhdé hon 10%, so véi dAb doi chiing co phén tram wc ché tin hiéu
khoang 98%-100%, dAb d6i chimg nay (khong dugc cai bién) c6 trinh tu twong tu

hodc gidng nhung khong duge cai bién dé 1am giam su gén két ADA.

ADA di c6 trude d6 1a ADA da c6 ¢ dbi twong ma st dung duge chit nay.
ADA di c6 trude do c6 thé co & ddi twong chua mic bénh (tire 1a dbi twong chua timg

duoc st dung thube nay trudc do).

“Vung” 1a ciu trac protein gap nép ¢ cau truc bac ba doc lap véi phan con lai
cua protein. Thong thuong, cac vung nay chiu trach nhiém vé céc dic tinh chirc ning
riéng biét cua protein, va trong nhiéu truong hop céd thé duoc b sung, loai hodc duogc
truyén dén protein ma khong lam mAt chtrc ning ctia phan con lai cua protein va‘hoic
clia ving nay. “Vung bién ddi don ctia khang thé” 1a viing polypeptit gip nép chira cic
trinh ty dic trung cta ving bién ddi ciia khang thé. Do do, nd bao gdm ving bién ddi
ctia khang thé canh tranh va ving bién dbi cai bién, vi du, trong d6 mot hodc nhiéu
doan vong duoc thay thé boi cac trinh tw khong dic trung cua ving bién ddi ctia khang
thé, hodc ving bién dbi ctia khang thé da bi cit cut hodc bao g(‘“)m doan ndi dau tan
cing N hodc diu tan cting C, cling nhu cac doan glp nép cua ving bién dbi gitr dugc it

nhat hoat tinh gan két va tinh dac hi¢u cua vung cé chiéu dai nguyén ven.
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Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit “liéu luong” dé chi lugng thé dung hop
hozc thé lién hop duge sir dung cho d6i trong & mot thoi diém (lidu don vi), hodc hai
hodc nhidu l1an st dung v&i khoang thoi gian xac dinh. Vi du, lidu luong c6 thé dé chi
lvong thé dung hop hodc thé lién hop sir dung cho dbi twong trong khoang thoi gian
mdt ngdy (24 gid) (liéu hing ngay), hai ngay, mot tudn, hai tuan, ba tudn hoic mot
ho#ic nhiéu thang (vi dy, st dung don doc, hodc hai hozc nhiéu 1an dung). Khoang gin

liu c6 the la khoang thoi gian bat ky mong muon.
“Pon tri” ¢6 nghia 1a sy gin két véi véi mot epitop.

Thuét ngr, “thoi gian ban ra” dé chi thoi gian cin dé ndng do huyét thanh hoic
huyét twong cta thé dung hop hoic thé lién hop giam xudng 50%, in vivo, vi du do su
phan hily va/hodc thanh thai hodc ¢6 1ap boi co ché tw nhién. Ché pham theo sang ché
1a 6n dinh in vivo va thoi gian ban thai clia chung ting do su gin két v6i phan tir
albumin huyét thanh vi du albumin huyét thanh nguoi (HSA) chong lai sy phan huy
va/hodc thanh thai hodc tach riéng. Cac phén tir albumin huyét thanh 13 protein c6
trong tu nhién ban than chiung c6 thoi gian ban rd in vivo dai. Thoi gian ban rd cua
phén tir ting 1én néu hoat tinh chirc ning ctia né tiép tuc, in vivo, trong gl dai hon so

vGi phan t twong ty ma khoéng dac hi¢u voi phén tir lam tdng gian ban thai nay.

Nhu dugce st dung & day, “kich c& thuy dong hoc” dé chi kich ¢ biéu kién cua
phén tu (vi dy, phan tr protein, phéi tr) tinh trén thé dung hop kép ctia phan tir thong
qua dung dich nude. Sy dung hop kép, hodc sy di chuyén cta protein qua dung dich ¢
thé xay ra dé thu dugc kich ¢ biéu kién cua protein, trong d6 ¢& ndy dugc dua ra la
“ban kinh Stokes ” hodc “ban kinh thiy dong hoc” cia hat protein. “Kich c¢& thiy dong
hoc™ ctia protein phu thudc vao ca khéi lrong va hinh dang (céu hinh), sao cho hai
protein ¢6 khdi lwong phan tix gidng nhau c6 ¢& thity dong hoc khac nhau dua trén cdu

hinh tong thé cua protein.

Viéc tinh toan “dd ddng nhit” hodc hodc “dd twong ddng” “do twong duwong”
gitra hai trinh tu (cdc thudt nglt ndy dugce st dung thay thé nhau trong ban md ta) duoc
thuc hién nhu sau. Trinh tu duoc sép xép v6i muc dich so sanh tdi wu (vi du, céc
khoang tréng ¢ thé dugce dua vao trong mot hodc cd hai trinh ty axit amin hodc axit
nucleic dau tién hodc thir hai dé sip xép tdi uu va cac trinh tu khong ddng nhét co thé

b6 qua v6i muc dich so sanh). Theo mdt phuong 4n, chiéu dai cta trinh ty doi ching
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sép x&p véi muc dich so sanh 1a it nhét 30%, hodc it nhat 40%, hodc it nhit 50%, hogc
it nhit 60%, hodc it nhat 70%, 80%, 90%, 100% chiu dai cta trinh tur d6i chimg. Cac
gbc axit amin hodc nucleotit & cc vi tri axit amin twong ng hodc céc vi tri nucleotit
sau d6 duge so sanh. Khi vi trf trén trinh tu dau tién bi giit boi cling gbe axit amin hodc
nucleotit 1a vi tri trong ng trong trinh ty tha hai, sau do6 cic phan tu gidng hét & vi tri
nay (nhu dugce st dung & diy “do tuong ddng” axit amin hodc axit nucleic 1a twong
duong v6i “d6 dong nhat” axit amin hodc axit nucleic). Phin trim tuong dong gitra hai
trinh ty 14 mot ham cua s vi tri gidng nhau chung gifta cac trinh tw, duge tinh todn bdi
s6 doan tréng, va chiéu dai ctia mdi doan tréng, cac doan nay can duge dwa vao dé sip
xép t6i uu hai trinh tu nay. Sép xép trinh tu axit amin va nucleotit va d tuong dong,
d6 tuong duong hodc do d@)ng nhét, nhu duogc xac dinh & diy c6 thé duoc thuc hién va
xac dinh boi thuat todn BLAST 2 Sequences, su dung cic thong s6 mic dinh

(Tatusova, T. A. et al., FEMS Microbiol Lett, 174:187-188 (1999).

Sang che dé xuét axit nucleic tach va/hodc tai t0 hop ma hoa cac duge pham

theo sang ché duoc mo ta & day.

Axit nucleic néu trong diy la “tach” la axit nucleic dugc phan tach tir nguyén
liéu khac (vi du, axit nucleic khac nhu ADN hé gen, ADN bd tro va/hoic ARN) trong
mdi trudng gbe cia nd (vi du, trong té bao hoic trong hdn hop axit nucleic nhu thu

vién). Axit nucleic tach co thé duoc phan tach [a mot phén cua vecto (vi du, plasmit).

Axit nucleic néu trong ddy 1a “tai t6 hop” 1a axit nucleic dugc tao ra bing
phuong phap ADN ti td hop, bao gdbm phuong phap dua trén phuong phap tai t6 hop
nhan tao, nhu tdch dong vao trong vecto hodc nhiém séc thé béng, vi du, enzym gidi
han, tai t8 hop tuong dong, virut va tuong tu, va axit nucleic dugc diéu ché bang phan

mg chudi polymeraza (PCR - polymerase chain reaction).

Sang ché cling dé xudt t& bao chu tai té hop, vi du, ctia dong vat c6 va hodc vi
khuén, bao gém (mdt hodc nhiéu) axit nucleic hodc cu tric biéu hién tai td hop bao
gdm (c4c) axit nucleic ma hoa hgp chét theo sang ché nhu duoc mo ta & day, vi du,
dAD cai bién dé lam giam su gin két véi ADA. Sang ché ciing d& xuét phuwong phép
bao ché hop chét theo sang ché nhu duge mo ta & ddy, bao gdm budc duy tri té bao

chu tai to hop, vi du, dong vat c6 vu hoac vi khuén, theo sang ché trong diéu kién thich
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hop dé biéu hién thé dung hop polypeptit. Phuong phap nay c6 thé bao gdm budc tach

hodc thu hdi thé dung hop, néu mudn.

Vi duy, phan tr axit nucleic (tirc 1a, mdt hodc nhidu phan ti axit nucleic) ma héa
phén tir theo sang ché ¢6 thé duoc dua vao té bao chi thich hop dé tao ra té bao chu tai
td hop bang phuong phap bét ky thich hop véi té bao chii duge chon (vi du, bién nap,
chuyén nap, dién tham, chuyén nhidm), sao cho (c4c) phan tir axit nucleic dugc lién
két linh hoat véi mdt hodc nhiéu yéu td kiém soét biéu hién (vi du, trong vecto, trong
chu triic duoc tao ra bdi cic quy trinh trong té bao, két hop vao trong genom té bao
chu). Té bao chu tai td hop thu dugc co thé duoc duy tri trong céc diéu kién thich hop
dé biéu hién (vi du, trong su c6 mit cia tac nhan gdy cam Ung, & ddng vét thich hop,
trong moi trudng nudi cdy thich hop v6i mubi thich hop, yéu té tang truong, khang
sinh, chét bd sung dinh dudng, v.v.), bang cach d6 peptit hodc polypeptit ma hoa dugce
tao ra. Néu mudn, peptit hoic polypeptit ma hoa c6 thé duoc tach hodc thu hdi (vi du,
tor dong vat, té bao chu, moi truong, stta). Quy trinh nay bao gém su biéu hién té bao

chii ctia dong vat bién ddi gen (xem, vi du, WO 92/03918, GenPharm International).

Céc phén tr theo sang ché nhu duoc md ta & day ciing c6 thé duge dua vao
trong hé bidu hién in vitro thich hop, vi du, bing cach téng hop héa hoc hodc bing
phuong phap thich hop khéc bét ky.

Nhu duge md ta va minh hoa trong ban mo ta nay, cac phén t theo sang ché

thuong gan két vai phoi tir dich cla chung voi ai lyc cao.

Céc phan tt theo sang ché, vi du, dAD cai bién voi su gén két giam vai ADA,
c6 thé duoc biéu hién trong E. coli hodc trong loai Pichia (vi du, P. pastoris). Theo
mot phuong an, dAb dugc tiét ra trong E. coli hodc trong loai Pichia (vi du, P.
pastoris); hodc trong moi truong nudi céy té bao dong vat c6 vu (vi dy, CHO, hodc té
bao HEK 293). Mic du, cac phan tir nay dugc mo ta & day c6 thé duge tiét ra khi dugc
biéu hién trong té bao E. coli hodc & loai Pichia hodc dong vat c6 vi, chiung co thé
duoc tao ra bing phuong phap thich hop bét ky nhu phuong phép tong hop héa hoc
hodc phuong phap san xudt sinh hoc ma khong dung loai E. coli hodc Pichia. Theo
mot phuong an, axit nucleic ma hoa dAb theo sang ché, vi du, dAb TNFR1 dugc md ta
& day, c6 thé duoc tach dong vao vecto biéu hién thich hop, vi du, Pave0ll (tu

Fuyjifilm Diosynth) va sau do biéu hién trong vecto vi khuin nhu E.coli.
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Theo mot phuong 4n sang ché, dAD, vi du VH, VL hoic VHH, c¢6 thé duoc cai
bién dé ngdn can sy gén két véi ADA sao cho su diéu bién bao gém doan danh diu c6
mat & dau tn cung C. Poan déanh diu nay co thé c6 mat 1a thé dung hop hodc thé lién
hop v&i phéan tir ndy. Doan danh dau cé thé 1a doan bat ky da biét trong linh vuc, vi du
cac doan danh du 4i luc nhu cac doan danh dau myc-, cac doan danh dau FLAG, céc
doan danh dAu his, duoc cai bién héa hoc nhu PEG, hoidc ving protein nhur khang thé
ving Fc. Cu thé, sang ché dé& xuit phan tir theo sang ché kéo dai boi doan danh dau,
duoc cai bién hoa hoc hodic ving protein dé sir dung theo phuong phép lam giam tac

dung phu nhu dugce xac dinh rd hon trong day.

Theo phuong an khéc, sang ché ciling dé xuét phan tir, vi du, dAb (nhu VH hodc
VL ho#ic VHH) bao gdm khung céi bién lam giam sy gén két cia ADA di c6 trude do,
vi du dAb (nhu VHH, VH hoédc VL) bao gdm su thé doan axit amin & vi tri bat ky 14,
41, 108, 110, hodc 112. Vi du, cac su thé doan co6 thé 1a mot hoic nhiéu cai bién dugc

chon tir: P14A, P14K, P14Q, P14T, P41A, L108A, L108 Q, T110A va S112A.

Theo mot khia canh cua phuong an nay, dAb (vi dy, VHH, VH hodc VL) bao
gdm mot hodc nhidu cai bién duge chon tir: P14A, P14K, P14Q, P14T, P41A, L108A,
T110A va S112A; va c6 thé con bao gém doan kéo dai, doan thém, sy khuyét doan

hoac cac doan danh d4u & dau tan cing C bat ky nhu duge mo ta trén.

Theo mot phuong an, dAb (vi du, VHH, VH hodc VL) bao gém mot hodc nhiéu
cai bién duoc chon tir: P14A, P14K, P14Q, P14T P41A, L108A, T110A va S112A
cling bao g61n doan axit amin kéo dai & dau tan cung C cua dAb dugc chon tu: (a)
alanin, hodc (b) trinh tu axit amin bao gém hodc gém cO doan kéo dai dugc chon tu:
AS, AST, ASTK, ASTKG, hoic ASTKGP. Ngoai ra, phan t dAb dugc md ta & day
va dugc phdm bao gdbm cac phan tir ndy c6 thé hitu dung trong phong hodc giam tac
dung phu. Su gén két ciia khang thé khang dugc chat béi dAb c6 thé dan dén viéc hai
dAb duoc dua lai ciing nhau. Trong mdt sb trudng hop, didu nay c6 thé dan dén van dé
vé an toan. Vi du, néu dich cua dAb la thu thé hodc dich da phén tr, viéc dua clng
nhau hai dAb c¢6 thé dua hai dich cing nhau. Pidu nay din dén nhitng anh huéng duge
Iy khéng mong mudn, vi du chit van hon 1a d6i khang, vi du thong qua su dime héa thu
thé. Do do, sang ché dé xuét viéc sir dung cac phan tir theo sang ché trong phuong
phap phong ngtra tac dung phu. Su phong nglra ¢6 nghia la viéc sit dung phén tir theo
sang ché dé loai bo su gén két & mtrc canh tranh hodc mot phén su gén két cua khang
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thé khang duoc chit dd co tir trudce so v6i phan tir twong duong khong duge cai bién.
Viéc giam gin két ADA dan t6i su gidm mirc hiéu luc duge Iy khong mong mudn. Do
do, phan t theo sang ché co thé ¢ profin an toan ting cudng va tac dung phu it hon
s0 v6i cac phén tir khong duoc cai bién, vi du, dAb khong duge cai bién, phén tir nay
khong bao gém doan kéo dai & dau C tan cung, doan thém, su khuyét doan hoac doan
danh diu va/hoic cac bién dbi khung khac, 1am gidm su gin két voi ADA di c6 trude
do. Tuong tu, viéc st dung céc phan tr cai bién duge mé ta & day hoac dugc phém
chira céc phn tir cai bién nay (c6 kha ning gin két giam v6i ADA da c6 trude do) co
thé din dén tinh sinh mién dich bién d6i, diéu nay 1a do khi cic phan tr khong dugc
cai bién gin két vdi ADA, chiing tao ra phirc mién dich va sau d6 cac phirc mién dich
nhu vy cé thé tao ra mot dap ung mién dich. Ngoai viéc st dung cdc phan tir cai bién
duoc md ta & day hodc dugc phdm chira céc phan tr cai bién nay ciing c6 thé tao ra
hiéu luc cai thién va profin an toan duogc cai thién va vi du co6 thé duoc st dung thuan
lgi v6i lidu lap lai cho bénh nhén c6 thé phat trién thé tu khang khang cac phén tir
khéng duge cai bién. Ngoai ra, cdc phan tit dAb theo sang ché c6 kha nang duoc sir
dung cho nhém bénh nhan khong c¢6 nhu cAu thtr nghiém trudc vé chun do ADA dé
loai bé céac ddi twong ¢ nguy co cd phan tng bét loi. Trong pham vi st dung céc phan
tir dé phong ngira tic dung phu, sang ché d& xuét viéc st dung ving bién ddi ctia
globulin mién dich don nhu x4c dinh trong day trong d6 X dugc thay thé boi Y, trong
d6 Y duoc chon tir nhom gdm cé: doan danh dAu nhu doan danh diu 4i luc, doan danh
ddu myc, doan danh d4u FLAG hoidc doan danh ddu his, cai bién héa hoc nhu nhém

PEG, hodc protein, nhu phé“m Fc ctua khang thé.

Sang ché mb ta phuong phap phong ngira hodic gidm tac dung phu trong ché do
diéu tri bang cach sir dung cac phan tir theo sang ché, hodc cac phan tir theo sang ché
trong d6 X duoc thay thé béi Y nhu xac dinh trén. Séng ché ciing d& xudt phuong phap
cai bién phén tir nhur duoc mo ta & day dé lam giam sy gin két v6i ADA va lam giam

tac dung phu.

Sang ché ciing @& xuét duge pham bao gdm céc phan tir cai bién nhu duoc mo
ta & day, vi du, ché phdm bao gdm VHH, VH hogc VL cai bién. Cac dugc phdm nhur
vy c6 thé bao gdm céc phan tir cai bién 1a thé dung hop hodc thé lién hop véi cac
phéan t& khéc, vi du protein, phan tir khang thé hodc manh khang nguyén khac. Vi du,

dAb c6 thé 1a dAb duge dinh dang (vi du, dAb c6 thé 1a thé dung hop dAb-fc hogc thé
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lién hop nhu mo ta trong vi du WO 2008/149148) hodc né c6 thé 1a mAbdAb (nhur mo
ta trong WO 2009/068649) hoic dAb co thé 1a thé dung hop hodc thé lién hop véi
protein hodc polypeptit kéo dai thoi gian ban rd vi du, dAb khac, vi du, dAb gin két
v6i albumin huyét thanh (AlbudAb™) hodc vi du, véi polyetylenglygol PEG hoic
phén tr hoat tinh hodc phan tir dugc chit khac. Theo phuwong an nay, (cic) phan tir
dugc chit) khi 1a thé dung hop hodc thé lién hop véi dAb (vi du, VHH, VH hoic VL)
6 thé dugc lién két véi hodc 1a doan kéo dai & dau tan cung C ctia dAb hoidc dau tin N
cia dAb. Theo mdt phuong an, mot hodc nhiéu phan t& dugc chit 1a thé dung hop

(hoac thé lién hop) ¢ d4u tan cung N ctia dAD.

Theo mdt phuong an, dAb theo sang ché (va cac phan tir bao gdm dAb nhu cac
mAbdAb ciing ndm trong pham vi sang ché) c6 kha ning gén két giam véi ADA gin
két v&i phdi tir dich v6i ai luc cao, vi du, ching ¢6 tri s6 KD nhu do boi cong hudng
plasmon bé mit bang Biacore ™ trong viing 5 micromol dén khoang 1pM, vi du
khoang 500nM dén 10pM, vi du khoang 200nM dén 10pM, vi du tir SO0nM dén 10pM,
vi du tir khoang 10nm dén 10pM. Theo mdt phurong 4n, phan tit nay c6 tri s6 KD nim
trong khoang tir 10nM dén 10-30pM, vi du, chung c6 thé 14 dAb TNFRI véi su gin
két giam véi ADA va c6 tri s6 KD nam trong khoang tir 10-30pM, vi du khoang
20pM.

Theo mot phuong én, cac dAb theo sang ché (va cac phén tir bao gdm dAb nhu
mAbdAD ciing ndm trong pham vi sang ché) c6 kha ning giam su gin két v6i céc
ADA c¢6 thé c6 mirc biéu hién it nhat 1a 3%, vi du 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 100% ctia muc biéu hién dugc thé hién bdi dAb c6 trinh tu axit
amin giéng hoic tuong tu khong duge cai bién nhu duge md ta & day dé lam giam sy
gén két v6i ADA. Theo phuong 4n tiép theo, cac phan tir theo sang ché (vi du dAb va
c4c phan tir bao gdm dAb nhu mAbdAb) ¢ kha ning gin két giam véi ADA c6 thé c6

céc mirc biéu hién it nhat 1a 0,1g/lit.

Theo mdt phuong an, dAb theo sang ché (va cac phan tir bao gdm dAb nhu
mAbdADb ciing nim trong pham vi sang ché) da giam kha ning gin két voi ADA c6
gia tri KD gan két v6i khang nguyén dich ctia ching 14 cao hon khoang 50 lan (hoac
hon) (tirc 1a, dAb c6 hiéu luc kém 50 lé“m), vi du, cao hon khoang 40, khoang 30 l4n,
khoang 20 14n, khoang 10 14n, khang 5 14n, cao hon khoang 4 1dn so véi tri s6 KD ctia
dAb c¢6 trinh tu axit amin giéng hoac tuong tu khong duoc cai bién nhu duoc mo ta &

-28-



22608

dy dé giam su gin két ADA. Theo mot phuong 4n, dAb theo sang ché (va cac phan tir
bao gdm dAb nhu mAbdAb ciing ndm trong pham vi séng ché) co kha ning giam su
gfn két cac ADA c6 tri s6 KD véi khang nguyén dich cia ching vé co ban giéng (vi
du, cao hon khoéang 2 1dn dén murc thip hon khoang 2 14n) hodc thip hon hon 2 1dn so
vé6i tri & KD cua dAb c6 trinh tu axit amin giéng hodc tuong tu khong dugce cai bién

nhu duge md ta & day de lam giam sy gan két véi1 ADA.

Sang ché con mo ta viée sir dung, ché pham, duoc pham bao gdm céc phan tir
kéo dai va/hodc dugc cai bién dau tan cing C va ciing dé cap dén phuong phap san
xudt va biéu hién cic phan tir nay.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuét dAb (VH, VL, hodc VHH) ¢6 céac cai
bién & dAu tan cung C nhu dugc md ta trén va gin két véi dich dugce chon tir: TNFa,
TNFR1, VEGF, IL-1R, IL-6R, IL-4, IL-5, IL-13, DC-SIGN, ASGPR, albumin, va
TGFBR2.

Theo mdt phuong an, sang ché d& xudt dAb dugc mo ta hodc boc 19 trong tai
liéu bat ky trong sb sau day: WO 2007/049017 (vi du, dAb khang TNFRI ky hiéu la
2H-131-511 hodc dAb gibng it nhit 80% véi né (vi du, gibng 85%, 90%, 95%, 96%,
97%., 98%, 99%, 100%), WO 2008/149144 (vi du, dAb khang TNFR1 dugc chon tu:
1h-131-201, 1h-131-202, 1h-131-203, 1h-131-204, 1h-131-205 hosc dAb gidng it nhat
80% voi no (vi du, gibng 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%) va WO
2008/149148 (nodi dung dugc dua vao ddy bang cach vién din), vi du, dAb khang
TNFR1 bat ky trong ddy; va dAb con bao gdm it nhit mot trong cac cai bién dugc mod
ta & day dé lam giam 4i luc gén két va/hodc 4i luc khang ADA, vi du, cic cai bién &
dau tan cung C bét ky nhu dugc mo ta trén va/hodc su thé doan axit amin va/hodc su

khuyét doan bt ky nhu duge mo ta trén.

Theo phwong 4n khéc, sang ché dé xuit dAb khong duoc cai bién duge mo ta
hodc boc 10 theo tai lidu bét ky trong s6 WO 2007/049017, WO 2008/149144, va WO
2008/149148 (vi du, trinh tuy dAb bét ky dugc mo ta & day), va dAb sau d6 dugce cai
bién dé chira mot hodc nhidu cai bién khung vi du dugc chon tir: dot bién khung P14A,
P14K, P14Q, P14T P41A, L108A, TI10A va S112A va ciing c6 thé con bao gdm céc
cai bién & dau tdn cung C bit ky duoc mb ta & day. Theo mot vi du, dAb khong duoc

cai bién co thé 1a trinh tw dAb khang TNFR1 duoc md ta hodc boc 10 theo tai lidu bat
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ky trong s& WO 2007/049017, WO 2008/149144, va WO 2008/149148. Theo mdt
phuong 4n, trinh ty dAb khong duoc cai bién khang TNFR1 c6 thé 14 trinh ty gidng it
nhét 80% (vi du, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%) véi trinh tw dAb
dugc xac dinh hodc 1a DOM1h-131-206 (dugc boc 16 trong WO 2008/149148), DOM
1h-131-511 (dugc boc 16 trong WO 2007/049017 va 2008/149144) va DOM 1h-131-
202 (dugc bde 10 trong WO 2008/149144).

Theo phuong 4n khac, sang ché dé xudt dAb VEGF dugc md ta hodc boc 10
trong WO 2008/149147, vi du, dAb ky hiéu la 15-26-593 (trinh ty axit amin néu trong
Fig.5 cua WO 2008/149147), (ndi dung dugc dua vao day bang cach vién dan), va
dAb con bao gbdm cai bién bat ky duge mo ta & dy dé lam giam ai lyc gan két va/hodc
ai luc voi ADA, vi du, céc cai bién & dau tan cung C bét ky nhu dugec mo ta trén

va/hodc su thé doan axit amin va/hodc su khuyét doan bAt ky nhu duge mo ta trén.
Trinh tu axit amin dAb khong duoc cai bién 1a nhu sau:

(2) DOM 1H-131-206
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTL YLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ IDNO 1)

(b) DOM 1H-131-511
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPVGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 2)

(¢) DOM 1H-131-202
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 3)

(d) Dong VHH 2(d):
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGREL
VAGIISGGSTSYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCA
FITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQP
GNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSS

(SEQ ID NO 4)
(e) Dong VHH 2(e):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEW
VSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
ARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFT
ISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGG
GSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMY WVRQAP
GKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPED
TAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 5)
(f) Dong VHH 2(f)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELV
AAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYC

AAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLV

QPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYY

PDSVEGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGR
VRTLPSEYTFWGQGTQVTVSS

(SEQ ID NO 6)

Theo phuong 4n khéac, sang ché dé xudt dAb VHH cai bién dugc chon tir cac

trinh tu sau:
(a) Dong VHH 2(d)+A:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGREL

VAGIISGGSTSYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCA
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FITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQP
GNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSA

(SEQ ID NO 7)
(b) Dong VHH 2(e)+A:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEW
VSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
ARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRET
ISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGG
GSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAP
GKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPED
TAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSA

(SEQ ID NO 8)
(c) Dong VHH 2(f)+A

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELV
AAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYC
AAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAAAEVQLVESGGGLV
QPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYY
PDSVEGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGR
VRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSA

(SEQ ID NO 9)

Theo phuong an khéc, sang ché dé xudt dAb DOM1h-131-206 cai bién gan két

vo1 TNFR1 va duogc chon tir trinh tu axit amin sau:
(a) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai chira alanin don & dAu tan cliing C:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA
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(SEQ ID NO 16)

(b) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai chura alanin don va a Doan dot bién
khung P14A:

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA

(SEQ ID NO 17)
(¢) dAb DOM1h-131-206 véi doan dot bién khung P14A:

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 18)
(d) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai & dau tan ciing C ASTKG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG

(SEQ ID NO 19)

(e) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai & dau tan cung C ASTKG va doan dot
bién khung P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEW
VSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHC
ALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG

(SEQ ID NO 20)

Sang ché cling d& xut axit nucleic ma hoéa céc phan tir dwgc mo té & day, vi dy,
axit nucleic ma héa dAb khang TNFR1 dugc mo ta trén. Sang ché cling dé xuét té bao
chit, vi du, t& bao chu khong phai 1a phoi, vi du, té bao chii khong nhan hodc ¢6 nhan
dién hinh nhu E. coli hodc té bao chii nAim men hoic té bao dong vat cd vl bao gém

cac axit nucleic nay.
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Sang ché con dé xudt dAb co su gin két giam véi ADA trong huyét thanh
ngudi (vi du, khong gin két v6i ADA di c6 trude d6 trong huyét thanh ngudi) va
trong do, epitop trén dAb ma ADA gin két vao dugc che gidu (tuc 13, epitop nay
khong sin sang dé gan két v6i ADA nhu, vi du, né dugce bao phi hodc che gidu boi
phén tir khac gy can tro su gin két hoac cdu hinh khong gian ctia n6 da bi thay a6i dé
ngan can su gin két). Epitop trén dAb c6 thé duoc che gidu bang su cii bién bt ky
dugc mod ta & day dé 1am giam su gin két ADA, vi du, bd sung gbc hoa hoc vao dau
tan cung C cta dAb hodc béng su thé doan khung, hodc su l<huyét doan nhu dugc mo
t4 & day. Gde hoa hoc duge bd sung vao dau tan cung C ctia dAb c6 thé 1a doan kéo
dai (vi du, doan axit amin kéo dai) hodc doan danh dau hoic né co thé 12 su cai bién
héa hoc nhu pegyl héa hodic amit héa. Sy cai bién véi du tan clng C c6 thé 1a cai bién
hoic thay ddi truc tiép hodc gian tiép cu hinh cua epitop trén dAb gin két véi ADA,
bang céch d6 lam giam kha ning ctia dAb gin két véi ADA.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thut nay trong s& hiéu rang,
khi tao ra phan tir nhu dugc mé ta & day, vi dy, dAb, phu thudc vao dong té bao st
dung va cu thé 1a trinh tu axit amin cta phéan tu, vi du dAb, céc cai bién sau dich ma ¢6
thé xay ra. Vi du, viéc ndy ¢ thé bao gdm sy cat mot s trinh ty din ddu, viéc bd sung
céc gbe duong khac nhau trong cac miu glycosyl hoa va phosphoryl hoa khac nhau,
khir amit héa, oxy hoa, lién két disulfua x4o tron, ddng phan héa, cit lysin & dau tén
cung C, va dong vong glutamin co dau tan cing N. Sang ché bao gdm viéc st dung
cac phan t nay, vi du dAb, dugc dua vao, hodc trdi qua, mot hodc nhiéu su cai bién
sau dich ma. Do do, dAb theo sang ché bao gdm dAb d trai qua sy cai bién sau dich
ma nhu mo ta nhu sau: glycosyl hoa khang thé & cac vi tri bao ton trong ving cb dinh
ctia chung duoc thdy 14 c¢6 hidu qua rd rét trén chic ning khang thé, cu thé 1a chuc
niang hiéu tmg, xem vi dy, Boyd et al. (1996) Mol. Immunol. 32: 1311-1318. Cac bién
thé glycosyl héa ciia protein gin két khang nguyén theo sing ché trong d6 mdt hoic
nhiéu géc carbohydrat dugc bd sung, thay thé, loai bo hodic dugce cai bién duge du tinh
trong sang ché. Viéc dua motip asparagin-X-serin hodc asparagin-X-threonin tao ra vi
trf tiém nang dé gin cac gbe cacbonhydrat béi enzym va do d6 co thé dugc st dung dé
diéu khién su glycosyl hoa khang thé. Trong Raju et al. (2001) Biochemistry 40: 8868-
8876, su sialy hoa tdn cung phén tr két dinh mién dich TNFR-IgG dugc ting lén qua
quy trinh galactosyl hoa lai va/hodc sialyl hoa lai bang beta- 1,4-galactosyltransferace
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va/hodc alpha, 2,3 sialyltransferaza. Sy tang sialyl hoa tan cing dugc cho la lam ting
thoi gian ban rd cia globulin mién dich. Khang thé, thong thuong véi phan 16n
glycoprotein, dic trung duoc tao ra 1a hdn hop dang glyco. Hon hop nay dic biét rd
rang khi khang thé duoc tao ra trong té bao c6 nhan dién hinh, dic biét 1a té bao dong
vat ¢6 vi. Mot loat cac phuong phap da duoc phat trién dé san xuét cac dang glyco da
xac dinh, xem Zhang et al. (2004) Science 303: 371: Sears et al. (2001) Science 291:
2344; Wacker et al. (2002) Science 298: 1790; Davis et al. (2002) Chem. Rev. 102:
579; Hang et al. (2001) Acc. Chem. Res 34: 727. Khang thé (vi du, cta IgG isotyp, vi
du, IgG1) nhu dugec mo ta & day co thé bao gém mot sd lugng xac dinh (vi duy, 7 hodc
it hon, vi du 5 hodc it hon, nhu hai hodc mdt) dang glyco; phan trng khir amit 1a mot
phén tng xic tac enzym chu yéu chuyén hoa asparagin (N) thanh axit iso-aspartic va
axit aspartic (D) véi ty 1¢ khoang 3:1. V&i mirc do thdp hon nhiéu, phan tng khir amit
¢6 thé xay ra v6i gbe glutamin theo cich twong tu. Viéc khir amit trong CDR gy ra su
thay ddi dién tich ctia phén tit, nhung khong gay ra sy thay dbi v& su gin két khang
nguyén, cling nhu khong anh hudng dén PK/PD; sy oxy hoa c6 thé xay ra trong qué
trinh san xuét va bao quan (tic 13, ¢6 cac diéu kién oxy hoa) va giy ra cai bién dong
hoa tri protein, thic déy hodc truc tiép bdi céac loai oxy hoat dong hodc gian tiép boi
phén ing v6i sdn phim phuy th hai cua sy mét can bang oxy héa. Su oxy hoa xay ra
vé co ban 1a véi gde metionin, nhung do6i khi c6 thé xay ra & gbe tryptophan va gbc
xystein ty do; su xdo trdn lién két disulfua c6 thé xay ra trong didu kién san xuét va
bao quan co ban. Trong mot sé trudng hop, lién két disulfua c6 thé gy hoic tao ra
khong chinh xac, khién cho cac gdc xystein khong cdp ddi duge (-SH). Céc sulthydryl
(-SH) tu do (khong cip doi) c6 thé thuc ddy su xao tron; Su ddng phan hoa dic trung
xay ra trong qua trinh san xuét, tinh ché, va bao quan (¢ do pH axit) va thuong xdy ra
khi axit aspartic dugc chuyén héa thanh axit isoaspartic thong qua qua trinh héa hoc;
glutamin tdn cing N trong chudi ning va/hodc chudi nhe c6 kha ning tao ra
pyroglutamat (pGlu). Pa phan sy hinh thanh pGlu x4y ra trong phan (mg sinh hoc diéu
ché, nhung né co thé dugc tao ra ma khong phai do enzym, phu thudc vao do pH va
nhiét d6 xtr Iy va cac diéu kién bao quan. Sy hinh thanh pGlu dugc coi 1a mot trong
nhiing éhu trinh thoai hoa chinh cia mAb tai td hop; su cit lysin c6 dau tan cing C la
phan Gng enzym dugc xuc tac bdi carboxypeptidaza, va thuong duoc quan sat thdy

trong mADb tai td hop. Cac dang thay ddi ctia quy trinh nay bao gdm su loai lysin khoi
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mot hodc ca hai chudi ning. Sy cit lysin dudng nhu khong anh hudng dén hoat tinh

sinh hoc va khong ¢6 hiéu qua trén chttc nang hiéu ing mAb.

Sang ché con dé xuét phuong phap tao ra phén t theo séng ché bao gdm doan
axit amin kéo dai du6i dang thé dung hop truc tiép, phwong phap nay bao gdm budc
duy tri t& bao chil nhu dugc mo ta & trén chira axit nucleic va/hodc cAu tric tai to hop
ma hoa thé dung hop theo sang ché trong céc didu kién thich hop dé biéu hién axit

nucleic tai td hop nay, bang cach d6 tao ra thé dung hop.

Sang ché cling dé xuét duoc phim bao gdm cac phén tir cai bién theo séng ché.
Sang ché con dé xuit duge pham theo sang ché dé sir dung lam thube, vi du st dung
dé diéu tri hoac phong, vi du bénh hodc tinh trang hodc r6i loan va bao gém st dung
cho c4 thé nay lwong ¢6 hiéu qua didu tri ctia duge pham theo sang ché. Thong thudng,
cac phan tu theo sang ché s& duoc st dung & dang da tinh ché cung véi chét mang
dugc dung hodc tuong thich sinh ly. Cu thé, c4c chat mang co thé bao gé‘)m dung dich
nude hoac rugu/nude, nhil tuvong hodc huyén phu, mdi trudong nude mubi va/hodc dém
bat ky. Ta duoc 16ng dung ngoai dudng tiéu héa cé thé bao gdm dung dich natri
clorua, Ringer dextroza, dextroza va natri clorua va Ringer lactat. T4 duoc tuwong thich
sinh 1y thich hop, néu can thiét dé duy tri phtc polypeptit trong huyén phu, c6 thé
duoc chon tir cdc chit lam dic nhu carboxymetylxenluloza, polyvinylpyrolidon,
gelatin va alginat. T4 dugc 16ng dung trong tinh mach bao gbm chit 16ng va chit don
dinh dudng va chat don dién phan, nhu cic chét don co ban 1a Ringer dextroza. Chat
bao quan va phu gia khac, nhu chét khang khuén, chat chéng oxy hoéa, tac nhan chelat
hoa va khi tro, ciing c6 thé co trong ché pham (Mack (1982) Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16th Edition). Nhiéu ché phdm thich hop c6 thé dugc st
dung bao gdm cac ché pham giai phong kéo dai.

Sang ché mo ta phuong phap didu tri (phong ngira hodc diéu tri) cho bénh nhan
hodc dbi tuong c6 bénh hodc rdi loan, nhu duoc md ta & day, va bao g@)m cho déi
twong nay st dung mot lwong diéu tri hitu higu cta dugce phim theo sang ché.

Duoc phém theo séng ché ¢co thé duoc st dung don doc hoac két hop véi céac
phén tr hodc céic gbc khac, vi du, polypeptit, protein didu tri va/hodc phan tir (vi du,

protein khac (bao gdbm khéng thé), peptit, hodc dugc chét phan ti nho.
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Sang ché cling d& xuét duge phim theo sang ché bao gbm dAb VH hodc VL
khang TNFR1 cai bién nhu dugc mo ta & day, vi du, dAb VH hodc VL khang TNFR1
dugc mo ta ¢ day, hodc cac vung VHH khang TNFR1 céi bién nhu dugc md ta & day,
dé su dung diéu tri cac bénh viém hodc rbi loan, vi du bénh vay nén, viém khép, bénh
X0 cing rai rac, bénh viém rudt (vi du) bénh Crohn va bénh viém rudt két man loét;
hoac vi du bénh hoéc rbi loan duong ho hép hodc phéi, vi du, duoc chon tir: bénh tic
ngh&n phdi man tinh, viém phé quan man tinh, viém phé quan tic nghén man tinh va
khi thiing, viém phéi, bénh tic nghén phdi man tinh, bénh hen, bénh viém phdi, bénh
viém phdi qua man, thim nhiém phdi vé&i bach cdu wa eosin, bénh phdi moi trudng,
bénh viém phdi, chimg gidn phé quan, xo nang, bénh k& phdi, bénh cao huyét 4p phdi
nguyén phat, bénh huyét khdi tic mach, bénh mang phdi, bénh trung that, bénh co
hoanh, ching gidm thong khi, ching ting théng khi, ching ngung thd khi ngi, hoi
chimg suy ho hép cép, u trung biéu md, sacom, phan tmg thai ghép, bénh thé chu thai
ghép, bénh ung thu phdi, bénh viém miii di tng, di img, bénh bui amiing, u nidm phdi
Aspergillus, bénh ndm Aspergillus, ching gian phé quan, viém phé quan man, khi
thiing, bénh viém phoi ua eosin, bénh xo héa phdi ty phat, bénh phé ciu khudn xim
14n, bénh cam, bénh vi khudn myco khdng phai 1a lao, tran dich mang phdi, bénh bui
phéi, nhidm ndm pneumocytosis, bénh viém phdi, bénh phdi do nidm actinomyces,
bénh tich protein md phé nang phoi, bénh than & phdi, phtt phéi, vat nghén mach phdi,
bénh viém phéi, md bao huyét phdi X, cao huyét 4p phdi, bénh vi sinh vat Nocardia
phoi, bénh lao phéi, bénh tic tinh mach phdi, bénh phéi dang thip, bénh sacoit, va
bénh u hat Wegener va ton thuong phdi cép tinh (ALI) va ciing nhu hdi chimg suy ho
hép cip (ARDS) va céc bién chimng ctia bénh nay nhu tén thuong than cAp tinh.

Sang ché ciing md ta viéc st dung duoc pham theo sang ché chira dAb khang
TNFR1 (VH, VL hogc VHH) cai bién nhu duoc mb ta & day, dé san xuét thude diéu tri

bénh hodc rdi loan cu the bat ky dugc mo ta & trén.

Sang ché cling mo ta viée str dung dugce phim bit ky dugc md ta & day dé sir
dung trong diéu tri, chan doan hoic phong ngtra bénh viém hodc r6i loan bét ky hodc
bénh hodc rbi loan dudng hd hép hodc phéi nhu dugc mo ta trén. Sang ché cling mo ta
viée str dung duge phdm bit ky duoc mo ta & day dé phong nglra hodc lam thuyén
giam bénh hodc rdi loan viém bét ky hodc bénh hodc rdi loan dudng ho hép hoic phéi

duoc mo ta trén.
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Ché phdm chita dAb khang TNFR1 nhu dugc mo ta & day, vi du DOM 1H-131-
206 véi doan kéo dai analin & ddu tan cing C, c¢6 thé duoc st dung dé phong ngira
va/hodc diéu tri bénh va duoc sir dung & dang "liéu diéu tri hitu hiéu". Cac luong can
dé dat duoc lidu nay phu thudc vao mac do trAm trong cia bénh va trang thai téng thé
clia hé mién dich ctia bénh nhén, nhung thudng nim trong khoang tir 0,005 dén 5,0mg
dAb trén mdi kilogam thé trong, véi cac lidu 0,05 dén 2,0mg/kg/liéu thuong dugc sir
dung. D& phong ngira, c6 thé sit dung céc lidu twong duong hodc thap hon mot chut, dé
phong ngura, irc ché hodc 1am cham sy xuét hién bénh (vi du, dé duy tri sy mién nhiém
hodc tinh trang khong hoat dong, hodc dé phong pha cip tinh). Cac chuyén gia lam
sang c6 thé xac dinh duoc khoang gidn liéu thich hop dé diéu tri, e ché hodc phong
bénh. Khi dAb khéng TNFR1 nhu duge md ta & ddy duoc sir dung dé diéu tri, trc ché
hodc phong bénh viém man tinh, n6 cé thé duoc sir dung dén bdn lan mdi ngay, hai
ngay mdi tudn, mot 1An mdi tudn, mot 14n mdi hai tudn, mot 1an mdi thang, hodc mot
1an mdi hai thang, véi lidu luong, vi du, tir khodng 10pug/kg dén 80mg/kg, tir khoang
100pg/kg dén 80mg/kg, tir khoang 1mg/kg dén 80mg/kg, tir khoang Img/kg dén
70mg/kg, tir khoang 1mg/kg dén 60mg/kg, tir khodng 1mg/kg dén 50mg/kg, tir khoang
Img/kg dén 40mg/kg, tr khoang 1mg/kg dén 30mg/kg, tir khoang lmg/kg dén
20mg/kg, tir khoang Img/kg dén 10mg/kg, tr khoang 10pg/kg dén 10mg/kg, tir
khoang 10pg/kg dén 5Smg/kg, tir khoang 10pg/kg dén 2,5mg/kg, khoang 1mg/kg,
khoang 2mg/kg, khoang 3mg/kg, khoang 4mg/kg, khodng Smg/kg, khoang 6mg/kg,
khoang 7mg/kg, khoang 8mg/kg, khoang 9mg/kg hodc khoidng 10mg/kg. Theo cac
phuong an cu thé, dAb khang TNFRI1 co thé duoc sir dung dé diéu tri dé diéu tri, uc
ché hodc phong ngira bénh viém man tinh mot 1An mdi hai tudn hodc mdt 14n mot
thang voi 1idu khoang 10pg/kg dén khoang 10mg/kg (vi du, khoang 10ug/kg, khoang
100pg/kg, khoang 1mg/kg, khoang 2mg/kg, khoang 3mg/kg, khoadng 4mg/kg, khoidng
5mg/kg, khoang 6mg/kg, khoang 7mg/kg, khoang 8mg/kg, khodng 9mg/kg hodc
khoang 10mg/kg.)

Viéc diéu tri hodc tri liéu duogc thuc hién béng cach str dung cac duoc phém
dugc md ta & day duoc coi la “co hiéu qua” néu mdt hodc nhiéu triéu chimng hodc diu
hi€u bi suy giam hodc nhe bét (vi du, it nhét 10% hodc it nhat mot diém trong thang
diém danh gia 1am sang), tuong tng vdi cac triéu chimg biéu hién trudce khi diéu tri,
hodc tuong Gng voi cac triéu chimg nay & ddi tugng (ngudi hodc dong vat) khong

-38-



22608

duoc diéu tri bang ché pham hodc ddi chimg thich hop khéc. Céc triéu chimg rd rang
s€& thay ddi phu thudc vao tinh trang thuc té cta bénh hodc réi loan cén diéu tri, nhung

c¢6 thé dugc danh gia boi k¥ thuat vién hodc bac s§ 1am sang.

Tuong tu, sy phong bénh dugc thuc hién bing cach st dung dugc phim nhu
duoe mo ta & day 1a “co hidu qua” néu su khoi phat hodc mire trdm trong ciia mot hodc
nhiéu triéu chirng hoac dau hiéu duoc lam cham lai, suy giam hodc bién mat so vé6i cac
triéu chimg & c4 thé twong tu (ngudi hodc dong vat) khong duge diéu tri bang ché

pham nay.

Céc phéan tr theo sang ché con c6 thé duoc dinh dang dé co kich ¢ thity dong
hoc 16n hon dé kéo dai thoi gian ban ra, vi du, bing cach gin v6i nhém PEG, albumin
huyét thanh, transferrin, thu thé transferrin hodc it nhét phén ge"m két transferrin ctia no,
vung khang thé Fc, hoic bang cach lién hop v6i khing thé ving. Vi du, dAb gin két
albumin huyét thanh c6 thé duoc dinh dang thanh manh gén két khang nguyén 16n hon

cua khang thé (vi du, dugc dinh dang 1a Fab, Fab’, F(ab),, F(ab’),, I1gG, scEFv).

Theo mdt sb phuwong an, sing ché @& xuét ché phdm theo sang ché chira phdi tix
dac hiéu kép hodc phéi tir da dac hiéu bao gém dAb diu tién duoc cai bién theo sang
ché, vi du béng doan kéo dai & dau C tan cung va/hoic bé’lng doan dot bién khung
P14A va dAb tht hai c6 tinh ddc hiéu giéng hodc khac véi dAb dau tién va tiy chon
trong tuong hop phdi tir da dic hidu 1a dAb khéc nira. dAb thr hai (hodc dAb khac
nira) ty chon c6 thé gan két dich khéc va c6 thé tuy chon ciing bao gém doan kéo dai

& dau C tdn cing va/hodc doan dot bién khung P14A theo sang ché.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phan tir va dugc phim theo sang ché dé
phén phdi qua duong ngoai tieu hda, vi du, qua duong tiém dudi da, trong co hodc
trong tinh mach, xong hit, phan phdi tai miii, phan phdi qua niém mac, dudng miéng,
phan phdi dén duong GI ctia bénh nhan, dudng tryc trang hodc phan phdi qua mit.
Theo mdt khia canh, sang ché md ta viéc sir dung cdc phan t& va duge pham theo sang
ché @8 san xuit thudc dé phan phdi qua dudng tiém dudi da, xong hit, phan phdi trong
tinh mach, phan phdi tai mii, phan phdi qua niém mac, dudng miéng, phan phéi dén
duong GI cia bénh nhén, duong truc trang, qua da hodc phéin phdi qua mit.

Theo mdt khia canh, sang ché mé ta phuong phap phan phdi thubc cho bénh
nhan theo dudng tiém dudi da, phin phdi tai phdi, phan phdi trong tinh mach, phan
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phdi tai mii, phan phdi qua niém mac, duong miéng, phan phdi dén duong GI cua
bénh nhan, truc trang hodc phan phdi qua mét, trong d6 phuong phap nay bao gdm sir

dung cho bénh nhan luong ¢ hiéu qua diéu tri ciia phan tir theo sang ché.

Theo mét khia canh, sang ché dé xuit ché phdm dung qua dudng miéng, tiém,

hit, ché phim tao swong chtra phén tir theo sdng ché.

Ché phdm nay c6 thé & dang vién nén, vién tron, vién nang, chét 1ong hoic sird.

Thuat ngit "ddi tuong" hodc “ca thé” duge x4c dinh trong ddy biéu hién dong
vat nhu dong vat ¢é v, bao gf“)m, nhung khong gidi han &, dong vt linh trudng (vi du,
nguoi), bo, clru, dé, ngua, chd, meo, thd, chudt lang, chudt déng, chudt nhét hodc cac
loai bo, ctru, ngya, cho, méo, gdm nhdm hodc chudt khac.

Sang ché ciing dé xuat kit dung trong qué trinh st dung cdc phan tt va ché
phdm theo sang ché cho ddi twong (vi du, bénh nhan 1a ngudi), bao gdm phén tir va
ché phim theo sang ché, thiét bi phan phdi thudc va, tuy chon, huéng dan sir dung.
Dugc pham c6 thé dugc dua ra & dang ché phim, nhu ché phdm dong khd hodc ché
pham giai phong cham. Theo mot sé phuong 4n, thiét bi phan phéi thude duogc chon tir
nhém gbém c6 xi lanh, mdy xéng hit, thiét bi s dung trong miii hodc mat (vi du,

mister, thudc nhoé mat hodc thudc nhé miii), va thiét bi tiém ko can kim.

Céc phan tir va ché pham theo sang ché co thé 1am dong khi dé bao quan va
hoan nguyén trong chit mang thich hop trudc khi sir dung u. Phuong phap dong kho
thich hop bat ky (vi du, sy phun, sdy déng banh) va/hodc k§ thuat hoan nguyén cé thé
duoc str dung. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét niy s& hiéu 15 1a
s dong khd va hoan nguyén c6 thé din dén su bién dbi cac muc ton that hoat tinh
khang thé va murc sir dung cdn phai duoc diéu chinh dé bu dip lai ton thit nay. Theo
phuong an cu thé, sing ché dé xuat dugc phim bao gdm dugc phdm dong kho (sdy
dong lanh) nhu duoc mo ta & day. Tt hon 13, duoc phim dong kho (sdy dong lanh) td
thit khong qua khoang 20%, hoic khong qua khoang 25%, hodc khong quéa khoang
30%, hodc khong qua khodng 35%, hodc khong qud khoang 40%, hodc khong qua
khoang 45%, hoac khong qua khoang 50% hoat tinh ctda n6 (vi duy, hoat tinh gin két
v6i albumin huyét thanh) khi dugc hydrat hoa lai. Hoat tinh 1a lugng dugc phém can
c6 dé tao ra hiéu qua cua dugc phdm trude khi né dugc lam dong kho. Hoat tinh ctia

duoc phim c6 thé duge xac dinh bang phuong phap thich hop bat ky trude khi 1am
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dong kho, va hoat tinh nay c¢6 thé duoc xac dinh bang cich sir dung ciing mdt phuong

phép sau khi hydrat hoa lai @ xac dinh lwong hoat tinh bi mat di.

Sang ché ciing d& xudt ché phdm giai phong duy tri hodc gii phong chim chira
phan tir theo sang ché, ché phdm giai phong duy tri nhu vy c6 thé bao gdm cac phan
tir theo sang ché két hop vdi, vi du, axit hyaluronic, hat vi ciu hodc liposom va cac

chét mang, ta dugc va/hoac chét pha loang dugc dung hodc tuong thich sinh ly khéac.

Theo mdt khia canh, sang ché dé& xut dugc pham bao gébm phan tir theo séng

ché, va chit mang hozc chit pha lodng, ta duoc duge dung hodc twong thich sinh ly.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xuat dAb TNFR1 cai bién theo sang ché c6
su gén két giam v6i ADA, vi du nhu dAb DOM1h-131-206 cai bién véi cai bién nhu
duge mod ta & day dé lam giam su gin két v6i ADA. Vi du, sang ché @& xuit dAb
DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chira alanin don & dau tan cung C (SEQ ID NO
16), vi du, 1a duoc pham, vi du, st dung dé diéu tri bénh hodc réi loan, vi dy, diéu tri
bénh hoc rbi loan h hap nhu COPD, ALI hogc ARDS. dAb DOM1h-131-206 véi
doan kéo dai chira alanin don & dau tan cung C (SEQ ID NO 16) (hodc duge phim bao
gdm dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chtra alanin don & dau tan cing C) khi st
dung dé diéu tri bénh hoic rdi loan hod hép nhu COPD, ALI hoic ARDS ¢6 thé duoc
str dung cho dbi tuong, vi du cho ddi tuong 14 ngudi, bang cach tiém (vi dy, tiém dudi
da, trong tinh mach hodc trong co) hodc céch khac nd co thé dugc dua dén cho ddi
twong, vi du, cho dbi twong 1a ngudi, bing duong phdi, vi du, bang cach khi dung boi
thiét bi khi dung chudn hodc bang cach xdng hit, vi du, bing cach str dung thiét bi
x0ng hit chuin. Séng ché con bao gdm ché pham giai phong duy tri va/hodc ché pham
dong kho bao gdm dAb TNFR1 cai bién theo sang ché c6 su gin két véi ADA giam,
nhu dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai chtra alanin don & dau tan cung C (SEQ
ID NO 16). Sang ché ciing d& xuét thiét bi phan phdi, vi du, may xong hodc thiét bi khi
dung bao gdm dAb TNFRI cai bién theo sang ché, nhu dAb DOM1h-131-206 véi

doan kéo dai chtra alanin don & dau tan cing C cta axit nucleic (SEQ ID NO 22).

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit dAb DOM1h-131-206 khong duoc cai
bién (SEQ ID NO 1) hoic dAb DOM1h-131-206 duoc cai bién theo cach bit ky duoc
md ta & day dé lam giam sy gin két ADA, vi du dAb DOM1h-131-206 vé6i doan kéo
dai chua alanin don & ddu tan cing C (SEQ ID NO 16), dé diéu tri bénh viém da, vi
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du, bénh vay nén va sang ché ciing d& xuét ché do lidu bat ky nhu mo ta sau day dé si
dung khang thé ving dé diu tri bénh vay nén. Khéang thé ving hitu dung dé diéu tri
bénh vay nén chon dich chon loc cling viing trong TNFR1 ctia ngudi 1a phbi tir TNF-
alpha ty nhién ctia nguoi véi thu thé va 1a chat d6i khang canh tranh dic hiéu cta
TNFR1, nhung khong phai 1& TNFR2, va ngin can sy gin két ctia TNF-alpha véi
TNFRI1 va su truyén tin hiéu cta phdi tir nay qua TNFR1. Khang thé ving nhu vay c6
thé bao gdm dAb khang TNFR1 bit ky da duogc cai bién dé lam giam sy gén két véi
ADA nhu béc 16 & day. Cu thé, khang thé viing co thé 1a khang thé ving cla ngudi
nhu DOM1h-131-206 ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, DOM1h-131-
206 v&i alanin dau tin cung C c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 16, hodc
dAb DOM1h-131-206 (SEQ ID NO 1) sau d6 duogc cai bién dé lam giam sy gin két
ADA nhu duge md ta & ddy (tc 1a su cai bién bét ky dé 1am giam sy gin két véi
ADA) nhu boc 10 trong day. Khang thé ving c6 thé cung cip trong dng thiy tinh chira,
vi du 100mg hodc vi du 40mg chét dong khd chira khang thé ving. Chit dong khd c6
thé bao gdm sucroza, glyxin, natri dihydro phosphat va polysorbate 80. Khang thé
ving dong kho dau tién c6 thé duoc hoan nguyén trong SmL nudc v khuén va sau d6
pha loang trong nu¢c vo khudn, hoac chét pha lodng duogc dung khéc, dé tao ra dugc

pham chtra 20mg/mL, 5mg/mL, va lmg/mL khang thé ving.

Khang thé ving c6 thé duoc str dung dé diéu tri cho bénh nhan 13 ngudi duge
x4c dinh méc bénh vay nén. Cu thé, khing thé ving c6 thé duoc sir dung dé didu tri
cho bénh nhéan la nguoi duge xac dinh la méc bénh vay nén kiéu mang 4n dinh muc do
nhe, trung binh, hodc ning, man tinh vdi mdt hodc hai ving mang. Theo National
Psoriasis Foundation, bénh viy nén dang mang nhe gay nhiém it hon 3% dién tich bé
mit co thé ctia ngudi, bénh vay nén dang mang trung binh gy nhiém tir 3% va 10%
dién tich bé mit co thé cua ngudi va bénh vay nén ning gy nhiém 16n hon 10% dién
tich b& mat co thé ciia ngudi. Xem, vi du, Krajacic, 6 (5) Supplement 6, Biotechnology
Healthcare, December 2009 va National Proriasis Foundation, About Proriasis:
Statistics. Dé tham khéo, 10ng ban tay cta bénh nhén ¢ thé dugc tinh 14 khoang 1%
dién tich bé mat co thé cua nguoi. Muce d§ ndng cia bénh vay nén cling co thé dugc
x4ac dinh, cach khdc, theo the Proriasis Area va Severity Index thong qua vi€c st dung
hé théng Xép loai mé ta boi Fredrikson, dua trén bbn tiéu chi: muc do dd, do day, mirc
d6 vay va dién tich bé mit nhiém bénh. Xem, vi du, Fredrickson, 157 Dermatologica
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238 (1978). Cac mang vay nén dugc diéu tri c6 thé c6 do day tham nhap c6 thé so sanh
it nhét 1a 200pum, nhu dénh gia boi phép do am ké, khi khang thé ving duoc st dung
dAu tién. Bénh nhan 1a ngudi ¢6 thé 14 d6i twong nam gidi hodc nit gidi méc bénh vay
nén dang mang man tinh vé&i (cic) mang dn dinh trén cac dau chi trén, dui hodc than.
Céc bénh nhan 14 ngudi ¢6 thé & do tudi tir khoang 18 dén 70 tudi. Bénh nhan ciing c6

thé & do tudi tir 14 dén 26 tudi ciing nhu 14 tudi hodc 16n hon.

Khang thé ving c6 thé dugc str dung cho bénh nhén 13 nguoi bang céach tiém
vao mang vay nén. Cu thé, 100pL duoc phdm bao gdbm 20mg/mL, Smg/mL, hodc
1mg/mL khang thé ving c6 thé dugc st dung bing cach tiém vao mang vay nén & do

sdu duoc chon dich 1a da va trén bé mit da trong mang nay.

Khéng thé ving c6 thé duoc st dung cho ddi twong nguoi c6 mang vay nén
theo quy trinh diéu tri trong d6 100pL dugc pham chtra Smg/mL khang thé ving dugc
tiém vao mang vay nén mot lAn mdi tuan trong giai doan diéu tri 28 ngay. Trong quy
trinh diéu tri nay, bénh nhin s& dugc st dung dugce phém bén 14n va s& nhan 0,5mg
khang thé ving trong mdi 1an str dung sao cho nhan dugc lidu téng cong la 2mg khang
thé vung trong giai doan diéu tri 28 ngay. Diéu nay c6 nghia 13, vi dy, trong quy trinh
diéu tri kéo dai 28 ngiy, bénh nhin s& nhén lan tiém dau tién 100pL chira 0,5mg
khang thé viing vao ngay tht nhét, 14n tiém thr hai vao ngay thir tdm, 1an tiém th ba
vao ngdy thir 15, va lan tiém tht tu vao ngdy thir 21. Cac 1idu khang thé viung (vi du,
100pL 14n tiém chira 0,5mg khang thé ving) trong quy trinh diéu tri nay dugc st dung

trén mot mg v4i moi bénh nhan.

Khang thé ving ciing c6 thé dugc st dung cho bénh nhan 1a ngudi c6 mang vay
nén theo quy trinh diéu tri trong d6 100uL duoc phim chira 20mg/mL khang thé ving
duoc tiém vao trong mang vay nén mot 1An mdi tudn trong trong giai doan diéu tri 28
ngay. Trong quy trinh diéu tri nay, bénh nhan s& dugc st dung duge pham bdn 14n va
s& nhan 2mg khang thé viung trong mdi lan st dung sao cho liéu tong cong 1a 8mg
khang thé viing trong giai doan didu tri 28 ngay. Didu d6 c6 nghia 13, vi du, trong quy
trinh diéu tri kéo dai 28 ngay, bénh nhan s& nhin lan tiém dau tién 100uL chtra 2mg
khang thé ving vao ngay thir nhét, 14n tiém thr hai nhu vay vao ngay thi tim, lan tiém
thtt ba nhu vay vao ngay 15, va lan tiém tht tu nhu vay vao ngay 21. Cac lidu khang
thé ving (vi dy, tiém 100pL chira 2mg khang thé vung) trong quy trinh diéu trj dugc
st dung trén mdt mg véi moi bénh nhan.
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Khéng thé viing ciing ¢6 thé duge sir dung cho bénh nhén la ngudi 6 mang vay
nén theo quy trinh diéu tri trong d6 100uL dugc phim chtra 5mg/mL khang thé ving
duoc tiém vao trong mang vay nén hai 1an mot tudn trong giai doan diéu tri 28 ngay.
Trong quy trinh diéu tri nay, bénh nhan s& dugc st dung dugc phim tam 1dn va s&
nhan duge 0,5mg khang thé ving trong mdi lan dung thude sao cho lidu tdng cong 1a
4mg khang thé ving trong giai doan diéu tri 28 ngay. Diéu nay co6 nghia 13, vi du,
trong quy trinh diéu tri kéo dai 28 ngay. Bénh nhén s& nhan lan tiém dau tién 100pL
chira 0,5mg khang thé ving vao ngay thtr nhat, 14n tiém thr hai nhu vay vao ngay thir
4, 1an tiém thtr ba nhu vay vao ngay thir tam, 1An tiém tht tu nhu vdy vao ngay 11, lan
tiém thtr 5 nhu vy vao ngay 15, 1an tiém thir sdu nhu vy vao ngdy tha 18, lan tiém
thir bay nhu vady vao ngay 21 va 1An tiém th& tém nhu vy vao ngdy 21. Cac lidu khang
thé ving (vi dy, liéu tiém 100uL chira 0,5mg khéng thé ving) trong quy trinh diéu tri

nay duoc sir dung trén mot mg véi mdi bénh nhan.

Khéng thé ving ciing c6 thé duoc st dung cho bénh nhan la ngudi c6 mang vay
nén theo quy trinh diéu tri trong d6 100uL duge phidm cha 1mg/mL khang thé ving
duoc tiém vao trong mang vay nén mot 1An mdi tudn trong giai doan diéu tri 28 ngay.
Trong quy trinh diéu tri nay, bénh nhan s& duogc st dung duge phim bdn 1an va s&
nhan dugc 0,1mg khang thé vung trong mdi 1an ding thudc sao cho lidu tong cong la
0,4mg khang thé viing trong giai doan didu tri 28 ngay. Piéu nay co6 nghia 1, vi du,
trong quy trinh didu tri kéo dai 28 ngay bénh nhan s& nhan lan tiém 100pL dau tién
chira 0,1mg khang thé viing vao ngay thir nhét, 1an tiém tha hai nhu vdy vao ngay thir
tam, l1an tiém thr ba nhu vy vao ngay 15, va lan tiém th@ tu nhu vay vao ngay 21.
Céc lidu khang thé ving (vi du, tiém 100uL chtra 0,1mg khang thé ving) trong quy
trinh diéu tri ndy duogc st dung trén mot mg véi mdi bénh nhan.

WO 2008/149148 mé ta phuong phép thtr nghiém, phan tach va tao ra dAb
DOM1h-131-206 khong duoc cai bién va cac phuong phip nay cé thé ap dung véi
dAb TNFRI cai bién theo sang ché co su gin két giam véi ADA, vi du v6i dAb
DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai chua alanin don & dau tan cing C (SEQ ID NO
16), va boc 16 nay (bao gdm phuong phép thir nghiém, phan tach va tao ra) duge dua
vao ddy bang cach vién dan.

Ngoai ra, sang ché sang ché cling d¢ xuat cac phuong an tr 1 dén 36 nhu sau:
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1. Vung bién ddi cua globulin mién dich don (dAb) (vi du VH, VL hoic VHH),

vi du, gan ket véi dich, bao gdm mot hodc nhiéu cai bién dugc chon tu:
(a) doan thém, doan kéo dai hodc doan danh dau ¢ dau tan cung C

(b) mdt hoac nhiéu su thé doan axit amin cua vung khung trong do it
nhat mot sy thé doan 1 su thé doan dugc chon tir: su thé doan P14A, sli thé
doan P41A va su thé doan L108A;

va ¢6 su gin két giam voi ADA da c6 tir trude so véi ving bién ddi ctia
globulin mién dich don (dAb) khdng dugc cai bién.

2. Vung bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) theo muc 1 néu trén, trong do

dAb nay dugc chon tir dAb VH hodc VL nguoi, hodc VHH Camelid.

3. Vung bién dbi cta globulin mién dich don (dAb) theo muc 1 hogc 2, bao gdm

doan kéo dai ¢ dau tan cung C cla it nhat mot axit amin.

4. Vung bién dbi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 3, trong do doan
kéo dai & dau tan cing C bao gdm doan axit amin kéo dai gbm tir 1 axit amin

dén khoang 6 axit amin.

5. Vung bién d6i cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 3 hodc 4, trong d6

doan kéo dai ¢ dau tan cung C bao gom axit amin la alanin.

6. Vung bién dbi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 5, trong d6 doan
kéo dai & dau tan cing C gdm c6 axit amin don 14 alanin.
7. Vung bién dbi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 5, trong d6 doan

kéo dai & ddu C tan cung ndy bao gdm doan axit amin kéo dai dugce chon tir:
(a) AS, (b) AST (c) ASTK,(d) ASTKG, hoac (e) ASTKGP.

8. Ving bién dbi cia globulin mién dich don (dAb) theo muc 1-2, trong do6 dau
tan cung C c6 doan danh d4u duoc chon tir: doan danh du 4i luyc, doan danh
diu myc, doan danh d4u FLAG, doan danh déu his, cai bién hoa hoc nhu PEG,

hodic ving protein nhu ving khang thé Fc.

9. Vung bién dbi cia globulin mién dich don (dAb) theo muc 6, trong d6 dAb la
dAb VH va con bao gdm su thé doan ctia khung P14A.
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10. Vang bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) theo muc 7, trong d6 dAb
nay 1a dAb VH va con bao gbém su thé doan ctia khung P14A.

11. Vung bién ddi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc bét ky trong s cac
muc néu trén, trong dé né gin két véi dich trong d6 dich ndy dugc chon tir:
TNFo, TNFR1, VEGF, IL-1R, IL-6R, IL-4, IL-5, IL-13, DC-SIGN, ASGPR,
albumin, TGFpR2.

12. Vung bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) theo muc 11, ma dugc chon
tir trinh tu axit amin dugc xac dinh 1a: (a) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo
dai cua alanin don (SEQ ID NO 16) (b) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo
dai cua alanin don va doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 17) (c) dAb
DOM1h-131-206 v6i doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 18) (d) dAb
DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG (SEQ ID NO 19)
(e) dAb DOM1h-131-206 véi doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG va doan
dot bién khung P14A (SEQ ID NO 20).

13. Ving bién dbi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 11 hodc 12, trong
d6 dich 1a TNFR1 va dAb khong dugc cai bién dwoc chon tir trinh tu axit amin
giéng 100%, 95%, 90%, 85% hodc 80% vdi axit amin dugc xdc dinh la:
DOM1h-131-206 (SEQ ID NO 1), DOM 1h-131-511 (SEQ ID NO 2), DOM
1h-131-202 (SEQ ID NO 3).

14. Viung bién d6i ctia globulin mién dich don (dAb) theo muc bat ky trong s céc
muc néu trén, trong d6 dAb 14 thé dung hop hodc thé lién hop véi cac phan tir

khéc.

15. Vung bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) theo muc 14, trong d6 dAb 1a
thé dung hop hodc thé lién hop v&i mot hodc nhiéu phén tr khac dugce chon tu:
dAb khéc nita, protein hodc polypeptit hodc méanh ctia n6 vi du phan tu kéo dai
thoi gian ban rd hoac phan tr hoat dong hodc c6 tac dung diéu tri khéc, phan tir

PEG, khang thé hodc manh cua né vi du, ving Fec.

16. Vung bién ddi ctia globulin mién dich don (dAb) theo muc 15, trong d6 dAb la
phan t&r mAbdAb.
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17. Dugc phdm bao gdm ving bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) theo
muc bat ky trong sb cac muc néu trén két hop véi chat mang, t4 dugc hoic chat

pha lodng dugc dung hodc sinh ly.
18. Duoc phém theo muc 17, chira hoat chit hodc duoc chét khéc nita.
19. Dugc phdm theo muc 17 hodc 18 chira dAb khang TNFRI.

20. Duoc phém theo muc 19, chira dAb khang TNFR1 theo muc bét ky trong )

cac muc 12-13.

21. Ving bién d6i cta globulin mién dich don (dAb) theo muc bét ky trong sb cac
muc 1-16 hodc duoc phém muc bét ky trong s cac muc 17-20, duoc st dung

dé lam thuoc.

22. Phuong phép diéu tri hodc phong ngira it nhit mot bénh hodc rdi loan hodc
tinh trang bénh dugc chon tir bénh hodc rbi loan viém hodc bénh hodc rdi loan
phdi hodc bénh ho hép bang cach cho dbi twong str dung mot lwgng c6 hiéu qua
phong ngira hodc diéu tri cia duge phdm theo muc bat ky trong sé cac muc 19-

20 hodc dAb theo muc 11-13.

23. Phuong phép theo muc 22, trong do it nh4t mot bénh hoic rdi loan hodc tinh
trang bénh dugc chon tr: bénh vay nén, viém khép, bénh xo cung rai rac, bénh
viém rudt (vi du) bénh Crohn va viém rugt két man loét; hodc vi du bénh hodc
rbi loan duong ho hép hodc phéi, vi du dugc chon tur: bénh tic nghén phéi man
tinh, viém phé quan man, viém phé quan tic nghén man tinh va khi thiing,
viém phéi, bénh tic nghén phé)i man tinh, bénh hen, bénh viém phéi, bénh
viém phéi qua man, tham nhidm phdi boi bach cau wa eosin, bénh phdi moi
truong, bénh viém phdi, chimg gidn phé quan, xo nang, bénh ké phdi, bénh cao
huyét ap phdi nguyén phat, bénh huyét khoi tic mach, bénh mang phdi, bénh
trung thit, bénh co hoanh, chimg giam thong khi, ching tdng thong khi, ching
ngung tho khi ngt, hoi ching suy hd hép cép, u trung biéu mo, sacdm, phan
g thai ghép, bénh thé chu thai ghép, bénh ung thu phdi, bénh viem mii di
ung, di tng, bénh bui amidng, u ndm phéi Aspergillus, bénh ndm Aspergillus,
chtng gian phé quan, viém phé quan man, khi thiing, bénh viém phdi wa eosin,
bénh xo hoa phéi tu phat, bénh phé cdu khudn xa4m l4n, bénh cam, bénh vi

khuén myco khong phai 14 lao, tran dich mang phdi, bénh bui phdi, nhiém ndm
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pneumocytosis, bénh viém phoi, bénh phdi do ndm actinomyces, bénh tich
protein mo phé nang phdi, bénh than & phdi, phu phdi, vat nghén mach phdi,
bénh viém phdi, mo bao huyét phdi X, cao huyét 4p phdi, bénh vi sinh vat
Nocardia phdi, bénh lao phdi, bénh tic tinh mach phdi, bénh phdi dang thip,
bénh sacoit, va bénh u hat Wegener va ton thwong phdi cép tinh (ALI), va Hoi

chtmg suy ho hip cdp (ARDS) va cac bién ching cua ching.

24. Phuong phap theo muc 23, trong d6 bénh néu trén la ALI va dAb la dAb theo

muc 13 hodc dugc phém chtra dAb theo muc 13.

25. Phuong phép theo muc bét ky trong sd cac muc tir 22-24, trong d6 dugce phim
hoac dAb néu trén dugc phin phdi cho dbi twong bang dudng tiém duéi da,

trong tinh mach hodc trong co.

26. Phuong phép theo muc bét ky trong sd cac muc tir 22-24, trong d6 duge pham
hozic dAb néu trén duoc phéan phdi cho d6i tugng qua duong dung ngoai dudong

tiéu hoa, dudng miéng, truc trang, qua niém mac, mat, phoi hoac GI.

27. Ché phim tiém dugc, ding qua dudng miéng, xong hit dugc hodc xong hit

duge bao gdbm dugc pham hodc dAb theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1-20.

28. Ché pham giai phong duy tri bao gdm ché pham theo muc bét ky trong sb cac

muc tur 1-20.

29. Ché pham sy dong lanh bao gdm ché phdm theo muc bét ky trong sd cac muc

tur 1-20.
30. Thiét bi phan phéi chira dugc phadm theo muc bat ky trong s6 cdc muc tir 1-20.

31. Thiét bi phan phdi chtra dugc pham theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1-20,

trong do6 thiét bi nay 1a mdy khi dung hodc may xong.

32. Axit nucleic phan tach hodc tai td hop ma hoa dAb theo muc bat ky trong sd

cac muc tur 1-16.

33. Axit nucleic phéan tach hodc tai t6 hop ma héa dAb theo muc bét ky trong sb

cac muc tir 12-13.

34. Vecto chira axit nucleic theo muc 32 hodc 33.
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35. Té bao chu bao gé)m axit nucleic theo muc 32 hoidc 33 hoic vecto theo muc

34.

36. Phuong phép tao ra polypeptit bao gdm dAb theo muc bét ky trong sb cac muc
tir 1-16, trong d6 phuwong phap nay bao gém duy tri té bao chu theo muc 35
trong céc diéu kién thich hop dé biéu hién axit nucleic hodc vecto néu trén,
bang cach d6 tao ra polypeptit.

37. dAb theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1-16, trong d6 dAb nay gin két vai
ADA véi tri s6 KD 1a 150% hodc hon so véi tri sé KD ctia dAb khong dugc
cai bién (vi du 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 500%, 550%, 600%,
650% hoac 16n hon).

Sang ché cling dé xuit cac phuong 4n 1b-25b sau day:

1b. Ving bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) khong gin két (hodc hodc
gin két giam) v6i ADA nguoi di c6 tir trude trong huyét thanh ngudi, trong dé

epitop trén dAb ma ADA nay gin két bi che di.

2b. dAb theo muc 1b néu trén, co tri s6 KD gén két vai ADA 1a 150% hodc hon
(vi du 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 500%, 550%, 600%, 650%

hodc 16n hon) tri 6 KD cua trinh tu twong duong trong dé epitop khong bi che.
3b. dAb theo muc 1b — 2b, trong dé epitop bi che boi:

a. subd sung chét héa hoc vao dau tan cung C; va/hodc

b. mot hoac nhiéu su thé doan cua khung; va/hodc

c. mot hoac nhiéu su khuyét doan

4b. dAb theo muc 3b, trong do chét hoa hoc bao g6m, mot hodc nhiéu axit amin,
doan danh déu co6 dau tan cung C, hodc cai bién hoa hoc nhu pegyl hoa hodc

amit hoa.

5b. dAb theo muc 3b hodc 4b trong d6 (a), (b) va/hodc (c) cé tdc dong ciu hinh
tre tiép trén epitop, tac dong ciu hinh gian tiép trén epitop, va/hodc can trd vé
khong gian lén epitop.

6b. dAb theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 epitop nay;

d. trung véi gbe 113 theo dénh sé Kabat & dau tin cing C; va/hoic
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e. trung véi gbc 14, 41, 108, 110, 112 va 113 theo dénh sé Kabat; va/hodc

f. bao gdbm gdc theo danh sb Kabat 14, 41, 108, 110, 112 va 113 dugc boc
16 & bé& mit, va gdc khac bat ky ndm trong khoang cich 5 Angstrom véi
cac vi tri nay; va/hodc
g. bao gdm khung sb 4, va doan vong gitta cdc chudi beta ctia khung s6 1
va 2.
7b. dAb theo muc bt k¥ trong sb cic phuong 4n néu trén tir 1b-6b, bao gdm
mot hodc nhidu su thé doan axit amin & cac tri 14, 41, 108, 110, hogc 112 theo
danh sé Kabat so v6i trinh tu khung gbc ctia ngudi
8b. Vung bién ddi cta globulin mién dich don (dAb) dugc cai bién cho gibng
véi nguoi la trinh ty khong phai cia nguoi ¢ mot hodc nhidu gdc sau: Goc 14,
41, 108, 110 va/hogc 112 theo danh s6 Kabat.

9b. dAb theo muc 7b hodc 8b, trong do cac gbc axit amin tai mot hozc nhiéu vi

tri néu trén 14 gdc alanin.

10b. dAb theo muc bét ky trong s6 cdc muc 1b-9b néu trén, trong d6 su che nay

dat duoc béng cach dua doan axit amin kéo dai dén dau tan cung C cua dAb.

11b. dADb theo muc 10b, trong d6 doan kéo dai néu trén la cé tu 1 dén 8 axit

amin.

12b. dAb theo muc 10b hodc 11b, trong d6 doan kéo dai néu trén bao gom gbe

alanin.
13b. dAb theo muc 12b, trong d6 doan kéo dai néu trén gdm c6 gdc alanin don.

14b. dAb theo muc 12b, trong d6 doan kéo dai néu trén dugc chon tir nhom g61n

c6: AS, AST, ASTK, ASTKG, va ASTKGP.

15b. dAb theo muc bét ky trong s6 cac muc 1b-14b, trong d6 dAb nay 1a dAb
VH hoac VL hodc VHH.

16b. dAb theo muc bit ky trong sb cdc muc tir 1b-15b, trong d6 dich ma dAb
gdn vao 1a TNFa, TNFR1, VEGF, IL-1R, IL-6R, IL-4, IL-5, IL-13, DC-SIGN,
ASGPR, albumin, va TGFBR2.
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17b. Vung bién ddi cua globulin mién dich don (dAb) theo muc 16b, dugc chon
tir trinh tu axit amin sau dugc xac dinh la: (a) dAb DOM1h-131-206 v6i doan
kéo dai chira alanin don (SEQ ID NO 16); (b) dAb DOM1h-131-206 véi doan
kéo dai chua alanin don va doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 17) (¢) dAb
DOM1h-131-206 véi doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 18); (d) dAb
DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG (SEQ ID NO 19);
va (e) dAb DOM1h-131-206 v6i doan kéo dai & dau tan cing C ASTKG va
doan dot bién khung P14A (SEQ ID NO 20).

18b. Vung bién dbi ciia globulin mién dich don (dAb) theo muc 16b hogc 17b,
trong d6 dich 1a TNFR1 va dAb khong dugc cai bién dugc chon tir trinh tu
giéng 100%, 95%, 90%, 85% hoac 80% vdi axit amin dugc xéc dinh la:
DOM1h-131-206 (SEQ ID NO 1), DOM 1h-131-511 (SEQ ID NO 2), DOM 1h-
131-202 (SEQ ID NO 3).

19b. Phuong phép che epitop trén ving bién d6i cta globulin mién dich don
(dAb), epitop nay gin két véi ADA nguoi dd ¢ tir trude trong huyét thanh
ngudi, phuong phép nay bao gdm budc céi bién epitop nay.
20b. Phuong phép lam giam sy gin két cua ving bién d6i cua globulin mién
dich don (dAb) véi ADA ngudi da c6 tir trude trong huyét thanh nguoi, phuong
phap nay bao gdm che epitop trén dAb ma ADA gin vao.
21b. Phuong phap theo muc 19b hodc 20b, trong d6 viéc che néu trén giy ra su
giam gin két voi ADA sao cho dAb chira epitop dugc che c6 tri s6 KD bang
150% hoic hon so voi tri s6 KD ciia dAb trong d6 epitop khong duge che.
22b. Phuong phép theo muc bét ky trong s& cdc muc 19b — 21b, trong d6 epitop
dugc che bang:

h. thém chét hoa hoc vao dau tin cung C; va/hodc mot

i. hodc nhiéu sy thé doan cta khung; va/hoic

j- mot hodc nhiéu sy khuyét doan
23b. Phuong phap theo muc 22b, trong d6 chit hoa hoc bao gdm, mot hodc

nhiéu axit amin, doan danh dau c6 dau tdn cung C, hodc cdi bién hoa hoc nhu

pegyl hoa hodc amit hda.
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24b. Phuong phap theo muc 22b hoac 23b, trong doé (a), (b) va’hodc (c) co tac
dong cAu hinh truc tiép trén epitop, tac dong cu hinh gian tiép trén epitop,

va/hodc che vé miat khong gian trén epitop.

25b. Phuong phép theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 19b-24b néu trén, trong

dé epitop néu trén;
k. tring v6i gbc 113 theo danh sé Kabat at dau tan cing C;
I. tring voi gbe 14, 41, 108, 110, 112 va 113 theo dénh s Kabat; va/hodc

m. bao gdm gdc theo dénh s6 Kabat 14, 41, 108, 110, 112 va 113, dugc bde
10 & bé mat va bit ky gbe khac nam trong khoang 5 Angstrom ctia bé mit
nay; va’hodc

n. bao gdbm khung s 4, va cac vong nam giita cac chudi beta ctia khung s6

I va2.
Sang ché con dé xuét cac phuong an lc-15¢ sau day:

lc. Ving bién dbi cta globulin mién dich don VHH dugc lam twong thich véi
nguoi ma gitt duge mot hodc nhiéu gdc mam cua lac da & gbc 14 va/hodc 108

theo danh sb Kabat.

2c. Vung bién ddi cua globulin mién dich don theo muc lc néu trén, co tri sb
KD gin két véi ADA ngudi trong huyét thanh ngudi bang 150% hodc hon (vi du
200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 500%, 550%, 600%, 650% hodc hon)
tri s6 KD cia trinh tu twong dwong, trong dé céac gbc 14 va/hodc 108 da lam
tuong thich véi nguoi.

3c. Vung bién ddi cua globulin mién dich don theo muc lc hodc 2c, trong do
mot hodc nhiéu axit amin dau tin cing C da duoc loai bo.

4c. Ving bién ddi cta globulin mién dich don theo muc 3¢, trong d6 mot axit
amin dau tan cung C da dugc loai bo.

5c. Vung bién dbi cua globulin mién dich don theo muc lc hodc 2c, bao gém
doan thém, doan kéo dai hoac doan danh dau ¢ dau tan cung C.

6¢ Ving bién ddi ctia globulin mién dich don theo muc 5c, trong d6 doan thém,
doan kéo dai hodc doan danh diu dugc chon tir nhém gdém cé: mot hodc nhiéu
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doan axit amin kéo dai, doan danh dau cé dau tan cung C, hodc cai bién hoa hoc

nhu pegyl hoa hodc amit hoa.

7c. Ving bién dbi cia globulin mién dich don theo muc Sc hodc 6¢, trong do

doan kéo dai gom co tir 1 dén 8 axit amin.

8c. Vung bién ddi cta globulin mién dich don theo muc 7c¢, trong d6 doan kéo

dai bao gom goc alanin.

9¢. Vung bién doi ctia globulin mién dich don theo muc 8c, trong d6 doan kéo

dai néu trén gom c6 goc alanin don.

10c. Vang bién d6i ctia globulin mién dich don theo muc 8c, trong d6 doan kéo
dai duoc chon tir nhom goém co: AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP, ASTKA,
ASTKAP va ASTKAPS.

11c. Vung bién dbi cta globulin mién dich don theo muc bét ky trong sb cac
phuong an tir 1c-10c néu trén, con bao gdm céac gdc khong phai clia nguoi tai

mot hogic nhidu gbe sau: gbe 41, 110 va/hodc 112 theo danh s6 Kabat.

12¢. Vung bién ddi ctia globulin mién dich don theo phuong dn bét ky trong sd
cac phuong an néu trén, trong d6 dich ma dAb gin vao 1a TNFo, TNFRI,
VEGF, IL-1R, IL-6R, IL-4, IL-5, IL-13, DC-SIGN, ASGPR, albumin, va
TGFBR2.

13¢. Phuong phép bién ddi cho gidng véi clia ngudi ving bién ddi cua globulin
mién dich don Camelid VHH, phuong phép nay bao gdm viée gilt mot hodc

nhiéu lac da gbc mim & gde 14 va/hoic 108 theo déanh s6 Kabat.

14c. Phuong phap lam gidm su gin két ctia ving bién d6i cua globulin mién
dich don (dAb) VHH Camelid voi ADA da cé trude do, bao gbm viée gitt gbc

mam lac da tai géc 14 va/hodc 108 theo ddnh s6 Kabat.

15¢. Phuong phéap theo muc 13c¢ hodc 14c, trong d6 viéc gitt lai nay gy giam
gin két v6i ADA sao cho VHH bao gdm cac gbc Camelid & vi tri 14 va/hodc
108 c6 tri s6 KD gén két voi ADA nguoi trong huyét thanh ngudi bang 150%
hodc hon so voi tri s6 KD ctia VHH véi trinh tu tuong duong, trong do6 ba gbc

nay da dugc cai bien cho giong véi nguoi.
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Luu ¥ rang thudt ngit dAb nhu dugc st dung & ddy 1a nhan hiéu da dugc dang
ky bao ho.
Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Tén suét dbi twong khoe manh c6 ADA da c6 trude d6 khang dAb ky hiéu 1a
DOMIH-131-206

Quy trinh thir nghiém ADA DOM1H-131-206 (VH)

DOMI1H-131-206 (SEQ ID NO 1) duogc biotinyl hoa véi ty 1€ kich thich phan
ttr biotin 1a 8:1. Sau khi danh ddu, DOM1H-131-206 biotinyl héa (SEQ ID NO 1)
duoc trao ddi dém va bao quéan trong ché phdm dém chira natri phosphat 14mM,

sucroza 8,4%, glyxin 0,35%, polysorbate 80 0,014% & do pH 7.4.

DOM1H-131-206 dugc danh dau rutheni véi ty 1¢ kich thich phan tir Sulfo-Tag
14 5:1. Sau khi d4nh ddu, DOM1H-131-206 dugc danh ddu Sulfo-TAG dugc trao dbi
dém va bao quan trong ché phdm dém chira natri phosphat 14mM, sucroza 8,4%,

glyxin 0,35%, polysorbate 80 0,014% & do pH =7.4.

Thir nghiém khang thé khang duoc chit (ADA) ma mdt thir nghiém bic cau
thuc hién trén nén ky thuat MSD ™ ECL (dién quang hoa hoc). K§ thuat MSD™ (c6
t Meso scale Discovery, Matyland, USA) st dung chelat rutheni kim loai lam chat
danh diu ECL két ndi véi cac dién cuc carbon dit trong céac 18 clia dia vi chudn dugc
bao bang streptavidin. Sulfo-Tag™ da gén két st dung trong thir nghiém nay sé sinh ra
tin hiéu quang héa duoc khéi dong khi 4p dung dién thé béi thiét bi nay (Meso Scale
Discovery Sector™ Imager 6000). Tin hiéu huynh quang thu dugc dugce do theo don
vi ECL™, Cudng d6 cta tin hiéu nay ty 18 truc tiép véi lugng khang thé phat hign
duoc trong mau. Cac mau dbi ching am tinh (huyét thanh nguoi binh thudng; NHS)
va mau dbi chimg duong tinh (PC; khang thé genotyp khang DOM1H-131-206 chudt
duoc cdy trong huyét thanh nguoi binh thuong) (QCs) dugc chay trén mdi dia thu
nghiém.

Tom tit quy trinh thir nghiém dugc mo ta sau day:
1. Pia MSD™ streptavidin dugc phong bé bdi Casein phong bé 150uL/15 trong

PBS (1%) ¢ nhiét do trong phong (RT) trong 1-2 gid. Chit phong bé dugc loai

b6 ma khong can rira.
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2. Sau khi 0 truée 1 gid, hdn hgp dong nhat chira 0,1pg/mL DOMIH-131-206
biotinyl hoa (dugc chat), DOM1H-131-206 rutenyl héa 0,1pg/mL (“Sulfo-Tag”
™) (duge chét), va 2% mau huyét thanh trong chét pha lodng ctia thtr nghiém
(1% casein trong PBS) dugc chuyén dén dia MSD ™ va 1 trong 1 gid + 5 phut
& nhiét do trong phong.

3. Sau do6, dia MSD dugc rira 3 1an biang PBST.
4. 150uL/13 chat dém d& doc két qua dugc bd sung vao va dia duge doc.

Trong khi xac nhan thu nghiém mién dich dic hiéu, mo hinh 60 cac mau huyét
thanh ciia ngudi cho khée manh duge thir nghiém lam do phan ung ban dau trong thi
nghiém. X4c dinh ring khoang 45% mau huyét thanh tir cac d6i twong nay cé thé tu
khang phan tng véi VH ¢6 thé phat hién duoc, hau hét 12 IgG isotyp, c6 kha ning gin
két véi DOM1H-131-206 (cac két qua néu trong Fig.1).

DOMIH-131-206 tu do khong duge danh ddu canh tranh vé gan két ADA trong
thir nghiém nay khién cho cudng do tin hiéu giam di (% tc ché tin hiéu cao). ‘Thtr
nghiém x4c nhan’ nay duoc st dung dé xac dinh xem cac phién ban cai bién cua
DOMI1H-131-206 va phén tt trén co s& khang thé khac c6 thé canh tranh voi
DOM1H-131-206 dé gin két voi ADA hay khong.

Vi du 2: Su thé doan axit amin khang khung VH ctia DOM1h-131-206

DOMI1H-131-206 tu do, khong duge danh diu canh tranh dé gin két ADA va
khién cho cudng do tin hiéu gidm di trong tht nghiém DOMI1H-131-206 ADA nhu
duoc mo ta trén. ‘Thir nghiém xac nhan’ nay do d6 duoc su dung dé xéac dinh xem liéu
cac nguyén liéu thtr nghiém, vi dy, DOM1H-131-206, cic phién ban cai bién cua
DOMI1H-131-206, hodc cac phéan tir trén co s& khang thé khiac (‘nguyén liéu thu
nghiém’), ¢6 thé wrc ché sy gin két ADA véi DOM1H-131-206 hay khong.

Pé nghién ctu xem sy gin két véi ADA véi khung VH c6 thé giam di hay
khong, mot s6 su thé doan axit amin va céac su cai bién khac duge dua vao khung cia
DOM1h-131-206 bang ky thuét dot bién gen tai vi tri chuan.

Céc phan tir voi sy thé doan (nguyén liéu thir nghiém) duoc thir nghiém bing

phuong phép sau day (thtr nghiém xac nhén):
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Quy trinh th nghi€ém xac nhan DOM1H-131-206 (c6 thé dugc st dung dé thu nghiém
dAb VH vé su gén két ADA):

1.

10pg/mL DOMI1H-131-206 hoac nguyén li€u thtr nghiém khic nhu dAb cai
bién, duge 0 trude trong 1 gio + 5 phit & RT véi 4% huyét thanh nguoi duong
tinh v6i ADA trong chét pha lodng ciia thir nghiém (1% casein trong PBS).

Pia MSD™ streptavidin duoc phong bé boi casein phong bé 150uL/18 trong
PBS (1%) & nhiét do trong phong (RT) trong 1-2 gid. Chét phong bé dugc loai

bd ma khong can rira.

. Trong dia thr nghiém vi chuin, miu chtta mau huyét thanh nguoi duong tinh

véi ADA va nguyén liéu tht nghiém 10pg/mL nhu dAb céi bién duge b sung
vao hdn hop ddng nhét cia DOMIH-131-206 biotinyl héa (SEQ ID NO 1)
(duoc chit) va DOMIH-131-206 rutenyl hoa (“Sulfo-Tag” ™) (SEQ ID NO 1)
(duge chét) trong chét pha lodng ciia thir nghiém (1% casein trong PBS) sao
cho ndng dd cubi cing 1a 2% huyét thanh ngudi dwong tinh véi ADA,
0,1pg/mL DOM1H-131-206 biotinyl héa (SEQ ID NO 1) (dugc chat) va
0,1pg/mL DOMI1H-131-206 rutenyl héa (“Sulfo-Tag” ™) (SEQ ID NO 1)
(dugc chét) va 0 trong 1 gio £ 5 phit & nhiét do trong phong.

Sau 1 gid U, cdc mau thir nghiém duge chuyén dén dia MSD da phong bé, va

dia nay dugc U trong 1 gio + 5 phut trong bong t6i & nhiét do trong phong.
Sau d6, dia MSD™ duoc ria 3 1an bang PBST
Chét dém dé doc két qua 150uL/15 dugce bd sung vao va dia duge doc.

D6i voi mdi thtr nghiém véi dong me khac nhau (két qua duoc thé hién trong

bang 1), cac mau huyét thanh ngudi tir 10 d6i twong duong tinh véi ADA duge thir

nghiém trong thtr nghiém xac nhén trén (trong Vi du 2): Két qua duogc thé hién trong

bang 1b 1a ca % tc ché tin hiéu trung binh (tdng thé) va cling nhu % dbi tuong co su

gian két ADA. % Urc ché tin hi¢u cang cao, hgp chat cai bién c¢6 kha ning gan két véi

ADA cang thip. % Gc ché tin hiéu giam khoang 40,5% thé hién sy gin két ADA

khong déng ké.

St dung thr nghiém x4c nhédn, xac dinh rdng su thé doan axit amin & céac vi tri

sau lam giam dang ké trinh tw ADA d3 c6 trude d6 gin két véi DOMIH-131-206
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trong khi van giit hiéu lyc gin két cua khang nguyén tirc 14 gin két voi TNFR1 nhu
xac dinh bdi quy trinh thir nghiém ai lwc TNFR1 thé hién trong Vi du 5c (két qua duoc
thé hién trong Bang 1): P14A, P41A, L108Q.

Vi du 3: Doan axit amin kéo dai khang khung VH cia DOMI1H-131-206

Dé xac dinh liéu su cai bién & dau tan cung C cua khung VH c6 thé 1am giam
su gén két ADA hay khong, mdt sb cai bién & dau tan cung C dugc thuc hién vai céc
khung bing k¥ thuat dot bién gen tai vi tri chudn. C4c phan tir véi su thé doan (nguyén
lidu thtr nghiém) duge thir nghiém bing ‘thtr nghiém xdc nhan’ nhu dugc mo ta & trén

trong vi du 2) va két qua duge thé hién trong bang 1.

DPoan kéo dai cia DOMI1H-131-206 dau tan cung C hodc céc phan tir thu
nghiém khéac cling lam giam déang ké trinh tuy ADA da c6 trude d6 (bang 1, bang 2).
Két qua duoc thé hién trong bang 2 ciing thu dugc bang ‘thir nghiém x4c nhén’ nhu
duoc mé ta & trén trong vi du 2. Thtr nghiém nay duoc léy lam vi du béi doan ndi A,
AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP, AAA, va tit ca cac doan kéo dai hon dugc thir
nghiém. Cac dong VHH khong dugc céi bién cho gidng véi ngudi c6 mire gan két véi
ADA chung thp hon.

Bang 1: Panh gia su gin két ADA véi thé dot bién DOM1H-131-206

Dong cha me Cai bién trinh tu % trc ché tin hiéu % déi tuong co
trung binh trong thur su gan két ADA
nghiém x4c nhén (10 doi tugng)
(gia tri trung binh —
cua 10 doi tuong)

DOM 1H-131-206 I(l}éng duoc cai 99,47 100

bién

DOM 1H-131-206 QI13A 99,21 100

DOM 1H-131-206 P14A 58,32 100

DOM 1H-131-206 P41A 87,35 100

DOM 1H-131-206 K43A 99,51 100

DOM 1H-131-206 G44E 99,47 100

DOM 1H-131-206 R83A 99,32 100

DOM 1H-131-206 H91S 99,38 100

DOM 1H-131-206 L108Q 90,92 100

DOM 1H-131-206 P14A,G44E 61,61 100

DOM 1H-131-206 G44E, HI91S 99,11 100

DOM 1H-131-206 P14A, H91S 50,23 60
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DOM 1H-131-206 G44E, L108Q 91,29 100

DOM 1H-131-206 Khong dugc cai 96,13 100
bién

DOM 1H-131-206 A & dau tan cung C | 15,74

DOM 1H-131-206 | AS & dautancung | 16,28
C

DOM 1H-131-206 AST & dau tan cing | 26,41 50
C

DOM 1H-131-206 ASTK & dau tan 19,60 40
cung C

DOM 1H-131-206 ASTKG & dautan | 28,27 40
cung C

DOM 1H-131-206 ASTKGP ¢ dau tan | 42,63 60
cung C

% trc ché = gén két ADA (% tic ché tin hiéu khi protein dua ra bi canh tranh trong thir

nghiém lién két ADA (thir nghiém xé4c nhan)).

Bang 2: Péanh gia su gin két ADA cta phan tr VHH va khang thé ving VH véi doan

kéo dai & dau tan cung C

Dong cha me Cai bién trinh tyu % tc ché tin hiéu % d6i tuong c6
trung binh trong thir | su gin két ADA
nghiém xé4c nhan (10 dbi tuong)
(gié tri trung binh —
cta 10 dbi tuong)

Pascolizumab-DT04-H- | Khdong dugc cai 99,48 100

033 bién

Pascolizumab-DT04-H- | AAA & dau tan 3,46 0

033 cung C

Pascolizumab-DT04-H- | C AST & dau tan 3,44 0

033 cung

Pascolizumab-DT04-H- | AS & dau tin cung 4,12 0

033 C

Pascolizumab-DT04-H- | A ¢ dautincung C | 7,46 0

033

DOM1h-574-208 Khong dugc cai 94,13 100

bién
thé dung hop DOM1h- | dAb VL ¢ dautan | 4,43 0
574-208 - VL cung C
DT04-H-033 AAA & dau tén 10,98 0
cung C

DT04-H-033 AST & dau tan cung | 14,00 0
C

DT04-H-033 AS & dau tan cling 8,26 0
C
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DT04-H-033 A ¢ dautincung C | 12,48
DT04-H-033 FLAG & dau tan 12,80

cung C (trinh tu

peptit gdm 6 axit

amin)
VHH dong 2 - 40842 Khong duoc cai 18,66 20
(IL6R) bién
VHH dong 7 - 40842 Khong duoc cai 21,96 20
(IL6R) bién
VHH dong 3 - 40955 Khoéng dugce cai 23,68 20
(RANKL-Camelid) bién
VHH dong 8 - 41015 Khong dugc cai 20,08 20
(RANKL-Camelid) bién
VHH dong 9 - 41016 Khéng duoc cai 88,45 100
(RANKL-duoc cai bién | bién
cho gidng v&i ngudi)

% tc ché = gin két ADA (% tc ché tin hiéu khi protein dua ra bi canh tranh trong thur

nghiém lién két ADA).

Trinh tu ctia doan dénh ddu FLAG c¢6 thé tim thiy trong Nature Biotechnology
1988, Vol 16, trang 1204-1210.

Chu y rang thu duoc 40% tc ché tin hiéu (trung binh) (hodc nhd hon 40% wc
ché tin hiéu) 1a thé hién su gén két ADA khong dang ké.

Vi du 4: Két hop su thé doan axit amin va doan kéo dai & dau tan cung C khang khung

VH cia DOM1H-131-206

Pé x4c dinh xem su két hop cta sy thé doan axit amin va su cai bién & diu tan
cung C cta khung VH c¢6 thé 1am giam su gin két ADA hay khong, mot s6 céc cai
bién & dau tan cing C va/hodc su thé doan axit amin dugc thuc hién véi cac khung
béng k§ thuat dot bién gen tai vi tri chuén. Céc phan tr v6i su thé doan duoc thu
nghiém béng ‘thir nghiém xéac nhan’ da dugc mo ta trong Vi du 2). Két qué dugc thé

hién trong Bang 3:

Bang 3:

Dong cha me Cai bién trinh tu % trc ché tin hiéu % doi tuong cd
trung binh trong tht | su gan két ADA
nghiém x4c nhan (10 dbi tuong)
(gia tri trung binh -
ctia 10 d6i tuong)

DOM 1H-131-206 | A & dau tan cung C 1,12 0
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DOM 1H-131-206 ASTKG & dau tan cung | 1,77 0
C

DOM 1H-131-206 A Pl4A + & dau tn 8,76 0
cung C

DOM 1H-131-206 ASTKG P14A + & dau 11,93 0
tan cung C

DOM 1H-131-206 | AST ¢ dautancing C | 34,96 20

DOM 1H-131-206 | su khuyét doan S & dau | 44,67 40
tan cung C (AS)

DOM 1H-131-206 P14E 47,22 60

DOM 1H-131-206 P14K 46,70 50

DOM 1H-131-206 P14Q 52,87 60

DOM 1H-131-206 P14T 68,86 100

DOM 1H-131-206 L11A 97,96 100

DOM 1H-131-206 | A84T 90,96 100

DOM 1H-131-206 L108A 94,30 100

DOM 1H-131-206 T110A 78,84 100

DOM 1H-131-206 S112A 77,11 80

DOM 1H-131-206 P14K + A & dau tin 29,13 10
cung C

DOM 1H-131-206 P14K + ASTKG & dau 25,01 10
tan cung C

DOM 1H-131-206 P14Q + A ¢ dau tan 29,66 20
cung C

DOM 1H-131-206 P14Q + ASTKG & dau 21,76 10
tan cung C

DOM 1H-131-206 P14T + A & dau tan cung | 32,97 20
C

DOM 1H-131-206 P14T + ASTKG ¢ dau 17,19 0
tan cung C

Vi du 5a va 5b: Ai luc cia DOM1H-131-206 doan kéo dai & dau tan cing C

Céc nghién ctru tiép theo duge thuce hién dé x4c dinh liéu cai bién véi DOM1H-
131-206 lam giam su gin két cia ADA d c6 trude d6 co gdy ra thay ddi bat ky véi 4i

luc cua dAb nay d6i voi dich ciia né, TNFR1 ngudi hay khong.

Vi du 5a: Panh gia sy gén két véi TNFRI cua thé dot bién DOM1H-131-206 bing

ELISA

Kha ning cua cac bién thé cai bién cia DOM 1H-131-206 (dAb thtr nghiém)
* gén két véi TNFR1 nguoi duoc x4c dinh boi ELISA. Quan sat ring dot bién khung va

céc cai bién ¢ dau tan cung C dugc the hién 1a lam gidm sy gdn két ADA da cé trude

-60-




22608

do6 thuong c6 su gin két véi TNFR1 ¢6 thé so sanh dugc so véi dAb DOM1h-131-206

gbc. Ngoai trir a DOM1H-131-206 v6i doan kéo dai & dAu tan cung C cia ASTKGP,
c6 tri s6 EC50 gan két TNFRI thdp hon khoang 5 1an so véi dAb DOMIH-131-206

goc.

Quy trinh thir nghiém gén két ELISA TNFR1:

1.

TNFRI-Fc tai t hop ngudi (R&D Systems) duoc bd sung vao dia ELISA 96 15
& ndéng d6 cudi 1a 0,1pg/mL trong dung dich dém carbonat-bicarbonat d¢

pH=9.,4 (Pierce).

Sau khi 4 qua dém & 4°C, TNFR1:Fc du dugc loai bod béng cach ria rira 3 lan
bing dém rira (dung dich dém rira — 0,1% Tween-20/PBS) va ba lan bang PBS.

. Céc dia dugc phong bé bing BSA 1% trong PBS trong 1 gio & nhiét do trong

phong. Loai bo phong bé bang cach rira nhu trén va sau d6 cdc miu dAb thu
nghiém pha loang trong chét pha lodng ctia thir nghiém (BSA 0,1% + Tween-20
0,05%/PBS) duogc bd sung vao dia va i trong 1 gir & nhiét do trong phong.

Sau khi rtta nhu trén, Ig da dong thd khang nguoi (ddc hiéu Vh) & ndéng d6 pha
loang 1:1000 trong chat pha lodng ctia thir nghiém duoc bd sung vao va U trong
1 gio ¢ nhiét o trong phong.

Sau khi rtra nhu trén, thé lién hop khang thé chudt khang thé HRP duogc b
sung vao & ndng do pha loang 1:10,000 trong chét pha lodng cta thir nghiém va
U trong 1 gio & nhi¢t do trong phong.

Sau khi rira nhu trén, 100ul. co chit SureBlue TMB duoc bd sung vao moi 19.
Khi mau xanh ting vira du, phan Unmg enzym duoc dung lai bang 100pL HCI
IM va dia dugc doc & 450nm.

Pudng cong dap tmg liéu v6i mdi dAb thir nghiém duge diéu ché bang cach vé
dd thi ndng do v6i gia tri hdp thu. Cac tri s6 EC50 ctia dAb gin két véi TNFR1
duoc xac dinh bang thuat toan Graphpad.
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Paénh gia su gin két voi TNFR1 cta thé dot bién DOM1H-131-206

Dong cha me

Cai bién trinh tu

ECS50 trung binh gan
ket TNFR1 (nM)

DOM 1H-131-206

Khong duogc cai
bién

1,99

DOM 1H-131-206 QI3A 1,75
DOM 1H-131-206 P14A 1,22
DOM 1H-131-206 P41A 0,59
DOM 1H-131-206 K43A 0,67
DOM 1H-131-206 G44E 0,86
DOM 1H-131-206 R83A 0,76
DOM 1H-131-206 H91S 0,96
DOM 1H-131-206 L.108Q 0,85
DOM 1H-131-206 P14A,G44E 2,03
DOM 1H-131-206 G44E, H91S 3,50
DOM 1H-131-206 P14A, HI1S 0,75
DOM 1H-131-206 G44E, L108Q 1,64
DOM 1H-131-206 Khong duoc cai 1,99
bién
DOM 1H-131-206 A o dau tan cung | 1,21
C
DOM 1H-131-206 ASTK & dau tan 1,59
cung C ‘
DOM 1H-131-206 ASTKG & dau tan | 1,11
cung C
DOM 1H-131-206 ASTKGP & dau 11,89
tan cung C

Béang 4b:

Pénh gia su gin két voi TNFRI ciia thé dot bién DOM1H-131-206

Dong cha me

Cai bién trinh tu

ECS50 trung binh cua
gan két TNFR1 (nM)

DOM 1H-131-206

Khong dugrc cai
bien

0,67

DOM 1H-131-206 P14A + & dautin | 0,57
cung C A

DOM 1H-131-206 P14A + ASTKG & | 1,47
d4u tan cung C

DOM 1H-131-206 AST & dau tn 1,99
cung C
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DOM 1H-131-206 sy khuyét doan S & | 0,50
dau tan cung C
(AS)

DOM 1H-131-206 P14E 0,64

DOM 1H-131-206 P14K 0,72

DOM 1H-131-206 P14Q 0,91

DOM 1H-131-206 P14T 0,77

DOM 1H-131-206 LI1A 0,51

DOM 1H-131-206 A84T 0,79

DOM 1H-131-206 L108A 0,70

DOM 1H-131-206 TI110A 0,29

DOM 1H-131-206 S112A 1,19

DOM 1H-131-206 P14K + A & dau 0,46
tan cung C

DOM 1H-131-206 P14K + ASTKG ¢ | 0,48
dau tén cung C

DOM 1H-131-206 P14Q + A & dau 0,46
tan cung C

DOM 1H-131-206 P14Q+ ASTKG ¢ | 1,10
dau tan cung C

DOM 1H-131-206 P14T + A & déu 0,66
tan cung C

DOM 1H-131-206 P14T + ASTKG & | 0,72
dau tan cung C

Bang 4c: Panh gia su gén két véi TNFR1 ctia thé dot bién DOM1H-131-206

Dong cha me Cai bién trinh tu EC50 trung binh
cla sur gén két
TNFR1 (nM)
DOM 1H-131-206 Khong duoc cai 1,97
bién
DOM 1H-131-206 A o dautan cung C | 2,71
DOM 1H-131-206 P14A + A ¢ dau 2,22
tan cung C
DOM 1H-131-206 ASTKG & dau tan 1,90
cung C
DOM 1H-131-206 P14A + ASTKG ¢ | 4,64
dau tan cung C

Vi du 4b: Quy trinh tht nghiém i lyc TNFR1 bang Biacore™

Ai lyc ciia dAb DOM1h-131-206 cai bién véi ddu tan cing C A doan kéo dai
duoc xac dinh bang phép cong hudng plasmon bé mit sir dung Biacore™ T100. khang
thé khang IgG nguoi duoc bat dong 1én cam bién CM4, va TNFR1:Fc ngudi duge bat
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git trén bé mit nay & me do khoang 60 don vi tuong tng. Nguyén li€u thir nghiém
pha lodng trong dém dén ndng do cudi cuing 14 25nM dén 0,024nM (trong khoang pha
lodng 4 14an) duoc tiém 1én trén TNFR1:Fc. Puong cong gén két tao ra duoc tham
chiéu hai 1an bang duong cong nguyén liéu thir nghiém OnM, va s6 liéu duoc khép véi
mo hinh gén két 1:1 dé tao ra s6 liéu dong hoc. Sy gén két cua nguyén liéu thir nghiém
voi TNFRI khi ddu cho duge xac dinh theo cach twong tu. S6 lidu gén két dong hoc

duoc thé hién trong Bang 4d dudi day.

Két luan, dong hoc gén két cia TNFR1dAD cai bién (ttrc 1a v61 doan ) sung A
& dau tan cuing C) va TNFR1dAb khong duoc cai bién 1a twong ty nhau.

Bang 4d:
DPong hoc gin két
DOMIH-131-206 | Ka (M-1.s-1) | Kd (s-1) KD (M)
diéu bién (x 109 (x 10 (x 10
TNFR1 nguoi Dau tan cungC A | 9,02 2,29 2,53
Khong dugc cai 9,94 1,42 1,43
bién
TNFR1 khi dau | Khong duoc céi 10,10 1,51 1,50
ché bién
A & dau tan cung C | 9,60 1,89 1,97

(khong tinh duogc sai s6 v6i cac sb liéu trén)
Vi du 6: Dugc dong hoc cua doan kéo dai dau tan cung C cuia DOM1H-131-206

Céc nghién ctru dugc thyc hién dé x4c dinh liéu su cai bién voi DOM1H-131-
206 lam giam su gin két ctia ADA da co trudc d6 giy ra thay ddi bat ky véi duoc

dong hoc cua dAb nay hay khong.
Quy trinh dugc dong hoc

Su biéu hién toan than cia DOM 1H-131-206 va DOM 1H-131-206 v6i doan
kéo dai analin & dau tan cung C dugc xéc dinh & khi dau ché. Cac nhém riéng biét
gdm 5 khi ddu choé dugc dung nguyén lidu thir nghiém bang cach truyén 30 phut trong
tinh mach. Cac mau huyét tuong duoc ldy khi 48 gid sau khi dung thude va cac muc
cua hai nguyén li€u thir nghiém xéac dinh dugc boi thir nghiém mién dich. Ngén gon,

khang thé biotinyl héa dic hiéu véi nguyén liéu thir nghiém dugc bd sung vao dia vi
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chudn 96 18 duoc bao bdi streptavidin, sau dé cac mau huyét twong cua khi dugc bd
sung vao. TNFR1:Fc nguoi duge danh diu digoxiginin dugc bd sung vao, sau dé
khang thé khang digoxiginin lién hop véi peroxidaza cdy cai ngua duge bd sung vao.
Cudi cing, co chit TMB (tir R+D systems) dugc bd sung vao va lugng nguyén liu
thir nghi€ém xac dinh béi céch tinh nguge tin hiéu do mau tr dudng cong chudn ctia

nguyén liéu thir nghiém.

Quan sat thiy khong c6 su thay doi dang ké (>2 14n) céc thong sb tiép xtc toan
than trung binh theo gidi tinh khi DOM-1H131-206 dugc so sanh voi DOM-1HI131-
206 +A & khi dau cho sau khi truyén tinh mach. Két lun 13 su cai bién DOM1H-131-
206 bing cach thém doan kéo dai diu & tan cing C (+A) khong gay anh huéng dén
duoc dong hoc cua dAD (thé hién trong Bang 5).

Béng 5: Duoc dong hoc cua thé dot bién DOMIH-131-206 sau mot liéu tinh

mach don & khi dau ché

Dong cha me Cai bién trinh tu Thoi gian ban | DY thanh Thé tich phan
rd trong huyét | thai bb
tuong- (mL/phut/kg) | + dd 1éch
+ d6 léch chuén
chuén
DOM 1H-131- Khong duogc cai 2,80+ 0,32 1,48 £0,21 0,25 £ 0,05
206 bién
DOM 1H-131- A6 dautin cling | 2,57 + 0,64 2,31+£0,49 ]0,34+£0,04
206 C

Vi du 7a: Biéu hién bién thé DOM1H-131-206

Dé xac dinh ring liéu sy cai bién khung VH lam giam su gan két ADA di co
trude d6 c6 anh hudng 18n sy biéu hién cia dAb khang TNFRI hay khong, hiéu suét
clia cac bién thé cai bién cia dAb DOMIH 131-206 khang TNFR1 dugc so sanh véi
dong cha me sau khi phat trién trong binh 1én men 1 lit. dAb thir nghiém duoc st nhap
v6i doan kéo dai & dau tan cung C (+A hoac +ASTKG), c¢6 hodc khong co6 su thé doan
ctia khung (P14A). dAD thir nghiém dugc biéu hién trong cting ching E. Coli, sir dung
cling vecto bat ky vi khuan (pave011 (Avecia)) lam DOMIH 131-206 khong dugc cai
bién (SEQ ID NO 1). 0 quy mé nhé, mirc bidu hién (1L), hiéu sudt toan phan ciia dAb
v6i doan ndi & ddu tan cing C +A hoic +ASTKG 1a gidng voéi dong cha me khong

duoc cai bién. Hiéu suat cia dAb vdi sy the doan P14A va doan kéo dai & dau tan
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cung C (+A hoidc +ASTKG) la giam so v6i dong cha me khong dugc cai bién (Bang
6a).

Quy trinh biéu hién

Giai doan ‘mdi’ (md rong cdy) duoc hoan thanh béng cach 4 binh Ilic 100ml
bing 6ng thuy tinh chira t& bao E. Coli biéu hién cdu tric dAb trong vecto biéu hién vi

khuan.

Sau khoéang 10 gidr phat trién, binh ciy gidng dugc st dung dé chung thung lén
men 1L. Quy trinh san Xuét nay dugc thuc hién gém 3 giai doan, theo mé, theo mé co
bd sung ngudn carbon va cam ting. Pha mé dau tién kéo dai trong khoang 13 gid trong
thoi gian nay viée nudi cdy dugc phét trién theo ham mii & 37°C (budc giam nhiét do
dén 30°C trong 4 gior cudi cing) cho dén khi ngudn cacbon so cip, glyxerol, duge tiéu
hét. Khi tiéu hét glyxerol, sy cy trong oxy hoa tan (DO) dién ra va bét dau bd sung
nguodn dinh dudng (giai doan theo mé c6 bd sung ngudn carbon). Khoang 5 gio sau khi
bét dau bd sung dinh dudng (& mirc ODggp 1a 75), mdi trudng nudi cy duoc giy cam
tng bang IPTG (giai doan cam Ung) va trong pha ndy cta quy trinh, san pham duoc
sinh ra va giai phong vao moi truong. Mé nay dugc dung lai khoang 48 gio sau khi

gdy cam tng va lugng dAb trong dich ndi trén bé mit duoc dinh luong bang HPLC.

Bang 6a: Su biéu hién ctia cic do chuén ctia bién thé DOM1H-131-206

Dong cha me Cai bién trinh tu Chuén do dich ndi
trén bé mat hu
hoach dugc (g/L)
DOMI1H-131-206 | Khong duoc cai 2,71
bién

DOMI1H-131-206 | A & dau tan cung C | 3,15

DOMIH-131-206 | ASTKG & dautan | 2,22
cung C
DOMIH-131-206 | P14A + A & dau tan | 0,29
cung C
DOMIH-131-206 | P14A + ASTKG & | 0,18
dau tan cting C

Két luan tir thi nghiém nay nhu sau:
1) Thé d6t bién DOM1H-131-206 +A, DOM1H-131-206 +ASTKG va kiéu dai
thé hién su biéu hién dAb rét tét.
Chuén do cao nhit 12 khoang 3000mg/L.
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2) Thé dot bién DOM1H-131-206 P14 +A, va DOM1H-131-206 p14 +ASTKG
khong thé biéu hién dAb trong quy trinh nay.

3) N6i chung, DOM1H-131-206 +A va DOM1H-131-206+ASTKG la c6 thé so
sanh vé&i kiéu dai vé& mac biéu hién dAb /11111

Vi du 7b: Do n dinh cia DOM1H-131-206 v6i alanin ¢ dau tan cing C

Do én dinh cua doan kéo dai alanin dau tan cung C cia DOM 1H-131-206 +A
duoc xac dinh trong ngudi huyét thanh, dich treo md ddng thé phdi hodc dich treo md
ddng thé gan dugc duoc bing thir nghiém mién dich hop 1& dbi véi DOM 1H-131-206
(mo ta sau day) phat hién DOM 1H-131-206 nhung tuong tdc chéo rat yéu v6i DOM
1H-131-206+A. Diéu nay 1a do thuc té 1a viéc phat hién khang thé M2.3G10.1G06 gin
két manh v6i DOM 1H-131-206 nhung yéu v6i DOM 1H-131-206 +A. Dinh dang thi
nghiém nay st dung TNFR1:Fc nguoi lam chét phan Gng bt giit va do d6, dugc xem

la déc hiéu véi dAb chire nang, nguyén ven.

D3 quan sét thiy huyét tuong duogc cdy 2pug/mL DOM 1H-131-206 +A cho két
qua doc la ~6,4ng/mL trong thu nghiém nay, trong khi dém duoc cdy 2ug/mL
GSK2862277 cho két qua doc 1a 11,3ng/mL. Do d6, do phan tmg chéo cia DOM 1H-
131-206 +A trong thtr nghiém DOM 1H-131-206 dugc danh gia nam trong khoang tir
0,25-0,5%.

pé nghién ctru sy ddo nghich, mau toan phén cuia nguoi, nguoi dich treo mo
ddng thé phdi (10mg protein/ml), hodic ngudi dich treo md dong thé gan (10mg
protein/ml) dugc cdy lpg/ml hoic DOM 1H-131-206, DOM 1H-131-206 +A hodc
dém (khong bd sung duoc chat). Sau khi 1 trong hodc 0, 3 gid, 6 giv hodc 24 gio,
huyét tuong/dich nbi trén bé mat duoc thu 14y bang cach ly tim va 14y mau lanh trudc
khi thir nghiém DOM 1H-131-206 bang thir nghiém mién dich hop 1& (khoang hoat
dong tir 0,1 dén 10ng/ml).

Qua 24 gid, khong ¢ bang ching vé sy ddo nghich cia DOM 1H-131-206 +A
thanh DOM 1H-131-206 trong c4 chit nén, didu nay duoc ching minh bing sy ting
tin hiéu trong thir nghiém mién dich (do su hinh thanh DOM 1H-131-206). Diéu nay
goi ¥ rang alanin & dau tan ciing C khac nita 12 ¢6 xu huéng tach thiy phan protein

nhanh chéng.
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Quy trinh thir nghiém mién dich hgp 16 DOM 11H-131-206

mAb khang VH biotinyl héa (M2.3G10.1G06) dugc pha lodng trong dém thur
nghiém (Tris 10mM, NaCl 150mM, BSA 0,1%, Tween20 0,1%, do pH =7.5) va
100pL st dung & ndng do cudi cing 12 10ng/ml vao mdi 16 cia dia duoc bao
Neutravidin (Pierce). Pia nay dugc day kin va u trong 1 gio ¢ 37°C.

Pia vi chuin dugc rira 5 14n bang 300pL dém rtra (Tris 10mM, NaCl 150mM,
Tween 20 0,1%, pH 7,5) bang may rira dfa.

100pL chit chuan trong mdi 18, va cdc miu duogc pha lodng trong chét nén
dugc bd sung vao va dia duoc day kin va u cing véi diéu kién lic déu trong khoang 2
gior & 37°C.

Pia vi chudn dugc rira 5 14n bang 300puL dém rira.

100uL hTNFR1:Fc danh d4u digoxigenin trong mdi 16 (1:40,000) duoc bd sung
vao va dia duoc day kin va u ciing véi diéu kién lic déu trong khoang 2 gid ¢ 37°C.

Dia vi chudn duogc rira 5 lan bﬁmg 300uL dém rtra.

100puL khéng thé khang digoxigenin chudt dugc danh diu HRP trong mdi 16
(Abcam)(1:20,000) duoc bd sung vao va dung dich, dugc day kin bang bang dan dinh

vO khuan, va dia duogc day kin va 0 cung véi dicu kién ldc déu trong khoang 2 gio ¢

37°C.

Pia vi chudn dugc rira 5 14n bang 300pL dém rira.

100pL chdt TMB trong mdi 16 co (Thermo) duge bd sung vao va dia dugc U
cung véi diéu kién lac déu trong khoang 5 phut & nhiét do trong phong.

100uL dung dich ngimg co chit TMB (Sigma) dugc bd sung vao trong mdi 15,
va do hip thu ¢ 450nm vé6i mdi 16 duoc doc bing may doc dia. Puong cong chuin
duoc hiéu chinh phu hop véi thuat toan bon théng sb logistic gia trong 1/x st dung

SMS2000 va cac mau chua biét duge ndi suy tir dudng cong.

Vi du 7¢: Kha nang cia DOM1H-131-206 véi doan kéo dai analin & dau tan cung C
(+A) dé trc ché su truyén tin hiéu TNFR1:
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Tin hiéu TNFa thong qua con dudong NFkB gdy tiét ra cic xytokin khac nhau
bao gdm IL-8. Trong cac té bao khong dugc kich thich, IL-8 mRNA bi phan hiy
nhanh chong. Tuy nhién, trong sy c¢6 mat cia TNFo, su hoat héa con duong NF«kB
dain dén sy 6n dinh IL-8 mRNA. Sy én dinh nay giy ra sy ting mRNA va gop phan
thtic ddy su tiét IL-8. Do do, trong thir nghiém nay, sy thuc ddy IL-8 tiét 1a dé xac dinh
viéc thém doan kéo dai & diu tan cing C ¢6 anh huéng dén kha ning cia DOMIH-
131-206 hoic DOM1H-131-206+A (tac 1a doan kéo dai alanin dau tan cung C) tc ché
su truyén tin hiéu TNFR1 hay khong. Cac nghién ctru dugc tién hanh & dong té bao
nguoi va khi Cynomolgus, va cling nhu trong mau toan phidn ngudi va khi
Cynomolgus. So sanh tri s& ICsq chi ra ring doan kéo dai & dau tan cing C cla
DOMI1H-131-206 which sy gin két ADA di c6 trudc d6 giam di khong anh hudng
tiéu cuc dén kha ning cia DOM1H-131-206 dé e ché sy truyén tin hiéu qua TNFR1
& t& bao nguoi hode khi Cynomolgus (Bang 6b).

Quy trinh x4c dinh IL-8 gdy cam tng TNFa trong nguyén bao soi phdi cta nguoi

Kha nang cia DOM1H-131-206 hoac DOM1H-131-206+A ngidn can TNFa
ngudi gin két véi TNFR1 ngudi va tc ché su tiét IL-8 duoc xac dinh bang té bao
nguyén bao soi phbi MRC-5 ctia (ATCC). Té bao MRC-5 dugc 0 v6i cac mau thir
nghiém trong mdt gio sau d6 TNFa (220pg/ml) duoc bd sung vao. Sau khi 0 & 37°C
va 5% CO, trong 24 gio, dich nbi trén bé mit duoc thu 14y va bao quan & -20°C cho
dén khi thor nghiém MSD™ véi IL-8 dugc thuc hién theo quy trinh cta nha san xuat
v6i cac mau nudi cy mo. Dich ndi trén bé mit dwoc pha lodng 1 /12 trong chét pha
lodng Calibrator ctia nha cung cép trudc khi thir nghiém. Viéc hiéu chinh duong cong

duogc thuc hién trong thuét todn GraphPad dé xac dinh tri sb ICs,.
Quy trinh x4c dinh sy we ché IL-8 gay cam ting TNFa trong té bao A549

Té bao A549 duge cdy vao trong cac dia 96 16 & mat do 2 x 10* té bao/Id va
duogc i qua dém & 37°C va 5% CO, dé nhap dong. Cac té bao sau d6 duge 0 trong mot
gio trong sy ¢ mat cuia DOM1H-131-206 hodc DOM1H-131-206+A & cac ndng do
khac nhau nam trong khoang tir 0,01nM-1000nM. Mbi néng d6 dugc thir nghiém
trong céc 18 dap. Sau khi t & 37°C va 5% CO, trong 24 gid, dich ndi trén bé mat dugc
thu léy va bao quan ¢ -20°C cho dén khi thtr nghiém MSD™ v¢i [L-8 dugc thuc hién
theo quy trinh clia nha san xudt v6i cac miu nuodi cy mo. Dich ndi trén bé mat dugc
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pha lodng 1 phan 5 trong chét pha lodng Calibrator duge cung cép trudc thir nghiém.

Hi¢u chinh duong cong va tri sb ICs duoc tinh toan béng XLFit.
Quy trinh x4c dinh su G ché IL-8 gdy cam g TNFa trong té bao CYNOM-K 1

Té bao CYNOM-K1 dugc 0 trong mdt gid trong su c6 mit cia DOMI1H-131-
206 hoic DOMIH-131-206+A & cac ndng dd khac nhau bit dau tir 100nM. Sau d6
kich thich bang TNFo & ndng do cubi ciing 1a Ing/ml. Sau khi & & 37°C va 5% CO,
trong 24 gio, dich ndi trén bd mit dwoc thu hoach va bao quan & -20°C cho dén khi
MSD™ vi IL-8 duoce thuc hién theo quy trinh ciia nha san xuét vé mau nudi cy mo.
Dich ndi trén bé mit duoc pha lodng 1 phin 12 trong chét pha lodng Calibrator dugc
cung cip trude thir nghiém. Tién hanh hiéu chinh duong cong trong thuit todn

GraphPad dé xéc dinh tri s6 ICs.
Quy trinh x4c dinh su trc ché IL-8 gay cam tng TNFo trong méu toan phan ctia ngudi

MaAu tir nguodi cho khoe manh (véi sy cho phép thich hop véi UK Human
Tissue Act) dugce thu tdp trung vao natri heparin. Moi truong thtr nghiém dugc diéu
ché bang cach bd sung BSA 1% vao mdi truong RPMI-1640 (khong c¢6 do phenol).
DOMI1H-131-206 hodc DOM1H-131-206+A va dAb gid V dugc pha lodng trong dia
96 13 trong moi truong thir nghiém sao cho ndng do cudi cung sau khi bd sung méu s&
la 800nM, va pha lodng dan 1 phan 2 xubng ndng do 0,01nM. 130ul mau duge bd
sung trong mdi 16 va cac dia dugc U trong mdt gio (37°C, 5% CO,) dé cho gin két vai
TNFR1. C4c miu mau sau do duoc kich thich bing 10pul TNFa pha lodng trong moi
truong thir nghiém sao cho ndng d6 cudi cing 1a 10ng/ml. Mbi diéu kién dugc thir
nghiém thanh hai ban. Sau khi U tiép trong 24 gid (37°C, 5% CO,), 110ul PBS duge
b sung trong mdi 16 dé lam ting thé tich cia mau, sau dé duoc lic trén may lic dia
trong 10 phit & te do 500 vong/phut va ly tdm & toc do 1500 vong/phiit trong 5 phut.
Huyét trong duoc chuyén vio dia méi va bao quan & -80°C cho dén khi thtr nghiém
IL-8 MSD™ dugc thuc hién theo quy trinh ctia nha san xuét véi mau huyét thanh va

huyét twong. Hiéu chinh duong cong va tri s6 ICsy duoc tinh toan bang XLFit.

Quy trinh x4c dinh sy @rc ché IL-8 kich thich béi LPS trong mau toan phan tir
khi Cynomolgus
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12ml mau tr 4 khi ddu cho dugc thu l4y tir natri heparin. Mbi truong thit
nghiém duoc didu ché bing cach bd sung BSA 1% vao moi truong RPMI-1640 (khong
¢6 do phenol). DOM1H-131-206 hogc DOM1H-131-206+A va dAb gid Vy dugc pha
lodng trong dia 96 16 trong moi trudong thit nghiém dén ndng d6 cudi cing 15X. Mdi
ndng d6 dugc thir nghiém thanh 3 ban. 130pl méu duge bd sung vao trong mdi 16 va
cac dia duogc U trong 1 gio (37°C, 5% COy) trude khi kich thich bang 10pl LPS pha
lodng trong mdi trudong thtr nghiém sao cho ndng d6 cudi cing 13 94ng/ml. Sau do, cac
dia duoc U thém trong 24 gid (37°C, 5% CO,) Sau khi 4, 110ul PBS dugc bd sung
trong mdi 15 dé 1am tang thé tich ctia miu, sau d6 dugc lic trén may lic dia trong 10
phiit & téc do 500 vong/phit va Iy tam & tbe do 2000 vong/phut trong 5 pht. Huyét
tuong dugce chuyén vao dia méi va bao quan & -80°C cho dén khi IL-8 dugc do bing
thir nghiém MSD™ véi IL-8 nguoi duge thuc hién theo quy trinh ciia nha san xuét véi
cc mau huyét thanh va huyét twong. Huyét tvong khong dugc pha lodng trong thir

nghiém. Hiéu chinh dudng cong va tri s4 1Csq duge tinh toan bang XLFit.

Bang 6b: Tém t4t hiéu luc cia DOM1H-131-206 so véi DOM1H-131-206 +A trong

thir nghiém trén t€ bao nguoi va khi:

ICso (nM) £ Bg 1éch chuén
DOMI1H-131-
DOMI1H-131-206 206-A
Ng—uyen bao soi phoi ctia nguoi MRCS 48424 3.542.5
(n=3)
A549 biéu moé phdi ctia ngudi (n=2) 1,0 £0,23 1,0 £0,28
Nguyén bao sgi da CYNOMKI cua khi 48404 47407
Cynomolgus (n=2)
Mau toan phan cta ngudi (n=3-5) 1,6 +1,0 0,9+0,3
Igﬁig) toan phin cua khi Cynomolgus 0.5 404 04103

Vi du 7d: St dung khang thé ving DOM1h-131-206 dé diéu tri bénh vay nén
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Trong cac nghién ctu nay, khang thé ving DOM1h-131-206 (c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1) duogc st dung ciing nhu gen tryc giao loai gdm nhim
cta khang thé ving nay. Sé lidu thu duge véi cac phan ti nay dugc st dung dé lua
chon liéu va quy trinh diéu tri dugc mé ta & day dé str dung cho diéu tri bénh vay nén,
va mang vay nén, & bénh nhan 12 nguoi duge sir dung hoic DOM1h-131-206 (c6 trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1), hodc phén tu ¢ dinh ADA DOM1h-131-206
v6i alanin tdn cung (co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 16), hodc phén tr cd
dinh ADA DOM1h131206 bao gdm phén tr ¢d dinh ADA (tirc 12 cai bién bit ky dé

lam giam sy gén két cia dAb véi ADA) nhu boc 19 trong dy.

Vi du, duge dong hoc ¢6 ngudn gbe tir nghién ciru in vivo véi khi dau cho thé
hién khang thé ving DOM1h-131-206 (v6i trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
1) dé c6 do thanh thai huyét twong 1a 2,4 mL/phut/kg, gén voi ty 18 loc cta cau than
(GFR) & khi va cho thoi gian béan rd khoang 3 gid. Thé tich phan phéi ctia khéng thé
ving 1a 0,26 L/kg, 14 gin bing v&i thé tich ngoai mach va goi y v& su phan bd bén
ngoai ngdn trung tam/huyét twong. Khi khang thé ving DOM1h-131-206 dugc st
dung cho ngén ngoai mach (vi du khi xong hit vao phoi), chi c6 su thay d6i nho trong

thoi gian ban rd thai trirphan phan dnh dong hoc han ché téc d6 hap thu.

Hon nfta, sau khi dung trong da dAb khang TNFRI tryc giao cua loai gdm
nhdm (“Dom1m-15-12") cho chudt, quan sat thdy do tré hdp thu kéo dai hon. Diéu nay
¢6 thé 1a do su khéc biét 16n hon gitta GFR va dg thanh thai tbc do hap thu sau khi
dung thudc qua duong trong da. Téc do thai trir quan sat duoc cudi cling & huyét tuong
chudt 1a khoang 40 phut 1a dai hon so véi duong trong tinh mach (khoang 20 phut).
Téc do thai trir cham hon (Ke) duge thy trong huyét twong sau khi ding thude trong
tinh mach dugc x4c thuc béi gid tri PK md da thé hién tdc d6 thai trir cudi cing 1a 5-
7 gid (Ke 12 0,1-0,14 h™"), mic dit mot phan lidu din dén tdc do thai trir kéo dai mot
cach rd rang dugc danh gia 1a nho (0,5 %). Toc do hép thu qua da (Ka) vio trong huyét
tuong dugc xac dinh tir nghién ctu trén chudt bang cach dung trong da dAb truc giao
loai gdm nhdm va tuong ddi nhanh (Ka=4,1 h™") khién cho Ty quan sat dugc xp xi
1 gior sau khi dung thude. Ude tinh ring 10% khang thé ving duoc gitr lai trong ngan
da ¢ chuot céng v6i the do thai trir gia dinh tur da twong tu véi chudt chudt nhat. Do
d6, dudng nhu sau khi tiém qua da, khang thé ving DOM1h-131-206 phén bd vao cac

md dugc phan bd mach trong da (vi du, da) tai d6 n6 dugc chié nhanh chéng vao huyét
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twong va dugc thai trir bing cach loc qua than. Pha phan bb va hip thu diu tién qua
cdc md da duoc thé hién trong thoi gian chdm hép thu trude khi tiép xtc voi huyét
tuong la do dugce. Véi céac khac biét vé giai phiu giita da loai gim nhim va ngudi, toc
d6 hip thu & ngudi duge hy vong la l1au hon, [an luot s& dan dén sy tiép xuc véi huyét
twong cta khang thé ving DOM1h-131-206 1a thip hon/khoéng do dugc. Diéu nay c6
nghia 1a du doan v& su tiép xuc v6i huyét tuong ngudi s& dya trén quan sat tir céc
nghién ctru trén loai gdm nhdm va do d6 1a uéc luong cé tinh de& dit vé muc do tiép

Xac voi huyét tuong & nguoi.

Khang thé ving DOM1h-131-206 (c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
1) cling dugc dung cho nguoi cho khée manh qua duong truyén trong tinh mach (1én
dén khoang thoi gian 3 gid) 1én dén 2mg/kg va trong thir nghiém dang dién ra qua
dudng x6ng hit & nguoi cho khde manh. Céc thong s6 duoc ddng hoc thu dugc thudng
14 rit théng nhat vai s6 liéu tién 1am sang & khi déu ché. Sau khi sir dung trong tinh
mach, do thanh thai ndm trong khoang tir 0,6-1,5 mL/phit/kg (GFR & ngudi khoang
1,8mL/phut/kg) v6i thoi gian ban rd thai trir thu dugce 1a 5 gio. Thé tich phan bd,
khoang 0,3L/kg, la tuong tu voi thé tich ngoai mach. Su phan b6 nhanh cua khang thé
viung DOM1h-131-206 vao gian ngoai mach dugc khing dinh qua phwong phap do thé
tich dich rtra phé nang (dich ké biu mo phdi) sau khi st dung IV. Muc dich ngoai
mach x4p xi 4-14 % ctia muc huyét tvong do dugc & thoi diém 5 gio bat dau tir khi st

dung sau khi truyén 3 gio.

Céc du dodn vé hiéu luc & ngudi duge ude luong vé do tiép xtc quan sét thay
va du tinh trong ngédn da va s6 liéu cua dong té bao ngudi in vitro. Khoang ICs, (8-
40 ng/mL) trong cac hé in vitro (thay ddi d6 phirc tap va kiéu té bao) da dugc st dung
lam mure tdi thiu cua dich trong ngan da va viéc lya chon thuén tién lidu khang thé
vung va quy trinh didu tri dé diéu tri bénh vay nén, va mang vay nén, & bénh nhan 1a
ngudi mod ta trong day. Vi du, lidu bét dau 1a 0,5mg duoc chon dé dat dwoc do tiép xuc
huyét tuong, gia dinh su tiép xuc toan than truong hop thap nhét, thap hon gia tri dat
dugc trong nghién ctru FTIH trong tinh mach 1a cht véan, duoc quan sat thay ¢ ddi
tuong duong tinh véi ADA. O lidu bt dau diu tién nay, hy vong ring su truyén tin
hiéu qua TNFR1 dugc tc ché trong ving riéng biét quanh vi tri tiém (dién tich bé mit
<2 cm? dén muc > 90 % ngay lap tic sau khi ding thude. Viéc trc ché TNFR1 theo

thoi gian 1a phu thudc vao luong duoc chét duoc phan phdi, giit lai va sau do dugc thai
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trir tr ngdn da. Gid su t6i thiéu, (10 % muc gitt trong da va Ke 0,1-0,14 h'! nhu &
chu6t), hy vong la cac muc nay s€ dugc duy tri > ICs¢ (trong vung ti€ém/thtr nghiém)

v6i tdi thiu 12 3 ngay sau khi tiém trong da 0,5mg khang thé ving DOM1h-131-206.

D& lua chon cac lidu khang thé ving va quy trinh diéu tri, du doan vé mure tiép
xuc huyét twong nguoi sau khi dung qua da khéng thé ving DOM1h-131-206 duoc
thuc hién. Cac du doan nay gid dinh do tiép xtc c6 thé toi da s& dat duge voi tiém qua
da. S liéu ndng dd huyét twong ngudi-thdi gian tir khang thé ving DOM1h-131-206
st dung trong tinh mach duoc st dung trong mo hinh PK da ¢ nguoi véi tbc do hap
thu bi ¢b dinh (do dugc tir giai doan hip thu qua da loai gim nh4m) va sinh kha dung
1a 100 %. Profin ndng do-thoi gian huyét twong ngudi véi céc lidu vung téi da va quy
trinh didu tri mo ta trong ddy (2mg mdi tuan + 0,5mg mdi hai tudn) sau d6 dugc thir
nghiém. Nong d6 huyét tuong dinh du doan thay dugc dat Ty nhanh chéng trong
vong 30 phut sau khi dung thudc, va cdc mirc gidm nhanh chéng dén muc dudi thir
nghiém huyét tvong dang thuc hién thap hon giéi han dinh lugong (0,1 ng/mL) trong
vong 24 gio. Hy vong khong ¢6 su tich Iy trén cac lidu lap lai trong huyét twong tham
chi bang du doan mirc tiép xuc c6 thé t8i da. Tuy nhién, du doan nay la muc tiép xtc
huyét twong co thé cao nhét va 1a mac tiép xuc c6 thé thap hon dang ké so v6i du dodn
va tham chi thdp dén mic mac huyét twong c6 thé khong do duoc. Bing cac mirc tic
ché dich (dua trén thtr nghiém té bao in vitro), du dodn 1a mirc ICy (ngay l4p tirc sau
lidu) hoac ICs, (muc thip) trong da trong quy trinh didu trj mo ta trong ddy sé& lan luot

nim trong khoang tir 30-80 ng/mL hoic 8-40 n/mL.

Dua trén thong tin trén, mic tiép xtc huyét tuong (Cpex va AUC) v6i lidu dau
tién, liéu hing ngay téi da va lidu tich lity, trong 28 ngay, dugc thé hién trong Bang 6b

sau day cung véi gidi han an toan so v6i do an toan tién 1am sang.

Bang 6b:

Liéu dau tién — 0,5mg mdi tudn H¢ s6 an toan'
Crax ng/mL 933

AUC o.48n) ng.gio/mL | 2137
AUCp.234) ng.gio/mL | 537
Liéu tdi da - 2mg mdi tuan + 0,5mg mdi

2 tudn

Cmax ng/mL 187
AUC(0_48h) nggld/mL 427
AUC(()_']d) l’lggIO’/l'IlL 356
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‘ AUC(o_zgd) l ngglb/mL ‘ 89 !
Trong 14 ngay, lidu lap lai, phong thi nghiém khi Cynomologus tién hanh

nghién ctru doc tinh ¢ khi duc (20mg/kg/ngay) dua trén mirc tiép xtc trung binh cia
giéng duc (ngay 1,4 va 14) (Cpax va AUC(g.24n) lan luot 1a 48,5 ug/mL va 249
ug-gio/mL).

Cubi cung, thong tin néu trén tir cdc nghién ctru in vitro, nghién ciru in vivo va
phén tich lién quan dugc st dung dé lua chon céc lieu khang thé viung va quy trinh

diéu tri hitu dung dé di€u tri bénh vay nén & bénh nhan 1a nguoi.

St dung khang thé ving theo quy trinh diéu tri nhu bdc 16 trong day 1a hitu
dung trong diéu tri bénh vay nén. Hiéu luc cia khéng thé ving dé didu tri bénh vay
nén, nhu trong mot quy trinh diéu tri cu thé, c6 thé duoc khfmg dinh hodc béng phép

do mang vay nén bang 4m ke va/hodc danh gid 1dm sang.

Am ké, phuong phap do dua trén siéu &m tan s6 cao c¢6 thé dugc thuc hién bing
am ké tan sd cao 20 MHz (DUB USB, Taberna pro Medicum, Lueneburg). Ban quét-A
hang loat ¢6 thé duoc tao thanh va thé hién trén man hinh 12 mot phan cia da. Do phan
giai bién khoang 200um va d¢ phan giai truc 80um la cé thé va duoc wu tién. Sy phu
thudc vao md hinh echo, cdc thanh ph?m ctia biéu bi, da va mo dudi da duoc thé hién
va viée do chinh x4c do day cta da 1a c6 thé. Chét ri ra trong bénh vdy ném bi viém &
vi trf mang vay nén dugc nhin thiy 1a dai echo lucent c6 thé xac dinh r6 rang dudi the
entrance echo. PO day cua dai echo lucent bénh vay nén co thé duge xac dinh va ghi
chép trude khi st dung khang thé vung va sau khi str dung khang thé ving. D9 day c6
thé dugc do theo pm. Sy giam do day cua dai vay nén phat 4m thanh sau khi sir dung
khang thé ving chirmg minh ring viéc str dung khang thé vung, nhu theo quy trinh diéu
tri dugc bodc 1 trong day, la ¢ hi€u qua trong diéu tri bénh vay nén, va mang vay nén,

& bénh nhén 1a nguoi. Xem vi du, Bangha et al., 9 Skin Pharmacol. 298 (1996).

Panh gid 14m sang c6 thé duoc thuc hién bing bang diém 5 diém s6 xé4c dinh
bang cach so sanh trén 14m sang mang vay nén dugc diéu tri trong d6 tiém khang thé
ving v6i it nhdt mdt mang khong duge didu tri gAn mang vay nén duoc xir ly. Theo so
sanh nay, diém s6 danh gia 1am sang sau ddy dugc gan (diém sb danh gia 14m sang 14 0
theo quy dinh trudc khi str dung 1dn dAu tién khang thé viing):

-1 = ndng hon
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0 = khong thay ddi (khong anh hudng)

1 = cai thién it

2 = cai thién rd rét nhung khong lanh vét thuong hoan toan
3 = 1am lanh vét thuong hoan toan

Do d6, dua trén diéu nay, diém sé danh gia 14m sang ting 1én sau khi sir dung
khang thé ving theo quy trinh didu tri nhu bdc 1§ trong day chi ra hiéu luc trong diéu

tri bénh vay nén, va mang vay nén, & bénh nhan la nguoi.
Vi du 8: Poan kéo dai analin don lién két véi cac dong VHH.

Quan sat ADA gin két v6i VHH bang thtr nghiém xac nhan st dung trong Vi
du 2 (d8i véi DOM1H-131-206). Nhim khéng dinh ring sy trc ché twvong tu véi sy gin
két ADA s& dat duoc bé’mg cach cai bién trinh tv VHH, ba dong VHH véi trinh tu axit
amin nhu néu trong Fig.2 (d), (e) va (f) dugc thir nghiém:

Dong VHH2(d) 1a dinh dang ddc hiéu kép, c6 mddun gén két IL6R lién két boi
GGGGSGGGS khang mddun gin két albumin huyét thanh ngudi nhu md ta trong
WO02010100135. (trinh ty axit amin néu trong Fig.2 d: SEQ ID NO 4)

Dong VHH2(e) 1a dinh dang dic hiéu kép, c6 mddun gin két TNF lién két véi
mddun gin két albumin huyét thanh ngudi 14n luot gin két véi modun gan két TNF, sir
dung GGGGSGGGS 1a doan lién két nhu mo ta trong WO2010077422. (trinh tu axit
amin dugc néu trong Fig.2 e: SEQ ID NO 5)

Dong VHH2(f) 1a dinh dang dac hiéu don hoa tri hai bao gdm hai moédun giéng
nhau gin két boi doan lién két Ala-Ala-Ala, mdi modun 12 dAb c6 thé gan két ving
Al cta yéu t& Von-Willebrand, nhu néu trong WO2009115614A2. (trinh tu axit amin
dugce néu trong Fig.2 f: SEQ ID NO 6)

T4t ca ba dong trén duoc cai bién bang cach bd sung alanin dau tan cing C vao
gbe serin cudi cling, va cic dong cai bién va khong dugc cai bién duoc so sanh bing
thir nghiém trong Vi du 2. Nhu duoc thdy trong Bang 7 va Fig.4 sau ddy, cic két qua
chi ra ring doan kéo dai & dau tan cing C bang gbc axit amin alanin don lam giam su

gin két ADA.
Bang 7:
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Mau VHH2(d) | VHH2(d) | VHH2(e) | VHH2(e) | VHH2(f) | VHH2(f)
+A +A +A

% trc ché | 93,23 18,86 94,93 16,95 94,15 17,46

trung binh

Vi du 9: Tén sudt déi tuong khoe manh v6i ADA di c6 trude do khang cac phan ti co

ban la dAb Vy va Vi
Quy trinh thtr nghiém ADA

Tuwong ty nhu quy trinh mo td trong Vi du 1 dbi véi DOMIH-131-206, cac
phén tir thir nghiém (DOM 1H-131-206 (SEQ ID NO 1), DOM 1H-131-206 + doan
kéo dai alanin du tdn cing C (SEQ ID NO 16), mAb-VH (SEQ ID NO), trinh tu
peptit-VL, VH-VL (SEQ ID NO 11), phan tr ‘735 (SEQ ID NO 30 va 31), duogc
biotinyl héa, trao d6i dém va bao quéan trong dém ché phidm. Céc phan tir thir nghiém
nay ciing duoc danh diu rutheni va sau d6 trao dbi dém va bao quan trong dém ché
pham.

Khang thé khéng dugc chit (ADA) v6i mdi phan tir 12 thir nghiém lién két thuc
hién trén nén tang k§ thuat MSD ™ ECL (dién quang hoa hoc) nhu md ta ¢ trén. Tém
tit vé quy trinh thir nghiém st dung trong thi nghiém nay dugc mo ta sau day:

1. Dia MSD™ streptavidin dugc phong bé bdi casein phong bé 150uL/15 trong

PBS (1%) & nhiét do trong phong (RT) trong 1-2 giv. Chit phong bé dugc loai

b6 ma khong cn rira.

2. Sau khi 0 true 1 gid, hdn hop ddng nhit chira phan tir thit nghiém biotinyl

héa 0,1pg/mL, 0,1ug/mL phan tir thir nghiém rutenyl hoa (“Sulfo-Tag” ™), va

2% mau huyét thanh trong chét pha lodng cta thir nghiém (1% Casein trong

PBS) dugc chuyén vao dia MSD ™ va 1 trong 1 gid + 5 phut & RT.
3. Sau d6, dia MSD duoc rtra 3 lan béng PBST.
4. Bb sung chit dém dé doc két qua 150uL/13 va dia dugc doc.

Thoi gian 0 va cdc ndng dd trén duge st dung véi cac phan tr DOM1H-131-

206.

Céc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay sé hiéu rang cac

ndng d6 chinh xé4c va thoi gian 1 s& duge t6i wu héa, vi du DOM1H-131-206 (va cac
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phién ban cai bién) c6 thé 1a cac ndng d6 va thoi gian G hoi khéc nhu so véi, vi du
DOMI10H-53-567 hodc trinh tu peptit-VL.

Bang 100 mau huyét thanh ctia ngudi cho khée manh duge thir nghiém vé do
phan Ung trong thtr nghiém nay. Khang thé da co tir truée (ADA) khang chudi nhe
(VL) bién ddi, khung ciing dugc phét hién trong céc mAu huyét thanh nguoi binh
thuong, mic du & tdn sudt va cuong do thip hon duoc quan sat truée d6 khdng ving
Vg va Vyu (xem Fig.4). Cac két qua néu trong Fig.5 trong do truc Y thé hién cac muirc

gén két v6i ADA va dAb VH co ty 18 gan két ADA cao nhat.

Két luan: két qua néu trong Fig.5 thé hién mirc ADA da c6 tir trude gin két voi
DOM 1H-131-206 va hiéu qua bd sung doan kéo dai & du C tan cung 1én sy gin két
cia DOM 1H -131-206 céi bién v6i ADA. Ciing quan sat thy tir Fig.5 ring ADA da
c6 tir trude gin két voi dAb VH khi n6 ngung tu véi mAb (mAb-VH). Fig.5 cling thé
hién ring c6 ADA di c6 tir trude gin két véi dAb V kappa (Vk) (VL) va vi du thé hién
bao gdm peptit: VL, thé dung hop VH-VL va thé dung hop mAb-VL.

Vi du 10: Doan axit amin kéo dai ndi v6i khung VL

Do khéang thé da co tir truée khang khung VL (VK) cling dugc tim thy trong
cac mau huyét thanh nguoi binh thudng mic du thuong thiy & murc thip v6i khung
VH (xem Fig.5), nguoi ta xac dinh liéu su cai bién & ving dau tan cing C ctia VK dAb
¢6 thé 1am giam su gan két véi ADA da c6 trude do, nhu da dugc ching minh véi cac

phén tir chtra VH hay khong.

Dua trén phéan to mAb:doan lién két: V. (ky hiéu 1a <735 — phan t nay 1a
“mAbdAb” — n6 1a dAb IL-13mAb:doan lién két:IL-4 (v Kappa)), mot day phén tu
mAb:doan lién két: V, thir nghiém duogc tao ra bing k¥ thudt dot bién gen tai diém
chudn, va né chira trinh tu dAb VL, nhung c6 cac cai bién & déau tan cung C khéc nhau
v6i dAb VL. Céc nguyén liéu thir nghiém nay ky hiéu la ‘15014°, *15019°, “15020° va
“15021° duoc thiét ké dé co doan kéo dai & dau tan ciing C (+AAA, +T hodc +TV),
hodc dé co su khuyét doan & ddu tan cung C (-R) (trinh bay trong Bang 8).

Nguyén li€u thtr nghiém dugc thir nghiém bang cach str dung ‘thtr nghiém xac
nhan’ nhu mo ta dudi ddy, tuong ty nhu duge mo ta ¢ trén dbi vai dAb VH. Viéc thu
nghiém hop chét duoc thuc hién bing cach danh gia kha ning cta cac hop chét riéng

1é canh tranh véi hop chét thtr nghiém cu thé dugc danh dau vé su gén két véi khang
-78-



thé da co tor trwde. Su giam hiéu luc bét ky trong tin hi¢u thir nghiém dugc ghi chép lai
14 % we ché. Mirc % tc ché cao hon diém cit d& xac nhan da dinh trude d6 cua thir
nghiém cu thé nay goi y rang hop chét thtr nghiém canh tranh véi hop chét cu thé cta

thtt nghiém v& sy gin két v6i khang thé khang VK, va do d6 c6 thé c6 chung (céc)

22608

epitop v6i hop chét thir nghiém cu thé.

Quy trinh thtr nghiém xac nhan ADA ‘735 st dung dé danh gia tan suit ADA di c6

trude d6 khang V kappa:

1. Trong dia thir nghiém vi chudn, 2% mau huyét thanh dwong tinh v6i ADA
trong chét pha lodng ctia thir nghiém (1% casein trong PBS) dugc @ trong 1 gio
+ 5 phit & RT v6i ndng d6 cudi cing 1a 10pg/mL ‘nguyén liéu thir nghiém 735

hodc nguyén liéu thir nghiém khéac nhu dAb cai bién.

2. Sau khi @ trude 1 gid, hdn hop ddng nhét chira 0,05pg/mL nguyén liéu ‘735
biotinyl héa va 0,05pg/mL nguyén liéu ‘735 rutenyl héa (“Sulfo-Tag” ™),
trong chét pha lodng cla thr nghiém (1% casein trong PBS) duoc bd sung vao
dia thr nghiém va 0 qua dém 6 RT.

3. Sau khi 1, dfa MSD sau d6 duogc rira 3 14n bang PBST, cdc mau thit nghiém
dugc chuyén dén dia MSD, va dia nay dugc u trong 1 gio + 5 phit trong bong
t6i & RT.

4. Sau do, dia MSD™ dugc rira 3 14n bing PBST

5. 150puL/16 chét dém dé doc két qua duoc bd sung vao va dia dugc doc.

Két qua ctia cac thit nghiém hop chit dugc néu trinh bay Bang 8. Tt ca céc cai

bién & dau tan cung C thir nghiém (+AAA, +T, +TV va -R) thé hién su trc ché giam

trong ‘thtr nghiém xé4c nhan735. Diéu nay goi y rang cac cai bién ¢ dau tan cung C voi

dAb VL loai bo su gin két véi khang thé da c6 tir trude (ADA) theo cach twong tu nhu
dAb VH.

Bang 8: DPanh gid su gin két voi ADA clia thé dot bién mAb: VL 735

Dong Cai bién trinh tu (thuc | % tc ché trong thir | % d6i tuong co
hién & thanh phan dAb | nghiém x4c nhan su gin két ADA
cta phan tr mAbdAb) | (gid tri trung binh tur
7 nguoi cho)

“735 Khéng duoc cai bién | 74,92 100
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15014 +AAA -4,40 14,29
15019 +T 12,88 14,29
15020 +TV 8,53 0
15021 -R 20,08 0

Vi du 11: Doan axit amin kéo dai ndi véi khung VH ctia DOM10H-53-567 (dAb
khang 1L-13)

Do céc cai bién & dau tan cing C & dAb VH khdng TNFR1 DOM 1H-131-206
lam giam su gin két ADA d3 c6 trude do, cac nha sang ché s& xac dinh lidu cai bién &
déu tan cung C c6 thé lam giam su gin két ADA v6i phan tir VH khéc hay khong. Céc
cai bién & diu tan cing C duge thue hién véi khung VH cia DOM10H-53-567 bing
k§ thuat dot bién gen tai vi tri chudn. Céc phan tir ¢6 su thé doan (nguyén liéu thir

nghiém) dugc thi nghiém bang ‘thir nghiém xdc nhan’ nhu mo ta & trén.

Poan kéo dai clia dAu tan cing C cia DOM10H-53-567 ciing lam giam déng ké
su gin két voi ADA da c6 trude d6 (két qua thé hién dudi day trong Bang 9). Diéu nay
duoc minh hoa bing doan ndi A, AS, AST, ASTK, ASTKG va ASTKG. C4c cai bién
nay khong gdy anh hudng tiéu cuc dén kha ning ciia dong DOM10H-53-567 gén két
va trc ché khang nguyén dich IL-13 ciia né dugc khing dinh béi thir nghiém hoat tinh
dAb IL-13 md ta sau day va két qua dugc thé hién trong Bang 9b.

Bang 9a: Danh gia su gén két v6i ADA cta thé dot bién DOM10H-53-567

Dong cha me | Cai bién trinh tur % Uc che trong thtr % doi tuong c6
nghiém x4c nhén (gid | sw gin két ADA
tri trung binh tir 10 d6i
tuong cho)

DOM 10H- | Khong duoc cai bién | 95,06 100

53-567

DOM 10H- | A ¢ dautan cung C | 12,84 10

53-567

DOM 10H- | AS & dau tan cing C | 14,79 10

53-567

DOM 10H- | AST & dau tan cung | 29,02 20

53-567 C

DOM 10H- | ASTK & d4u tan 27,67 20

53-567 cung C

DOM 10H- | ASTKG ¢ dautan | 13,39 10

53-567 cung C

Quy trinh thr nghiém hoat tinh dAb IL-13:
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Thir nghiém sinh hoc duoc st dung dé danh gia kha ning ctia bién thé cta phan
tr DOM10H-53-567 d& trc ché su sinh ra phosphataza kiém kich thich béi IL-13 tai to
hop ngudi trong té bao HEKBlue-STAT6 in vitro. Té bao HEK-STAT6 (Invivogen)
(t¢ bao biu hién phosphataza kiém phoi dugc tiét ra (SEAP - secreted embryonic
alkaline phosphatase) trong cac diéu kién kiém sodt ctia gen khdi dau phu thudc
STAT6) dugc cho 1én dia 96 18. IL-13 ngudi & ndng dd 3ng/mL va diy nong do pha
lodng chira phan t¢ DOM1-H-53-567 dugc can bang trude trong 1 gior & nhiét do trong
phong va sau d6 bd sung vao cac té bao trong 24 gio & 37°C. Sau khi 1, néng d¢ dich
ndi trén bé mit chira SEAP tao ra boi té bao 13 két qua cta su kich thich IL-13, duoc
xac dinh bing cach bd sung Quanti-Blue (Invivogen) va thu dugc két qua mat do
quang ¢ 640nm. Tri s6 IC50 duge tinh toan tir dudng cong dap mg liéu bing thuat

toan Graphpad.

Béng 9b: Danh gia hoat tinh cta thé d6t bién DOM10H-53-567

Dong goc Cai bién trinh tu Tri s6 IC50 (nM) trung binh

vé su e ché SEAP do IL-13
(gia tri trung binh gitta 2 va 4
thir nghiém)

DOM 10H-53- | Khong duoc cai bién 0,56

567

DOM 10H-53- | A & dau tan cing C 0,59

567

DOM 10H-53- | AS ¢ dau tin cing C 0,56

567

DOM 10H-53- | AST & dau tan cliing 0,68

567 C

DOM 10H-53- | ASTK ¢ dau tan 0,75

567 cung C

DOM 10H-53- | ASTKG & dau tan 0,40

567 cung C

Doan kéo dai cua dau tan cing C cia DOM10H-53-567 lam giam su gin két
v6i ADA d3 c6 trude d6 ma khong gdy anh hudng bét loi dén kha ning gin két cua
dAb DOM10H-53-567 va trc ché khang nguyén dich ciia chiung (IL-13 nguoi).

Vi du 12a: Tach dong phéan tr dAb-Fe-dAb VH/Vk khéang-VEGF c¢6 dau tan cung C
dugc cai bién

dAb-Fc-dAb Vh-Vk véi cai bién thuc hién & diu tan ciing C ctia phan dAb Vk:

DMS30047-30054 duge thuc hién bing cich tao ra trinh ty variant dAb Vk bién doi
-81-



22608

béi PCR va sau do, bang cach tach dong lai vao trong DMS30045 (SEQ ID NO 40) va
DMS30046 (SEQ ID NO 41), 14n luot dé tao ra vecto biéu hién dong vat c¢6 vi dugc
cai bién. Tr DMS30045: (i) gbc arginin & dau tan cung C duoc loai di dé tao ra
DMS30047 (DMS30037 -R), (ii) analin & ddu tan cing C duge bd sung vao dé tao ra
DMS30048 (1a DMS30037 + A) (SEQ ID NO 43), (iii) ba analin dau tn cing C duogc
b sung vao dé tao ra DMS30049 (DMS30037 + AAA) (SEQ ID NO 44), va threonin
dAu tan cing C duge thém vao dé tao ra DMS30050 (DMS30037 + T) (SEQ ID NO
45). Tr DMS30046 (SEQ ID NO 41): (i) gbc arginin dau tan ctng C duoc loai dé tao
ra DMS30051 (DMS30038 -R) (SEQ ID NO 46), (ii) alanin dau tin cing C dugc bd
sung vao dé tao ra DMS30052 ((DMS30038 + A) (SEQ ID NO 47), (iii) ba alanin dau
tan cung C duge bd sung vao dé tao ra DMS30053 (DMS30038 + AAA) (SEQ ID NO
48), va threonin diu tan cing C duoc bd sung vao dé tao ra DMS30054 (DMS30038 +
T) (SEQ ID NO 43).

MO ta cac phén ti trén nhu sau:

DMS30045: DOM15-26-597 dAb N-(doan lién két - VEPKSSDK) & DAb K-
044-085 dau tan cing C ((TGLDSP)x4), DMS30046: DMS1576 v6i dAb K-044-085
dAu tan cing C (TGLDSP)x4), DMS30047 (chira dau tan cting C cdi bién): DOM15-
26-597 dAb N-(doan lién két - VEPKSSDK) & dAb K-044-085 & d4u tan cung C trlr
R ¢6 C tan cung ((TGLDSP)x4), DMS30048 (chira d4u tan cing C cai bién): DOMI15-
26-597 dAb N-(doan lién két - VEPKSSDK) & dAb K-044-085 ddu tan cing C + A
((TGLDSP)x4), DMS30049 (chira d4u tan ciing C cai bién): DOM15-26-597 dAb N-
(doan lien két - VEPKSSDK) & dAb K-044-085 diu tan cing C +AAA
((TGLDSP)x4), DMS30050 (chira ddu tan ciing C cai bién): DOM15-26-597 dAb N-
(doan lién két - VEPKSSDK) & dAb K-044-085 dau tan cing C +T ((TGLDSP)x4),
DMS30051 (chira dau tn cung C ci bién): DMS1576 v6i dAb K-044-085 & dau tan
cung C trir R ¢6 C tan cung ((TGLDSP)x4), DMS30052 (chtra dau tan cung C cai
bién): DMS1576 v6i dAb K-044-085 dau tan ciing C +A ((TGLDSP)x4), DMS30053
(chtra dau tan cung C cai bién): DMS1576 voi dAb K-044-085 dau tan ciing C +AAA
((TGLDSP)x4), DMS30054 (chira diu tan cing C cai bién): DMS1576 véi dAb K-
044-085 dau tan cung C +T ((TGLDSP)x4) (trinh ty axit amin cta phan t& nhu néu
trong Fig.12 va SEQ ID NO 40-49).
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Vi du 12B: Cai bién vao ving dau tan cung C clia phan tir dang qua ta dAb Vi VEGF
14 DMS30037 va DMS30038 c6 su gén két giam v6i khang thé da co tir trude

Quy trinh thir nghiém x4ac nhan ADA V kappa dugc sir dung dé dinh luong tan
sudt cia ADA di c6 trude d6 khang V kappa:

1. Trong dia thir nghiém vi chudn, 10% méau huyét thanh duong tinh véi ADA
trong chét pha lodng ctia thir nghiém (1% casein trong PBS) dugc U trong 1 gior
+ 5 phit & RT voi ndng do cudi cling clia nguyén liéu thit nghiém [a 10pg/mL

nhu dAb cai bién.

2. Sau khi 0 trude 1 gid, huyét thanh/nguyén lidu thir nghiém duong tinh véi ADA
duge bd sung vao dia thir nghiém véi hdn hop ddng nhét chira dAb V kappa
biotinyl héa (khong duoc cai bién) va dAb V kappa rutenyl hoa (““Sulfo-Tag”
™) ¢(khong duoc cai bién) voi ndng do cudi cing 14 khoang 0,025ug/mL dAb
biotinyl hoa, dAb rutenyl hoa khoang 0,0125pg/mL (“Sulfo-Tag” ™), va 5%
huyét thanh duong tinh v§i ADA trong chét pha lodng cta thir nghiém (1%
casein trong PBS). Dia nay duoc U trong 1 gio + 5 phat ¢ RT.

3. Dia MSD™ streptavidin dugc phong bé bdi 150puL/16 casein phong bé trong
PBS (1%) & nhiét d6 trong phong (RT) trong 1-2 gio. Chét phong bé duoc loai
b6 ma khong cén rira.

4. Sau 1 gid 1 trude d6, hdn hop ddng nhit duge bd sung vao dia thir nghiém

streptavidin MSD™ va 11 trong 1 gio + 5 phut ¢ RT.

5. Sau 1 gio G, sau d6, dia MSD duogc rua 3 lan béng PBST, cac mau thir nghiém
duoc chuyén dén dia MSD, va di nay dugc G trong 1 gio + 5 phut trong bong t6i
& RT.

6. Sau do, dia MSD™ duoc rira 3 lan béng PBST
7. 150pL/18 chit dém dé doc két qua duoc bd sung vao va dia duge doc.

Céc ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy sé hiéu ring ndng
dd va thoi gian 0 chinh xac trong thtr nghiém xac nhan nay s& duoc tdi wu hoa, vi du
1H-131-206 (va cac phién ban cai bién) c6 thé c6 ndng do va thoi gian 0 hoi chénh

léch so véi DOM10H-53-567.

-83-



22608

Céc két qua cta thir nghiém nghién ctru duoc trinh bay trong Bang 9B dudi
day. Tt ca cac cai bién & dau tan cing C thir nghiém trén dAb V kappa (+T, +A,
+AAA va -R) thé hién sy (rc ché giam di trong thir nghiém x4c nhan ‘697 trén. bidu
ndy goi y rang cac cai bién & dau tan cing C véi cac dAb V kappa nay lam giam su

ghn két ctia khang thé da c6 tir trudc (ADA) theo cach tuong tw v6i dAb VH.

Béang 9b: Déanh gia su gin két v6i ADA ciia thé dot bién DMS3007 va
DMS3008

Dong cha me | Cai bién trinh tu % tc ché tin hiéu % do6i tuong co su
trung binh trong thir | gin két ADA
nghiém x4c nhan (gié tri trung binh
(gid tri trung binh— | —cua 6 ddi tuong)
clia 6 ddi tuong)

DMS30037 | Khong dugc cai bién 60,46 100

DMS30050 | Poan thém T & dau tan | 20,97 16,67

cung C
DMS30048 | Poanthém A ¢ dau tan | 12,86 16,67
cung C

DMS30049 | Doan thém & dau tan 8,36 16,67

cung C AAA
DMS30047 | su khuyét doan -R & 6,17 16,67
dau tan ciing C

DMS30038 | Khong dugc cai bién 70,65 100

DMS30054 | Doanthém T ¢ dau tan | 14,66 16,67
cung C

DMS30051 | Su khuyét doan—-R & | -5,91 16,67
dau tan cing C R

Vi du 13 — Biéu hién phan t&r dAb-Fe-dAb VH/Vk khang-VEGF véi dau tin cing C
dugc cai bién (DMS30047-30054)

Plasmit biéu hién ma héa phan tir dAb-Fc-dAb khang VEGF tuong ing dugc
mo ta trén trong Vi du 12a dugce chuyén nap tam thoi vao trong té bao HEK293 6E va
bidu hién & quy md 500ml dé tao ra phan tir manh khang nguyén bang phuong phép
mo ta dudi day trong vi du ndy. Thuong s€ dat dugc mirc biéu hién >30mg/L dich ndi

trén bé mat.

Trinh tu dAb dugc tdch dong 1én trén dau N hoic C tan cung cua Fc di truyén
cua isotyp IgG1 ngudi trong vecto biéu hién ctia dong vat c6 vi. dAb nay dugc lién

két v6i Fe bang doan lién két: doan lién két tan cting N hodc 12 AAAS, hodc TVAAPS
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va doan lién két c6 ddu tdn cung C hodc 1a ((GS(TVAAPSGS)x3), hodc 1a viung
Albumin 3.

Vi du 14: Tinh ché phén t&r dAb-Fc-dAb VH/Vk khang-VEGF ¢6 dau tan cung C dugc
cai bién
Cac phén to dAb-Fc-dAb dugc tinh ché theo 4i luc tir dich ndi trén bé mat, nhu

dugce mo ta doi vai cac Vi du trén.

Vi du 15: Phén tich phan tir bing sic ky loai trtr kich thuéc (SEC-Size-Exclusion
Chromatography) phan tir dAb-Fc-dAb Vh/Vk khang-VEGF véi dau tan cung C duge
cai bién

Sau do, do nguyén ven phan twr, tinh ddng nhat va % tinh khiét cia phan t
dAb-Fc-dAb khang VEGF da dugc tinh ché bing SDS-PAGE va sic ky loai trir kich
thuge phén tich (SEC). Protein nay do d6 duoc khang dinh 1a protein dich tinh khiét
>95% bang SDS-PAGE va SEC trude khi phan tich tiép bang thit nghiém sinh hoc.

Vi du 16: Su gén két cua phan tir dAb-Fc-dAb Vh/Vk khang-VEGF ¢6 dau tan cung C

cai bién véi VEGF trén Biacore.

Ai luc gén két ciia mot sé phan tir dAb-Fc-dAb khang VEGF, (v6i cée cai bién
nhé & dAu tan cung C), v&i VEGF;es duge xdc dinh bang phuong phap cong huong
plasmon bé mat (SPR) str dung Biacore T100. Protein A dugc bét dong trén chip Cl
bing cach két hop amin so cip va bé mit nay sau d6 dugc st dung dé bat giit cau tric
khang-VEGF. VEGF¢s nguoi tai td hop (ngudn ‘tidu chuén co s6° tir chuyén nap tam
thoi t& bao HEK293) duoc st dung lam chdt phdn tich & ndéng do 32nM dén
0,031250M trong ddy ndng do pha lodng din 4 1dn. T4t ca cac duong cong gin két
duge tham chiéu hai 1an véi mue tiém chét dém (tirc 1a OnM) va s6 lidu duge khép dén
md hinh 1:1 vén ¢6 1a T100. Tién hanh khoi phuc bang 50mM NaOH. Tién hanh chay
& 37°C, st dung HBS-EP lam dung dich dém chay. S$ liéu thu duogce duge thé hién
trong Bang 10A, 10B & 10C. Tu sb liéu trong Bang 10A, tinh ning cia DMS30037 va
mot sb bién thé dugc cai bién ¢ dau tan cung C: DMS30037+A (DMS30048),
DMS30037+AAA (DMS30049), va DMS30037+T (DMS30050) (xem Vi du 12a ve
chi tiét cu thé hon cta cac phan tir ndy) dudng nhu co thé so sanh trén Biacore va cac
c4i bién ¢ dau tan cing C duong nhu khong anh hudng dén hiéu luc so véi phan tir

gbe.
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B6 s6 liéu khéc nira duge thé hién trong Bang 10B, trong d6 the performance of
both DMS30037 va DMS30038 dugc so sanh véi cac bién thé duge cai bién ¢ dau tan
cing C: DMS30037-R, (dugc ky hiéu la +R (DMS30047), DMS30037+T
(DMS30050) va DMS30038-R, (dugc ky hiéu 1a +R (DMS30051) va Bevacizumab
(Avastin) trong Biacore. Trong bang s6 lidu nay, mot 14n nita tinh nang cla tat ca cac
phén tir nay dudong nhu cé thé so sanh trén Biacore va céc cai bién & dau tan cing C
duong nhu khong [am giam hiéu luc so vo1 hop chét gbc. S6 lidu c6 ¥ nghia khong thé
thu dugc ngoai viéc quan sat duong cong cua Avastin. B sé lidu khac nita duoc thé
hién trong Bang 10C, trong d6 cac phan tr DMS30037 va DMS30038 dugc so sanh
v6i céc bién thé duoc cai bién & dau tan cing C: DMS30037-R, (DMS30047),
DMS30037+T (DMS30050), DMS30038-R, (DMS30051) va DMS30038+T
(DMS30054) va Bevacizumab (Avastin). Mot lan nita, tinh ning cua tit ca cac phén tir
dAb-Fc-dAb dudng nhu ¢ thé so sanh trén Biacore va cac cai bién & dau tan cung C
duong nhu 1a khong lam giam hiéu luc so véi phén tir gbc. Trong bd s6 lidu nay, xem
Bang 10C, s6 liéu Bevacizumab (Avastin) ¢ thé khong dugc do thich hop do tde do
phan ly qua nhd.

Bang 10A: Su gin két ctia phan tir dAb-Fc-dAb khang VEGF: DMS30037 ¢6

céc cai bién ¢ dau tan cing C véi VEGF 45 va so sanh vai DMS30037.

 DMS30037  8.18E+06 ' 4. . 530FE12

DMS30037+A 8.25E+06 - 57105 632812
 DMS300374AAA | 77AR06 . 587E05 . 69412
. DMssOos7eT . HO8Es0s | a21F0s | 5RAELD

Béang 10B: Su gin két ctia phan tir dAb-Fc-dAb khang VEGF: DMS30037 va
DMS30038 ¢6 céc cai bién & dau tan cung C vdi VEGF g5 va so sanh v6i dAb-Fe-dAb

goc va Bevacizumab(Avastin).
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DMS30037 | ne dorn
DM530037+R‘ - 1.0.7E+07 7 4.22E-05 . 3.94E-12v

1.03E+07 . g 1B

avastin - 8.39FE+05 Out of range Out of range

Bang 10C: Su gin két ctia phan tir dAb-Fc-dAb khéng VEGF: DMS30037 va
DMS30038 c6 cac cai bién ¢ diu tan cung C v6i VEGF g5 va so sanh v6i dAb-Fc-dAb

goc va Bevacizumab(Avastin).

DMSIODT. L meoEwe - L dMED4 w0 eiEd

DMS30037+T  53BEW08 AMEM. Bt

DMS30037-R GEWB. 1B -

CDNedom . s  273EA1

DMS30038-R 59

 DMS30038+T  B2BEH06

Mmoo dedEie o - ,-Outof'range”"

Vi du 17: Tht nghiém gin két thy thé VEGF R2 cta phan tt dAb-Fc-dAb Vh/Vk
khang VEGF véi dau tan ciing C cai bién

Hiéu luc cta phéan t& dAb-Fc-dAb Vh/Vk khang-VEGF dya trén DMS30037 va
DMS30038, nhung cé céc cai bién & dau tn cung C, dugc so sanh ca vai phén tir kiéu
dai va Bevacizumab (Avastin), trong thu thé VEGF 2, (R2), thir nghiém gin két sir
dung phuong phap c¢6 diéu chinh, tirc 1 khong G truée, nhu mo ta sau day trong vi du
nay. S6 liéu duoc thé hién trong Bang 11A, tit cd céc phan t dAb-Fc-dAb thi
nghiém: DMS30037, DMS30037+T (DMS30050), DMS30037-R (DMS30047),
DMS30038, DMS30038-R (DMS30051), duong nhu la c¢6 hiéu luc co thé so sanh
duoc va hidu luc cao hon dang ké so véi Bevacizumab (Avastin), Bang 11A. C6 it

bién ddi trong phan tram tre ché t6i da thu dugc boi phén ti ndy trong thir nghiém nay
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v6i tAt ca cac phan tir khac dat duge phin tram tre ché ti da >93-98%, (sb liéu khong

duge thé hién).

Thu duoc sb liéu rong hon nita so sdnh dAb-Fc-dAbs: DMS30038,
DMS30038+T, (DMS30050) va DMS30038-R, (DMS30051) voéi Bevacizumab
(Avastin), trong cung dinh dang thtr nghiém, sb liéu nay duoc thé hién trong Bang
11B. Tur sb liéu nay, DMS30038 va bién thé & dau tan cing C cia né, (Bang 11B), ¢
cung hiéu luc theo danh gia boi tri s6 EC50 trong thir nghiém RBA va dudng nhu c6
hiéu luc 16n hon dang ké so v6i Bevacizumab (Avastin) theo chi sé nay. Co it bién dbi
trong phén trim trc ché t81 da thu duoc bai phan tir nay trong thir nghiém nay voi tat ca
cac phan ti khac dat dugc phén trim trc ché t6i da >94%, (sb liéu khong duoc thé
hién).

Thir nghiém gin két thu thé VEGF R2: Hiéu luc dugc phan tich trong thi
nghiém gan két thu thé VEGF so véi hiéu lyc cia Bevacizumab (Avastin). Thu
nghiém nay dinh luong su gin két cia VEGF165 véi hogc VEGF R1 hodc VEGF R2
va kha ning cuia hop chat thir nghiém trc ché su twong tac nay. Dia 96 16 gin két chuén
MSD (L11XA-3) duoc bao bang VEGF R1 0,25ug/ml (R&D Systems 321-FL) hodc
VEGF R2 (R&D 357-KD) trong dém bicarbonat (50ul/13), duge day bing nip day dia
va i qua dém & 4°C. Ngay tiép theo, dia MSD duogc rira 3 1an 300u1/16 bang Tris dém
rira va chAm 18n trén mot miéng mod dé loai b dém rtra khoi céac 18. Sau d6, dia MSD
duge phong bé bing BSA 3% trong PBS (250ul/15) va lic trong diéu kién 0 (750
RPM) & nhiét do trong phong trong 1 gio. Dia MSD dugc rua lai trude khi bd sung
dung dich dac 2x chua phan tir khang VEGF (25 ul/16) va o véi diéu kién lic (750
RPM) & nhiét do trong phong trong 10 phut trude hi bd sung dung dich dic 2x
rhVEGF, 25ul/15, R&D Systems (293-VE/CF, tao ra trong té bao con tring boi
Baculovirus) hodc ngudn GSK “diéu kién tiéu chuén’ ctia VEGF (tao ra tir té bao dong
vat ¢6 viit HEK293, s6 lidu sau d6 khong dugc thé hién ngoai trir Bang 3A). Phan tir
khang-VEGF va VEGF dugc pha ché biang BSA 0,1% trong PBS. Thtt nghiém ban
diu duge tién hanh véi budc, trong d6 phan tir khang-VEGF dugc U trude véi VEGF.
Viéc 0 trude duge thuc hién bang cach bd sung mot thé tich trong duong dung dich
dac 2x chira phan tir khang VEGF véi thé tich trong duong ctia dich ¢d dic 2x chira
VEGF (R&D, 293-VE/CF) trong 30 phut & nhiét do trong phong. Nong d6 VEGF cubi

cung st dung la 10ng/ml. Cling khong co d6i chung VEGF va VEGF don doc. Dia
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MSD dugc U trong diéu kién lac (750 RPM) & nhiét do trong phong trong 2 gio sau d6
n6 duge ria lai trude khi bd sung tac nhan phét hién (50pL/18, khang thé biotinyl hoa
dé khang VEGF ngudi — R&D Systems BAF293) & 0,25pg/ml trong BSA 1% trong
PBS va u trong diéu kién lic (750 RPM) & nhiét do trong phong trong 1 gid. Dia MSD
duge rira lai trude khi bd sung streptavidin sulfo-TAG (50ul/15, MSD R32AD-1) &
ndng do 2pg/ml trong BSA 1% trong PBS va 1 trong diéu kién lac (750 RPM) & nhiét
do trong phong trong 30 phat. Trudce khi dinh luong dién quang héa hoc trong bd thu
anh MSD Sector 6000, dia MSD dugc rira va 150ul/156 chit dém dé doc két qua T
(MSD R92TC-1) 2x duoc bd sung vao. Viée tinh toan hé sé higu chinh dudng cong va
EC50 duoc thuc hién bing thuit toan GraphPad. Kha ning cta phan tt khdng VEGF
thir nghiém va Bevacizumab (Avastin) dé we ché su gin két ctia VEGF véi VEGFRI
va VEGFR2 dugc xac dinh nhu mo ta.

Phuong phap ¢6 diéu chinh: Thir nghiém tht hai duge thyc hién bing c4ch ma
tac nhan khang VEGF va VEGF khong duoc U trudce trudce khi bd sung vao dia MSD
dugc bao b%mg thu thé VEGF. Thtr nghiém nay dugc tién hanh va chi st dung nguén
VEGF tr R&D Systems, (293-VE/CF). Kha nang cua phén t¢ khang VEGF va
Bevacizumab (Avastin) dé tc ché su gin két cia VEGF véi VEGFR1 va VEGFR2

duoce xac dinh nhu mo ta trén nhung khong c¢6 budc u trudc.
Bang 11A: Tri s6 ECso cia dAb-Fc-dAb khang VEGF c6 céc cai bién & dau tan
cung C so véi Bevacizumab (Avastin) trong thtr nghiém gin két thy thé VEGFR2:

Tinh toan hé sb hiéu chinh duong cong va ECsy dugce thuc hién béng thuat toan

GraphPad.

VEGFR2 RBA EC50 (g/mL) EC50 (pM)
Avastin 1.21E-07 806
DMS30337 2.99E-09 28
DMS30337 +T 2.98E 28
DMS30337 -R 2.66E-09 25
DMS30338 3.37E-09 32
DMS30338 - R 3.84-09 37

Bang 11B: Tri s6 ECs, cia dAb-Fc-dAb khang VEGF c6 céc cai bién & dau tan
cung C so vGi Bevacizumab (Avastin) trong thir nghiém gén két thy thé VEGFR2:

Tinh toan hé s6 hiéu chinh dudng cong va ECsy dugce thuc hién béng thuat toan

GraphPad.
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VEGFR2 RBA EC50 (g/mL) EC50 (pM)
Avastin 3.4E-07 2266
DMS30338 5.28E-09 50
DMS30338 +T 4.31E-09 41
DMS30338 - R 4.53E-09 43

Vi du 18 — Thtr nghiém tang sinh té bao ndi mé tinh mach rén ctia ngudi (HUVEC):
Uc ché bang phan tir dAb-Fe-dAb Vh/Vk khang-VEGF chtra cac cai bién & dau tan
cung C:

Kha ning ctia phan tir dAb-Fc-dAb dua trén DMS30037 va DMS30038 nhung
c6 cac cai bién & ddu tdn cung C: DMS30037-R (DMS30047) & DMS30037+T
(DMS30050), DMS30038-R (DMS30051) & DMS30038+T (DMS30054) dé trc ché
su tdng sinh cua t& bao ndi md tinh mach rdn cua nguoi dugc so sanh véi
Bevacizumab (Avastin) bang phuong phdp md ta dudi diy véi céc the following
deviations (i) rather than leaving the outer wells free of cells, toan bd dia 96 16 dugc su
dung va (ii) sb liéu dugc phan tich bing thuat toan GraphPad bang hé sé hiéu chinh
duong cong Sigmodial, hé s6 goc bién thién cf hdi quy khong tuyén tinh (hé sé goc
bién thién). Hop chat thir nghiém duge danh gia doc 1ap trén céc dia riéng biét so voi
phén tir so sanh, Bevacizumab (Avastin); thtr nghiém dugc tién hanh trong it nhit ba
lan riéng biét, v4i toan bd sb lidu 1ap duoc trén moi phan tir Bevacizumab (Avastin):
15; DMS30037: 7, DMS30038: 8, DMS30037-R (DMS30047): 3; DMS30037+T
(DMS30050): 4, DMS30038-R (DMS30051): 4 & DMS30038+T (DMS30054): 4, (sb
lidu khong dugc thé hién). Sur tip trung nay 1a dua trén phan tich ca mirc rc ché tdi da
va tri s6 EC50 tuong dbi trong thir nghiém nay thu dugc bing mot s6 phan tir so véi

Bevacizumab (Avastin).

Sé liéu dugc phén tich bang thuét toan GraphPad bang hé s6 higu chinh dudng
cong Sigmodial, hé s& goc bién thién cf hdi luu khong tuyén tinh (hé s goc bién
thién). Hé sb hiéu chinh dudng cong riéng biét duge hiéu chinh déi véi mdi phan tir va
& mdi ngay. Do mdt sd sy hiéu chinh kém, quyét dinh ring dua cac diéu kién rang
budc v6i dudng cong nay trong do6 khong quan sat thidy doan bang & nong do thip.
MOt dia bi loai trir khoi phén tich do sy khdp voi duong cong thip mic du di co hé s6
rang budc. Hé sb rang budc nay sé& tuong duong véi diém trung binh ¢ ndng do6 thap
nhét. S6 lidu duoc lua chon thi cong du muc tdi thiéu c6 duogc rang budc hay khong,
va hé sb hiéu chinh dudng cong va céc thong s duge tw cip nhat dua trén tidu chuén
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chon lya nay. Péanh gia tri sb cuc dai cua duong cong va do léch chuan dugc phan tich
bing phén tich md hinh hdn hop c6 trong sd vé phwong sai, st dung 1/ (d0 léch
chuén)?, [SE]%, 1a hé sb trong luong. Phan tich nay dugc diéu chinh v& d6 bién thién
gifta cdc dia va cdc ngay bang ham tac dong ngiu nhién. Tir phan tich nay, cac gid tri
trung binh du doan dugc danh gia va so sanh ngugc lai voi Avastin (ddi chimg) (See
Bang 12A). Sau do6 thuc hién phan tich tuong tu trén ty 1€ log10 cua IC50, va két qua
bién nap ngugc. T dé, thu duge danh gia vé gid tri trung binh hinh hoc va so sanh
dugce thue hién ngugc lai voi Avastin ¢ dang ty 1€ véi Avastin (d6i chimg) turc 12 ty 1&

0,5 biéu thi do giam 50% so v&i Avastin (Xem Bang 12B).
Thir nghiém ting sinh té bao ndi md day ron cta ngudi (HUVEC):

Céac phan t& khang-VEGF dugc thir nghiém vé kha ning trc ché sy ting sinh
ctia té bao ndi md tinh mach rén ngudi so véi kha ning cua Bevacizumab (Avastin).
Thir nghiém nay dinh lugng muc ting sinh té bao ndi mo gy ra do ndng do da xac
dinh ctia VEGF 45 va kha ning ctia cia chit doi khang VEGF phong bé tac dung nay.
HUVEC dugc cdy & mat 6 5000 té bao trong mdi 16 trong cac dia duge bao gelatin 96
15, dé cac 15 bén ngoai khong co té bao, va i trong vai gior dé cho két dinh. Cac phan
tr thi nghiém dugc tht nghiém & néng do déng mol (tét da 3,33x10'08M) vo1 dung
dich pha loang dan 2 1an, mdi néng do 3 ban lap. VEGF 45 duoc chuén bi trong moi
trudng co ban dé dat duge ndng do cudi cing 75ng/ml. Méi trudng dugc loai bo thi
cdng khoi cac don l16p té bao va 50pul moi trudng co ban duge bd sung vao dé ngan can
té bao khoi bi khd. 25ul mdi trudng chira VEGF g5 va 25ul mdi trudng co ban hoac
mdi trudng chira khang thé thir nghiém dugce bd sung cho thich hop. Céc té bao duoc 1
trong 72 gid, sau khoang thoi gian nay tong s6 t& bao dugc xac dinh bang Cell Titre
Glo. Viéc xtr ly cia HUVEC v6i VEGF 45 gdy ra su tang 1én da du dodn vé téng sb té
bao sau 72 gio, so voi té bao khong duoc xt ly véi VEGF 45 (sb lidu khong duogc thé
hién). Su ting 1én do VEGF nay dugc hiéu 1a thé hién hiéu qua tich lily cia VEGF 1én
ca su tang sinh HUVEC va ngan chan sy chét t& baio HUVEC. Céc hop chét thir
nghiém duoc danh gid doc lap trén céac dia riéng biét so véi cac hop chét so sanh,
Bevacizumab (Avastin).

Bang 12A: Gia tri trung binh hinh hoc du doéan cua phan tram trc ché ti da cua
dAb-Fc-dAb khang VEGF dugc cai bién ¢ dau tan cung C véi khoang tin cay 95%
(CI) so voi hop chit gbc va Bevacizumab (Avastin) trong thir nghiém HUVEC:
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Gié tri trung binh du doan cta % wc ché tdi da

Thip Cao
mADb Dutinh 95%CI 95% CI
Avastin 71,0316 61,6741 80,3891

DMS30037 85,4759 74,9164 96,0354
DMS30037+T 89,9852 78,2698 101,70
DMS30037-R 82,2693 69,9929 94,5457
DMS30038 73,5602 63,7180 83,4023

DMS30038+T 79,0343 67,1904 90,8782
DMS30038-R 77,6519 65,5487 89,7550

Tu phén tich nay, cac phan t¢ DMS30037, DMS30037+T va DMS30037-R
duong nhu gdy ra muc ¢ ché tdi da cao nhét trong thtr nghiém HUVEC va ching thé
hién vuot trén nhom Avastin, khoang tin cdy khong trung voi d6i chimg zero do d6 sb
liéu 1a c6 y nghia théng ké so véi Avastin, s6 lidu khong duoc thé hién (xem Bang

12A).

Bang 12B: Gia tri trung binh hinh hoc cua tri s6 1C50 v6i dAb-Fe-dAb khang
VEGF duoc cai bién & ddu tan cung C v6i khoang tin cdy 95% (CI) so v6i hop chat
gbc va Bevacizumab (Avastin) trong thir nghiém HUVEC:

Gia tri trung binh hinh hoc cua IC50

Thép Cao
mAbD Du tinh 95% CI  95% CI
Avastin 3,829E-9  3,119E-9  4,7E-9

DMS30037 1,903E-9  1,473E-9 2,46E-9
DMS30037-FT 2,332E-9 1,758E-9 3,092E-9
DMS30037-R  7,365E-9  2,06E-10 2,639E-7
DMS30038 2,163E-9  1,723E-9 2,715E-9
DMS30038+T 2,649E-9 1,877E-9 3,738E-9
DMS30038-R  2,234E-9  1,699E-9 2,936E-9
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Mot phéan tich tuong tu vé gia tri trung binh hinh hoc cua ftri sb IC50 véi
khoang tin cdy 95%, (CI), chi ra ring hau hét tit ca cic phan ti dAb-Fc-dAb
DMS30037, DMS30037+T, DMS30038, DMS30038+T va DMS30038-R c6 tri s6
IC50 thép hon ¢6 ¥ nghia théng ké so véi Avastin, s6 liéu khong duogc thé hén (xem
Béang 18B). S liéu nay duge 1ap tir DMS30037-R 14 ¢6 tinh bién thién cao vdi sé n
thip hon (3).

Tbng quat, sb liéu nay goi y ring cac cai bién & dau tan cung C v6i ca dAb-Fe-
dAb: DMS30037 & DMS30038 c6 gia tri IC50 rét gidng nhau va mirc wre ché téi da
trong thtr nghiém HUVEC véi céc phan tir gbc va duong nhu 1a ¢6 hiéu luc, so véi
Bevacizumab (Avastin), ca hai vé phdn tram tc ché t6i da va IC50 thip hon, (xem

Bang 12A va 12B).

Vi du 19 (mAb cong cu): Str dung mAb khang VH dé xac dinh epitop dé gin két ctia
ADA khang VH da co6 tu trude:

Khang thé don dong (mAb khang VH M2.3G10.1G06) gin két v6i khung VH
ctia DOM1H-131-206 va duge xac dinh 12 mAb nay c6 sy gan két giam manh véi
DOMI1H-131-206 +A; do d6 khang thé nay dudng nhu gin két voi epitop tuong tw véi
ADA khang VH da c6 tur trude nguoi.

Trinh tu CDR cua mAb khang VH M2.3G10.1G06: Trinh tu CDR cua mAb
khang VH M2.3G10.1G06 dugc khuéch dai va sip xép trinh tu tir dong té bao lai.
Trinh tu chudi ning va chudi nhe ciia mAb M2.3G10.1G06 dugc néu trong [trinh tu
axit amin dugc néu trong Fig.6a va 6b]. Trinh tu dugc tdch dong vao vecto biéu hién
IgG1 mAb ngudi va chuyén nap vao té bao dong vat c6 va dé biéu hién mAb xédc dinh.
Khang thé thu dugc dwoc tinh ché tir dich ndi trén bé mit t& bao va thir nghiém kha

nang gin két cau noé voi khung dAb VH.

Tinh dic hiéu ctia mAb khang VH M2.3G10.1G06: Tinh ddc hi€éu cia mAb
M2.3G10.1G06 v& su gin két voi khung dAb VH (c6 hodc khong c6 su cai bién loai
b6 su gin két ADA da c6 trude d6) duoc xdc dinh bang cach do su gin két ciia mAb
M2.3G10.1G06 trong thir nghiém gin két TNFR1:dAb thuc hién trén nén MSD ™
(xem Vi du 1 v& chi tiét cia nén MSD ™), Thir nghiém gin két TNFR1:dAb dugc néu
cu thé sau day. Chirng minh 1a mAb khéang VH dugc rutenyl hoa M2.3G10.1G06 co6 sy
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ghn két giam v6i khung VH 1én dén 85% khi d4u tin cing C dugc cai bién boi doan

kéo dai vé6i alanin (tir 1 dén 15% gbc gén két) (két qua dugc thé hién trong Bang 13).

Su canh tranh gitta ADA khang VH da c6 tur truée va mAb M2.3G10.1G06: Dé
x4c nhan rang mAb khang VH M2.3G10.1G06 gin két cing epitop nhu ADA khéang
VH d3 c6 tir trude huyét thanh, thir nghiém canh tranh duoc tién hanh. X4c dinh ring
huyét thanh tir mot loat nhitng ngudi cho c6 ADA khang VH da c6 tir trude c6 thé
canh tranh v6i mAb khang VH M2.3G10.1G06 vé gin két véi DOMIH-131-206 (s6
liu néu trong Fig.7). Két luan 1a ADA khang VH d3 c6 tir truée ngudi va mAb khéng
VH M2.3G10.1G06 cé chung epitop trung trén khung VH.

Cai bién véi dAb VH s& lam gian doan epitop cho su gén két ADA da co trude
d6 ¢6 thé dugc dwa doan dua trén sy gin két cia mAb khang VH M2.3G10.1G06. Do
d6, sur gén két cia mAb khang VH M2.3G10.1G06 c6 thé dugc sir dung dé thir nghiém
su cai bién dan dén viéc giam gin két ADA da c6 trude do.

Phuong phép st dung:

Quy trinh thir nghiém gin két TNFR1:dAb

1. TNFR1:Fc duoc bt git 1én trén dia MSD siéu gin két qua dém & 4°C. Sau

d6, dia MSD duoc rira 3 14n bang dém rira MSD/TRIS.

2. Pia nay duoc phong bé boi BSA 3% trong PBS trong 1,5 gid & nhiét do

trong phong. Sau d6, dia MSD dugc rtra 3 14n bang dém rira MSD/TRIS.

3. B sung cac ndng do pha loang dén ctia dAb thir nghiém (DOM 1H-131-206

(SEQ ID NO 1) hoac DOM 1H-131-206 véi doan kéo dai alanin dAu tan cing C

(SEQ ID NO 16)) trong 2 gio' & nhiét do trong phong. Sau do, dia MSD dugc

rira 3 14n bang dém rira MSD/TRIS.

4. mAb duoc rutenyl hoa M2.3G10.1G06 & nong do cudi cing 1 1pg/ml duge
bd sung vao trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau d6, dia MSD dugc rira 3
1in bang dém rira MSD/TRIS.

5. Chit dém dé doc két qua 150uL/16 duge bd sung vao va dia dugc doc.

Quy trinh tht nghiém canh tranh cia ADA khang VH da c6 tir truéc va mAb
M2.3G10.1G06
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. Phén tr thir nghiém dugc biotinyl héa 0,2pg/mL (dAb) la DOM 1H-131-206

(SEQ ID NO 1) va mau huyét thanh 20% trong chét pha lodng ctia thir nghiém
(1% Casein trong PBS) dugc u trong dia thtr nghiém ddy tron trong 1 gio + 5
phut & nhiét do trong phong.

mAb khang VH rutenyl hoa M2.3G10.1G06 & ndng d6 cudi ciing 1a 0,5ug/mL

duoc bd sung vao trong 1 gitr & nhiét d6 trong phong.

. Dia MSD™ streptavidin duge phong bé boi 150uL/1d casein phong bé trong

PBS (1%) & nhiét do trong phong (RT) trong 1-2 gio.

Céac mau duge chuyén dén dia streptavidin MSD™ va i & nhiét d9 trong phong

(RT) trong 1-2 gio.
Sau do, dia MSD dugc rira 3 14n bing PBST.

Chét dém dé doc két qua 150pL/18 duge bd sung vao va dia duge doc.

Bang 13: Su gin két chénh léch ciia mAb khang VH véi DOMI1H-131-206 hodc
DOM1H-131-206 dugc cai bién bing doan kéo dai & dau tan cting C

Nong d6 dAb Tin hiéu thir nghiém gan két Do gan két tuong

thtr nghiém Tri s6 ECL trung binh £+ SD d6i voi
DOMI1H-131- DOMI1H-131-206 | DOM1HI131-206

(pg/mL) 206 + DAu tan cung C | + Pau tan cling C

A A (%)

270000 1168024 + 3643 | 81489 + 4537 7

90000 1078743 + 66020 + 3207 6
17931

30000 377493 £9653 | 11300 + 266 3

10000 108173 3413 | 1507 = 69 1

3333 34479 + 1397 743 + 14 2

1111 12026 + 243 847 £ 226 7

370 4387 £ 41 669 + 13 15

0 623 +2 6215

mAb nay gin két khung cua dAb VH, vi du DOM 1H-131-206 (SEQ ID NO 1),

nhung su gin két bi giam manh & dAb véi bién dbi dau tan cing C +A, vi du DOM

1H-131-206 v6i doan kéo dai alanin & dau tin cung C (SEQ ID NO 16). Trinh tur chudi

H & L d3 duoc xac dinh tir thé lai dugc luu triv & Biocat. Chi ¢ mdt trinh tw LC nhung

hai trinh ty HC: mdt trinh tu chirc ndng (xem sau day) va mot trinh tw khong chure

nang bao gdbm codon dimg va xé dich khung.
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Su biéu hién ctia mAb va su x4c nhin su gén két ngugc nhau gitta hai phan tir
trén dua trén trinh tu chire ning du tinh duéi day s& cho phép x4c nhan rang c6 trinh tu
mADb chinh x4c dé dién vao. Con dudng ma cdu tric pTTS dugce rap lai ¢6 nghia 1a chi
khi trinh tu khong in nghiéng 1a tir thé lai, trinh tw nghiéng 12 kham tr vecto pTT, n6

duogc tach dong vao trong d6 (didu nay khong doi hoi véi thir nghiém gén két).
Chudi nhe

DIVMTQSQKFMSPTVGDRVSITCKASQNVGTAVAWYQQKPGQSPKLLIYSAS
NRYTGVPD

RFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCQQYGSYPLTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPP

SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Chudi ning

EVQLQQSGPVLVKPGASVKMSCKASGYTLTESYMHWVKQSHGKSLEWIGVI
SPYNGGTSY

NQKFKDKATLTVDKSSSTAYMELNSLTSEDSAVYYCTRRGIYYDPSWFAYW
GQGTLVTVS

AAKTTPPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOS

SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLG

GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQY

NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRD

ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Ving bién dbi & ving binh thuong.
CDR gach chan/in dam

Trinh ty kham ctia Fe dugc in nghiéng.
Fc 1a IgG1 nguoi.

Trinh ty cia mAb c¢bng cu dugc néu trong Fig.6 (SEQ ID NO 14 va 15).
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YEU CAU BAO HO
1. Ving bién dbi globulin mién dich don (dAb), ma duogc chon tir nhém bao

gém: dAb VH cta ngudi ma gin két v6i TNFRI va c6 trinh tu axit amin cia
DOM1h-131-206 dADb, va con bao gém:

doan kéo dai ¢ dau tan cung C ma bao gém doan axit amin kéo dai dugc
chon tur: (a) A (b) AS, (¢) AST (d) ASTK, (e) ASTKG, (f) AAA; va lam giam su
gfn két v6i cac ADA di c6 tir trude so voi ving bién ddi globulin mién dich don

(dAb) khong duge cai bién cua nod.

2. Vung bién dbi globulin mién dich don theo diém 1, matrong d6 ving bién doi
globulin ndy c6 giatri KD nam trong khoang tir 10pM dén 50nM.

3. Vung bién déi globulin min dich don theo diém bt ky trong s6 cac diém néu
trén, trong d6 viing bién déi globulin ndy con bao gdm mot hoac nhidu sy thé doan axit
amin duoc chon tir nhom bao gdm sy thé doan P14A, sy thé doan P41A, su thé doan
L108A, sy thé doan T110A vasy thé doan S112A.

4. Ving bién dbi globulin mién dich don (dAb) theo diém 1 hodc 2, trong d6
viing bién déi globulin ndy duoc chon tir céc trinh ty axit amin bat ky duoc xéc dinh sau day:
(8) DOM1h-131-206 dAb véi doan kéo dai caaalanin don & dau tan ciing C nhu duoc quy dinh
trong SEQ ID NO 16; (b) DOM1h-131-206 dAb véi doan kéo dai cua alanin
don & dau tan cung C va doan dot bién khung P14A nhu dugc quy dinh trong
SEQ ID NO 17; (¢) DOM1h-131-206 dAb v6i doan dot bién khung P14A nhu
dugc quy dinh trong SEQ ID NO 18; (d) DOM1h-131-206 dAb véi doan kéo dai
& dau tan cing C ASTKG nhu duoc quy dinh trong SEQ ID NO 19; va (e)
DOM1h-131-206 dAb véi doan kéo dai & dau tan cung C ASTKG va doan dot
bién khung P14A nhu duoc quy dinh trong SEQ ID NO 20.

5. Ving bién dbi globulin mién dich don (dAb) theo diém 1 hodc 2, trong d6
dAb & dang dung hop hodc thé lién hop véi cac phan ti bb tro.

6. Vung bién dbi globulin mién dich don (dAb) theo diém 4, trong dé dAb nay

chat doi khang cuda dich cua no.

-98-


LDT248
Textbox
mà trong đó vùng biến đổi

LDT248
Textbox
globulin này có giá trị KD nằm trong khoảng từ 10pM đến 50nM.

LDT248
Textbox
trong đó vùng biến đổi globulin này còn bao gồm một hoặc nhiều sự thế đoạn axit

LDT248
Textbox
amin được chọn từ nhóm bao gồm sự thế đoạn P14A, sự thế đoạn P41A, sự thế đoạn

LDT248
Textbox
L108A, sự thế đoạn T110A và sự thế đoạn S112A.

LDT248
Textbox
trong đó

LDT248
Textbox
vùng biến đổi globulin này được chọn từ các trình tự axit amin bất kỳ được xác định sau đây:

LDT248
Textbox
(a) DOM1h-131-206 dAb với đoạn kéo dài của alanin đơn ở đầu tận cùng C như được quy định


22608

7. Dugc phim chira viing bién dbi globulin mién dich don (dAb) theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 1 dén 6 két hop véi chit mang, t4 duoc hodc chét pha

lodng duoc dung hodc tuong thich sinh ly.

8. Dugc pham tiém duoc, ding qua dudng miéng, c¢é thé xong hit, c6 thé khi
dung, giai phong duy tri hodc duoc lam dong khé chira duoc pham theo diém 7

hodc dAb theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6.

9. Thiét bi phan phdi chira dugc phdm theo diém 7 hodc dAb theo diém bat ky

trong so céc diém tur 1 dén 6.

10. Thiét bi phan phéi chtra dugc phdm theo diém 7 hodc dAb theo diém bt ky
trong sb cac diém tir 1 d&én 6, trong d6 thiét bi nay 1a may khi dung hoc may

xOng hit.

11. Axit nucleic phan 14p hodc tai tb hop ma héa dAb theo diém bét ky trong s6

cac diém tur 1 déen 6.

12. Axit nucleic phan 1ap hoac tai t6 hop theo diém 11, véi trinh tu axit nucleic
dugc thé hién trong SEQ ID NO 22 va ma héa DOM1h-131-206 dAb véi doan

kéo dai cua alanin don.
13. Vecto chira axit nucleic theo diém 11 hodc 12.

14. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 11 hodc 12, hodc vecto theo diém
13.

15. Phuong phép san xuét polypeptit chira dAb theo diém bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 6, trong d6 phuong phap nay bao gdbm bude duy tri t& bao chu
theo diém 14, dudi cac diéu kién phu hop dé biéu hién axit nucleic theo diém 11

hozc 12 hodc vecto theo diém 13, qua do tao ra polypeptit.

16. Phuong phép theo diém 15, trong d6 polypeptit 13 dAb ma c6 trinh tu axit
amin duoc xac dinh 18 DOM1h-131-206 véi doan kéo dai cta alanin don & dau
tan cing C nhu duoc quy dinh trong SEQ ID NO 16 va bao gém budc duy tri
céc té bao chu E. coli duédi cac diéu kién phu hop dé biéu hién vecto pave0ll ma
biéu hién axit nucleic ctia SEQ ID NO 22,
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Fig.1: Tan sudt cla cac khadng thé khdng thudc cd san trong huyét thanh cla cac déi tugng khoe
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Fig.2: Trinh tu axit amin cla:

(a) dAb khong cai bién DOM 1H-131-206 (khang TNFR1)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO 1)

(b) dAb khéng cai bién DOM 1H-131-511 (khang TNFR1)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPVGQDPFYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO 2)

(c) dAb khong cai bién DOM 1H-131-202 (khang TNFR1)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO 3)

(d) Ddng VHH2(d) la dinh dang déc hiéu kép, c6 médun gan két IL6R lién két bdi GGGGSGGGS
véi mddun gan két albumin huyét thanh ngusi dugc mo ta trong W02010100135:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGRFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDN
AKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 4)

(e) Dong VHH2(e) la dinh dang dic hiéu kép, c phan tir gan két TNF lién két bdi phan tr gén
k&t albumin huyét thanh [an luot lién két vdi phan tir gan két TNF, st dung GGGGSGGGS
lam trinh tu' nGi nhu mo ta trong W02010077422:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGL
VQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTL
YLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPED
TAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 5)

-101-



Q)

22608

Fig.2 (ti€p):

Dong VHH2(f) la dinh dang don dac hiéu hda tri hai cha hai phan tlr giéng nhau gén két
Véi trinh ty ndi Ala-Ala-Ala, mdi modun 1a dAb ¢ thé g&n két khu vuc Al clia yéu t& Von-
Willebrand, nhu néu trong W02009115614:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRF
TISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAAAEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISR
DNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSS

(SEQ ID NO 6)

(g) Dong VHH2(d) la dinh dang déc hiéu kép, c6 md dun gan két IL6R gdn két bdi
GGGGSGGGS vdi mdédun gdn k&t albumin huyét thanh ngudi nhu mé ta trong
W02010100135 véi doan kéo dai alanin:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGRFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDN
AKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSA

(SEQ ID NO 7)

(h) Dong VHH2(e) 1a dinh dang déc hiéu kép, c6 md dun gan két TNF gan két véi modun
gan két albumin huyét thanh ngudi lan luct gan két véi modun gan két TNF, st dung
GGGGSGGGS lam trinh ty ndi nhu mo ta trong W02010077422 véi doan kéo dai alanin:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGL
VQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTL
YLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPED
TAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSA

(SEQ ID NO 8)

(i) Dong VHH2(f) la dinh dang don ddc hiéu hda tri hai chra hai moodun gidng nhau lién két

bai trinh tu ndi Ala-Ala-Ala, mbi md dun 1a dAb c6 thé gén két khu vuc Al cta yéu t& Von-
Willebrand, nhu trinh bay trong W02009115614 vd&i doan kéo dai alanin:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRF
TISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEY TFWGQGTQVTVSSAAAEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISR
DNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSA

(SEQ ID NO 9)

Fig.2 (ti€p):
(j) DOM 1H-574-208

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDKYSMGWVRQAPGKGLEWVSQISDTADRTYYAHAVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAIYTGRWVPFEYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 10)
(k) thé dung hgp DOM 1H-574-208-VL:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDKYSMGWVRQAPGKGLEWVSQISDTADRTYYAHAVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAIYTGRWVPFEYWGQGTLVTVSSASTDIQMTQSPSSLSA
SVGDRVTITCRASRPIGTTLSWYQQKPGKAPKLLILWNSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCAQAGTHPTTFGQGTKVEIKR

(SEQ ID NO 11)

() DT04-H-033 (dAb IL-13 g&c):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFADYGMAWVRQAPGKGLEWVSTISYNGLYTYYADSVKGRT

ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYEYSPESDFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 12)

(m) DOM10H-53-567

GVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFVFAWYDMGWVRQAPGKGLEWVSSIDWHGEVTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCATAEDEPGYDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 13)
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Fig.3:
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Fig.4: Anh hudng cta cac doan kéo dai don alanin 1&n cac dong VHH
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Fig.5: Ty |é gén két véi cac ADA: Dom131-206 dudi day lién quan dén Dom1h-131-206 dAb
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Fig.6a va Fig.6b: Trinh tu bién ddi chudi ndng va nhe cla mAb khang VH M2.3G10.1G06
(vung CDR dudc gach chan):

(a) Chudi nhe
DIVMTQSQKFMSPTVGDRVSITCKASONVGTAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRYTGVPDRFTGSGSGTDFTL
TINNMQSEDLADYFCQQYGSYPLTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO 14)

(b) Chudi néng
EVQLQQSGPVLVKPGASVKMSCKASGYTLTESYMHWVKQSHGKSLEWIGVISPYNGGTSYNQKFKDKATLTVD
KSSSTAYMELNSLTSEDSAVYYCTRRGIYYDPSWFAYWGQGTLVTVSA

(SEQ ID NO 15)

-107-



Tin hiéu huyét thanh ADA (RECL)

22608

Fig.7: Su canh tranh giita khdng VH ADA ¢4 sén va mAb M2.3G10.1G06

100001
e ©
1000 o o
[ ]
100- 6 ©
® .}'
10- ®
®
[ ]
1- ¢
0.1 ; T —_—
Q Q
& Y
Q N
N K

Tin hiéu khao nghiém su canh tranh cé nghia (RECL)

-108-



22608

Fig.8: Thé hién trinh tu axit amin cia dAb khang TNFR1 cai bién:

(a) dAb DOM1h-131-206 c6 doan kéo dai alanin don:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA
(SEQ ID NO 16)

(b) DOM1h-131-206 dAb vdi doan kéo dai alanin don va doan dot bién khung P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA
(SEQ ID NO 17)

(c) dAb DOM1h-131-206 c6 dot bién khung P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWYRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 18)

(d) dAb DOM1h-131-206 vd&i doan ndi dai & dau tan cung C ASTKG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG
(SEQ ID NO 19)

(e) dAb DOM1h-131-206 vd&i doan néi dai & dau tén cing C ASTKG va dot bién khung P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG
(SEQ ID NO 20)
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Fig.9: thé hién trinh tu axit amin cia dAb TNFR1

(a) DOM1h-131-206 dAb

GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCGGC

ATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGGT

AAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCATTTCTCGT

GATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGTGTACCATTGT

GCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCACCGTAAGCAGC
(SEQ ID NO 21)

(b) Dom1h-131-206 véi doan kéo dai alanin don
GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCGGC
ATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGGET
AAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCATTTCTCGT
GATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGTGTACCATTGT
GCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCACCGTAAGCAGCGC
G

(SEQ ID NO 22)

(c) Dom1h-131-206 vdi doan kéo dai dau tan cling ASTKG
GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCGGC
ATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGGET
AAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCATTTCTCGT
GATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGTGTACCATTGT
GCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCACCGTAAGCAGCGC
GTCTACCAAAGGT

(SEQ ID NO 23)
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Fig.10: thé hién trinh tu axit amin cia phan ti VHH:
(a) VHH khang IL6

GAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCAGC

GTCTGGTAGCGTTTTCAAAATCAACGTGATGGCGTGGTATCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGT
TGCGGGTATCATTTCTGGCGGTAGCACTTCCTACGCGGACTCCGTTAAAGGTCGTTTCACCATCAGCCGCGA
CAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGTTTACTATTGCGC

GTTCATCACCACCGAATCTGACTACGACCTGGGTCGTCGTTATTGGGGTCAGGGTACTCTGGTAACCGTATC
CTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCCGAAGTACAGCTGGTGGAATCTGGCGGTGGTCTGGTACAGC
CGGGTAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGTTTCACCTTCTCCAGCTTCGGTATGTCTTGGGTTC

GTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTAGCATCTCTGGCAGCGGTTCTGATACCCTGTACGCTG
ACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACTATCTCCCGCGACAACGCGAAAACCACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCT
GCGTCCGGAAGACACCGCTGTTTACTACTGCACCATCGGTGGTAGCCTGTCCCGTTCTTCTCAGGGTACCCT

GGTTACTGTGAGCTCT

(SEQ ID NO 24)

(b) VHH alpha khang TNF
GAAGTGCAGCTGGTAGAATCTGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCAGC
TTCTGGCTTCACCTTCTCCGACTACTGGATGTATTGGGTTCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGT
GTCTGAAATCAACACCAACGGCCTGATCACCAAATACCCGGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACCATCTCCCGC
GACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGTTTACTATTGT
GCGCGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACTCTGGTTACCGTAAGCTCTGGTGGTGGTGGATCC
GGCGGTGGTTCTGAAGTTCAGCTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTAACTCTCTGCGTCT
GTCTTGTGCGGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCTCTTTCGGTATGTCTTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGG
CCTGGAATGGGTTTCCTCTATCTCTGGTAGCGGTTCTGACACCCTGTACGCTGACTCTGTTAAAGGCCGCTT
CACCATCTCCCGTGACAACGCGAAAACCACCCTGTATCTGCAGATGAACTCCCTGCGTCCGGAAGATACCGC
TGTATACTACTGCACCATCGGTGGCTCTCTGTCTCGTTCTTCTCAGGGTACCCTGGTTACCGTATCTAGCGG
TGGTGGTGGATCCGGTGGCGGTAGCGAAGTTCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTG
GTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCAGCGTCTGGCTTCACCTTCAGCGATTACTGGATGTACTGGGTTCGTCAGG
CACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTGAAATCAACACCAACGGTCTGATCACCAAATACCCGGACAGCG
TGAAAGGTCGTTTCACCATCAGCCGTGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTC
CGGAAGACACTGCGGTTTATTACTGCGCACGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACCCTGGTTA
CTGTATCCTCT

(SEQ ID NO 25)
(c) VHH khang Willebrand Von

GAGGTACAGCTGGTGGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCAGC
TTCTGGCCGTACCTTCAGCTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGT
TGCGGCGATCTCTCGTACCGGTGGCTCTACCTACTATCCGGACTCCGTGGAAGGTCGTTTCACCATCTCCCG
CGACAACGCGAAACGTATGGTATACCTGCAGATGAACAGCCTGCGCGCTGAAGACACCGCGGTTTACTATTG
TGCTGCAGCGGGTGTTCGTGCTGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGTCCGAATACACCTTCTGGGGTCA
GGGTACCCAGGTTACCGTTTCTTCTGCAGCGGCGGAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTAC
AGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCTGCGTCTGGTCGCACCTTCTCCTACAACCCGATGGGTTGGT
TCCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGTAGCGGCAATCTCTCGCACTGGTGGCTCTACCTACTACC
CGGACTCTGTTGAAGGCCGCTTCACCATCTCTCGTGACAACGCGAAACGTATGGTGTACCTGCAGATGAACT
CCCTGCGTGCGGAAGACACCGCAGTTTATTACTGCGCGGCAGCTGGTGTTCGTGCAGAAGACGGTCGTGTT
CGTACCCTGCCGAGCGAATACACCTTCTGGGGTCAGGGTACCCAGGTAACCGTATCTTCT

(SEQ ID NO 26)
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Fig.10 (tiép):
(d) VHH khang IL6 vd&i doan kéo dai alanin don

GAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGC
GCAGCGTCTGGTAGCGTTTTCAAAATCAACGTGATGGCGTGGTATCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGAA
CTGGTTGCGGGTATCATTTCTGGCGGTAGCACTTCCTACGCGGACTCCGTTAAAGGTCGTTTCACCATCAGC

CGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGTTTACTAT

TGCGCGTTCATCACCACCGAATCTGACTACGACCTGGGTCGTCGTTATTGGGGTCAGGGTACTCTGGTAACC
GTATCCTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCCGAAGTACAGCTGGTGGAATCTGGCGGTGGTCTGGT
ACAGCCGGGTAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGTTTCACCTTCTCCAGCTTCGGTATGTCTTG

GGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTAGCATCTCTGGCAGCGGTTCTGATACCCTGTA
CGCTGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACTATCTCCCGCGACAACGCGAAAACCACCCTGTACCTGCAGATGAA

CTCTCTGCGTCCGGAAGACACCGCTGTTTACTACTGCACCATCGGTGGTAGCCTGTCCCGTTCTTCTCAGGG

TACCCTGGTTACTGTGAGCTCTGCG

(SEQ ID NO 27)

(e) VHH alpha khang TNF vai doan kéo dai alanin don

GAAGTGCAGCTGGTAGAATCTGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGC
GCAGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCGACTACTGGATGTATTGGGTTCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGTCTGGAA
TGGGTGTCTGAAATCAACACCAACGGCCTGATCACCAAATACCCGGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACCATC
TCCCGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGTTTAC
TATTGTGCGCGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACTCTGGTTACCGTAAGCTCTGGTGGTGGT
GGATCCGGCGGTGGTTCTGAAGTTCAGCTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTAACTCTCT
GCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCTCTTTCGGTATGTCTTGGGTTCGTCAGGCACCGGG
TAAAGGCCTGGAATGGGTTTCCTCTATCTCTGGTAGCGGTTCTGACACCCTGTACGCTGACTCTGTTAAAGG
CCGCTTCACCATCTCCCGTGACAACGCGAAAACCACCCTGTATCTGCAGATGAACTCCCTGCGTCCGGAAGAT
ACCGCTGTATACTACTGCACCATCGGTGGCTCTCTGTCTCGTTCTTCTCAGGGTACCCTGGTTACCGTATCTA
GCGGTGGTGGTGGATCCGGTGGCGGTAGCGAAGTTCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCG
GGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCAGCGTCTGGCTTCACCTTCAGCGATTACTGGATGTACTGGGTTCGT
CAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTGAAATCAACACCAACGGTCTGATCACCAAATACCCGGAC
AGCGTGAAAGGTCGTTTCACCATCAGCCGTGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTG
CGTCCGGAAGACACTGCGGTTTATTACTGCGCACGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACCCTG
GTTACTGTATCCTCTGCG

(SEQ ID NO 28)

(f) VHH khang Willebrand Von vd&i doan kéo dai alanin daon

GAGGTACAGCTGGTGGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCAGC
TTCTGGCCGTACCTTCAGCTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGT
TGCGGCGATCTCTCGTACCGGTGGCTCTACCTACTATCCGGACTCCGTGGAAGGTCGTTTCACCATCTCCCG
CGACAACGCGAAACGTATGGTATACCTGCAGATGAACAGCCTGCGCGCTGAAGACACCGCGGTTTACTATTG
TGCTGCAGCGGGTGTTCGTGCTGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGTCCGAATACACCTTCTGGGGTCA
GGGTACCCAGGTTACCGTTTCTTCTGCAGCGGCGGAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTAC
AGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCTGCGTCTGGTCGCACCTTCTCCTACAACCCGATGGGTTGGT
TCCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGTAGCGGCAATCTCTCGCACTGGTGGCTCTACCTACTACC
CGGACTCTGTTGAAGGCCGCTTCACCATCTCTCGTGACAACGCGAAACGTATGGTGTACCTGCAGATGAACT
CCCTGCGTGCGGAAGACACCGCAGTTTATTACTGCGCGGCAGCTGGTGTTCGTGCAGAAGACGGTCGTGTT
CGTACCCTGCCGAGCGAATACACCTTCTGGGGTCAGGGTACCCAGGTAACCGTATCTTCTGCG
(SEQ ID NO 29)
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Fig.11: trinh tu axit amin ctla dAb mAb:VL

(@) phan t mAb-VL ‘735 (dAb IL-13mAb: IL-4Vkappa):

(i) Trinh tu chudi ndng cla phan tir ‘735
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFYIKDTYMHWVRQAPGQGLEWMGTIDPANGNTKYVPKFQGRVTITA
DESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHVDDYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGKGSTVAAPSGSTVAAPSGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKPGKAPKL
LIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY

CQQEGWGPPTFGQGTKVEIKR

(SEQ ID NO 30)

(i) Trinh tw chudi nhe phan tir 735

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQNIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKISDRFSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEADDVGIYYCFQGSHVPWTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 31)

(b) MAb-VL 15014

(i) Trinh tu’ chudi ndng phan tir 15014
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKD
TSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGKGSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKPGKAPKLLIAWASSLQGGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQP EDFATYYCQQEGWGPPTFGQGTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 32)

(i) Trinh tu' chudi nhe phan tr 15014

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 33)
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Fig.11 (ti€p):

(c) ) mAb-VL 15019

(i) Trinh tu chudi ndng (thanh phan mAb dugc gach chan, trinh tu ndi dugc in nghiéng, thanh phan
dAb VL sau trinh tu ndi dugc in dam)
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGYSWIRQPPGKGLEWLAHTYWDDDKRYNPSLKSRLTISKD
TSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK GSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKPGKAPKLLIAWAS
SLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTFGQGTKVEIKRT

(SEQ ID NO 34)

(ii) trinh tu chudi L cla mAb-VL 15019
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 35)

(d) ) mAb-VL 15020

(i) Trinh tu chudi n&ng (thanh phan mAb dugc gach chan, trinh tu ndi dugc in nghiéng, thanh phan
dAb VL sau trinh tu ndi dugc in dam):
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHTYWDDDKRYNPSLKSRLTISKD
TSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOQKSL
SLSPGK GSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKPGKAPKLLIAWAS
SLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTFGQGTKVEIKRTV

(SEQ ID NO 36)
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Fig.11 (ti€p):

(d i) trinh tu chudi L cia mAb-VL 15020

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 37)

(e) ) mAb-VL 15021
(i) Trinh tu chudi ndng (thanh phan mAb dugc gach chan, trinh tu néi dugc in nghiéng, thanh phan
dAb VL sau trinh tu’ ndi dugc in dam):

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHTYWDDDKRYNPSLKSRLTISKD

TSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG

CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOQKSL
SLSPGKGSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKPGKAPKLLIAWAS
SLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTFGQGTKVEIK

(SEQ ID NO 38)

(ii) trinh tu chudi L clia mAb-VL 15021

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 39)
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Fig.12: trinh tu axit amin cla phan tf Vh-Vk dAb-fc-dAb

(a) DMS30045: DOM15-26-597 dAb N-(trinh tw ndi VEPKSSDK) & dAb dai C tan clung K-044-085
((TGLDSP)x4)
EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNT
LYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQ
GTKVEIKR

(SEQ ID NO 40)

(b) DMS30046: DMS1576 v&i dAb dAu tan cling C K-044-085 ((TGLDSP)x4)
EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNT
LYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEI
KR

(SEQ ID NO 41)

(c) DMS30047 (chira du tan cling C) : dAb DOM15-26-597 N-(trinh tu n3i VEPKSSDK ) & dAb
dau tan cling C K-044-085 trir R & dau tan cung C ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIOMTQSPSSLSASYV
GDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYP
HTFGQGTKVEIK

(SEQ ID NO 42)
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Fig.12 (ti€p):

(d) DMS30048 (chira dAu tan cling C cai bién): dAb DOM15-26-597 N-(trinh tw ndi VEPKSSDK )
& dAb dau tan cling C K-044-085 + A ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYP
HTFGQGTKVEIKRA

(SEQ ID NO 43)

() DMS30049 (chia dau tan ciing C bién d8i): dAb DOM15-26-597 N-(trinh tu ndi VEPKSSDK) &
dAb dau tan cling C K-044-085 +AAA ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYP
HTFGQGTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 44)

(f) DMS30050 (chira dau tén cting C bién d6i): dAb DOM15-26-597 N-(trinh tu nSi VEPKSSDK) &
dAb dau tan cung C K-044-085 +T ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWYVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASYV
GDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYP
HTFGQGTKVEIKRT

(SEQ ID NO 45)
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Fig.12 (ti€p):

(g) DMS30051 (ch(ra dau tan cung C bién d6i): DMS1576 vdi dAb tan cling C K-044-085 trlr R dau
tan cung C ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIOMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQ
GTKVEIK

(SEQ ID NO 46)

(h) DMS30052 (chira dau tan cling C bién d6i): DMS1576 vdi dAb dau tan cing C K-044-085 +A
((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQ
GTKVEIKRA

(SEQ ID NO 47)

(i) DMS30053 (chifa d3u tan cling C bién ddi): DMS1576 vdi dAb d3u tan cling C K-044-085 +AAA
((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWYVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQ
GTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 48)
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Fig.12 (ti€p):

(j) DMS30054 (chira dau tin ctng C bién ddi): DMS1576 véi dAb dau tan cling C K-044-085 +T
((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQ
GTKVEIKRT

(SEQ ID NO 49)
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DANH MUC TRINH TU

<110> Glaxo Group Limited

Morley, Peter
Lewis, Alan

Sandal, Thomas
Ashman, Claire
Steward, Michael

De Wildt,Rudolf
Holland, Claire
Birchler, Mary

<120> vling bién déi globulin mién dich don va duoc pham chiraviing bién doi ndy

<130> PB64743wo

<150> US 61/524,488
<151> 2011-08-17

<150> GB 1121226.3
<151> 2011-12-12

<150> GB 1121233.9
<151> 2011-12-12

<150> GB 1121236.2
<151> 2011-12-12

<150> PCT/EP2012/064632
<151> 2012-07-25

<160> 49
<170> FastSEQ dbéi v&i Windows phién ban 4.0

<210> 1

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> dRb khéng cai bién DOM 1H-131-206 (khang TNFR1)

<400> 1
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 Ala His Glu
20 25 30
Thr Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser His Ile Pro Pro Asp Gly Gln Asp Pro Phe 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 His Cys
85 90 95
Ala Leu Leu Pro Lys Arg Gly Pro Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
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LDT248
Textbox
vùng biến đổi globulin miễn dịch đơn và dược phẩm chứa vùng biến đổi này


<210> 2

<211> 119
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 2

Glu Val Gln
1

Ser

Leu Arg

Thr Met Val
35
His Ile
50
Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Leu Leu

Thr Val

115

Leu

<210> 3

<211> 119
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3
Glu Val
1
Ser

Gln

Leu Arg

Thr Val
35
Ile

Met

His
50
Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Leu Leu

Thr Val

115

Leu

<210> 4
<211> 245
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> VHH2

<400> 4

dAb khoéng

Leu
Leu
20

Trp
Pro
Phe
Asn
Pro

100
Thr

Leu
Leu
20

Trp
Pro
Phe
Asn
Pro

100
Thr

Trinh ty nhén

cai

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Lys

Val

Trinh tu nhén

dAb khéng cai

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Lys

Val

tu nhéan

tao

22608

bién DOM 1H-131-511

Glu
Cys
Arg
Val
Ile
70

Leu

Arg

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Ser

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Gly
25
Ala Pro Gly
40
Gln Asp Pro

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
90
Pro Trp Phe
105

bién DOM 1H-131-202

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Arg

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Ser

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Gly
25
Ala Pro Gly
40
Gln Asp Pro

Arg Asp Asn
Ala Glu Asp
90

Pro Trp Phe
105
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(khdng TNFR1)

Leu Val Gln Pro

Phe Thr Phe Ala
30
Leu Glu
45

Ala

Lys Gly

Phe Tyr
60

Lys

Asp

Ser Asn Thr

75

Thr Ala Val Tyr

Asp Tyr Trp Gly

110

(khdng TNFR1)

Leu Val Gln Pro

Phe Thr Phe Ala
30
Leu Glu
45

Ala

Lys Gly

Phe Tyr
60

Lys

Asp

Ser Asn Thr

75

Thr Ala Val Tyr

Asp Tyr Trp Gly

110

Gly
15

His
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Gly
15

His
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Gly
Glu
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Glu
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly



Glu
Ser
Val
Ala
Gly
Gln
Phe
Gln
Gly
Gly
145
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

225
Val

Val
Leu
Met
Gly
Arg
Met
Ile
Gly
Ser
130
Asn
Phe
Val
Val
Tyr
210
Cys

Thr

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 5

Glu
1
Ser
Trp
Ser
Lys
65
Leu
Ala
Val
Val
Ser

145
Val

Val
Leu
Met
Glu
50

Gly
Gln
Arg
Ser
Glu
130
Cys

Arg

Gln
Arg
Ala
35

Ile
Phe
Asn
Thr
Thr
115
Glu
Ser
Gly
Ser
Lys
195
Leu

Thr

Val

363
PRT
Trinh

VHH2

Gln
Arg
Tyr
35

Ile
Arg
Met
Ser
Ser
115
Ser

Ala

Gln

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Thr
Ser
Thr
100
Leu
Val
Leu
Met
Ser
180
Gly
Gln
Ile

Ser

Val
Ser
Tyr
Ser
Ile
Leu
85

Glu
Val
Gln
Arg
Ser
165
Ile
Arg
Met

Gly

Ser
245

tu nhén

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Pro
100
Gly
Gly
Ala

Ala

Val
Ser
Val
Thr
Thr
Ser
85

Ser
Gly
Gly
Ser

Pro

Glu
Cys
Arg
Gly
Ser
70

Arg
Ser
Thr
Leu
Leu
150
Trp
Ser
Phe

Asn

Gly
230

tao

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu
Gly
Gly
Gly
Gly

150
Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
Arg
Pro
Asp
Val
Val
135
Ser
Val
Gly
Thr
Ser

215
Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Phe
Gly
Leu
135
Phe

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Asp
Glu
Tyr
Ser
120
Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
200

Leu

Leu

Gly
Ala
Ala
40

Leu
Arg
Pro
Asn
Ser
120
Val
Thr

Gly

22608

Gly Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly
Thr Ser
Asn Ala
Asp Thr
90
Asp Leu
105
Ser Gly
Ser Gly
Ala Ala
Gln Ala
170
Gly Ser
185
Ser Arg
Arg Pro

Ser Arg

Gly Gly
Ser Gly
25

Pro Gly
Ile Thr
Asp Asn
Glu Asp
Arg Gly
105

Gly Gly
Gln Pro

Phe Ser

Leu Glu

-122-

Leu
Ser
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Gly
Gly
Gly
Ser
155
Pro
Asp
Asp

Glu

Ser
235

Leu
Phe
Lys
Lys
Ala
75

Thr
Gln
Gly
Gly
Ser

155
Trp

Val
Val
Gly
Ala
60

Asn
Val
Arg
Gly
Gly
140
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

220
Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Asn
140
Phe

Val

Gln
Phe
Arg
Asp
Thr
Tyr
Arg
Gly
125
Leu
Phe
Lys
Leu
Ala
205

Thr

Gln

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn
Val
Thr
Glu
125
Ser

Gly

Ser

Pro
Lys
30

Glu
Ser
Leu
Tyr
Tyr
110
Ser
Val
Thr
Gly
Tyr
190
Lys

Ala

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
110
Val
Leu

Met

Ser

Gly
15

Ile
Leu
Val
Tyr
Cys
95

Trp
Gly
Gln
Phe
Leu
175
Ala
Thr
Val

Thr

Gly
Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Val
Gln
Arg

Ser

Ile

Gly
Asn
Val
Lys
Leu
80

Ala
Gly
Gly
Pro
Ser
160
Glu
Asp
Thr
Tyr

Leu
240

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Leu
Leu
Trp

160
Ser
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165 170 175
Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190
Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
195 200 205
Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Ile Gly Gly
210 215 220
Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
245 250 255
Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
260 265 270
Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala
275 280 285
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Glu Ile Asn Thr Asn Gly Leu
290 295 300
Ile Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
305 310 315 320
Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro
325 330 335
Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn
340 345 350
Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
355 360

<210> 6

<211> 259

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> VHH2

<400> 6
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn
20 25 30
Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Val
35 40 45
Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg Met Val 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 Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro
100 105 110
Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
Ala Ala Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
130 135 140
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe
145 150 155 160
Ser Tyr Asn Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg
165 170 175
Glu Leu Val Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro
180 185 190
Asp Ser Val Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg
195 200 205
Met Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
210 215 220

-123-



Tyr
225
Thr

Val

Tyr Cys Ala Ala

Leu

Ser

<210> 17

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 7

Glu
1

Ser
Trp
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Val
Val
Ser
145
Val
Gly
Thr
Ser
Ser
225
Gly
Gly
Ser
Pro
Ile
305
Asp
Glu

Arg

Val
Leu
Met
Glu
50

Gly
Gln
Arg
Ser
Glu
130
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
210
Leu
Gly
Gly
Gly
Gly
290
Thr
Asn

Asp

Gly

Pro

Ser

364
PRT
Trinh

VHH2

Gln
Arg
Tyr
35

Ile
Arg
Met
Ser
Ser
115
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
195
Arg
Ser
Gly
Leu
Phe
275
Lys
Lys
Ala

Thr

Gln
355

Ser

Glu
245

tu nhén

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Pro
100
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
180
Arg
Pro
Arg
Ser
Val
260
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

340
Gly

Val
Ser
Val
Thr
Thr
Ser
85

Ser
Gly
Gly
Ser
Pro
165
Asp
Asp
Glu
Ser
Gly
245
Gln
Phe
Leu
Pro
Asn
325

Val

Thr

22608

Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg

230

235

240

Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr

tao

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu
Gly
Gly
Gly
Gly
150
Gly
Thr
Asn
Asp
Ser
230
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
310
Thr

Tyr

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Phe
Gly
Leu
135
Phe
Lys
Leu
Ala
Thr
215
Gln
Gly
Gly
Asp
Trp
295
Ser
Leu

Tyr

Val

Gly
Ala
Ala
40

Leu
Arg
Pro
Asn
Ser
120
Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
200
Ala
Gly
Ser
Gly
Tyr
280
Val
Val
Tyr

Cys

Thr
360

250

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Ile Thr
Asp Asn

Glu Asp
90

Arg Gly

105

Gly Gly

Gln Pro
Phe Ser

Leu Glu
170

Ala Asp

185

Thr Thr

Val Tyr
Thr Leu

Glu Val
250

Ser Leu

265

Trp Met

Ser Glu
Lys Gly
Leu Gln

330
Ala Arg

345
Val Ser
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Leu
Phe
Lys
Lys
Ala
75

Thr
Gln
Gly
Gly
Ser
155
Trp
Ser
Leu
Tyr
Val
235
Gln
Arg
Tyr
Ile
Arg
315
Met

Ser

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Asn
140
Phe
Val
Val
Tyr
Cys
220
Thr
Leu
Leu
Trp
Asn
300
Phe
Asn

Pro

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn
Val
Thr
Glu
125
Ser
Gly
Ser
Lys
Leu
205
Thr
Val
Val
Ser
Val
285
Thr
Thr

Ser

Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
110
Val
Leu
Met
Ser
Gly
190
Gln
Ile
Ser
Glu
Cys
270
Arg
Asn
Ile

Leu

Gly
350

255

Gly
Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Val
Gln
Arg
Ser
Ile
175
Arg
Met
Gly
Ser
Ser
255
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

335
Phe

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Leu
Leu
Trp
160
Ser
Phe
Asn
Gly
Gly
240
Gly
Ala
Ala
Leu
Arg
320
Pro

Asn
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<210> 8

<211> 364

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> VHH2

<400> 8
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu Ile Asn Thr Asn Gly Leu Ile Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu
115 120 125
Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu
130 135 140
Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met Ser Trp
145 150 155 160
Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser
165 170 175
Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190
Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
195 200 205
Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Ile Gly Gly
210 215 220
Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
245 250 255
Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
260 265 270
Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala
275 280 285
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Glu Ile Asn Thr Asn Gly Leu
290 295 300
Ile Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
305 310 315 320
Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro
325 330 335
Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn
340 345 350
Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
355 360

<210> 9

<211> 260

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
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<223> VHH2

<400> 9
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Tyr Asn
20 25 30
Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Val
35 40 45
Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg Met Val 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 Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg Thr Leu Pro
100 105 110
Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
Ala Ala Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
130 135 140
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe
145 150 155 160
Ser Tyr Asn Pro Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg
165 170 175
Glu Leu Val Ala Ala Ile Ser Arg Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro
180 185 190
Asp Ser Val Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Arg
195 200 205
Met Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
210 215 220
Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala Gly Val Arg Ala Glu Asp Gly Arg Val Arg
225 230 235 240
Thr Leu Pro Ser Glu Tyr Thr Phe Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr
245 250 255
Val Ser Ser Ala
260

<210> 10

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Dom 1h-574-208

<400> 10
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 Asp Lys Tyr
20 25 30
Ser Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gln Ile Ser Asp Thr Ala Asp Arg Thr Tyr Tyr Ala His Ala 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 Ile Tyr Thr Gly Arg Trp Val Pro Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

-126-



<210> 11
<211> 23

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 11
Glu Val Gln Leu

1
Ser

Ser
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Thr
Ser
Cys
145
Lys
Gln
Phe

Tyr

Lys
225

Leu
Met
Gln
50

Gly
Gln
Ile
Leu
Pro
130
Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

210
Val

<210> 12
<211> 11

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 12
Glu Val Gln Leu

1
Ser

Gly
Ser
Lys

65
Gln

Leu
Met
Thr
50

Gly

Met

0

PRT
Trinh ty nhdn tao

Arg Leu
20

Gly Trp

35

Ile Ser

Arg Phe
Met Asn
Tyr Thr
100
Val Thr
115
Ser Ser
Ala Ser
Gly Lys
Gly Val
180
Leu Thr
195
Ala Gln

Glu Ile

9

PRT
Trinh tyu nhéan

DT04-H-033

Arg Leu
20

Ala Trp

35

Ile Ser

Arg Thr

Asn Ser

Leu
Ser
Val
Asp
Thr
Ser
85

Gly
Val
Leu
Arg
Ala
165
Pro
Ile

Ala

Lys

(dAb IL

Leu
Ser
Val
Tyr
Ile

Leu
85

Glu
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
Arg
Ser
Ser
Pro
150
Pro
Ser
Ser

Gly

Arg
230

tao

Glu
Cys
Arg
Asn
Ser

70
Arg

Ser
Ala
Gln
Ala
55

Ser
Arg
Trp
Ser
Ala
135
Ile
Lys
Arg

Ser

Thr
215

13

Ser
Ala
Gln
Gly
Arg

Ala

22608

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Asp Arg

Arg Asp
Ala Glu

Val Pro
105

Ala Ser

120

Ser Val

Gly Thr
Leu Leu
Phe Ser

185
Leu Gln

200
His Pro

gbe)

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Leu Tyr

Asp Asn

Glu Asp

Thé dung hogp Dom 1h-574-208-VL

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Phe
Thr
Gly
Thr
Ile
170
Gly

Pro

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Ser

Thr
90

-127-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Glu
Asp
Asp
Leu
155
Leu
Ser

Glu

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys

75
Ala

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ile
Arg
140
Ser
Trp
Gly

Asp

Phe
220

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Asn

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Trp
Gln
125
Val
Trp
Asn
Ser
Phe

205
Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Thr

Tyr

Pro
Asp
30

Glu
His
Thr
Tyr
Gly
110
Met
Thr
Tyr
Ser
Gly
190
Ala

Gln

Pro
Ala
30

Glu
Asp

Leu

Tyr

Gly
15

Lys
Trp
Ala
Leu
Tyr
95

Gln
Thr
Ile
Gln
Arg
175
Thr
Thr

Gly

Gly
15

Asp
Trp
Ser

Tyr

Cys
95

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Gly
Gln
Thr
Gln
160
Leu
Asp
Tyr

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Leu

80
Ala



22608

Lys Tyr Glu Tyr Ser Pro Glu Ser Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 13

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Dom 10h-53-567

<400> 13
Gly Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Asp Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ser Ser Ile Asp Trp His Gly Glu Val Thr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ala Thr Ala Glu Asp Glu Pro Gly Tyr Asp
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 14

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> mAb kh&ng VH M2.3G10.1G06

<400> 14
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe
1 5 10

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser
20 25

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

35 40
Tyr Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70

Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Gln Gln

85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100 105

<210> 15
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

-128-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Val
Val
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Ser
Asn
Pro
Asp
Asn

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Val
Lys
45

Arg

Asn

Ser

110

Pro
Ala
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Thr
Gly
30

Leu
Phe

Met

Tyr

Gly
15

Trp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Val
15

Thr
Leu
Thr
Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Ala
Ile
Gly
Ser

80
Leu



<223> mAb khang

<400> 15

Glu Val Gln Leu

1
Ser

Tyr
Gly
Lys
65

Met

Thr

Gln

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

Val
Met
Val
50

Asp
Glu

Arg

Gly

<220>

<223>

<400>

16
120
PRT
Trinh tu nhén

16

Lys Met
20

His Trp

35

Ile Ser

Lys Ala
Leu Asn
Arg Gly

100

Thr Leu
115

Glu Val Gln Leu

1
Ser

Thr
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Thr

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

Leu
Met
His
50

Gly
Gln

Leu

Leu

<220>

<223>

<400>

17

120
PRT
Trinh ty nhén

17

Arg Leu
20

Val Trp

35

Ile Pro

Arg Phe
Met Asn
Leu Pro

100

Val Thr
115

VH M2.3G10.1G06

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Ile

Val

DOM1h-131-206

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Lys

Val

DOM1h-131-206

Glu Val Gln Leu Leu

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Thr Met Val Trp Val

35

Ser His Ile Pro Pro

Gln
Cys
Lys
Tyr
Leu
70

Leu
Tyr

Thr

tao

dAb

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Arg

Ser

tao

Glu
Cys
Arg

Asp

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Thr
Tyr

Val

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Ser

Ser
Ala
Gln

Gly

Gly
Ala
Ser
40

Gly
Val
Ser

Asp

Ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Gln
Arg
Ala

Pro

Ala
120

Gly
Ala
Ala

40
Gln

22608

Pro Val
10

Ser Gly

25

His Gly

Gly Thr
Asp Lys
Glu Asp
Pro Ser

105
Ala

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Pro
Asp Asn
Glu Asp

Trp Phe
105

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Pro

-129-

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser
75

Ser

Trp

Leu
Phe
Lys
Phe
Ser
75

Thr

Asp

Leu
Phe
Lys

Phe

Val
Thr
Ser
Tyr
60

Ser

Ala

Phe

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Val
Thr
Gly

Tyr

Lys
Leu
Leu
45

Asn
Ser

Val

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Trp

Gln
Phe
Leu

45
Ala

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Tyr
110

Pro
Ala
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Ala
Ala
30

Glu

Asp

Gly
15

Glu
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Trp

Gly
15

His
Trp
Ser
Leu
His
95

Gln

Gly
15
His

Trp

Ser

Ala
Ser
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Glu
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Glu
Val

Val



Lys
65

Leu
Ala

Thr

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

50
Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Leu Leu Pro

100

Leu Val Thr
115

18
119
PRT

<220>

<223>

<400> 18

Glu
1
Ser
Thr
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Thr

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

Val Gln Leu

Leu Arg Leu
20

Val Trp

35

Ile Pro

Met

His
50
Gly Arg Phe

Gln Met Asn
Leu Pro

100
Val Thr
115

Leu

Leu

19
124
PRT

<220>

<223>

<400> 19
Glu Val Gln Leu Leu

1
Ser

Thr
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Thr

Leu Arg Leu

20
Val Trp
35

Ile Pro

Met

His
50
Gly Arg Phe

Gln Met Asn
Leu Pro

100
Val Thr
115

Leu

Leu

DOM1h-131-

DOM1h-131-

Thr
Ser
85

Lys

Val

Trinh ty nhén

206

Leu
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Lys

Val

Trinh tyu nhén

206

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Lys

Val

Ile
70
Leu

Arg

Ser

tao

dAb

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Arg

Ser

tao

dAb

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Arg

Ser

55
Ser

Arg
Gly

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Gly

Ser

Arg
Ala
Pro

Ala
120

Gly
Ala
Ala
40

Gln
Arg

Ala

Pro

Gly
Ala
Ala
40

Gln
Arg
Ala

Pro

Ala
120

22608

Asp Asn

Glu Asp
90
Trp Phe
105

Gly Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Asp Pro

Asp Asn

Glu Asp
90
Trp Phe

105

Gly Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Asp Pro

Asp Asn

Glu Asp

Trp Phe
105

Ser Thr

-130-

Ser
75
Thr

Asp

Leu
Phe
Lys
Phe
Ser
75

Thr

Asp

Leu
Phe
Lys
Phe
Ser
75

Thr

Asp

Lys

60
Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Gly
110

Val Gln Ala

Thr Phe Ala
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Gly

110

Val Gln Pro

Thr Phe Ala
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Gly
110
Gly

Leu
His
95

Gln

Gly
15

His
Trp
Ser
Leu
His

95
Gln

Gly
15

His
Trp
Ser
Leu
His

95
Gln

Tyr
80
Cys

Gly

Gly
Glu
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Glu
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly



22608

<210> 20
<211> 124
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> DOM1h-131-206 dARb
<400> 20
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Thr Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser His Ile Pro Pro Asp Gly Gln Asp Pro Phe
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Leu Leu Pro Lys Arg Gly Pro Trp Phe Asp
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
115 120
<210> 21
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> DOM1h-131-206 dAb
<400> 21
gaagtacaac tgctggagag cggtggcggce ctggttcaac
tcctgtgcecgg catctggttt caccttcgca cacgaaacga
ccgggcaaag gcctggaatg ggtaagccac attcctccag
gcggattccg ttaagggtcg ctttaccatt tctcgtgata
ctgcagatga actccctgecg cgccgaggat actgcggtgt
aaacgtggcc cgtggttcga ttactggggt cagggtactce
<210> 22
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Domlh-131-206
<400> 22
gaagtacaac tgctggagag cggtggcggc ctggttcaac
tcctgtgecgg catctggttt caccttcgca cacgaaacga
ccgggcaaag gcctggaatg ggtaagccac attcctccag
gcggattceg ttaagggtcg ctttaccatt tctcgtgata
ctgcagatga actccctgcg cgccgaggat actgcggtgt
aaacgtggcc cgtggttcga ttactggggt cagggtactc
<210> 23
<211> 372
<212> ADN

-131-

Val Gln Ala

Thr Phe Ala
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Gly
110
Gly

cgggtggtte
tggtgtgggt
atggccagga
actccaaaaa
accattgtgce
tggtcaccgt

cgggtggttc
tggtgtgggt
atggccagga
actccaaaaa
accattgtgce
tggtcaccgt

Gly
15
His

Gly
Glu

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
His Cys
95

Gln Gly

cctgegectg
tcgccaagcet
cccattctat
caccctgtac
gctgctgect
aagcagc

cctgcgectg
tcgccaaget
cccattctat
caccctgtac
gctgctgect
aagcagcgcg

60

120
180
240
300
357

60

120
180
240
300
360



<213>

<220>
<223>

<400> 23

gaagtacaac
tcctgtgegg
ccgggcaaag
gcggattccg
ctgcagatga
aaacgtggcece
tctaccaaag

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

24
735
ADN

<220>
<223>

<400> 24

gaagtgcagc
tcttgecgeag
ccgggtaaag
gactccgtta
cagatgaact
gaatctgact
tctggtggtyg
ctggtacagc
agcttcggta
atctctggceca
tccegegaca
accgctgttt
gttactgtga

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

25
1089
ADN

<220>
<223>

<400> 25

gaagtgcagce
tcttgcgeag
ccgggtaaag
ccggactccg
ctgcagatga
tctggtttca
ggcggtggtt
tctetgegte
gttcgtcagg
gacaccctgt
accaccctgt
accatcggtg
ggtggtggat
cagccgggtg
tggatgtact
accaacggtc
gacaacgcga
gtttattact

Domlh-131-206

tgctggagag
catctggttt
gcctggaatg
ttaagggtcg
actccctgceg
cgtggttcga
gt

VHH khéng IL6

tggttgaatc
cgtctggtag
gtcgtgaact
aaggtcgttt
ctctgcgtcce
acgacctggg
gtggttctgg
cgggtaactc
tgtcttgggt
gcggttctga
acgcgaaaac
actactgcac
gctct

VHH alpha khang

tggtagaatc
cttctggctt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
actctctgceg
accgtggtca
ctgaagttca
tgtcttgtge
caccgggtaa
acgctgactc
atctgcagat
gctctctgte
ccggtggegg
gttctctgcg
gggttcgtca
tgatcaccaa
aaaacaccct
gcgcacgttc

22608

Trinh tu nhén tao

cggtggcgge
caccttcgca
ggtaagccac
ctttaccatt
cgccgaggat
ttactggggt

Trinh ty nhidn tao

tggcggtggt
cgttttcaaa
ggttgcgggt
caccatcagc
ggaagatacc
tcgtegttat
tggtggttcc
tctgcgtctg
tcgtcaggcea
taccctgtac
caccctgtac
catcggtggt

Trinh ty nhan tao

TNF

tggcggtggt
caccttctecc
ggtgtctgaa
tttcaccatc
tccggaagat
gggtactctg
gctggttgaa
ggcttctggce
aggcctggaa
tgttaaaggc
gaactccctg
tcgttettet
tagcgaagtt
tctgtettgt
ggcaccgggt
atacccggac
gtacctgcag
tcegtetggt

ctggttcaac
cacgaaacga
attcctccag
tctcgtgata
actgcggtgt
cagggtactec

ctggttcagce
atcaacgtga
atcatttctg
cgcgacaacg
gcggtttact
tggggtcagg
gaagtacagc
tcttgtgegg
ccgggtaaag
gctgactccg
ctgcagatga
agcctgtecce

ctggtacagce
gactactgga
atcaacacca
tcecegegaca
accgcggttt
gttaccgtaa
agcggtggtyg
ttcaccttct
tgggtttect
cgcttcacca
cgtccggaag
cagggtaccc
cagctggttg
gcagcgtctg
aaaggtctgg
agcgtgaaag
atgaactctc
ttcaaccgtg

-132-

cgggtggtte
tggtgtgggt
atggccagga
actccaaaaa
accattgtge
tggtcaccgt

cgggtggttc
tggcgtggta
gcggtagcecac
cgaaaaacac
attgcgcgtt
gtactctggt
tggtggaatc
cttctggttt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
actctctgcg
gttcttctca

cgggtggtte
tgtattgggt
acggcctgat
acgcgaaaaa
actattgtgc
gctctggtgg
gtctggtaca
cctctttegg
ctatctctgg
tctcecegtga
ataccgctgt
tggttaccgt
aatctggcgg
gcttcacctt
aatgggtgtc
gtcgtttcac
tgcgtccgga
gtcagggtac

cctgcgectg
tcgccaagcet
cccattctat
caccctgtac
gctgctgect
aagcagcgcg

tctgcgtcetg
tcgtcaggcet
ttecctacgeg
cctgtacctg
catcaccacc
aaccgtatcc
tggcggtggt
caccttctcce
ggtgtctagce
tttcactatc
tccggaagac
gggtaccctg

tctgcgtcectg
tcgtcaggeg
caccaaatac
caccctgtac
gcgttcteceg
tggtggatcc
gccgggtaac
tatgtcttgg
tagcggttcet
caacgcgaaa
atactactgc
atctagcggt
tggtctggtt
cagcgattac
tgaaatcaac
catcagccgt
agacactgcg
cctggttact

60

120
180
240
300
360
372

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
735

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080



gtatcctct

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

26
771
ADN

<220>
<223>

<400> 26

gaggtacagc
tcttgcgecag
ccgggtaaag
ccggactceg
ctgcagatga
gttcgtgctg
ggtacccagg
ggtctggtac
tcctacaacc
gcaatctctc
atctctcgtg
gacaccgcag
accctgccga

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

27
738
ADN

<220>
<223>

<400> 27

gaagtgcagc
tcttgcgeag
ccgggtaaag
gactccgtta
cagatgaact
gaatctgact
tctggtggtg
ctggtacagce
agcttcggta
atctctggca
tccecgegaca
accgctgttt
gttactgtga

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

28
1092
ADN

<220>
<223>

<400> 28

gaagtgcagc
tcttgcgcecag
ccgggtaaag
ccggactcceg
ctgcagatga
tctggtttca
ggcggtggtt

tggtggaaag
cttctggccg
gtcgtgaact
tggaaggtcg
acagcctgceg
aagacggtecg
ttaccgtttc
agccgggtgg
cgatgggttg
gcactggtgg
acaacgcgaa
tttattactg
gcgaatacac

VHH khang IL6

tggttgaatc
cgtctggtag
gtcgtgaact
aaggtcgttt
ctctgcgtcecc
acgacctggg
gtggttctgg
cgggtaactc
tgtcttgggt
gcggttctga
acgcgaaaac
actactgcac
gctctgceg

tggtagaatc
cttctggcett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
actctctgceg
accgtggtca
ctgaagttca

22608

Trinh tu nhé&n tao

VHH khéng Von Willebrand

cggtggtggt
taccttcagce
ggttgcggceg
tttcaccatc
cgctgaagac
tgttcgtacc
ttctgcagceg
ttctctgegt
gttccgtcag
ctctacctac
acgtatggtg
cgcggcagcet
cttctggggt

Trinh tuy nhén tao

tggcggtggt
cgttttcaaa
ggttgcgggt
caccatcagc
ggaagatacc
tcgtcegttat
tggtggttcce
tctgcgtctg
tcgtcaggca
taccctgtac
caccctgtac
catcggtggt

Trinh ty nhén tao

VHH alpha khang TNF

tggcggtggt
caccttctce
ggtgtctgaa
tttcaccatc
tccggaagat
gggtactctg
gctggttgaa

ctggttcagce
tacaacccga
atctctcgta
tccecgecgaca
accgcggttt
ctgccgtecg
gcggaagtge
ctgtcttgtg
gcaccgggta
tacccggact
tacctgcaga
ggtgttcgtg
cagggtaccc

ctggttcagce
atcaacgtga
atcatttctg
cgcgacaacg
gcggtttact
tggggtcagg
gaagtacagc
tcttgtgcgg
ccgggtaaag
gctgactccg
ctgcagatga
agcctgtccce

ctggtacagce
gactactgga
atcaacacca
tccecgecgaca
accgcggttt
gttaccgtaa

agcggtggtg

-133-

cgggtggtte
tgggttggtt
ccggtggcete
acgcgaaacg
actattgtgce
aatacacctt
agctggttga
ctgcgtctgg
aaggtcgtga
ctgttgaagg
tgaactccct
cagaagacgg
aggtaaccgt

cgggtggtte
tggcgtggta
gcggtagcac
cgaaaaacac
attgcgecgtt
gtactctggt
tggtggaatc
cttctggttt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
actctctgceg
gttcttctca

cgggtggttc
tgtattgggt

acggcctgat
acgcgaaaaa
actattgtgce

gctctggtgg
gtctggtaca

tctgegtcetg
ccgtcaggcet
tacctactat
tatggtatac
tgcagcgggt
ctggggtcag
atctggcggt
tcgcaccttc
actggtagcg
ccgcttcacc
gcgtgcggaa
tcgtgttcgt
atcttct

tctgcgtctg
tcgtcaggcet
ttcctacgeg
cctgtacctg
catcaccacc
aaccgtatcc
tggcggtggt
caccttctcce
ggtgtctagce
tttcactatc
tccggaagac
gggtaccctg

tctgecgtcectg
tcgtcaggceg
caccaaatac
caccctgtac
gcgttcteeg
tggtggatcc
gccgggtaac

1089

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
777

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60

120
180
240
300
360
420



tctctgcegte
gttcgtcagg
gacaccctgt
accaccctgt
accatcggtg
ggtggtggat
cagccgggtyg
tggatgtact
accaacggtc
gacaacgcga
gtttattact
gtatcctctg

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

29
780
ADN

<220>
<223>

<400> 29

gaggtacagc
tcttgcgeag
ccgggtaaag
ccggactceg
ctgcagatga
gttcgtgctg
ggtacccagg
ggtctggtac
tcctacaacc
gcaatctctc
atctctcgtg
gacaccgcag
accctgccga

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

30
581
PRT

<220>
<223> Phén

Phan

<400> 30

Gln Val
1

Ser

Gln

Val Lys
His
35
Ile

Tyr Met

Gly Thr
50
Gln Gly
65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Arg Ser

Asp Tyr Trp

115
Pro

Lys Gly

tgtcttgtgce
caccgggtaa
acgctgactc
atctgcagat
gctctctgte
ccggtggegg
gttctctgceg
gggttcgtca
tgatcaccaa
aaaacaccct
gcgcacgtte
cg

tggtggaaag
cttctggcecg
gtcgtgaact
tggaaggtcg
acagcctgceg
aagacggtcg
ttaccgttte
agccgggtag
cgatgggttg
gcactggtqgg
acaacgcgaa
tttattactg
gcgaatacac

tu mAb-VL
ta '735

Leu Val

Val
20
Trp

Ser
Val

Asp Pro

Val Thr

Ser
85
Tyr

Ser

Ile
100
Gly Gln

Ser Val

'735

Gln
Cys
Arg
Ala
Ile
70

Leu
Asp

Gly

Phe

22608

ggcttctggce
aggcctggaa
tgttaaaggc
gaactccctg
tcgttettcet
tagcgaagtt
tctgtcttgt
ggcaccgggt
atacccggac
gtacctgcag
tccgtcectggt

Trinh tu nhén tao

VHH khéang Von Willebrand

cggtggtggt
taccttcagc
ggttgcggcyg
tttcaccatc
cgctgaagac
tgttcgtacc
ttctgcagcg
ttctetgegt
gttccgtcag
ctctacctac
acgtatggtg
cgcggcagcet
cttctggggt

Trinh tu nhéan tao

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40
Asn Gly
55
Thr Ala

Arg Ser

Asp Tyr

Thr Leu
120

Pro Leu

(IL-13mAb:

ttcaccttct
tgggtttect
cgcttcacca
cgtccggaag
cagggtaccc
cagctggttg
gcagcgtctg
aaaggtctgg
agcgtgaaag
atgaactctc
ttcaaccgtg

ctggttcage
tacaacccga
atctctcgta
tcecegcegaca
accgcggttt
ctgcegtecg
gcggaagtge
ctgtcttgtg
gcaccgggta
tacccggact
tacctgcaga
ggtgttcgtg
cagggtaccc

Ala Glu
10

Gly

Val
Ser Phe
25
Pro

Gly Gln

Asn Thr Lys

Glu Ser
75
Thr

Asp
Glu Asp
90

His Val
105
Val

Asp
Thr Val

Ala Pro Ser

-134-

IL-4Vkappa

cctectttegg
ctatctctgg
tctcecegtga
ataccgctgt
tggttaccgt
aatctggcgg
gcttcacctt
aatgggtgtc
gtcgtttcac
tgcgtccgga
gtcagggtac

cgggtggtte
tgggttggtt
ccggtggcetce
acgcgaaacg
actattgtgc
aatacacctt
agctggttga
ctgcgtctgg
aaggtcgtga
ctgttgaagg
tgaactccct
cagaagacgg
aggtaaccgt

Lys Lys Pro

Tyr Ile Lys
30
Leu Glu
45

Val

Gly

Tyr Pro

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Asp Tyr Tyr
110
Ser Ala
125

Lys

Ser

Ser Ser

tatgtcttgg
tagcggttct
caacgcgaaa
atactactgc
atctagcggt
tggtctggtt
cagcgattac
tgaaatcaac
catcagccgt
agacactgcg
cctggttact

tctgcgtctg
ccgtcaggcet
tacctactat
tatggtatac
tgcagcgggt
ctggggtcag
atctggcggt
tcgcaccttc
actggtagcg
ccgcttcecacce
gcgtgcggaa
tcgtgttcegt
atcttctgcg

Gly Ser
15
Asp Thr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95
Ala Met

Ser Thr

Thr Ser

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1092

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780


LDT248
Textbox

LDT248
Textbox
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130 135 140
Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160
Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170 175
Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190
Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195 200 205
Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
210 215 220
Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230 235 240
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245 250 255
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
260 265 270
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
275 280 285
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
290 295 300
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
305 310 315 320
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
325 330 335
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
340 345 350
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
355 360 365
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
370 375 380
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
385 390 395 400
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
405 410 415
Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
420 425 430
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
435 440 445
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser Thr Val Ala Ala Pro Ser Gly
450 455 460
Ser Thr Val Ala Ala Pro Ser Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
465 470 475 480
Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
485 490 495
Arg Ala Ser Arg Pro Ile Ser Asp Trp Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys
500 505 510
Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Ala Trp Ala Ser Ser Leu Gln
515 520 525
Gly Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
530 535 540
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
545 550 555 560
Cys Gln Gln Glu Gly Trp Gly Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
565 570 575
Val Glu Ile Lys Arg
580

<210> 31

<211> 219

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-135-
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<220>
<223> Phén tu 735

<400> 31
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ile
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Ile Ser Asp Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Asp Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 32

<211> 571

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 15014

<400> 32
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val
65 70 75 80
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110
Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125
Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
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165 170 175
Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 190
Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
195 200 205
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
225 230 235 240
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
260 265 270
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
275 280 285
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
340 345 350
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
355 360 365
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375 380
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 410 415
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445
Pro Gly Lys Gly Ser Thr Val Ala Ala Pro Ser Thr Asp Ile Gln Met
450 455 460
Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
465 470 475 480
Ile Thr Cys Arg Ala Ser Arg Pro Ile Ser Asp Trp Leu His Trp Tyr
485 490 495
Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Ala Trp Ala Ser
500 505 510
Ser Leu Gln Gly Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
515 520 525
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
530 535 540
Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Glu Gly Trp Gly Pro Pro Thr Phe Gly Gln
545 550 555 560
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Ala Ala
565 570

<210> 33
<211> 218
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 15014

<400> 33
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

-137-
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp
20 25 30
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ser
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95
Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 110
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 34

<211> 569

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> mAb-VL 15019

<400> 34
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln
1 5 10 15
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu

Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val
65 70 75 80
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110
Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125
Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175
Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 190
Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
195 200 205
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
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21

0

Asp Lys

225

Gly Pro

Ile Ser

Glu As

His As
29
Arg Va
305
Lys Gl

p
n
0
1

u

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

37
Trp Gl
385
Val Le

0
u

u

Asp Lys

His Gl

Pro Gl
45

Thr Gl

465

u

y
0

n

Ile Thr

Gln Gl

Ser Le

Thr As
53

n

u

p
0

Thr Tyr

545

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

35
21

Thr
Ser
Arg
Pro
275
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
355
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala
435
Lys
Ser
Cys
Lys
Gln
515
Phe

Tyr

Lys

8

PRT
Trinh tu nhén

His
Val
Thr
260
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg
420
Leu
Gly
Pro
Arg
Pro
500
Gly
Thr

Cys

Val

Thr
Phe
245
Pro
Val
Thr
Val
Cys
325
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
405
Trp
His
Ser
Ser
Ala
485
Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
565

mAb-VL 15019

35

Asp Ile Val

1

Asp Arg Val

Gly Asp Ser

35

Lys Leu Leu

50

Leu

Thr
20
Tyr

Ile

Thr
Ile
Met

Tyr

Cys
230
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
310
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly
Gln
Asn
Thr
Ser
470
Ser
Lys
Val
Thr
Gln

550
Ile

tao

Gln
Thr
Asn

Ala

215
Pro

Phe
Val
Phe
Pro
295
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
375
Pro
Ser
Gln
His
Val
455
Leu
Arg
Ala
Pro
Ile
535

Glu

Lys

Ser
Cys
Trp

Ala
55

Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
360
Phe
Glu
Phe
Gly
Tyr
440
Ala
Ser
Pro
Pro
Ser
520
Ser

Gly

Arg

Pro
Lys
Tyr

40
Ser

22608

Cys
Pro
Cys
265
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
345
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn
425
Thr
Ala
Ala
Ile
Lys
505
Arg
Ser

Trp

Thr

Ser
Ala
25

Gln

Asn

Pro
Lys
250
Val
Tyr
Glu
His
Lys
330
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
410
Val
Gln
Pro
Ser
Ser
490
Leu
Phe

Leu

Gly

Ser
10

Ser
Gln

Leu

-139-

Ala
235
Pro
Val
Val
Gln
Gln
315
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
395
Tyr
Phe
Lys
Ser
Val
475
Asp
Leu
Ser

Gln

Pro
555

Leu
Gln
Lys

Glu

220
Pro

Lys
Val
Asp
Tyr
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser
Ser
Ser
Thr
460
Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

540
Pro

Ser
Ser
Pro

Ser
60

Glu
Asp
Asp
Gly
285
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys
Cys
Leu
445
Asp
Asp
Leu
Ala
Ser
525

Glu

Thr

Ala
Val
Gly

45
Gly

Leu
Thr
Val
270
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser
430
Ser
Ile
Arg
His
Trp
510
Gly

Asp

Phe

Ser
Asp
30

Lys

Ile

Leu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
Val
Val
Pro
Thr
415
Val
Leu
Gln
Val
Trp
495
Ala
Ser

Phe

Gly

Val
15

Tyr
Ala

Pro

Gly
240
Met
His
Val
Tyr
Gly
320
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
400
Val
Met
Ser
Met
Thr
480
Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
560

Gly
Asp
Pro

Ser



Arg
Ser
Glu
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210> 36
<211> 57

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 36

Gln
1

Thr
Gly
Trp
Leu
65

Val
Cys
Arg
Val
Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Asp
225
Gly

Ile

Val
Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu
Ala
Gly
Phe
130
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
210
Lys

Pro

Ser

Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

195
Lys

0

PRT
Trinh

Thr
Thr
Gly
Ala
Ser
Thr
Arg
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Thr

Ser

Arg

Gly
Pro
Pro
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180
Tyr

Ser

Ser
Glu
85

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

tu nhén

Leu
Leu
20

Val
His
Arg
Met
Arg
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
His
Val

Thr

mAb-VL 15020

Arg
5
Thr
Ser
Ile
Leu
Thr
85
Glu
Val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe

245
Pro

Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

tao

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Asn
Thr
Thr
Pro
Val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230

Leu

Glu

Ser
Ile
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Ser
Thr
Ile
Trp
Ile
Met
Val
Val
Ser
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro

Phe

Val

Gly
Ala
Gln
Phe
120
Val
Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Phe
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
200
Asp
Pro

Pro

Thr

22608

Thr Asp

Thr Tyr
90

Gly Thr

105

Ile Phe

Val Cys
Lys Val

Glu Gln
170

Leu Ser

185

Thr His

Glu Cys

Pro Ala
10

Ser Gly

25

Gln Pro

Asp Asp
Lys Asp
Pro Val
90
Tyr Trp
105
Ser Ala
Lys Ser
Tyr Phe
Ser Gly
170
Ser Leu
185
Thr Tyr
Lys Lys
Cys Pro
Pro Lys

250
Cys Val

-140-

Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp
Tyr
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Ile
Val
Ala
235

Pro

Val

Thr
Cys
Val
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

Val
Ser
Gly
Arg
Ser
Thr
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Pro
Lys

Val

Phe
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Arg
Ala
Asp
Lys
125
Gly
Pro
Thr
Val
Asn
205
Pro
Glu

Asp

Asp

Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn
Thr
Val
110
Gly
Gly
Val
Phe
Val
190
Val
Lys
Leu

Thr

Val

Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asn
Ser
Leu
Leu

255
Ser

Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gln
Ser
Glu
Ser
Val
80

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Cys
Gly
240

Met

His
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260 265 270
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
275 280 285
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
340 345 350
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
355 360 365
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375 380
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 410 415
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445
Pro Gly Lys Gly Ser Thr Val Ala Ala Pro Ser Thr Asp Ile Gln Met
450 455 460
Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
465 470 475 480
Ile Thr Cys Arg Ala Ser Arg Pro Ile Ser Asp Trp Leu His Trp Tyr
485 490 495
Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Ala Trp Ala Ser
500 505 510
Ser Leu Gln Gly Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
515 520 525
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
530 535 540
Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Glu Gly Trp Gly Pro Pro Thr Phe Gly Gln
545 550 555 560
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val
565 570

<210> 37

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> mAb-VL 15020

<400> 37
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp
20 25 30
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ser
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95
Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 110
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Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 38

<211> 530

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> mAb-VL 15021

<400> 38
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile
1 5 10 15
Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu
20 25 30
Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu Thr Met Thr
35 40 45
Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu
50 55 60
Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val
65 70 75 80
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
85 90 95
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
100 105 110
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
115 120 125
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
130 135 140
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
145 150 155 160
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
165 170 175
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
180 185 190
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
195 200 205
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
210 215 220
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
225 230 235 240
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
245 250 255
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
260 265 270
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
275 280 285
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
290 295 300
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
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305 310 315 320
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
325 330 335
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
340 345 350
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
355 360 365
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
370 375 380
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
385 390 395 400
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser
405 410 415
Thr Val Ala Ala Pro Ser Thr Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser
420 425 430
Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala
435 440 445
Ser Arg Pro Ile Ser Asp Trp Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
450 455 460
Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Ala Trp Ala Ser Ser Leu Gln Gly Gly
465 470 475 480
Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
485 490 495
Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
500 505 510
Gln Glu Gly Trp Gly Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
515 520 525
Ile Lys
530

<210> 39

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> mAb-VL 15021

<400> 39
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp
20 25 30
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ser
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95
Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 110
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
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His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

195

200

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 40
<211> 48

1

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> DMS30045: DOM15-26-597 dAb N-(trinh tu nbéi VEPKSSDK) &

215

dAb K-044-085 diu tan cung C ((TGLDSP)x4)

<400> 40

Glu Val
1

Ser Leu

Pro Met

Ser Glu
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys
Thr Val

Pro Pro
130

Phe Pro

145

Val Thr

Phe Asn
Pro Arg

Thr Val
210

Val Ser

225

Ala Lys

Arg Asp
Gly Phe
Pro Glu
290
Ser Phe
305
Gln Gly
His Tyr

Asp Ser

Gly Leu
370

Gln
Arg
Met
35

Ile
Arg
Met
Asp
Ser
115
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
195
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
275
Asn
Phe
Asn
Thr
Pro

355
Asp

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Ser
Pro
Lys
Val
Tyr
180
Glu
His
Lys
Gln
Leu
260
Pro
Asn
Leu
Val
Gln
340
Thr

Ser

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Arg
Val
Ala
Pro
Val
165
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
245
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
325
Lys

Gly

Pro

Val
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Lys
Glu
Pro
Lys
150
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
230
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
310
Ser
Ser

Leu

Asp

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Leu
Pro
Glu
135
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
215
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
295
Lys
Cys
Leu

Asp

Ile
375

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Asn

Arg Asp
Ala Glu

Asp Tyr
105

Lys Ser

120

Leu Leu

Thr Leu
Val Ser

Val Glu
185

Ser Thr

200

Leu Asn

Ala Pro
Pro Gln

Gln Val
265

Ala Val

280

Thr Pro

Leu Thr
Ser Val

Ser Leu
345

Ser Pro

360

Gln Met

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Ser
Gly
Met
His
170
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
250
Ser
Glu
Pro
Val
Met
330
Ser

Thr

Thr

-144-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly
Asp
Gly
Ile
155
Glu
His
Arg
Lys
Glu
235
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
315
His
Pro

Gly

Gln

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gln
Lys
Pro
140
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
220
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
300
Lys
Glu
Gly

Leu

Ser
380

205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Thr
125
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
205
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
285
Asp
Ser
Ala
Lys
Asp

365
Pro

Pro
Lys
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
His
Val
Thr
Glu
Lys
190
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
270
Asn
Ser
Arg
Leu
Thr
350

Ser

Ser

Gly
15

Ala
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Thr
Phe
Pro
Val
175
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
255
Val
Gly
Asp
Trp
His
335
Gly

Pro

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Cys
Leu
Glu
160
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
240
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln
320
Asn
Leu

Thr

Leu



Ser
385
Trp
Pro
Ser
Ser
Met

465
Arg

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser

450
Tyr

<210> 41
<211> 47

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 41
Glu Val Gln

1
Ser

Pro
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Thr
Glu
Asp
145
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
225
Glu
Asn

Ile

Thr

Leu
Met
Glu
50

Gly
Gln
Lys
Val
Leu
130
Thr
Val
Val
Ser
Leu
210
Ala
Pro
Gln

Ala

Thr
290

Ser
Gly
Leu
Phe
435

Leu

Tyr

5

PRT
Trinh tu nhén

Arg
Met
35

Ile
Arg
Met
Asp
Ser
115
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
195
Asn
Pro
Gln
Val
Val

275
Pro

Val
Pro
Leu
420
Ser

Gln

Pro

DMS30046:

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Ser
Gly
Met
His
Val
180
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
260
Glu

Pro

Gly
Glu
405
Ile
Gly

Pro

His

Asp
390
Leu
Tyr
Ser

Glu

Thr
470

tao

DMS1576
((TGLDSP) x4)

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Arg
Ala
Gly
Ile
Glu
165
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
245
Leu

Trp

Val

Val
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Lys
Ser
Pro
Ser
150
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
230
Thr
Thr

Glu

Leu

Arg
Lys
His
Gly
Asp

455
Phe

voi

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Leu
Thr
Ser
135
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
215
Thr
Leu
Cys

Ser

Asp
295

Val
Trp
Gly
Ser
440

Phe

Gly

dAb

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Asp
His
120
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
200
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn

280
Ser

22608

Thr
Tyr
Ser
425
Gly
Ala

Gln

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr
105
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
185
Val
Cys
Ser
Pro
Val
265
Gly

Asp

Ile
Gln
410
Ile
Thr
Thr

Gly

Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Cys
Leu
Glu
Lys
170
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
250
Lys

Gln

Gly

-145-

Thr
395
Gln
Leu
Asp

Tyr

Thr
475

cung C K-044-085

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly
Pro
Phe
Val
155
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
235
Arg
Gly

Pro

Ser

Cys
Lys
Gln
Phe
Tyr

460
Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala
Gln
Pro
Pro
140
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
220
Lys
Asp
Phe

Glu

Phe
300

Arg
Pro
Ser
Thr
445
Cys

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Cys
125
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
205
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn

285
Phe

Ala
Gly
Gly
430
Leu

Gln

Glu

Pro
Lys
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
190
His
Lys
Gln
Leu
Pro
270

Asn

Leu

Ser
Lys
415
Val
Thr
Gln

Ile

Gly
15

Ala
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Ala
Pro
Val
Val
175
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
255
Ser

Tyr

Tyr

Gln
400
Ala
Pro
Ile
Tyr

Lys
480

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Pro
Lys
Val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lys
Asp
Lys

Ser
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Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
305 310 315 320
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
325 330 335
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu
340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Asp
355 360 365
Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp
370 375 380
Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Trp Ile Gly Pro Glu Leu
385 390 395 400
Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
405 410 415
His Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
420 425 430
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
435 440 445
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Met Tyr Tyr Pro His Thr
450 455 460
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
465 470 475

<210> 42
<211> 480
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> DMS30047 (chtta ddu tan cung C cai bién):
DOM15-26-597 dAb N-(trinh tu ndi VEPKSSDK) & dAb diu tan cung C
K-044-085 tri R diu tan clung C ((TGLDSP)=x4)

<400> 42
Glu Val Gln Leu Leu Val 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 Lys Ala Tyr
20 25 30
Pro Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ser Asn Thr 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 Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys
115 120 125
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
130 135 140
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
145 150 155 160
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
165 170 175
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
180 185 190
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
195 200 205
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
210 215 220
Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
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225 230 235 240
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
245 250 255
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
260 265 270
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
275 280 285
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
290 295 300
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
305 310 315 320
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
325 330 335
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr Gly Leu
340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr
355 360 365
Gly Leu Asp Ser Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
370 375 380
Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
385 390 395 400
Trp Ile Gly Pro Glu Leu Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
405 410 415
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr His Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro
420 425 430
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
435 440 445
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
450 455 460
Met Tyr Tyr Pro His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
465 470 475 480

<210> 43
<211> 482
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DMS30048 (chta dau tan cung C cai bién):
DOM15-26-597 dAb N-(trinh tu néi VEPKSSDK) & dAb diu tan ciing C
K-044-085 + A ((TGLDSP)x4

<400> 43
Glu Val Gln Leu Leu Val 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 Lys Ala Tyr
20 25 30
Pro Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ser Asn Thr 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 Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys
115 120 125
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
130 135 140

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
145 150 155 160

-147-



Val
Phe
Pro
Thr
Val
225
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
305
Gln
His
Asp
Gly
Ser
385
Trp
Pro
Ser
Ser
Met

465
Arg

Thr
Asn
Arg
Val
210
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
290
Phe
Gly
Tyr
Ser
Leu
370
Ala
Ile
Lys
Arg
Ser
450

Tyr

Ala

<210> 44
<211> 48

<212>
<213>

<220>

<223>

Cys
Trp
Glu
195
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
275
Asn
Phe
Asn
Thr
Pro
355
Asp
Ser
Gly
Leu
Phe
435

Leu

Tyr

4

PRT
Trinh ty nhédn tao

Val
Tyr
180
Glu
His
Lys
Gln
Leu
260
Pro
Asn
Leu
Val
Gln
340
Thr
Ser
Val
Pro
Leu
420
Ser

Gln

Pro

Val
165
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
245
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
325
Lys
Gly
Pro
Gly
Glu
405
Ile
Gly

Pro

His

Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
230
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
310
Ser
Ser
Leu
Asp
Asp
390
Leu
Tyr
Ser

Glu

Thr
470

Asp
Gly
Asn
Trp
215
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
295
Lys
Cys
Leu
Asp
Ile
375
Arg
Lys
His
Gly
Asp

455
Phe

Val
Val
Ser
200
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
280
Thr
Leu
Ser
Ser
Ser
360
Gln
Val
Trp
Gly
Ser
440
Phe

Gly

22608

Ser
Glu
185
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
265
Val
Pro
Thr
Val
Leu
345
Pro
Met
Thr
Tyr
Ser
425
Gly
Ala

Gln

His
170
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
250
Ser
Glu
Pro
Val
Met
330
Ser
Thr
Thr
Ile
Gln
410
Ile
Thr

Thr

Gly

Glu
His
Arg
Lys
Glu
235
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
315
His
Pro
Gly
Gln
Thr
395
Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr
475

Asp
Asn
Val
Glu
220
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
300
Lys
Glu
Gly
Leu
Ser
380
Cys
Lys
Gln
Phe
Tyr

460
Lys

DMS30049 (chta ddu tan chng C cai bién):

Pro
Ala
Val
205
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
285
Asp
Ser
Ala
Lys
Asp
365
Pro
Arg
Pro
Ser
Thr
445
Cys

Val

Glu
Lys
190
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
270
Asn
Ser
Arg
Leu
Thr
350
Ser
Ser
Ala
Gly
Gly
430
Leu

Gln

Glu

Val Lys
175
Thr Lys

Val Leu
Cys Lys

Ser Lys
240

Pro Ser

255

Val Lys

Gly Gln
Asp Gly
Trp Gln
320
His Asn
335
Gly Leu
Pro Thr
Ser Leu
Ser Gln
400
Lys Ala
415
Val Pro
Thr Ile
Gln Tyr

Ile Lys
480

dAb DOM15-26-597 N- (VEPKSSDK linker) & dAb diu tan cung C
((TGLDSP) x4)

K-044-085 +AAA

<400> 44

Glu
1
Ser
Pro

Ser

Lys

Val
Leu
Met
Glu

50
Gly

Gln
Arg
Met
35

Ile

Arg

Leu
Leu
20

Trp

Ser

Phe

Leu
5
Ser
Val

Pro

Thr

Val
Cys
Arg
Ser

Ile

Ser
Ala
Gln
Gly

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Ser

Arg

Gly
Ser
25

Pro

Asn

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Asn

-148-

Leu
Phe
Lys
Tyr

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr

60
Lys

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Pro
Lys
30

Glu
Asp

Thr

Gly Gly
15

Ala Tyr
Trp Val
Ser Val

Leu Tyr
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65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys
115 120 125
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
130 135 140
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
145 150 155 160
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
165 170 175
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
180 185 190
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
195 200 205
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
210 215 220
Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
225 230 235 240
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
245 250 255
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
260 265 270
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
275 280 285
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
290 295 300
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
305 310 315 320
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
325 330 335
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr Gly Leu
340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr
355 360 365
Gly Leu Asp Ser Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
370 375 380
Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
385 390 395 400
Trp Ile Gly Pro Glu Leu Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
405 410 415
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr His Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro
420 425 430
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
435 440 445
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
450 455 460
Met Tyr Tyr Pro His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
465 470 475 480
Arg Ala Ala Ala

<210> 45
<211> 482
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DMS30050 (chtta ddu tan cing C cai bién):
DOM15-26-597 dAb N-(trinh tu ndi VEPKSSDK) & dAb ddu tan cung C
K-044-085 +T ((TGLDSP)x4)

-149-
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<400> 45
Glu Val Gln Leu Leu Val 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 Lys Ala Tyr
20 25 30
Pro Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ser Asn Thr 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 Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys
115 120 125
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
130 135 140
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
145 150 155 160
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
165 170 175
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
180 185 190
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
195 200 205
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
210 215 220
Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
225 230 235 240
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
245 250 255
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
260 265 270
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
275 280 285
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
290 295 300
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
305 310 315 320
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
325 330 335
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr Gly Leu
340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr
355 360 365
Gly Leu Asp Ser Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
370 375 380
Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
385 390 395 400
Trp Ile Gly Pro Glu Leu Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
405 410 415
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr His Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro
420 425 430
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
435 440 445
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
450 455 460
Met Tyr Tyr Pro His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
465 470 475 480
Arg Thr

-150-
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<210> 46
<211> 474
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> DMS30051 (chtta ddu tan cung C cai bién): DMS1576
véi dAb ddu tan ctng C K-044-085 triu R ddu tén cung C
( (TGLDSP) x4)

<400> 46
Glu Val Gln Leu Leu Val Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Lys Ala
20 25 30
Pro Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Ala Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
115 120 125
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
130 135 140
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
145 150 155
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
165 170 175
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
180 185 190
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
195 200 205
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
210 215 220
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
225 230 235
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
245 250 255
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
260 265 270
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
275 280 285
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
290 295 300
Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
305 310 315
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
325 330 335
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly
340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro
355 360 365
Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
370 375 380
Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Trp Ile Gly Pro Glu
385 390 395
Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

-151-

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
Val
Pro
Lys
Val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser
320
Ser
Leu
Asp
Asp
Leu

400
Tyr



His Gly Ser

Gly Ser Gly
435
Asp Phe Ala
450
Phe Gly Gln
465

<210> 47
<211> 476
<212> PRT

Ile
420
Thr
Thr

Gly

405
Leu

Asp
Tyr

Thr

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> DMS30052 (chtta ddu tan

<400> 47

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Pro Met Met
35
Ser Glu Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Thr Val Ser
115
Glu Leu Leu
130
Asp Thr Leu
145
Asp Val Ser

Gly Val Glu

Asn Ser Thr
195
Trp Leu Asn
210
Pro Ala Pro
225
Glu Pro Gln

Asn Gln Val

Ile Ala Val
275
Thr Thr Pro
290
Lys Leu Thr
305
Cys Ser Val

Leu Ser Leu

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Ser
Gly
Met
His
Val
180
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
260
Glu
Pro
Val

Met

Ser

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Arg
Ala
Gly
Ile
Glu
165
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
245
Leu
Trp
Val
Asp
His

325
Pro

Gln
Phe
Tyr

Lys
470

tao

Val
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Lys
Ser
Pro
Ser
150
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
230
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
310
Glu

Gly

Ser
Thr
Cys

455
Val

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Leu
Thr
Ser
135
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
215
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
295
Ser

Ala

Lys

22608

Gly Val
425

Leu Thr

440

Gln Gln

Glu Ile

410
Pro

Ile
Tyr

Lys

Ser Arg Phe Ser

430

Ser Ser Leu Gln

445

Met Tyr Tyr Pro

460

cling C cai bién): DMS1576
véi dAb dadu tén clng C K-044-085 +A ( (TGLDSP)x4)

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Asn

Arg Asp
Ala Glu

Asp Tyr
105

His Thr

120

Val Phe

Thr Pro
Glu Val
Lys Thr
185
Ser Val
200
Lys Cys
Ile Ser
Pro Pro
Leu Val
265
Asn Gly
280
Ser Asp
Arg Trp

Leu His

Thr Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Cys
Leu
Glu
Lys
170
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
250
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn

330
Leu

-152-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly
Pro
Phe
Val
155
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
235
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln
315
His

Asp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gln
Pro
Pro
140
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
220
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
300
Gly

Tyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Cys
125
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
205
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
285
Phe
Asn

Thr

Pro

Pro
Lys
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
190
His
Lys
Gln
Leu
Pro
270
Asn
Leu
Val

Gln

Thr

415
Gly

Pro

His

Gly
15

Ala
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Ala
Pro
Val
Val
175
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
255
Ser
Tyr
Tyr
Phe
Lys

335
Gly

Ser
Glu

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Pro
Lys
Val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser
320

Ser

Leu
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340 345 350
Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Leu Asp Ser
355 360 365
Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
370 375 380
Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Trp Ile Gly Pro
385 390 395
Lys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
405 410
His Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
420 425 430
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
435 440 445
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Met Tyr Tyr Pro
450 455 460
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala
465 470 475

<210> 48

<211> 478

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> DMS30053 (chtta dau tan cung C cai bién): DMS1576
véi diu tan ctng C K-044-085 dAb +AAA ( (TGLDSP)x4)

<400> 48
Glu Val Gln Leu Leu Val Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Lys
20 25 30
Pro Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Lys Asp Pro Arg Lys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
115 120 125
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
130 135 140
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
145 150 155
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
165 170
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
180 185 190
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
195 200 205
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
210 215 220
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
225 230 235
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
245 250
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
260 265 270
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

-153-

Pro
Gly
Glu
Ile
415
Gly

Pro

His

Gly
15

Ala
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Ala
Pro
Val
Val
175
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
255

Ser

Tyr

Asp
Asp
Leu
400
Tyr
Ser

Glu

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Pro
Lys
Val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lys

Asp

Lys



Thr Thr
290

Lys Leu

305

Cys Ser

Leu Ser
Asp Ser

Ile Gln
370

Arg Val

385

Lys Trp

His Gly
Gly Ser
Asp Phe

450

Phe Gly
465

<210> 49
<211> 47

275
Pro

Thr
Val
Leu
Pro
355
Met
Thr
Tyr
Ser
Gly
435

Ala

Gln

6

<212> PRT

<213> Tr

<220>

inh

Pro
Val
Met
Ser
340
Thr
Thr
Ile
Gln
Ile
420
Thr

Thr

Gly

Val
Asp
His
325
Pro
Gly
Gln
Thr
Gln
405
Leu
Asp

Tyr

Thr

ty nhéan

Leu
Lys
310
Glu
Gly
Leu
Ser
Cys
390
Lys
Gln
Phe

Tyr

Lys
470

tao

Asp
295
Ser
Ala
Lys
Asp
Pro
375
Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

455
Val

280
Ser

Arg
Leu
Thr
Ser
360
Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
440
Gln

Glu

22608

Asp
Trp
His
Gly
345
Pro
Ser
Ser
Lys
Val
425
Thr

Gln

Ile

Gly
Gln
Asn
330
Leu
Thr
Leu
Gln
Ala
410
Pro
Ile

Tyr

Lys

Ser
Gln
315
His
Asp
Gly
Ser
Trp
395
Pro
Ser
Ser

Met

Arg
475

Phe
300
Gly
Tyr
Ser
Leu
Ala
380
Ile
Lys
Arg
Ser
Tyr

460
Ala

<223> DMS30054 (chtta diu t&n cung C cai bién):
véi dAb ddu tén cung C K-044-085 +T ((TGLDSP)=x4)

<400> 49

Glu Val
1

Ser Leu

Pro Met
Ser Glu
50
Lys Gly
65
Leu Gln
Ala Lys
Thr Val
Glu Leu
130
Asp Thr
145
Asp Val
Gly Val

Asn Ser

Trp Leu

Gln
Arg
Met
35

Ile
Arg
Met
Asp
Ser
115
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr

195
Asn

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Ser
Gly
Met
His
Val
180

Tyr

Gly

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Arg
Ala
Gly
Ile
Glu
165
His
Arg

Lys

Val
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Lys
Ser
Pro
Ser
150
Asp
Asn

Val

Glu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Leu
Thr
Ser
135
Arg
Pro
Ala

Val

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Asp
His
120
Val
Thr
Glu
Lys
Ser

200
Lys

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr
105
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
185
Val

Cys

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Cys
Leu
Glu
Lys
170
Lys

Leu

Lys

-154-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly
Pro
Phe
Val
155
Phe
Pro

Thr

Val

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gln
Pro
Pro
140
Thr
Asn
Arg

Val

Ser

285
Phe

Asn
Thr
Pro
Asp
365
Ser
Gly
Leu
Phe
Leu
445

Tyr

Ala

Leu
Val
Gln
Thr
350
Ser
Val
Pro
Leu
Ser
430
Gln

Pro

Ala

DMS1576

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Cys
125
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu

205
Asn

Pro
Lys
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
190
His

Lys

Tyr
Phe
Lys
335
Gly
Pro
Gly
Glu
Ile
415
Gly

Pro

His

Gly
15

Ala
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Ala
Pro
Val
Val
175
Gln
Gln

Ala

Ser
Ser
320
Ser
Leu
Asp
Asp
Leu
400
Tyr
Ser

Glu

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Pro
Lys
Val
160
Asp
Tyr
Asp

Leu



Pro
225
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
305
Cys
Leu
Asp
Ile
Arg
385
Lys
His
Gly

Asp

Phe
465

210
Ala

Pro
Gln
Ala
Thr
290
Leu
Ser
Ser
Ser
Gln
370
Val
Trp
Gly
Ser
Phe

450
Gly

Pro
Gln
Val
Val
275
Pro
Thr
Val
Leu
Pro
355
Met
Thr
Tyr
Ser
Gly
435

Ala

Gln

Ile
Val
Ser
260
Glu
Pro
Val
Met
Ser
340
Thr
Thr
Ile
Gln
Ile
420
Thr

Thr

Gly

Glu
Tyr
245
Leu
Trp
Val
Asp
His
325
Pro
Gly
Gln
Thr
Gln
405
Leu
Asp

Tyr

Thr

Lys
230
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
310
Glu
Gly
Leu
Ser
Cys
390
Lys
Gln
Phe

Tyr

Lys
470

215
Thr

Leu
Cys
Ser
Asp
295
Ser
Ala
Lys
Asp
Pro
375
Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

455
Val

Ile
Pro
Leu
Asn
280
Ser
Arg
Leu
Thr
Ser
360
Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
440

Gln

Glu

22608

Ser
Pro
Val
265
Gly
Asp
Trp
His
Gly
345
Pro
Ser
Ser
Lys
Val
425
Thr

Gln

Ile

Lys
Ser
250
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn
330
Leu
Thr
Leu
Gln
Ala
410
Pro
Ile

Tyr

Lys

-155-

Ala
235
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln
315
His
Asp
Gly
Ser
Trp
395
Pro
Ser
Ser

Met

Arg
475

220
Lys

Asp
Phe
Glu
Phe
300
Gly
Tyr
Ser
Leu
Ala
380
Ile
Lys
Arg
Ser
Tyr

460
Thr

Gly
Glu
Tyr
Asn
285
Phe
Asn
Thr
Pro
Asp
365
Ser
Gly
Leu
Phe
Leu

445
Tyr

Gln
Leu
Pro
270
Asn
Leu
Val
Gln
Thr
350
Ser
Val
Pro
Leu
Ser
430
Gln

Pro

Pro
Thr
255
Ser
Tyr
Tyr
Phe
Lys
335
Gly
Pro
Gly
Glu
Ile
415
Gly

Pro

His

Arg
240
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser
320
Ser
Leu
Asp
Asp
Leu
400
Tyr
Ser

Glu

Thr





