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Linh vue ki thuit dwgc dé cip

Sang ché dé cap dén linh vuc sinh hoc phéan tir. Cu thé hon, sing ché dé cap dén
céc khang thé dbi khang khang FGFR3, va sir dung chung.
Tinh trang k§ thuit caa sing ché

Yéu t6 ting trudng nguyén bao sgi (FGF) va céc thu thé cua chung (FGFR) déng
vai tro thiét yéu trong su phat trién phéi, su can bang ndi mé va co ché chuyén hoa (1-3).
G ngudi, 06 22 FGF (FGF1-14, FGF16-23) va bbn thu thé FGF c6 mién tyrosin kinaza
(FGFR1-4). FGFR gbém ving lién két phdi tir ngoai bao, véi hai hodc ba mién gidng
globulin mién dich (IgD1-3), ving xuyén mang mét 1an, va mién tyrosin kinaza té bao
chat, dugc phan tich. M3i thu thé trong sd FGFR1, 2 va 3 ¢6 hai ddng dang ghép néi xen
k& chinh, dugc ky hi€u la IIIb va IIlc. Cac isoform nay khéac biét & khoang 50 axit amin &
nira tht hai cia IgD3, va cé su phin bd mé dic trung Vé: tinh dac hiéu phéi tr. Nhin
chung, d(”‘)'ng dang IIIb dugc tim théy & céc té bao bidu mo, trong khi d6 Illc duoc biéu
hién & t& bao trung md. Nho vao viée lién két FGF phdi hop voi heparan sulfat
proteoglycan, FGFR dime héa va tr& nén bi phosphoryl héa & cac gdc tyrosin dic hiéu.
Diéu nay tao thuin loi cho viéc huy dong protein thich tmg quang trong, nhu co chét
FGFR 2o (FRS2a), din dén viéc hoat héa nhiéu thac dan truyén tin hiéu, gém protein
kinaza duoc hoat hoa boi mitogen (MAPK) va con dudong PI3K-AKT (1, 3, 4). Do do,
FGF va thu thé cling ho ctia ching diéu hoa pham vi rong cac qua trinh t& bao, gdm qua
trinh tang sinh, qué trinh biét hda, di tra va séng sot, theo cach phu thudc vao hoan canh.

FGFR bj hoat héa bét thudng c6 1ién quan dén cac bénh 4c tinh & ngudi cu thé (1,
5). Cu thé 13, sy hoan vi nhidm sic thé t(4;14) (p16.3;q32) xuét hién & khoang tir 15 dén
20% bénh nhan da u tuy, din dén sy biéu hién qua mirc cia FGFR3 va tuong quan véi
tdng thoi gian séng sét ngén hon (6-9). FGFR3 con lién quan dén viéc gy ra tinh khang
hoéa chét cho cac dong té bao u tuy trong méi trudng nudi cay (10), phit hop véi dap vng
1am sang kém ctia bénh nhan t(4;14)+ v6i hoa tri liéu thong thuong (8). S biéu hién qua
mitc cia FGFR3 duoc hoat héa do dot bién 1a di dé kich thich su bién nap gy ung thu
trong t& bao tao mau va nguyén bao soi (11-14, 15), mo hinh chudt chuyén gen (16), va

mo hinh cdy ghép tiy xwong chudt (16, 17). Do d6, FGFR3 dugc d xuét 14 dich diéu tri
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tiém nang trong bénh da u tuy. Qua thuc, mot sé chét tc ché phan tir nhé gén dich FGFR,
mac du khong chon loc dbi véi FGFR3 va c6 hoat tinh tc ché chéo dbi véi céc kinaza
khéc, di thé hién tac dung gy doc t& bao khang t& bao u tuy duong tinh véi FGFR3
trong moi truong nudi cdy va trong mau chudt (18-22).

Su biéu hién quéa mitc FGFR3 con duge din chimg béng tai liéu & ty 1€ cao bénh
ung thu bang quang (23, 24). Ngoai ra, cac dot bién hoat héa soma & FGFR3 d3 dugc xac
dinh & 60-70% ctia caxinom dang nhud va 16-20% caxinom bang quang x4m nhép co (24,
25). Trong thir nghiém nudi cy té bao, su can thiép ARN (11, 26) hodc doan khang thé
Fv chudi don FGFR3 trc ché sy ting sinh t bao ung thu bang quang (27). Nghién clru
gan day chiing minh ring thé lién hop khang thé FGFR3-doc t6 1am yéu sy phét trién mo
ghép clia dong t& bao ung thu bang quang do su phan bd ddc t§ bsi FGFR3 vao khéi u
(28). Tuy nhién, vAn chua 15 14 sy din truyén tin hiéu FGFR3 c6 thuc su 13 yéu t6 gy
ung thu diéu khién su phat trién in vivo ctia khbi u bang quang hay khéng. Hon nita, kha
ning diéu tri & gén dich FGFR3 trong ung thu bang quang chua dugc xac dinh trén co
s& cac mo hinh in vivo. Cac cbéng bd lién quan dén FGFR3 va céc khang thé khang
FGFR3 gdm cong bb Patent M§ s§ 2005/0147612; Rauchenberger et al, J Biol Chem 278
(40):38194-38205 (2003); W0O2006/048877; Martinez-Torrecuadrada et al, (2008) Mol
Cacner Ther 7(4): 862-873; W02007/144893; Trudel et al. (2006) 107(10): 4039-4046;
Martinez-Torrecuadrada et al (2005) Clin Cacner Res 11 (17): 6280-6290; Gomez-
Roman et al (2005) Clin Cacner Res 11:459-465; Direnzo, R et al (2007) Proceedings of
AACR Annual Meeting, Abstract No. 2080; W02010/002862, Trudel et al (2004),
Blood, vol. 204. No. 11, part 1, page 680A.

R& rang 13 van cin céc chét c6 cac tinh chit 1am sang t6i vu dé phat trién thanh
duogc chat. Sang ché néu trong ban mé ta nay dap tmg duoc cac yéu cau nay va tao ra ca
cac lgi ich khac nira.

T4t ca céc tai liéu tham khao dugce néu trong ban mé ta, bao gdm céc g dung
sang ché va cac cbng bd, duoc két hop ddy du bang cach tham khio.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dugc dua mot ph?m vao viéc xdc dinh nhiéu chét lién két FGFR3 (nhu
cac khang thé, va cdc doan cta ching). FGFR3 1a dich tri li€u quan trong va co lgi, va
sang ché dé xuét ché phdm va phuong phép dua trén su lién két ctia cac chit nay véi

FGFR3. Chét lién két FGFR3 theo sang ché, nhu dugc néu trong ban mé ta nay, tao ra



23152

duoc chat va chit chdn doan quan trong dé sir dung cho céc trinh trang bénh ly c6 lién
quan dén su biéu hién va/hoic hoat tinh ctia con duong dan truyén tin hiéu FGFR3. Theo
d6, sang ché dé xuit phuong phap, ché phim, b6 kit, va san phim cla qua trinh san xuét
c6 lién quan dén lién két FGFR3.

Séang ché dé xuét cac khang thé ma lién két v6i FGFR3. Theo mot khia canh, sang
ché @& xuét khang thé phén 1ap ma lién két FGFR3. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé
lién két v6i ddng dang FGFR3 IIIb va/hoic ddng dang FGFR3 Illc. Theo mét sé phuong
an, khang thé lién két v6i FGFR3 dugc gy dot bién (vi du, mét hogic nhidu FGFR3 IIIb
R248C, S249C, G372C, Y375C, K652E, va/hoic mdt hodc nhidu FGFR3 Illc R248C,
S249C, G370C, Y373C, K650E). Theo mét s& phuong 4n, khang thé lién két véi FGFR3
dang monome (vi duy, déng dang FGFR3 IIIb va/hodc déng dang IIIc monome). Theo
mdt s6 phuong 4n, khang thé nay thuc day su tao thanh FGFR3 dang monome, nhu bing
cach 1am 6n dinh dang FGFR3 monome so v&i dang FGFR3 dime.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khéng thé khang FGFR3 duoc phén lap,
trong d6 dang IgG c6 do dai ddy du ciia khang thé lién két véi FGFR3 cua ngudi c6 Kd
12 1 x 10”7 hogc 16n hon. Nhu d4 dugc biét trong linh vue, 4i lyc lién két ctia phéi tir dbi
v6i thu thé ctia n6 c6 thé dwoc x4c dinh bang céch st dung thir nghiém bit ky trong sb
nhiéu thtr nghiém, va dugc biéu didn theo nhidu gia tri dinh lvong khac nhau. Do dé,
theo modt phuong 4n, 4i luc lién két duge biéu dién duéi dang gia tri Kd va phan anh 4i
lyc lién két ndi tai (vi dy, c6 tic dung kha luc dugc giam téi da). Thong thudng va tét
hon néu, &i luc lién két duge x4c dinh in vitro, cho du trong moi truong khong chira té
bao hay két hop té bao. Thir nghiém bit k¥ trong sb cac thir nghiém di biét trong linh
vuc, gém cac thir nghiém dugce néu trong ban md ta nay, c6 thé duoc st dung dé thu cac
s do 4i luc lién két, gém, vi du, Biacore, thir nghiém mién dich phong xa (RIA), va
ELISA. Theo mét s§ phuong 4n, dang IgG c6 chiéu dai ddy di ctia khang thé lién két
FGFR3 ctia ngudi c6 Kd 1a 1 x 107 hodc 16n hon, ¢6 Kd 1a 1 x 10 ho#c 16n hon, hodc ¢6
Kd1a 1 x 101 hoic 16n hon.

Théng thudng, cac khang thé khang FGFR3 theo sang ché 1a cac khang thé déi
van. Do vay, theo mot khia canh, cac khang thé khang FGFR3 tic ché hoat tinh FGFR3
(vi dy, hoat tinh FGFR3-IIIb va/hoic FGFR3-IIIc). Theo mét sb phwong 4n, khang thé
khang FGFR3 (thudng & dang hoa tri hai) khong c6 chic ning chti vin FGFR3 dang ké.
Theo mét s& phwong 4n, khang thé d6i van khang FGFR3 (thudng & dang héa tri hai) c6



23152

it hodc khéng c6 chirc ning chi vin FGFR3. Theo mot phuong 4n, khang thé theo sang
ché (thuong & dang hoéa tri hai) khong thé hién mirc hoat tinh chu vén FGFR3 cao hon
mirc co ban cé y nghia thdng ké.

Theo mot khia canh, su lién két cta khéang thé voi FGFR3 ¢6 thé e ché qud trinh
dime hoa thu thé nay véi don vi khéc cta thu thé ndy, nhd sy hoat hda thu thé nay bi tc
ché (do, it nhit mot phin, sy thiéu qua trinh dime héa thu thé). Tac dung trc ché c6 thé 1a
truc tiép hoic gian tiép.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét cac khang thé khang FGFR3 ma khong co
hoat tinh gay chét € bao theo chwong trinh dang ké (vi dy, khong gdy ra su chét té bao
theo chuong trinh, vi duy, té bao caxinoma té bao chuyén tiép hoiic t& bao da u tuy, nhu té
bao da u tuy c6 sy hoan vi FGFR3, nhu hoan vi t(4;14)). Theo mot sb phuong an, khang
thé khang FGFR3 c6 it hodc khong c6 chitc ning gy chét t& bao theo chuong trinh. Theo
mdt s& phuong 4n, céc khang thé FGFR3 khong c6 chirc ning gy chét té bao theo
chuong trinh cao hon mitc co ban c¢é ¥ nghia thdng ké.

Theo mot khia canh, sang ché @& xuét cac khang thé khang FGFR3 ma khong gy
ra sy diéu hoa giam FGFR3 déang ké. Theo mot s& phuong é4n, khang thé khang FGFR3
gdy ra it hoic khong giy ra su diéu hoa giam thu thé. Theo mot s6 phwong 4n, cac khang
thé FGFR3 khong gdy ra su diéu hoa giam thu thé cao hon mirc co ban c6 y nghia thng
ké.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét cic khang thé khang FGFR3 ma cé chirc
ning hiéu tmg. Theo mdt phuong 4n, chirc ning higu tmg bao gbém tac dung gy doc té
bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC). Theo mot phuong 4n, khang thé
khang FGFR3 (theo mdt s6 phuwong 4n, khang thé trdn khang FGFR3) c6 kha nang tidu
diét t& bao, theo mot sb phuong an, té bao da u tuy (vi du, té bao da u tuy c¢é su hoan vi,
vi du, hoan vi t(4;14)). Theo mét s& phuong é4n, khang thé khang FGFR3 c6 kha nang
tidu diét t& bao ma biéu hién khoang 10 000 phan tit FGFR3 cho mdi t& bao hoic nhiéu
hon (nhu khoang 11 000, khoang 12 000, khoang 13 000, khoang 14 000, khoang 15 000,
khoang 16 000, khoang 17 000, khoang 18 000 hozc nhiéu phan tir FGFR3 hon cho mbi
té bao). Theo cdc phuong 4n khéc, t& bao biéu hién khoang 2000, khoang 3000, khoang
4000, khoang 5000, khoang 6000, khoang 7000, khoang 8000, hoic nhiu phin tir
FGFR3 hon cho mdi t& bao.
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Theo mot khia canh, khang thé khang FGFR3 theo sang ché tic ché hoat tinh
FGFR3 co dinh. Theo mdt sb phuong é&n, hoat tinh FGFR3 co dinh 14 hoat tinh FGFR3
phu thudc phéi ttr. Theo mot sb phuong 4n, hoat tinh cdu tric cia FGFR3 1a hoat tinh
FGFR3 co dinh ddc l4p vé6i phéi ti.

Theo mdt khia canh, khang thé khang FGFR3 ttc ché FGFR3 chua dot bién tuong
tmg v&i FGFR3-IIIbR*4C, Trong ban m6 ta nay thuit ngit “chira dot bién twong tmg voi
FGFR3-TIIbR4C" duge hidu 1a bao gém FGFR3-IIIbR24C va FGFR3-IIIcR24C, ciing nhu
cac dang FGFR3 khac chira dot bién R thanh C & vi tri twong tng véi FGFR3-11Ib R248.
Ngudi ¢ kién thiic trung binh trong linh vic biét cach dé sép xép thing hang trinh tu
FGFR3 theo tht tu xac dinh céc géc tuong ung gifta c4c trinh tw FGFR3 tuong tng, vi
duy, sép xép thing hang trinh ty FGFR3- Illc v6i trinh tw FGFR3- IIIb dé xé4c dinh vi tri &
FGFR3 tuong tmg véi vi tri R248 & FGFR3-IIIb. Theo mét s§ phuong é4n, khang thé
khéng FGFR3 tic ché FGFR3-IIIbR2*C va/hodc FGFR3-IIIcR245C,

Theo mot khia canh, cac khang thé khang FGFR3 trc ché FGFR3 chta dot bién
tuong ng v6i FGFR3-IIIbXS52E, Dé thuan tién, thudt ngit “chira dot bién twong ing véi
FGFR3-IIIb ¥¢52E" dugc hiéu 1a bao gdm FGFR3-IIIb K52E va FGFR3-ITIc X85, ¢iing nhu
céc dang FGFR3 khéc bao gdm chira d6t bién K thanh E & vi tri tuong tmg v6i FGFR3-
IIb K652. Ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc biét cach sip xép thing hang
trinh ty FGFR3 theo thtt tu x4c dinh cic gdc twong Umg giita c4c trinh ty FGFR3 tuong
ting, vi du, sép xép thang hang trinh ty FGFR3- Illc v&i trinh tw FGFR3- IIIb dé x4c dinh
vi tri & FGFR3 tuwong tmg véi vi tri K652 & FGFR3- IIIb. Theo mdt sb phuong an, khang
thé khang FGFR3 trc ché FGFR3-IIIb X658 va/hogic FGFR3-IIIc K65,

Theo mot khia canh, cac khang thé khang FGFR3 trc ché FGFR3 chira dot bién
tuong g v6i FGFR3-ITIbS4C, Dé thudn tién, thudt ngit “chira dot bién twong tmg voi
FGFR3-IIIbS4C" dugc hiéu 14 bao gdm FGFR3-IIIb 524°C va FGFR3-I1Ic $24C, ciing nhu
céc dang FGFR3 khac chita d6t bién S thanh C & vi tri twong ung v&i FGFR3-IITb S249.
Theo mét s& phuong 4an, khing thé khang FGFR3 tc ché FGFR3-IIIbSC va/hosc
FGFR3-IIIc 524,

Theo mdt khia canh, cac khang thé khang FGFR3 tic ché FGFR3 chira dot bién
tuong tmg véi FGFR3-IIIb%72C, D& thuan tién, thuat ngit “chira dot bién tuong tng voi
FGFR3-IITIb%72C" duoc hiéu 1a bao gdm FGFR3-IIIb %372€ vi FGFR3-IIIc $37°C, cfing nhu
céc dang FGFR3 khéc chira d6t bién G thanh C & vi tri trong tmg v&i FGFR3-IIIb G372.
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Theo mot sb phuong 4n, khing thé khang FGFR3 {rc ché FGFR3-IIIb%72C va/hosc
FGFR3-IIIc %37°C,

Theo mdt khia canh, cic khang thé khang FGFR3 tc ché FGFR3 chira dot bién
tuong Gng voi FGFR3-IIIbY375C, P& thuan tién, thudt ngit “chira dot bién tuong tng véi
FGFR3-IIIbY375C" dugc hiéu 1 bao gdbm FGFR3-IIbY37C va FGFR3-IIcY*7C, ciing nhur
cac dang FGFR3 khéc chita d6t bién S thanh C & vi tri tvong tmg v6i FGFR3-I1Ib S249.
Theo mdt sb phuong 4an, khing thé khang FGFR3 {rc ché FGFR3-IIIbY375C va/hodc
FGFR3-IIIc 373€,

Theo mdt khia canh, cac khang thé khang FGFR3 {rc ché (a) FGFR3-IIIbX6S2E v
(b) mét hodc nhiéu FGFR3-IIIbR?4C, FGFR3-IIIbY37°C, FGFR3 -IIIb%2*°C, va FGFR3IIIb
G372C,

Theo mot khia canh, cac khang thé khang FGFR3 trc ché (a) FGFR3-ITICKS5E va
(b) mdt hodc nhidu FGFR3-IIIcR?*4C, FGFR3-I1IcY*"3C, FGFR3 -IM1c$2%C, va FGFR3IIIc
G370C_

Theo mdt khia canh, cic khang thé khang FGFR3 tic ché (a) FGFR3-IIIbR24C v
(b) mét hodic nhidu FGFR3-IIIbX652E, FGFR3-IIIbY375C, FGFR3-IIb%24C, va FGFR3-
TITHG372C

Theo mot khia canh, cic khang thé khang FGFR3 tic ché (a) FGFR3-IIIcR245C va
(b) mét hoic nhidu FGFR3-IIIcXE, FGFR3-IIcY*73C, FGFR3-IIcS2*C, va FGFR3-
TI1cC370C,

Theo mot khia canh, cic khang thé khiang FGFR3 tc ché (a) FGFR3-IIIb%72C va
(b) mdt hodc nhidu FGFR3-IIILX62E, FGFR3-IIIbY37°C, FGFR3-IIbS?*°C, vi FGFR3-
IITHR24C,

Theo mdt khia canh, c4c khang thé khang FGFR3 trc ché (a) FGFR3-II1c%37°C va
(b) mét hodic nhiéu FGFR3-IIIcKE, FGFR3-IMIcY*"3C, FGFR3-IIc5?C, va FGFR3-
TIIcR48C,

Theo mdt khia canh, céc khang thé khang FGFR3 wc ché FGFR3-IITbR245C,
FGFR3-1IIbX%52E, FGFR3-11IbY37°C, FGFR3-IIIb 324°C, va FGFR3-IIIb 72¢,

Theo mét khia canh, cdc khang thé khang FGFR3 {rc ché FGFR3-IIIcR248C,
FGFR3-IIIcK65%E, FGFR3-11Ic Y373, FGFR3-IIIc $24C, va FGFR3-IIIc ¥7°C,

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit khang thé khang FGFR3 duoc phan lap

gom:
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céc trinh ty ving siéu bién (HVR):

(i) HVR-LI1 chtra trinh tr A1-All, trong d6 Al1-All 1a RASQDVDTSLA
(SEQ ID NO:87),

(i) HVR-L2 chta trinh tuy B1-B7, trong d6 B1-B7 la SASFLYS (SEQ ID
NO:88),

(iii) HVR-L3 chira trinh ty C1-C9, trong d6 C1-C9 1a QQSTGHPQT (SEQ ID
NO:89),

(iv)  HVR-HI chira trinh ty D1-D10, trong d6 D1-D10 1a GFTFTSTGIS (SEQ
ID NO:84),

(v HVR-H2 chta trinh tu EI1-E18, trong d6 EI-E18 1a
GRIYPTSGSTNYADSVKG (SEQ ID NO:85), va

(vii HVR-H3 chta trinh ty F1-F20, trong d6 FI1-F20 1a
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDY (SEQ ID NO:86).

Khang thé khang FGFR3 chira ving bién dbi chudi ning chita HVR-H1, HVR-
H2, HVR-H3, trong d6 mdi ving, theo thit tw, chira SEQ ID NO: 84, 85, 86, va/hoic
ving bién ddi chudi nhe chira HVR-L1, HVR-L2, v HVR-L3, trong d6 mdi ving, theo
tht tu, chira SEQ ID NO:87, 88, 89.

Trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1-18, 48-131 va 140-145 duoc danh s dbi
v6i titng HVR (ttc 13, H1, H2 hodc H3) nhu duoc thé hién trong Fig.1, viéc dénh s 1a
phit hop véi hé théng danh s6 Kabat nhu dwoc néu dudi day.

Theo khia canh khac, khang thé khang FGFR3 chita ving bién ddi chudi nang bao
gdm SEQ ID NO:132 va ving bién dbi chudi nhe.

Theo khia canh khac, khang thé khang FGFR3 chira ving bién ddi chudi nhe bao
gdm SEQ ID NO: 133, va ving bién dbi chudi ndng.

Theo khia canh khéc, khang thé khang FGFR3 chira viing bién ddi chudi ning bao
gdm SEQ ID NO:132 va ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:133.

Mot s6 khang thé dwoc mé ta & ddy chira (a) chudi nhe gdm (i) HVR-L1 chira
trinh ty LASQTIGTWLA (SEQ ID NO:157); (ii) HVR-L2 gdm trinh tu
LLIYAATSLAD (SEQ ID NO:160); va (iii) HVR-L3 chira trinh ty QQLYSPPWT (SEQ
ID NO:163) ; va/hoic (b) chudi ning gdm (i) HVR-HI chua trinh ty GYAFTSYNMY
(SEQ ID NO:166); (ii) HVR-H2 chtra trinh ty WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG (SEQ ID
NO:169); va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty ARWGDYDVGAMDY (SEQ ID NO:172). Mot
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s6 khang thé dwoc mé ta & day chira mién bién dbi chudi nhe cua khéng thé 4D5 duoc
lam tuong thich v&i ngudi (huMAb4D5-8) (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San
Francisco, CA, USA) (con dugce d& cap trong bing My sb 6,407,213 va Lee et al., J. Mol.
Biol. (2004), 340(5):1073-1093) nhu dugc md ta trong SEQ ID NO:173 duéi day.
1 Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 107 (SEQ ID
NO:173) (cac gbc HVR duoc gach chéan)
Trinh ty mién bién dbi chudi nhe ctia huMAbB4DS5-8 c6 thé dugc bién dbi
tai mét hodc nhiéu vi tri 30, 66, va 91 (Asn, Arg, va His nhu dugc thé hién 1dn

luot bﬁng chit in d4m/in nghiéng & trén). Trong mot vi du cu thé, trinh tu
huMAb4D5-8 dugc bién dbi chira Ser & vi tri 30, Gly & vi tri 66, va/hodc Ser & vi
tri 91. Do d6, theo mdt phuong an, khang thé c6 thé chira mién bién ddi chudi nhe
bao gdm trinh ty dwoc thé hién trong SEQ ID NO:174 dudi day:
1 Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 107 (SEQ ID
NO:174) (cac gbc HVR dugc gach chin)
Céc gbc dugce thé d6i véi huMAb4DS5-8 duogc thé hién bing chit in dam/in

nghiéng.

Céc khéng thé c6 thé chira trinh ty mién bién dbi ving khung thich hop bat k¥, véi
diéu kién 14 hoat tinh lién két véi FGFR3 gin nhu dugc duy tri. Vi du, cac khang thé c6
thé chira trinh tu lién tng khung chudi ning phan nhém III ctia ngudi. Trong mot vi du

vé cac khang thé nay, trinh ty lién ing khung chira dot bién thé & vi tri 71, 73, va/hoic
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78. Trong méot s6 vi du vé cac khéang thé nay, vitri 71 14 A, 73 1a T va/hodc 78 1a A. Theo
mdt vi dy, cdc khang thé ndy chtra trinh tu khung mién bién dbi chudi nang cla
huMAb4D3-8 (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (con
duoc dé cap dén trong patent My ) 6,407,213 & 5,821,337, va Lee et al., J. Mol. Biol.
(2004), 340(5):1073-1093). Trong mét vi du, cac khang thé ndy con chira trinh tu lién
g khung chudi nhe «I ctia ngudi. Trong mdt vi du cy thé, cac khang thé nay chira trinh
tw HVR chudi nhe cia huMAb4D5-8 nhu dugc mo ta trong patent My sb 6,407,213 &
5,821,337.) Trong mét vi du, cac khang thé chira trinh tw mién bién ddi chudi nhe cua
huMAb4DS5-8 (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (con
duoc dé cap dén trong patent M¥ sb 6,407,213 & 5,821,337, va Lee et al., J. Mol. Biol.
(2004), 340(5):1073-1093).
Khéng thé c6 thé chira mién bién ddi chudi ndng, trong do6 trinh tu khung chira
~trinh ty SEQ ID NO:19 va 203-205, 20 va 206-208, 21 va 209-211, 22 va 212-214 , 23
va 215-217, 24 va 218-220, 25 va 221-223, 26 va 224-226, 27 va 227-229, 28 va 230-
232,29 va 233-235, 30 va 236-238, 31 va 239-241, 32 va 242-244, 33 va 245-247, 34 va
248-250, 35 va 251-253, 36 va 254-256, va/hodc 37 va 257-259, va trinh tw HVR HI,
H2, va H3 lan luot 1a SEQ ID NO:13, 14 va/hoac 15. Trong mdt vi du khéc, trinh tu
khung chtra trinh ty ciia SEQ ID NO: 19 va 203-205, 20 va 206-208, 21 va 209-211, 22
va 212-214 , 23 va 215-217, 24 va 218-220, 25 va 221-223, 26 va 224-226, 27 va 227-
229, 28 va 230-232, 29 va 233-235, 30 va 236-238, 31 va 239-241, 32 va 242-244, 33 va
245-247, 34 va 248-250, 35 va 251-253, 36 va 254-256, va/hodc 37 va 257-259, va trinh
ty HVR H1, H2, va H3 1an luot 1a SEQ ID NO:48, 49 va/hoac 50. Trong mot vi du khac
nfta, trinh tu khung chita trinh tu cia SEQ ID NOS: 19 va 203-205, 20 va 206-208, 21 va
209-211, 22 va 212-214 , 23 va 215-217, 24 va 218-220, 25 va 221-223, 26 va 224-226,
27 va 227-229, 28 va 230-232, 29 va 233-235, 30 va 236-238, 31 va 239-241, 32 va 242-
244, 33 va 245-247, 34 va 248-250, 35 va 251-253, 36 va 254-256, va/hoic 37 va 257-
259, va trinh tw HVR H1, H2, va H3 14n luot 13 SEQ ID NO:84, 85, va/hoac 86. Trong
mot vi du khéc, trinh ty khung chira trinh tu ciia SEQ ID NO: 19 va 203-205, 20 va 206-
208, 21 va 209-211, 22 va 212-214 , 23 va 215-217, 24 va 218-220, 25 va 221-223, 26 va
224-226, 27 va 227-229, 28 va 230-232, 29 va 233-235, 30 va 236-238, 31 va 239-241,
32 va 242-244, 33 va 245-247, 34 va 248-250, 35 va 251-253, 36 va 254-256, va/hoic 37
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va 257-259, va trinh tw HVR H1, H2, va H3 1an luot 1a SEQ ID NO:108, 109, va/hoic
110.

Trong moét vi du cu thé, khéng thé chira mién bién ddi chudi nhe, trong d6 trinh tu
khung chira trinh ty SEQ ID NO: 38 va 260-262, 39 va 263-265, 40 va 266-268, va/hoic
41 va 269-271, va trinh tw HVR L1, L2, va L3 1an luot 1a SEQ ID NO:16, 17, va/hoic
18. Trong mdt vi du khéc, khéng thé chira mién bién ddi chudi nhe, trong dé trinh tu
khung chtra trinh ty cia SEQ ID NO: 38 va 260-262, 39 va 263-265, 40 va 266-268,
va/hodc 41 va 269-271, va trinh ty HVR L1, L2, va L3 1in luot 13 SEQ ID NO:51, 52
va/hogic 53. Trong mét vi du khac, khéng thé chira mién bién dbi chudi nhe, trong d6
trinh tu khung chira trinh twr SEQ ID NO: 38 va 260-262, 39 va 263-265, 40 va 266-268,
va/hodc 41 va 269-271, va trinh tw HVR L1, L2, va L3 14n luot 1a SEQ ID NO: 87, 88
va/hodc 89. Trong mdt vi du khéc, khang thé chira mién bién ddi chudi nhe, trong do6
trinh tu khung chira trinh ty SEQ ID NO: 38 va 260-262, 39 va 263-265, 40 va 266-268,
va/hodc 41 va 269-271, va trinh tw HVR L1, L2, va L3 1an luot 13 SEQ ID NO:111, 112,
va/hodc 113.

Theo khia canh khac, khang thé theo sang ché chira mién bién dbi chudi ning bao
gdm trinh tw SEQ ID NO:132 va/hoic mién bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ty SEQ ID
NO:133.

Theo mot khia canh, sang ché dé xult khang thé khang FGFR3 ma lién két véi
polypeptit chita chii yéu, bao gdm hoic bao gdm trinh ty axit amin duéi day:
LAVPAANTVRFRCPA (SEQ ID NO:179) va/hoic SDVEFHCKVYSDAQP (SEQ ID
NO:180). '

Khang thé nay c6 thé lién két voi polypeptit chita chii yéu, bao gdm hoic bao gdm
s6 axit amin tir 164 dén 178 va/hoic tir 269 dén 283 ciia trinh tw axit amin FGFR3 ngudi
trudng thanh. '

Theo mot phuong 4n, khang thé khang FGFR3 theo sang ché lién két dic hidu véi
trinh tu axit amin c6 ty 1 twong ddng hodc déng nhét trinh tu it nhét 1 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 98% véi trinh tut LAVPAANTVRFRCPA (SEQ ID NO:179) va/hoic
SDVEFHCKVYSDAQP (SEQ ID NO:180).

Theo mdt khia canh, khang thé khing FGFR3 theo séng ché lién két véi it nhét
mdt, hai, ba, bon, hodc s6 lugng bat ky 1én dén tit ca cac gbc 154, 155, 158, 159, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 177, 202, 205, 207,

-11-



23152

210, 212, 214, 216, 217, 241, 246, 247, 248, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 314, 315, 316,
317 va/hodc 318 cua polypeptit FGFR3 IIIb, hodc cac gbc tuong duong cua polypeptit
FGFR3 Illc. Ngudi c6 kién thiic trung binh trong linh vuc biét cach sép xép thing hang
trinh tw FGFR3 theo thir tu x4c dinh cic gbc twong tmg giita c4c trinh ty FGFR3 tuong
tmg. T hop ctia hai hodc nhidu gbc c¢6 thé bao gbém bt ky trong sb cac gbe 154, 155,
158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 177,
202, 205, 207, 210, 212, 214, 216, 217, 241, 246, 247, 248, 278, 279, 280, 281, 282, 283,
314, 315, 316, 317 va/hogc 318 ciia polypeptit FGFR3 IIIb, hoic cic gbc twong duong
ctia polypeptit FGFR3 Illc. Theo mdt s phuong 4n, khang thé khang FGFR3 lién két véi
it nhAt mot, hai, ba, bdn, hoic sb lwong bat ky 1én dén tit ca cac gbe 158, 159, 169, 170,
171, 173, 175, 205, 207, va/hodc 315 cua polypeptit FGFR3 IIIb, hodc cac géc tuong
duong ciia polypeptit FGFR3 IIlc. Theo mdt s phuong 4n, khang thé khang FGFR3 lién
két v6i it nhit mot, hai ba, bdn, hodc sb luong bét ky 1€n dén tAt ca cac géc 158, 170,
171, 173, 175, vi/hoic 315 cla polypeptit FGFR3 IIIb, hoic céc gbc twong duong cta
polypeptit FGFR3 IIlc.

Nhu da biét trong Iinh vyc, va nhu duoc ndu chi tiét hon dusi ddy, vi tri/ranh giGi
axit amin x4ac dinh ving siéu bién ctia khang thé c¢6 thé thay ddi, tiy thudc vao ngtt canh
va céc dinh nghia khac nhau d3 biét trong linh vuc (nhu dugc mé ta dudi day). Mot sb vi
tri nim trong mién bién dbi c6 thé dugc xem 13 cac vi tri lai siéu bién trong d6 céc vi tri
ndy c6 thé dugc cho 13 ndm trong ving siéu bién theo mot tAp hop céc tiéu chudn trong
khi duoc cho 1a nim ngoai ving siéu bién theo tap hop cac tidu chuin khac. Mot hodc
nhiéu vi tri ndy con cé thé duge phat hién trong ving siéu bién kéo dai (nhu duge xac
dinh thém dudi day).

Theo mdt s phuong 4n, khang thé 13 khéng thé don dong. Theo cac phuong an
khac, khang thé 13 khang thé da dong. Theo m6t s6 phuong 4n, khang thé dugc chon tur
nhém bao gdm khéng thé kham, khang thé hoan thién 4i luc, khang thé duoc 1am tuong
thich véi ngudi, va khang thé ngudi. Khang thé nay 14 manh khang thé. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé 12 Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, hoic scFv.

Khang thé FGFR3 c¢6 thé 14 khang thé c6 mot nhanh (tirc 13, mién bién dbi chudi
ning va mién bién ddi chudi nhe tao thinh mdt nhanh lién két khang nguyén duy nhit)
bao gdm ving Fc, trong d6 ving Fc chita polypeptit Fc thi nhét va thir hai, trong dé

polypeptit Fc thir nhat va thir hai c6 mit trong phirc hop va tao ra ving Fc ma lam tdng
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@ 6n dinh clia manh khang thé nay so v&i phén tir Fab bao gdm nhénh lién két khang
nguyén nay. Xem, vi du, WO2006/015371.

Theo mdt phuong 4an, khang thé 13 khang thé kham, vi duy, khéng thé chira trinh tu
lién két khang nguyén tir thé cho khong phai 1a nguoi dugc ghép véi cac trinh tur khac
loai khong phai nguoi, nguoi, hodic duoc lam tuong thich véi ngudi (vi dy, trinh tw ving
khung va/hoic trinh tw mién hing dinh). Theo mdt phuong 4n, thé cho khong phai nguoi
13 chuét. Theo phuong an khac, trinh tr lién két khéng nguyén la trinh tu téng hop, vi dy,
thu dugc bang cach gy dot bién (vi dy, sang loc biéu hién thé thuc khudn, v.v.). Theo
phuong 4n cu thé, khéng thé kham theo sang ché c6 vung V cta chut va ving C cia
ngudi. Theo mot phuong 4n, ving V chudi nhe ctia chudt dugc dung hop véi chudi nhe
kappa ctia ngudi. Theo phuong 4n khéc, ving V chudi ning ctia chudt dwgc dung hop
v6i ving C IgG1 cua nguoi.

Céc khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi theo sang ché gdm cac khang thé
cb @6t bién thé axit amin trong ving khung (FR) va c4c bién thé hoan thién 4i luc c6 céc
thay dbi & CDR ghép. Axit amin dugc thé & CDR hodc FR 1a khong bi gi6i han bdi cac
axit amin c6 mat trong khang thé cho hodc khéng thé nhan. Cac khéang thé nay con cé thé
chira céc thay d6i & cac gdc axit amin trong ving Fc ma din dén lam tdng chuc ning
phan Ung hiéu mg bao gdém su ting cudng chic ndng CDC va/hodc ADCC va tac dung
diét té bao B. Cac khéng thé khac theo sang ché bao gdm cac khéng thé c6 cac thay dbi
cu thé 1am ting cudng d6 dn dinh. Cac khang thé c6 thé chira cac thay dbi & cc gbc axit
amin trong ving Fc ma dan dén chirc nang hi€u Ung bi giam, vi du, chic ning CDC
va/hodc ADCC bi gidm va/hodc su tic dung diét té bao B bi gidm. Cac khang thé nay co
thé duge ddc trung boi kha niang lién két giam (nhu khong c6 lign két) véi yéu t5 bd thé
ctia ngudi Clq va‘hogc thu thé Fe cta ngudi trén t& bao giét tw nhién (NK). Céc khang
thé ndy c6 thé duge dic trung boi kha nang lién két giam (nhu khéng c6 lién két) véi
FeyRI, FeyRIIA, va/hodc FoyRIIIA cta ngudi. Cac khang thé nay c¢6 thé thudc 16p IgG
(vi dy, TIgG1 hodc IgG4) va chira it nhit mot dot bién & E233, 1234, G236, D265, D270,
N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331, va/hoic P329 (danh sb theo chi sé EU).
Cac khang thé nay c6 thé chira cac dot bién L234A/L235A hosic D265A/N297A.

Khi khéng thé chtra ving Fc, hydrat cacbon dugc gin vao d6 c6 thé thay dbi dugc.
Vi dy, cac khang thé c6 cdu truc hydrat cacbon hoan thién ma thiéu fucoza gén vao vung

Fc clia khéng thé dugc mé ta trong don sang ché M§ s§ 2003/0157108 (Presta, L.). Xem
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thém US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Cac khang thé c6 N-
axetylglucosamin chia d6i (GlcNAc) trong hydrat cacbon gén vao ving Fc cua khang thé
duoc tham khao trong WO 2003/011878, Jean-Mairet et al. va Patent M§ s6 6,602,684,
Umana et al. Cac khang thé c6 it nhit mot gbc galactoza trong oligosacarit gin vao ving
Fc cta khang thé dugc bio cdo trong WO 1997/30087, Patel et al. Xem thém, WO
1698/58964 (Raju, S.) va WO 1999/22764 (Raju, S.) d& cép dén c4c khang thé c6 hydrat
cacbon dugc bién dbi dugc gin vao vung Fc cua ching. Xem thém US 2005/0123546
(Umana et al.) vé& céc phan tir lién két khang nguyén cé sy glycosyl héa dugc bién
dbi.Theo mdt khia canh, sing ché d& xuét polypeptit lién két FGFR3 bao gdm trinh tu bat
ky trong sb cac trinh ty lién két khing nguyén dugc néu trong ban mé ta, trong do6
polypeptit lién két FGFR3 lién két dic hiéu véi FGFR3, vi du, FGFR3 cua nguoi va/hoac
ché va/hoic chudt.

Céc khéang thé theo sang ché lién két (nhu lién két diac hiéu) véi FGFR3 (vi du
FGFR3-IIIb vi/hoic FGFR3-IIIc), va diéu bién (vi du trc ché) mot hodc nhidu khia canh
clia su truyén tin hiéu FGFR3 (nhu su phosphoryl hoa FGFR3) va/hoic pha v& FGFR3
c6 lién quan v& mat sinh hoc bét ky va/hodc con duong sinh hoc phéi tt FGFR3, va/hoic
phwong phép diéu tri va/hodc ngin ngira khéi u, rbi loan tang sinh t€ bao hodc ung thu;
va/hodc diéu tri hodc ngan nglra rdi loan c6 lién quan dén su biéu hién va/hodc hoat tinh
FGFR3 (nhu su biéu hién va/hoic hoat tinh FGFR3 duoc gia tdng) nhu dugc xac dinh
trong yéu cau bao hg. Theo mét sb phuong 4n, khang thé FGFR3 lién két dic hiéu véi
polypeptit chira hodc chira chii yéu FGFR3 (vi du, FGFR3 cua nguoi hodc chudt). Theo
mét s6 phuong 4n, khang thé nay lién két dic hiéu véi FGFR3 véi Kd 1a 1 x 107 M hoic
16n hon.

Khéng thé khang FGFR3 theo sang ché khéng phai 14 khang thé khang FGFR3
duge mo ta trong cong bd Patent My s§ 2005/0147612 (vi du, khang th8 MSPRO?2,
MSPRO12, MSPRO59, MSPRO11, MSPRO21, MSPRO24, MSPR0O26, MSPRO28,
MSPRO29, MSPRO43, MSPROS55), khang thé duge mo ta trong tai liéu Rauchenberger
et al, J Biol Chem 278 (40):38194-38205 (2003); khang thé duoc mé ta trong cong bd
don PCT sb WO02006/048877 (vi dy, khang thé PRO-001), khang thé duoc mé ta trong
tai liéu Martinez-Torrecuadrada et al, Mol Cancer Ther (2008) 7(4): 862-873 (vi du,
scFvaFGFR3 3C), khang thé dwoc md ti trong tai lidu Direnzo, R et al (2007)
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Proceedings of AACR Annual Meeting, Abstract No. 2080 (vi du, D11), hozc khang thé
duogc mé ta trong WO 2010/002862 (vi dy, céc khang thé 15D8, 27H2, 4E7, 2G4, 20B4).

Theo mét khia canh, sang ché d& xut ché phidm chira mot hodc nhidu khang thé
theo sang ché va chit mang nhu duoc xac dinh trong yéu ciu bao hd. Theo mot phuong
an, chét mang la dugc dung.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét axit nucleic ma héa khéng thé FGFR3 theo
sang ché.

Vén theo khia canh khac, sang ché @& xult vecto chira axit nucleic theo sang ché
nhu duoc xé4c dinh trong yéu ciu bao ho.

Ciing dugc bao gdm & day 1a cic ché phidm chira mot hodc nhiéu axit nucleic theo
sang ché va chit mang. Chit mang nay c6 thé 1a duge dung.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xut t& bao chu chira axit nucleic hoac vecto theo
séng ché nhu duge xdc dinh trong yéu cdu bao hd. Vecto c6 thé 13 loai bét ky, vi duy,
vecto ti td hop nhu vecto biéu hién. BAt ky trong s& nhidu t& bao chii khéc nhau c6 thé
dugce st dung. Trong mét vi duy, t€ bao chu 1 t& bao tién nhan, vi du, E. coli. Trong mot
vi du khéc, té bao chi 13 t€ bao c6 nhan dién hinh, vi du té bao dong vat c6 vi nhu té bao
budng trimg chudt hang Trung Qudc (CHO).

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phwong phép san xuét khang thé theo sang
ché nhu duge x4c dinh trong yéu cAu bao hd. Vi dy, sang ché d& xuét phuong phép san
xut khéng thé khdng FGFR3 (ma, nhu duoc x4c dinh trong ban md t4 gdm khang thé c6
chidu dai déy dd va cac manh cia ching), phuong phép nay bao gdm budc biéu hién
vecto tai tb hop theo sang ché ma hoa khang thé nay trong té bao chu thich hop, va budc
khoi phuc khang thé. Theo mét s6 phuong 4n, phwong phap nay bao gdbm budc nudi cly
t& bao chi chira axit nucleic m& héa khang thé sao cho axit nucleic nay dugc biéu hién.
Theo mét s& phuong an, phuong phap nay con bao gdm bude khoi phuc khang thé tir
mdi truong nubi cdy t& bao chil. Theo mdt s§ phuong én, khang thé dugc khoi phuc tu
mdi trudng nudi cly t€ bao chi. Theo mot sb phuong 4n, phwong phép nay con bao gbm
bude két hop khéng thé da khoi phuc véi chét mang duoc dung, ta dugc, hodc chit mang
& bao ché duge phdm chira khang thé dwoc 1am twong thich véi ngudi.

Ciing dugc md ta & ddy 14 san phdm bao gdm dd bao gbi; va ché phdm nim trong
dd bao gbi ndy, trong d6 ché phdm nay chtra mot hodc nhiéu khang thd FGFR3 theo séng

ché. Ché phdm nay c6 thé chira axit nucleic theo sang ché. Ché phim chira khang thé c6
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thé chira thém chit mang, ma trong mot sb truomg hop 1a duge dung. San phim nay con
bao gébm hudng dn st dung ché phim (vi du, khang thé) cho c4 thé (nhu huéng dan sir
dung cho phwong phép bat ky dwoc mé ta trong ban mé ta nay).

Ciing dugc md ta & ddy 1a bd kit bao gdm dd bao goi thir nhat chira ché phim
chita mét hodc nhiéu khang thé khang FGFR3 theo séng ché; va dd bao g6i thir hai chira
chit dém. Chét dém nay c6 thé 1a dugc dung. Ché phim chira khang thé con bao gdm
chit mang, ma trong mét s& phuong 4n 14 dugc dung. B6 kit ¢6 thé con bao gdm hudng
dan sir dung ché phdm nay (vi du, khang thé) cho c4 thé.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
st dung lam thudc nhu dugc x4c dinh trong yéu cAu bao hd.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
st dung trong didu tri hodc ngan ngua rdi loan, nhu tinh trang bénh ly do sy hoat hoa
va/hodc su biéu hién (theo mot sb phuong 4n, 13 sy bidu hién qué mtc) FGFR3 nhu duoc
xac dinh trong yéu cau bao hd. Theo mot sd phuong én, 161 loan nay la bénh ung thu,
khéi u, va/hoic rbi loan tang sinh té bao nhu duogc xac dinh trong yéu cAu bao ho. Theo
mot sb phuong an, ung thu, khéi u, va/hoic rbi loan tang sinh t& bao la dau tuy hodc ung
thu bang quang (vi du, caxinom t& bao chuyén tiép), bénh ung thu vit hodc ung thu gan.

Theo khia canh khac, séng ché d& xuét khang thé khang FGFR3 theo séng ché dé
sit dung trong diéu tri hodc ngan ngua r6i loan nhu rdi loan xuong nhu duge xac dinh
theo yéu cu bao hd. Theo mdt sb phuong 4n, réi loan nay 1a tinh trang thiéu phat trién
sun & nguoi, thidu san sun, cdi coc, loan san ngén chi gay tir vong (dang lam sang cua
TD: TD1 va TDII), hodc tri€u chung dinh khép so sém.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
stt dung trong viéc lam gidm sy tang sinh té bao nhu duge xac dinh theo yéu cau bao ho.

Theo khia canh khac, séng ché d& xuét khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
str dung trong viéc tiéu diét t& bao. Theo mot sb phwong an, t& bao ndy 13 té bao dau tuy.
Theo mét sb phuong an, t& bao ndy bi tiéu diét bdi ADCC. Theo mét sb phuong én,
khang thé nay 14 khang thé trin. Theo mot s6 phwong an, té bao biéu hién qué muc
FGFR3.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
str dung trong viéc 1am suy yéu té bao, nhu t€ bao da u tuy nhu duge x4c dinh theo yéu

cau bao hd. Theo mét s& phuong 4n, té bao bi tiéu diét boi ADCC. Theo mdt sé phuong
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an, khang thé 1 khang thé trin. Theo mét sb phwong 4n, té bao nay bidu hién qua muc
FGFR3.

Pugc md ta & ddy 1a viée sir dung khang thé khang FGFR3 theo sang ché trong
viée bao ché thubc dé didu tri chita bénh va/hoic diéu tri du phong rdi loan, nhu tinh
trang bénh ly c6 lién quan dén su hoat héa va/hoic su biéu hién (theo mdt sb phuong an
13 su biéu hién qua mic) FGFR3. Trong mdt sb trudng hop, rbi loan nay 13 ung thu, khéi
u, va/hoidc rdi loan tdng sinh té bao. Trong mét sb trudong hop, bénh ung thu, khéi u,
va/hodc rdi loan ting sinh té bio 13 bénh da u tuy hoic ung thu bang quang (vi du,
caxinom té bao chuyén tiép), bénh ung th v hodc ung thu gan. Trong mdt s trudng
hop, 161 loan 14 rdi loan xuong, vi du, tinh trang thiéu phat trién sun & nguoi, thiéu san
sun, coi coc, loan san ngin chi gay tir vong (dang l14m sang ctia TD: TD1 va TDII), hoic
héi chiing dinh khép so som.

Pugc mb ta & ddy 1a viée sir dung axit nucleic theo sang ché dé bao ché thudc dé
diéu tri chita bénh va/hodc diéu tri du phong 101 loan, nhu tinh trang bénh ly c6 lién quan
dén su hoat hdéa va/hodc su biéu hién (theo mot sb phuong an, su biéu hién qué mic)
FGFR3. Trong mét sb truong hop, 161 loan nay 1a bénh ung thu, khéi u, va/hoic rdi loan
tang sinh té bao. Trong mot sb truong hop, bénh ung thu, khdi u, va/hodc r6i loan tang
sinh t& bao 13 bénh da u tuy hoic ung thu bang quang (vi du, caxinom t& bao chuyén
tiép), ung thu vi hodc ung thu gan. Trong mot s6 trwong hop, réi loan nay 13 réi loan
xuong, vi dy, tinh trang thiéu phat trién sun & nguoi, thiéu san sun, coi coc, loan san ngén
chi gy tr vong (dang 1dm sang TD: TD1 va TDII), hodc hi chirng dinh khép s¢ sém.

Puoc md ta & day 1a viée sit dung vecto bidu hién ctia sang ché dé bao ché thube
dé didu tri chita bénh va/hoic diéu tri du phong réi loan, nhu tinh trang bénh 1y c6 lién
quan dén su hoat héa va/hodc su biéu hién (theo mét ) phuong én, su biéu hién qua
muc) FGFR3. Trong mot ) trudong hop, 161 loan nay la bénh ung thu, khdi u, va/hodc rbi
loan tang sinh té bao. Trong mot s6 truong hgp, bénh ung thu, khéi u, va/hodc rdi loan
tang sinh té bao 13 bénh da u tuy hodc ung thu bang quang (vi du, caxinom té bao chuyén
tiép), bénh ung thu v hoic ung thu gan. Trong mdt s§ trudng hop, rbi loan nay 1a rbi
loan xuong, vi dy, tinh {rang thiéu phat trién sun & ngudi, thiéu san sun, cdi coc, loan san
ngén chi gy tir vong (dang ldm sang TD: TD1 va TDII), hodc hdi chimg dinh khép so

som.
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Dugc mo ta ¢ day 1a viéc st dung san phém theo sang ché d& bao ché thubc dé
diéu trj chita bénh va/hodc didu tri du phong céc ri loan, nhu céc tinh trang bénh 1y ¢6
lién quan dén su hoat héa va/hoic su biéu hién (theo mét sb phuong an, sy biéu hién qua
mirc) FGFR3. Theo mét s6 phuong an, r6i loan 1a ung thu, khéi u, va/hoic rdi loan tang
sinh t& bao. Trong mot s6 truong hop, bénh ung thu, khéi u, va/hoic rdi loan ting sinh té
bao 1 bénh da u tuy hodc ung thu bang quang (vi dy, caxinom té bao chuyén tiép), ung
thu vl hodc ung thu gan. Trong mot s6 truong hop, rdi loan 13 rdi loan xuong, vi du, tinh
trang thiéu phét trién sun & nguoi, thiéu san sun, cdi coc, loan san ngfm chi gy tr vong
(dang 1am sang TD: TD1 va TDII), hoédc héi chirg dinh khép so sém.

Dugc md td & ddy 1a viée st dung san phdm theo séng ché dé bao ché thubc dé
diéu tri chita bénh va/hodc diéu tri du phong 161 loan, nhu tinh trang bénh ly c6 li€én quan
dén su hoat hoa va/hoic su biéu hién (theo mét sb phuong 4n, su biéu hién qua mrc)
FGFR3. Trong mot sb trudong hop, r6i loan nay la bénh ung thu, khéi u, va/hoic rdi loan
tang sinh té bao. Trong mot sb truong hop, bénh ung thu, khdi u, va/hodc rdi loan tang
sinh t& bao 13 bénh da u tuy hodc ung thu bang quang (vi dy, caxinom té bao chuyén
tiép), ung thu via hodic ung thu gan. Trong mdt sb trudng hop, rdi loan 14 1di loan xuong,
vi dy, tinh trang thiéu phat trién sun & nguoi, thiéu san sun, coi coc, loan san nge"m chi
gdy tu vong (dang 14m sang TD: TD1 va TDII), hoéc héi chimng dinh khép so sém.

Duogc mé ta & ddy 1a viée st dung bo kit theo sang ché dé bao ché thubc dé didu tri
chita bénh va/hodc diéu tri du phong rbi loan, nhu tinh trang bénh 1y c6 lién quan dén su
hoat héa va/hodc sy biéu hién (theo mot sd phuong 4n, sy biéu hién qua muc) FGFR3.
Trong mot s& trudng hop, réi loan nay 13 ung thu, khdi u, va/hodc rbi loan tang sinh té
bao. Theo mdt s§ phuong 4n, bénh ung thw, khéi u, va/hoic ri loan tang sinh t& bao 1a
bénh da u tuy hodc ung thu bang quang (vi dy, caxinom té bao chuyén tiép), ung thu vu
hoic ung thu gan. Trong mot s trudong hop, rbi loan nay 14 rbi loan xuong, vi dy, tinh
trang thiéu phat trién sun & ngudi, thiéu san sun, cdi coc, loan san ngén chi gay tur vong
(dang 1dm sang TD: TD1 va TDII), hodc hdi ching dinh khép so sém.

Cling duge md ta & dy 1a viéc sir dung khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
bao ché thudc dé e ché sy tang sinh té bao, va viée st dung khéng thé khang FGFR3
theo sang ché dé bao ché thudc dé tidu diét té bao. Trong mét sd trudng hop, té bao 1a t

bao da u tuy. Trong mot sb truong hop, té bao nay bi tiéu diét bdi ADCC. Trong mdt 6
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trudng hop, khang thé 13 khang thé trdn. Trong mét sét truong hop, t& bao biéu hién qua
muc FGFR3.

Cling dugc mé ta & ddy 1a viéc stir dung khang thé khang FGFR3 theo sang ché dé
bao ché thﬁéc d& 1am suy yéu té bao, nhu té bao dau tuy. Theo mot sb phuong 4n, t& bao
bi tidu diét béi ADCC. Trong mét s6 trudng hop, khang thé 1a khéng thé trdn. Theo mot
s& phuong 4n, t& bao nay biéu hién qua muc FGFR3.

Sang ché dé xult phuong phap va ché phim hitu ich dé didu bién céc réi loan c6
li€n quan dén su biéu hién va/hoic din truyén tin hiéu FGFR3, nhu sy biéu hién va/hodc
truyén tin hidu gia ting hoic sy biéu hién va/hodic truyén tin hiéu khong mong mudn.

Céc g dung ctia sang ché trong y té ¢6 thé duoc st dung dé tac dong dén trang
thai bénh ly thich hgp. Cac 161 loan dién hinh dugc moé ta trong ban mod ta nay, va bao
gdm bénh ung thur duge chon tir nhém bao gdm bénh ung thu phdi té bao khong nho, ung
thu budng trimg, ung thu tuyén giap, ung thu tinh hoan, ung thu ndi mac tir cung, ung
thu dau va ¢, ung thu nio (vi dy, u nguyén bio than kinh hodc u mang ndo), ung thu da
(vi dy, u 4c tinh, caxinom t& bao co ban hoic caxinom té bao vay), ung thu bang quang
(vi dy, caxinom té bao chuyén tiép), caxinom v{, ung thu da day, ung thu rudt két
(CRC), caxinom t& bao gan, ung thu cb, ung thu phdi, ung thu tuy, ung thu tuyén tién
liét, va bénh mau 4c tinh (vi dy, bénh bach cdu nguyén bao lympho cAp tinh té bao T (T-
ALL), bénh bach ciu nguyén bao lympho cép tinh té bao B (B-ALL), bénh bach cAu sinh
tly cAp tinh (AML), t& bao B 4c tinh, u bach huyét dang Hodgkin, va da u tuy). Theo mdt
s6 phuong 4n, r6i loan 13 caxinom xam nhép t& bao chuyén tiép. Theo mot sb phuong an,
rdi loan 13 da u tuy. Vi du khéc vé cac rdi loan nay gdm rdi loan xuong, nhu tinh trang
thiéu phét trién sun & ngudi, thidu san sun, cdi coc, loan san ngén chi gay tir vong (dang
lam sang TD: TD1 va TDII), hodc hi chirng dinh khép so sém.

Theo phuong 4n nhét dinh, bénh ung thur biéu hién FGFR3, FGFR3 dugc khuéch
dai, FGFR3 hoén vi, va/hoic FGFR3 d6t bién. Theo phuong 4n nhit dinh, ung thu biéu
hién FGFR3 hoat héa. Theo phuong 4n nhat dinh, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3
hoan vi (vi du, hoan vi t(4;14)). Theo phuong an nhét dinh, bénh ung thu biéu hién
FGFR3 c4u tric. Theo mot sé phwong 4n, FGFR3 c4u triic chira dot bién & mién tyrosin
kinaza va/hodc mién cén mang va/hodc mién lién két phéi tr. Theo phuong an nhét dinh,
ung thu biéu hién doc 1p phdi tr FGFR3. Theo mdt sb phuong 4n, bénh ung thu biéu
hién FGFR3 phu thudc phéi ti.
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Theo mét s§ phuong 4an, bénh ung thu biéu hién FGFR3 chita dot bién tuong Ung
v6i FGFR3-ITIbS24C, Theo mét s6 phuong 4n, bénh ung thu ndy biéu hién FGFR3-IIIb
S248C va/hodc FGFR3-IIIcS245C,

Theo mdt s6 phwong 4n, bénh ung thu bidu hién FGFR3 gdm dot bién twong mg
v6i FGFR3-ITIbYS52E, Theo mét s& phuong 4n, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3-IIIb
K652E va/hosic FGFR3-IT1¢ K650E,

FGFR3 gom dot bién tuong tng véi FGFR3-IIIbS24C. Theo mét sé phuong 4n,
bénh ung thu ndy biéu hién FGFR3-IIIbS24C va/hosc FGFR3-IIIc S24C,

Theo mét khia canh, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3 chita dot bién tuong Ung
v6i FGFR3-IIIb%72C, Theo mét s6 phwong 4n, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3-
IIb9372€ va/hosic FGFR3-ITIc 9370C,

Theo mdt khia canh, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3 chua dot bién tuong Ung
v6i FGFR3-IIIbY375C, Theo mét sé phwong 4n, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3-
[IbY37€ va/hotic FGFR3-IIIcY37C,

Theo mét s6 phuong 4n, bénh ung thu nay bidu hién (a) FGFR3-IIIbXSS2E va (b)
mdt hogc nhiéu FGFR3-IIIbR4C, FGFR3-IIbY3"C, FGFR3 -IIIbS2C, va FGFR3IIIb
G372C

Theo mét s phuong én, bénh ung thu nay bidu hién (a) FGFR3-IIIbR24C va (b)
hlét hodic  nhiéu FGFR3-IIIbK652E, FGFR3-1IIbY375C, FGFR3-IIbS*C, va FGFR3-
IIH372C.

Theo mét s phuong 4n, bénh ung thu nay bidu hién (a) FGFR3-IIIb%72C va (b)
mét hoic nhiéu trong s FGFR3-IIIbKS2E, FGFR3-IIbY7C, FGFR3-IILS4C, va
FGFR3-IIIbR248¢,

Theo mét s6 phuwong 4n, bénh ung thu nay biéu hién FGFR3-IITbR2*C, FGFR3-
ITbX652E, FGFR3-I11bY375C, FGFR3-I1Ib $24C, va FGFR3-IIIb 9372C,

Theo phuong an nhét dinh, bénh ung thu nay biéu hién murc phospho-FGFR3,
phospho-FRS2 va/hodc phospho-MAPK ting so véi miu ddi chimg (vi du, miu mé binh
thuong) hodc mirc dbi chimg.

Theo mét sb phuong an, bénh ung thu nay biéu hién (vi du, trén bé mat té bao)
khoang 10000 phén tir FGFR3 cho méi té bao hozc nhiéu hon (nhw 11000, 12000, 13000,
14000, 15000, 16000, 17000, 18000 thu thé FGFR3 hodc nhidu hon). Theo mét sb
phuong 4n, bénh ung thu nay biéu hién khoang 13000 phan tir FGFR3. Theo céc phuong
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an khéc, bénh ung thu nay biéu hién khoang 5000, 6000, 7000, 8000 phan tir FGFR3
hoac hon. Theo mét ) phuong an, bénh ung thu nay biéu hién it hon khoang 4000, 3000,
2000, 1000 phan tit FGFR3 hodc it hon. Theo mét s6 phuong 4n, bénh ung thu biéu hién
it hon khoang 1000 phan t&r FGFR3.

Theo mot phuong 4n, té bao ma duoc gan dich trong tmg dung y té theo sang ché
12 t€ bao ung thu. Vi duy, té bao ung thu c6 thé duogc chon tir nhém bao gém té bao ung
thu v, t€ bao ung thu dai truc trang, t& bao ung thw phdi (vi dy, t bao ung thu phdi té
bao khong nho), t& bao ung thu tuyén giap, t& bao da u tuy, t& bao ung thu tinh hoan, té
bao caxinom dang nhd, t& bao ung thur dai trang, té bao ung thu tuy, t& bao ung thu budng
trimg, t& bao cb ung thu, ¥ bao ung thu hé than kinh trung uong, t& bao sacém tao
xuong, té bao caxinom than, t& bao caxinom té bao gan, t& bao ung thu bang quang (vi
du, t& bao caxinom té bao chuyén tiép), t bao caxinom da day, té bao caxinom vay dau
va cd, € bao ung thu hic td, t& bio bénh bach ciu, té bao da u tuy (vi dy té bao da u tuy
gdm hodn vi t(4:14) FGFR3) va té bao u tuyén dai trang. Theo mot phuong 4n, té bao ma
duoc gén dich trong phuong phép theo séng ché 1a t& bao tang sinh qua mrc va/hodc ting
san. Theo phuong 4n khac, t& bao ma duoc gén dich trong phuong phap theo sang ché 1a
té bao loan san. Theo m6t phwong 4n khéc nita, t& bao ma duoc gén dich trong phuong
phap theo sang ché 13 t& bao di can.

Theo mot khia canh, séng ché d& xuét phuong phap trc ché sy ting sinh té bao &
d6i tuong, phuong phép nay bao gdbm bude st dung cho dbi tuong lugng hitu hiéu cua
khéng thé khang FGFR3 dé 1am giam su ting sinh té bao.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat phuong phap dé tiéu diét t& bao & déi
tuong, phuong phép nay bao gdm st dung cho ddi tuong lugng hitu hiéu ctia khang thé
khéng FGFR3 dé tiéu diét té bao. Té bao nay c6 thé 1a t& bao da u tuy. T bao nay c6 thé
bi tiéu diét béi ADCC. Khing thé nay c6 thé 13 khéng thé trin. Té bao nay c6 thé bidu
hién qua mirc FGFR3. |

Theo mot khia canh, sing ché d& xuét phwong phép @ lam giam t& bao (nhu té
bao da u tuy) & di twong, phuong phép nay bao gdm viéc st dung cho dbi tugng lugng
hitu hiéu cta khang thé khang FGFR3 d tiéu diét & bao. Té bao nay bi tieu diét boi
ADCC. Khang thé niy c6 thé 13 khang thé trdn. Té bao nay c¢6 thé bidu hién qua mirc
FGFR3.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phép didu tri hodc ngan ngua rdi
loan xwong. Trong mdt sé phwong phép, rbi loan nay la chimg loan san sun & ngudi,
thiéu san sun, cdi coc, loan san ngén chi gy chét (dang 14m sang TD: TD1 va TDII),
hodc hdi chung dinh khép so sém.

Ung dung y hoc ctia sing ché c6 thé con bao gdm cac bude diéu tri bd sung trong
céc phuong phap. Vi du, phwong phap con cé thé bao gébm budc trong d6 t& bao va/hoic
md duoc gin dich (vi du, t& bao ung thu) dugc tiép xuc véi didu tri phéng xa hoic chét
héa tri li€u.

Theo mét khia canh, sang ché d& xudt phuong phép bao gém budc six dung lugng
hiru hidu ctia khéng thé khang FGFR3 két hop vdi luong hitu hidu cta cht tri liéu khac
(nhu chét chéng tao mach, khang thé khac, chét héa tri liéu, chit gay doc t€ bao, chat trc
ché mi&n dich, tién dugc chit, xytokin, li€u phap phong xa gdy doc t€ bao, corticosteroid,
thu6c chdng nén, vicxin ung thu, thubc giam dau, hodic chit tc ché su sinh trudng). Vi
du, cac khang thé khang FGFR3 duoc st dung két hop véi chit chéng ung thu hogic chat
chéng tao mach d& didu tri nhidu tinh trang lién quan dén khdi u hoic khéng lién quan
dén khoi u khac nhau. Trong céc vi du cu thé, cac khang thé khéng FGFR3 dugc st dung
két hop véi velcade, revlimid, tamoxifen, letrozole, exemestane, anastrozole, irinotecan,
cetuximab, fulvestrant, vinorelbine, bevacizumab, vincristine, cisplatin, gemcitabine,
methotrexate, vinblastine, carboplatin, paclitaxel, docetaxel, pemetrexed, 5-flouraxil,
doxorubicin, bortezomib, lenalidomide, dexamethasone, melphalin, prednisone,
vincristine, va/hoac thalidomide.

Tuy thudc vao bénh ung thu cu thé duoc didu tri, lidu phap két hop theo sang ché
c6 thé duoc két hop véi cac chit tri liéu khac, nhu chét hoa tri liéu, hoic cac lidu phap bd
sung nhur xa tri hodc phu thuat. Nhiéu chét héa tri liéu da biét c6 thé dugc st dung trong
liéu phap két hop theo sang ché. TSt hon néu cac chét héa tri lidu ma 13 tiéu chuin didu
tri cho céc chi dinh cn thé s& dugce six dung. Liéu hoic tin sult ctia mdi chét tri liéu duoc
str dung trong lidu phép két hop t6t hon néu bing, hoic thip hon, liéu hodc tAn suét coa
chit twong tmg khi dugc sir dung ma khéng c6 (cac) chét con lai.

Ciing dugc mo ta & ddy 12 bt ky trong sé cac khang thé khang FGFR3 duoc mb ta
& day, trong d6 khang thé khang FGFR3 chira nhén phat hién duoc.

Ciing dugc mo ta & day 1a phirc hop cia bit ky trong sé cac khang thé khang
FGFR3 dugc mb ta & day va FGFR3. Phiic hop nay c6 thé 1 in vivo hodc in vitro. Phiic
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hop nay c6 thé chira té bao ung thu. Khéng thé khang FGFR3 nay c6 thé dugc danh ddu
phat hién duogc.
M ta vin tat cac hinh vé

Fig. 1A, 1B va 1C: trinh tw vong HVR chudi ning va chudi nhe cta céc khang thé
khang FGFR3. Cac hinh v& nay thé hién trinh ty HVR chudi nang, H1, H2, va H3, va
trinh tw HVR chudi nhe, L1, L2, va L3. P4nh s trinh tu 13 nhu sau:

Dong 184.6 (HVR-H1 1a SEQ ID NO:1; HVR-H2 la SEQ ID NO:2; HVR-H3 1a
SEQ ID NO:3; HVR-L1 1a SEQ ID NO:4; HVR-L2 1a SEQ ID NO:5; HVR-L3 1a SEQ
ID NO:6);

Dong 184.6.1 (HVR-HI 1a SEQ ID NO:7; HVR-H2 la SEQ ID NO:8; HVR-H3 13
SEQ ID NO:9; HVR-L1 1a SEQ ID NO:10; HVR-L2 1a SEQ ID NO:11; HVR-L3 1a SEQ
ID NO:12)

Dong 184.6.58 (HVR-HI 1a SEQ ID NO:13; HVR-H2 1a SEQ ID NO:14; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:15; HVR-L1 la SEQ ID NO:16; HVR-L2 1a SEQ ID NO:17; HVR-L3
1a SEQ ID NO:18)

Dong 184.6.62 (HVR-H1 1a SEQ ID NO:48; HVR-H2 la SEQ ID NO:49; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:50; HVR-L1 1a SEQ ID NO:51; HVR-L2 14 SEQ ID NO:52; HVR-L3
la SEQ ID NO:53)

' Dong 184.6.21 (HVR-H1 la SEQ ID NO:54; HVR-H2 la SEQ ID NO:55; HVR-

H3 1a SEQ ID NO:56; HVR-L1 14 SEQ ID NO:57; HVR-L2 14 SEQ ID NO:58; HVR-L3
la SEQ ID NO:59)

Dong 184.6.49 (HVR-HI 1a SEQ ID NO:60; HVR-H2 1a SEQ ID NO:61; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:62; HVR-L1 la SEQ ID NO:63; HVR-L2 1a SEQ ID NO:64; HVR-L3
la SEQ ID NO:65)

Dong 184.6.51 (HVR-H1 la SEQ ID NO:66; HVR-H2 la SEQ ID NO:67; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:68; HVR-L1 14 SEQ ID NO:69; HVR-L2 13 SEQ ID NO:70; HVR-L3
la SEQ ID NO:71)

Dong 184.6.52 (HVR-H1 1a SEQ ID NO:72; HVR-H2 1a SEQ ID NO:73; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:74; HVR-L1 1a SEQ ID NO:75; HVR-L2 1a SEQ ID NO:76; HVR-L3
la SEQ ID NO:77)
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Dong 184.6.92 (HVR-HI1 la SEQ ID NO:78; HVR-H2 14 SEQ ID NO:79; HVR-
H3 1a SEQ ID NO:§0; HVR-L1 1a SEQ ID NO:81; HVR-L2 la SEQ ID NO:82; HVR-L3
la SEQ ID NO:83)

Dong 184.6.1.N54S (HVR-HI1 1a SEQ ID NO:84; HVR-H2 1a SEQ ID NO:85;
HVR-H3 1a SEQ ID NO:86; HVR-L1 1a SEQ ID NO:87; HVR-L2 1a SEQ ID NO:88;
HVR-L3 la SEQ ID NO:89)

Dong 184.6.1.N54G (HVR-HI 1a SEQ ID NO:90; HVR-H2 1a SEQ ID NO:91;
HVR-H3 1a SEQ ID NO:92; HVR-L1 1a SEQ ID NO:93; HVR-L2 13 SEQ ID NO:94;
HVR-L3 1a SEQ ID NO:95)

Dong 184.6.1.N54A (HVR-HI1 1a SEQ ID NO:96; HVR-H2 1a SEQ ID NO:97;
HVR-H3 1a SEQ ID NO:98; HVR-L1 la SEQ ID NO:99; HVR-L2 la SEQ ID NO:100;
HVR-L3 la SEQ ID NO:101)

Dong 184.6.1.N54Q (HVR-HI la SEQ ID NO:102; HVR-H2 1a SEQ ID NO:103;
HVR-H3 1a SEQ ID NO:104; HVR-L1 la SEQ ID NO:105; HVR-L2 1a SEQ ID NO:106;
HVR-L3 1a SEQ ID NO:107)

Dong 184.6.58.N54S (HVR-H1 la SEQ ID NO:108; HVR-H2 la SEQ ID
NO:109; HVR-H3 1a SEQ ID NO:110; HVR-L1 1a SEQ ID NO:111; HVR-L2 1a SEQ ID
NO:112; HVR-L3 1a SEQ ID NO:113)

Dong 184.6.58.N54G (HVR-H1 1la SEQ ID NO:114; HVR-H2 1a SEQ ID
NO:115; HVR-H3 1a SEQ ID NO:116; HVR-L1 1a SEQ ID NO:117; HVR-L2 1a SEQ ID
NO:118; HVR-L3 1a SEQ ID NO:119)

- Dong 184.6.58.N54A (HVR-HI 1a SEQ ID NO:120; HVR-H2 1a SEQ ID
NO:121; HVR-H3 1a SEQ ID NO:122; HVR-L1 1a SEQ ID NO:123; HVR-L2 1a SEQ ID
NO:124; HVR-L3 1a SEQ ID NO:125)

Dong 184.6.58.N54Q (HVR-H1 la SEQ ID NO:126; HVR-H2 1la SEQ ID
NO:127; HVR-H3 1a SEQ ID NO:128; HVR-L1 1a SEQ ID NO:129; HVR-L2 1a SEQ ID
NO:130; HVR-L3 1a SEQ ID NO:131).

Dong 184.6.1.NS D30E (HVR-HI1 la SEQ ID NO:143; HVR-H2 1a SEQ ID
NO:144; HVR-H3 1a SEQ ID NO:145; HVR-L1 1a SEQ ID NO:140; HVR-L2 1a SEQ ID
NO:141; HVR-L3 1a SEQ ID NO:142).

Céc vi tri axit amin duogc danh s theo hé théng danh s6 Kabat nhu dugc néu dudi

day.
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Fig. 2A va 2B: mé ta (A) trinh ti axit amin ctia ving bién dbi chudi nang va vung
bién d6i chudi nhe cla cic khing thé khang FGFR3 184.6.1.N54S, 184.6.58, va
184.6.62; va (B) ving siéu bién clia cac khang thé khang FGFR3 1G6, 6G1, va 15B2 .

Fig. 3A, 3B va 4: m6 ta trinh trr khung lién tmg nhan cta ngudi dién hinh @ st
dung trong viéc thuc hién sang ché v6i chét nhén dién trinh tu nhu sau:

Khung lién tmg ning bién dbi (Fig.3A, 3B)
khung lién tng phadn nhém I VH cta nguoi trir di cdc CDR Kabat (SEQ ID NO:19 va

203-205)

khung lién ving phan nhém I VH ciia ngudi trir di cc ving siéu bién kéo dai (SEQ ID
NO:20 va 206-208, 21 va 209-211, 22 va 212-214)
khung lién Ung phan nhém II VH ctia nguoi trir di cac CDR Kabat (SEQ ID NO:23 va
215-217)
khung lién Urng phén nhém II VH ciia ngudi trir di cac ving sidu bién kéo dai (SEQ ID
NOS:24 va 218-220, 25 va 221-223, 26.va 224-226)
khung lién ing phan nhom II VH cia nguoi trir di duoc kéo dai
khung lién tng phan nhém III VH ctia nguoi trir di cac CDR Kabat (SEQ ID NO:27 va
227-229)
khung lién tmg phan nhém IIT VH clia ngudi trir di cac ving siéu bién kéo dai (SEQ ID
NO:28 va 230-232, 29 va 233-235, 30 va 236-238)
khung nhin VH ctia nguoi trir di cac CDR Kabat (SEQ ID NO:31 va 239-241)
khung nhin VH ctia ngui triy di cac ving siéu bién kéo dai (SEQ ID NO:32 va 242-244,
33 va 2245-247)
khung nhén 2 VH cuia nguoi trir di cdc CDR Kabat (SEQ ID NO:34 va 248-250)
khung nhén 2 VH ciia ngudi trir di cac ving siéu bién kéo dai (SEQ ID NO:35 va 251-
253, 36 va 254-256, 37 va 257-259)
Khung lién ¢mg nhe bién ddi (VL) (Fig.4)
khung lién {mg phan nhém I VL kappa ciia ngudi (SEQ ID NO:38 va 260-262)
khung lién Uing phén nhom II VL kappa ctia nguai (SEQ ID NO:39 va 263-265)
khung lién ng phan nhém III VL kappa cta nguoi (SEQ ID NO:40 va 266-268)
khung lién (ng phdn nhém IV VL kappa ctia nguoi (SEQ ID NO:41 va 269-271)

Fig. 5: md ta trinh tu khung ctia chudi nhe (SEQ ID NO:42-45) va chudi nang
(SEQ ID NO: 46, 47, 175, 176) clia huMAb4D5-8. Céc sb & dang chi sb trén/in dam thé

hién cac vi tri axit amin theo Kabat.
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Fig. 6: m6 ta trinh tw khung bién dbi/duoc cai bién cta chudi nhe (SEQ ID NO:
42, 43, 177, 45) va chudi ning (SEQ ID NO: 46, 47, 178, va 176) clia huMAb4D5-8. Céc
sb & dang chi sé trén/in ddm thé hién céc vi tri axit amin theo Kabat.

Fig. 7: Su giam biéu hién FGFR3 trong t& bao ung thu bang quang RT112 trc ché
su tang sinh va gy ra su nglmg chu trinh t& bao G1 in vitro, va tc ché su phat trién khéi
u in vivo. Ba shARN FGFR3 khac duoc tich dong vao vecto biéu hién duge cam ung boi
Tet. Té bao RT112 biéu hién én dinh sShARN FGFR3 hogc shARN kiém soét duoc thidt
1&p véi sy chon loc puromyxin. (A) Cac vét dién hinh thé hién sy bidu hi¢n FGFR3 trong
c4c dong chon loc duge xir Iy bang hodc khong bing doxyxyclin (Dox, 0, 0,1 va 1 pg/ml,
tir trai sang phai). (B) Sw két hop [*H]-thymidin boi té bao RT112 4n dinh. Cac dong
RT112 6n dinh duge nudi cdy c6 hodc khong c6 1 pg/ml doxyxyclin trong 3 ngay trudc
khi 11 16 git v6i [*H]-thymidin (1 pCi cho mdi giéng). S8 dém [*H]-thymidin da két hop
dugc chudn héa dén gié tri tir t& bao ma khong dugc cam tng doxyxyclin. C4c thanh sai
s6 1a SEM. (C) biéu dd do t& bao dong phét huynh quang ADN cta t& bio RT112 én
dinh. Cac dong RT112 biéu hién shARN déi chiing hojc FGFR3 shARN4 duoc nuéi cdy
c6 hodc khong c6 1 pg/ml doxyxyclin trong 72 gid, va nhan dugc nhudém véi propidi
iodua (PI). Céc két qua tuwong tu thu dugc dbi véi FGFR3 shARN2 va 6 (Fig.16). (D) Su
phét trién clia céc t& bao RT112 biéu hién shARN dbi chimg (n=9 cho m&i nhém didu trj)
~ hodc FGFR3 shARN4 (n=11 cho mdi nhém diéu tri) & cac cbn chudt. Chudt dugce st
dung mdt minh 5% sucroza hogc dugc bd sung 1 mg/ml doxyxyclin, va kich thuéc khéi u
dugc do hai 14n mdi tudn. Cac thanh sai sé 1a SEM. Cac két qua tuong tu thu dugc véi
FGFR3 shARN2 va 6 (Fig.16). Bang dudi: Su biéu hién protein FGFR3 trong dich dung
giai khéi u duge chiét tir shARN kiém soét hodc cdc m6 ghép ngoai lai t& bao dn dinh
FGFR3 shARN4.

Fig.8: R3Mab phong bé tuong tic FGF/FGFR3. (A) Lién két chon loc ctia FGFR3
ngudi boi R3Mab. Protein kham FGFR1-4 Fc¢ & ngudi duoc c¢b dinh va duoc u véi lugng
R3Mab tang dan. Lién két dic hiéu duoc phat hién stt dung khang thé khang Fab nguoi.
(B-C) Phong bé lién két FGF1 v6i FGFR3-IIIb ngudi (B) hodc ITc (C) bai R3Mab. Lién
két dic hiéu dugc phat hién béng cach str dung khang thé da dong dac hiéu FGF1 duoc
biotin héa. (D-E) Phong bé lién két FGF9 v6i FGFR3-IIIb (D) hoic Illc (E) ngudi boi
R3Mab. Lién két ddc hiéu dugc phat hién bang cach sir dung khang thé da dong dic hidu
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FGF9 dugc biotin héa. Céc thanh sai sb 1a sai s chuin cla gié tri trung binh (SEM) va
doi khi nhd hon so véi céc ky higu.

Fig.9: R3Mab wrc ché su ting sinh t& bao Ba/F3 duoc didu khién boi FGFR3 kidu
dai va dot bién. (A) Tac dung trc ché ciia R3Mab ddi véi kha ning séng sot cua té bao
Ba/F3 biéu hién FGFR3-IIb nguoi kiéu dai. Té bao dugc nudi cdy trong méi trudng
khong chira FGF1 (khdng c6 FGF1), hodc khi c6 mét 10 ng/ml FGF1 cdng va&i 10 pg/ml
mét minh heparin (FGF1), hoic két hop vé6i khang thé dbi chung (Pdi ching) hodc
R3Mab. Kha ning sdng s6t ctia t& bao dwoc danh gia voi Cell Titer-Glo (Promega) sau
72 gid 0 véi cac khang thé. (B) Su tc ché qué trinh phosphoryl héa FGFR3 va MAPK
boi R3Mab trong té bao 6n dinh Ba/F3-FGFR3-IIIbYT, Xir ly t& bao v&i 15 ng/ml FGF1
va 10 pg/ml heparin (+) hodc mdt minh heparin (-) trong mudi phit, sau khi 01 so bd véi
Ab d6i chimg (Ctrl), lugng R3Mab giam (14n luot 13 1, 0,2, 0,04 pg/ml) trong PBS, hoc
mdt minh PBS (Mock) trong 3 gié. Dich dung giai dugc thdm tach mién dich dé danh gia
qua trinh phosphoryl héa FGFR3 va p44/42 MAPK véi céc khang thé 1an lugt thanh
pFGFRY®3654 vy pMAPK™202/Ty204 (C) Trinh bay bing so dd diém néng dot bién
FGFR3 va tan suit & ung thu béﬁg quang (danh sd trinh ty duoc md ta dya trén trinh ty
axit amin dong dang FGFR3 IIIb) dl,ré trén céc s6 lidu di cong bd (32). TM, mién xuyén
mang; TK1 va TK2, tyrosin kinaza mién 1 va 2. (D-H) T4c dung @c ché ctia R3Mab déi
v6i kha ning sdng séng ctia t& bao Ba/F3 bidu hién thé d6t bién FGFR3 lién quan dén
ung thu. G372C 1a thu duogc tir déng dang Illc, va phén con lai thu duoc tur déng dang
IIIb. Panh sb trinh tu cho tit ca cac thé dot bién dya trén trinh tu axit amin déng dang
FGFR3 IIIb (gbm thé d6t bién G372C, ma s& duoc danh s6 G370C dua trén trinh tu axit
amin ddng dang FGFR3 IIIc). Kha ning séng cia té bao dwoc danh gia sau 72 gio 0 voi
c4c khang thé nhu duoc mé ta & (A). Cac vach sai s6 13 SEM.

Fig.10: Lap ban dd epitop cho R3Mab va céu truc tinh thé cua phuc hop gitia
manh Fab R3Mab va IgD2-D3 ctia FGFR3-IIIb ngudi. (A) Epitop duoe xac dinh bang sy
lién két ctia 13 peptit ndi IgD2-D3 ciia FGFR3 ngudi véi R3Mab. Mbi peptit dugc biotin
hoa dugc bat gitt trén giéng vi phiém duoc phu streptavidin va duge U véi R3Mab.
R3Mab d3 lién két dic hidu dugc phat hién bang cich st dung khang thé khang IgG
ngudi- & dé. (B) Sip xép thing hang trinh ty FGFR3 peptit 3 ngudi
(LAVPAANTVRFRCPA (SEQ ID NO:179) va 11 (SDVEFHCKVYSDAQP (SEQ ID
NO:180) v6i cac doan ngoai bao cua FGFR1 ngudi (peptit 3: HAVPAAKTVKFKCPS
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(SEQ ID NO:181); peptit 11: SNVEFMCKVYSDPQP (SEQ ID NO:182)). Cac gbc
FGFR1 tham gia vao twong tdc FGF2-FGFR1 bac mdt, lién két heparin, va lién hop thu
thé-thy thé duoc thé hién 14n lugt bing phdng chit in d4m, in nghiéng, va gach chan. Viée
chi dinh chitc niing ctia cac gdc FGFR1 1 dua trén tai liéu Plotnikov et al (34). (C) Chu
tric ctia R3Mab Fab (dugc thé hién trong dai x04n, chudi nhe mau xam, chudi nang mau
den) trong phirc hop véi FGFR3 IgD2-D3 ngudi (duoc thé hién & bé mit phan tr, mau
trang). Cac gbc thy thé c6 lién quan dn su .lién két phdi tir va dime héa duoc t6 mau Ian
lugt 12 mau ghi/déanh chéo va mau ghi t6i dya trén tai liéu Plotnikov et al (34). (D) Can
canh cAu trtc tinh thd thé hién réng CDR-H3 va -H2 tir Fab tao ra cac vi tri twong tac
chinh véi IgD2 va IgD3 ctia FGFR3. (E) Su xép chdng ctia phirc hop FGFR3-IIIc-FGF 1
(PDB mé 1RY7) v6i phitc hop FGFR3-IIIb-Fab. FGFR3-IIIc va FGF1 lan luot duge t6
mau ghi va ghi sim. FGFR3-IIIb dugc thé hién bang méau trdng va Fab duoc thé hién
bﬁng mau ghi nhat cho chudi nhe, ghi sdm cho chudi nang. IgD2 dugc str dung lam neo
dé chdng 1én. Cha y IgD2 dugc chdng 1én rd rang tir c& hai cdu tric va hinh dang méi
dugc tiép nhén bdi IgD3 cla FGFR3-IIIb khi dugc lién két bsi R3Mab. (F) Trinh biy
khac v& sy chdng phirc hop FGFR3-IIIc-FGF1 (PDB ma 1RY7) v6i phitc hgp FGFR3-
IIIb-Fab. FGFR3-IIIc va FGF1 dugc thé hién dudi dang bé mat phan tit ma 1in luot 13
hoa vin mau ghi/dang mit luéi va hoa vin mau ghi sim/dang chim. FGFR3-IIIb duoc
thé hién bang mau tring va Fab duoc thé hién bang mau ghi v6i chudi nhe, mau den véi
chudi ning. IgD2 duoc st dung 1am neo & xép chéng. Chu y IgD2 duoc xép chdng 15
rang tir ¢4 hai cdu tric va hinh dang mdi duogce tiép nhan bdi IgD3 ctia FGFR3-11Ib khi
duoc lién két bsi R3Mab.

Fig.11: R3Mab tic ché sy ting sinh, su phat trién dong va qué trinh dan truyén tin
hiéu FGFR3 trong t€ bao ung thu bang quang bidu hién FGFR3524C kidu dai hoic duoc
gy dot bién. (A) Uc ché sy két hop [*H]-thymidin boi R3Mab trong dong t& bao ung thu
bang quang RT112. Cac vach sai s§ 13 SEM. (B) Chin su din truyén tin hiéu FGFR3
duogc hoat hoa boi FGF1 bdi R3Mab (15 pg/ml) trong dong & bao ung thu bang quang
RT112 so v6i mdt minh moi trudng diu tri (Mock) hogc khang thé dbi ching (Ctrl).
Dich dung giai té bao duoc két tha mién dich véi khéng thé khang FGFR3 va duogc danh
gid vé qué trinh phosphoryl héa FGFR3 véi khéng thé khang phospho-tyrosin (4G10).
Dich dung giai dugc thim tach min dich dé phat hién sy phosphoryl héa cia AKT
(PAKTS) va p44/42 MAPK (pMAPK™202T5204) () Uc ché sy phat trién dong boi
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R3Mab (10 pg/ml) trong dong té bio ung thu bang quang UMUC-14 (chita FGFR3524%C)
s0 v6i mt minh mdi trudng diéu tri (Mock) hogic khang thé dbi chung (Ctrl). (D) Dinh
lugng ctia nghién ctru trong (C) bao cdo sb lwong céc khudn lac c6 duong kinh I6n hon
120 pm cho mdi giéng tir ban sao cta 12 giéng. Cac vach sai s6 13 SEM. P <3,4x 107 so
v6i Mock hogc Ctrl. (E) Uc ché qué trinh phosphoryl héa FGFR3 trong t& bao UMUC-14
boi R3Mab (15 pg/ml). Sy phosphoryl héa FGFR3 dugc phén tich nhu & (B). Chd y su
phosphoryl héa chu triic ctia FGFR3 trong dong té bao nay.

Fig.12: R3Mab lam gidém muc trang thai én dinh ctia dime FGFR34C duoc lién
két disulfua bing cach didu khidn trang thai c4n bing dime-monome vé phia trang thai
monome. (A) Anh hudng ctia R3Mab déi véi dime FGFR35%%C trong t& bao UMUC-14.
Té bao dugc U véi R3Mab (15 ug/ml) hodc khang thé dbi chimg (Ctrl) trong 3 gio, va
dich dung giai t€ bao nguyén ven dwoc phan tich bing phuong phap thdm tich mién dich
trong diéu kién khong khir va khir. (B) Anh huéng ctia chit phong b8 DTNB khong chira
sulfhydryl dén trang th4i cin bing dime-monome FGFR352C trong t& bao UMUC-14.
Cac t& bao UMUC-14 dugc xi y véi ndng do ting din ctia DTNB trong 3 gid, va dich
dung giai t& bao dugc phan tich nhu & (A). (C) Anh huéng cta R3Mab dén dime
FGFR3524C t4i t§ hop dugc tinh ché in vitro. Dime FGFR352C gdm IgD2-D3 duoc tinh
ché qua cot loai ¢&, va duge 1 véi PBS (Mock), khang thé dbi ching (Ctrl), hoac R3Mab
& 37°C. Céc méu dugc thu thap & thoi diém chi dinh dbi v6i phan tich thdm tich midn
dich trong didu kién khéng khir. Pime-monome FGFR3 duoc phat hién bing cach st
dung khéng thé lai 6G1 khang FGFR3 (A-C).

Fig.13: R3Mab tic ché su phaét trién cta té bao ung thu bang quang ghép ngoai lai
va su phat trién cia Ba/F3-FGFR352%C ghép ciing loai. (A) T4c dung ctia R3Mab déi véi
su phét trién ctia mé ghép ngoai lai ung thu bang quang RT112 d4 dugc thiét 1ap trude so
v6i d6i ching ta dugc 1ong. n=10 cho mdi nhém. (B) Uc ché quéa trinh din truyén tin
hiéu FGFR3 trong m6 khdi u RT112 bing R3Mab. Trong tht nghiém riéng, khdi u ghép
ngoai lai RT112 duoc diéu tri bing 15 mg/kg khang thé d6i chung (Ctrl) hodc R3Mab
trong 48 git hodc 72 givr dugce thu thip (n =3 cho mdi nhém), duge ddng nhat hoa va
phan tich d6i véi FRS2a va su hoat héa MAPK bang thim tach mién dich. (C) T4c dung
ctia R3Mab dén su phét trién clia md ghép ciing loai Ba/F3-FGFR35C duoc thiét 1ap
trude. n=10 cho mdi nhém. (D) Tac dung ctia R3Mab dén su phat trién cia mo ghép

ngoai lai ung thu bang quang UMUC-14 duoc thiét 14p trude, n=10 cho mdi nhém. E)
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Téc dung ciia R3Mab dén dime FGFR3%*C va sy din truyén tin hiéu trong mé khéi u
UMUC-14. Khéi u ghép ngoai lai UMUC-14 duogc didu tri bang 30 mg/kg khang thé déi
chimg (Ctrl) hodc R3Mab trong 24 git hodc 72 gitr duge thu thap (n =3 cho mdi nhém),
dugc ddng nhét héa va phan tich dbi véi dime-monome FGFR35%C ciing nhu sy hoat
héa MAPK bing thdm tich mién dich. Pime-monome FGFR3 dugc phat hién bang cach
str dung khéang thé da dong sc9007 & tho khang FGFR3 d8 tréanh sy can trd tir IgG chuét
trong dich dung giai khdi u. Céc vach sai s§ 1a SEM.

Fig.14: ADCC g6p phén vao hiéu qua chbéng khéi u ciia R3Mab trong miu da u
tuy duong tinh (4;14). (A-B) T4c dung ctia R3Mab dén su phét trién cia md ghép ngoai
lai u tuy OPM2 (A) va KMS11 (B) d3 duoc thiét 14p trude. n =10 cho mai nhém. (C-F)
Su dung gii t€ bao ctia dong t bao u tuy OPM2 (C) va KMS11 (D), hoic dong t& bio
ung thu bang quang RT112 (E) va UMUC-14 (F) dugc cam tng bdi R3Mab trong méi
trweong nudi ciy té bao. Té bao u tuy hodc ung thu bang quang dugc t véi PBMC ngudi
m&i duge phan 14p khi 6 mit R3Mab hoic khang thé ddi ching. Téac dung gy doc té
bao duoc xac dinh bang cach do LDH duoc giai phong trong dich ndi bé mat. (G-H) Tac
dung ctia R3Mab hodc thé dot bién DANA cua né dén su phat trién ciia mo ghép ngoai
lai u tuy OPM2 (G) va KMS11 (H) di duoc thiét 1ap truée. n=10 cho mdi nhém. Cac
vach sai s6 14 SEM va dbi khi nhé hon so véi cac ky hiéu.

Fig.15: Su giam biéu hién (knockdown) FGFR3 véi siARN tc ché su tang sinh té
bao ctia dong té bao ung thu bang quang. Séu dén bay FGFR3 siARN khac nhau va ba
siARN d6i chﬁng khong dic higu duoc thiét ké va duoc téng hop & Genentech. Dong té
bao ung thu bang quang RT112 (A), SW780 (B), RT4 (C) va UMUC-14 (D) duc_yc gieo
vao dia 96 giéng (3000 1€ bao cho mdi giéng) va duoc dé gin qua dém, va chuyén nhiém
tam thoi véi 25 nM siARN trong phitc hop véi RNAiMax (Invitrogen). 72 gid sau
chuyén nhiém, [*H]-thymidin (1uCi cho mdi giéng) duoc thém vao moi truong nudi cy
(A, C, va D) dé 0 thém 16 gis. [*H]-thymidin d& két hop duoc dinh luong bing
TopCount. Cac sb lidu duoc chudn héa tir t& bao duge chuyén nhidm véi mot minh
ARNiMax (Mock). Cac vach sai sb 13 SEM. Bang dudi: Cac vét dién hinh thé hién su
biéu hién FGFR3 trong té bao dugc chuyén nhiém siARN. (B) Kha ning sbng sét cua té
bao dugc do bang CellTiter-Glo (Promega) 96 gitr sau khi chuyén nhiém. Céc vach sai sb

la SEM.
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Fig.16: Sy biéu hién giam FGFR3 trong dong té bio ung thu bang quang RT112
kim him chu trinh t bao G1 in vitro, va tic ché su phat trién khdi u in vivo. Ba FGFR3
ARN khac nhau duoc thiét ké va duoc tach dong vio vecto retrovirut bidu hién shARN
duoc cam g boi Tet. Dong dn dinh RT112 biéu hién FGFR3 shARN hoic shARN dbi
chimg duge thiét 14p v6i su chon loc puromyxin. (A) biéu d tn suét coa phuong phap
do té bao dong phat huynh quang ADN ctia nhan dugc nhudém propidium iodua (PI) thu
dugc tir t€ bao on dinh RT112 bidu hién FGFR3 shARN2 hoic shARN6 sau khi didu tri
bang hozc khong béng 1 pg/ml doxyxyclin trong 72 gid. (B) Suw phét trién cua té bao n
dinh RT112 bidu hién FGFR3 shARN2-4 (n=11 cho mbi nhém diéu tri) hodc
FGFR3shARNG6-16 (n=10 cho m&i nhém diéu tri) & chudt nu/nu. Chudt mang khédi u chi
nhin 5% sucroza (hinh tron nét 1ién) hodc 5% sucroza cong voi 1 mg/ml doxyxyclin
(hinh vudng nét lién), va khdi u dugc do bing thudc kep hai 1an mbi tudn. Céc vach sai
s 1a SEM.

Fig.17: T4c dung ctia cac khéng thé lai khang FGFR3 16G, 6G1 va 15B2 dbi véi
sy ting sinh té bio Ba/F3 duoc didu khidn béi FGFR3 kidu dai va duoc gy dot bién. Cac
khéng thé lai khing FGFR3 dugc tao ra bang cach giy mién dich chuét BALB/c véi
FGFR3-IIIb /Fc ngudi hogc thé kham FGFR3-IIIc /Fc clia ngudi. Céc té bao lai da dung
hop duoc chon bing cich st dung phuong phéap chon loc hypoxanthin-aminopterin-
thymidin trong Moi trudng D tir bo kit chon loc thé lai ClonaCell® (StemCell
Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada). Cac khang thé lai dugc sang loc lan luot vé
kha héng lién két véi FGFR3-IIIb va FGFR3-IIIc bdi ELISA va kha ning nhan dién bé
mit t& bao FGFR3 boi FACS cua ching. Cac thé lai duge chon sau dé dugc tach dong
bang cach pha lodng gi6i han. 16G, 6G1 va 15B2 1a cac dong duge str dung dé danh gia
tac dung ddi véi sy tang sinh ciia t& bao Ba/F3 bidu hién FGFR3 kiéu dai hodc dugc gay
dot bién twong tu nhu dugc mé ta trén Fig.9A. Cac vach sai sb 1a SEM.

Fig.18: So sanh c4c epitop R3Mab dugc xac dinh bing cach 1ap ban dd peptit va
phan tich cAu tric tinh thé. (A) Epitop dugc bdc 16 bang cAu tric clia manh R3Mab Fab
trong phttc hop v6i manh IgD2-D3 ngoai bao ciia FGFR3 ngu:éri.v Céc gbc FGFR3 tiép
xuc béi chudi ning va chudi nhe Fab 1an lugt dwoc t6 bing mau den va ghi. (B) Vi fri ctia
peptit 3 va 11 trén FGFR3.

' Fig.19: R3Mab tc ché sy tang sinh va dan truyén tin hiéu FGFR3 trong té bao ung
thu bang quang chita FGFR352%C kiéu dai hodc duoc gdy dot bién. (A) Tac dung e ché
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kha ning sdng sét ciia t& bao boi R3Mab trong dong t& bao ung thu bang quang RT4.
Kha ning sbng sét cta té bao duge danh gia bang CellTiter-Glo (Promega) sau khi G 96
gi®r voi khang thé nay. Céc vach sai s6 14 SEM. (B) Tac dung phong bé su din truyén tin
hiéu FGFR3 duoc hoat héa béi FGF1 bing R3Mab (15 ug/ml) trong dong té bao ung thu
bang quang RT4. (C) Tac dung trc ché sw két hop [*H]-thymidin boi R3Mab trong dong
t& bao ung thur bang quang RCC-97-7 (chira FGFR35249C), Céc vach sai s6 13 SEM. (D)
Téac dung tc ché su phosphoryl héa FGFR3 trong t& bao TCC-97-7 bdi R3Mab (15
ug/ml). (E) Tac dung lam giam dime FGFR3%2°C trong té bao TCC-97-7 sau 3 gid 0 véi
R3Mab (15 ug/ml) so v6i khang thé ddi chtng (Ctrl).

Fig.20: Tac dung cua chét trc ché nhép bao dbi v&i su ndi bao héa R3Mab va dime
FGFR3%2%C trong té bio UMUC-14. (A) T4c dung ctia chit trc ché nhap bao dbi véi su
ndi bao hoéa clia R3Mab. Té bao UMUC-14, dugc xir Iy so bd bing nhidu chit tc ché
nhap bao khic nhau hodc DMSO trong 1 gi¢ & 37°C, duoc i véi R3Mab (15 ug/ml) trong
3 gid & 37°C dé cho phép ndi bao héa. Phuong phép rira & d6 pH thip duoc sit dung dé
loai bd R3Mab bé mit té bao dé quan sat dugc khang thé da dwoc ndi bao héa. T bao
dugc cb dinh va duge nhudém véi khang thé khang IgG rigudi duoc danh diu Alexa 488.
Hinh 4nh dwogc chup bang cach sir dung kinh hién vi ddng tiéu. (B) T4c dung cua chét trc
ché nhap bao dbi véi dime FGFR3%24C trong t& bao UMUC-14 duoc xir Iy bing R3Mab.
Céc t8 bao UMUC-14, duogc xtt 1y so bd b%tng nhiéu chét tc ché nhép bao khéc nhau hodc
DMSG trong 1 gio & 37°C, duoce 0 v6i mock (Hang 1), khang thé dbi chimg (Hang 2),
hozic R3Mab (15 ug/ml, Hang 3) trong 3 gio & 37°C. Dich dung giai t& bao dugc phan
tich d6i v6i protein FGFR3 trong diéu kién khéng khir hogc khir bang phuong phap thdm
tach mién dich. Luu ¥ ring clopromazine (cht wrc ché nhép bao qua trung gian clathrin)
va genistein (todn bd chdt e ché nhap bao) phong bé su ndi bao héa R3Mab, nhung
khong c6 tac dung 1am gidm dime FGFR3524C giy ra béi R3Mab.

Fig.21: Phat hién d6 nhay cta céc khang thé khang FGFR3 khac nhau déi véi
FGFR352%C dang monome va dime trong diéu kién khong khir. Cac t& bao UMUC-14
duge dung giai sau khi xir Iy bing R3Mab (Hang 1), IgG1 dbi chiung (Hang 2), hoac PBS
(Hang 3) trong 3 gid, va dich dung giai té bao dwoc dua vao phan tich thdm tach mién
dich trong diéu kién khir hodc khong khir. Luu ¥ ring 6G1 (khang thé lai & chudt duoc

tao ra & Genentech) dd phat hién dugc ca dime va monome FGFR3524C trong khi dé
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5¢9007 (khang thé da dong & tho, Santa Cruz Biotechnology) hogc sc13121 (khang thé
lai & chudt, Santa Cruz Biotechnology) wu tién phat hién FGFR352%C dang dime.

Fig.22: Tac dung clia R3Mab ddi véi sy ting sinh ctia t& bao da u tuy t(4;14)+. (A)
Tac dung e ché ciia R3Mab d6i véi su két hop [*H]-thymidin bai t& bao UTMC-2. Céc
t& bao UTMC-2 dugc nudi trong méi trudng chira R3Mab hoic khang thé dbi ching khi
c6 mat 25 ng/ml FGF9 va 5 ug/ml heparin hodc m¢t minh heparin (Khong FGF9). Sau
khi i 6 ngay, [*H]-thymidin dugc bd sung déui1e6 gi0. Cac s6 liéu duge chudn héa tir t&
bao dugc nudi khi ving mit FGF9 va khang thé. (B-C) Tac dung cia R3Mab dbi véi su
két hop [PH]-thymidin boi t& bao OPM2 (B) va KMS11 (C). Té bao dwoc nubdi trong méi
truong 1,5% FBS duge xir Iy bang R3Mab hoidc khang thé ddi chiimg trong 6 ngay. Cac
s liéu duogc chudn héa tir céc té bao chua dugce xur ly. Cac vach sai s6 12 SEM.

Fig.23: Mirc biéu hién bé mit t& bao ciia FGFR3 trong té bao u tuy va ung thu
bang quang. (A) Su biéu hién FGFR3 bé mat t bao trong t€ bio u tuy va té bao ung thu
bang quang dugc dénh gia bang phén tich FACS. Té bao dwoc nhudm biang mAb chudt
lién hop phycoerythin khang FGFR3 nguoi (FAB766P, R&D Systems) hodc IgG1 &
chudt d6i chimg isotyp lién hop phycoerythin (BD Pharmingen). (B) Phén tich Scatchard
mat d0 FGFR3 trong t& bao u tuy va té bao ung thu bang quang. R3Mab duoc danh diu
iot phong xa, va dugc 0 véi té bao trong dich huyén phu chtra lugng du khang thé chua
duoc danh dau. Sau khi o &RT trong 2 gio, té bao dugc tao vién tron bing cach ly tAm va
duoc rira hai 1an. 2T lién két ddc hiéu duge xac dinh. M4t d6 thy thé va 4i luc lién két
(Kd) 1a gia trj trung binh tir hai thir nghiém lién két.

Fig.24: Tac dung cia R3Mab hoidc thé dot bién DANA cia né dbi véi su phat
trién mo ghép ngoai lai cta té bao caxinom bang quang. (A) T4c dung ctia R3Mab va thé
dot bién DANA ctia n6 (50 mg/kg mdi loai) dbi véi su phat trién cta céc khdi u RT112
d3 dugc thiét 18p trude. (B) Tac dung clia R3Mab va thé dot bién DANA ciia né (50
mg/kg mdi loai) d6i voi sy phat trién ciia cac khéi u UMUC-14 da duoc thiét 1ap trude.
Céc vach sai s6 13 SEM.

MO ta chi tiét sang ché

Séng ché dé xuét cac khang thé khang FGFR3 ma 13 hitu ich dé, vi dy, didu tri

ho3c ngin ngira tinh trang bénh c6 lién quan dén su bidu hién va/hodc hoat tinh cta

FGFR3, nhu su biéu hién va/hodc hoat tinh ting hodc su biéu hién va/hodc hoat tinh
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khong mong mudn. Theo mét s& phuong é4n, céc khéng thé theo sing ché dugc st dung
dé diéu tri khéi u, bénh ung thu, va/hoac roi loan tdng sinh té bao.

Céc khang thé khang FGFR3 cua séng ché c6 tac dung lam chat thir dé phat hién
va/hodc phén 14p FGFR3, nhu phat hién FGFR3 trong nhidu mé va typ t& bao khac nhau.

Séng ché con dé xuét phuong phép tao ra va str dung cac khang thé khang FGFR3,
~ va polynucleotit ma héa cho céc khang thé khang FGFR3.
Ky thudt chung

Céc k¥ thuat va quy tinh dugc mé ta hoic dugc nhic dén & day thuong da duoc
hiéu r6 va thudong dugc sir dung bing cach st dung héphuong phap thong thudng boi
ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc, nhw, vi du, céc hé phuong phép dugc st
dung rong rdi nhu dugc md ta trong Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al.
eds., (2003)); Seri METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A
PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames va G. R. Taylor eds.
(1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL,
va ANIMAL CELL CULTURE (R. L. Freshney, ed. (1987)).
Dinh nghia

Khéng thé “duoc phan 14p” 14 khang thé d3 duoc x4ac dinh va phan tach va/hoic
duoc thu hoi tir thanh phin méi trudng tw nhién cta né. Thanh phan tap chit ctia moi
truong tw nhién clia nd 14 cic chit ma s& can tré (mg dung chén doan hoic déu tri cta
khang thé nay, va c6 thé bao gdm enzym, hormon, va chit tan khac la protein hodc khong
phai 14 protein. Theo cac phuong 4n wu tién, khang thé s& duoc tinh ché (1) dén hon 95%
khéi lugng khéang thé nhu duoc xac dinh bang phuong phép Lowry, va tot nhit 14 hon
99% khéi lueng, (2) dén muc du dé thu duoc it nhat 15 géc cia trinh tu axit amin diu
cing N hodc bén trong bang cach sir dung mdy giai trinh tw tr dong dang cdc xoay, hoac
(3) dén khi ddng nhit boi SDS-PAGE (dién di gel natri dodexyl sulfat polyacrylamit)
trong didu kién khir hodc khong khtr str dung xanh Coomassie hoic, t6t hon néu, nhuém
bac. Khang thé phén 14p bao gdm khéang thé in situ trong té bao tai t hop do it nhit mot
thanh phin clia mdi trudng ty nhién cta khang thé s& khong cé mit. Tuy nhién, thong
thudng, khang thé phan 1ap s& dugc didu ché bing it nhit mot bude tinh ché.
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Aa??

Phén tir axit nucleic “dugc phdn 14p” 1a phén tir axit nucleic ma duoc xdc dinh va
dugc tach tir it nhit mot phén tir axit nucleic tap chit ma né thuong duoc két hop cing
trong ngudn ty nhién ciia axit nucleic nay. Phéin tlr axit nucleic dd phan lap khong phai &
dang ho#ic méi trudng ma trong d6 nd dugc tim thiy trong ty nhién. Do d6, phan tr axit
nucleic duoc phéan 1ap khéc biét véi phan tir axit nucleic nay khi né t6n tai trong té bao ty
nhién. Tuy nhién, phan t axit nucleic d4 phan l4p bao gdm phan tir axit nucleic c6 trong
té¢ bao ma thuong biu hién axit nucleic ndy (vi dy, axit nucleic ma héa cho khang thé)
trong d6, vi dy, phin tir axit nucleic nay ndm & vi tri nhiém sic thé khac véi trong t& bao
tu nhién.

Thudt nglt “danh sb géc mién bién dbi theo Kabat” hodc “danh sb vi tr{ axit amin
thec Kabat,” va cac dang bién ddi cua chung, chi hé théng danh sb duoc su dung cho
mién bién d6i chudi ndng hoac mién bién ddi chudi nhe cta sy bién tdp cac khang thé
trong Kabat et al., Sequence of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). Bing cach st dung hé
théng dénh sb nay, trinh tu axit amin théng thuc t& ¢6 thé chua it axit amin hon hodc
chira axit amin bd sung khac tuong (mg véi viéc 1am ngén, hoic gin xen vao, FR hoic
CDR clia mién bién dbi. Vi dy, mién bién dbi chudi ning c6 thé bao gém mdt dot bién
gin xen axit amin (gbc 52a theo Kabat) sau gbc 52 ctia H2 va céc gbe duoc gan xen (vi
du céc gbc 82a, 82b, va 82c, v.v. theo Kabat) sau gdc 82 FR chudi ning. Viéc danh s
Kabat cac gbc c6 thé duoc xéc dinh cho cac khang thé duoc néu bang cach sap xép thing
hang & ving c6 sy tuong déng trinh ty cua khang thé véi trinh tu dugc danh sd Kabat
“chuin”.

Cum tur “gé“m nhu tuong tu” hodc “gén nhu giéng” nhu dﬁ'cyc st dung & day, thé
hién mic 46 tuong ty du cao giﬁa hai gi tri s6 (thudng mét gia tri c6 lién quan dén
khang thé theo sang ché va gi tri kia 6 lién quan dén khang thé tham chiéu/so sénh) sao
cho nguoi ¢6 kién thire trung binh trong linh vuc s& coi sy khéc biét gifta hai gia tri nay
1a nhé hodc khéng ¢ y nghia sinh hoc va/hodc y nghia théng ké trong trudng hop dic
tinh sinh hoc nay duc_ic do bang cdc gid tri nay (vi dy, gid tri Kd). Su khac biét gitta hai
gi4 tr ndy tt hon Ia nhé hon khoang 50%, t5t hon 1a nhé hon khoang 40%, tt hon 1a
rho hon khoang 30%, tot hon 1a nhd hon khoang 20%, t6t hon 12 nhd hon khoang 10%

dudi dang ham cta gia tri cho khang thé tham chiu/so sanh.
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“Ai lyc lién két” thuong chi cuong do cla tdng cac twong tic khong ddng hoéa tri
gitta mot vi trf lién két ctia phén tir (vi dy, khang thé) va dbi tac lién két ctia né (vi du,
khang nguyén). Trir khi c6 chi dan khac, nhu dugc st dung & day, “4i lye lién két” chi 4i
luc lién két ndi tai ma phén 4nh twong tac 1:1 giita cic phan tir cia cip lién két (vi dy,
khéng thé va khéng nguyén). Ai Iuc clia phan tir X d6i v6i dbi tac Y ciia né thudng c6 thd
duoc biéu dién béi hing s§ phan ly (Kd). Kd mong mudn 1a 1 x 107, 1 x 103, 5 x 108, 1
x 10, 3 x 10%, 5 x 10, hodc thdm chi 1 x 10"'" hoic manh hon. Ai luc ¢6 thé duge xé4c
dinh bang phuong phap thong thuong da biét trong linh vye, gdm céc phuong phap dugce
md t& & ddy. Céc khang thé 4i luc thip thuong lién két chdm véi khéng nguyén va c6 xu
huéng d& dang phan ly, trong khi d6 céc khang thé &i luc cao thuong lién két khang
nguyén nhanh hon va ¢6 xu huéng duy tri duge lién két 1au hon. Nhiéu phuong phap
khéc nhau dé xac dinh 4i Iuc lién két 1a da bibt trong linh vue, phuong phép bét ky trong
s& cac phuong phép d6 ¢6 thé duge st dung cho muc dich ctia sing ché. Cac phuong an
minh hoa cu thé duoc néu duéi day. }

Theo inc}t phuong 4n, “Kd” hodc “gia tri Kd” theo sdng ché duoge xac dinh béng
thir nghiém lién két khang nguyén dugc danh diu phéng xa (RIA) dugc thyc hién véi
dang Fab cta khang thé can quan tAm va khing nguyén cdia né nhu dugc md ta boi thir
nghiém sau ddy ma do 4i luc lién két dung dich cua céc Fab ddi véi khang nguyén bang
céch tao cAn bing Fab véi ndng d6 6i thidu ctia khang nguyén dugc dénh ddu (12°T) khi
c6 mit diy chuin d6 cta khéng nguyén chwa dugc danh déu, sau d6 bat gitt khang
nguyén dé lién két bang dia phii khang thé khang Fab (Chen, et al., (1999) J. Mol. Biol.
293:865-881). Dé thiét 1ap didu kién ctia thir nghiém, céc dia vi phiém (Dynex) dugc phu
qua dém véi 5 pg/ml khang thé khéng Fab bét giit (Cappel Labs) trong 50 mM natri
cacbonat (pH = 9,6), va sau d6 dugc phong bé bing 2% (w/v) albumin huyét thanh bo
trong PBS trong tir 2 dén 5 gid & nhiét do trong phong (x4p xi 23°C). Trong cac dia
khéng hap thu (Nunc #269620), 100 pM hoic 26 pM khang nguyén['2T] dugc tron véi
céc dung dich pha lodng timg béc ctia Fab can quan tAm (vf dy, phi hgp véi viéc danh gia
khéng thé khang VEGF, Fab-12, trong Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599).
Sau d6 Fab can quan tAm dugc @ qua dém; tuy nhién, viéc & c6 thé tiép tuc trong khoang
thoi gian dai hon (vi du, 65 gid) dé dam bao dat dwoc trang théi can bing. Sau d6, hdn
hop dugc chuyén vao dia bat gitt dé u & nhiét do trong phong (vi du, trong mét gi®). Sau

d6 dung dich duoc loai bd va dia dugc rira tam lan bang 0,1% Tween-20 trong PBS. Khi
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dia da kho, 150 ul/giéng chit nhép nhay (MicroScint-20; Packard) dugc bd sung vao, va
dia duoc dém trén may dém Topcount gamma (Packard) trong mudi phut. Cac ndng d6
clia m3i Fab ma tao ra it hon hodc bang 20% lién két tdi da dugc chon dé sir dung trong
thir nghiém lién két canh tranh. Theo phuong 4n khac, Kd hodc gi4 tri Kd duoc do bing
cach st dung thr nghiém cdng hudng plasmon bé mit st dung BIAcore™-2000 hoic
BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) & 25°C véi chip CM5 khang nguyén
dugc ¢b dinh & khoang 10 don vi dap tng (RU). N6i ngén gon, céc chip cam bién sinh
hoc dextran dugc carboxymetyl hoa (CM5, BlAcore Inc.) duoc hoat hoa béng N-etyl-N’-
(3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit hydroclorua (EDC) va N-hydroxysuxinimit (NHS)
theo huéng din sir dung ctia nha san xudt. Khang nguyén dugc pha lodng v4i 10mM
natri axetat, pH = 4,8, vao 5pg/ml (~0,2uM) truéc khi tiém & tdc d6 chay 1a 5 pl/phat dé
thu duoc xdp xi mudi don vi dép ung (RU) cua protein ghép cdp. Sau khi tiém khang
nguyén, 1M etanolamin dugc tiém dé phong bé nhém khéng phan tmg. Déi v6i cac dai
luong ddng hoc, cac dung dich pha lodng timg bic hai 1dn cta Fab (tir 0,78 nm dén 500
nM) duoc tiém trong PBS véi 0,05% Tween 20 (PBST) & 25°C & the do dong x4p xi
25ul/phtit. Theo mdt s6 phwong 4n, cac cai bién sau day duoc str dung cho phuong phéap
thr nghiém cong hudng plasmon bé mit: khang thé duge ¢b dinh vao chip cam bién sinh
hoc CMS5 dé dat dugc xép xi 400 RU, va dbi véi céc dai lwong dong hoc, céc dung dich
pha lodng ting béc hai 14n ctia protein dich (vi du, FGFR3-IIIb hosc —IIc) (bét dAu tir 67
nM) duogc tiém trong dém PBST & 25°C véi tdc d6 dong khoang 30 ul/phit. Tc do két
hop (kon) va tdc dd phén ly (ko) dugc tinh todn bing cach st dung md hinh lién két
Langmuir don gian mot-vi-mét (BIAcore Evaluation Software phién ban 3.2) bang cach
khép ddng thoi db thi cam bién két hop va phén ly. Hing s6 phan ly can bing (Kd) duoc
tinh todn theo ty 1€ kost'kon. Xem, vi dy, Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-
881. Ty 1& trén vuot qua 10® M! S boi thir nghiém cdng huong plasmon bé mit trén
day, thi ty 16 két hop nay ¢ thé dugc x4c dinh bang cAch st dung k§ thust dap tit huynh
quang ma do Sljl’ tang hodc gidm cuong do phat huynh quang (budc song kich thich = 295
nm; budc song phat = 340 nm, b loc thong dai 16 nm) & 25°C cia khang thé khéng
khang nguyén 20nM (dang Fab) trong PBS, pH = 7,2, khi c¢6 mit cic ndng d6 ting dan
ctia khang nguyén nhu dugc xac dinh trong quang phd ké, nhu quang phé ké duoc lap
chin dong (Aviv Instruments) hoic quang phd k& 8000-series SLM-Aminco

(ThermoSpectronic) ¢ cuvet do khudy.
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“Téc d6 on” hodc “téc do cta su két hop” hoic “téc do két hop” hodc “kon” theo
sang ché con co thé duge x4c dinh bﬁng cung k¥ thudt cong hudng plasmon bé mit nhu
duge néu & trén bang cach st dung BIAcore™-2000 hoic BIAcore™-3000 (BIAcore,
Inc., Piscataway, NJ) & 25°C véi chip CMS5 khang nguyén cb dinh & khoang 10 don vi
dap tng (RU). Tém lai, chip cam bién sinh hoc dextran dugc carboxymetyl héa (CMS5,
BIAcore Inc.) duoc hoat héa véi N-etyl-N’-(3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit
hydroclorua (EDC) va N-hydroxysucxinimit (NHS) theo huéng din st dung cta nha
cung cép. Khang nguyén dugc pha lodng véi 10mM natri axetat, pH = 4,8, thanh 5ug/ml
(~0,2uM) trudc khi tiém & tbe d6 dong Sul/phit dé thu dugc xép xi mudi don vi dap tng
(RU) ctia protein tao cdp. Sau khi tiém khéng nguyén, 1M etanolamin dugc tiém dé chin
nhém khdng phan ting. Déi véi cac thong sb dong hoc, céc dung dich pha lodng timg béac
hai 14n cta Fab (tir 0,78 nm dén 500 nM) dwoc tiém trong PBS véi 0,05% Tween 20
(PBST) & 25°C & téc d6 dong xap xi 25 pl/phut. Theo mot sb phuong 4n, céc cai bién sau
ddy dugc sir dung cho phuong phap thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit: khang thé
dugc ¢ dinh vao chip cam bién sinh hoc CM5 d& thu dugc x4p xi 400 RU, va dbi véi
céc thong s dong hoc, cic dung dich pha lodng timg bac hai lan ctia protein dich (vi du,
FGFR3-IIIb hogic —ITlc) (bit d4u tir 67 nM) duoc tiém trong dém PBST & 25°C véi te
d6 dong khoang 30 ul/phut. Téc d9 két hop (kon) va tdc dd phan ly (kofr) dugc tinh todn
bang cach str dung md hinh lién két Langmuir don gian m{t-mot (BIAcore Evaluation
Software phién ban 3.2) biang cach khép ddng thoi dd thi dép tng theo thoi gian pha két
hop va phan ly. Hing sb phan ly can bang (Kd) duoc tinh bang ty s6 Koft/kon. Xem, vi du,
Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881. Tuy nhién, néu téc d6 két hop vuot
quéa 10° M S boi thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit & trén, thi tde d6 két hop tt
hon néu duge x4c dinh bing cach st dung k§ thuat dap tit huynh quang ma xéc dinh su
ting hodc gidm cudng do phat huynh quang (budc song kich thich = 295 nm; buéce séng
phat = 340 nm, bd loc théng dai 16 nm) & 25°C cua 20nM khang thé khang khéng
nguyén (dang Fab) trong PBS, pH = 7,2, khi ¢ mit ctia cic ndng do ting din cta khéng
nguyén nhu dugc xac dinh trong quang phd ké, nhu quang phd ké lip chin dong (Aviv
Instruments) hodc quang phd k& 8000-series SLM-Aminco (ThermoSpectronic) cé cuvet
do6 khudy.

Thuat ngit “vecto” trong ban md ta nay, chi phan tir axit nucleic ¢ kha ning van

chuyén axit nucleic khiac ma né dugc lién két cing. M6t loai vecto 13 “plasmit” chi vong
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tron ADN sg¢i kép ma cac doan ADN khéc ¢ thé duge ndi vao do. Mot loai khac cua
vecto 13 vecto thé thuc khudn. Mot loai vecto khéc 1a vecto virut, trong d6 cic doan ADN
khéc c6 thé duoc ndi vao bd gen virut. Mot s vecto ¢4 kha ning tu sao chép trong té bao
cht ma chiing dugc dua vao d6 (vi dy, vecto vi khuin cé gbe sao chép vi khudn va vecto
dong vat c6 via thude thé bd sung). Céc vecto khac (vi du, vecto dong vat c6 vi khéng
thudc thé bd sung) c6 thé duoc két hop vao bd gen cia té bao chii nhd viée dua vao té
bao chu, va do d6 dugc sao chép cung véi bd gen chii nay. Ngoai ra, mot s§ vecto c6 kha
ning diéu khién sy biéu hién cta gen ma lién két chirc ning véi ching. Céc vecto nay
dugc goi trong ban md ta 14 “vecto biéu hién tai t5 hop” (hodc don gian 13, “vecto tai t6
hgp”). Nhin chung, vecto biéu hién c6 tng dung trong k¥ thuit ADN t4i td hop thudng &
dang plasmit. Trong ban md ta nay, “plasmit” va “vecto” c6 thé dugc sir dung thay ddi
cho nhau vi plasmit 13 dang vecto dugc st dung phé bién nhét.

“Polynucleotit,” hodc “axit nucleic,” nhu duge st dung thay thé 13n nhau trong
ban md ta, chi polyme gdm céc nucleotit c6 chidu dai bat ky, va gdbm ADN va ARN.
Nucleotit ¢6 thé 1a deoxyribonucleotit, ribonucleotit, nucleotit dugc bién dbi hodc céc
bazo, va/hodc cac chat twong tw cta chiing, hoic co chét bit ky ma c6 thé duoc dua vao
polyme bdi ADN hozic ARN polymeraza, hodc bang phan tmg téng hop. Polynucleotit c6
thé chira nucleotit bién ddi, nhu nucleotit dugc metyl héa va chét twong tuy cta chung.
Néu c6, su bién dbi chu tric nucleotit cé thé duoc tao ra trudc hoac sau khi lép rap
polyme. Trinh ty cta cic nucleotit c6 thé bj gian doan bdi cic thanh phin khong phai
nucleotit. Polynucleotit c6 thé con duge bién dbi sau khi tbng hop, nhu bang su lién hop
vGi nhin. Céc kiéu bién dbi khac bao gém, vi du, “lép mii”, thé mot hoac nhiéu nucleotit
co trong tu nhién béng nucleotit twong tu, cac bién dbi gitta cac nucleotit nhu, vi du, cac
bién dbi véi lién két tich dién (vi du, metyl phosphonat, phosphotrieste, phosphoamidat,
cacbamat, v.v.) va véi lién két tich dién (vi du, phosphorothioat, phosphorodithioat, v.v.),
céc bién ddi chira cac géc treo, nhu, vi du, protein (vi du, nucleaza, doc t6, cac khang thé,
peptit tin hiéu, ply-L-lysin, v.v.), cac bién ddi véi cdc chdt xen k& (vi du, acridin,
psoralen, v.v.), céc bién ddi chira chét tao chelat (vi du, kim loai, kim loai ¢6 hoat tinh
phéng xa, bo, kim loai ¢ tinh oxy héa, v.v.), cac bién ddi chira chat alkyl hoa, cc bién
dbi c6 cac lién két thay dbi (vi dy, axit nucleic dang alpha anome, v.v.), cling nhu dang
chua dugc bién dbi cta (cac) polynucleotit nay. Ngoai ra, nhém hydroxyl bit ky thudong

c6 mit trong cic dudng cé thé dugc thay thé, vi du, béi nhém phosphonat, nhéom
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phosphat, dugc bao vé béi nhém bao vé chuln, hodc duge hoat héa dé tao ra céc lién két
bd sung vai nucleotit bd sung, hodc cé thé duoc lién hop véi nén dang ran hodc ban rin.
OH dau 5’ va 3’ ¢6 thé duoc phosphoryl héa hodc duge thé bing amin hodc cic gbc
nhém gén mii hitu co c6 tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon. Céc hydroxyl khac con c6 thé
dugc tao din xuat véi nhém bao vé& chudn. Polynucleotit con cé thé chira dang tuong tu
clia dudng riboza hoiic deoxyriboza ma thudng 13 d3 biét trong linh vuc, bao gém, vi duy,
2’-O-metyl-, 2’-O-allyl, 2’-flo- hodc 2’-azido-riboza, dang twong ty dudng carboxyclic,
duong dang alpha-anome, dudng epime nhu arabinoza, xyloza hodc lyxoza, dudng
pyranoza, duong furanoza, sedoheptuloza, dang twong ty khong cé vong va dang twong
ty nucleosit bazo nhu metyl ribosit. M6t hodc nhiéu lién két phosphodieste c6 thé duoc
thay thé bing nhém lién két thay thé. Céc nhém lién két thay thé nay bao gdm, nhung
khong gidi han &, cac phuong 4n trong d6 phosphat dugc thé bang P(O)S (“thioat™),
P(S)S (“dithioat”), (O)NR; (“amidat”), P(O)R, P(O)OR’, CO hodc CH: (“forrmaxetal”),
trong d6 mdi R hodc R’ doc lap 1a H hogc alkyl (1-20 C) dugc thé hoac khong dugc thé
tly ¥ chira lién két ete (-0-), aryl, alkenyl, xycloalkyl, xycloalkeny! hodc araldyl. Khong
phai tit ca cac lién két trong polynucleotit cin phai gidng nhau. Phan mé 4 trén day ap
dung cho tat ca cac polynucleotit dugc dé cép dén trong ban mo ta, gdm ARN va ADN.

“Oligonucleotit” trong ban mé ta nay, thuong chi cac polynucleotit ngan, thuong
14 sgi don, thuong 14 tdng hop, ma thuong 12 nhung khéng nhat thiét phai c6 chidu dai it
hon khodng 200 nucleotit. Thudt ngit “oligonucleotit” va “polynucleotit” 13 khong loai
trir 1An nhau. M6 ta & trén vé polynucleotit ¢ thé ap dung dugc twong duong va ddy da
véi oligonucleotit. ’

Ty 1¢ “phén trim (%) ddng nhét trinh tu axit amin” d8i véi trinh tur peptit hodc
polypeptit duoc x4c dinh 13 ty 18 phan trim cac gbc axit amin trong trinh tu ung vién ma
14 gibng véi céc gde axit amin trong trinh tw peptit hodc polypeptit cu thé, sau khi sap
xép thing hang c4c trinh tu va dua vao céc khoang trong, néu can thiét, dé thu duoc ty 18
phin trim ddng nhét trinh ty t6i da, va khong xem dot bién thé bao tdn bt kj‘/ 1a mét
phin ctia sy ddng nhit trinh tu. Su sap xép thing hang nhim muc dich x4c dinh ty 1€
phén traim déng nhét trinh ty axit amin c6 thé dat dugc theo nhidu cach khac nhau nim
trong k§ niang thudc linh vuc nay, vi dy, bang cich sir dung phin mém may tinh sin c6
céng cong nhu phdn mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hoic Megalign (DNASTAR).

Nguoi ¢6 kién thirc trung binh trong linh vuc ¢6 thé x4c dinh cac tham sb thich hop dé
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xé4c dinh su sép xép thing hang, bao gdm thuét toan bét ky can thiét d& thu duoc su sAp
xép théng hang t6i da trén toan bd chidu dai cua trinh tu dang dugc so sanh. Tuy nhién,
v6i muc dich ctia séng ché, gia tri % ddng nhat trinh ty axit amin duoc tao ra bang cach
sir dung chuong trinh méy tinh so sanh trinh tw ALIGN-2, trong d6 ma ngudn day du dbi
v6i chuong trinh ALIGN-2 dugc dua ra trong bang A dudi ddy. Chuong trinh mdy tinh
so sanh trinh ty ALIGN-2 dugc tao ra bdi Genntech, Inc. va ma ngué)n da dugc ndp cung
v6i tai liéu ngudi st dung & Co quan Ban Quyén My, Washington D.C., 20559, tai d6 n6
duoc ding ky véi s6 dang ky ban quyén My 1a TXU510087. Chuong trinh ALIGN-2 1a
sin c6 cong cong qua Genntech, Inc., South San Francisco, California hoic c¢6 thé dugc
bién soan tor mi nguén dugc dua ra trong, vi du, WO2007/001851. Chuwong trinh
ALIGN-2 nén dugc bién soan dé sir dung trén hé diéu hanh UNIX, t6t hon 1a UNIX ky
thuat s6 V4.0D. T4t ca céc tham sb so sanh trinh tu dugce cai dit bdi chuong trinh
ALIGN-2 va khéng thay dbi.

| Trong céc trudng hop ma trong d6 ALIGN-2 dugc str dung dé so sanh trinh tu axit
amin, ty 1€ % d@ng nhét trinh ty axit amin cta trinh tu axit amin A d& cho véi, cing Véi,
hodic dya trén trinh ty axit amin B d& cho (ma c6 thé duoc dién dat theo cach khac 13
trinh tu axit amin A d& cho ma c6 hodc chira ty 1€ % déng nhét trinh ty axit amin Vi,
cung v&i, hodc dya trén trinh tw axit amin B d3 cho) duoc tinh todn nhu sau:

100 x X/Y
trong d6 X 13 sb luong cac gbc axit amin duoc tinh diém 1a céc bit cap giéng nhau béi
chuong trinh séap xép théng hang trinh tw ALIGN-2 trong qua trinh sip xép thing hang A
va B ctia chuong trinh ndy, va trong d6 Y 14 tong sb cac gbc axit amin trong B. S€ duoc
hiéu ring khi chidu dai cta trinh tu axit amin A khong bing chidu dai ctia trinh tu axit
amin B, ty 1é % ddng nhit trinh ty axit amin cta A véi B sé khéhg bang ty 18 % dong
nhét trinh tu axit amin ctia B véi A.
Theo mét sb phuong 4n, hai hodc nhiéu trinh tu axit amin Ia déng nhét it nhit 1a

50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90%. Theo mdt sb phuong 4n, hai hodc nhiéu trinh tu axit
amin 14 ddng nhét it nhit 1a 95%, 97%, 98%, 99%, hoic tham chi 100%. Trir khi c¢6 quy
dinh khéc, tat ca cac gia tri % déng nhéat trinh tu axit amin dugc st dung & day thu dugc
nhu dugc mé ta trong doan ngay trude d6 bing cach str dung chuong trinh may tinh

ALIGN-2.
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Thudt nglt “FGFR3” trong ban md td nay, chi, trr khi dugc chi ra cu thé hodc
trong ngit canh theo cach khac, polypeptit FGFR3 tur nhién hoic bién dbi bt ky (du 1a ty
nhién hoic tong hop) (vi du, ddng dang FGFR3-IIIb hoic ddng dang FGFR3-IIIc). Thuat
nglt “trinh tu tu nhién” bao gém cac dang bi cat ¢6 trong ty nhién (vi du, trinh tw mién
ngoai bao hoac trinh tw tiéu don vi xuyén mang), dang bién thé ¢6 trong ty nhién (vi duy,
dang duoc cét ndi luan phién) va céc bién thé alen c6 trong ty nhién. Thuét ngit “FGFR3
kidu dai” thuong chi polypeptit chira trinh tu axit amin ciia protein FGFR3 c6 trong tur
nhién. Thuét ngft “trinh tw FGFR3 kiéu dai” thuong chi trinh tu axit amin duoc tim thy
trong FGFR3 c6 trong tu nhién.

Thuét ngit “phdi tir FGFR3” (duoc goi véi tén khac 13 “FGF”) nhu duoc sir dung
o day, de cap dén, trr khi duoc chi ra cu thé hoic trong ngit canh theo cach khac,
polypeptit phdi tr FGFR3 (vi du, FGF1, FGF2, FGF4, FGF8, FGF9, FGF17, FGF18,
FGF23) tu nhién hoic bién ddi bét ky (dit tw nhién hoic tdng hop). Thut ngt “trinh ty tyr
nhién” bao gém cu thé cac dang bi cit c6 trong tu nhién (vi dy, trinh tu mién ngoai bao
hodc trinh tu tiéu don vi xuyén mang), dang bién d6i c6 trong tu nhién (vi dy, dang dugc
c4t n6i luan phién) va bién thé alen cé trong tw nhién. Thuat ngit “phdi tir FGFR3 kiéu
dai” thudmg chi polypeptit chira trinh ty axit amin ciia protein phéi tir FGFR3 c6 trong tur
nhién. Thuat ngit “trinh tw phdi tr FGFR3 kiéu dai” thudng chi trinh tir axit amin duoc
tim thiy trong phéi tir FGFR3 c6 trong tu nhién.

“Su hoat héa FGFR3” chi su hoat hda, hodc phosphoryl hoa, thu thé FGFR3.
Théng thudng, sy hoat héa FGFR3 giy ra sy dan truyén tin hiéu (vi du gdy ra boi mién
kinaza ndi bao ciia cac gbe tyrosin phosphoryl héa thu thé FGFR3 trong FGFR3 hoic
polypeptit co chit). Sw hoat héa FGFR3 c6 thé duoc gay ra béi phdi tir FGFR lién két véi
thu thé FGFR3 cAn quan tdm. Phéi tir FGFR3 (vi dy, nhu FGF1 hoiic FGF9) lién két véi
FGFR3 c6 thé hoat héa mién kinaza ctia FGFR3 va do d6 gy ra sy phosphoryl héa cac
gbc tyrosin trong FGFR3 va/hodc su phosphoryl héa cac gdc tyrosin trong céc polypeptit
co chét bb sung.

Thuidt ngit "co dinh" nhu dugce sir dung & day, vi du nhu dugce é4p dung cho hoat
tinh kinaza thu thé, chi hoat tinh dan truyén tin hidu lién tuc cta thu thé ma khong phu
thudc vao sy c6 mat cua phéi tr hoac céc phan tir hoat hoa khac. Tuy thudc vao ban chét
cta thu thé, toan bd hoat tinh nay ¢ thé 1a co dinh hoefic hoat tinh cta thu thé c6 thé duoc

hoat héa thém béng lién két cua cac phan tr khac (vi dy, phéi tlr). Céc su kién té bao dan
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dén viéc hoat hoa thu thé 1a da biét boi ngudi c¢é kién thirc trung binh trong linh vyc. Vi
du, su hoat hoa cé thé bao gém su oligome hda, vi dy, dime hoa, trime hoa, v.v., thanh
cac phtc hop thy thé bc cao hon. Cac phtic hop c6 thé chira mét loai protein duy nhét,
tirc 13, phirc hop dang ddng hop phan tir. Theo cach khéc, cac phitc hop c6 thé chira it
nhét hai loai protein khéc nhau, ttc 13, phirc hop di hop phan tir. Su tao phtic ¢6 thé duge
gay ra boi, vi dy, sy biéu hién qua murc cuia dang binh thuong hodc dang dot bién cua thu
thé trén bé mit ciia té bao. Su tao phitc con c6 thé dugc giy ra boi dot bién hodc cac dot
bién cu thé trong thu thé.

Thuét ngit "doc 14p phdi tir" trong ban mé ta ndy, vi du nhu duge ap dung vai hoat
tinh truyén tin hiéu thu thé, chi hoat tinh truyén tin hi¢u ma khong phu thudc vao su c6
mit ctia phdi tir. Thu thé c6 hoat tinh kinaza doc 1ap phéi tir s& khong nhét thiét ngan can
lién két cta phéi tlr v6i thu thé d6 dé tao ra sy hoat hoa thém hoat tinh kinaza.

Thuét ngit " phu thudc vao phéi tr" trong ban mo ta nay, vi du nhu dugce ap dung
cho hoat tinh truyén tin hiéu thy thé, chi hoat tinh truyén tin hi€u ma phu thudc vao su cé
mit cta phdi tir.

Cum tir "khuéch dai gen" chi qué trinh nhd d6 nhiéu ban sao cta gen hoac doan
gen dugc tao thanh trong té bao hoic dong t& bao cu thé. Vung dugc nhan d6i (doan kéo
dai cia ADN dugc khuéch dai) thuong duoc goi la "don vi siéu sao chép". Thong
thudng, lugng ARN thong tin (mARN) dugc tao ra, tic 13, mic biéu hién gen, ciing gia
tang vé ty 1€ sb lugng cac ban sao duge tao ra clia gen cu thé dugc biéu hién.

"Chét trc ché tyrosin kinaza" 14 phén tir (c ché & mot mirc nhit dinh hoat tinh
tyrosin kinaza ciia tyrosin kinaza nhu thy thé FGFR3.

M3u ung thu hozc sinh hoc “thé hién su biéu hién, sy khuéch dai hoac su hoat héa
FGFR3” 1 mAu ma, trong xét nghiém chin doén, biéu hién (bao gdm viéc bidu hién qua
muc) FGFR3, c6 gen FGFR3 dugc khuéch dai, va/hodc theo cach khac thé hién su hoat
héa hoac phosphoryl héa FGFR3.

MaAu ung thu hogc sinh hoc “thé hién su hoat héa FGFR3” 1a mau, ma trong xét
nghiém chin doan, thé hién sy hoat héa hodc phosphoryl héa FGFR3. Su hoat héa nay cé
thé duoc xéac dinh truc tiép (vi dy, bing céch o su phosphoryl héa FGFR3 bdi ELISA)
hoic gian tiép.

MaAu ung thu hodc sinh hoc “thé hién su hoat héa FGFR3 co dinh” 12 miu, ma

trong xét nghiém chln dodn, thé hién su hoat héa hodc phosphoryl héa co dinh cua
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FGFR3. Su hoat héa nay co thé duoc xac dinh truc tiép (vi duy, béng cach do su
phosphoryl héa c-FGFR3 béi ELISA) hodc gian tiép.

MAu ung thur hodc sinh hoc ma “thé hién sy khuéch dai FGFR3” 12 mAu ma trong
xét nghiém chén doan, c6 gen FGFR3 duoc khuéch dai.

M4u ung thu hodc sinh hoc “thé hién sy hoan vi FGFR3” 1a miu ma, trong xét
nghiém chin doan, c6 gen FGFR3 dugc hoan vi. Vi du vé sy hoan vi FGFR3 1a hoan vi
t(4;14) xuét hién trong mot s6 khbéiudau tuy.

“Thir nghi€ém phospho-ELISA” trong ban md ta 13 thtt nghiém trong dé su
phosphoryl héa mét hodc nhidu FGFR3, co chit hodc phan tir truyén tin hiéu xudi dong
dugc dénh gia trong thir nghiém hap phyu mién dich lién két enzym (ELISA) bing cach sir
dung chét phan tng, thudng 13 khéng thé, d& phat hién FGFR3, co chit, hodc phan tir
truyén tin hiéu xudi dong duoc phosphoryl héa. Theo mdt sb phuong 4n, khang thé ma
phat hién FGFR3 hodc pMAPK duoc phosphoryl hda duge sir dung. Thir nghiém nay c¢é
thé duoc tién hanh trén dich dung giai t& bao, t6t hon 1a tir mAu sinh hoc méi hodc déng
lanh.

M2u ung thu hoic sinh hoc “thé hién sy hoat héa FGFR3 ddc 1ap phéi tr” 1a mau,
ma trong xét nghiém chén doén, thé hién sy hoat héa hodc phosphoryl héa FGFR3 doc
1ap phdi tir. Su hoat héa nay c6 thé duoc do truc tiép (v du, bang cach do su phosphoryl
héa FGFR3 bang ELISA) hoic gian tiép.

MAu ung thu hodc sinh hoc “thé hién sy hoat héa FGFR3 phu thudc phéi tir” 1a
miu ma, trong xét nghiém chin doan, thé hién sy hoat héa hoic phosphoryl héa FGFR3
phu thudc phdi tit. S hoat héa nay c6 thé duge xac dinh truc tiép (v7 dy, bing cach do su
phosphoryl héa FGFR3 bang ELISA) hoic gian tiép.

MAu ung thr hoic sinh hoc “thé hién sy hoat héa FGFR3 doc lap phéi tir”’ 1a mau,
ma trong xét nghiém chin doan, thé hién su hoat hoa hodc phosphoryl héa FGFR3 ddc
lap phéi tlr. Su hoat héa nay cé thé duge xac dinh truc tiép (vi du bing cach do su
phosphoryl héa FGFR3 bing ELISA) hoic gian tiép.

Té bao ung thu c¢6 “sy biéu hién qué muc hoic khuéch dai FGFR3” 13 té bao ¢6
ham lugng protein hoic gen FGFR3 cao hon dang ké so vdi cac t& bao khong ung thu
thudc cung loai mo6. Sy biéu hién qué muc cé thé bi gly ra boi sy khuéch dai gen hodc
béi su phién ma hodc dich mi duoc ting 1én. Su biéu hién qua muc hodc sy khuéch dai

FGFR3 ¢6 thé duogc xac dinh trong thir nghiém chin doan hoic tién lugng bang cach
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danh gia mirc protein FGFR3 dugc gia ting c6 mit trén bé mit cua t& bao (vi dy, thong
qua thtr nghiém héa mé mién dich; IHC). Theo céch khéc, hodc ngoai ra, nguoi ta c6 thé
do mirc axit nucleic ma héa FGFR3 trong té bao, v/ du, nhd k§ thuat lai huynh quang tai
chd (FISH; xem W098/45479 duoc cong bd vao thang 10/1998), k¥ thu4t thim tich
southern, hogic phan tng chudi polymeaza (PCR), nhu PCR dinh luong thoi gian thuc
(gRT-PCR). Ngoai cac thir nghiém néi trén, cac thir nghiém in vivo khic nhau 13 cé sin
v6i ngudi thue hanh trong linh vuc. Vi du, mdt ngudi c6 thé cho céc té bao bén trong co
thé bénh nhan tiép xic véi khang thd ma tly y dugc danh d4u bang nhin phat hién dugc,
vi du chét déng vi phéng xa, va su lién két cua khéng thé nay voi t& bao & bénh nhan c6
thé dugc danh gia, vi du, bing cach quét hoat tinh phéng xa bén ngoai hoic bang cach
phén tich mAu sinh thiét 14y tir bénh nhan da duoc tiép xic véi khang thé trude dé.

Thudt ngit “d6t bién”, trong ban md ta nay, chi sy khac biét vé trinh ty axit amin
hodc axit nucleic ctia protein hodc axit nucleic cu thé (gen, ARN) lan luot so véi protein
hodic axit nucleic kiéu dai. Protein hodc axit nucleic dd dugc gay dot bién c6 thé duoc
biéu hién tir hodc duéc tim thiy trén mot alen (di hop tir) hodc ca hai alen (dong hop ttr)
clia gen, va ¢ thé 1a dong t& bao sinh dudng hoic dong mam. Theo sang ché, cac dot
bién thudng 14 sinh dudng. Céc dot bién bao gdm su sip xép lai trinh tir nhw gin xen,
mat khuyét, va cac dot bién diém (bao gdm céc hién twong da hinh don nucleotit/axit
amin).

"Uc ché" 1a lam giam hodc khir hoat tinh, churc néng, va/hodc lugng so véi tham
chiéu.

Chét c6 “hoat tinh hodc chirc ning cht van” khi chat nay bét chude it nhat mot
trong s6 c4c hoat tinh chuc ning ctia polypeptit can quan tim (vi du, phéi tit FGFR, nhu
FGF1 hoac FGF9).

“Khang thé chﬁrvén”, trong ban mod ta ndy, la khéng thé bit chudc it nhit mot
trong sb cac hoat tinh chirc ning clia polypeptit can quan tdm (vi du, phdi ttt FGFR, nhu
FGF1 hoic FGF9). |

“Su biu hién” protein chi su chuyén thong tin dugc ma hoa trong gen thanh ARN
thong tin (mARN) va sau d6 thanh protein.

Trong ban md ta, miu hosc t& bao ma “biéu hién” protein can quan tAm (nhu phdi

ttr thu thé FGF hodc thu thé FGF ) 1a mAu hoic t& bao trong d6 mARN ma hoéa protein
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nay, hodc protein nay, bao gém cac phin doan cua ching, dugc xac dinh 1a ¢ mit trong
mau hoic té bao nay.

“Thé lién hop mién dich” (con dugc goi 1a “thé lién hop khang thé-thudc” hodc
“ADC”) chi khang thé d& duoc lién hop véi mot hodc nhidu chit giy ddc té bao, nhu chét
héa trj liéu, thudc, chit tc ché su phat trién, doc td (vi du, doc tb protein, doc td ¢ hoat
tinh enzym c6 nguén géc tlr vi khuén, ndm, thuc vat, hoéc déﬁg vat, hodc cac phan doan
clia chiing), hoic chit ddng vi c6 hoat tinh phong xa (tic 1a, thé lién hop phoéng xa).

Thuat ngt “Vl‘mg Fc”, trong ban md ta nay, thudng chi phitc hop dime gbm trinh
tu polypeptit dau cing C ciia chudi nang globulin mién dich,frong dé trinh tu polypeptit
dAu ciing C 13 trinh tu thu dugc bang céch cét khang thé nguyén ven bing papain. Vung
Fc ¢6 thé chira trinh ty Fe tu nhién hoc bién dbi. Mic du cac giéi han cta trinh tu Fe ctia
chudi ning globulin mién dich c6 thé thay ddi, trinh tw Fc chudi ndng IgG ngudi thuong
duoc x4c dinh 1a kéo dai tir gbe axit amin & khoang vi tri Cys226, hogc tir khoang vi tri
Pro230, dén dau cung carboxyl cua trinh tu Fc. Trinh ty Fc cua globulin mién dich
thudng bao gdbm hai mién hing dinh, mién CH2 va midn CH3, va tiy ¥ chira mién CH4.
Lysin dau cing C (gc 447 theo hé dénh sé EU) cua ving Fe ¢6 thé duge loai bo, vi du,
trong qué trinh tinh ché khéng thé hodc bing cich thao tic di truyén tai tb hop axit
nucleic ma héa cho khang thé nay. Theo d6, ché phim chira khéng thé co vung Fc theo
sang ché c6 thé bao gém khang thé c6 K447, c6 toan bd K447 duoc loai bd, hodc hdn
hop ctia céc khang thé ¢ va khong cé gbc K447.

“Polypeptit Fc” trong ban md ta 1a mdt trong sb céc polypeptit tao nén vung Fc.
Polypeptit Fc c6 thé thu duoc tir globulin mién dich thich hop bét ky, nhu typ phu IgG1,
IgGa, 1gGs, hodc 1gGs, IgA, IgE, IgD hodc IgM. Theo mét b phuong é4n, polypeptit Fc
chira mét phan hodc toodn bd trinh ty ban 1& kidu dai (thuong & ddu cing N ctia né).
Theo mét s6 phuong an, polypeptit Fc khong chira trinh tw ban 18 chirc ning hoic kiéu
dai.

Khéng thé “phong b&” hodc khang thé “dbi van” la khang thé tic ché hodc lam
gidm hoat tinh sinh hoc ctia khang nguyén lién két v6i n6. Céc khang thé phong bé hoic
khéng thé dbi van duoc wu tién trc ché hoan toan hoat tinh sinh hoc ctia khéng nguyén
nay.

“Khéng thé trin” la khang thé ma khong dugc 1ién hop v6i phan ti khac loai, nhu

gdc gay doc té bao hoic nhén phéng xa.
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Khang thé c6 “dic tinh sinh hoc” clia khang thé dwgc chi dinh 1a khang thé ¢ mét
hodc nhiéu dic tinh sinh hoc cua khang thé d6 ma gitip phan biét né véi cac khang thé
khac ma lién két véi cing khang nguyeén.
| Pé sang loc cac khang thé ma lién két véi epitop trén khdng nguyén duoc lién két
boi khang thé cdn quan tim, tht nghiém phong bé chéo thong thuong nhu cac thu
nghiém dugc md td trong Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow va David Lane (1988), c6 thé duoc tién hanh.

Pé lam tdng thoi gian ban thai ctia cac khang thé hoic polypeptit chita trinh tu axit
amin theo sang ché, ngudi ta c6 thé gan epitop lién két thu thé ctru vao khéng thé (cu thé
la doan khéang thé), nhu dugc mé ta, vi dy, trong Béng My§ s6 5,739,277. Vi dy, phan tr
axit nucleic ma hoéa epitop lién két thu thé ctru c6 thd duoc lién két trong khung véi axit
nucleic ma hoa cho trinh tu polypeptit theo séng ché sao cho protein dung hop dugc biéu
hién béi phén tir axit nucleic duge thao tac di truyén chira epitop lién két thu thé ctru va

13

trinh tu polypeptit theo sang ché. Trong ban mb ta ndy, thuit ngit “epitop lién két thu thé
ctu” chi epitop cua ving Fc clia phan tit IgG (vi dy, IgGi, IgGz, IgGs, hoéc IgGs) ma
chiu trach nhiém lam tang thoi gian ban thai in vivo trong huyét thanh ctia phén tir IeG
(vi dy, Ghetie et al., Ann. Rev. Immunol. 18:739-766 (2000), bang 1). C4c khang thé c6
céc dot bién thé trong ving Fc cua ching va thoi gian ban thai trong huyét thanh duoc
gia ’te’mg con dudc mo ta trong WO00/42072, WO 02/060919; Shields et al., J. Biol.
Chem. 276:6591-6604 (2001); Hinton, J. Biol. Chem. 279:6213-6216 (2004)). Theo
phuong an khéc, thdi gian ban thai trong huyét thanh con c6 thé duoc tang 1én, vi duy,
bang cach gin cac trinh tu polypeptit khac. Vi du, cac khang thé hodc polypeptit khac
hitu dung trong phuong phap theo sang ché c6 thé duoc gin vao albumin huyét thanh
hodc mét phan cta albumin huyét thanh ma lién két voi thu thé FcRn hotic peptit lién két
albumin huyét thanh sao cho albumin huyét thanh lién két véi khéng thé hoic polypeptit
nay, vi dy, trinh ty polypeptit nay dwoc mé ta trong WO01/45746. Theo mét phuong 4n
uu tién, peptit albumin huyét thanh cin gin chua trinh ty axit amin 1a DICLPRWGCLW
(SEQ ID NO:183). Theo phwong an khéc, thoi gian ban thai ctia Fab duoc gia ting bing
cac phuong phéap nay. Xem thém, Dennis et al. J. Biol. Chem. 277:35035-35043 (2002)
vé trinh tl,i peptit lién két albumin huyét thanh.

“Manh” chi mét phan ctia phén tir polypeptit hodc axit nucleic ma chira, tdt hon
13, it nhat 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc nhiéu hon cia
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toan bd chiéu dai ctia phén tir axit nucleic hodc polypeptit tham chiéu. Manh c6 thé chtra
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hodc 100, 200, 300, 400, 500, 600 nucleotit hodc nhiéu
hon hodc 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 190, 200 axit amin
hodc nhiéu hon.

Cum tlr “c6 it dén khéng c6 chirc ning cht vin” d6i véi khang thé theo sang ché,
trong ban mo ta nay, chi khang thé khong tao ra luong cé y nghia sinh hoc cua hoat tinh
cht van, vi dy, nho viée str dung cho d6i twong. S& duoc hidu trong linh vyc nay, lugng
hoat tinh ¢6 thé duoc xdc dinh dinh tinh hodc dinh luong, mién 1a c6 thé thuc hién duge
so sanh gita khang thé theo sang ché va dbi chimg tham chiéu. Hoat tinh ndy c6 thé dugc
do hodc phat hién theo thir nghiém hodc k¥ thuat bt ky da biét trong linh vyc, gdm, vi
du, cic thlr nghiém hodc k¥ thuat dugc néu trong ban mé ta nay. Luong hoat tinh dbi véi
khéng thé theo sang ché va dbi chimg tham chiéu ctia n6 ¢6 thé duogc x4c dinh song song
hodc dugc chay riéng biét. Theo mét s phuong 4n, khang thé hoa tri hai theo sang ché
khéng c6 chite ning chii van dang ké.

Thuat ngt “chét theo chuong trinh” va “hoat tinh gy chét theo chuong trinh”
duqé st dung theo nghia rong va chi dang chét cia té bao theo yéu ciu hoic duoc kidm
soat & dong vat c6 vi ma thudng duoc di kém theo bdi mot hodc nhiéu thay ddi t& bao
dic trung, bao gém sy hoa dic té bao chit, mat vi nhuhg mao nie‘mg huyét trong, phan
doan nhan, thoai bién ADN nhim séc thé hoiic mét chirc ning ty thé. Hoat tinh nay co
thé duoc x4c dinh va duge do bang céch str dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuc, vi
du, bﬁng thir nghiém kha ning séng cla té bao, phén tich FACS hoéc dién di ADN, va cu
thé hon bang cach lién két annexin V, phan doan ADN, co té bio, sy gifn nd mang ludi
ndi chét, phan doan té bao, va/hodc su tao thanh tii mang (duoc goi 1a thé chét theo
chuong trinh).

Thuat ngit “khang thé” va “globulin mién dich” duoc st dung thay thé 14n nhau
theo nghia rong nhit va bao gém céc khang thé don dong (vi dy, cac khang thé don dong
nguyén ven hodc c¢6 chidu dai ddy du), cac khang thé da dong, céc khang thé da gi4, cac
khéng thé da diic hidu (vi du, c4c khang thé dic hiéu kép mién la ching c6 hoat tinh sinh
hoc mong muén) va con cé thé bao gdm mdt s& manh khang thé (nhuw duoc néu chi tidt
hon trong bin md ta). Khang thé c6 thé 1a cua ngudi, dugc lam twong thich véi nguoi,

va/hodc duoc lam hoan thién ai luc.
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Thuit ngit “bién dbi” chi thuc & 1a mot s6 phin ctia mién bién dbi khac nhidu vé
trinh tu gitta cac khang thé va duogc sir dung trong viéc lién két va tinh dic hiéu ctia mdi
khang thé cu thé dbi voi khang nguyén cu thé ctia né. Tuy nhién, kha ning bién dbi
khong dugc phan bd dong déu trén toan bd mién bién ddi cia cac khéng thé. N6 duoc tap
trung trong ba doan dugc goi la cic ving quyét dinh bd sung (CDR) hoic viing siéu bién
ca & trong mién bién ddi chudi nhe va chudi ning. Cic phin bio toan cao hon cta midn
bién dbi dugc goi 14 khung (FR). Céc mién bién dbi cta chudi ning va chudi nhe tu
nhién, m3i mién chtra bdn ving FR, phin 16n 14 cdu tric phién B, dugc ndi boi ba CDR,
ma tao thanh cac vong két nbi, va trong mot sb truong hop tao thanh mét phﬁn cla, cu
tric phién . Cac CDR trong mdi chudi duoc gilt gin nhau béi cac vung FR va, cung véi
cac CDR tir chudi con lai, gop phan tao thanh vi tri lién két khang nguyén ctia cac khang
thé (xem Kabat et al., Sequences of Immunological Protein of Immunological Interest,
Fifth Edition, National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Mién hing dinh khong
tham gia truc tiép vao viée lién két khéng thé v&i khang nguyén, nhung thé hién nhiéu
chirc ndng higu tmg khéc nhau, nhu sy tham gia ctia khéng thé vao tac dung gay doc té
bao phu thudc khéng thé.

Su cit khang thé bang papain tao ra hai manh lién két khéng nguyén giéng nhau,
goi 12 manh “Fab”, mdi manh c¢6 mdt vj tri lién két khang nguyén, va manh “Fc¢” con lai,
ma tén clia n6 phan dnh kha ning dé dang két tinh cta né. Viée xir ly pepsin tao ra manh
F(ab')2 ma c6 hai vi tri két hop khang nguyén va vin c6 kha ning lién két chéo khéang
nguyeén.

“Fv” la méanh khang thé nhé nhit chtra vi tri nhén biét va lién két khang nguyén
hoan thién. O dang Fv hai chudi, ving nay bao gdm dime ctia mot mién bién dbi chudi
nang va mot mién bién dbi chudi nhe két hop chit ch&, khong cong hoa tri. O dang Fv
mét chudi, mot mién bién déi chudi ning va mét mién bién ddi chudi nhe c6 thé duoc
lién két cong hoa tri bang lién két peptit linh hoat sao cho chudi nhe va chudi ning c6 thé
két hop trong cdu trac “dime” tuong tu v6i cdu tric & dang Fv hai chudi. N6 & cAu hinh
ma ba CDR ctia m3i mién bién ddi twong téc dé xac dinh vi tri lién két khang nguyén trén
bé mit cia dime VH-VL. Cung véi nhau, sdu CDR tao ra tinh dic hiéu lién két khéang
nguyén cho khang thé. Tuy nhién, ngay cd mot mién bién ddi (hodc mdt nira Fv chi bao
gdm ba CDR dic hiéu voi khang nguyén) c6 kha ning nhén biét va lién két khang

nguyén, méc du & ai lyc thap hon so v toan bo vi tri lién két.
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- Manh Fab con chita mién héng dinh cta chudi nhe v mién hﬁng dinh tht nhit
CHI) ctia chudi ning. C4c manh Fab' khic v6i cdc manh Fab nay boi sy thém vao mot
vai gbc & dAu ciing carboxy ctia mién CH1 chudi ning bao gdbm mdt hodic nhiéu xystein
tir viing ban 1& khéng thé. Fab'-SH dugc ky hiéu & ddy cho Fab' trong d6 gdc xystein cua
mién hing dinh mang nhém thiol tu do. C4c manh khéng thé F(ab'), ban dau d‘u@'c san
sinh dudi dang céc cdp ciia cac méanh Fab' ¢ cac xystein ban 18 gifta ching. Céc ghép
cdp héa hoc khac ctia cac manh khéng thé ciing da biét.

“Chudi nhe” cﬁa khang thé (globulin mién dich) tir loai déng vat c6 xuong sdng
bat ky c6 thé dugc chi dinh vao mot trong sd hai typ riéng biét, dugc goi la kappa (k) va
lambda (1), dya trén trinh tu axit amin ctia cic mién hing dinh cila ching.

Tuy thudc vao trinh ty axit amin ciia mién hing dinh cta chudi ndng cua ching,
globulin mién dich ¢6 thé dugc chi dinh vao céc 16p khéc nhau. Cé nim 16p globulin
mién dich chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mot vai trong sd céc 16p nay c6 thé con
duge chia thanh cdc phén 16p (isotyp), vi du, IgG1, 1gGa, 1gG3, IgGa, IgA1, va IgAs. Mién
harg dinh chudi ndng ma twong Ung vdi cac 16p khac nhau cla cic globulin mién dich
duogc goi 1an luot 1a a, §, &, v, va pu. Céc cAu trac dudi don vi va cu hinh ba chidu cta cac
16p khéc nhau cta globulin mién dich 1a d4 biét. “Céc méanh khang thé” chira chi mét
phén cia khang thé nguyén ven, trong d6 phan nay tét hon 12 van gitt it nhat mét, tdt hon
14 phan 16n hoic tit ca, c4c chirc ning ma binh thuong c6 lién quan dén phan nay khi c6
mit trong khang thé nguyén ven. Vi du v& cic manh khéng thé bao gdm ménh Fab, Fab',
F(ab')2, va Fv; khang thé kép; cc khang thé thing; phén tir khang thé chudi don; va cac
khang thé da déc hiéu dugc tao thanh tir cic manh khang thé. Theo mot phuong éan, manh
khang thé chira vi trf lién két khang nguyén ctia khang thé nguyén ven va do d6 vin giflt
kha nang lién két khang nguyén. Theo phuong 4n khac, manh khang thé, vi du manh ma
chura vﬁng Fe, van gitt dugc it nhit mot trong s cc chic nang sinh hoc ma binh thuong
lién quan dén ving Fc khi c6 mit trong khang thé nguyén ven, nhu lién két FcRn, su diéu
bién thoi gian ban thai khang thé, chitc nang ADCC va lién két bd th. Theo mot phuong
an, manh khang thé 13 khéng th4 héa tri mét ma c6 thdi gian ban thii in vivo gin nhu 1a
tuong tu voi khang thé nguyén ven. Vi du, manh khéng thé nay c6 thé chutra trén nhénh
lién két khang nguyén duoc lién két véi Fe trinh tu c6 kha ning gy ra tinh n dinh in

vivo cho manh khéng thé héy.
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Thuét nglt “vung siéu bién”, “HVR,” hodc “HV,” khi duogc st dung trong ban md
ta chi cdc ving ctia mién bién dbi khang thé ma c6 kha ning bién ddi cao vé trinh ty
va/hojc tao thanh céc vong x4c dinh v& mit cdu triic. Thong thudng, cac khang thé chira
sdu ving siéu bién; ba ving trong VH (H1, H2, H3), va ba vung trong VL (L1, L2, L3).
Nhidu mé ta v& ving siéu bién dugc sir dung va duoc bao gdm trong ban mé ta. Vung
quyét dinh b6 sung Kabat (CDR) 13 dua trén kha ning bién ddi trinh tu va dugc st dung
phd bién nhit (Kabat et al., Sequences of Protein of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia lai
@ cép dén vi tri ctia vong céu tric (Chothia va Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)).
Ving siéu bién AbM 14 su thoa hiép gifta CDR Kabat va vong c4u triic Chothia, va duoc
sir dung bang phin mém tao mo hinh khéng thé AbM cua Oxford Molecular. Ving siéu
bién “tiép xtc” 14 dva trén phan tich cu trac tinh thé phirc hop sin c6. Cac gbe tir mdi

ving siéu bién nay dugc chi thich duéi day.

Vong  Kabat AbM Chothia Tiép xuc

L1 1.24-134 1.24-134 1.26-132 1.30-L36

12 150-L56 1.50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 1.89-L97 1.89-L97 191-L96 1.89-L96

H1 H31-H35B  H26-H35B  H26-H32 H30-H35B
(Dénh s6 Kabat)

H1 H31-H35 126-H35 126-H32 H30-H35
(Pénh sb Chothia)

H2 H50-H65 T150-H58 1153-H55 H47-H58
3 H95-H102  H95-H102  H96-H101  H93-H101

Ving siéu bién c¢6 thé chita “ving siéu bién kéo dai” nhu sau: 24-36 hodc 24-34
(L1), 46-56 hodc 50-56 (L2) va 89-97 (L3) trong VL va 26-35 (H1), 50-65 hoidc 49-65
(H2) va 93-102, 94-102 hozc 95-102 (H3) trong VH. Cac gbc mién bién dbi dugc danh
s6 theo Kabat et al., supra cho mbi dinh nghia nay.

Céc gbe “khung” hoic “FR” 13 cac gbc mién bién ddi khac véi cac gdc ving siéu

bién nhu duoc x4c dinh trong ban mo ta.
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Dang “dugc 1am tuong thich v&i ngudi” ciia céc khang thé khong phai clia ngudi
(vi dy, chuot) 1a cac khang thé kham ma chua trinh tu ti thidu thu duge tir globulin mién
dich khong phai ctia ngudi. Di véi phin 16n, cac khang thé duge 1am twong thich véi
ngudi 1a globulin mién dich cta nguodi (khang thé nhén) trong d6 cic gdc tir ving bién
ddi cao cta thé nhan dugc thay bang cic gbe tir ving bién dbi cao cta loai khong phai
ngudi (khang thé cho) nhu chudt, chudt cbng, tho hoic dong vat linh truéng khong phai
nguoi c¢d tinh ddc hi€u, 4i lyc va kha nang mong mudn. Trong mét sb vi du, céc géc
khung (FR) ctia globulin mién dich ngudi duge thay biang céc gbc khong phai cia nguoi
tuong mg. Ngoai ra, cac khang thé duoc 1am tuwong thich v6i ngudi c6 thé chira céc gbe
ma khong duge tim thiy & khang thé nhan hoic khang thé cho. Cac cai bién nay duoc tao
ra d& cai thién thém hoat dong ctia khang thé. Nhin chung, khang thé dwoc 1am twong
thich véi ngudi s& chira gin nhu 13 toan bd cia it nhit mét, va thuong 13 hai, mién bién
dbi, trong d6 tht ca hodc gin nhu 14 tit ca cic vong sidu bién tuong tmg véi ctia globulin
mién dich khong phai ngudi va tit ca hodc gin nhw 13 tit ca cac FR 13 cua trinh tu
globulin mién dich ngudi. Khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi tiy ¢ s& con chra it
nhit mot phan cia ving hing dinh globulin mién dich (Fc), thudng 14 ctia globulin mién
dich nguoi. D& biét chi tiét hon, xem Jones et al, Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); va Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-
596 (1992). Xem thém céc bai bdo sau va va cac tai liéu tham khao dugc trich din trong
d6: Vaswani va Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris,
Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle va Gross, Curr. Op. Biotech.
5:428-433 (1994).

Céc khang thé (globulin min dich) “khdm” c6 mét phan ctia chudi ning va/hoic
chudi nhe giéng véi hosc ddng nht véi trinh tu twong ng & céc khéng thé thu duge tir
loai cu thé hodc thudc 16p hodc phan 16p khang thé cu thé, trong khi phan con lai cta
chudi 1a gibng v&i hodc ddng nhét voi trinh tu twong tng & cic khang thé thu dugc tir
loai khac hodc thudc 16p hodc phan 16p khang thé khac, cling nhu cic manh cia cac
khéng thé nay, mién 13 ching c6 hoat tinh sinh hoc mong mubn (Patent M§ sb 4,816,567;
va Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Khang thé duoc
lam tliorng thich v&i ngudi trong ban md ta nay 13 tap con ciia cac khang thé kham.

Céc manh khang thé “Fv chudi don” hoic “scFv” chira mién VH va VL ctia khang

thé, trong d6 cdc mién nay c6 mit trong chudi polypeptit don. Thong thudng, polypeptit
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scFv con bao gdm cau ndi polypeptit gitta mién VH va VL ma cho phép scFv tao thanh
chu tric mong mubn @& lién két khéng nguyén. Dé xem lai v& scFv, xem Pluckthun,
trong Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg va Moore eds.,
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

“Khang nguyén” 1a khang nguyén dugc xac dinh trudc ma, khang thé c6 thé lién
két chon loc véi nd. Khang nguyén dich c6 thé 1a polypeptit, hydrat cacbon, axit nucleic,
lipit, hapten hodc hop chét ¢6 trong tu nhi€n hoac téng hop khac. Tét hon néu, khang
nguyén dich 1a polypeptit. '

Thuit ngit “khang thé kép” chi cdc manh khang thé nho c6 hai vi trf lién két
khang nguyén, cdc manh ndy chira mién bién ddi chudi ning (VH) dugc ndi voi mién
bién dbi chudi nhe (VL) trong cling chudi polypeptit (VH - VL). Bing cach st dung cu
n6i ma 1a qua ngén dé cho phép bit cip gitta hai mién trén cung chudi, cic mién nay
dugc thic day dé bét cap véi cac mién bd sung ctia chudi khéc va tao ra hai vi trf lién két
khang nguyén. Cac khang thé kép duoc mé ta ddy du hon trong, vi du, EP 404,097; WO
93/11161; va Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

“Khéng thé ngudi” 1a khéng thé c6 trinh tu axit amin twong Ung vdi trinh ty cia
khéng thé duoc san sinh boi ngudi va/hodc dugce tao ra béng cach sir dung k§ thuat bat ky
dé san xuit cac khang thé ngudi nhu duoc néu trong ban md ta. Dinh nghia vé khang thé
ngudi ndy rd rang khong bao gdbm khéng thé dugc 1am twong thich véi nguoi chura cac
gbc lién két khang nguyén khong phai cia nguoi.

Khang thé “dugc hoan thién 4i luc” 13 khang thé c6 mét hodc nhiéu thay déi trong
mot hodc nhiéu CDR clia ching ma tao ra sy cai thién ai lyc cia khang thé ddi voi khéng
nguyén, so véi khang thé b me ma khong cb cac thay dbi nay. Khang thé dugc hoan
thién 4i luc uu tién s& c6 i lyc & mic nanomol hodc thim chi 13 picomol ddi véi khéang
nguyén dich. Céc khéng thé dugc hoan thién 4i luc duge tao ra boi cac quy trinh d3 biét
trong linh vuc. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) mé ta su hoan thién ai
Ic bang cach tron rdi mién VH va VL. K§ thuat gdy dot bién ngiu nhién cac gbc CDR
va/hodc khung dugc mo ta boi: Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813
(1994); Schier et al., Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. 155:1994-
2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); va Hawkins et al., J. Mol.
Biol. 226:889-896 (1992).
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“Chirc nang hiéu (ng” ctia khang thé chi hoat tinh sinh hoc do vung Fc (vung Fc
trinh ty tw nhién hodc ving Fc bién dbi trinh ty axit amin) ctia khang thé, va thay ddi theo
isotyp khang thé. Vi du v& chirc ning hidu ing ctia khang thé bao gdm: lién két Clqva
tadc dung gdy doc t€ bao phu thudc bd thé; lién két thu thé Fc; tac dung giy dbc tinh té
bao qua trung gian t& bao phu thudc khang thé (ADCC); thuc bao; didu hoa giam thu thé
bé mat té bao (vi du, thy thé té bao B); va su hoat héa té bao B.

“Téc dung gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang th8” hoic
“ADCC” chi dang tic dung gy ddc t& bao trong d6 Ig tiét ra duoc gén 1én thu thé Fc
(FcR) c6 mit trén mot sd t& bao co tac dung gay doc té bao (vi dy, t& bao giét tr nhién
(NK), bach ciu trung tinh, va dai thuc bao) cho phép cac té bao hidu Gng gy doc t& bao
nay lién két dac hiéu véi té bao dich mang khang nguyén va sau d6 tiéu diét t& bao dich
bing cac ddc t6 t& bao. Cac khang thé “trang bi cho” té bao tac dung gy doc t& bao va
tuyét d6i can thiét cho tac dung tiéu diét nay. Té bao so cép dé tao ra ADCC, té bao NK,
chi biéu hién FcyRIII, trong khi d6 cac bach cAu don nhéan to bidu hién ca FeyRI, FeyRIT
va FcyRIIL Sy biéu hién FcR trén t& bao tao mau duoc tom tit trong bang 3 & trang 464
cua tai liéu Ra\}etch va Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Dé danh gia hoat
tinh ADCC ctia phan tir cdn quan tAm, thi: nghiém ADCC in vitro, nhu duge md t& trong
Patent M§ s6 5,500,362 hozc 5,821,337 hoic Presta Patent Mg s6 6,737,056 c6 thé duoc
tién hanh. T& bao hiéu tng hitu dung cho céc thir nghiém ndy bao gdm té bao den nhén
méu ngoai vi (PBMC) va té bao giét tu nhién (NK). Theo cach khéc, ho#c ngoai ra, hoat
tinh ADCC ctia phan tir cAn quan tAm c6 thd dugc dénh gid in vivo, vi dy, & md hinh
dong vét nhu duge md ta trong tai liéu Clynes et al., PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

“Té bao hidu tng clia ngudi” 14 cac bach ciu bidu hién mot hodc nhidu FcR va
thuc hién chitic ning hiéu tng. Tt hon 13, t& bao nay bidu hién it nhit 1a FcyRIII va thuc
hién chitc ning hiéu tng ADCC. Vi du vé bach cu cua ngudi ma giy ra ADCC gdm té
bao don nhan méu ngoai vi (PBMC), t bao giét tw nhién (NX), bach cau don nhin to, té
bao T gy doc té bao va bach cu trung tinh; véi PBMC va t& bao NK dugc uu tién hon.
Té bao hiéu ung cé thé duoc phén 1ap tix nguén tu nhién, vi du, tir mau.

“Thu thé Fc” hodc “FcR” mé ta thu thd ma lién két véi ving Fc ctia khang thé.
FcR dugce vu tién 1a FeR trinh tu tu nhién cta ngudi. Hon nita, FcR duoc wu tién 13 thu
thé lién két voi khang thé IgG (thu thd gamma) va bao gdm céc thu thé thudc phan 16p

FcyRI, FeyRII, va FcyRII, bao gém cac bién thé alen va céc dang duoc cit ndi luan
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phién ctia cac thu thé nay. Céc thy thé FcyRII bao gdm FcyRIIA (“thu thé hoat héa”) va
FcyRIIB (“thu thé we ché™), ¢6 trinh ty axit amin tuong tu ma cht yéu khéc nhau v& mién
té bao chét cua ching. Thu thé hoat héa F ¢YRIJA chira motif hoat hoa dya trén tyrosin
thu thé mién dich (ITAM) trong mién t& bao chit ctia né. Thu thé Gc ché F cYRIIB chira
motif tc ché dua trén tyrosin thu thé mién dich (ITIM) trong mién té bao chit cua né.
(Xem M. in Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). FcR dugc danh gi4 trong
Ravetch va Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods
4:25-34 (1994); va de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Céac FcR khac,
bao g?)m cac thu thé cln dugc x4c dinh trong twong lai, dugc bao gém bdi thudt ngit
“FcR” trong ban md ta. Thuat ngit nay con bao gdm thyu thé méi sinh, FcRn, ma chiu
trach nhiém vé viéc chuyén IgG tir me sang bao thai (Guyer et al., J. Immunol. 117:587
(1976) v& Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)) v& diéu hoa sy can béng ndi mo cua
globulin mién dich. WO 00/42072 (Presta) mé ta bién thé khang thé c6 lién két véi FcR
giam hodc duoc cai thién. Xem thém, Shields et al., J. Biol. Ckem. 9(2): 6591-6604
(2001). '

Phuong phap do lién két véi FcRn 13 da bibt (xem, vi du, Ghetie 1997, Hinton
2004). Lién két v6i FcRn ngudi in vivo va thoi gian ban thai trong huyét thanh cta
polypeptit lién két 4i luc cao véi FcRn ngudi ¢6 thd duoc thir nghiém, vi dy, trong chudt
chujrén gen hogc dong t& bao ctia ngudi da duoc chuyén nhiém biéu hién FcRn cia
nguoi, hodc & cac dong vét linh trudng duge st dung polypeptit bién dbi Fe.

“Tac dung gay doc té bao phu thudc bd thé” hodc “CDC” chi su dung giai t& bao
dich khi c6 mit bd thé. Tac dung hoat héa con duémg bd thé cb dién duoc bt dau béng
su lién két ctia thanh phén thit nhit ciia hé bd thé (C1q) véi céc khang thé (ctia phan 16p
thich hop) ma duge lién két véi khéng nguyén cliing ngudn gbc cta chung. Pé danh gia
su hoat héa bd thé, thi nghiém CDC, vf dy, nhu dugc néu trong Gazzano-Santoro et al.,
J. Immunol. Methods 202:163 (1996), c6 thé dugc tién hanh,

Bién thé polypeptit c6 trinh tir axit amin ving Fc bién d6i va kha ning lién két
Clq duoc ting hodc giam dd dugc mo ta trong Patent My s6 6,194,551B1 va WO
99/51642. Xem thém, Idusogie et al., J. Immunol. 164:4178-4184 (2000).

Thuét ngft “polypeptit chira viing Fc” chi polypeptit, nhu khang thé hodc chit két
dinh mién dich, ma chua ving Fc. Lysin dau cing C (gbc 447 theo hé théng dénh s6 EU)

ctia viing Fc ¢6 thé duoc loai bo, vi du, trong qua trinh tinh ché polypeptit hoic bang cac
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thao tac di truyén ti t6 hop axit nucleic ma héa cho polypeptit ndy. Theo d6, ché pham
chira polypeptit cé viing Fe theo sang ché c6 thé chira polypeptit c6 K447, c6 tAt ca K447
dugc loai bd, hodic hdn hop clia polypeptit ¢6 va khong c6 gbc K447.

“Khung nhén ctia nguoi” cho cac muc dich trong ban mé ta 1a khung chira trinh tu
axit amin ctia khung VL hodc VH thu duge tir khung globulin mién dich cia ngudi, hoidc
tir khung lién Umg ctia ngudi. Khung nhén clia ngudi “thu dugce tir” khung globulin mién
dich ctia ngudi hogic khung lién tmg cia ngudi c6 thé chira cung mot trinh ty axit amin
cta ching, hoidc c6 thé chira cac thay ddi trinh tu axit amin da tdn tai trude d6. Khi cac
thay ddi axit amin d4 ton tai truée d6 ¢ mit, t6t hon néu khéng nhiéu hon 5 va t6t hon 13
4 hoac it hon, hodc 3 hoac it hon, cac thay dbi axit amin da tdn tai trude d6 1a c6 mit.
Khi cAc thay dbi axit amin d4 tbn tai truéc d6 c6 mit trong VH, 5t hon néu cac thay ddi
nay chi & ba, hai, hoac mét trong sb cac vi tri 71H, 73H, va 78H; vi du, cac géc axit amin
O céc vi tri nay cé thé 1a 71A, 73T, va/hodc 78A. Theo mt phuong an, khung nhdn VL
clia nguoi 12 gidng vé trinh tu v6i trinh tur khung globulin mién dich VL cta ngudi hodic
trinh ty khung lién ing VL cla ngudi.

“Khung lién Ung clia ngudi” 14 khung thé hién gbc axit amin xut hién phd bién
nhét trong qué trinh chon loc trinh tu khung VL hodc VH globulin mién dich ctia nguoi.
Thong thudng, viéc chon loc trinh tu VL hodc VH globulin mién dich nguoi 1a tir phan
nhém ciia cac trinh ty mién bién dbi. Thong thuong, phan nhém cua céc trinh ty 1a phan
nhom nhu trong Kabat et al. Theo mét phuong 4n, véi VL, phan nhém nay 1a phan nhém
kappa I nhu trong Kabat et al. Theo mét phwong an, véi VH, phan nhém nay 13 phan
nhdém IIT nhu trong Kabat et al.

“Khung lién tng phan nhém III VH” chira trinh tu lién (mg thu duogc tir cac trinh
ty axit amin trong phan nhém III chudi ning bién déi ctia Kabat et al. Theo mdt phuong
4n, trinh tu axit amin khung lién tng phan nhém III VH chira it nhit m6t phin hodc toan
b ctia mdi trinh ty sau ddy: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:184)-
HI-WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO:185)-H2-RFTISRDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYC (SEQ ID NO:186)-H3-WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:187).

“Khung lién ttng phan nhém I VL” chira trinh tu lién g thu duoc tir trinh ty axit
amin trong phan nhém I kappa chudi nhe bién ddi ctia Kabat et al. Theo mot phwong an,
trinh tu axit amin khung lién g phan nhém I VH chira it nhit mot phﬁn hodc toan bd

clia moi trinh tu sau day:
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:188)-L1-
WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:189)-L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYC (SEQ ID NO:190)-L3-FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:191).

Trong ban md ta nay, “ddt bién khéng thé” hozc “bién thé khang thé” chi bién thé
trinh tu axit amin cta khang thé trong d6 mot hodc nhidu gdc axit amin cta khang thé
phu thudc loai nay da dugc cai bién. Céc dot bién nay can co ty 1€ déng nhét hodc tuong
ty vé trinh tu it hon 100% véi khang thé phu thudc loai. Theo mét phwong 4n, dot bién
khéng thé s& c6 trinh tu axit amin cé ty 1€ déng nhét hodc tuong tu vé trinh tu axit amin it
nhit 1a 75% voi trinh tu axit amin cta mién bién ddi chudi ning hozc chudi nhe cua
khéang thé phu thugc loai nay, t6t hon néu it nhét 1a 80%, t6t hon néu it nhat 1a 85%, t6t
hon nita néu it nhét 13 90%, va t8t nhét néu it nhét 1a 95%. Ty 1 ddng nhit hodc tuong tu
d6i vai trinh tu ndy dugce x4c dinh trong ban md ta dudi dang ty 18 phén tram cac gdc axit
amin trong trinh tu tng vién ma gidng (tic 1a cung mdt gdc) hodc twong tur (tie 12 gbc
axit amin tr cing mot nhém dua trén céc tinh chat chudi bén théng thudng, xem dudi
day) voi cac gbc khang thé phu thudc loai, sau khi sap xép thing hang céc trinh tu va dua
vio cac khoang tréng, néu cén thiét, dé thu dugc ty 1& phén tram ddng nhét trinh tu téi da.
Khéng c6 dét bién nio trong sb cac dot bién kéo dai, dot bién mit doan hogc dot bién gin
xen vio dau ciing N, ddu cing C hodic bén trong cua trinh ty khang thé bén ngoai mién
bién dbi s& duoc hidu 1a gdy anh hudng dén muc déng nhét hosic twong tu trinh tur.

“Réi loan” hodc “bénh” 14 tinh trang bAt ky ma s& c6 loi tir vide didu tri véi
chit/phén tir hoic ph&dng phap theo séng ché. Thuét ngi nay bao gdm cac rdi loan hodc
bénh maén tinh va cép tinh bao gém céc trinh trang bénh ma 1am cho ddng vat ¢ vii mic
rdi loan duoc dé cap. Vi du khong giéi han vé cac ri loan cin duoc didu tri trong ban
mé ta gdm céc khdi u lanh tinh va 4c tinh; caxinom, u nguyén bao, va sacom.

“Viéc diéu tri” chi ca diéu tri chita bénh va cac phuong phap phong bénh hoic
ngén ngira bénh. DPdi tugng can diéu tri 1a cac dbi twong da c6 khéi u lanh tinh, tién ung
thu, hodc khéi u khong di cin cling nhu cac dbi tuong trong d6 su xuét hién hodc tai phat
ctia bénh ung thu can duoc ngin ngira.

Thuit ngit “lwong hitu hiéu diéu tri” chi lwvong duge chit d& didu tri hodc ngan
ngtra bénh hodc 16i loan & dong vat c6 vu. Trong truong hop ung thu, lugng hitu hiéu
diéu tri ctia dugc chét c6 thé 1am giadm sb lugng té bao ung thu; lam giam kich thuéc khéi

u nguyén phat; trc ché (ttrc 13, 1am chdm dén mot mac do nao dé va t6t hon 1a 1am dung)
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sy thdm nhap té bao ung thu vao co quan ngoai vi; rc ché (ttrc 13, 1am chim dén mot mirc
dd nao d6 va tt hon I lam dimg) su di cin khéi u; e ché, dén mot muc d6 nao do, su
phat trién khdi u; va/hodic 1am nhe dén mot mitc dd nao d6 mét hodc nhiéu tridu ching ¢o
lién quan dén rdi loan nay. O mdt mirc d6 nhét dinh, thubc c6 thé ngin ngira sy phat trién
vé/hodc tiéu diét té bao ung thu dang ton tai, n6 c6 thé co tinh kim him t bao va/hoac
gdy doc t€ bao. D6i véi lidu phéap diéu tri ung thu, tinh hidu qua in vivo c6 thé, vi dy,
dugc x4c dinh bang cach danh gi4 khoang thoi gian sdng sét, thoi gian tién trién bénh
(TTP), ty 1& dép timg (RR), thoi gian d4p tmg, va/hoic chat luong cude sdng.

Thuét nglt “ung thu” va “thudc ung thu” chi hodc mo ta tinh trang sinh 1y hoc &
dong vat c6 vt ma thuong duge dic trung béi su phat trién té bao khong duoc didu tiét.
Pugc bao gdm trong dinh nghia nay 13 ung thu lanh tinh va 4c tinh. “Ung thu giai doan

1

dau

99

hodc “khéi u giai doan sém” chi ung thu khéng x4m 14n hodc di can hodc duoc
phén loai 14 ung thu giai doan 0, I, hoic II. Vi du vé ung thu bao gém, nhung khong gidi
han &, caxinom, u bach huyét, u nguyén bao (gdm u nguyén bao tly va u nguyén bao
vOng mac), sacom (gém sacOm m& va sacom té bao hoat dich), khéi u ndi tiét than kinh
(gbém khéi u carcinoid, u bai tiét gastrin, va ung thu té bao do), u thdn kinh noi tiét, u t&
bao schwan (gdm u ddy thin kinh thinh gidc), u mang ndo, caxinom tuyén, ung thu t& bao
héc t8, va bénh bach cu hodc bénh 4c tinh lympho. Céc vi du cu thé v& cac bénh ung thu
nay bao gdm ung thu t& bao vay (v du ung thu t& bao vay biéu mé), ung thu phéi bao
gdm ung thu phéi t& bao nho (SCLC), ung thur phdi té bao khéng nhé (NSCLC), caxinom
tuyén & phdi va caxinom phdi c6 vay, ung thu mang bung, ung thu té bao gan, ung thu da
day hodc hé tiéu héa bao gém ung thu da day-ruét, ung thu tuy, u nguyén bao than kinh,
ung thur ¢b tir cung, ung thu budng trimg, ung thu gan, ung thu bang quang, ung thu gan,
ung thu vii (bao gbm ung thu vii di can), ung thu rudt két, ung thu truc trang, ung thu
rudt gia, caxinom ndi mac tir cung hoéc tir cung, caxinom tuyén nudce bot, ung thu thin
hodc ung thu thudc than, ung thu tuyén tién liét, ung thu 4m hg, ung thu tuyén giap,
caxinom gan, caxinom hdu moén, caxinom duong vat, ung thu tinh hoan, ung thu thuc
quén, khéi u dudng din mat, cling nhu ung thu ddu va cb va da u tuy.

Thuat ngit “tién ung thu” chi tinh trang bénh hoic sy phat trién ma thuong xay ra
truée hodc phét trién thanh ung thw. Sy phét trién “tién ung thu” s& c6 té bao duge dic

trung bdi su diéu hoa chu ky té bao, su tdng sinh, hodc bi€t hoa té bao bat thudong, ma co
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thé duoc x4c dinh bang chit danh ddu qué trinh diéu hoa chu ky, tang sinh, ho#c biét hoa
té bao.

“Ching loan san” chi su tang truong hodc su phat trién bat thuong bét ky cia mo,
co quan, hodc t& bao. Tét hon néu, chimg loan san 13 & mic cao hoic thude tién ung thu.

“Di can” chi sy lan réng clia ung thu tir vi tri ban du ciia né sang céc chd khac
trong co thé. Té bao ung thu ¢6 thé roi bé khdi u ban ddu, xdm 14n vao cac mach mau va
mach bach huyét, tun hoan qua dong mau, va phat trién & céc vi tri xa (di can) trong céc
md binh thudng nim déu d6 trong co thé. Di cin ¢6 thé 1 khu tré hodc xa. Di cin 1a qua
trinh lién tiép, phu thudc vao viéc té bao khdi u rdi khoi khéi u ban ddu, di chuyén theo
dong méu, va dimg & vi tri xa. O vi tri méi, t& bao thiét 1ap sy cung cép mau va cé thé
phat trién dé tao thanh khéi de doa su séng.

Ca con duodng kich thich va wrc ché phan tir bén trong t& bao khdi u diéu hoa hoat
dong nay, va cac tuong tac giita t& bao khdi u va t& bao chi1 & vi tri xa 1a cling ¢6 y nghia.

“Khong di can” chi ung thu lanh tinh hodc vAn & vi tri ban diu va khéng xam l4n
vao hé mach bach huyét hozic hé mach méau hodc dén cic md nim ngoai vi tri ban dau.
Thong thudng, ung thu khong di cin 12 bénh ung thu bat ky ma la ung thu giai doan 0, I,
hodc II, va thudng 13 ung thu giai doan III.

“Khéi u ban dau” hodc “ung thu ban diu” chi bénh ung thu ban du va khéng c6
thwong t6n di cin nim trong cdc mé, co quan, hodc vi tri khac trong co thé cta dbi
tuong.

“Khdi u lanh tinh” hodc “ung thu lanh tinh” chi khéi u ma vin nim & vi tri ban
dAu va khong c6 kha ning thdm nhidm, x4m nhap, hodc di cin dén vi tri xa.

“Ganh ning khéi u” chi s§ luong té bao ung thw, kich thude ciia khéi u, hosic
luong uhg thu trong co thé. Ganh ning khéi u con duoc goi 1a lwong tai khdi u.

“S6 luong khéi u” 13 s6 lugng khéi u. '

“Pdi twong” 13 dong vat co v, gém, nhung khong gidi han &, ngudi hodc ddng
vét c6 vi khong phai ngudi, nhu bod, ngua, ché, ciru, hodc meo. Tét hon, néu dbi tuong la
nguoi.

Thuat ngit “liéu phap chéng ung thu” chi liéu phap hitu dung trong diéu tri ung
thu. Vi du v& dugc chét chéng ung thu bao gdm, nhung gi¢i han &, vi du, chit héa tri
liéu, chét tic ché phat trién, chat gay doc té bao, chit dwoc sir dung trong liéu phép phéng

xa, chét chéng su tao mach, chét gy chét té bao theo chuong trinh, chét chéng tubulin,
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va céc chit khéc @& didu tri ung thu, cac khang thé khang CD20, chét (rc ché yéu tb tang
trudng thu duge tir tidu cau (vi dy, Gleevec™ (Imatinib Mesylate)), chét e ché COX-2
(vi dy, celecoxib), interferon, xytokin, chit dbi kharg (vi du, c4c khang thé trung hoa) ma
lién két v6i mot hode nhidu dich sau: thu thé ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BlyS,
APRIL, BCMA hoic VEGF, TRAIL/Apo2, va cac héa chit hitu co va ¢6 hoat tinh sinh
hoc khéc, v.v. H3n hop ctia ching ciing duge bao gdm trong séng ché.

Thuat ngit “chét gdy doc té bao” trong ban md ta nay chi chét (e ché hoic ngan
nglra chtic ning cta t& bao va/hodc gy pha hity & bao. Thuét ngt nay dugc du dinh bao
gdm céc chit ddng vi c6 hoat tinh phéng xa (vi dy, 1B, 1125, Y va Re!®%), chét hoéa tri
lidu, va cac doc td nhu cac doc td ¢é hoat tinh enzym co ngu6n géc vi khudn, nim, thuc
vat hodc ddng vat, hofic cac manh cta ching.

“Chét hoa tri lidu” 1a hop chit héa hoc hitu dung trong diéu tri ung thu. Vi du vé
chit héa tri liéu gdm hop chit héa hoc hitu dung trong diéu tri ung thy. Vi du v& chit hoa
trj liu gdm chét alkyl héa nhu thiotepa va xyclosphosphamit CYTOXAN®; céc alkyl
sulfonat nhu busulfan, improsulfan va piposulfan; aziridin nhu benzodopa, carboquone,
meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin gdm altretamin,
trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, triethiylenethiophosphoramit va
trimetylolomelamin; axetogenin (dac biét 1a bullatacin Vé.bullatacinon); camptothecin
(gém topotecan twong tw tdng hop); bryostatin; callystatin; CC-1065 (bao gdm chét
tuong tir tong hop adozelesin, carzelesin va bizelesin cta nd); cryptophyxin (cu thé 1a
cryptophyxin 1 va cryptophyxin 8); dolastatin; duocarmyxin (gdm céc chét twong ty téng
hop, KW-2189 va CBI-TMI); eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin; spongistatin;
mu tat nito nhu chlorambuxil, chlornaphazin, cholophosphamit, estramustin, ifosfamit,
mechlorethémin, meclorethamin oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phensterin,
prednimustin, trofosfamit, mu tat uraxil; nitrosure nhu carmustine, clorozotocin,
fotemustine, lomustine, nimustine, va ranimnustine; cic chét khéng sinh nhu chit khéng
sinh enediyne (e. g., calicheamicin, dic biét 1a calicheamicin gammall va calicheamicin
orhegaIl (xem, vi du, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dynemixin,
gbébm dynemixin A; bisphosphonat, nhu clodronat; esperamicin; cling nhu nhém mang
mau neocarzinostatin va nhom mang mau khang sinh'chromoprotein enediyne cé lién
quén), aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserine, bleomycin, cactinomycin,

carabicin, carminomycin, carzinophilin, chromomycini, dactinomycin, daunorubicin,
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detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, ADRIAMYCIN® doxorubicin (bao gdm
morpholino-doxorubicin, xyanomorpholino-doxorubicin, 2-pyrrolino-doxorubicin va
deoxydoxorubicin), epirubicin, esorubicin, idarubicin, marcellomycin, mitomycin nhu
mitomycin C, axit mycophenolic, nogalamycin, olivomycin, peplomycin, potfiromycin,
puromycin, quelamycin, rodorubicin, streptonigrin, streptozocin, tubercidin, ubenimex,
zinostatin, zorubicin; chit chdng chuyén héa nhu methotrexat va 5-florouracil (5-FU);
chét tuong tu axit folic nhu denopterin, methotrexate, pteropterin, trimetrexate; chét
tuong tu purin nhu fludarabin, 6-mercaptopurin, thiamiprine, thioguanine; chét tuong tu
pyrimidin nhu ancitabine, azacitidine, ~ 6-azauridine, carmofur, cytarabine,
dideoxyuridine, doxifluridin, enocitabin, floxuridin; cdc androgen nhu calusterone,
dromostanolon propionat, epitiostanol, mepitiostan, testolacton; chit chéng thuong than
nhu aminoglutethimit, mitotane, trilostane; chit don axit folic nhu axit frolinic;
aceglatone; aldophosphamit glycoside; axit aminolevulinic; eniluraxil; amsacrine;
bestrabucil; bisantrene; edatraxate; defofamin; demecolcine; diaziquone; elfornithine;
elliptinium axetat; epothilone; etoglucid; gallium nitrat; hydroxyurea; lentinan;
lonidainine; maytansinoid nhu maytansine va ansamitocin; mitoguazone; mitoxantrone;
mopidanmol; nitraerine; pentostatin, phenamet; pirarubicin; losoxantrone; axit
podophyllinic; 2-etylhydrazide; procarbazine; phirc hop polysaéarit PSK® (JHS Natural
Product, Eugene, OR); razoxan; rhizoxin; sizofiran; spirogermanium; axit tenuazonic;
triaziquone; 2,2',2"-triclorotrietylamin; trichothecene (diic biét 13 doc t6 T-2, verracurin
A, roridin A va anguidine); uretan; vindesine; dacarbazine; mannomustine; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacytosin; arabinoside (“Ara-C”); xyclophosphamit; thiotepa;
céc taxoid, vi dy, paclitaxel TAXOL® (Bristol- Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J D,
ché phim khéng chira hat nano duoc xir ly albumin khéng cremophor cua paclitaxel
ABRAXANE™ (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois), va doxetaxel
TAXOTERE® (Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); chloranbucil; gemcitabine
GEMZAR®; 6-thioguanin; mercaptopurine; methotrexate; chdt tuong tu platin nhu
cisplatin va carboplatin; vinblastine; platin; etoposide (VP-16); ifosfamit; mitoxantrone;
vincristine; NAVELBINE® vinorelbine; novantrone; teniposide; edatrexate; daunomycin;
aminopterin; xeloda; ibandronate; irinotecan (Camptosar, CPT-11) (gém phac dd diéu tri
irinotecan cing v&i 5-FU va leucovorin); chdt Gc ché topoisomeraza RFS 2000;

diflorometlhylornithin (DMFO); cac retinoid nhu axit retinoic; capecitabine;
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combretastatiny VELCADE bortezomib; REVLIMID lenalidomide; leucovorin (LV);
oxaliplatin, gdm ché do diéu tri oxaliplatin (FOLFOX); chit trc ché PKC-alpha, Raf, H-
Ras, EGFR (vi du, erlotinib (Tarceva™)) va VEGF-A lam giam sy ting sinh t& bao va
mudi duoce dung, axit hodic dAn xudt cia chit bt ky trong sb cac chit trén.

Con duoc bao gbm trong dinh nghia nay 13 chit khang hormon ma c6 téc dung
diéu hoa hoic tic ché tac dung hormon trén khéi u nhu khéng estrogen va chit diéu bién
thu thé estrogen chon loc (SERM), bao gém, vi du, tamoxifen (gém NOLVADEX®
tamoxifen), raloxifene, droloxifene, 4-hydroxytamoxifen, trioxifene, keoxifene,
LY117018, onapristone, va FARESTON: toremifen; chét trc ché aromataza tc ché enzym
aromataza, diéu hoa su san sinh estrogen trong tuyén thuong than, nhu, vi dy, 4(5)-
imidazol, aminoglutethimit, megestrol axetat MEGASE®, exemestan ARCMASIN®,
formestanie, fadrozole, vorozole RIVISOR®, letrozole FEMARA®, va anastrozole
ARIMIDEX®; va chét khang androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolide, va
goserelin; cfing nhu troxacitabine (chdt twong tw 1,3-dioxolan nucleosit xytosin);
oligonucleotit d8i nghia, cu thé 1a cac chét rc ché sy biéu hién ctia gen trong con dudng
dan truyén tin hiéu lién quan dén su tdng sinh té bao bét thuong, nhu; vi dy, PKC-alpha,
Raf va H-Ras; cac ribozym nhu chit rc ché su biéu hién VEGF (vi dy, ribozym
ANGIOZYME®) va chit tc ché sy bidu hién HER2; cac vécxin nhu vicxin lidu phap
gen, vi du, vicxin ALLOVECTIN®, vicxin LEUVECTIN®, va vicxin VAXID®,
PROLEUKIN® 1IL-2; LURTOTECAN® chét trc ché topoisomeraza 1; ABARELIX®
mRH; Vinorelbine va Esperamicins (xem Pat. M§ sb 4,675,187), va mubi duoc dung,
axit hodc din xut cua chit bit ky trong s cc chét trén.

Thudt ngit “tién dugc chat” nhu duoc sur dung trong sang ché chi tién chét hoéc
dang dan xuit ctia dugc chit ma it gdy doc té bao dbi voi t bao khdi u so véi duge chit
gbc va c6 kha ning dugc hoat hoa bang enzym hoic dugc chuyén héa thanh dang gbc c6
hoat tinh manh hon. Xem, vi dy, Wilman, “Prodrug in Cancer Chemotherapy”
Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986) va
Stella et al., “Prodrug: A Chemical Approach to Diched Drug Delivery,” Directed Drug
Delivery, Borchardt et al,, (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Tién dugc chit theo
sang ché gém, nhung khong giéi han &, tién dugc chat chira phosphat, tién dugc chét
chira thiophosphat, tién duoc chit chia sulfat, tién duoc chéit chia peptit, tién duoc chit

duoc bién dbi D-axit amin, tién duoc chdt dugc glycosyl héa, tidn dugc chét chira B-
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lactam, tién dwoc chét chua phenoxyaxetamit duoc thé tuy y hodc tién duoc chit chira
phenylaxetamit duoc thé tay v, 5-flocytosine va céc tién duoc chét 5-florouridin khac ma
c6 thé duge chuyén héa thanh duge chét tu do gy doc té bao c6 hoat tinh manh hon . Vi
du vé thube gdy doc té bao ma co thé duoc tao dan xuét thanh dang tién duoc chat dé su
dung trong sang ché bao gdm, nhung khong giéi han &, cac chit hoéa tri lidu duge néu &
trén. o

“Li€u phap phéng xa” 1a viéc sir dung cac tia gamma hodc tia beta dugc dinh
huéng dé gay ton thuong thich hop dén té bao dé gi6i han kha ning hoat dong binh
thuong cia n6 hojc dé pha hity hoan toan t& bao. S& duoc hiéu rd 1a ¢6 nhiéu cich da biét
trong linh vuc dé xéc dinh liéu lwong va thoi gian didu tri. Cac phuong phap diéu tri dién
hinh dugc dugc dua ra la st dung mot 14n va céc lidu lugng dién hinh ndm trong khoéng
tir 10 &én 200 don vi (Grays) mdi ngay.

“MAu sinh hoc” (duoc goi theo cach khic 1a “mAu” hoic “miu md hoic miu té
ba0”) bao gdém nhiéu loai mau thu duoc tir ca thé va cé thé dugc sir dung trong thi
nghiém chan do4n hoic theo ddi. Binh nghia ndy bao gdm céc mAu mau va cac mAu chét
16ng khéc c6 ngudn gbc sinh hoc, mAu mé rén nhu mAu sinh thiét hodc méi truong nudi
céy mé hoic t& bao thu duoc tir d6, va thé hé con cla chiing. Dinh nghia nay con bao
gdm cac mAu ma dd duoc thao tac theo cach bét ky sau khi thu dugc ching, nhu bang
cach xtr ly v6i chét phan tng, hoa tan, hodc lam gidu céc thanh phan, nhu protein hozc
polynucleotit, hoac gén vao chit nén dang ran hodc ban rén nhim muc dich phan cét.
Thuit ngit “mau sinh hoc” bao gdm miu 14m sang, va con bao gdm té bao trong mai
trudng nudi cdy, chét ndi bé mit t& bao, dich dung giai té bao, huyét thanh, huyét tuong,
chét luu sinh hoc, va mau mé. Nguc‘A)n mAu sinh hoc ¢6 thé 13 mé rin nhu tir mAu co quan
hodc md méi, dong lanh va/hodc duge bao quan hoic sinh thiét hoic miu dugc hit ra;
mau hogc thanh phin méu bat ky; dich co thé nhu dich nfo tay, dich mang i, dich mang
bung, hodc dich k& md; cac té bao tir thoi didm bét ky trong thoi ky thai nghén hodc trong
giai doan phat trién cta c4 thé. Theo mot sd phuong 4n, mAu sinh hoc thu duge tir khdi u
nguyén phat hodc di cin. MAu sinh hoc c¢6 thé chira cic hop chit ma khong duoc tron 1an
tu nhién v6i mo trong tu nhién nhu chét bao quéan, chit chéng dong tu, chit dém, thubc
ham, chét dinh dudng, chit khang sinh, hodc céc chét tuong tu.

Véi cac myc dich ctia sang ché, mdt “phan” ctia mAu mé 13 mot phan hoic miéng

ctia mau mo, vi du, 14t mong cua md hodc t€ bao cdt tir mau mo6. Puge hi€u 1a nhiéu phan
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clia miu md c6 thé dugc ldy va dua di phan tich theo sang ché. Theo mot sb phuong an,
cung mot phén cia miu mo duge phan tich & ca hai mic hinh thai hoc va phén tir, hodc
duoc phan tich vé ca protein va axit nucleic.

Tur “chat danh ddu” khi duoc sir dung trong ban mo ta chi hop chét hodc ché phim
ma duogc lién hgp hodc dugc dung hop truc tiép hodc gian tiép v6i chat phan Gmg nhu
doan do axit nucleic hodc khang thé va tao thuan loi cho viéc phat hién cac chét phan tGng
ma né duoc lién hop hodc dugc dung hop cing. Chinh chét d4nh d4u nay c6 thé duoc
phat hién (vi du, chit ddnh ddu dong vi phéng xa hodc chat danh diu phét huynh quang)
hodc, trong trudng hop chét danh diu enzym, co thé xuc tac cho su bién d6i hoa hoc cla
co chit hodc ché phém phat hién dugc.

Ché phim va phwong phdp sing ché

Sang ché bao gdbm ché phim, bao gdm duogc phim, chira khéng th khang FGFR3;
va polynucleotit chtra trinh tw ma héa cho khang thé khang FGFR3. Trong ban mo ta
nay, ché phém chtta m6t hodc nhiéu khéang thé ma lién két v6i FGFR3, va/hodc mot hodc
nhiéu polynucleotit chira trinh tr md héa cho mét hoic nhidu khang thd ma lién két véi
FGFR3. Ché phidm nay c6 thé con chira chét mang thich hop, nhu ta4 dugc dugc dung
g6n1 chit dém, ma d3 duoc biét 5 trong linh vuc.

Sang ché con bao gdm khang thé da va polynucleotit dugc phéan 1ép theo séng ché.
Sang ché con bao gdm khéng thé va polynucleotit gin nhw tinh khiét.

Sang ché con bao gdm khéng thé khéng FGFR3 d& st dung trong phuong phép
diéu tri rdi loan, vi du da u tuy hodc caxinom giai doan chuyén tiép (vi du, caxinom giai
doan chuyén tiép xAm 14n) (nhw dwoc néu trong ban mb ta nay).

Ché phém

Céc khang thé khang FGFR3 t&t hon néu 1a don dong. Con dugc bao gdm 14 cac
manh Fab, Fab', Fab'-SH va F(ab'), cua céc khéng thé khang FGFR3 dugc d2 xuit & day.
Céc manh khang thé nay c6 thé dugc tao ra bing phwong phép truyén théng, nhu su
phuong phép phan cét bang enzym, hodic c6 thé duoc tao ra bing k¥ thuat tai td hop. Cac
ménh khang thé nay c6 thé 1a thé kham hoic dugc lam tuong thich v6i ngudi. Cac méanh
nay la hitu dung cho cac muc dich chin doan va diéu tri nhu néu duéi day.

Céc khang thé don dong thu dugc tir quin thé cac khang thé gan nhu 14 ddng nhét,

tite 1d, cac khang thé don 1é tao thanh quan thé nay 14 gidng nhau ngoai trir cac dot bién
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c6 thé ¢6 trong tu nhién ma ¢ thé c6 mat véi lwong nhd. Do d6, bd ngit “don dong™ chi
dic diém cia khéng thé 13 khong phai 12 hdn hop ctia cac khang thé riéng biét.

Céc khéng thé don dong khing FGFR3 c6 thé duge tao ra bing cach sur dung
phuong phép lai dugc mé ta dAu tién boi Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), hodc co
thé duoc tao ra bing phuong phap ADN tai t& hop (Patent M sb 4,816,5 67).

Trong phwong phép lai, chudt hodc dong vat chu thich hgp khac, nhu chuét hang,
duoc gay mién dich dé kich thich céc t& bao lympho ma san sinh ra hodc c¢6 kha ning san
sinh ra cac kﬁéng thé ma s& lién két dic hiéu v6i protein duge st dung dé gdy mién dich.
Céc khang thé v6i FGFR3 c6 thé dugc sinh ra & dong vat bang cach tiém nhidu 1in
FGFR3 va chit phu trg dudi da (sc) hodc tifm trong mang bung (ip). FGFR3 ¢6 thé dugc
d:éu ché bang céch st dung phwong phap di biét trong linh vuc, mot sb phuong phap
trong s§ ndy ciing duge néu trong ban mé ta. Vi dy, phuong phap san xuit tai t6 hop
FGFR3 cua ngudi va chudt duge néu dudi ddy. Theo mot phuong an, déng vat duoc giy
mién dich v6i FGFR3 di duoc dung hop véi phin Fe cla chudi ndng globulin mién dich.
Theo phu'cmg an uu tién, dong vét duoc gdy mién dich véi protzin dung hgp FGFR3-
IgG1. Dong vat thuong dugc giy mién dich khéng lai cac thé 1ién hop mién dich hodc
din xudt ctia FGFR3 véi monophosphoryl lipit A (MPL)/trehaloza dicrynomycolat
(TDM) (Rib: Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT) va dvng dich dugc tiém trong
da & nhiéu vi tri. Hai tudn sau, cic con vat duoc tiém nhéc lai. 7 dn 14 ngay sau, cac con
vat duoce 14y mau va huyét thanh dugc phan tich v& hidu gi4 khang FGFR3. Céc con vt
duoc tiém nhéc lai cho dén khi dat dén trang thai n dinh hiéu gi. |

Theo céch khac, cac té bao lympho cé thé duoc gy mién dich in vitro. Sau d6 cac
t4 bao lymphb duec dung hop véi t€ bao u tuy bing cach st dung chit dung hop thich
hop, nhu polyetylen glycol, dé tao thanh t& bao lai (Goding, Monoclonal Antibedies:
Principles and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)). -

Do d6, t& bao lai da tao ra duoc gieo va nudi trong moi trudng nudi cdy thich hop
ma tot hon néu chira inét hodic nhiéu chét trc ché su phat trién hodc kha ning séng sOt cua
t& bao u tuy bd me chua dung hop. Vi du, néu t€ bao u tuy bd me thiéu enzym
hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferaza (HGPRT hedc HPRT), méi trudng nudi
chy cho thé lai thuong s€ bao gck)mi hypoxanthih, aminopterin, va thymidin (mdi trudong

HAT), céc chat ndy ngin ngira su phat trién cua té bao thiéu HGPRT.
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Té bao u tuy dugc uu tién 13 cac t& bao dung hop hiéu qua, hd trg qué trinh san
sinh khang thé bn dinh & mirc cao bdi céc té bao san xult kharg thé chon loc, va 1a nhay
v6i mdi trudng nhu mdi trusng HAT. Trong sd céc té bao nay, dong té bao u tuy dugc
uu tién 14 dong u tuy ctia chudt, nhu thu duoc tir khdi u chudt MOPC-21 va MPC-11 sin
c6 & Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California USA, va té bao SP-2
hogic X63-Ag8-653 sin cé. tir American Type Culture Collection, Rockville, Maryland
USA. Dong & bao u tuy ciia ngudi va u tuy khac loai chudt-ngudi con duoc md ta dé san
xudt cac khang thé don dong cua nguoi (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur
et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Aplications, pp. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., New York, 1987)).

MBoi trudng nudi cy trong dé té bao lai dang phat trién duoc thir nghiém dé san
xuét cic khang thé don dong khang FGFR3. Tét hon néu, tinh dic hiéu lién két ctia cac
khéng thé don dong dugc tao ra bdi té bao lai dugc xac dinh br:ing cac két tia midn dich
hoic bz‘?lng thir nghiém lién két in vitro, nhu thir nghiém mién dich phéng xa (RIA) hoidc
thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA). l

Ai lyc lién két ctia khang thé don dong c6 thé, vi dy, dugc x4c dinh bing phan tich
Scatchard cia Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Sau khi céc té bao lai duoc x4c dinh 13 san xuit ra céc khéng thé c6 tinh dic hiéu,
&i lyc va/hodc hoat tinh mong mudn, cac dong nay c6 thé duge tach dong phu bang céc
quy trinh pha lodng gi¢i han va dugc nudi bang cac phuong phdp chuin (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)).
Mdi trudng nudi cy thich hop cho muc dich nay bao gdm, vi du, méi truong D-MEM
hosic RPMI-1640. Ngoai ra, t& bao lai c6 thd duoc nudi in vivo duéi dang khéi u cb
trudng & dong vat.

Céc khéng thé don dong duoc tiét ra boi cac dong phu dugce phén tach thich hop
khéi moi truéng nudi cdy, dich ¢ trudng, hosic huyét thanh bang cac quy trinh tinh ché
globulin mién dich thong thuong nhu, vi du, protein A-Sepharose, sic ky
hydrohydroxy!lapatite, dién di gel, thAm tach, hodc sic ky 4i luc.

Céc khang thé khéang FGFR3 c6 thé dugc san xuét bfmg cach sir dung thu vién td
hop dé sang ioc cac dong khang thé tdng hop ¢ hoat tinh hodc cac hoat tinh mong mudn.
Vé nguyén tic, cac dong khang thé tdng hop duoc chon bang cach sang loc thu vién thé

thyc khuén chira thé thyc khuan ma biéu hi€n nhi€éu manh khac nhau cua ving bién d6i
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khang thé (Fv) duoc dung hop véi protein vé thé thue khudn. Thu vién thé thuc khuin
nay dugc duge sang loc bang sic ky 4i luc dya trén khang nguyén mong muén. Cac dong
biéu hién manh Fv ¢ kha nang lién két véi khang nguyén mong mudn dugc hép thu vao
khéng nguyén nay va do d6 dugc tach khéi cac dong khéng lién két trong thu vién. Sau
d6 cac dong lién két dugc rira giai tir khang nguyén, va cé thé con duoe 1am gidu thém
bang céc chu trinh bd sung gdbm hip phy/rira giai khang nguyén. Khang thé bit ky trong
s6 céac khéng thé khang FGFR3 theo sang ché c6 thé thu duoc bang céach thiét ké quy
trinh sang loc khang nguyén thich hop dé chon loc ra dong thé thuc khudn cin quan tdm
sau d6 tao ciu tric dong khang thé khang FGFR3 c6 chidu dai diy du sir dung céc trinh
tu Fv tir dong thé thuc khun cdn quan tAm va trinh tur ving hang dinh thich hop (Fc)
dugc m6 t4 trong Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3.

Mién lién két khang nguyén cta khang thé duoc tao thanh tir hai viing bién ddi
(V) gdbm khoéng 110 axit amin, mdt ving tr chudi nhe (VL) va mét ving tir chudi nang
(VH), ma c4 hai viing déu c6 mit ba vong cé siéu bién hosc ving quyét dinh b sung
(CDR). Céac mién bién ddi c6 thé duoc biéu hién v& mit chuc ning trén thé thuc khuén,
dudi dang cdc manh Fv chudi don (scFv), trong d6 VH va VL duoc lién két ddng hoéa tri
qua cac peptit rigén, linh hoat, hodc & dang cdc méanh Fab, trong d6 chung duoc dung hop
v6i miéh héng dinh va tuong tac khong déng hoa tri, nhu dugc md t& trong Winter et al.,
Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Trong ban md ta nay, céc dong thé thuc khuin
mi héa scFv va cac dong thé thuc khudn m3 héa Fab duoc goi chung bang tén "dong thé
thuc khudn Fv" hodc "dong Fv".

Céac ngudn gen VH va VL c6 thé duoc tach 'd(‘)ng riéng bing phan ung chudi
polymeaza (PCR) va dugc tai t6 hop nglu nhién trong thu vién thé thuc khudn, ma sau
d6 c6 thé duoc tim kiém dbi véi cac dong lién két khang nguyén nhu duge mé ta trong
- Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Cac thu vién tir cac nguén duoc
gy mién dich tao ra cac khang thé 4i luc cao v6i chit khang nguyén ma khong can tao ra
thé lai. Theo cAch khac, ngudn tu nhién c6 thé duoc tach dong dé cung cip mot ngudn
gdm cac khang thé nguoi cho pham vi rong cac khang nguyén ty thin va khong tu than
ma khong can gdy mién dich bit ky nhw dugc mé ta boi Griffiths er al., EMBO J, 12:
725-734 (1993). Cubdi cuing, thu vién tu nhién con cé thé duge tao ra theo cach téng hop

bang cich tdch dong cdc doan gen V chua dugc sap xép lai tir t€ bao gbe, va st dung céc
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doan mdi PCR chira trinh tw ngiu nhién d8 ma héa cho cac viing CDR3 bién dbi cao va
dé thuc hién su sép xép lai in vitro nhu dugc néu boi Hoogenboom va Winter, J. Mol.
Biol., 227: 381-388 (1992).

Thé thyc khudn dang s¢i duge st dung d& biéu hién cic manh khang thé bing
céch dung hop véi protein vé nho pIIl. Cac manh khang thé c6 thé duoc biéu hién dusi
dang cac manh Fv chudi don, trong d6 mién VH va VL dugc ni trén cung mot chudi
polypeptit béi doan dém polypeptit linh hoat, vi dy, nhu duge mé ta bdi Marks et al., J.
Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), hodc dudi dang cdc manh Fab, trong @6 mot chudi duoc
dung hop véi plll va chudi kia dugc tiét vao chit té bao cta té bao cha cia vi khuin
trong do su lép rap cAu tric protein vo Fab tré nén duoc biéu hién trén bé mit thé thuc
khudn béng cach thay thé mot sd trong sb cac protein vo kiéu dai, vi du, nhu duge mo ta
trong Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991).

Nhin chung, axit nucleic m& héa cho cac doan gen khang thé thu duoc tir t& bao
mién dich dugc thu hoach tir ngudi hodc dong vat. Néu thu vién thién vé phia cic dong
khang FGFR3 la mong mudn, c4 thé dugc gy mién dich v6i FGFR3 d8 tao ra dép ung
khang thé, va t& b2o lich va/hodc t& bao B tudn hoan, cac lympho bao mau ngoai vi
(PBL) khéc duogc phuc hdi cho cu tric thu vién. Theo phuong 4n duoc wu tién, thu vién
manh gen khang thé ctia ngudi thién vé phia cac dong khang FGFR3 thu duogc bang cach
tao ra dap ting khang thé khing FGFR3 & chudt chuyén gen mang mang gen globulin
mién dich chitc ning clia ngudi (va thiéu hé thdng san xuét khang thé ndi sinh chirc
ning) sao cho phuong phap gay mién dich FGFR3 lam cho cic t€ bao B san sinh céc
khéng thé nguoi khang FGFR3. Viéc tao ra chudt chuyén gen san xuét khang thé cua
nguoi duge mo ta dudi day.

Phuong phép 1am gidu thém dbi véi quan thé t& bao cé tinh phan tmng khang
FGFR3 c6 th thu dugc biang cach sir dung quy trinh sang loc thich hop dé phan lap té
bao B biéu hién khang thé lién két mang ddc hiéu FGFR3, vi du, bﬁng cach phén tach té
bao béng séc ky ai hxc FGFR3 hodc su hép thu t& bao vao FGFR3 duoc danh diu béng
florocrom sau d6 13 phan loai t bao bang hoat héa dong (FACS).

Theo cach khéc, viéc sit dung té bao lach va/hodc té bao B hoac cac PBL khic tu
dong vat cho chua dugc gdy mién dich tao ra dai dién t6t hon cia ngudn khéng thé kha
thi, va con cho phép tao ciu triic thu vién khang thé bing cach st dung loai dong vat bét

ky (ngudi hodc khong phai nguoi) trong &6 FGFR3 khong cé tinh khang nguyén. Déi véi
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céc thu vién két hop véi cAu tric gen khang thé in vitro, té bao gc"jc duoc thu hoach tir ¢4
thé dé tao ra axit nucleic ma héa cho cac doan gen khang thé chua duoc sép xép lai. Té
bao mién dich can quan tAm c6 thé thu duge tir nhiéu loai dong vat, nhu nguoi, chudt,
chudt céng, thd, chim, chd, meéo, lgn, bo, ngua, va loai chim, v.v.

Axit nucleic ma héa cho cic doan gen bién dbi cua khang thé (gdm céc doan VH
va VL) dugc phuc héi tir cic t& bao cin quan tAm va duoc khuéch dai. Trong trudng hop
thu vién gen VH va VL duoc sép xép lai, ADN mong mudn c6 thé thu duoc bﬁng cach
phan 14p ADN hé gen hosic mARN tir cac t& bao lympho sau d6 1a phén tng chudi
polymeraza (PCR) véi cac doan mdi bat cip cac ddu cling 5° va 3’ cua gen VH va VL
duoc sép xép lai nhu dwge mé ta trong Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA4), 86:
3833-3837 (1989), do d6 tao ra cic ngudn gen V da dang dé bidu hién. Gen V c6 thé
duoc khuéch dai tir cADN va ADN hé gen, v6i cac doan moi ngugc & ddu 5' cia exon
m3 héa cho mién V trudng thanh va cac doan mdi xudi nim trong doan J nhu dugec mo ta
trong Orlandi ef al. (1989) va trong Ward et al.,, Nature, 341: 544-546 (1989). Tuy
nhién, d& khuéch dai tir cADN, céc doan mdi ngugc con co thé dugc dat trong exon khéi
dau nhu duge md ta trong Jones et al., Biotechnol., 9: 88-89 (1991), va cdc doan mdi
xudi trong ving hing dinh nhu dwgc néu trong Sastry et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(US4), 86: 5728-5732 (1989). Dé tdi da hoa tinh bd sung, su thoai bién cé thd duoc dua
vao trong cic doan mdi nhu duge néu trong Orlandi et al. (1989) hoac Sastry et al.
(1989). Tt hon néu, tinh da dang thu vién duoc t6i da hoa bang cach sir dung cac doan
mdi PCR huéng dén mbi ho gen V dé khuéch dai tat ca cac sip xép VH va VL s&n c6 c6
mit trong méu axit nucleic té bao mién dich, vi du nhu dugc néu trong phuong phap
Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) hodc nhu duoc néu trong phuong phép
Orum et al., Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498 (1993). Dé tach dong ADN d& duogc
khuéch dai vao vecto biéu hién, cac vi tri gidi han hiém c6 thé duoge dua vao trong doan
mdi PCR dudi dang nhin & mot ddu nhu duge néu trong Orlandi et al. (1989), hedc béng
céch khuéch dai PCR thém véi doan mdi da gén nhan nhuy duoc néu trong Clackson et
al., Nature, 352: 624-628 (1991).

Céc'nguc*)n gen V duogc se‘ip xép lai téng hop ¢o thé thu duoc in vitro tir cac doan
gen V. Phén 16n céc doan gen VH ngudi di duogc tach dong va dugc giai trinh tu (duoc
b4o c4o trong Tomlinson et al., J. Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)), va lap ban dd (duoc
bao cao trong Matsuda et al., Nature Genet., 3: 88-94 (1993); cac doan dd dugc tach
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dong nay (gdm tit ca cac cAu hinh chinh cta vong H1 va H2) ¢6 thé dugce st dung éé tao
ra cac ngudn gen VH da dang véi céc doan mdi PCR ma héa cho veng H3 ¢ trinh tu va
chiéu dai khac nhau nhu duge néu trong Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-
388 (1992). Céc ngudn VH con c6 thé dugce tao ra véi tat ca tinh da dang trinh ty duoc
tap trung trong vong H3 dai ctia chidu dai don nhu dwoc néu trong Barbas et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992). Cac doan Vk va VA clia ngudi di dugc tach
dong va dugc gidi trinh tu (dugce bao cao trong Williams va Winter, Eur. J. Immunol., 23:
1456-1461 (1993)) va c6 thé duge sir dung dé tao ra cac ngudn chudi nhe téng hop. Céc
ngudn gen V tdng hop, dua trén pham vi cac nép gip VH va VL, va c4c chidu dai L3 va
H3, s& mi héa cho cac khang thé c6 tinh da dang cAu tric dang ké. Sau khi khuéch dai
ADN mi héa gen V, cac doan gen V mim c6 thé duoc sép xép lai in vitro theo phuong
phép ctia Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Céc ngudn méanh khang thé c6 thé duoc cu tric bang cach két hop céc ngudn gen
VH va VL cling nhau theo mdt vai céch. M3i ngudn c6 thé duge tao ra trong cic vecto
khéc nhau, va cac vecto duoc tai td hop in vitro, vi dy, nhu duge néu trong Hogrefe er
al., Gene, 128:119-126 (1993), hoic in vivo bang cach gay nhifm t4 hop, vi du, hé théng
loxP duoc néu trong Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21:2265-2266 (1993). Phuong
phép tai tb hop in vivo khai thic ban chét hai chudi ctia cac manh Fab dé khéz phuc han
ché v& kich thude thu vién duge ap dit boi tinh hiéu qua bién nap E. coli. Céac nguén VH
va VL ty nhién dugc tach dong riéng r€, mot vao phagemid va inét vao vecto thé thuc
khudn. Hai thu vién ndy sau d6 duoc t6 hop béng cach giy nhidm thé thyc khuén vi
khuén chira phagemid sao cho méi t& bao chira td hop khac nhau va kich thuéc thu vién
chi bi gidi han bdi s6 lugng t& bao c6 mit (khoang 10'2 dong). Ca hai vecto chita tin hidu
téi tb hep in vivo sao cho cac gen VH va VL duogc tai tb hop 1€n mot don vi sao chép va
dﬁqc ddng bao gbi vao virion thé thuc khudn. Céc thu vién khdng 16 nay tao ra s6 luong
16n céc khang thé khéc nhau c6 4i luc tét (Kq! vao khoang 108 M).
_ Theo cach khac, cac nguén ¢6 thé duoc tach d(‘)ﬁg lan lugt vao cung vecto, vi du,
nhu duoc néu trong Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:7978-7982 (1991), hodc
duoc lép rap véi nhau bang PCR va sau d6 tach dong, vi du nhu dugc néu trong
Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). K§ thuét ghép bang PCR con c6 thé duoc
st dung dé ndi ADN VH va VL v6i ADN m3 hoa cho doan dém peptit linh hoat dé tao
thanh cac ngudn Fv chudi don (scFv). Van trong k¥ thuét khac, “ghép PCR trong té bao”

-70-



23152

dugc str dung két hop céc gen VH va VL trong céc t& bao lympho bang PCR va sau d6
tach dong cac ngudn chira cac gen dwoc lién két nhw duoc néu trong Embleton et al.,
Nucl. Acids Res., 20:3831-3837 (1992).

Céc khang thé tao ra boi céc thu vién ban diu (tu nhién hoac téng hop) ¢6 thé c6
4i luc vira phai (K¢ vao khoang tlr 10° dén 107 M), nhung sur hoan thién 4i luc cfing c6
thé dugc bit chude in vitro béng céch tao cAu trac va lua chon lai tir thu vién bac hai nhu
duoc néu trong Winter et al. (1994), supra. Vi du, cic dot bién c6 thé duoc dua vao ngau
nhién in vitro bang cach sir dung polymeaza c6 xu hudéng gdy 16i (dugc bio céo trong
Leung et al., Ky thudt, 1:11-15 (1989)) trong phuong phap cua Hawkins et al., J. Mol.
Biol., 226: 889-896 (1992) hodc trong phuong phap cta Gram et al., Proc. Natl. Acad.
Sci USA, 89: 3576-3580 (1992). Ngoai ra, su hoan thién 4i lyc c6 thé dugc tién hanh
b%tng céch giy dot bién ngau nhién mdt hoic nhiéu CDR, vi du st dung PCR véi céc
doan mdi mang trinh tw ngdu nhién kéo dai CDR cin quan tdm, trong dong Fv c4 thé
dugc chon va sang loc cac dong c6 4i luc cao hon. WO 96/07754 (duge cong bd ngay
14/3/1996) md t4 phuong phap gdy dot bién trong ving quyét dinh bd sung cta chudi
nhe globulin mién dich d tao ra thu vién gdm céc gen chudi nhe. Phuong phap hiéu qua
khéac dé tai td hop céc mién VH hodc VL dugc chon béng su biéu hién thé thuc khuln
vO1i cac nguf“)n bién thé mién V ¢6 trong tu nhién thu dugc tir thé cho chua duoc gdy mién
dich va sang loc &i luc cao hon trong vai vong tron rdi lai chudi nhu duge néu trong
Merks et al., Biotechnol., 10:779-783 (1992). K¥ thuit nay cho phép san xuit cac khéang
thé va cac manh khang thé c6 4i luc ndm trong khoang 10 M.

Axit nucleic FGFR3 va trinh tu axit amin 13 d& biét trong linh vyuc. Trinh tyu axit
nucleic ma héa cho FGFR3 c6 thé duoc thiét ké bang cach sir dung trinh ty axit amin cta
ving FGFR3 mong mubn. Nhu duge biét trong linh vuc, ¢6 hai déng dang ghép nbi
chinh ctia FGFR3 la FGFR3 IlIb va FGFR3 Illc. Trinh ty FGFR3 14 d4 biét trong linh
vuc va c6 thé gdm trinh tw c6 sb truy cap UniProKB/Swiss-Prot 1a P22607 (FGFR3 IIlc)
hodc P22607 2 (FGFR3 IIIb). Cac dot bién FGFR3 da duoc x4c dinh va 1a da bidt trong
linh vuc va gdm céc dot bién sau (tham khéo trinh tw dugc thé hién & s truy cdp

UniProKB/Swiss-Prot P22607 (FGFR3 Illc) hodc P22607 2 (FGFR3 IIIb):

FGFR3-IIIb FGFR3 IIlc
R248C R248C
$249C $249C
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G372C G370C
Y375C Y373C
G382R G380R
>K652E K650E

Axit nucleic ma héa cho FGFR3 c6 thé tao ra bing nhiéu phuong phap da biét
trong linh vuc. Cac phuong phép nay bao gdm, nhung khéng giéi han &, phuong phap
tdng hop héa hoc bing phuong phap bét ky dwoc néu trong Engels et al., Agnew. Chem.
Int. Ed Engl., 28: 716-734 (1989), nhu phuong phdp trieste, phosphit, phosphoramidite
va H-phosphonat. Theo mét phuong 4n, cic codon duge uu tién béi t& bao chi biéu hién
duoc st dung trong thiét ké ADN ma héa FGFR3. Theo cach khic, ADN mi hoa cho
FGFR3 c6 thé duoc phén 14p tir thu vién hé gen hodc thu vién cADN.

Sau khi tao cAu tric phan tr ADN mi héa cho FGFR3, phén tir ADN duoc lién
két chic nang vodi trinh tu kiém soét biéu hién trong vecto biéu hién, nhu plasmit, trong
d6 trinh tu kiém sodt dugc nhan dién béi té bao cha di dugc bién nap vdéi vecto. Nhin
chung, vecto plasmit chira ban sao va trinh tu kiém soét thu duoc tir loai twong thich véi
t€ bao chil. Vecto thudong mang vi tri sao chép, cling nhur trinh tw ma hoéa cho protein cé
kha ning tao ra su chon loc kiéu hinh trong céc t& bao da bién nap. Vecto thich hop dé
biéu hién trong t& bao chu tién nhan va nhan chuén la d3 biét trong linh vuc va mot sb
vecto ndy ciing duoc néu thém trong ban mé ta ndy. Sinh vit nhan chun, nhu nAm men,
hodc t& bao thu duge tir sinh vat da bao, nhu dong vat co vu, cd thé duoc st dung.

Tuy chon, ADN mé hoa cho FGFR3 duogc lién két chirc ning vai trinh tu din dau
kich thich tiét gy ra su tiét cdc san phdm biéu hién bai t& bao chi vao méi trudng nudi
cdy. Vi du v& trinh ty din dAu kich thich tiét gdbm stIl, ecotin, lamB, herpes GD, Ipp,
phosphataza kiém, invertaza, va yéu t6 alpha. Ciing thich hop dé sir dung trong ban mo ta
13 trinh ty din diu 36 axit amin cta protein A (Abrahmsen et al., EMBO J., 4: 3901
(1985)).

Té bao chi duge chuyén nhidm va 8t hon 13 duoc bién nap véi vecto biéu hién
hodc vecto tich dong trén ddy theo sang ché va dugc nudi cdy trong mdi trudng dinh
dudng truyén thdng duoc bién dbi thich hop dé cam tmg trinh tu khoi dong, Iwa chon thé

bién nap, hodc khuech dai gen m& hda cho trinh ty mong muon.
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Phuong phap gy nhiém chi sy hdp thu vecto biéu hién boi t& bao ch du trinh tu
ma héa bt ky c6 dugc bidu hién trén thyc t& hay khong. Nhiéu phuong phép chuyén
nhiém 13 d4 biét v6i ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vue, vi du, két tiia CaPOs
va dién di. Phuong phép chuyén nhiém thanh cong thudng duoc nhén ra khi diu hiéu bat
ky vé su hoat déng ciia vecto nay xuét hién trong t& bao chu. Phuong phap chuyén nhidm
14 d4 biét trong linh vure, va mot s6 phuong phép niy con duge md ta thém trong ban md
ta nay.

Phuong phép bién nap chi viéc dua ADN vao sinh v4t sao cho ADN c6 thé dugc
sao chép, dudi dang yéu t6 ngoai nhiém sic thé hoic bang su tich hop vao nhidm sic thé.
Tuy thude vao t& bao chu duge sir dung, phuong phép bién nap duogc thuc hién bang cach
stt dung c4c k¥ thust chuén thich hop véi céc té bao ndy. Phuong phép bién nap 13 da biét
trong linh vuce, va mét s6 dugc mo ta thém & day.

Té bao chu tién nhan dugc st dung dé san sinh FGFR3 c6 thé duoc nubi céy nhu
dugc md ta tdng quat trong Sambrook ef al., supra.

Té bao chu dong vét cé va dugc st dung dé san sinh FGFR3 ¢6 thé dugc nudi céy
trong nhiéu méi truong khac nhau, ma 13 da biét trong linh vuc va Iﬁét sb méi trudng
trong s6 nay dugc néu trong ban mé ta.

Té bao chti duogc dé cép dén trong ban mb ta bao gdm céc té bao trong moi trudng
nudi cdy in vitro cling nhu t& bao ndm trong dong vat chu.

K§ thuat tinh ché FGFR3 c6 thé dugc thyc hién bang cach sir dung phuong phap
da biét trong linh vuc, mot sb phuong phép nay duoc néu trong ban md ta.

FGFR3 d3 tinh ché c6 thé dugc gin vao chit nén thich hop nhu hat agaroza, hat
acrylamit, hat thuy tinh, xenluloza, cac copolyme acrylic, gel hydrohydroxyl metacrylat,
copolyme polyacrylic va polymetacrylic, nylon, chit mang trung tinh va cht mang ion,
va chit tuong tu, dé sir dung trong k§ thuit phan tach séc ky 4i luc coa dong biéu hién
thé thuc khuin. Su gin protein FGFR3 v6i chit nén ¢6 thé duoc thuc hién bang phuong
phép néu trong Methods in Enzymology, vol. 44 (1976). K§ thuit dugc dung phd bién dé
gén cac phéi tlr protein v&i chat nén polysacarit, vi du agaroza, dextran hodc xenluloza,
bao gébm hoat héa chat mang c6 cyanogen halogenua va sau d6 tao cdp cac amin béo
hodc thom bac mot cua phéi tir peptit vai chét nén da duoc hoat héa.

Theo céach khac, FGFR3 c6 thé duoc st dung dé phu giéng cua céc dia hép thy,

duoc bidu hién trén t& bao chu di duge cb dinh véi dia hap thu hodc dugc st dung dé
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phén loai té bao, hodc dugc lién hop véi biotin dé bét gilt bﬁng hat dugc phu streptavidin,
hodc dugc str dung trong phuong phép bat ky khac da biét trong linh vuc dé sang loc thu
vién biéu hién thé thuc khuén.

Cac mAu thu vién thé thuc khuin duoc cho tiép xuc véi FGFR3 ¢b dinh trong didu
kién thich hop dé lién két it nhit mot phin ciia céc hat thé thyc khudn véi chét hép thu
ndy. Théng thudng, cic didu kién, gdm pH, cudng dd ion, nhiét d6 va cac diéu kién
twong tu duoc chon dé 1am gia cac didu kién sinh ly. Céc thé thuc khudn lién két véi pha
rin duoc rira va sau d6 duoc rira giai bang axit, vi du nhu duoc néu trong Barbas et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), hogc bing kiém, vi du nhu dugc néu
trong Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), hoic bing phwong phap canh
tranh khang nguyén FGFR3, vi du trong quy trinh twong tuy véi phuong phap canh tranh
khang nguyén cua Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). Thé thuc khuin c6 thé
dugc lam giau tur 20 dén 1000 1an trong mot vong chon loc. Hon nita, thé thyc khudn da
duoc 1am gidu ¢ thé duge nudi trong moi trudong nudi cdy vi khudn va duoc dua vao céc
vong chon loc tiép theo.

Hiéu qua chon loc phu thudc vao nhiéu yéu td, gém dong hoc phén ly trong qua
trinh rira, va viée nhiéu manh khang thé trén mot thé thuc khuin c6 thé gén déng thoi véi
khang nguyén hay khong. C4c khang thé c6 dong hoc phan ly nhanh (va 4i lyc lién két
yéu) c6 thé duoc giit lai bang cach sir dung cac 14n ria ngin, biéu hién thé thyc khudn da
gid va mat d6 phu khang nguyén cao trong pha rén. M4t d cao khong chi 1am 4n dinh
thé thuc khudn qua cic twong tic da hda tri, ma con wu tién su lién két lai thé thuc khuin
d3 bi phén ly. Su chon loc céc khang thé ¢6 dong hoc phan ly cham (va 4i luc lién két tét)
c¢6 thé duoc thuc déy béng cach str dung cac 1an rira dai va su biéu hién thé thuc khuén
héa tri m6t nhu dugc néu trong Bass et al., Protein, 8: 309-314 (1990) va trong WO
92/09690, va mat d6 phi khang nguyén thip nhu dugc néu trong Marks et al.,
Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

C6 thé chon loc gitta cac khang thé thé thuc khuin c6 cac 4i luc khac nhau, thim
chi ¢6 céc 4i luc hoi khic nhau, d6i véi FGFR3. Tuy nhién, viéc gy dot bién ngu nhién
khang thé da chon (vi du nhu duge thuc hién trong mot sd k¥ thuat hoan thién ai luc
duoc néu & trén) cé thé tao thanh nhidu thé dot bién, hiu hét 13 lién két véi khang
nguyén, va mdt vai khang thé c6 4i luc cao hon. Véi FGFR3 gidi han, thé thuc khuin 4i

luc rit cao c6 thé bi canh tranh. D& giit lai tit ca cac thé dot bién 4i luc cao, cc thé thuc
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khuln c6 thé du'qg u véi lugng du ctia FGFR3 duoc biotin héa, nhung véi FGFR3 dugce
biotin héa & ndng d6 mol thip hon 4i lwc mol dich khong dbi voi FGFR3. Sau d6 thé

thuc khudn iién két 4i luc cao sau d6 c6 thé duoc bit gil béng cac hat thuén tr dugc phu
streptavidin. Sy “bit gitt cAn bang” nay cho phép céc khéng thé duoc lua chon theo i luc
lién két ctia ching, v&i d6 nhay ma cho phép phén tach riéng dong dot bién c6 i luc cao
hon hai 1an tir luong du l6n thé thuc khuén c6 ai luc thép. Céc diéu kién dugc sir dung dé
rira thé thyc khudn d3 lién két véi pha rin con c6 thé duge thao tac dé phén biét dya trén
déng hoc phén ly.

Dong FGFR3 c6 thé duoc chon loc hoat tinh. Theo mot phuong an, sang ché @é
xuét céc khéng thé FGFR3 ma phong bé lién két giira thu thé FGFR3 va phdi tir cua né
(nhw FGF1 va/hodc FGF9). Déng Fv twong tmg véi cac khang thé FGFR3 nay c6 thé
duoc chon bing cach (1) phan 14p dong FGFR3 tir thu vién thé thuc khudn nhu duoc néu
& trén, va tiy y khuéch dai quin thé dong thé thuc khudn da phan ldp bang cach phat
trién quén thé trong Vét cht vi khuén thich hop; (2) chon loc FGFR3 va protein thir hai
ma hoat' tinh pl‘mng bé va khong phong bé né, twong ﬁng, 13 mong doi; (3) hip thu dong
thé thuc khudn khéng FGFR3 vao FGFR3 ¢ dinh; (4) st dung luong thira cua protein
thi hai d& rta giai dong khong mong muén bét ki nhan biét quyét dinh lién két FGFR3
ma tring hodc ¢ chung céc quyét dinh lién két ctia protein thir hai; va (5) rira giai dong
ma van bi hép thy sau budc (4). Thy ¥, dong c6 tinh chit phong bé/khdng phong bé
mong mudn cé thé con duge lam gidu bang cach lip lai cac quy trinh c'hc,)n loc dugce néu
6 day mot hodc nhiéu lan.

ADN mi héa céc khang thé don dong thu duoc tir thé lai hoic céc dong Fv biéu
hién thé thuc khuén theo sang ché d& dang duogc phén lap va dugc giai trinh tu b%mg cach
st dung céc quy trinh thong thuong (vi du, bang cich st dung cic doan mdi
oligonucleotit duoc thiét ké dé khuéch dai dic hiéu ving mi héa chudi ning va chudi nhe
' cﬁn'quan tAm tr khudn ADN thé thuc khuén hodc thé lai). Khi dugc phan 1dp, ADN ¢6
thé duoc dit vao vecto biéu hién, ma sau d6 duoc chuyén rhidm vao t& bao chi: nhu té
tao E. coli, t& bao simian COS, té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO), hoic
té bao u tuy ma khong san xudt protein globulin mién dich, dé dat duoc su téng hop céc
khing thé don dong mong rn_uén trong té bao chu tai t& hop. Cac tai liéu vé su biéu hién
tai t& hop trong vi khudn ctia ADN mi héa khang thé bao gdm Skerra et al., Curr.

Opinion in Immunol., 5: 256 (1993) va Pluckthun, Immunol. Revs, 130:151 (1992).
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ADN ma héa cho dong Fv theo sang ché c6 thé dugc két hop v6i da biét trinh tu
ADN d3 biét ma hoa cho vung héng dinh chudi ning va/hozc chudi nhe (vi du, trinh tu
ADN thich hop c6 thé thu tir Kabat et al., supra) dé tao thanh dong mi héa chudi nang
va/hodc chudi nhe c6 do dai ddy du hodic mot phﬁn cta chidu dai. S& duge hidu réng vung
hing dmh thudc isotyp bét ky c6 thé dugc sit dung cho muc dich ndy, bao gdbm ving
héng Adinh IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE, va ving hing dinh nay c6 thé thu duoc tir loai
ngudi hodc loai dong vat bét ky. Dong Fv thu duge tir ADN mién bién ddi coa mot loai
dong vat (nhu nguoi) va sau d6 duoc dung hop véi ADN ving hing dinh cua loai dong
vt khac dé tao thanh (c4c) trinh tw ma héa dé “lai”, chudi ning va/hodc chudi nhe ¢6 do
dai ddy du dugc bao gém trong dinh nghia vé khang thé “thé kham” va “lai” nhu dugc s
dung & day. Theo phwong 4n wu tién, dong Fv thu dwoc tir ADN bién ddi ctia ngudi duge
dung hop véi ADN ving hing dinh ctia ngudi dé tao thanh trinh ty ma héa tAt ca ca
chudi ning va/hozc chudi nhe ciia ngudi, ¢6 d6 dai ddy du hodc mét phin chidu dai.

ADN ma héa cho khéng thé khang FGFR3 thu duoc tir thé lai theo sang ché con
c6 thé dugc bién ddi, vi du, bing cach thay thé trinh tr ma héa cho mién hing dinh chudi
ning va chudi nhe clia ngudi & vi tri cla trinh tu déng nhét cta chudt thu diroc ti dong
lai (vi dy, nhu trong phuong phdp Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-
6855 (1984)). ADN ma hoa cho thé lai hoic khéng thé hodc méanh thu dwoc tir dong Fv
6 thé duge bién d6i thém b?mg su ndi cdng hoa tri tAt ca hodc mot phf{n cua trinh ty ma
hda polypeptit khong phai globulin mién dich véi trinh tw ma héa globulin mién dich.
Theo céach nay, khang thé “thé kham” va “lai” duoc tao ra cé tinh dic hiéu lién két cua
dong Fv hoic céc khang thé thu duge tir dong thé lai theo séng ché.
Cdc manh khdng thé

Sang ché bao gdm céc manh khang thé. Trong mét sb trudng hop, ¢ cac uu diém
khi str dung cac manh khéng thé, hon 14 toan b khang thé. Kich thuéc nhd hon cua cac
manh cho phép thanh thai nhanh, va cé thé su tiép can cac khdi u rin duoc cai thién.

Nhiéu k§ thuat da duoc phét trién dé san xuat cac manh khéng thé. Thong thudng,
cac méanh nay thu dugc bang cich cit phan giai protein cac khang thé nguyén ven (xem,
vi dy, Morimoto et al., Journal of Biochemical va Biophysical Methods 24:107-117
(1992); va Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Tuy nhién, cdc manh nay hién nay co
thé duoc tao ra truc tiép béng té bao chu tai tb hop. Cac manh khang thé Fab, Fv va ScFv

déu c6 thé duoc biéu hién trong va duogc tiét ra tir E. coli, do dé che phép d& dang san
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xudt lwong 1én cic méanh nay. Cic manh khang thé c6 thé dwoc phan lap tir thu vién
khang thé thé thuc khuin nhu duoc néu & trén. Theo cach khac, cic manh Fab'-SH c6 thé
duoc thu lai truc tiép tir E. coli va dugc bét cip hoa hoc dé tao thanh cdc manh F(ab")
(Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Theo phuong phép khac, cac manh
F(ab')2 c6 thé dugc phan 14p tryc tiép tir moi trudng nudi cAy t& bao chu tai td hop. Manh
Fab va F(ab'), ¢6 thoi gian ban thai in vivo tang 1én chira cac gdc epitop lién két thy thé
ctru duoc md ta trong Patent M¥ s6 5,869,046. Céc k¥ thuat khac dé san xuit cac manh
khéng thé 13 16 rang v6i ngudi thuc hanh. Theo céc phuwong an khac, khang thé duoc
chon 14 manh Fv chudi don (scFv) (xem, vi du, WO 93/16185; Patent My s6 5,571,894
va 5,587,458). F'v va sFv 1a dang duy nhét c6 vi tri t5 hop nguyén ven ma khong c6 vung
hang dinh; do d6, ching thich hop cho su lién két khong dédc hi€u gidm khi st dung in
vivo. Protein dung hop sFv c6 thé duogc tao chu tric dé tao ra sy dung hop cua protein
hidu mg ¢ d4u cling amino hojic carboxy cta sFv. Xem Antibody Engineering, ed.
Borrebaeck, supra. Manh khéng thé con c6 thé 1a “khang thé thing” vi dy, nhu dugc néu,
vi du, trong Patent M§ s6 5,641,870. C4c manh khéng thé thing nay c6 thé 13 dic hidu
don hodac dac hiéu kép.
Cdc khdng thé dwoc lam twong thich véi ngwoi

Séng ché bao gdm céc khang thé dwgc 1am twong thich véi ngudi. Nhidu phuong
phap dé 1am twong thich v6i ngudi cac khang thé khong phai ctia ngudi 13 d4 biét trong
linh vyc. Vi dy, khang thé dugc lam tuwong thich véi nguoi ¢ thé c6 mot hozc nhidu géc
axit amin dwgc dua vao tir ngudn khong phai ciia ngudi. Céc gbc axit amin khong phai
clia ngudi nay thudng duge goi 1a cac gbe “nhap”, ma thudng dugce 1iy tir mién bién dbi
“nhap”. Viéc lém tuong thich v&i ngudi ¢é thé duge thue hién vé co ban theo phuong
phéap cua Winter va cong su (Jones et al. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al.
(1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), béng cach
thay thé trinh tu viing sidu biéncho trinh ty twong g ctia khéng thé cua nguodi. Theo do,
cic khang thé “duoc lam tuong thich véi ngudi” 13 khang thé kham (Patent My sb
4,816,567) trong d6 vé gén nhu it hon toan bd mién bién ddi cta nguoi di duge thé boi
trinh tu twong Ung tir lodi khong phai ngudi. Trong thuc té, cac khang thé duoc 1am
tuong thich véi nguoi thudng 14 cic khang thé ciia ngudi trong d6 mét sb gbe ving sidu
bién va c6 thé 1a mét s6 gbc FR dugc thé boi cac gde tir vi tri twong ddng trong céc

khéng thé cua loai gdm nham.
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Viéc lwa chon mién bién ddi cta ngudi, ca chudi nang va chudi nhe, cin duoge st
dung d tao ra cc khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi 13 rét quan trong d& lam
giam tinh khang nguyén. Theo phuong phip dugc cho 1a “thich hop nhét”, trinh tu cua
mién bién dbi cua khang thé loai gam nhim duge sang loc dua trén toan bo thu vién cua
trinh ty mién bién dbi nguoi da biét. Trinh tw ngudi ma 14 gin nhét véi trinh tu ctia lodi
gim nhim sau d6 duoc chép nhin la khung ciia ngudi cho khang thé dwoc lam twong
thich v&i ngudi (Sims et al. (1993) J. Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol.
Biol. 196:901. Phuong phép khéc st dung khung cuy thé thu dugc tir trinh tu lién tmg cta
tAt ca cac khang thé coa ngudi thuée phan nhém cu thé ciia chudi nhe hodc chudi néng.
Cung mdt khung cé thé dugc st dung cho mot vai khang thé duge 1am twong thich vai
nguoi khac nhau (Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta et al.
(1993) J. Immunol., 151:2623.

Quan trong hon 13 cac khang thé dugc 1am tuwong thich véi nguoi cé su duy tri 4
luc cao véi khang nguyén va céc tinh chét sinh hoc thuin loi khac. Dé dat duoc muc dich
nay, theo mdt phuong phép, céc khang thé dugc lam tuwong thich véi nguoi dugc tao ra
bdi qua trinh phan tich trinh tw b me va c4c san phim duoc lam twong thich véi nguoi
khéac nhau st dung m6 hinh ba chiéu cta trinh tu bd me va trinh tu duoc lam tuong thich
v6i ngudi. Mo hinh globulin mién dich ba chidu c6 trén thi trudng va 1 quen thude dbi
v6i ngudi ¢6 kién thire trung binh trong linh vuc. Céc chuong trinh may tinh c6 sin ma
minh hoa va biéu dién céc c4u tric hinh déng ba chiéu cé thé Xay ra cua trinh tu globulin
mién dich tmg vién dugc chon. Viéc kiém tra cdc bidu hién nay cho phép phén tich vai
trd c6 thé xay ra ciia cac gbe trong hoat ddng cta trinh ty globulin mién dich tng vién,
tic 13, phan tich cac géc ma anh hudng dén kha ning cta globulin mién dich tng vién
trong viéc lién %ét véi khang nguyén cta né. Theo cach nay, cac gbc FR c6 thé duge
chon va duoc két hop tir thé nhan va nhip vao céc trinh tu sac cho thu duoc cac tinh chét
ctia khang thé mong mudn, nhu 4i luc véi khéng nguyén dich ting l1én. Nhin chung, cac
gbe viing siéu bién c6 anh hudng truc tiép va co ban nhat dén lién két khang nguyérn.

Cdc khdng thé cia nguoi

Céc khang thé khang FGFR3 cia ngudi theo sang ché ¢6 thé duge cu tric bang
cach két hop (cac) trinh tu mién bién dbi dong Fv duoc chon tir thu vién biéu hién thé
thuc khuan thu dugc tir ngudi véi (cic) trinh tw mién hing dinh cua ngudi di biét nhu

dugc néu & trén. Theo cach khac, cac khang thé don dong khang FGFR3 cua ngudi theo
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sang ché c6 thé dugc tao ra bang phuong phap lai. Dong té bao u tuy cua nguoi va u tuy
khac loai chudt-ngudi dé san xuét cac khang thé don dong ctia ngudi duoc néu, vi du, boi
Kozbor J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Ky thudt and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); va
Boerner et al., J. Immunol., 147:86 (1991).

Hién nay, c6 thé tao ra dong vat chuyén gen (vi dy, chudt) c6 kha nang, nho vao
viéc gdy mién dich, san xudt ngudn khang thé ngudi ddy da khi ving mat su san xuit
globulin mién dich ndi sinh. Vi dy, duge mb ta 1a dot bién méit doan ddng hop tit cia gen
ving ndi chubi ning (JH) cta khang thé & chudt dot bién thé kham va dong mam din dén
trc ché hoan toan su san sinh khang thé néi sinh. Viéc chuyén diy gen globulin mién dich
dong maim nay ctia ngudi vao chudt dot bién dong mam s& din dén viée san xudt céc
khang thé nguoi khi gdy nhidm bing khéng nguyén. Xem, vi du, Jakobovits et al., Proc.
Nal. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255 (1993);
Bruggermann et al., Year in Immunol., 7:33 (1993).

Viéc tron réi gen con cé thé duoc st dung dé thu duoc cac khéng thé nguoi tr cac
khang thé khong phai ngudi, vi du, loai gim nhim, trong d6 khang thé cia ngudi ¢6 4i
lyc va tinh dic hidu tuong tw v&i khang thé khong phai ctia ngudi ban dau. Theo phuong
phap ndy, ma cén dugce goi la phuong phép “déng diu epitop”, ving bién dbi chudi ndng
hogc chudi nhe clia manh khéng thé khéng phai ctia ngudi thu duoc bing k§ thut bidu
hién thé thuc khudn nhu dugce néu & trén duge thay bang ngudn gen mién V cua nguoi,
tao ra quan thé céc thé kham Fab hoic scFv chudi khong phai ctia ngudi/chudi clia ngudi.
Viéc lya chon khéng nguyén giy ra su phan lap Fab hodc scFv thé kham chudi khong
phai clia ngudi/chudi clia ngudi trong d6 chudi ctia ngudi khoi phuc vi tri lién két khéng
nguyén bi phd hity khi sy loai bé chudi khong phai ctia ngudi tuong tmg trong dong bidu
hién thé thuc khudn bac mét, tirc 12 epitop chi phéi (d6ng déu) viéc lua chon cta dbi tac
chudi ngudi. Khi quy trinh dugc lap lai dé thay thé chudi khong phai ctia nguoi con lai,
khang thé ngudi thu duge (xem PCT WO 93/06213 céng bd ngay 1/4/1993). Khong
gibng nhur phwong phap lam tuong thich véi ngudi thong thuong cic khang thé khong
phai ctia ngudi bang cach ghép CDR, ki thudt ndy tao ra ddy du cac khang thé ctia nguoi,
ma khéng c¢6 cac gbc FR hoic CDR c6 ngudn gbe khong phai ciia ngudi.

Cdc khdng thé déc hiéu kép
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Céc khang thé dic hiéu kép 1a cac khang thé don dong, t5t hon néu 13 cua nguoi
hodc dugc 13m twong thich v&i ngudi, ma c6 tinh dic hifu lién két véi it nhat hai khang
nguyén khéc nhau. Trong trudng hop ndy, mot trong sb céc tinh dic hiéu lién két 1a véi
FGFR3 va tinh dic hiéu kia 1a véi khdng nguyén bét ky. Céc khang thé dic hiu kép dién
hinh ¢6 thé 1ién két v6i hai epitop khéc nhau ctia FGFR3. Cac khang thé dic hidu kép con
c6 thé dugc sir dung dé khu tra cac chit gdy doc t& bao dén té bao biéu hién FGFR3. Cac
khéng thé nay c6 nhanh lién két FGFR3 va nhanh lién két chit gay doc t& bao (vi dy,
saporin, chét khang interferon-a, vinca alkaloid, chudi A ricin, methotrexat hogc hapten
déng vi c6 Loat tinh phdng xa). Cac khang thé dic hiéu kép co thé dugce tao ra duéi dang
cac khang thé c6 chiéu dai ddy di hogc cic manh khang thé (vi du, céc khang thé dic
hi¢u kép F(ab')).

Phuong phap dé san xudt cic khang thé dic hitu kép 13 i biét trong linh vye.
Thong thuong, vi¢e san xuét tai tb hop cac khang thé dic hiéu kép dua vao su déng biéu
hién hai cdp chudi ning-chudi nhe globulin mién dich, trong d6 kai chudi nang cd cac
tinh déc hiéu khac nhau (Milstein va Cuello, Nature, 305: 527 (1983)). Vi su phan loai
ngiu nhién ctia chudi ning va chudi nhe globulin mién dich, c4c thé lai nay (quadroma)
tao ra hdn hop tiém ning cta mudi phan tir khang thé khac nhau, trong do chi mot ¢
mdt phin tir khéng thé c6 cu tric dic hiéu kép chinh xac. K§ thuat tinh ché phan tir
chinh };éc, ma th&&)'ng duoc thuc hién béng cac bude sic k}'l'éi Iwc, 12 kh4 céng kénh, va
hidu suét 14 thdp. Cac quy trinh twong tu dugc néu trong WO 93/08829 duoc cong bd
ngay 13/5/1993, va wong Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655 (1991). |

Theo cac phuong phép khéc va duoc wu tién hon, midn bién ddi khéng thé ¢é tinh
dic hidu lién két mong mudn (vi iri két hop khéng thé khang nguyén) dugc dung hop véi
trinh tu mién h%‘.ng dinh globulin mién dich. T8t hon 14 su dung hop 13 v6i mién hé‘mg
dinh chudi niing globulin mién dich, chira it nhit mot phan cua ban 1&, ving CH2, va
CH3. Tét hon lé;éé ving hing dinh chudi ning thir nhit (CH1), chira vi tri can thiét dé
lién két chudi nhe, c6 mat frong it nhat mot trong sb cac thé dung hop. Cac ADN mi hoa
cho cac thé dung hop chudi néng globulin mién dich va, néu can, chudi nhe globulin
mién dich, dugce gin xen vao céc vecto biéu hién riéng ré&, va dugce déng chuyén nhiém
v20 sinh vAt chu thich hop. Piéu nay tao ra tinh linh déng cao trong viéc diéu chinh ty 1€
tuong hd clia ba manh polypeptit trong cac phucng an khi cac ty 18 khong bang nhau clia

ba chudi polypeptit duge sitr dung trong viée tao cAu trac tao ra hidu suét tbi wu. Tuy
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nhién, c6 thé gin xen trinh ty m& héa ddi v6i hai hogic ca ba chudi pelypeptit vao mot
vecto biéu hién khi sy bidu hién cia it nhit hai chudi polypeptit theo ty 18 bing nhau tao
ra hiéu sudt cao hosc khi c4c ty sé nay khong cé y nghia cu thé.

Theo phuong 4n uu tién clia phuong phép nay, cic khang thé dic hiéu kép bao
gdm chudi ning globulin mién dich lai vé6i tinh dc hiéu lién két thi nhit & mot nhanh,
va cip chudi ning-chudi nhe globulin mién dich lai (tao ra tinh di¢ hiéu lién két thir hai)
& nhanh con lai. Phat hién ra 1a cAu trac khong dbi xung tao thudn loi cho viéc phéan tach
céc hop chit dic hiéu kép mong mubn tir hdn hop chudi globulin mién dich khéng mong
mubn, vi sy ¢6 mit cta chudi nhe globulin mién dich chi trong mot nira clia phan tir dic
hi¢u kép tao ra cach phan tach thuin lgi. Phuong phap nay dugc bdc 16 trong WO
94/04690. Chi tiét hon vé viéc tao ra cic khang thé dic hiéu kép xem, vi du, Suresh et
al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

Theo phuong phap khac, bé mit chung gifta cip cac phan tir khang thé ¢ thé
duge xir 1y dé t6i da héa ty 1& phan trim dime khéc loai ma dugc khdi phuc tir mdi
truong nudi ciy t& bao tai td hop. B& mat chung dugc wu tién chira it nhit moét phan cua
mién Cy3 clia mién hing dinh khéng thé. Theo phuong phap ndy, mdt hoic nhidu chudi
bén axit amin nho tir bé mit chung ctia phan tir khang thé thir nhit dugc thay bang chudi
bén 16n hon (vi du, tyrosin hodc tryptophan). “Khoang” bu ¢6 kich thuée gidng hoic
tuong ty véi (cdc) mach bén 16n duoc tao ra trén bé mit chung cia phan tir khang thé thir
hai béng céach thay thé mach bén axit amin 16n bé“mg mach bén axit amin nho hon (vi du,
alanin hodc threonin). Diéu nay tao ra co ché 1am tdng hiéu suat dime khéc loai so véi
san phdm cudi khéng mong mudn nhu dime cung loai.

Céc khing thé dic hidu kép gdm céac khang thé 1ién két chéo hodc “lién hop khac
loai”. Vi du, mét trong s cic khang thé trong thé lién hop khéc loai c6 thé dugc gén vao
avidin, khang thé con lai v6i biotin. Céc khang thé nay, vi du, dugc d& xuét gan dich té
bao hé mién dich dén céc t& bao khong mong mubn (Patent M§ sb 4,676,980), va dé diéu
trj nhiém HIV (WO 91/00360, WO 92/00373, va EP 03089). Cac khing thé lién hop
khéc loai c6 thé dugc san xudt bang cach sir dung phwong phap lién két chéo thnan loi
bét ky. Chét lién két chéo thich hop 13 da biét trong linh vuce, va dugc néu trong Patent
My b 4,676,980, cling véi cac k§ thuat lién két chéo.

Céc k¥ thuat tao ra cac khang thé dic hiéu kép tir cdc manh khang thé con duoc

néu trong cdc tai li€u. Vi du, céc khang thé dic hiéu kép co thé duoc tao ra sir dung lién
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két hoa hoc. Brennan et al., Science, 229: 81 (1985) mb ta quy trinh trong d6 cac khéng
thé nguyén ven duogc cit bang phwong phap thity phan protein dé tao ra cdc manh F(ab')..
Cac manh nay dugc khir khi c6 mit cla chét tao phuc dithiol natri arsenite dé lam én
dinh céac vicinal dithiol va ngén nglra su tao thanh disulfua lién phén tr. Cac manh Fab'
dwoc tao ra sau d6 duoc chuyén thanh din xuét thionitrobenzoat (TNB). Mot trong s6 céc
din xudt Fab-TNB sau d6 dwoc chuyén lai thanh Fab'-thiol bing cich khir véi
mercaptoctylamin va dugc tron lugng déng mol cta din xudt Fab'-TNB khic dé tao
thanh khang thé dic hiéu kép. Cac khang thé dic hiéu kép dugc san xut c6 thé duge sir
dung lam chét dé ¢ dinh chon loc enzym.

Tién bd gén day tao thudn lgi cho viéc phuc hi truc tiép cac manh Fab'-SH tir E.
coli, ma ¢ thé dugc bit cap héa hoc d8 tao thanh céc khéng thé dic hidu kép. Shalaby et
al, J Exp. Med., 175: 217-225 (1992) md ta viéc san xuét phn tir khang thé dic hiéu
kép duoc 1am tuong thich v6i ngudi hoan toan F(ab'),. M3i manh Fab' dugc tiét riéng tir
E. coli va duoc tao cédp hda hoc cd dinh hudng in vitro dé tao thanh khéang thé dic hiéu
kép. Do d6, khing thé dic hidu kép duoe tao thanh c6 thé lién két voi 6 bao bidu hién
qua mitc thu thé HER2 va té bao T binh thudng clia ngudi, cling nhu khoi mao hoat tinh
phan giai cac t& bao lympho gay doc t& bao ctia ngudi khang lai dich 1a khdi u vu cta
nguoi.

Nhiéu k§ thuat khac nhau d& tao ra va phan 1ap cac méanh khéng thé dic hidu kép
truc ﬁép tlr moi trudng nudi cdy t& bao tai t6 hop cling duoge néu. Vi dy, cic khang thé
ddc hiéu kép da >duqc san xult st dung khoéa kéo leuxin. Kostelny et al., J. Immunol.,
148(5):1547-1553 (1992). Céc peptit khoa kéo leuxin tir protein Fos va Jun dugc lién két
v6i cac phin Fab' clia hai khing thé khac nhau bang ca cs dung hop gen. Homodime
khéng thé dugc khir & ving ban 18 d& tao thanh cic monome va sau d6 dugc oxy hoa lai
d8 tao thanh heterodime khéng thé. Phuong phap nay con ¢ thé duge st dung dé san
xuét homodime khang thé. Céng nghé “khang thé kép” dugc néu bai Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) tao ra co ché thay thé dé san xuét cac
manh khang thé dic hiéu kép. Cac manh nay chira mién bién ddi chubdi ning (VH) dugc
nbi v&i midn bién dbi chudi nhe (VL) bang cdu nbi ma 13 qua ngén dé cho phép tao cip
gitta hai mién trén cung mot chudi. Theo d6, mién VH va VL ctia mdt manh duoc thic
dfiy dé bat cap voi mién VL va VH bd sung ctia manh khac, do d6 tao thanh hai vi tri lién

két khang nguyén. Chién luoc khéc d& san xuét cic manh khéng thé dic hiéu kép bing
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cach st dung dime Fv chudi don (sFv) ciing duoc bdo cdo. Xem Gruber et al, J.
Immunol., 152:5368 (1994).

Céc khang thé c6 nhiu hon hai héa tri dugc dé xuét. Vi dy, cac khang thé dic
hiéu ba c6 thé duoc tao ra. Tutt ef al. J. Immunol. 147: 60 (1>991).
Cdc khdng thé da gid | '

Khéng thé da gia c6 thé dugc ndi bao hoéa (va/hodc duge di héa) nhanh hon khéng
thé hoa tri hai boi t& bao bidu hién khang nguyén ma cdc khang thé nay lién két véi né.
Cac khang thé theo séng ché c6 thé 1a c4c khang thé da hoa tri (ma khong thudc 16p IgM)
c6 ba hogic nhiéu vi tri lién két khang nguyén (vi du cac khang thé hoa tri bbn), ma c6 thé
dé dang duoc tao ra béng cach biéu hién tai td hop cta axit nucleic ma héa cho chudi
polypeptit ctia khang thé. Khang thé da gia c6 thé chira mién dime héa va ba hogc nhidu
vi tri lién két khang nguyén. Mién dime héa dwoc vu tién chira (hoic gdm) ving Fc hodc
ving ban 18. Trong trudng hop nay, khang thé s& chua ving Fc va ba hodc nhiéu vi tri
lién két khang nguyén dau ciing amino vé6i ving Fe. Khéng thé da gia dugc wu tién trong
ban mé ta chira (hoic gdm) ba dén khoang tam, nhung t6t hon 14 bdn, vi tri lién két
khang nguyén. Khang thé da gi chira it nhit mét chudi polypeptit (va t6t hon 13 hai
chudi polypeptit), trong d6 chudi polypeptit ndy chira hai hozc nhiéu mién bién dbi. Vi
du, chudi polypeptit c6 thé chira VD1-(X1)n -VD2-(X2)n -Fe, trong d6 VD1 13 mién bién
dbi thir nhat, VD2 13 mién bién ddi thir hai, Fc 13 mét chudi polypeptit cia vung Fc, X1
va X2 12 axit amin hodc polypeptit, va n 13 0 hozic 1. Vi du, chudi polypeptit c6 thé chua:
chudi ving VH-CH1-cdu ndi linh dong-VH-CHI-Fc; hodc chudi ving VH-CH1-VH-
CHI1-Fc. Khang thé da gia trong ban md ta t6t hon 13 con gdm it nhit hai (va t6t hon 14
bbn) polypeptit mién bién ddi chubi nhe. Khang thé da gi4 trong ban md ta c6 thé, vi dy,
chira tir khoang 2 dén khoang 8 polypeptit mién bién dbi chudi nhe. Polypeptit mién bién
ddi chudi nhe duoc d& xuit & day chira mién bién dbi chudi nhe va, tiy ¥, con chira mién
CL.

Bién thé khéng thé

Theo mét s6 phuong 4n, cac bién ddi trinh ty axit amin cla cac khang thé néu
trong ban mo ta nay dugc dé xuat. Vi duy, c6 thé mong mudn cai thién ai luc lién két
va/hodc céc tinh chit sinh hoc khac ctia khang thé. Bién thé trinh ty axit amin coa khang
thé dugc tao ra bang cach dua cic thay dbi nucleotit thich hop vao axit nucleic khang thé,

hodc bang cach téng hop peptit. Cac bién dbi nay bao gbm, vi du, dot bién mét doan,
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va/hodc dot bién gén xen va/hodc dot bién thé, cac géc nam trong trinh ty axit amin ctia
khang thé. TS hop bt ky ctia dot bién mét doan, dot bién gin xen va thé duoc tao ra dé
dat duoc ciu tric cudi cing, véi didu kién 13 cAu trac cudi ndy c6 cac tinh chit mong
mudn. Céc thay ddi axit amin c6 thé dugc dua vao trinh tu axit amin khang thé muc tiéu
& thoi diém trinh tu duge tao ra.

Phuong phép hitu dung d& nhén dién cac gbc hodc ving cta khang thé ma 13 cac
vi trf wu tién dé gdy dot bién duoc goi 1a “k§ thust gy dot bién quét alanin” nhu duoc
néu béi Cunningham va Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Trong ban mé ta ndy, gbc
hoac nhém cac géc dich dugc xac dinh (vi dy, cac géc mang dién tich nhu arg, asp, his,
lys, va glu) va dugc thay thé bang axit amin trung tinh hojic mang dién 4m (t5t nhét 1a
alanin hoic polyalanin) dé tic déng dén twong tac cta axit amin véi khang nguyén. Sau
d6 céc vi tri axit amin thé hién do nhay chirc nang véi cac dot bién thé ndy duge tinh ché
bang cach dua cac bién dbi khac hodc bién dbi thém vao kodc tinh ché dbi véi céc vi tri
clia d6t bién thé. Do d6, mic du vi tri d& dua vao bién dbi trinh tu axit amin duoc xac
dinh trudc, ban chat clia chinh dt bién khéng cin duoc xac dinh trude. Vi du, d& phan
tich hiéu qua ctia d6t bién & vi tri da cho, k¥ thuat gay dot bién quét ala hodc gy dot bién
ngau nhién duge thuc hién & codon hoic ving dich va globulin mién dich biéu hién duoc
sang loc v& céc hoat tinh mong muén.

Céc dbt bién gin xen axit amin bao gdm céc thé dung hop ddu ciing amino-
va/hoic carboxyl c6 d6 dai tir mot gde dén polypeptit chira hang tram gbc hodc nhidu
hon, ciing nhu céc dot bién gin xen bén trong trinh tw cia mot hoic nhiéu gde axit amin.
Vi du vé cac d6t bién gin xen dau cling bao gdm khéang thé c6 gbc methionyl ddu cing N
hoic khang thé dung hop vé6i polypeptit gdy doc té bao. Cac bién thé gin xen khac cua
phan tir khang thé bao gdm thé dung hop véi ddu cung N- hodc C cua khéng thé nay véi
enzym (vi du, ddi véi ADEPT) ho#c polypeptit ma lam ting thdi gian ban thai huyét
thanh ctia khang thé,

Su glycosyl héa polypeptit thuong duge lién két N hoic duoc lidn két O. Buoc
lién két N chi sy gin gbc hydrat cacbon vao chudi bén ctia gdc asparagin. Trinh tu
tripeptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X 13 axit amin bét ky trir
prolin, 12 trinh ty nhén biét su gén enzym gdc hydrat cacbon véi chudi bén asparagin. Do
do, su c6 mit cia mot trong cac trinh tu tripeptit ndy trong polypeptit tao ra vi tri

glycosyl héa tiém ning. Glycosyl héa dugc lién két O chi sy gin mét trong sb cac dudng
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N-aceylgalactosamin, galactoza, hodc xyloza véi axit hydroxyamino, thong thudng nhét
13 serin hodc threonin, mdc du 5-hydroxyprolin hodc 5-hydrohydroxylysin ciing c6 thé
dugc sir dung.

Viéc thém vi tri glycosyl hoa vao khang thé dugc thuc hiéa thuin loi b%mg cach
thay dbi trinh tur axit amin sao cho né chtra mét hodc nhidu trinh ty tripeptit néu trén (dbi
v6i vi tri glycosyl hoa dwoc lién két N). Sy thay dbi nay con ¢6 thé duge thyc hién bing
cach thém, hoac thay thé be‘“mg, mot hodic nhiéu géc serin hodc threonin vao trinh tu cta
khang thé ban du (d6i véi vi tri glycosyl héa duoc lién két O).

Khi khang thé chtra ving Fe, hydrat cacbon dugc gén vao do ¢6 thé duogc thay dbi.
Vi du, céc khang thé ¢ cdu truc hydrat cacbon hoan thién ma thiéu fucoza duoc gin vao
ving Fc ctia khang thé duoc,mé ta trong don Sang ché M§ sb 2003/0157108 (Presta, L.).
Xem thém US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Cac khang thé c6 N-
axetylglucosamin chia d6i (GleNAc) trong hydrat cacbon dugc gén vao ving Fc cla
lchéng thé duoc dé cdp trong WO 2003/011878, Jean-Mairet er al. va Patent M§ sb
6,602,684, Umana et al. Cac khing thé c6 it nhit mot géc galactoza trong oligosacarit
duoc gin vao ving Fe ctia khang thé dugc bdo cdo trong WO 1997/30087, Patel et al.
Xem thém, WO 1998/58964 (Raju, S.) va WO 1999/22764 (Raju, S.) vé cac khang thé ¢6
hydrat cacbon thay dbi dugc gin vao ving Fc ca ching. Xem thém US 2005/0123546
(Uraana et al.) vé phan tir lién két khang nguyén c6 su glycosyl héa duge bién dbi.

Bién thé glycosyl hoa duoc wu tién & day chira ving Fc, trong d6 cdu tric hydrat
cachon dugc gin vio ving Fc thiéu fucoza. Cac bién thé nay c6 chirc ning ADCC duoc
cdi thién. Tuy y, vung Fc con bao g?)m mot hodc nhiéu dot bién thé axit amin frong dé
ma céi thién thém ADCC, vi du, thé & vi tri 298, 333, va/hodc 334 clia ving Fe (d4nh sb
gdc theo Eu). Vi du vé cac coéng bd lién quan dén cac khang thé “bi khir fucosyl” hodc
“thiéu fucoza” bao gém: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US
2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0083621; US 2004/9132140; US
2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
- 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; W0O2005/053742; Okazaki et al. J.
Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Riotech. Bioeng. 87: 614
(2004). Vi du vé dong té bao san sinh ra cac khang thé bi khir fucosyl bao gdm té bao
CHO Lec13 *hiéu sy fucosyl hoa protein (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-
545 (1986); don sang ché M§ sb US 2003/0157108 Al, Presta, L; va WO 2004/056312
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fucosyltransferaza, FUTS, té bao CHO bi bit hoat (Yamane-Ohnuki et al. Biotech.
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Bioeng. 87: 614 (2004)).

Mot kiéu bién thé khac 13 bién thé thé axit amin. Cac bién thé nay c6 it nhét mot
gdc axit amin (it nhét 13 hai, it nhat 13 ba, it nhit 4 hoic nhidu hon) trong phén tir khang
thé dugc thay thé bang gbc khac. Vi tri cAn quan tim nhét déi véi phuong phap gay dot
bién thé bao gdm ving siéu bién, nhung c4c bién ddi FR ciing dugc d& xuét. Cac dot bién
thé bao toan dugc thé hién trong bang 1 & & muc “dot bién thé duoc uu tién”. Néu dot
bién thé nay dan dén su thay dbi vé& hoat tinh sinh hoc, thi c4c thay d6i dang ké hon, duoc
goi 12 “dot bién thé dién hinh” trong bang 1, hodic nhu dugc mé ta thém duéi day vé 16p

axit amin, cé thé dugc dua vao va cac san pham dugc sang loc.

Bang 1
Goc ban D6t bién thé dién hinh Djt bién thé
dau dwgc wu tién
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Leu
Phe; Norleuxin
Leu (L) Norleuxin; Ile; Val; Ile
Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
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Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Leu
Ala; Norleuxin

Céc bién dbi co ban vé tinh chét sinh hoc cua khang thé dat duoc b%mg cach chon
loc cac dot bién thé ma khéc biét dang k& vé anh hudng ctia ching dén sy duy tri (a) cdu
tric cia xwong séng polypeptit trong ving c6 dot bién thé, vi du, duéi dang cAu trac tAm
hodc xoén, (b) dién tich hodc tinh ky nudc cia phan tir & vi tri dich, hodc (¢) kich thuéc
chudi bén. Cac géc c6 trong tu nhién duoc chia vao cac nhom dua trén céc tinh chét
chudi bén chung:

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

(2) va nudc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) axit: asp, glu;

(4) bazo: his, lys, arg;

(5) cac gbc ma anh hudng dén huéng chudi: gly, pro; va
(6) thom: trp, tyr, phe.

Céc dot bién thé khong bao tdn s& gdy ra su trao ddi thanh vién ctia mot trong cac
16p nay véi 16p khac.

M5t loai bién thé thé bao gém thay thé mot hodc nhiéu géc ving siéu bién cia
khang thé me (vi du, khang thé dwoc lam twong thich véi ngudihoic khang thé cua
ngudi). Thong thudng, (cic) bién thé thu duge duge chon dé& phat tridn tip s& c6 tinh
chét sinh hoc duoc cai thién so véi khéng thé me ma tir d6 chung dugc tao ra. Cach thuan
loi @& tao ra cac bién thé thé nay bao gdm hoan thién 4i luc béng cach sir dung phuong
phap biéu hién thé thuc khuin. Nge"\n gon, mot vai vi trf ving siéu bién (vidy, 6 dn 7 vi
trf) dugc gy dot bién dé tao ra tit ca cac dot bién thé axit amin c6 thé & mbi vi tri. Do d6
cac khang thé duoc tao ra duge bidu hién tir cac hat thé thuc khudn sgi dudi dang cac thé
dung hop véi san pham gen III ctia M13 dugc goéi trong mdi hat. Bién thé dugc bidu hién
boi thé thuc khuln sau d6 duoc sang loc v& hoat tinh sinh hoc cua chung (vi dy, ai luc
lién két) nhu dugc néu trong ban mo ta. D& nhéan dién vi tri ving siéu bién ung vién dé
cai bién, ky thuat gdy dot bién quét alanin c6 thé dwoc tién hanh dé nhan dién cac gbe
ving siéu bién tham gia dang ké vao lién két khang nguyén. Theo cach khac, hoic ngoai

ra, c6 thé 13 ¢ loi khi phan tich cau tric tinh thé ctia phttc hop khang nguyén-khéng thé
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@& nhan dién diém tiép xuc gifta khang thé va khang nguyén. Cac gbe tiép xtic nay va cac
gdc xung quanh 1 céc ttng vién cho dot bién thé theo céc k¥ thuat duoc dua ra trong ban
mé ta. Khi céc bién thé néy dugc tao ra, panen chira cac bién thé dugc sang loc nhu dugc
néu trong ban mo ta nay Vél cac khang thé c6 tinh chét vuot troi trong mét hozc nhiéu thir
nghiém lién quan c6 thé dugc chon dé phat trién tiép.

Phan tir axit nucleic mi héa cc bién thé trinh tu axit amin cta khang thé duoc tao
ra boi nhiéu phuong phép da biét trong linh vyc. Cac phuong phép ndy bao gém, nhung
khong gi6i han &, phuong phép phan 18p tir ngudn tir nhién (trong trudng hop bién thé
trinh ty axit amin cé trong ty nhién) hodc tao ra béng ky thuat gy dot bién qua trung
gian (hodc dinh hudng vi trf) oligonucleotit, k§ thuat gdy dot bién PCR, va k¥ thuat gay
dot bién cat-xet cac dang bién dbi hozc khong bién ddi da dugc tao ra truée d6 ciia khang
thé nay.

C6 thé mong mudn dua mét hoic nhiu bién ddi axit amin vao viung Fc cua
polypeptit globulin mién dich theo sang ché, nhd d6 tao ra bién thé ving Fc. Bién thé
ving Fc ¢6 thé chira trinh tu ving Fc cta ngudi (vi du, ving Fe IgG1, 1gG2, IgG3 hoic
IgG4 cua ngudi) chita céc bién ddi axit amin (vi du, d6t bién thé) & mot hodc nhidu vi tri
axit amin bao gdm bién dbi cia xystein ban 1&.

Theo phan mb ta va kién thirc trong linh vye, duge dé xuét 1 trong mot s6 phuong
an, khang thé duogc st dung trong phuong phép theo sang ché c6 thé chira mét hodc nhidu
bién dbi so voi khang thé tuong duong kiéu dai, vi dy, trong ving Fc. Tuy nhién, cac
khéng thé nay s& gn nhu giit lai clng cac tinh chit can thiét dé su dung trong viéc diéu
tri so véi dang tuong duong kiéu dai cta chiing. Vi dy, duge cho 13 mot sd bién ddi co
thé duoc tao ra trong ving Fc ma s& gy ra su lién két C1q va/hodc téc dung gy doc té
bao phu thude bd thé (CDC) thay ddi (tic 13, tang hodc giam), vi dy, nhu dugc néu trong
W099/51642. Xem thém Duncan & Winter Nature 322:738-40 (1988); Patent My sb
5,648,260; Patent My s6 5,624,821; va W094/29351 v& c4c vi du khéc ciia bién thé ving
Fc. W000/42072 (Presta) va WO 2004/056312 (Lowman) md ta bién thé khang thé ¢
lién két voi FeR ting hodc giam. Xem thém, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-
6604 (2001). Céc khang thé c6 thoi gian ban thai ting va lién két véi thu thé Fe méi sinh
(FcRn) duogc cai thién, ma chiu trach nhiém vé viée truyén IgG tir me sang bao thai
(Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) va Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)),
duoc mé ta trong US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Cac khéng thé nay chira ving Fc

-88-



23152

¢6 mdt hodc nhiéu dot bién thé trong d6 ma cai thién su lién két ving Fc véi FcRn. Bién
thé polypeptit c6 trinh tu axit amin ving Fc bién dbi va kha ning lién két Clq tang hoac
gidm dugc mo ta trong Patent M§ ) 6,194,551B1, W099/51642. Xem thém, Idusogie et
al., J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).
Dén xudt khdng thé

Céc khéng thé c6 thé dugc bién ddi thém dé chira céc gbe khong phai protein khac
ma 14 d4 biét trong linh vyuc va d& dang s&n ¢6. T8t hon ndu, céc gbe thich hop dé tao din
xuét cho khang thé 13 polyme tan trong nuéc. Vi du khong gi6i han vé polyme tan trong
nuée bao gém, nhung khong gidi han 6, polyetylen glycol (PEG), copolyme cua etylen
glycol/propylen glycol, carboxymetylxenluloza, dextran, rugu polyvinylic, polyvinyl
pyrolidon, poly-1, 3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/maleic anhydrit, axit
polyamino (homopolyme ho#ic copolyme ngiu nhién), va dextran hodc poly(n-vinyl
pyrrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol homopolyme, prolypropylen oxit/etylen
oxit co-polyme, polyol dugc polyoxyetyl héa (vi du, glyxerol), rugu polyvinyl, va hdn
hop ctia chiing. Polyetylen glycol propionaldehyt ¢6 thé ¢ cc wu diém khi san xuét do
tinh 6n dinh ciia n6 trong nude. Polyme nay c6 thé c6 khbi lugng phén tir bt ky, va co
thé duoc phan nhanh hodc khong phéan nhanh. S§ lwong polyme duge gén vao khang thé
c6 thé thay ddi, va néu nhidu hon mét polyme duoc gin, ching c6 thé 1a cdc phan t
gibng hozc khac nhau. Nhin chung, s6 luong va/hoidc kiéu cua polyme dugc str dung dé
tao dan xuét c6 thé duoc x4c dinh dua trén céc xem xét bao gdm, nhung khong gidi han
&, tinh chét hodc chirc nang cu thé cua khéang thé cin duoc cai thién, du din xuét khéang
thé c6 dugce st dung trong liéu phap diéu tri trong cac diéu kién xac dinh hay khong, v.v.
Sang loc cdc khdng thé c6 tinh chdt mong muon

Cac khéang thé c6 thé dugc phan tich v& tinh chit vat ly/héa hoc va chirc nang sinh
hoc ctia chiing bing céc thir nghiém da biét trong linh vuc (m6t sb thir nghiém nay dugc
md ta trong ban md t&). Theo mdt sd phuong 4n, cac khang thé dugc phan tich vé bat ky
mot hodc nhiéu tac dung lam giam hodc phong bé lién két FGF (nhu FGF1 va/hoic
FGF9), tic dung lam giam ho#ic phong bé sw hoat héa FGFR3, tac dung lam giam hodc
phong bé qué trinh d4n truyén tin hiéu phan tir xudi dong FGFR3, tic dung pha v& hodc
phong bé lién két FGFR3 véi phdi tir (vi du, FGF1, FGF9), tic dung lam giam hoic
phong bé su dime héa FGFR3, thuc c’[éy su tao thanh FGFR3 monome, su lién két véi

FGFR3 monome, va/hodc tic dung didu tri va/hodc ngén nglra khéi u, rdi loan tang sinh
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té bao hoic ung thu; va/hodc tac dung didu tri hodc ngén ngira r6i loan c6 lién quan dén
su biéu hién va/hodc hoat tinh FGFR3 (nhu sy bidu hién va/hoic hoat tinh FGFR3 ting).
Theo mét sb phuong an, cac khang thé duge sang loc vé tac dung hoat héa FGFR3 ting,
qué trinh din truyén tin hidu phan tr xudi dong FGFR3 ting, hoat tinh gdy chét t& bao
theo chuong trinh, tic dung diéu hoa giam FGFR3, va chirc ning hiéu Gng (vi du, hoat
tinh ADCC).

Céc khang thé duogc tinh ché ¢6 thé con dugc phan tich béng mot loat thir nghiém
bao gdm, nhung khong giéi han &, giai trinh tw dAu cing N, phan tich axit amin, sic ky
16ng cao 4p loai trit kich thuéc khong bién tinh (HPLC), phuong phap do quang phd
khéi, sic ky trao ddi ion va phén cét bing papain.

Trong mdt s§ phwong 4n cia sang ché, cac khang thé duoc san xuit & day dugc
phéan tich v& hoat tinh sinh hoc cta ching. Trong mét sb phuong an, cic khang thé theo
séng ché duoc kiém tra v& hoat tinh lién két khang nguyén cta ching. Thir nghiém lién
két khang nguyén ma d3 biét trong linh vuc va c¢6 thé duogce sir dung trong ban mo ta bao
gém, khong gidi han ¢, thir nghiém lién két truc tiép hoic canh tranh bat ky str dung céac
ky thuit nhu thdm téch western, thir nghiém mién dich phéng xa, ELISA (thir nghiém
hép thu mi&n dich lién két enzym), thit nghiém mién dich “banh kep”, thir nghiém két taa
mién dich, thir nghiém mién dich huynh quang, va thit nghiém mién dich protein A. Lién
két khang nguyén minh hoa va thir nghiém khéc dwoc cung cp dudi ddy trong phin Vi
du.

| Néu khéng thé khang FGFR3 ma tc ché su phat trién té bao 12 mong mudn, khang
thé ung vién cé thé duoc kiém tra trong thir nghiém in vitro va/hodc in vivo ma do tac
dung trc ché phat trién té bao. Néu khang thé khang FGFR3 ma c6 hoic khong thic day
tac dung gy chét t€ bao theo chuong trinh dwoc mong doi, khang thé tmg vién c6 thé
dwoc kiém tra trong céc thir nghiém ma do tac dung gay chét t& bao theo chuong trinh.
Phuong phap kiém tra su phat trién va/hodc su tang sinh t& bao ung thu, hoac xac dinh
tac dung gy chét té bao theo chuong trinh cta té bao ung thw 13 da bibt trong linh vyc va
mdt sb Aphu’o*ng phép dugc néu va duge l4y vi du trong ban mé ta. Céc phuong phap dién
hinh x4c dinh sy phat trién va/hodc su ting sinh va/hodc chét té bao theo chuong trinh
bao gdm, vi du, thir nghiém két hop BrdU, MTT, thir nghiém két hop [3H]-thymidin (vi
duy, thtr nghiém TopCount (PerkinElrner)), thir nghiém vé kha ning sdng s6t cua t& bao

(vi dy, CellTiter-Glo (Promega)), thir nghiém phan doan ADN, tht nghiém hoat héa
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caspaza, loai trlit xanh tryptan, thir nghiém hinh thai hoc chit nhiém sic va cac thir
nghi€ém tuong ty.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuat khang thé ma c6 chiic néng hiéu tng. Theo
mot s6 phuong an, hoat tinh Fc cta khang thé duoc xac dinh. Thi nghiém vé tc dung
gay doc t& bao in vitro va/hodc in vivo c6 thé duoc thue hién dé x4c nhén tac dung lam
giam/triét tiéu hoat tinh CDC va/hodc ADCC. Vi dy, cac thir nghiém lién két thu thé Fc
(FcR) c6 thé dugc thuc hién dé dam bao ring khang thé thiéu lién két FcyR (do d6 c6 thé
thiéu hoat tinh ADCC), nhung van gitt kha ning lién két FcRn. Té bao so clp gly ra
ADCC, té bao NK, chi bidu hién FcyRIII, trong khi d6 céac té bao don nhan biéu hién
FcyRI, FcyRII va FeyRIIL. Sy biéu hién FcR trén t& bao tao mau dugc toém tit trong bang
3 trén trang 464 cua tai liéu Ravetch va Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Vi
du vé thir nghiém in vitro dé d4nh gi4 hoat tinh ADCC cta phan tir cdn quan tAm dugc
néu trong Patent M¥ s§ 5,500,362 hoic 5,821,337. Thu nghiém dé phét hién hoat tinh
ADCC ciing duge 1dy vi du trong ban md ta. Té bao hiéu ung hitu ich cho thir nghiém
ndy bao gdm té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) va té bao giét tw nhién (NK). Theo
cach khéc, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC ctia phan tir can quan tim c6 thé dugc danh
gid in vivo, vi dy, & miu dong vat nhur dwoc néu trong Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-
656 (1998). Thir nghiém lién két C1q con c6 thé dugc tién hanh dé x4c nhén ring khang
thé khong thé lién két C1q va do d6 thiéu hoat tinh CDC. Pé danh gié tac dung hoat héa
bd thé, thir nghiém CDC, vi dy, nhu dugc néu trong Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996), c6 thé duoc tién hanh. Lién két FcRn va cac phép x4c dinh do
thanh thai /thoi gian ban thai in vivo con cé thé duge tién hanh bing cach sit dung
phuong phap d biét trong linh vuc, vi du, phuong phép duge néu trong phan Vi du.

Néu khang thé khang FGFR3 ma lién két FGFR3 monome la mong mudn, khang
thé ting vién c6 thé duoc kiém tra trong cdc thir nghiém (nhu thr nghiém in vitro) ma do
su lién két v6i FGFR3 monome va thuc déy su tao thanh FGFR3 monome. Cic thi
nghiém nay 13 d4 biét trong linh vuc va mot sd thir nghiém dwoc mo ta va duoc 14y vi du
trong ban mo ta.

Néu khang thé khang FGFR3 ma trc ché su dime héa FGFR3 dugc mong mudn,
khéang thé ing vién c6 thé dugc kiém tra trong thir nghi€ém dime hda, vi dy, nhu duge mod

ta va dugc léy vi du trong ban mo ta.
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Theo mét s6 phurong an, chic ning cht vin FGFR3 cta khéng thé ung vién dugc
x4c dinh. Phuong phép dé danh gia chirc ning cha vin hodc hoat tinh cua khang thé
FGFR3 1a da biét trong linh vuc va mot sb phuong phap dugc néu va dugce léy vi du
trong ban mo ta.

Theo mot s phuong an, kha niang khang thé FGFR3 thuc day su diéu hoa giam
thu thé FGFR3 dugc xac dinh, vi du, béng cach str dung phuong phap dugce néu va dugce
14y vi du trong ban mb ta. Theo mét phuong 4an, khéng thd FGFR3 duoc 1 v6i té& bio thir
nghiém thich hop, vi du, dong té bao ung thu bang quang (vi dy, RT112), va sau khoang
thoi gian thich hop, dich dung giai té bao dugc thu hoach va dugc kiém tra vé téng cac
mirc FGFR3. Phan tich FACS con ¢6 thé duoc sir dung dé kiém tra mirc thu thé FGFR3
bé mit sau khi 1 v&i cac khéng thé FGFR3 ung vién.

Vecto, té bao chii, va phwong phdp tdi t6 hop

Dé san xuét ti t6 hop khang thé, axit nucleic ma héa cho né duge phéan 1dp va
dugc gin xen vao vecto ¢ kha ning sao chép dé tach dong tiép (khuéch dai ADN) hodc
dé biéu hién. ADN mi héa cho khang thé dugc phén 1ap d& dang va dugc giai trinh tu st
dung quy trinh théng thudong (vi du, bang cach si dung doan do oligonucleotit ¢ kha
nang lién két dic hidu véi cac gen mi héa cho chudi ning va chubi nhe cta khang thé).
Nhiéu vecto 14 s&n c6. Viée lva chon vecto phu thudc mot phén vao t& bao chu duoc s
dung. Théng thudng, t& bao cha dwoc wu tién cb ngudn gbc tir t& bao tién nhan hodc nhan
chuén (thudng 1a dong vat ¢ vi). S& duge hiéu ring ving hing dinh thudc isotyp bét ky
c6 thé duge str dung cho muyc dich nay, bao gdm ving hing dinh IgG, IgM, IgA, IgD, va
IgE, va c4c viing hing dinh nay c6 thé thu dugc tir ngudi hodc loai dong vat bét ky.

a. Tao ra cdc khdng thé bang cdch sir dung t¢ bao chii tién nhan:

i. Cdu triic vecto

Trinh tw polynucleotit ma héa cho thanh phan polypeptit ctia khang thé theo séng
ché c6 thé thu duoc bing cach str dung k¥ thuat tai t5 hop chun. Trinh ty polynucleotit
mong mudn c6 thé duoc phén 1ap va duoc giai trinh ty tir té bao san xuét khang thé nhu
té bao lai. Theo cach khéc, polynucleotit c6 thé duoc tdng hop bang cach str dung chat
téng hop nucleotit hoic k§ thuat PCR. Khi thu dwoc, cac trinh ty ma héa cho polypeptit
dugc gén xen vao vecto tai td hop c6 kha ning sao chép va biéu hién polynucleotit khac
loai trong vAt chu tién nhan. Nhidu vecto 14 s&n c¢6 va da biét trong linh vuc c6 thé sir

dung cho muc dich cta sang ché. Viéc lua chon vecto thich hop s& phu thudc chu yéu
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vao kich thudc cia axit nucleic can duge gén xen vao vecto va té bao chu cu thé cin
duoc bién nap bing vecto nay. Mi vecto chia céc thanh phan khic nhau, tiy thudc vao
chiric néng cua nd (khuéch dai hodc biéu hién polynucleotit khac loai, hodc ca hai) va tinh
tuong thich ciia né véi té bao chi cu thd ma né nim trong d6. Thanh phan vecto thudng
bao gdém, nhung khéng gi6i han &: gbc sao chép, gen dénh diu chon loc, trinh tu khoi
dong, vi tri lién két ribosom (RBS), trinh ty tin hiéu, trinh tw gén xen axit nucleic khac
loai va trinh tu két thiic phién ma.

Nhin chung, vecto plasmid chira don vi sao chép va trinh tw kiém sot ma thu
duge tir loai thich hop véi té bao chu duge sir dung két hop vé6i vét chu nay. Vecto nay
thudng mang vi tri sao chép, cling nhu trinh tw danh diu ma c6 kha ning cung cip lua
chon kiéu hinh trong té bao da bién nap. Vi du, E. coli thuong dugc bién nap béng cach
sit dung pBR322, plasmit thu dugc tir lodi E. coli. pBR322 chita gen ma héa tinh khang
ampixilin (Amp) va tetraxyclin (Tet) va do d6 tao ra cach thirc d& dang dé nhén dién té
bao di dugc bién nap. pBR322, din xuit ctia nd, hoic plasmit vi khuin khac hodc thé
thuc khuén con c6 thé chira, hodc dugc bién ddi dé chura, trinh ty khoi dong ma c6 thé
duogc sir dung béi vi khuan dé biéu hién protein noi sinh. Vi du vé din xuit pBR322 duoc
st dung dé biéu hién cac khéng thé cu thé duge mo ta chi tiét trong Carter et al., Patent
M¥ 6 5,648,237.

Ngoai ra, vecto thé thuc khuidn chira don vi sao chép va trinh tu kiém so4t ma
thich hop véi vi sinh vét cha c6 thé duoc sir dung 13m vecto bién nap Kkét hop véi cac vat
cht nay. Vi du, thé thuc khuin nhu AGEM.TM.-11 ¢6 thé duogc sir dung dé tao ra vecto
tai td hop ma c6 thé duogce st dung dé bién nap t& bao chu nhay cam nhu E. coli LE392.

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé chira hai hodc hon cdp trinh tu khai dong-
cistron, mi héa cho mdi thanh phin polypeptit. Trinh ty khéi dong 13 trinh ty diéu hoa
chua duge dich ma duoc dit nguoc dong (5°) véi cistron ma didu bién sy biéu hién cia
né. Trinh ty khéi dong ca t& bao tién nhan thuong nim trong hai 16p, cam Ung va co
dinh. Trinh tu khoi dong cam tng dugce 1a trinh tuw khéi dong ma khéi dong cac mirc
phién m4 ting cua cistron duéi sw kiém soat ctia n6 dap lai cac thay ddi trong diéu kién
mdi trudng nuodi céy, vi dy, su ¢6 mat hodc su Véng mit cta chat dinh dudng hoac thay
dbi nhiét do.

S6 lugng 16n céc trinh tu khéi dong dwoc nhan biét bdi nhidu t& bao chi tidm

nang khéc nhau di dugc biét 5. Trinh tu khéi dong duoc chon c6 thé duoc lién két chirc
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ning véi ADN cistron ma héa cho chudi nhe hogc chudi ning bang cach loai bd trinh tu
khéi dong tir ADN ngudn nh&r su phan cit bing enzym gi6i han va gin trinh tu khéi
dong da dugc phan ldp vao vecto theo sang ché. Ca trinh ty khoi dong tu nhién va nhiéu
trinh tw khoi dong khic loai déu c6 thé duoc st dung dé didu khién su khuéch dai
va/hodc biéu hién cua gen dich. Theo mot s6 phuong an, trinh ty khoi ddng khac loai
dugc sir dung, vi ching thuong cho phép sy phién ma muc cao hon va hiéu suit ctia gen
dich dugc biéu hién cao hon so v6i trinh tu khéi dong polypeptit dich ty nhién.

Trinh tu khoi dong thich hop dé su dung véi vat chu tién nhan bao gém trinh tu
khéi dong PhoA, hé trinh tu khdi dong B-galactamdza va lactoza, h¢ trinh tu khéi dong
tryptophan (trp) va trinh tu khéi dong lai nhu trinh ty khéi dong tac hodc trc. Tuy nhién,
céc trinh tu khdi dong khdc ma hoat dong trong vi khudn (nhu c4c trinh tu khéi dong vi
khudn hoic thé thuc khudn d3 biét) cling 1a thich hop. Trinh tu nucleotit clia chung da
duogc cong bd, nhr d6 cho phép ngudi cé kién thirc trung binh c6 thé nbi chung véi cac
cistron ma héa cho chudi nhe va chudi ning dich (Siebenlist et al., (1980) Cell 20: 269)
bang cach str dung ciu ndi hodic céc adapto d& cung cép vi tri gi6i han can thiét bat ky.

Theo mdt khia canh cta sang ché, mdi xistron trong vecto ti t§ hop chira thanh
phén trinh ty tin hiéu tiét ma didu khién sy di chuyén ctia polypeptit da biéu hién qua
mang. Nhin chung, trinh tu tin hiéu c6 thé 14 thanh phén clia vecto, hodc né cé thé 1a mot
phén ctia ADN polypeptit dich ma dwoc gin xen vao vecto. Trinh tu tin hidu dugc chon
cho muc dich cia sang ché nén 13 trinh tw dugc nhan biét va duge xu ly (tire 1a, duoc
phan cét bang peptidaza tin higu) béi té bao chi. DSi vdi t bao ch tidn nhan ma khong
nhén biét va xt ly trinh tu tin hiéu tu nhién d6i véi polypeptit khac loai, trinh tu tin hiéu
nay dugc thay thé boi trinh ty tin hiéu tién nhan dugc chon, vi du, tir nhém gém
phosphataza kiém, penixilinaza, Ipp, hodc gen khoi ddu doc td rudt dn dinh nhiét II
(STII), LamB, PhoE, PelB, OmpA, va MBP. Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, trinh tu
tin hiéu duoc stir dung trong c4 hai cistron ctia hé biéu hién 14 trinh tu tin hiéu STII hodc
bién thé cua ching.

Theo khia canh khéc, viéc san xuit globulin mién dich theo sang ché c6 thé x4y ra
trong t& bao chat coa t& bao chu, va do dé khéng yéu cAu sy ¢6 mit cla trinh tu tin hiéu
tiét trong mdi cistron. V& mit nay, chudi nhe va chudi ning globulin mién dich dugc bidu
hién, duoc gip va lép rap dé tao thanh globulin mifn dich chirc ning trong té bao chét.

Mbt sb ching chu (vi dy, E. coli chung trxB-) tao ra cac diéu kién té bao chit ma 13 co loi
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cho viéc tao thanh lién két disulfua, nhd d6 cho phép gip va 1ap thich hop céc tidu don vi
protein duoc biéu hién. Proba va Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

Té bao chi tién nhén thich hop d& bidu hién cac khang thé theo sang ché bao gbm
Archaebacteria va Eubacteria, nhu sinh vat Gram 4m hodc Gram dwong. Vi du vé vi
khudn hitu dung bao gdm loai Escherichia (vi duy, E. coli), Bacilli (vi du, B. subtilis),
Enterobacteria, Pseudomonas (vi du, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia
marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, hoic Paracoccus. Theo
mot phucng an, té bao Gram am duoc st dung. Theo mdt phwong 4n, té bao E. coli dugc
str dung 1am té bao chi theo sang ché. Vi du vé ching E. coli bao gdm chung W3110
(Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.: American
Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219; ATCC Deposit No. 27,325) va dan xuit
ctia chiing, bao gdm ching 33D3 c6 genotyp W3110 AfthuA (AtonA) ptr3 lac Iq lacL8
AompTA(nmpe-fepE) degP41 kanR (Patent M§ sb 5,639,635). Céc chiing khéc va din
xuét ctia ching, nhu E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E. colid 1776 (ATCC 31,537)
va E. coli RV308(ATCC 31,608) ciing 1 thich hop. Cac vi du ndy nhim minh hoa ch
khong nhim gi6i han sang ché. Phuong phép tao din xuit ctia vi khuin bt ky duogc néu
& trén c6 kiéu gen xé4c dinh 13 d3 biét trong linh vuc va dugc néu trong, vi du, Bass et al.,
Protein, 8:309-314 (1990). Thuong 13 cin thiét phai lya chon vi khuén thich hop ¢6 tinh
dén kha nang sao chép ctia cac don vi sao chép trong t€ bao vi khudn. Vi du, loai E. coli,
Serratia, hodc Salmonella ¢ thé dugc st dung thich hgp 1am vét chu khi cac plasmit da
biét nhu pBR322, pBR325, pACYC177, hoic pKN410 duoc st dung d& cung cip don vi
sao chép nay. Thong thuéng, t€ bao chu nén tiét ra lugng enzym phan giai protein toi
thiéu, va chét tic ché proteaza khac c6 thé duoc két hop theo y mubn vao méi truong nudi
cAy té bao. |
ii. San xudt khdng thé

Té bao cha duge bién nap véi vecto biéu hién duoc mé ta trén ddy va dugc nudi
cdy trong mdi trudng dinh dudng théng thuong dugc bién dbi thich hop dé cam ung trinh
tu khéi dong, lua chon thé bién nap, hoac khuéch dai céc gen mé hoa cho trinh ty mong
mudn.

Su bién nap chi viéc dua ADN vao vat chu tién nhan sao cho ADN c¢6 thé sao
chép, dudi dang yéu t6 ngoai nhiém sic thé hodc bing nhifm sic thé nguyén ven. Tuy

thudc vao té bao chi duge sit dung, su bién nap duoc thuc hién bang cach sir dung céac k§y
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thudt chuan thich hop véi céc t& bao ndy. Viée xir Iy bang canxi st dung canxi clorua
duoc sir dung cho té bao vi khuén ma chira hang rao thanh t& bao quan trong. Phuong
phép khéc d bién nap sir dung polyetylen glycol/DMSO. K§ thuat khic duge sit dung 1a
xung dién.

Té bao tiénAnhén dugc st dung dé san xudt polypeptit theo sang ché dugc nudi
trong mdi trudng di biét trong linh vuc va thich hop dé nuodi cdy té bao chu da chon. Vi
du v& méi trudng thich hop bao gdm mdi trudng canh thang Luria (LB) cdng thém cac
yéu t6 dudng chit bd sung cin thiét. Theo mot sé phuong 4n, moi trudng nay con chira
chét chon loc, dugc chon dua trén ciu triic cia vecto bidu hién, dé cho phép phat trién
chon loc t& bao tién nhan chira vecto bidu hién. Vi duy, ampixilin duoc bd sung vao moi
truong dé phat trién té bao biéu hién gen khang ampixilin.

Chét bd sung can thiét bit ky ngoai ngudn cacbon, nito, va phosphat v6 co cling
c6 thé dugc bao gdbm & ndng do thich hop dugc dua vao mét minh hodc dudi dang hdn
hop v&i chit bd sung hodc méi trudng khac nhwr ngudn nito phirc hop. Tuy y mdi truong
nudi céy c¢6 thé chira mot hodic nhiu chit khir duge chon tir nhém bao gém glutathion,
xystein, cystamin, thioglycollat, dithioerythritol va dithiothreitol.

Té bao tién nhan dwoc nudi ciy & nhiét d6 thich hop. Bbi véi su phat trién cua E.
coli, vi dy, nhiét 46 dugc wu tién ndm trong khoang tir 20°C dén 39°C, t6t hon nita 1a tir
khoang 25°C dén khoang 37°C, tt hon nita 13 & khoang 30°C. D6 pH clia mdi trudng c6
thé 1a d6 pH bt ky nim trong khoang tir 5 dén 9, phu thudc cha yéu vao sinh vét chi.
Ddi véi E. coli, 3 pH tbt hon 13 tir khoang 6,8 dén khoang 7,4, va t6t hon nita 13 khoang
7,0.

Néu trinh tu khéi dong cam tng duogc duge st dung trong vecto biéu hién theo
sang ché, su biéu hién protein dugc cdm Ung trong cac diéu kién thich hop dé hoat héa
trinh ty khoi dong. Theo mot khia canh cua séng ché, trinh tu khoi dong PhoA duoc st
dung dé kiém soat su phién ma cta polypeptit. Theo d6, t& bao chi di dugc bién nap
duoc nudi cdy trong moi trudng gisi han phosphat dé cam tmg. Tt hon néu, moi trudng
gi6i han phosphat 14 méi truong C.R.A.P (xem, vi dy, Simmons et al., J. Immunol.
Method (2002), 263:133-147). Nhiéu chit cam tmg khac c6 thé duoc st dung, tiy theo
cAu trac vecto duoc ding, nhu da biét trong linh vure.

Theo médt phuong 4n, polypeptit duoc biéu hién theo sang ché dugc tiét vao va

duge thu hdi tir chét t& bao cta té bao chu. Viée thu hdi protein thudng bao gdm budce
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phé v& vi sinh vat, thudng bing cach nhur séc thdm thiu, nghién siéu 4m hodc dung giai.
Khi t& bao bi pha v&, manh vun t& bao hoic t& bao nguyén ven co thé duoc loai bd bf‘?mg
cach ly tdm hodc loc. Protein c6 thé dugc tinh ché thém, vi du, béng séc ky nhya ai lyc.
Theo cach khic, protein c¢6 thé dwoc chuyén vao mdi trudng nudi cdy va duoc phan 14p
trong do. T& bao c6 thé duge loai bo tir moi trudng nuoi céy va chit ndi bé mit ctia mdi
trudng duge loc va co dé tinh ché tiép protein dwoc san sinh. Polypeptit duoc bidu hién
c6 thé dugc phén 13p thém va dugc x4c dinh bing cach str dung phwong phap d3 biét phd
bién nhu dién di gel polyacrylamit (PAGE) va thir nghiém thim tach Western.

Theo mot khia canh cta séng ché, su san sinh khang thé duogc thuc hién véi sb
lwong 16n bang quy trinh 1én men. Céc qué trinh 1én men theo mé quy md 16n 14 s&n c6
d& san xut protein tai t6 hop. Cac mé 1én men quy mé 16n c6 dung tich it nhét 1a 1000
lit, t&t hon 13 tir khoang 1000 dén 100 000 lit. Cac thiét bj 1én men nay st dung cénh
khudy dé phan phdi oxy va chét dinh dudng, dic biét 13 glucoza (ngudn cacbon/ning
luong dugc wu tién). Phuong phap 16n men quy md nhé chi chung sy 1én men trong thiét
bi 1én men ma c6 dung tich khong 1én hon xAp xi 100 lit, va ¢6 thé thay dbi trong khoang
tir 1 1it dén 100 lit.

Trong quy trinh 1én men, viéc cam {mg biéu hién protein thudng duoc bit diu sau
khi t& bao d& dugc nudi trong diéu kién thich hop dén mat 4o mong mubn, vi du, OD550
1a khoang tir 180 dén 220, tai giai doan d6 céac t& bao 1a & pha 6n dinh sém. Nhiéu chit
cam g c6 thé dugc st dung, tliy theo ciu triic vecto dugc ding, nhu da biét trong linh
vuc va duoc néu & trén. Cac t& bao ¢ thé nudi trdng cac khoang thdi gian ngén hon
trude khi cam tng. Té bao thudng dugc cam Gng trong khoang tir 12 dén 50 git, mic d
thoi gian cam tng dai hon hodc ngin hon c¢6 thé dugc sir dung.

Dé cai thién hiéu sult san xut va chit luong ctia polypeptit theo sang ché, cac
diéu kién 1én men khéc nhau c6 thé dugc thay dbi. Vi du, @& cai thién sy 1ip rép va gp
thich hop cac polypeptit khang thé tiét, vecto bd sung bidu hién qua muc protein
chaperone, nhu protein Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, va/hoic DsbG) hodc FkpA
(peptidylprolyl cis,trans-isomeraza ¢ hoat tinh chaperone) ¢6 thé duoc st dung dé dong
bién nap té bao chi tién nhén. Protein chaperone di dugc chimg minh 13 tao thuén loi
cho viéc glp thich hop va tinh tan ctia protein khac loai dugc san sinh trong t& bao chi vi
khudn. Chen et al., (1999) J. Biol. Chem. 274:19601-19605; Georgiou et al., Patent M§
s6 6,083,715; Georgiou et al., Patent My s5 6,027,888; Bothmann va Pluckthun (2000) J.
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Biol. Chem. 275:17100-17105; Ramm va Pluckthun, (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-
17113; Arie et al., (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

Dé t6i thiéu héa su phan giai protein ctia cac protein khéc loai dugc bidu hién (dic
biét 1a céc protein nhay véi su phan giai protein niy), mét s6 ching chu thiéu enzym
phan giai protein c6 thé duoc str dung cho sang ché. Vi dy, ching té bao chi ¢6 thé dugc
bién dbi dé tac dong dén (cac) dot bién di truyén & cac gen ma hoa cho proteaza vi khudn
da biét nhu Proteaza III, OmpT, DegP, Tsp, Proteaza I, Proteaza Mi, Protease V,
Proteaza VI, va hdn hop cta chiung. M6t sb chung thiéu proteaza E. coli 1 san c6 va
duogc néu trong, vi dy, Joly et al., (1998), supra; Georgiou et al., Patent M§ s6 5,264,365
Georgiou et al., Patent My sb 5,508,192; Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72
(1996).

Theo mot phwong 4n, ching E. coli thidu enzym phan giai protein va dugc bién
nap véi plasmit biéu hién qui mirc mét hoic nhidu protein chaperone duoc sit dung lam
t& bao chu trong hé biéu hién theo sang ché.

iii. Tinh ché khdng thé

Phuong phép tinh ché protein chudn di biét trong linh vuc ¢6 thé duge sit dung.
Céc quy trinh sau 13 vi du v& quy trinh tinh ché thich hop: phan doan trén ¢t trao ddi ion
hozc 4i luc mién dich, két tha etanol, HPLC pha déo, sic ky trén silica hodc trén nhua
trao ddi cation nhu DEAE, séc ky diém déng dién, SDS-PAGE, két tiia amoni sulfat, va
st dung loc gel, vi du, Sephadex G-75.

Theo mot khia canh, Protein A duoc c¢6 dinh trén pha ran duoc st dung dé tinh
ché 4i luc mién dich san phdm khang thé c6 chidu dai ddy du theo sang ché. Protein A 1a
protein thanh té bao 41kD tir Staphylococcus aureas 1ién két i luc cao véi vung Fc cua
c4c khang thé. Lindmark et al., (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. Pha rén ma Protein A
duoc ¢ dinh vao d6 tét hon 1a ¢t chira bé mat thuay tinh hodc silica, t6t hon nita 13 cdt
thiy tinh c6 kich thudc 16 duge kiém soat hodc cot silica. Trong moét vai ing dung, cot da
dugc pht chét phan tmg, nhu glyxerol, dé ngin ngira sy két dinh tap chit khong dic higu.

Theo budc thir nhat clia qu trinh tinh ché, ché phim thu duoc tir mdi trudng nudi
cdy t& bao nhu néu trén duoc phi 1én protein A dwoc cd dinh vao pha rén dé cho phép
lién két dic hiéu khang thé cn quan tAm véi Protein A. Pha rin sau d6 duoc rira dé loai
b6 tap chit lién két khong dic hiéu v6i pha rin. Cudi ciing khang thé can quan tAm dugc

thu hdi tir pha ran bang cch rira giai.
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b. Tao ra cdc khdng thé bang cdch sit dung t¢ bao chii nhan chuén:

Cac thanh phén vecto thudong bao gém, nhung khéng gi6i han &, mot hodc nhiéu
thanh phﬁn sau: trinh tu tin hiéu, géc sao chép, mot hoac nhiéu gen danh dAu, yéu tb tang
cudng, trinh tu khéi dong, va trinh ti két thic phién ma.

(i) Thanh phan trinh tw tin hiéu

Vecto dé str dung trong t& bao chii nhan chuén con cé thé chira trinh ty tin hiéu
hoic polypeptit khac ¢6 vi tri phan cat dic hidu & dau cling N ctia protein truong thanh
hoic polypeptit cAn quan tAm. Trinh tu tin hiéu khac loai duge chon t8t hon néu 13 trinh
tu dugce nhan dién va dugce xur ly (tuc la, duge phan cit boi peptidaza tin hiéu) boi t& bao
chi. Trong sy biéu hién té bao dong vat cé vu, trinh ty tin hi€u dong vat cé vi cling nhu
trinh ty dan dau tiét cta virut, vi duy, tin hiéu gD herpes simplex, 13 c6 san.

ADN cho ving tién than nay duogc ndi trong khung doc vdi ADN méa hoa cho
khang thé nay.

(ii) Géc sao chép

Théng thudng, gdc ctia thanh phan sao chép 14 khong cin dbi véi vecto biéu hién
ctia dong vat c¢6 vi. Vi du, gbc SV40 thudng c6 thé duoc sir dung chi vi né chira trinh ty
khéi dong som.

(iii) Lwa chon thanh phdn gen

Vecto biéu hién va tach dong cé thé chira gen chon loc, con dugce goi 1a gen danh
dAu chon loc. Gen chon lgc dién hinh ma héa cho protein ma (a) gy ra tinh khéng khang
sinh hodc cc doc t6 khac, vi du, ampixilin, neomyxin, methotrexat, hodc tetraxyclin, (b)
bd sung cac thiéu hut dinh dudng thu dong, khi lién quan, hoic (c) cung cép chét dinh
dudng quan trong khong sin c6 tir mdi trudng phirc hop.

Mot vi du vé so dd lua chon sur dung duogc chit d& kim ham su phat trién cua té
bao chil. Cac t bao dugc bién nap thanh cong voi gen khac loai san sinh ra protein giy
ra tinh khang thudc va do d6 van tdn tai ché dd chon loc. Vi du vé phuong phép chon loc
chiém wu thé sir dung thudc neomyxin, axit mycophenolic va hygromyxin.

Vi du khéc vé gen danh d4u chon loc thich hop cho té bao dong vat ¢ vu la cac
gen cho phép nhédn dién té bao c6 kha nang hép thu axit nucleic khang thé, nhu DHFR,
thymidin kinaza, metallothionein-I va -II, t6t hon 1a gen metallothionein cia dong véat

linh trudng, adenosin deaminaza, ornithin decarboxylaza, v.v.
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Vi dy, t& bao duoc bién nap véi gen lya chon DHIFR dugc xac dinh trude tién
bing cach nubi cdy tht ca cac thé bién nap trong méi trudng nudi cdy ma chua
methotrexat (Mtx), chit d6i khéng canh tranh ctia DHFR. Té bao chu thich hop khi
DHFR kiéu dai dugc st dung 12 dong t& bao budng trimg chudt dong Trung Qudc (CHO)
thiéu hoat tinh DHFR (vi dy, ATCC CRL-9096).

Theo cach khéc, té bao chu (dEc biét 1a vat chu kiéu dai ma chira DHFR noi sinh)
duoc bién nap hoac déng bién nap voi trinh tu ADN méa hoéa cho khang thé, protein
DHFR kiéu dai, va gen danh ddu dugc chon loc khic nhu aminoglycosit 3’-
phosphotransferaza (APH) c6 thé duge chon boi sy phat trién t& bao trong méi truong
chira chit chon loc cho gen danh d4u chon loc nhu chét khéng sinh aminoglycosidic, vi
du, kanamycin, neomycin, hodc G418. Xem Patent M§ sb 4,965,199.

(iv) Thanh phan trinh tw khéi dong

Vecto biéu hién va tach dong thuong chira trinh tu khoi ddng ma duoc nhén dién
boi sinh vat chil va dugc lién két chirc ning véi polypeptit axit nucleic khang thé. Trinh
tu khoi dong 12 d4 biét ddi v6i sinh vat nhan chudn. T4t ca cic gen nhan chudn thuc su c¢6
ving gidu AT ndm & vi tri khoang tir 25 dén 30 bazo ngugce dong tir vi tri ma & d6 su
phién ma dugc bt dau. Trinh tu khéac tim tha?iy tlr 70 dén 80 bazo ngu(yé dong tr vi tri bat
dau phién mi cia nhiéu gen 14 ving CNCAAT trong d6 N c¢6 thé 13 nucleotit bat ky. O
dAu 3’ ctia hiu hét céc gen nhan chuén 13 trinh ty AATAAA ma c6 thé 13 tin hidu dé bd
sung dudi poly A vao ddu 3’ cia trinh ty ma héa. T4t ca cac trinh tu ndy dwoc gén xen
thich hop vao vecto biéu hién nhan chuén.

Sy phién mé polypeptit khang thé tir vecto & t& bao chi ctia dong vat ¢ vi duoc
kiém so4t, vi du, boi trinh tr khai dong thu duoc tir bd gen cia virut nhu virut polyoma,
virut gdy bénh ddu ga, adenovirut (nhu Adenovirut 2), virut papilloma & bo, virut xacom
o loai chim, cytomegalovirus, retrovirus, virut viém gan B, va Virut Simian 40 (SV40),
tr trinh tu‘kh(?yi dong ctia ddng vat c6 va khac loai, vi dy, trinh tu khédi dong actin hoac
gen khoi dau globulin mién dich, tir trinh tw khéi dong sdc nhiét, mién 14 cac trinh tyr
khoi dong nay thich hop vé6i hé té bao chi.

Trinh ty khoi dong sém va mudn ctia virut SV40 thu duge thuédn lgi dudi dang
doan gi¢i han SV40 ma ciing chira gdc sao chép virut SV40. Trinh ty khéi déng sém
ngay lap tirc clia cytomegalovirus & ngudi thu dugce thudn loi dudi dang doan gidi han

HindIII E. Hé biéu hién ADN & vit chi 12 déng vét ¢ vi sir dung virut papilloma & bod
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lam vecto dugc mo ta trong Patent M§ s6 4,419,446. Su bién dbi cta hé nay dugc mo ta
trong Patent M§ sb 4,601,978. Theo cach khac, doan lap dau cung dai ctia Virut Rous
Sarcoma c6 thé duoc st dung lam trinh ty khéi dong.

(v) Thanh phan yéu t6 ting cuong

Su phién md ADN mi héa cho polypeptit khéang thé theo sing ché béi sinh vat
nhan chuin bic cao thuong dugc ting cudng bang cich gin xen trinh ty ting cudng vio
vecto nay. Nhiéu trinh tu tdng cudng hién nay dd dugc biét tir gen dong vat c6 va
(globin, elastaza, albumin, a-fetoprotein, va insulin). Tuy nhién, thong thuong, nguoi ta
s& st dung yéu t6 ting cudng tir virut t& bao nhan chudn. Vi du gdm yéu t6 tdng cuong
SV40 & phia tr8 cia gbc sao chép (cap bazo 100-270), gen ting cudng trinh tu khdi dong
sém cytomegalovirut, gen ting cuong polyoma & phia tré ctia gbc sao chép, va gen ting
cuong adenovirut. Xem thém Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) vé nguyén t6 ting cudng
dé hoat héa trinh tu khoi déng nhan chudn. Gen tdng cuong co thé dugc ndi vao vecto &
vi trf 5° hodc 3’ v6i trinh ty ma hoéa cho polypeptit khang thé, nhung t6t hon 14 ndm & vi
tri 5 tir trinh ty khoi dong.

(vi) Thamh phan két thiic phién md

Vecto biéu hién dugc sir dung trong t& bao chil nhan chudn thuong ciing s& chira
trinh tu c4n thiét @& két thuc phién ma va dé 6n dinh mARN. Céc trinh ty nay thuong 14
6 sin tr dau 5° va, d6i khi 14 3°, vung chua dich ma cua ADN hodc cADN sinh vat nhan
chuén hodc virut. Cac ving nay chita cdc doan nucleotit dugc sao chép thanh céc doan
dugc polyadenyl héa trong phan chua dich ma cia mARN ma héa cho khang thé. Mét
thanh phin két thic phién mé hitu ich 13 ving polyadenyl héa hormon ting truéng & bo.
Xem W094/11026 va vecto biéu hién duge mo ta trong do.

(vii) Chon loc va bién nap té bao chii

Té bao chu thich hop d& tach dong hogc biéu hién ADN trong céc vecto & ddy bao
gém t& bao nhan chuén bic cao duoc md ta & ddy, bao gém té bao chu dong véat cé xuong
séng. Su nhan gidng t& bao dong vat c6 xuong sdng trong mdi trudng nudi cdy (mdi
truomg nudi cdy mo) di trd thanh quy trinh théng thudong. Vi du vé dong té bao chu dong
vat ¢6 va hitu dung 13 dong CV1 than khi duoc bién nap bang SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); dong than phéi ngudi (293 hoic t& bao 293 dugc tach dong phu dé phat trién
trong mdi trudng nudi cly huyén pht,, Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59 (1977)); té bao
than ctia chudt hang con (BHK, ATCC CCL 10); té bao budng trimg chudt hang Trung
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Qudc/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); t& bao
sertoli cta chudt (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980) ); t bao than khi (CV1
ATCC CCL 70); t& bao than khi xanh chau Phi (VERO-76, ATCC CRL-1587); t bao
caxinom cb tir cung ngudi (HELA, ATCC CCL 2); t bao than ché (MDCK, ATCC CCL
34); t& bao gan chudt buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); té bao phdi ngudi (W138,
ATCC CCL 75); t& bao gan ngudi (Hep G2, HB 8065); khdi u v ctia chudét (MMT
060562, ATCC CCL51); té bao TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); t& bao MRC 5; té bao FS4; va dong té bao u ung thu gan & ngudi (Hep G2).

T4 bao chu dugce bién nap vdi vecto biéu hién hoic tach dong néu trén dé san xuét
khéng thé va dugc nudi cdy trong méi truong dudng chit théng thuong duge bién ddi
thich hop dé cam ung trinh ty khoi dong, lua chon thé bién nap, hoac khuéch dai gen ma
héa cho trinh tu mong mudn.

(viii) Nudi cdy té bao chil

Té bao chu dugc st dung dé san xuét khéang thé theo sang ché c6 thé duoc nudi
cly trong nhidu mdi truong. Méi trudng cé trén thi trudng nhu Ham’s F10 (Sigma), Méi
trudng can thiét t6i thidu ((Minimal Essential Environment - MEM), (Sigma), RPMI-
1640 (Sigma), va Mbi truong Eagle dugc bién dbi Dulbecco (DMEM), Sigma) 1a thich
hop d& nuéi cdy té bao chi. Ngodi ra, mdi truong bét ky dugc md ta trong Ham et al.,
Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), Patent M§ sb
4,767,704; 4,657,866; 4,927,762; 4,560,655; hoac 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; hodc Patent My Re. 30,985 déu c6 thé dugc sir dung 1am méi trudng nubi cly
cho t& bao chi. Mbi trudng bat ki trong s cac méi truong nay cé thé dugc bd sung, néu
can, hormon va/hodic cic yéu td ting truéng khic (nhu insulin, transferin, hogc yéu t6
tdng trudng biéu bi), mubi (nhu natri clorua, canxi, magie, va phosphat), chit dém (nhu
HEPES), nucleotit (nhu adenosin va thymidin), thudc khang sinh (nhu thudc
GENTAMYCIN™), nguyén td vi lugng (dwoc dinh nghia 13 hop chét vo co thuong cé
mat & néng dd cudi cing trong khoang micromol), va glucoza hodc ngudn ning luong
tuong duong. Chét bd sung cin thiét bit ky khac con c6 thé duoc bao gém & céc ndng dd
thich hop ma s& duoc da biét bdi ngudi c6 kién thiic trung binh trong linh vie. Céc diéu
kién nudi cAy, nhu nhiét d6, pH, va twong tu, 13 céc diéu kién d4 dugc st dung trude d6
vé6i t& bao chit duge chon loc dé biéu hién, va s& 13 rd rang v6i ngudi c6 kién thire trung

binh trong linh vye.
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(ix) Tinh ché khdng thé

Khi st dung k¥ thuét tai tb hop, khang thé c6 thé duge san sinh ndi bao, hoic tidt
truc tiép vao moi trudng. Néu khang thé duoc san sinh ndi bao, 14 budc thit nhit, manh
dang hat, té€ bao chu hodc céc phén doan dugc dung giai, duogc loai bo, vi du, béng cach
ly tdm hodc siéu loc. Khi khang thé dugc tiét vao méi trudng, cac chit nbi bé mat tir hé
biéu hién ndy thudng trudc hét duoc c6 dic sur dung thiét bi loc c6 dic protein cd trén thi
truong, vi dy, bo siéu loc Amicon hodc Millipore Pellicon. Chét uc ché proteaza nhu
PMSF c6 thé dugc bao gdm trong bude bét ky trong cac budce trude d6 dé tc ché sy phan
giai protein va cac thudc khang sinh c¢6 thé dugc bao gdbm dé ngin ngira sy phat trién cua
c4c tap chit ngiu nhién.

Ché pham khéang thé duoc bao ché tir t& biao c6 thé duoc tinh ché bing céach st
dung, vi du, séc ky hydrohydroxylapatit, dién di gel, thAm tach, va sic ky 4i luc, trong d6
sdc ky 4i luc 12 k¥ thuat tinh ché dugc wu tién. Tinh thich hop cia protein A 1am phéi tir
ai luc phu thude vao loai va isotyp cla mién Fc globulin mién dich bt ky ma c6 mat
trong khang thé. Protein A c6 thé dugc sir dung dé tinh ché cic khang thé ma dua trén
chudi ning y1, 2, hodic y4 clia ngudi (Lindmark et al.,, J. Immunol. Meth. 62:1-13
(1983)). Protein G duoc d& xuét cho tat ca isotyp cia chudt va cho y3 ctia ngudi (Guss et
al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). Chit nén ma phéi tir 4i luc dwoc gin vao phin 16n 1a
agaroza, nhung cac chit nén khac 13 ¢6 sin. Chit nén bn dinh co hoc nhu thuy tinh cé
kich thudc 15 ddng déu nhét dinh hoic poly(styrendivinyl)benzen cho phép tbc d6 chay
nhanh hon va thdi gian xir Iy ngén hon so véi ¢6 thé dat duoc voi agaroza. Khi khang thé
chtta mién CH3, nhua Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) 14 hitu dung dé
tinh ché. Cac k§ thuat khac dé tinh ché protein nhu phan doan trén cot trao ddi ion, két
tha etanol, HPLC pha déo, sic ky trén silica, sic ky trén heparin, sic ky SEPHAROSE™
trén nhua trao d6i anion hodc trao dbi cation (nhu ¢t axit polyaspartic), sic ky diém
ding dién, SDS-PAGE, va két thia amoni sulfat cfing 14 c6 sin tiy thudc vao khang thé
cénduqcphuchéi

Sau (c4c) budc tinh ché so bo bit ky, hon hop gbm khéng thé cin quan tdm va tap
chét c6 thé duoc dua vao sic ky twong tac ky nudc pH thap st dung dém rira giai & pH
nam trong khoang tir 2,5 dén 4,5, tdt hon néu duoc tién hanh tai n(‘A)ng dd mubi thép (vi
du, tir khoang 0 dén 0,25M mubi).

Thé lién hop mién dich
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Sang ché con dé xuét cac thé lién hop mién dich (con duge goi khac 13 “thé lién
hop khéang thé-thube” hoic “ADC”), bao gém khang thé bit ky trong sb cac khang thé
khang FGFR3 néu trong ban mé ta ndy duoc lién hop vé6i chit gay doc té bao nhu chit
hoa tri liéu, thudc, chét e ché su phat trién, doc 6 (vi du, doc t6 hoat tinh enzym c6
nguén géc vi khuén, ndm, thuc vat, hodc ddng vat, hodc cdc manh cta ching), hoac chét
ddng vi phdng xa (ttc 13, thé lién hop phéng xa).

Viée sir dung thé lién hop khéng thé-thubc d& phan phbi khu tra chét gy doc té
bao hodc cht kim ham té bao, tirc 13, thudc dé tiéu diét hodc e ché té bao khdi u trong
didu tri ung thu (Syrigos va Epenetos (1999) AntiCancer Research 19:605-614;
Niculescu-Duvaz va Springer (1997) Adv. Drg. Del. Rev. 26:151-172; Patent M§ sb
4,975,278) cho phép phan phdi gin dich gbc dugc chat dén khdi u, va tich liy ndi bao
trong do, trong d6 viéc st dung toan than cac dugc chit chua duoc 1ién hop c¢6 thé din
dén mirc doc tinh khong chip nhan dwoc d6i véi té bao binh thudng ciing nhu t& bao khdi
u can duoc loai bé (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe,
(1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,” trong
Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, A. Pinchera et al.
(ed.s), pp. 475-506). Hidu qua t6i da véi doc tinh t6i thiéu nho d6 dat dugc. Ca khang thé
da dong va khang thé don dong dd dugc bdo cdo 13 hitu dung trong céc chién lugc nay
(Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87). Thubc duogc st dung
trong cac phuong phép nay bao gdm daunomycin, doxorubicin, methotrexate, va
vindesine (Rowland et al., (1986) supra). Cac doc t6 dwoc sir dung trong thé lién hop
khéng thé-doc t& bao gdm céc doc t6 vi khudn nhu doc t& bach hau, doc t6 thuc vat nhu
ricin, doc t6 phan tir nho nhu geldanamycin (Mandler et al (2000) Jour. of Nat. Cancer
Inst. 92(19):1573-1581; Mandler et al., (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters
10:1025-1028; Mandler et al., (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maytansinoid
(EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), va
calicheamicin (Lode et al., (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al., (1993) Cancer
Res. 53:3336-3342). Céc doc td nay ¢ thé gay ra tic dung gy doc t& bao va kim him té
bao cia ching béng co ché bao gém lién két tubulin, lién két ADN, hodic trc ché
topoisomeraza. Mot s6 thudc gy doc té bao c6 xu hudng khdng cé hoat tinh hoic it hoat

tinh hon khi da dugc lién hop véi céc khang thé 16n hoic phéi ttr thu thé protein.
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ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/Idec) 14 thé lién hop khang thé-cht
ddng vi phéng xa chira khéng thé don dong kappa IgG1 ciia chudt khang khéng nguyén
CD20 duoc tim thdy trén bé mit cta cac t€ bao lympho B binh thudng va té bao lympho
B 4c tinh va chét ddng vi phong xa 'In hodc *°Y duoc lién két boi chét lién két thioure —
chét tao chelat (Wiseman et al., (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et
al., (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et al., (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63;
Witzig et al., (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Mac du ZEVALIN cé hoat tinh
khang u lympho Hodgkin khéng phai té bao B (NHL), viéc st dung din dén chimg giam
t¢ bio mau nghiém trong va kéo dai & hau hét cic bénh nhin. MYLOTARG™
(gemtuzumab ozogamicin, Wyeth Pharmaceuticals), thé lién hop khang thé dugc chat
bao g(‘?)m khéng thé hu CD33 duoc lién két véi calicheamicin, duoc chép thudn vao nam
2000 dé didu tri bénh bach cdu tay cip tinh bing cach tiém (Drug of Future (2000)
25(7):686; Patent M§ sb 4,970,198; 5,079,233; 5,585,089; 5,606,040; 5,6937,62;
5,739,116; 5,767,285; 5,773,001). Cantuzumab mertansine (Immunogen, Inc.), thé lién
hop khang thé dugc chit chira khang thé huC242 dugc lién két qua cau ndi disulfua SPP
v6i gbe duoge chit maytansinoid, DM1, dang dugce dua vao céc thir nghiém 1am sang pha
IT @ didu tri c4c bénh ung thuw ma bidu hién CanAg, nhu rudt két, tuy, da day, va cac
bénh ung thu khéc. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.),
thé lién hop khang thé duoc chit chira khang thé don dong khang khang nguyén mang
dic hiéu tuyén tién liét (PSMA) duogc lién két voi gbe duge chit maytansinoid, DM1,
dang duoc phat trién d& didu tri tiém ning khdi u tuyén tién liét. Peptit auristatin,
auristatin E (AE) va monometylauristatin (MMAE), chét tuong tu dolastatin téng hop,
dwoc lién hop v6i cac khang thé don dong khim cBR96 (dic hi€u véi Lewis Y trén
caxinom) va cAC10 (déc hiéu véi CD30 trén bénh ly huyét hoc 4c tinh) (Doronina et al.,
(2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) va dang dugc phat trién cho muc dich didu
tri.

Chét hoa tri liéu hitu dung d8 tao ra céac thé lién hop mién dich dugc mo ta trong
ban mé ta nay (vi du, & trén). Cac doc t§ c6 hoat tinh enzym va cac phén doan ciia ching
ma ¢ thé duge sir dung bao g(‘A)m doc t& chudi A bach hdu, céc phan doan c6 hoat tinh
khong lién két ctia doc t6 bach hau, ngoéi doc td chudi A (t Pseudomonas aeruginosa),
rixin chudi A, abrin chudi A, modeccin chudi A, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii,

protein dianthin, protein Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chét @c ché
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momordica charantia, curcin, crotin, chit wc ché sapaonaria officinalis, gelonin,
mitogellin, restrictocin, phenomycin, enomycin, va tricothecene. Xem, vi duy, WO
93/21232 dugc cong bb ngay 28/10/1993. Nhidu nuclit phéng xa 13 ¢6 sin dé san xult
céc khang thé 1ién hop phéng xa. Vi du bao gdm 212Bj, B, Bl[n, %Y, va 18Re. Cac thé
lién hop ctia khang thé va chét giy ddc t& bao dugc tao ra bing cach sit dung nhidu chét
tao cdp protein hai chirc nhu N-suxinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) propionat (SPDP),
iminothiolan (IT), dAn xuét hai chirc cia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HCI), este
hoat tinh (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), hop chét bis-azido
(nhu bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), din xuit bis-diazoni (nhu bis-(p-
diazoniumbenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va hop chét
flo hoat tinh kép (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi du, doc t8 midn dich rixin c6 thé
duge didu ché nhu dugc néu trong Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). Axit 1-
isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaaxetic dugc danh diu cacbon-14
(MX-DTPA) 14 chét tao chelat dién hinh @ lién hop nucleotit phéng xa v6i khang thé.
Xem W094/11026.

Céc thé lién hop cta khang thé va mot hoic nhidu doc t6 phan tir nho, nhu
calicheamicin, maytansinoid, dolastatin, aurostatin, trichothecene, va CC1065, va din
xudt ciia cac dc t6 nay ma co hoat tinh gy ddc, ciing duoc dé xudt trong ban mo ta.

i. Maytansine va maytansinoid

Theo mét sb phuong 4n, thé 1ién hop mién dich chira khang thé (c6 chidu dai diy
@0 hodic cac doan) theo sang ché dugc lién hop véi mot hodc nhiéu phén tir maytansinoid.

Maytansinoid 14 chit wrc ché sur phén bao c¢6 to ma tac dung bang cach e ché qua
trinh polyme héa tubulin. Maytansine dugc phan lap du tién tir cAy bui Pong Phi
Maytenus serrata (Patent My s6 3,896,111). Sau d6, phat hién ra ring mot sd vi khuén
cling san xudt maytansinoid, nhu maytansinol va C-3 maytansinol este (Patent M§ s6
4,151,042). Maytansinol téng hop va din xuét va chét tuong tu cuia ching dugc néu, vi
duy, trong Patent MY sb 4,137,230; 4,248,870, 4,256,746; 4,260,608; 4,265,814;
4,294,757, 4,307,016; 4,308,268; 4,308,269; 4,309,428; 4,313,946; 4,315,929,
4,317,821; 4,322,348; 4,331,598; 4,361,650; 4,364,866; 4,424,219; 4,450,254,
4,362,663; va 4,371,533.

Céac gbe duoc chit maytansinoid 13 céc gde dwoc chat hdp din trong s cac thé

lién hop khang thé dugc chit vi chung: (i) kha d& dé didu ché bang cach 1én men hodic

-106-



23152

bién dbi héa hoc, tao dan xuit cia san phém 1én men, (ii) dé dang tao din xuét véi nhom
chure thich hop dé lién hop qua ciu ndi khéng disulfua véi cac khang thé, (iii) én dinh
trong huyét twong, va (iv) ¢6 tac dung khang nhiéu dong t& bao khéi u.

Céc thé lién hop mién dich chita maytansinoid, phuong phap san xuit chung, va
stt dung ching dé diéu tri duge mo ta, vi dy, trong Patent My sé 5,208,020, 5,416,064 va
Patent chdu Au 0 425 235 Bl. Liu et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623
(1996) mo6 ta céac thé lién hop mién dich chira maytansinoid dwoc ky hiéu 1a DM1 duge
lién két véi khang thé don dong C242 khang bénh ung thu dai truc trang & ngudi. Thé
lién hop dugc phat hién ra 13 gdy ddc té bao cao dbi vdi té bao ung thu rudt két dugc nudi
cly, va thé hién hoat tinh khang khdi u trong thir nghiém phat trién khdi u in vivo. Chari
et al., Cancer Research 52:127-131 (1992) md ta c4c thé lién hop mién dich trong d6
maytansinoid duoc lién hop qua cdu ndi disulfua v&i khang thé A7 & chuét lién két voi
khang nguyén trén dong t& bao ung thu rudt két & nguoi, hoic véi khang thé don dong
TA.1 & chudt khac ma lién két HER-2/gen ung thu neu. Tac dung gy doc t& bao ctia thé
lién hop TA.1-maytansinoid dugc kiém tra in vitro trén dong t& bao ung thu vi ngudi
SK-BR-3, ma biéu hién 3 x 10° khang nguyén bé mit HER-2 cho mdi t& bao. Thé lién
hop dugc chit thu dugc muc tic dung giy doc té bao twong tu véi duogc chét
maytansinoid ty do, ma cé thé dugc 1am ting bang cich 1am ting s& lwong phan tir
maytansinoid cho mdi phén tir khang thé. Thé lién hop A7-maytansinoid thé hién tc
dung gay doc té bao toan than thép & cac con chudt.

Thé lién hop khéng thé-maytansinoid duoc didu ché biang cach lién két hoa hoc
khéng thé v6i phan tir maytansinoid ma khong lam giam dang ké hoat tinh sinh hoc ctia
khéng thé hoic phén tir maytansinoid. Xem, vi dy, Patent My s6 5,208,020 . Trung binh
tir 3 dén 4 phén tir maytansinoid duoc lién hop cho mdi phan tir khang thé thé hién hi¢u
qua trong viéc lam téng tac dung gy doc té bao ciia té bao dich ma khong gay dnh huong
bt lgi dén chirc ning hodc do tan cla khang thé, mic du ngay cd mdt phan tir dbc
t6/khang thé s& dwoc mong doi 14 1am ting tic dung gy doc té bao so v6i sir dung khang
thé trAn. Cac maytansinoid 14 da biét trong linh vuc va c6 thé dugc tong hop bing céc k¥
thuét da biét hodc duoc phan lap tir nguén tu nhién. Maytansinoid thich hgp dugc mo ta,
vi duy, trong Patent My s6 5,208,020 va trong cac patent va cac cong bd khong phai patent

khéac duogc dé cip dén trong ban md ta. Cac maytansinoid dugc uu tién, maytansinol va
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chét tuong tw maytansinol dugc bién dbi & vong thom hodc & céc vi tri khic ctia phén ti
maytansinol, nhu cadc maytansinol este khéc.

C6 nhiéu nhém lién két da biét trong linh vuc dé san xuit thé lién hop khang thé-
maytansinoid, bao gém, vi dy, cac nhom dugc néu trong Patent M§ s6 5,208,020 hoic
Patent chau Au 0 425 235 B1, Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992), va don
Sang ché M§ sb 10/960,602, ndp ngay 8/10/2004. Thé lién hop khang thé-maytansinoid
chira thanh phan ciu ndi SMCC c6 thé dugc diéu ché nhw duoc néu trong don Séng ché
M3 sb 10/960,602, ndp ngay 8/10/2004. Nhém cau ndi bao gdm nhém disulfua, nhém
thioete, nhém khong bén v&i axit, nhém nhay v6i 4nh sing, nhém khong bén véi
peptidaza, hodic nhém khéng bén véi esteraza, nhur dwoc md ta trong cac patent duge xac
dinh & trén, cac nhom disulfua va nhém thioete duge wu tién hon. Nhém ciu ndi khac
duoc néu va dugc léy vi du trong ban mo ta.

Céc thé lién hop cta khang thé va maytansinoid c6 thé dugc san xuit bang cach
sit dung nhiéu chét tao cip protein hai chirc nhuw N-suxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)
propionat  (SPDP), suxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)  xyclohexan-1-carboxylat
(SMCC), iminothiolan (IT), dan xuét hai chirc clia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat
HCI), este hoat tinh (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhw glutaraldehyt), hop chét
bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), din xuét bis-diazoni (nhu bis-(p-
diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va hop chét flo
hoat tinh kép (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Chét tao cap dugce dac bi€t vu ti€n bao
gbm N-suxinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionat (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J.
173:723-737 (1978)) va N-suxinimidyl-4-(2-pyridylthio)pentanoat (SPP) dé tao ra céu
ndi disulfua.

Chét cdu ndi c6 thé gin vao phan tir maytansinoid & nhidu vi tri khac nhau, tiy
thudc vao kiu cau nbi. Vi duy, cau ndi este c¢6 thé dugc tao thanh béng phan Ung véi
nhém hydrohydroxyl st dung cac ky thuat tao cép thong thuong. Phan tng cé thé xay ra
& vi tri C-3 ¢6 nhém hydrohydroxyl, vi tri C-14 duoc bién ddi voi hydroxymetyl, vi tri C-
15 dugc bién ddi v6i nhém hydrohydroxyl, va vi tri C-20 ¢6 nhém hydrohydroxyl. Theo
phuong an wuu tién, cAu ndi duge tao thanh & vi tri C-3 clia maytansinol hodc chét tuong
tu maytansinol.

i1, Auristatin va dolastatin
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Theo mét s6 phuong 4n, thé lién hop mién dich chita khang thé theo sang ché da
lién hop vé6i dolastatin hodc chét twong tw dolostatin chira peptit va din xudt, auristatin
(Patent M¥ sb 5,635,483 va 5,780,588). Dolastatin va auristatin da dugc chi ra 1a can trd
dong hoc vi 6ng, sy thay phan GTP, va phan chia nhan va té bao (Woyke et al (2001)
Antimicrob. Agents va Chemother. 45(12):3580-3584) va c6 hoat tinh khang ung thu
(Patent M§ s§ 5,663,149) va khang nidm (Pettit et al, (1998) Antimicrob. Agents
Chemother. 42:2961-2965). G6c dugc chat dolastatin hoic auristatin ¢6 thé dwoc gén vao
khéng thé qua d4u cing N (amino) hozc d4u ciing C (carboxyl) ctia gbc duge chat chira
peptit (WO 02/088172).

Cac phwong 4n vé auristatin dién hinh bao gdm cic gbc dugc chat
monometylauristatin DE vd DF duwgc lién két ddu cing N, dugc néu trong
“Monometylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, ndp ngay
5/11/2004.

Thong thudng, cac gbc dugc chit dua trén peptit c6 thé dugc didu ché bang cach
tao thanh 1ién két peptit gifta hai hodc nhiéu axit amin va/hodc cic doan peptit. Céc lién
két peptit nay c6 thé dugc diéu ché, vi du, theo phuong phép téng hop pha léng (xem E.
Schréder va K. Liibke, “The Peptide,” quyén 1, pp. 76-136, 1965, Academic Press) ma la
da biét trong linh vie héa hoc peptit. Cac gbe duge chit auristatin/dolastatin ¢6 thé dugc
diéu ché theo phuong phip cia: Patent M§ s6 5,635,483 va 5,780,588; Pettit et al.,
(1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al., (1998) Anti-Cancer Drug Design
13:243-277; Pettit, G.R., et al., Synthesis, 1996, 719-725; va Pettit et al., (1996) J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863. Xem thém Doronina (2003) Nat. Biotechnol. 21(7):778-
784; “Monometylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands,” don My sd
10/983,340, ndp ngay 5/11/2004 (bdc 16, vi du, cau ndi va phuong phép diéu ché hop
chit monometylvalin nhu MMAE va MMAF di lién hop véi cau nbi).

iii. Calicheamicin

Theo c4c phuong an khéc, thé lién hop mién dich chira khang thé theo sang ché
duogc lién hgp véi mot hodc nhiéu phén tir calicheamicin. Ho calicheamicin gém cac
khang sinh c6 kha néng san sinh cac doan diut ADN soi kép & cac né)ng dd dudi picomol.
D& didu ché cac thé lién hop ciia ho calicheamicin, xem Patent My sb 5,712,374,
5,714,586, 5,739,116, 5,767,285, 5,770,701, 5,770,710, 5,773,001, va 5,877,296 (tit ca

clia American Cyanamid Company). Cac chét twong tw cu tric cta calicheamicin ¢6 the
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duoc sir dung bao gdm, nhung khong gi6i han &, 71\, a2, as!, N-axetyl-yi’, PSAG va 6
(Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode ¢t al., Cancer Research
58:2925-2928 (1998) va cac patent My dd néu & trén clia American Cyanamid). Dugc
chét chéng khéi u khac ma khéng thé c6 thé duoc lién hop 14 QFA ma 13 antifolat. Ca
calicheamicin va QFA déu c6 vi tri tac dung ndi bao va khong d& dang xuyén qua mang
huyét trong. Do d6, su hip thu t& bao ctia cc chit nay nhd ndi bao héa qua trung gian
khéng thé 1am ting dang ké tic dung gay doc t& bao ctia ching.

iv. Chdt gdy dc té bao khdc

Céc chat khang khdi u khéc ma c6 thé da dugc tiép hop véi céc khang thé theo
sang ché bao gém BCNU, streptozoicin, vincristine va 5-florouraxil, ho cac chét nay da
biét chung 1a phirc hop LL-E33288 duoc mé ta trong Patent My sb 5,053,394 va
5,770,710, cling nhu esperamicin (Patent My s6 5,877,296).

Céc ddc t6 hoat tinh enzym va cac doan cua ching ma co thé duoc st dung bao
gé)m chudi A bach hau, cac phan doan hoat tinh khéng lién két cia doc td bach hau,
ngoai doc t6 chudi A (tit Pseudomonas aeruginosa), rixin chudi A, abrin chudi A,
modeccin chudi A, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii, protein dianthin, protein
Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chit e ché momordica charantia,
curcin, crotin, chit uc ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin,
phenomycin, enomycin va tricothecene. Xem, vi duy, WO 93/21232 co6ng b6 ngay
28/10/1993.

Sang ché con dé xuét thé lién hop mién dich dwgc tao thanh giita khang thé va hop
chit c6 hoat tinh gdy tan nhan (vi du, ribonucleaza hoic ADN endonucleaza nhu
deoxyribonucleaza; DNaza).

Dé pha hiy chon loc khéi u, khang thé c6 thé chira nguyén tir c6 hoat tinh phéng
xa cao. Nhiéu chit ddng vi phong xa 12 c6 sin dé san xuét cac khang thé lién hop phéng
xa. Vi dy bao gdm A2, 31 1125 Y9 Re!86 Re!®8, Sm!S3, Bi?!2, P32, Pb*!2 v chét dong
vi hoat tinh phéng xa chita Lu. Khi thé lién hop dugc sir dung dé phat hién, né c6 thé
chita nguyén tir hoat tinh phéng xa cho cac nghién ctru ghi biéu db nhip nhay, vi dy tc*™
hodc I'?3, hodc nhin quay cho phuong phap chup céng hudng tir hat nhdn (NMR) (con
duoc biét 1a chup cdng hudng tlr, mri), nhu iot-123, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13,

nito-15, oxy-17, gadolini, mangan hodc sht.
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Nhian phéng xa hogic cdc nhan khéc c6 thé duge két hop trong thé lién hop theo
cach da biét. Vi du, peptit c6 thé duoc sinh tdng hop hodc c6 thé duogc tbng hop bang
céch téng hop axit amin hoéa hoc st dung tién chét axit amin thich hop bao gdm, vi du,
flo-19 thay cho hydro. C4c nhan nhu tc®*™ hogc 1'%, Re!®, Re'®® va In'!! ¢c6 thé ndi qua
gbc xystein trong peptit. Ytri-90 c6 thé duoc ndi qua gbc lysin. Phuong phap IODOGEN
(Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57 c6 thé duoc sir dung dé
két hop iot-123. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press
1989) md ta chi tiét cic phuong phap khéc.

Céc thé lién hop ctia khang thé va chit gy doc t& bao c6 thé duoc tao ra bing
céch sir dung nhidu chét tao cip protein hai chirc nhur N-suxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)
propionat  (SPDP),  suxinimidyl-4-(N-maleimidometyl) = xyclohexan-1-carboxylat
(SMCC), iminothiolan (IT), din xuit hai chiic ctia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat
HCI), este hoat tinh (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), hop chét
bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), din xuét bis-diazoni (nhu bis-(p-
diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va hop chit flo
hoat tinh kép (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi du, ddc 6 mién dich rixin c6 thé duoc
didu ché nhu dugc md ta trong Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). Axit 1-
isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaaxetic (MX-DTPA) duoc danh diu
cacbon-14 13 chét tao chelat dién hinh d lién hop nucleotit phéng xa véi khang thé. Xem
W094/11026. Ciu ndi c6 thé 13 “cAu ndi cét dugc” tao thuin loi dé giai phéng duoc chit
gdy doc t& bao trong t& bao. Vi dy, cau nbi khong bén véi axit, cdu nbi khong bén véi
peptidaza, ciu nbi khong bén véi anh séng, cau ndi dimetyl hodc ciu ndi chira disulfua
(Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); Patent M§ s 5,208,020) c6 thé dugc
st dung.

Hop chit theo séng ché bao gdm, nhung khong gidi han &, ADC dugc didu ché
béng chit phan tmg lién két ngang: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS,
MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, va sulfo-SMPB, va SVSB (succinimidyl-
(4-vinylsulfone)benzoate) ma da co6 trén thi trudng (vi dy, tir Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IL., U.S.A). Xem céac trang 467-498, 2003-2004 Applications Handbook va
Catalog.

v. Diéu ché cdc thé lién hop khdng thé duwoc chdt
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Trong céc thé lién hop khang thé dugc chit (ADC) theo sang ché, khang thé (Ab)
duoc lién hop véi mot hodc nhiéu gbe dugc chat (D), vi du khoang tir 1 dén 20 gbc duoc
chét cho mdi khang thé, qua cau nbi (L). ADC c6 cong thirc I ¢6 thé dugc didu ché bing
mot vai con dudng, st dung phan tmg héa hoc hitu co, cac didu kién, va chét phan tng
d3 biét voi nguoi c6 kién thiic trung binh trong linh vuc, bao gém: (1) phan tmg cta
nhém 4i nhan ctia khéng thé v&i chdt phan tng lién két hoa tri hai, dé tao thanh Ab-L,
qua lién két cong héa tri, sau d6 1a phan ting véi gbc duoc chit D; va (2) phan ung cua
nhém 4i nhan ciia gbc duge chét voi chit phan tmg lién két hoa tri hai, dé tao thanh D-L,
qua lién két cong hoa tri, sau d6 13 phan tng véi nhém &i nhan cia khang thé. Phuong

phap khac dé didu ché ADC dugc néu trong ban mé ta nay.

Ab—(L-D), I

CAu nbi c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu thanh phin cdu ndi. Thanh phin ciu ndi
dién hinh bao gdm 6-maleimidocaproyl (“MC”), maleimidopropanoyl (“MP”), valin-
citrullin (“val-cit”), alanin-phenylalanin (“ala-phe”), p-aminobenzyloxycacbonyl
(“PAB”), N-suxinimidyl 4-(2-pyridylthio) pentanoat (“SPP”), N-suxinimidyl 4-(N-
maleimidometyl) xyclohexan-1 carboxylat (“SMCC”), va N-suxinimidyl (4-iodo-axetyl)
aminobenzoat (“SIAB”). Thanh phan cu ndi khéc 14 d4 biét trong linh vuc va mot sb
thanh phin ndy dwoc néu trong bian md ta niy. Xem thém “Monometylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, ndp ngay 5/11/2004.

Theo mét sé phuwong 4n, ciu ndi ¢ thé chira cac gbc axit amin. Thanh phin ciu
ndi axit amin dién hinh bao gdm dipeptit, tripeptit, tetrapeptit hodc pentapeptit. Vi du vé
dipeptit bao gém: valin-citrullin (vc hodc val-cit), alanin-phenylalanin (af hogc ala-phe).
Vi du v& tripeptit gdm: glyxin-valin-citrullin (gly-val-cit) va glyxin-glyxin-glyxin (gly-
gly-gly). Céc gbc axit amin ma chira thanh phin ciu nbi axit amin bao gdm cac gbc cb
trong ty nhién, cling nhu cac axit amin khong quan trong va céac chit twong tur axit amin
khong c6 trong tw nhién, nhu citrullin. Thanh phan cau ndi axit amin c6 thé dwoc thiét ké
va t8i uu hoa & tinh chon loc ctia ching dé phan cit dugc bing enzym bai cic enzym cu
thé, vi du, proteaza lién két khéi u, cathepsin B, C va D, hoic proteaza plasmin.

Nhém 4i nhan trén cac khang thé bao gdm, nhung khong gidi han &: (i) nhém
amin diu cung N, (ii) nhém amin chudi bén, vi du lysin, (iii) nhém thiol chudi bén, vi du
xystein, va (iv) nhom hydrohydroxyl duong hodc nhém amino trong d6 khing thé duogc

glycosyl héa. Nhém amin, thiol, va hydrohydroxyl la 4i nhan va c6 kha ning phan ung dé
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tao thanh lién két cong hoa tri véi nhom ai dién tir trén cac géc cau ndi va chit phan tng
lién két bao gém: (i) este hoat tinh nhu NHS este, HOBt este, haloformat, va axit
halogenua; (ii) alkyl va benzyl halogenua nhu haloaxetamit; (iii) nhém aldehyt, keton,
carboxyl, va maleimit. M6t sb khéng thé c6 cac disulfua lién chudi khtr duoc, tic 1a ciu
xystein. Céc khang thé c6 thé duoc 1am cho ¢6 kha ning lién hop véi chét phan tmg lién
két bang cach xir Iy voi chit khir nphu DTT (dithiothreitol). M3i ciu xystein do dé s& tao
thanh, vé 1y thuyét, hai nhém 4i nhén thiol ¢4 tinh phan ung. Cac nhém 4i nhan khic c6
thé duge dua vao cic khang thé nho phan Gng cua lysin v&i 2-iminothiolan (chét phan
tmg Traut’s) din dén sy chuyén héa amin thanh thiol. Nhém thiol phan g c6 thé duoc
dua vao khang thé béng cach dua vao, hai, ba, bdn, hodc nhiéu géc xystein (vi duy, tao ra
khang thé dot bién gdm mot hodc nhidu gdc axit amin xystein khong tu nhién).

Cac thé lién hop khang thé duoc chét theo sang ché con ¢é thé duge tao ra béng
cach bién ddi khang thé d& dua vao cac gde 4i dién tir, ma c6 thé phan g véi nhom thé
4i nhan trén chét phan ung lién két hodc duge chat. Puong ctia cac khang thé duge
glycosyl héa cé thé duge oxy héa, vi du, bing chit phan tng oxy héa periodat, dé tao
thanh nhém aldehyt hodc keton ma c6 thé phan tmg v6i nhém amin cua chét phéan Gng
lién két hodic cac gbc dugc chit. Nhém bazo imin Schiff thu dugc cé thé tao thanh ciu
ndi on dinh, hodc c6 thé dugc khir, vi du, bing chit phan tmg borohydrua dé tao thanh
cau ndi amin 6n dinh. Theo mot phuong 4n, phan ting ctia phan hydrat cacbon cua khéang
thé dugc glycosyl hoa véi glactoza oxidaza hodc natri meta-periodat cé thé tao ra nhom
cacbonyl (aldehyt va keton) trong protein ma cé thé phan tmg v&i nhém thich hop trén
dugc chat (Hermanson, Bioconjugate Techniques). Theo phuong an khéc, protein chira
céc gbc serin hogc threonin ddu ciing N ¢6 thé phén Ung véi natri meta-periodat, ddn dén
viéc san sinh aldehyt & vi tri cla axit amin thit nhét (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; Patent M¥ s 5,362,852). Aldehyt ndy cé thé duge phan
tmg v&i gbe dugc chit hozic nhém lién két 4i nhan.

Tuong tw, nhém 4i nhan trén gbc dugc chét bao gbm, nhung khong gidi han 6:
nhom amin, thiol, hydrohydroxyl, hydrazua, oxim, hydrazin, thiosemicarbazon, hydrazin
carboxylat, va arylhydrazit c6 kha ning phan tng dé tao thanh cac lién két cong hoa tri
v6i nhém ai dién tir trén cc gbe cau ndi va chét phan tng lién két bao gbm: (i) este hoat
tinh nhu NHS este, HOBt este, haloformat, va axit halogenua; (ii) alkyl va benzyl

halogenua nhu haloaxetamit; (iii) nhém aldehyt, keton, carboxyl, va maleimit.
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Theo cach khéc, protein dung hop chira khéng thé va chét gay doc té bao c6 thé
duoc tao ra, vi du, bang k¥ thuat tai t hop hoic tdng hop peptit. Chidu dai caa ADN c6
thé chtra viing twong mg ma hoéa cho hai phan cta thé lién hop ndm lién k& nhau hodc
dugc tach riéng boi viing ma héa cho peptit cdu ndi ma khong pha v cac tinh chat mong
mubn cta thé 1ién hop.

Theo mot phuong an khéc nita, khang thé c6 thé duoc lién hop véi “thu thé” (nhu
streptavidin) dé st dung trong viéc gén dich so bd khéi u trong d6 thé lién hop khang
thé-thy thé dugc sir dung cho cé thé, sau do6 loai bo thé 1ién hop chua duge lién két khoi
vong tudn hoan bing cach sir dung chit thanh thai va sau d6 sir dung “phdi tir” (vi du,
avidin) ma d4 duoc lién hop véi chit gay doc té bao (vi dy, nucleotit phong xa).

Phurong phdp st dung cdc khdng thé khdng FGFR3

Sang ché mo ta viée sir dung khang thé FGFR3 1am mot phin cta phac dd diéu tri
cu thé nhim dich dé gdy ra tac dung c6 loi tir hoat tinh ctia dugc chit nay. Sang ché dac
biét hitu dung dé didu tri bénh ung thur bao gdm c4c loai khéc nhau & céc giai doan khac
nhau.

Thut ngit ung thu bao gdm tip hop cac rbi loan ting sinh, bao gdm nhung khong
gi6i han & sy phat trién tién ung thu, khdi u lanh tinh, va khéi u 4c tinh. Khéi u lanh tinh
van dugc khu tra ¢ vi tri ban dau va khong c6 kha ning thAm, xam nhép, hoic di can dén
vi tri xa. Khéi u 4c tinh s& xdm nhap va hiy hoai cdc md khéc xung quanh chung. Chung
con c6 thé dat duoc kha nang thoat ra khoi vi tri ban dau va lan t6i cac phén khac cua co
thé (di can), thuong qua dong méu hoic qua hé lympho ma céc hach lympho nidm trong
d6. Khdi u nguyén phat duge phan loai theo loai mé tir &6 ching xut hién; khéi u di cin
duogc phan loai theo kiéu m6 ma tir d6 thu dwoc té bao ung thw. Theo thdi gian, t& bao
ctia khdi u 4c tinh trd nén bét thuong hon va c6 vé it gidng véi té bao binh thudng hon.
Su thay ddi bé ngoai nay cta té bao ung thu dugc goi 1a cAp d6 khéi u, va té bao ung thu
duogc mo ta 1a dugc biét hoa 15 (cAp thap), biét héa vira, biét héa thip, hodc khong duoc
biét hoa (cdp cao). Té bao dugc biét héa rd xudt hién kha binh thuong va gidng t& bao
binh thudng ma ching co ngudn gbc tir d6. Céc t& bao khong dugc biét hoa 13 céc t bao
da trd nén qua bit thuong dén muc khong thé xac dinh dugce ngudn gbe cua cac té bao
nay.

Hé théng chia giai doan ung thu mé ta ung thw di lan tran dén muc nao vé mat

giai phdu va co ging dé xép cac bénh nhéan cé chan doan va diéu tri twong tu vao cling
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moét nhém chia giai doan. Mot vai xét nghiém c6 thé duogc tién hanh dé givip chia giai
doan ung thu bao gdm cac xét nghiém sinh thiét va chup chiéu nhu X quang ving nguc,
nhil 4nh, quét xuong, quét CT, va quét MRI. Xét nghiém mau va danh gid 14m sang con
dugc st dung dé danh gia stc khde toan dién cia bénh nhéin va phat hién xem ung thu ¢
lan téi cAc co quan nhat dinh hay khéng.

Dé phan giai doan ung thu, Uy ban phdi hop vé ung thu Hoa Ky (American Joint
Committee on Cancer) dau tién dat ung thu, cu thé 1a cac khéi u rén, vao hé phéan loai
theo chit cai sit dung h¢ phdn loai TNM. Bénh ung thu dugc ky hiéu béng chit cai T (
kich thude khdi u), N (hach c6 thé so dugc), va/hodc M (di cén). T1, T2, T3, va T4 mo ta
kich thuéc tang dan cta tén thuong nguyén phat; NO, N1, N2, N3 chi sy tham gia cta
hach ngay cang ting; va M0 va M1 phan anh sy Véng mat hodc ¢ mit cac bénh di cin &
xa.

Trong phuong phap chia giai doan th hai, con dwogc biét 13 Phan nhém giai doan
chung (Overall Stage Grouping) hoic chia giai doan theo s6 La mi (Roman Numeral
Staging), bénh ung thu dugc chia thanh cac giai doan tir 0 &én IV, két hop kich thudc cua
thuong ton nguyén phét ciing nhu sy ¢ mit cta sy lan hach va di cin & xa. Trong hé
thdng nay, cc truong hop duge nhém lai thanh bén giai doan dwoc biéu thi bang s6 La
ma tir I #n IV, hodc duoc phén loai la “tai phat”. V&i mot s6 bénh ung thu, giai doan 0
duoc goi 12 “tai chd” hodc “Tis,” nhu caxinom éng mét tai chd hodc caxinom nhiéu thuy
nhé tai chd véi ung thu vi. U myén cép dd cao con c6 thé duoge phén loai 1a giai doan 0.
Nhin chung, ung thu giai doan I 14 ung thu duoc khoanh ving nhé ma thudng cé thé
chita khoi, trong khi d6 giai doan IV thudng thé hién bénh ung thu khéng méb duoc hodic
13 ung thu di can. Ung thu giai doan II va III thudong tién trién tai chd va/hoic thé hién sy
lién quan dén hach lympho tai chd. Nhin chung, s cia giai doan cang cao th hién bénh
cang mé& réng hon, bao gém kich thudc khdi u 16n hon va/hode sy lan rong ctia ung thu
dén céac hach lympho gin d6 va/hodc co quan nam lién ké véi khéi u nguyén phat. Cac
giai doan nay dugc x4c dinh mdt cach chinh x4c, nhung dinh nghia nay 13 khac v&i mdi
loai ung thu va 1a da biét v6i ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vyc.

Nhiéu co quan ding ky ung thu, nhu NCI’s Surveillance, Epidemiology, va End
Results Program (SEER), str dung phuong phap phén giai doan so lugc. Hé théng nay
duge sir dung cho tit ca cac loai ung thu. N6 nhém céc ca bénh ung thu thanh nim nhém

chinh:
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Tai ché 13 ung thu giai doan dAu chi c¢6 mit trong 16p té bao trong d6 né bét dau.

Puoc khoanh ving 13 ung thu duoc giéi han trong co quan trong d6 né bat dau,
ma khong c6 dau hiéu lan ra.

Cé tinh chdt vimg 13 ung thu lan ra xa vi tri ban ddu (nguyén phat) dén cac hach
lympho hoic co quan va md gan dé.

C6 tinh chdt xa 13 ung thu lan tir vi tri nguyén phat dén co quan & xa hodc hach
lympho & xa.

Khéng xdc dinh duge ding d& mé ta truong hop khong ¢6 da thong tin d& chi ra
giai doan.

Ngoai ra, phd bién 12 bénh ung thu quay trd lai nhiéu thang hodc nhidu nim sau
khi khéi u nguyén phét da duoc loai bé. Ung thu ma xuét hién lai sau khi toan bd khéiu
nhin théy da duogc trur ti€t, dugc goi 1a bénh tai phat. Bénh ma xuét hién lai trong vung
khdi u nguyén phét 13 bénh tai phét tai chd, va bénh ma xut hién lai duéi dang di cin
dugc goi 1a bénh tai phat xa.

Khdi u 6 thé 1a khédi u rén hodc khéi u mod khong ran hodc mém. Vi du vé& khdiu
md mém bao gc‘Sm bénh bach ciu (vi dy, bénh bach cau tiy bao man tinh, bénh bach cdu
ty bao cAp tinh, bénh bach cdu nguyén bao lympho cip tinh & ngudi 16n, bénh bach ciu
tiy bao cip tinh, bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh té bao B truéng thanh, bénh
bach ciu lympho bao man tinh, bénh bach cau tién lympho, hodc bénh bach cau té bao
t6¢c) hodic u bach huyét (vi du, u bach huyét khéng Hodgkin, u bach huyét t& bao T & da,
hodc bénh Hodgkin). Khi u rin bao gdm bénh ung thu bit ky clia mé co thé ngoai méu,
ty xwong, hodc hé lympho. Cac khdi u rin c6 thé con duge chia tiép thanh khéi u c6
ngudn gbc té bao biéu méb va khéi u c¢6 ngudn gbc khong phai té bao biéu mé. Vi dy vé
cac khéi u rén té bao biu mé bao gém khédi u dudng tiéu hoda, rudt két, vu, tuyén tién liét,
phéi, théan, gan, tuy, buéng tring, dau va cb, khoang miéng, da day, t4 trang, rudt non,
rudt gia, hdu moén, t4i mat, moi dudi, mii hu, da, tir cung, co quan sinh duc nam, co
quan dudng tiét niéu, bang quang, va da. Cac khdi u rdn c6 ngudn gbc khong phai biéu
mo gém sacom, khdi u nfo, va khéi u xuong. Cac vi du khéc vé khdi u duge mé ta trong
phan dinh nghia.

Theo mdt sb phuong én, bénh nhan ¢ ddy dugc dua di lam céac xét nghiém chin
doan vi du, trudc va/hodc trong va/hoidc sau khi diéu tri. Thong thudng, xét nghiém chin

doan duge thuc hién, mAu c¢6 thé thu dugc tir bénh nhén can didu tri. Vi ddi tuong bi
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ung thu, mau nay cé thé 13 mAu khéi u, hodic mAu sinh hoc khac, nhu dich sinh hoc, bao
gém, nhung khong gidi han, mau, nudc tiéu, nude bot, dich cb truéng, hogc din xuét nhu
huyét thanh mau va huyét twong mau, va dang tuong tu.

Mau sinh hoc trong ban md ta cé thé 13 mau duoc ¢b dinh, v/ du miu duoc cb dinh
formalin, mAu dugc nhing paraffin (FFPE), hoic mau déng lanh.

Nhiéu phuong phap khac nhau dé x4c dinh sy biéu hién cia mARN hodc protein
bao gdm, nhung khong giéi han &, 1ap profil biéu hién gen, phan tng chudi polymeraza
(PCR) bao gém PCR thoi gian thyc dinh lugng (qQRT-PCR), phén tich vi diy, phén tich
tudn tu sy biéu hién gen (SAGE), MassARRAY, phan tich sy biéu hién gen béng cach
gidi trinh ty tin hi€u song song hang loat (Gene Expression Analysis by Massively
Parallel Signature Sequencing (MPSS)), phan tich proteomics, héa mé mién dich (IHC),
v.v. T6t hon néu mARN dugc dinh lugng. Phéan tich mARN t5t hon néu duoc thyuc hién
bang cach sir dung k¥ thuit phan tmg chudi polymeraza (PCR), hoic bang phan tich vi
ddy. Khi PCR dugc st dung, dang dugc uu tién cua PCR 1a PCR thoi gian thuc dinh
luong (QRT-PCR). Theo mdt phuong 4n, su biéu hién mot hoc nhidu gen da dwoc luu y
& trén duge cho 1a biéu hién duong tinh néu né & mic trung binh hodc & trén, vi du so véi
cac mau khéc ctia cung loai khéi u. Mtec biéu hién trung binh c6 thé duoc x4c dinh g?m
nhu 13 ddng thoi véi viée x4c dinh su biéu hién gen, hodc ¢6 thé da dugc xé4c dinh trude
do.

Céac buéc ciia quy trinh dién hinh dé 14p profil biéu hién gen str dung md duoge
nhung paraffin, dugc c¢b dinh, 1am ngudn ARN, bao gdm phan l4p mARN, tinh ché, kéo
dai va khuéch dai doan mdi dugc dua ra trong céc bai bao di dugc cong bd khéc nhau (vi
du: Godfrey et al. J Molec. Diagnostics 2: 84-91 (2000); Specht et al., Am. J. Pathol.
158: 419-29 (2001)). Mdt cach ngén gon, quy trinh dién hinh bat ddu véi viée cit céc
phin day khoang 10 microgam ctia miu mé khdi u dwoc nhing parafin. Sau d6 ARN
duoc chiét, va protein va ADN duogc loai bo. Sau khi phan tich néng do6 ARN, budc stra
chita va/hodc khuéch dai ARN c6 thé dugc dua vao, néu cin, va ARN duoc phién ma
nguoc sit dung trinh tu khoi dong ddc hi€u gen sau do 1a PCR. Cudi cung, cac sb lidu
dugc phéan tich dé x4c dinh (c4c) lua chon didu tri tt nhét sdn c6 v6i bénh nhan trén co
s& md hinh biéu hién gen dic trung duoc xac dinh trong miu khéi u duge xét nghiém.

Viéc phat hién su biéu hién gen hoic protein c6 thé duoc x4c dinh truc tiép hoac

gian tiép.
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Mot ngudi ¢ thé xéc dinh sy biéu hién hodic hoan vi hodc khuéch dai FGFR3
trong bénh ung thu (truc tiép hodc gian tiép). Nhidu thir nghiém chin doan/tién luong 1a
¢6 san cho viéc xac dinh nay. Theo mot phuong an, sy biéu hién qua mic FGFR3 c¢6 thé
dugc phén tich bang IHC. Céc phan cit md duoc nhting parafin tir sinh thiét khdi u c6 thé
duoc dua vao thit nghiém IHC va lam cho phu hop véi tiéu chuin cuong dé nhudém
protein FGFR3 nhu sau:

Piém 0 khong c6 su bét mau nao duge quan sat théy hodc sy nhuém mang duoc
quan sét thiy trong it hon 10% té bao khéi u.

DPiém 1+ phat hién dugc sy nhudm mang co thé nhén thiy mo/vira du trong hon
10% ctia té bao khdi u. Té bao nay chi duge nhudém & mét phin mang cua ching.

Piém 2+ quan sat théy su nhudm mang hoan toan tir mirc d6 nhe dén vira phai &
hon 10% té bao khéi u.

Diém 3+ quan sat tha?'ly su nhudm mang hoan toan tir mirc d6 vira phai dén manh &
hon 10% t€ bao khéi u.

Theo mét s§ phuong 4n, cac khdi u c6 diém 0 hozic 1+ ddi voi phwong phép danh
gia su biéu hién quéa mic FGFR3 c6 thé duoc xé4c dinh 1a khong biéu hién qua muc
FGFR3, trong khi d6 céc khéi u ¢ diém 2+ hodc 3+ c6 thé dugc xdc dinh 13 bidu hién
qua muc FGFR3.

Theo mét s6 phuong an, khdi u biéu hién qui mirc FGFR3 c6 thé dwoc danh gia
bing diém héa m6 mién dich tuong tmg vdi s lugng ban sao phan tir FGFR3 dugc biéu
hién cho mbi t& bao, va c6 thé duoc xac dinh bing phuong phap héa sinh:

0 = 0-90 ban sao/té bao,

1+ = it nhét khoang 100 ban sao /t& bao,

2+ = it nhit khoang 1000 ban sao /té bao,

3+ = it nhit khoang 10 000 ban sao /t bao.

Theo cach khac, hodc ngoai ra, thr nghiém FISH cé thé duoc tién hanh trén md
khdi u dugc nhung parafin, dugc c¢b dinh formalin dé x4c dinh su c6 mit va/hodc muc do
(néu c0) cla su khuéch dai hodc hoan vi FGFR3 trong khéi u.

Su hoat héa FGFR3 c¢6 thé dugc xac dinh truc tiép (vi dy, bf?mg thlr nghi€ém
phospho-ELISA, hodc cac phuong phap khac dé phat hién thu thé duogc phosphoryl héa)

hodic gian tiép (vi du, bing cach phat hién thanh phan con dudng din truyén tin hiéu xubi
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dong d& hoat hda, phat hién dime thu thé (vi dy, homodime, heterodime), phat hién
profin biéu hién gen va dang twong tu.

Twong tw, FGFR3 co dinh va/hoic FGFR3 ddc 14p phdi tir hodc phu thudc phdi tir
c6 thé duge phat hién truc tiép hodc gian tiép (vi dy, béng cach phat hién cac d6t bién thu
thé tuong quan véi hoat tinh co dinh, bang cich phat hién sy khuéch dai thu thé tuong
quan véi hoat tinh co dinh va tuong ty).

Phuong phap dé phat hién céc dot bién axit nucleic 14 da biét trong linh vuec.
Thong thuong, mic dii khong nhét thiét, axit nucleic dich trong mau dwoc khuéch dai dé
tao ra lugng nguyén li€u mong mubn d& x4c dinh dot bién c6 mat hay khong. K¥ thuit
khuéch dai 13 d3 biét trong linh vuc. Vi dy, san phidm duoc khuéch dai c6 thé ¢ hodc ¢6
thé khong bao gdm toan bo cac trinh tu axit nucleic mi héa protein cin quan tAm, mién 1a
san phém duoc khuéch dai chira vi tri trinh ty axit amin/ axit nucleic cu thé trong d6 nghi
ngd cé dot bién.

Theo mot vi du, sy c6 mit ctia ddt bién c6 thé duge xac dinh b??mg cach cho axit
nucleic tir miu tiép xuc véi doan do axit nucleic c6 kha nang lai ddc hiéu véi axit nucleic
ma héa cho axit nucleic da dugc gdy dot bién, va phét hién su lai. Theo mdt phuong an,
doan do duogc danh déu phat hién duoc, vi du bang chét ddng vi phéng xa (CH, 3P, 33p
v.v.), chit phat huynh quang (rédamin, sy phat huynh quang v.v.) hodc chit tao mau.
Theo mot s6 phuong an, doan do la oligome d6i nghia, vi du PNA, morpholino-
phosphoramidat, LNA hoic 2’-alkoxyalkoxy. Doan do c6 thé nim trong khoang tir 8
nucleotit &&n 100 nucleotit, hodc khoang tur 10 dén 75, hoic khoang tir 15 dén 50, hoic
khoang tir 20 dén 30. Theo khia canh khéc, doan do axit nucleic theo sang ché dugc tao
ra trong bo kit dé nhén dién cac dot bién FGFR3 trong mau, kit nay chira oligonucleotit
ma lai dic hiéu vdi hodc ndm lién k& véi vi tri ciia dot bién trong axit nucleic ma hoa cho
FGFR3. B0 kit ¢6 thé con chira huéng dan sir dung dé diéu tri cho bénh nhan mang khdi
u ma chtta cac dot bién FGFR3 c6 chit dbi khang FGFR3 dua trén két qua tir thir nghiém
lai str dung bd kit.

Céc dot bién con o thé duge phat hién bang cach so sanh su dich chuyén dién di
clia axit nucleic duge khuéch dai véi su dich chuyén dién di cua axit nucleic twong ng
m3 héa cho FGFR3 kiéu dai. Khac biét v& sy dich chuyén nay chi ra sy c6 méat cua dot
bién trong trinh ty axit nucleic duoc khuéch dai. Su dich chuyén dién di c6 thé duge xac

dinh bang k§ thuét phn tach phéan tir thich hop bt ky, vi du trén gel polyacrylamit.
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Axit nucleic con ¢6 thé dugc phan tich dé phat hién cac dot bién bing cach sir
dung phuong phap phat hién dot bién bing enzym (Enzymatic Mutation Detection -
EMD) (Del Tito et al, Clinical Chemistry 44:731-739, 1998). EMD st dung resolvaza T4
endonucleaza VII thé thuc khudn, ma quét doc theo ADN soi kép cho dén khi né phét
hién va cit doan bién dang cAu tric gdy ra boi su bét cip sai céc cip bazo do cic bién ddi
axit nucleic nhu cic dot bién diém, cic dot bién gin xen va dot bién mit doan. Su phat
hién hai doan ngén dugc tao thanh boi sy phan cit resolvaza, vi du béng dién di gel, chi
ra sy ¢6 mit ctia dot bién. Céc loi ich ctia phuong phap EMD 1a mdt quy trinh duy nhét
@ nhan dién cac dot bién diém, cic dot bién mat doan, va dot bién gén xen duoc thir
nghiém truc tiép tor phan Ung khuéch dai, loai trir nhu ciu tinh ché mau, rat ngén thoi
gian lai, va lam ting ty 1é tin hiéu-d6 nhidu. Mau hdn hop chira lugng du dén 20 14n coa
axit nucleic binh thudng va céc doan c6 kich thudc 1én dén 4 kb c6 thé duoc thir nghiém.
Tuy nhién, phuong phdp quét EMD khong nhan dién dugc cac thay ddi bazo cu thé ma
xuét hién trong mau dwong tinh v6i dot bién, do d6 thudng can céc quy trinh giai trinh ty
khéc dé nhan dién dot bién cu thé néu cin. Enzym CEL I ¢6 thé dugc st dung tuong tu
véi resolvaza T4 endonucleaza VII, nhu duge chimg minh trong Patent M§ sb 5,869,245.

Bo kit don gian khac dé phét hién cac d6t bién 1a que thir lai nguoc tuong tw véi
Haemochromatosis StripAssay™ (Viennalabs
http://www.bamburghmarrsh.com/pdf/4220.pdf) dé phat hién nhidu d6t bién trong gen
HFE, TFR2 va FPN1 gay r6i loan thira sit. Thi nghiém nady dugc dua trén viéc lai dic
hidu trinh ty sau khi khuéch dai bang PCR. Déi véi cac thir nghiém dot bién don, hé
thdng phét hién dua trén dia giéng c6 thé duoc sir dung, trong khi d6 dbi véi cac thir
nghiém nhiéu dot bién, cac que thtr ¢6 thé duogc st dung 1am “d&y macro®. B9 kit c6 thé
bao gbém chét phan tng st dung duoc ngay dé chudn bi mau, khuéch dai va phat hién dot
bién. Cac quy trinh khuéch dai da thanh phﬁn dem lai su thuén tién va cho phép kiém tra
mau c6 thé tich rat han ché. Bing céch st dung dang StripAssay don gian, kiém tra 20 va
nhidu d6t bién c6 thé dugce hoan thanh trong it hon nim gior ma khong can thiét bj dat
tién. ADN dugc phéan 18p tir mAu va axit nucleic dich duoc khuéch dai in vitro (vi dy,
bang PCR) va duoc déanh d4u bang biotin, thudng 14 trong mot phan tmg khuéch dai duy
nhét (“nhiéu thanh ph?m”). San phérn khuéch dai sau d6 duogc lai chon loc véi doan do
oligonucleotit (kiéu dai va dac hiéu dét bién) duoc ¢b dinh trén nén rin nhu que thir trong

d6 doan do dugc c6 dinh dudi dang cac dudong hodc dai song song. Céc don vi sao chép

-120-



23152

dugc biotin héa di lién két duogce phét hién bing cach sit dung streptavidin- phosphataza
kiém va co chat mau. Thir nghiém nay c6 thé phét hién tit ca hoic nhém con bat ky cta
cac dot bién theo sang ché. V& dai doan do dot bién cu thé, mot trong s6 ba md hinh
truyén tin hiéu c6 thé 1a: (1) dai chi cho doan do kiéu dai ma chi ra trinh tu axit nucleic
binh thuong, (i) dai cho ca doan do kiéu dai va doan do d6t bién ma chi ra kiéu gen di
hop tir, va (iii) dai chi cho doan do d6t bién chi ra kiéu gen d6t bién ddng hop tir. Do dd,
theo mdt khia canh, sang ché dé xuat phwong phap phat hién cac dot bién theo sang ché
bao gém budc phan 1ap va/hodc khuéch dai trinh tu axit nucleic FGFR3 dich tir mau, sao
cho san phém khuéch dai chira phdi tir, cho san phim khuéch dai tiép xtc véi doan do
chira d6i tac lién két phat hién dugc véi phéi tir ndy va doan do c6 kha ning lai dic hiéu
v&i @t bién theo sang ché, va sau d6 phét hién sy lai ctia doan do véi san phdm khuéch
dai. Theo moét phuwong 4an, phdi tr 13 biotin va dbi tac lién két chira avidin hodc
streptavidin. Theo mét phuong 4n, d6i tac 1ién két chira steptavidin-ki®m ma phat hién
dugc béng co chit mau. Theo mot phuong 4n, doan do duogc ¢ dinh, vi du, trén que thir
trong d6 doan do bd sung cho cac dot bién khac nhau duoc tach riéng khoi nhau. Theo
cach khéc, axit nucleic dwoc khuéch dai dwoc danh diu biang chit ddng vi phong xa,
trong trudmg hop d6 doan do khong can chira nhén phat hién dugc.

Céc bién dbi cia gen kiéu dai bao gdm tit ca céc dang cua cac dot bién nhu dot
bién gén xen, ddo nguogce, dot bién mét doan, va/hodc cac dot bién didm. Theo mot
phuong an, cac dot bién 12 d6t bién sdma. Cac dot bién séma 1a cac dot bién chi xuét hién
trong mdt s& mé, vi du, trong mé khéi u, va khéng duoc ké thira trong dong mim. Céc
d6t bién dong mam c6 thé dugc tim thiy trong md bt ky ctia co thé.

MAu chira axit nucleic dich c6 thé thu dugc bang cac phwong phap da biét trong
linh vue, va thich hop cho loai va vi tri cu thé ctia khéi u. Phuong phép sinh thiét mo
thuong dugce st dung dé thu dugc mau dai dién ctia md khédi u. Theo cach khac, t& bao
khéi u c6 thé thu duoc gian tiép & dang clia mé/dich ma 13 da biét hosic duoc cho 13 chira
té bao khdi u cin quan tdm. Vi dy, mAu thuong t6n ung thu phdi ¢6 thé thu duoc bing
cach cét bo, soi phé quan, choc hut bang kim nhé, chai phé quan, hoic tir nuée bot, dich
mang phdi hodc mau. Gen dot bién hodc san phdm gen ¢ thé dugc phat hién tir khéi u
hodc tir mAu co thé khic nhu nudc tidu, nude bot hodic huyét thanh. Cac k§ thuat twong
tu duoc thao ludn trén ddy dé phat hién gen dich d6t bién hoic san phim gen trong miu

khéi u c¢6 thé duge 4p dung cho cic miu ciia co thé khac. Té bao ung thu duge béc ra
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khoi khéi u va xudt hién trong cdc mau co thé nay. Bing cach sang loc cic mdu co thé
ndy, chin doan sém don gian c¢6 thé dat dwoc d6i véi bénh nhu ung thu. Ngoai ra, tién
trién cua lidu phéap didu tri c6 thé dugc theo ddi dé dang bang cach kiém tra cic miu co
thé nay d6i v6i gen dich dot bién hodc san phim gen.

Phuong phap lam gidu ché phdm mé dbi véi té bao khbi u 13 d4 biét trong linh
vue. Vi dy, mé ¢6 thé duge phan 1ap tir cc lat cat paraffin hodc lat cat dong lanh. Té bao
ung thu con cé thd duoc tach ra khoi té bao binh thudng bing phwong phéap do té bao
theo dong hodc phuong phép vi phiu bét gitt laze. Cac k§ thuit nay, cling nhu cac k¥
thuat khac d& tach khéi u ra khoi t& bao binh thudng, 14 da biét trong linh vuc. Néu méb
khéi u bi 14n nhiu t& bao binh thudng, viéc phat hién cic d6t bién c6 thé 1a khé hon, mic
du k¥ thudt d& giam thiéu sy nhiém tap va/hoic két qua duong tinh/Am tinh sai 13 d4 biét,
mdt s6 k§ thuat d6 duoc néu trong ban md ta dudi ddy. Vi du, mau con c6 thé dugc danh
gia v& sy c6 mit cia chit danh ddu sinh hoc (gdm d6t bién) dugc biét 1a két hop véi té
bao khdi u cAn quan tim nhung khong phai té bio binh thudng tuong tmg, hoic nguge
lai.

Viéc phat hién cac dot bién diém trong axit nucleic dich c6 thé dugc thuc hién
bang céch tach dong phin tit cac axit nucleic dich va giai trinh tu céc axit nucleic nay
bang cach sir dung k¥ thuat da biét trong linh vuc. Theo cach khéc, cac k¥ thuat khuéch
dai nhu phan ting chudi polymeaza (PCR) c6 thé duoc st dung dé khuéch dai trinh tu
axit nucleic dich truc tiép tlr ché phém ADN hé gen tr m6 khdi u. Trinh tu axit nucleic
cla trinh tu khuéch dai sau d6 c6 thé dugc x4c dinh va cac dot bién dugce nhén dién tir
d6. K§ thuat khuéch dai 1a da biét trong linh vue, vi du, phan tmg chudi polymeaza nhu
dugc néu trong Saiki et al., Science 239:487, 1988; Patent MY sb 4,683,203 va
4,683,195.

Can luu y rang viéc thiét k& va lua chon céc doan mdi thich hop 1a k¥ thudt da
dugc xay dung trong linh vuec.

Phan tng chudi ligaza, ma da biét trong linh vyc, con cd thé duoc sur dung dé
khuéch dai trinh tu axit nucleic dich. Xem, vi dy, Wu et al., Genomes, Vol. 4, pp. 560-
569 (1989). Ngoai ra, k§ thuat dugc biét 1 PCR dic hiéu alen ciing c6 thé duogc st dung.
Xem, vi du, Ruano va Kidd, Nucleic Acids Research, Vol. 17, p. 8392, 1989. Theo k¥
thuat nay, cac doan moi duoc st dung ma lai, & ddu 3’ cta chung, véi dot bién axit

nucleic dich cu thé. Néu dot bién cu thé nay khong cé mat, san phém khuéch dai khong
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dwoc quan sat thdy. Hé théng Amplification Refractory Mutation System (ARMS) ciling
¢6 thé duoc s dung, nhu dugc mé ta trong cong bb don séng ché chau Au sb 0332435,
va trong Newton et al., Nucleic Acids Research, Vol. 17, p.7, 1989. Céc d6t bién gén xen
va dot bién mit doan cta gen cling c6 thé duoc phat hién béng cach tach dong, giai trinh
tw va khuéch dai. Ngoai ra, doan do da hinh c6 chiéu dai doan gidi han (RFLP) cho gen
hodc gen danh déu xung quanh c6 thé duoc str dung dé tinh diém su bién ddi alen hoic
dot bién gin xen trong doan da hinh. Phén tich da hinh c4u hinh s¢i don (Single stranded
conformation polymorphic - SSCP) con c6 thé duoc sir dung dé phét hién cac bién thé
thay dbi bazo ctia alen. Xem, vi du Orita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 86, pp.
2766-2770, 1989, va Genomics, Vol. 5, pp. 874-879, 1989. Cac k¥ thuat khac dé phat
hién cac dot bién grfm xen va cac dot bién mit doan nhu da biét trong linh vuc cling c6
thé duoc str dung.

Su bién d6i gen kidu dai con c6 thé duogc phét hién trén co s& su bién ddi san
phim biéu hién kiéu dai ctia gen nay. San phim biéu hién nay bao gdm c4 mARN cling
nhu san phém protein. Cac dot bién diém c6 thé dugc phat hién béng céch khuéch dai va
giai trinh ty mARN hodc nh¢ viée tdch dong phan tr cADN duogc tao ra tit mARN. Trinh
tu cia cADN dé tach dong c6 thé dugc x4c dinh b'ilng céch str dung k¥ thuat giai trinh ty
ADN d3 biét trong linh vuc. cADN ciing c6 thé dwoc giai trinh tu théng qua phan Gng
chudi polymeraza (PCR).

Céc bt c3p sai 12 hai soi axit nucleic lai ma khéng bd sung 100%. Viéc khong co
tinh bd sung toan bd cd thé 12 do cac dot bién mét doan, dot bién gén xen, dao, dot bién
thé hodc cac dot bién dich khung. Phwong phap phat hién bét cap sai c6 thé duoc sir dung
d8 phat hién cac dot bién diém trong axit nucleic dich. Mic du cac k¥ thust ny c6 thé 1a
it nhay hon k¥ thuét giai trinh tu, nhung chiing don gian hon d thyc hién trén sé lwong
16n mau mo. Vi du vé k¥ thuat cit bit c3ip sai 13 phuong phép bao vé RNaza, ma duge
md ta chi tiét trong Winter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 82, p. 7575, 1985, va
Meyers et al., Science, Vol. 230, p. 1242, 1985. Vi du, phwong phap theo sang ché c6 thé
bao gém vi€c st dung doan do ARN dugc danh diu ma 1a bd sung véi axit nucleic dich
kiéu dai cta nguoi. Poan dd ARN va axit nucleic dich thu dugc tir miu md duoc gén mdi
(lai) cing nhau va dwoc cét tiép bing enzym RNaza A ma c6 thé phat hién mét s bit cép
sai trong cAu trac ARN kép. Néu bét cap sai dugc phat hién boi RNaza A, no cht & vi tri

clia bt cap sai nay. Do d6, khi ché phdm ARN d3 gin mdi dugc phéan tach trén chit nén
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gel dién di, néu bét cdp sai duoc phét hién va dugc phan cit bsi RNaza A, sén phém
ARN s dugc nhin thdy 14 ngén hon ARN kép c6 chiéu dai diy da cho doan dd ARN va
mARN hodc ADN. Poan do ARN khoéng can c6 do dai dﬁy da cda axit nucleic dich
mARN hodc gen, ma cé thé 1a mot phﬁn cta axit nucleic dich, v6i didu kién 13 né bao
gém vi tri dugc nghi ngo 1a duge gay dot bién. Néu doan dd ARN chi chira m6t doan cta
mARN axit nucleic dich hodc gen, c6 thé mong mudn sir dung nhiéu doan do nay dé sang
loc toan bd trinh tu dich axit nucleic vé cac bét cap sai néu mudn.

Theo cach tuwong tu, doan dd ADN c6 thé duoc st dung d& phat hién bét cap sai,
vi du nh¢ phan cét enzym hodc héa hoc. Xem, vi dy, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, Vol. 85, 4397, 1988; va Shenk et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 72, p. 989,
1975. Theo cach khéc, bat ciip sai c6 thé dugc phat hién béi cac thay dbi & tinh di dong
dién di cta cac soi doi bét cdp sai so vdi cac sgi doi bat cdp dung. Xem, vi dy, Cariello,
Human Genetics, Vol. 42, p. 726, 1988. V&i doan do ARN hoac doan do ADN, mARN
axit nucleic dich hodc ADN ma c6 thé chua dot bién c6 thé duge khuéch dai trude khi
lai. Céc thay dbi trong ADN axit nucleic dich ciing c6 thé dugc phét hién bing cach st
dung phuong phap lai Southern, dic biét 13 néu céc thay d6i nay 1a cac sip xép lai toan
bd, nhu céc dot bién mit doan va dot bién g'fln xen.

Trinh tu ADN axit nucleic dich ma d& dugc khuéch dai con ¢ thé duoc sang loc
bﬁng cach st dung doan do dédc hiéu alen. Cac doan do nay 14 cac oligome axit nucleic,
ma mdi doan nay chira ving gen axit nucleic dich mang dot bién di biét. Vi du, mot
oligome c6 thé dai khoang 30 nucleotit, trong tng v&i mot phan cua trinh ty gen dich.
Bing cach sir dung bo doan do dic hiéu alen, san pham khuéch dai axit nucleic dich c6
thé duoc sang loc dé nhan dién sy c6 mit cia dot bién da xac dinh trude d6 trong gen
dich. Viéc lai cac doan do dic hiéu alen véi trinh tu axit nucleic dich d& khuéch dai c6
thé duogc tién hanh, vi dy, trén thiét bi loc nylon. Viéc lai v6i doan do cu thé trong cac
diéu kién lai nghi€m ngét chi ra su c6 mét ctia mot dot bién trong mo6 khéi u giéng nhau
nhu trong doan do dac hi€u alen.

Su bién d6i gen dich kiéu dai ciing c6 thé dwoc phat hién bang cach sang loc cic
bién dbi cua protein kiéu dai twong tmg. Vi du, cac khang thé don dong phan tmg mién
dich véi san phém gen dich co thé duogc st dung dé sang loc md, vi du khang thé ma da
biét 14 lién két véi vi tri dot bién cu thé cua san phdm gen nay (protein). Vi du, khang thé

dugc st dung c6 thé 13 khang thé lién két v6i exon da bi mét hoic lién két véi epitop ciu
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hinh chtra mot phin @3 bi mét cta protein dich. Viéc thiéu khéng nguyén cting ngudn s&
chi ra d6t bién. Cac khang thé dic hiéu véi san pham cia alen dot bién ciing c6 thé dugc
str dung dé phat hién san phdm gen d6t bién. Cac khang thé co thé dugc xac dinh tir thu
vién biéu hién thé thuc khuin. Céc thir nghiém mién dich nay c6 thé duoc thuc hién &
dang thuan loi bt ky d4 biét trong linh vuc. Céc thir nghiém nay bao gdém thdm tach
Western, thir nghiém héa mé mién dich va thir nghiém ELISA. Phuong phép bit ky dé
phét hién protein bién dbi c6 thé duogc sir dung dé phat hién sy bién ddi ctia gen dich kiéu
dai.

Céap doan mdi 13 hitu dung dé x4c dinh trinh tu nucleotit cla axit nucleic dich
bing céach st dung k¥ thuat khuéch dai axit nucleic nhu phén img chudi polymeraza. Céc
cip doan mdi ADN soi don c6 thé dugc gén mdi véi trinh tu ndm trong hosc xung quanh
trinh tu axit nucleic dich d& mdi qué trinh khuéch dai trinh tu dich. Cac doan mdi dic
hiéu alen ciing c6 thé duoc str dung. Céc doan mdi nay chi gén mdi véi trinh tu dich dot
bién cu thé, va do d6 s& chi khuéch dai san phdm khi c6 mat trinh tu dich d6t bién lam
khuon. Dé tao thudn lgi cho viéc tach dong tiép céc trinh tu d3 duoc khuéch dai, cac doan
mdi ¢6 thé ¢6 trinh tu vi tri enzym gidi han dugc gén vao dau cung cua chung. Céc
enzym va vi tri ndy 14 da biét trong linh vuc. Chinh cac doan mdi c6 thé duge tdng hop
bang cach st dung k§ thut da biét trong linh vuc. Thong thuong, cdc doan mdi ¢ thé
duogce tao ra bing cach sir dung may tong hop oligonucleotit ¢é trén thi trudng. Viée thiét
ké cac doan mbi cu thé 13 d3 biét voi ngudi ¢6 kién thire trung binh trong linh vie.

Poan do axit nucleic 1a hitu dung cho nhiéu myc dich. Ching c6 thé duoc st dung
trong phuong phap lai Southern véi ADN b gen va trong phuong phap bdo vé RNaza dé
phat hién cac dot bién didm da néu & trén. Poan do ¢6 thé dugc sir dung d& phat hién san
phdm khuéch dai axit mucleic dich. Ching con c6 thé duge sit dung dé phét hién céc bat
cdp sai v6i gen hoic mARN kiéu dai sir dung cac k¥ thuat khac. Bat c3p sai c6 thé dugc
phat hién bang cach sir dung enzym (vi du, S1 nucleaza), héa chat (vi du,
hydrohydroxylamin ho#ic osmi tetroxit va piperidin), hodc céc thay d6i v& tinh di dong
dién di cta céc thé lai bi bat cap sai so vdi cac thé lai dugc bat cap toan bg. Céc k¥ thuat
nay la d4 biét trong linh vyc. Xem Novack et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 83, p.
586, 1986. Thong thuong, cac doan do bd sung cho trinh tir & bén ngoai mién kinaza.

Toan bd bd doan do axit nucleic c thé duoc st dung dé tao ra bo kit phat hién cac dot
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bién trong axit nucleic dich. B kit nay cho phép lai véi ving 16n cta trinh tu dich cin
quan tAm. Poan do c6 thé gbi 1én nhau hoic lién tiép.

Néu doan do ARN duogc st dung dé phét hién bét cdp sai véi mARN, né thuong
bd sung v6i mARN ctia gen dich. Poan do ARN do d6 13 doan do d6i nghia & chd né
khong mi hoéa cho san phim gen tuong Umg vi né bd sung cho soi ¢é nghia. Poan do
ARN thuong s€ dugc danh diu béng nguyén liéu cd hoat tinh phdéng xa, nguyén liéu do
mau, hodc nguyén liéu do huynh quang, ma c6 thé dugc thuc hién bang phwong phap bét
ky da biét trong linh vuc. Néu doan do ARN dugc st dung dé phat hién bat cap sai voi
ADN, né c¢6 thé c6 tinh phén cuc, c6 nghia hoac d6i nghia. Tuong ty, doan do ADN ciing
c6 thé duoc sir dung dé phat hién bt cip sai.

Trong mot s6 vi dy, bénh ung thu cé hodc khong biéu hién quéd mic FGFR3. Sy
biéu hién qua muc thu thé c¢6 thé dugc x4c dinh trong thir nghiém chin doan hoic tién
lwong bang cach danh gii mirc ting ciia protein thu thé c¢6 mit trén b mat cua té bao (vi
du théng qua thir nghi€ém hda mo mién dich; THC). Theo cach khic, hodc ngoai ra, cb thé
x4c dinh ham luong cta axit nucleic ma hoa thy thé trong té bao, vi du thong qua phuong
phép lai phat huynh quang tai chd (FISH; xem WO98/45479 dugc cong bd thang
10/1998), thdm tach southern, hodc k¥ thuit phan tng chudi polymeraza (PCR), nhu
PCR dinh lugng thoi gian thue (RT-PCR). Ngoai cac thir nghiém trén, nhidu thir nghiém
in vivo 12 s&n c6 véi ngudi thyc hanh ¢é chuyén mon. Vi du, mét nguoi ¢é thé cho té bao
trong co thé bénh nhén tiép xtic véi khéang thé ma duge danh du tily ¥ bang nhan phat
hién duoc, vi du chét déng vi hoat dong phéng xa, va su lién két khang thé véi té bao &
bénh nhin c6 thé duoc danh gia, vi du bang cach quét ngoai déi voi hoat tinh phéng xa
hoic bang cach phan tich mAu sinh thiét dugc 14y tir bénh nhéan d tiép xtc v6i khang thé
nay trudce do.

Chét héa tri liéu

Cac liéf:u phép két hop co thé con chira mot hodc nhidu chit héa tri liéu. Viée st
dung két hop bao gdm dbng str dung hoic st dung ddng thoi, bang cach sir dung céc ché
phém riéng r& hodc mot duge phém, va st dung lién tuc theo thir tu, trong do tbt hon néu
c6 khoang thoi gian khi d6 ca hai (hodc tAt ca) cac hoat chit ddng thoi gy ra hoat tinh
sinh hoc ctia ching.

Chét héa tri liéu, néu duoc dung, thuong duogc st dung & lidu luong da biét, hodc

dugc lam giam tuy y do tac dung két hop ctia duge chét hoic tac dung phu bét loi do viée
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sir dung chit héa trj liéu chéng chuyén héa. Dang bao ché va lich st dung liéu cho céc
chét héa tri liéu ndy c6 thé duoc str dung theo huéng din str dung ctia nha san xuét hodc
nhu dugc xac dinh theo kinh nghiém bdi nguoi ¢6 chuyén mon.

Nhiéu chit héa tri liéu khac nhau c6 thé dugc két hop duoc be 16 trong ban mo
ta.

Theo mot sb phuong én, cht hoa tri liéu can két hop duoc chon tir nhém bao gém
lenalidomide (REVLIMID), chét trc ché proteosome (nhu bortezomib (VELCADE) va
PS342), bora taxoid (bao gdm docetaxel va paclitaxel), vinca (nhu vinorelbine hodc
Vinblastine), hop chét platin (nhu carboplatin hodc cisplatin), chét tic ché aromataza (nhu
letrozole, anastrazole, hodc exemestane), chit khang estrogen (vi du fulvestrant hodc
tamoxifen), etoposide, thiotepa, xyclophosphamit, pemetrexed, methotrexat, doxorubicin
liposom, doxorubicin liposom dugc peg hda, capecitabine, gemcitabine, melthalin,
doxorubicin, vincristine, chat (¢ ché COX-2 (vi du, celecoxib), hodc steroid (vi du,
dexamethasone va prednisone). Theo mét sb phwong 4n (vi dy, phuong 4n bao gdm
phuong phap diéu tri da u tuy t(4;14)+, dexamethasone va lenalidomide, hodc
dexamethasone, hodc bortezomib, hoac vincristine, doxorubicin va dexamethason, hoic
thalidomide va dexamethasone, hoic doxorubicin liposom, vincristine va
dexamethasone, hodc lenalidomide va dexamethasone, hodc bortezomib va
dexamethasone, hodc bortezomib, doxorubicin, va dexamethasone duoc Kkét hop. Theo
mdt s§ phuong 4n (vi du, phuong an bao gdm ung thu bang quang), gemcitabine va
cisplatin, hodc taxane (vi du, paclitaxel, docetaxel), hodc pemetrexed, hoac methotrexate,
vinblastine, doxorubicin va cisplatin, hodc carboplatin, hodc mitomycin C két hop véi 5-
Florouraxil, hodc cisplatin, hodc cisplatin va 5-Florouraxil dugc két hop.

Ché phim, liéu va sir dung

Duoc chit duoc st dung trong sang ché s& duoc bao ché, dinh liéu, va duge st
dung theo cach phil hop véi thue hanh thube tot. Cac yéu t6 d& xem xét trong trudong hop
nay bao gém 161 loan cu thé dang dugc diéu tri, ddi tugng cu thé dang dugc diéu tri, tinh
trang 14m sang ctia bénh nhén, nguyén nhan cta rdi loan, vi tri phan phdi chét nay,
phuong phép sir dung, lich sir dung, twong tac dugc chat-duge chét ctia chit cin duogc két
hop, va céc yéu td khac da biét véi bac si.

Dugc phidm dugce bao ché bang cach st dung phuong phép chudn da biét trong

linh vuc bang cach tron thanh phan hoat tinh c6 d6 tinh khiét mong mudn véi chit mang
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duoc che‘ip nhdn v& mit sinh ly, t4 dugc hodc chit lam én dinh (Remington’s
Pharmaceutical Sciences (20" edition), ed. A. Gennaro, 2000, Lippincott, Williams &
Wilkins, Philadelphia, PA). Chét mang chép nhén du’&c, bao gém nuée mudi, hodc dung
dich dém nhu phosphat, xitrat va céc axit hitu co khéc; chit chdng oxy héa bao gdm axit
ascorbic; polypeptit khdi lugng phan tir thdp (it hon khoang mudi gbc); protein, nhu
albumin huyét thanh, gelatin hoic globulin mién dich; polymer wa nuéc nhu
polyvinylpyrrolidon, axit amin nhw glyxin, glutamin, asparagin, arginin ho#c lysin;
monosacarit, disacarit, va hydrat cacbon khac bao g@)gn glucoza, mannoza, hoic dextrin;
chét tao chelat nhu EDTA; rugu dudng nhu mannitol hodc sorbitol; cic dbi ion tao mudi
nhu natri; va/hodc chit hoat dong bé mat khong ion nhu TWEEN™, PLURONICS™,
hoac PEG.

Tuy chon, nhung t&t hon néu, ché phim nay chira mudi duge dung, t6t hon néu 1a
natri clorua, va t6t hon néu & khoang ndng dd sinh ly., Tty chon, ché phdm theo sang ché
6 thé chua chét bao quan duoc dung. Theo mot sb ﬁhucrng an, néng dd chét bao quan
ndm trong khoang tir 0,1 dén 2,0%, thuong 14 theo thé tich. Chét bao quén thich hgp bao
gé)m cac chit da biét trong linh vuc duge. Ruou benzylic, phenol, m-cresol,
metylparaben, va propylparaben 1 chét bao quan dwoc uvu tién. Tty chon, ché phim theo
séng ché c6 thé bao gém chét hoat dong bé mit duge dung & néng d6 1a 0,005 dén
0,02%. |

Ché phdm trong ban mb ta con c6 thé chira nhiu hon mot hoat chit, néu cin, cho
chi dinh cu thé dang duoc didu tri, t5t hon néu cac chét ndy c6 hoat tinh bd sung ma
khéng anh hudng bat lgi dén nhau. Cac phén tir niy c6 mit thich hop & dang hén hop véi
luong hitu hiéu cho muc dich duge du kién.

Thanh phén hoat tinh con c6 thé duoc boc trong vién vi nang duogc diéu ché, vi dy,
bang k¥ thuat giot tu hodc bing phuong phép polyme héa bé mit chung, vi du, vién vi
nang hydroxymetylxenluloza hodc gelatin va vién vi nang poly-(metylmetacylat), twong
ting, trong hé phan phdi dugc chét keo (vi du, liposom, vi cAu albumin, vi nhil tuong, cac
hat nano va nang nano) hodc trong nhil tuong hat 16n. Céc ky thudt nay dugc néu trrong
Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra.

Ché phim gi4i phéng duy tri c6 thé duoc bao ché. Vi du thich hop v& ché phdm
giai phong duy tri bao gdm chét nén ban thim chira polyme rén ky nuéc chira khang thé,

chit nén nay ¢ dang vét thé dugc tao hinh, vi dy, mang, hodc vién vi nang. Vi du vé chat
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nén gidi phéng duy tri bao gdm polyeste, hydrogel (vi du, poly(2-hydroxyetyl-
metacrylat), hodc poly(vinylalcohol)), polylactit (Patent My 56 3,773,919), copolyme cua
axit L-glutamic va y etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat khong phadn hiy duoc,
copolyme axit lactic - axit glycolic phan hiy dugc nhu LUPRON DEPOT™ (hat vi ciu
tiém duoc tao bdi copolyme axit lactic - axit glycolic va leuprolide axetat), va axit poly-
D-(-)-3-hydroxybutyric. Trong khi cdc polyme nhu etylen-vinyl axetat va axit lactic - axit
glycolic cho phép gidi phong phan tir trong trén 100 ngay, mét s§ hydrogel giai phéng
protein trong khoang thoi gian ngén hon. Khi cac khang thé duoc bao nang van & trong
co thé trong thoi gian dai, ching c6 thé bién tinh hodc két tu lai do tiép xtic véi d6 Am &
37°C, dan dén sy mét hoat tinh sinh hoc va c6 thé thay dbi kha ning gdy mién dich. Cac
chién lugc hop 1y c6 thé dugce tinh dén dé 1am bn dinh ty thudc vao co ché cé lién quan.
Vi dy, néu co ché két tu dwoc phat hién 1 su tao thanh lién két S-S lién phan tr nho su
trao ddi thio-disulfua, su dn dinh c6 thé dat duogc béng cach bién dbi cac géc sulthydryl,
lam dong kho tir dung dich axit, kiém so4t ham 4m, sir dung cht phu gia thich hop, va
phat trién cac ché phim chét nén polyme dic hiéu.

Dugc chét theo sang ché dugc str dung cho ngudi bénh, theo phuong phép da biét,
nhu st dung trong tinh mach dudi dang truyén tinh mach nhanh hogic bang cach truyén
lién tuc trong mot khoang thoi gian, bang dudng trong co, trong mang bung, trong nio
tiy, duéi da, trong khép, trong hoat dich, ndi tily mac, dudng miéng, tai chd, hoic x6ng.
Chién luge ex vivo cling ¢o thé duge st dung cho tng dung didu tri . Chién luge ex vivo
gbm budc chuyén nhidm hoic tai nap cac té bao thu duoc tir dbi tugng cd polynucleotit
ma hoa cho chat d6i khang FGFR3. Té bao di dugc chuyén nhiém hoc tai nap sau d6
duoc dua trd lai di twong. Céc t& bao nay c6 thé 1a té bao bt ky thudc nhidu loai bao
gém, nhung khong gidi han &, té bao tao mau (vi dy, té bao tiy xuong, dai thuc bao,
bach cdu don nhén, t& bao tua, t& bao T, hoic t& bao B), nguyén bao soi, t& bao biu mo,
té bao ndi mo, t bao stng, hodc té bao co.

Vi dy, néu chit dbi khang FGFR3 13 khang thé, khang thé nay dugc sir dung bing
phuong phép thich hop bat ky, bao gdm sir dung ngoai dudng tiéu héa, dudi da, trong
mang bung, trong phdi, va trong mi, va, néu can dbi vdi viée didu tri e ché mién dich
khu tru, sir dung trong thuong ton. Truyén ngoai dudng tiéu héa bao gdm st dung trong
co, trong tinh mach, trong khép, trong mang bung, hodc dudi da. Ngoai ra, khang thé

duoc st dung thich hop bang cach truyén theo xung, cu thé 1 véi cic lidu khang thé

-129-



23152

giam. T6t hon néu st dung lidu béng cach tiém, t6t nhit néu 13 tiém trong tinh mach hodc
dudi da, phu thude mot phﬁn vao viéc str dung 1a trong thoi gian ngén hay kéo dai.

Trong vi du khac, chét db6i khang FGFR3 duoc st dung khu trd, vi du, be"mg cach
tiém truc tiép, khi r6i loan hodc vi tri cta khédi u cho phép, va viée tiém c6 thé dugce lap
lai dinh ky. Chit d6i khang FGFR3 con c6 thé dugc phén phdi toan than cho déi tuong
hoéc truc tiép cho t& bao khéi u, vi du, cho khéi u hodc nén khéi u sau khi cit bod ph?lu
thuét khéi u, 14n luot d8 ngan ngra hodc lam gidm sy tai phat cuc bd hodc di cin.

Viée str dung céc dugc chit & dang két hop thudng duoc tién hanh trong khoang
thoi gian x4c dinh (thudong theo phut, gid, ngdy hodc tuan tiy thude vao hdn hop duoc
chon). Liéu phap két hop dugce du dinh bao gé‘im str dung cac dugc chét nay theo cach lan
luot, nghia 13 trong d6 mdi duge chét duge st dung ¢ thoi diém khac nhau, cling nhu st
dung céc dugc chét ndy, hodc it nhét hai trong sb cac dugc chét nay, theo céch g?m nhu la
ddng thoi.

Duoc chét c6 thé duge sir dung béng cung mdt dudong hodc béng cac duong khac
nhau. Vi dy, khéng thé khang FGFR3 trong liéu phéap két hop c6 thé dwoc sir dung bing
céch tiém trong tinh mach trong khi chét héa trj lidu trong lidu phap két hop nay c6 thé
duoc str dl_ing qua dudng miéng. Theo cach khéc, vi du, ca hai dugc chét c6 thé duqc st
dung qua dudng miéng, hodc ca hai dugc chét c6 thé duge sir dung bing cach tiém trong
tiinh mach, tuy thudc vao dugc chit cu thé. Thi tu trong d6 duoc chit duoc sit dung
cling thay ddi thy thudc vao chit cu thé.

Tuy thudc vao loai va mirc d6 nghiém trong cta bénh, khoang 1 pg/kg dén 100
mg/kg mdi duge chét 14 lidu tng vién ban ddu dé sir dung cho bénh nhan, di, vi du, bing
mét 14n st dung hodc nhiéu 14n st dung riéng biét, hodc bing cach truyén lién tuc. Lifu
hang ngay cu thé c6 thé ndm trong khoang tir 1 pg/kg dén 100 fng/kg hoéc hon, tuy thudc
vao céc yéu td néu trén. Dbi véi cac 14n str dung lap lai trong mot vai ngay hodc 14u hon,
tuy thudc vao tirh trang bénh, viéc didu tri duoc duy tri cho dén khi bénh ung thu duogc
diéu tri, nhu dugc xdc dinh bang cic phuong phap néu trén. Tuy nhién, cic phac db liéu
khéc c6 thé 1a hiru dung. ’

Séang ché @& cap dén viée sir dung khang thé FGFR3 béng lidu phép gen. Xem, vi
du, W096/07321 duoc cong bd ngay 14/3/996 v& viée sir dung liéu phéap gen dé tao ra
céc khéng thé ndi bao. ' ‘

Sdan phdm cua qua trinh san xudt
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Theo khia canh khac ciia sang ché, san phim cila qua trinh san xuét chita nguyén
liéu hitu dung dé diéu tri, ngan ngira va/hoic chin doan cac rdi loan néu trén duogc tao ra.
San phdm cta qué trinh san xuét chira d6 bao gbi va nhin hosc t& huéng dan st dung
ndm trén hodc di kém d6 bao goi. Db bao g6i thich hgp bao gém, vi dy, chai, 19 nho, xy
lanh, v.v. db Bao gbi co thé duoc tao thanh tir nhiéu vat liéu nhu thay tinh hoic nhya. Db
bao goi chtta ché phim ma ty n6 hodc khi duge két hop vdi (cac) ché phim khéc ¢b tic
dung dé diéu tri, ngin nglra va/hoic chin doan tinh trang bénh va cé thé c¢6 16 nap vo
tring (vi du, db bao géi co thé 13 tai dung dich trong tinh mach hosc lo nho c6 nit xuyén
qua dugc bing kim tiém dudi da). it nhdt mét hoat chat trong ché phdm nay 13 khang thé
theo sang ché. Nhén hoic gidy hudng din st dung chi ra ring ché phim nay duogc sir
dung dé didu trj tinh trang bénh dugc chon, nhu ung thu. Ngoai ra, san phim cta qua
trinh san xudt c6 thé chira (a) d bao gdi thir nhat ¢6 ché phdm chira trong do, trong d6 ché
phim nay chira khang thé theo sang ché; va (b) db bao goi thir hai c6 ché phdm chira
trong d6, trong d6 ché phim nay con chira chit gay doc té bao. San phim cta qua trinh
san xudt theo phrong 4n nay cia sang ché ¢6 thé con chira gidy hudng din sir dung chi ra
ring ché phim khang thé thi nhit va thir hai ¢6 thé duoc st dung dé diéu tri tinh trang
bénh cu thé, vi dy, bénh ung thu. Theo cach khac, hoic ngoai ra, sin phém cta qua trinh
san xuét c6 thd con bao gdm dd bao géi thir hai (hodc thir ba) chira chit dém dwoc dung,
nhu nuée kim khudn dé tiém (BWFI), nuéc mudi dém phosphat, dung dich Ringer va
dung dich dextroza. N6 c6 th8 con bao gdm céc nguyén liéu khac duoc mong mubn tir
quan diém thuong mai va nguoi st dung, bao gém cac chit dém, chét pha lodng, bd loc,
kim ti€m, va xy lanh.

Dué6i day la vi du v& phuong phép va ché phdm theo sang ché. Pugc hiéu ring cac
phuong an khéc cé thé dugc thuce hién, dua trén md ta chung duogc néu & trén.

Vi du thwe hién sang ché
Nguyén liéu va phuong phép
Dong t& bao va mdi trudng nudi cdy té bao

Dong t& bao RT4 thu dugc tir BO suu tdp nudi cly té bao kiéu M§. Dong té bao

RT112, OPM2 va Ba/F3 duoc mua tir German Collection of Microorganism and Cell

Cultures (DSMZ, (Purc)). Dong t€ bao da u tuy KMS11 dugc tao ra thanh cong béi Dr.
Takemi Otsuki & Truong Y Kawasaki (Nhét). Dong té bao ung thu bang quang TCC-97-
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7 14 qua tang tir Dr. Margaret Knowles & Bénh vién Dai hoc St James (Leeds, UK). Dong
té bao UMUC-14 thu dugc tir Dr. H.B. Grossman (hién & Trudong dai hoc Texas M.D.
Anderson Cancer Center, TX). Cac té bao dugc nudi bing mdi truong RPMI duge bd
sung 10% huyét thanh thai bo (FBS) (Sigma), 100 U/ml penixilin, 0,1 mg/ml
streptomyxin va L-glutamin trong didu kién 1a 5% CO2 ¢ 37°C.

Céc nghién ctru dime héa FGFR3524¢

Céc t& bao UMUC-14 dugc nudi trong méi trudng khdng chira xystein, duge xir ly
bang R3Mab hoic DTNB trong 3 gid, va dich dung giai t€ bao dugc dua vao phan tich
thAm tach mién dich trong diéu kién khir hosc khéng khir. Pbi voi cac nghién ctiru dime
héa in vitro, FGFR3-IIIbS*C (cac gbc 143-374) dugce tach dong vio vecto pAcGP67A va
duge bidu hién trong t bao T.ni Pro. Protein tai t6 hop duogc tinh ché qua cot Ni-NTA
sau d6 1a cot Superdex S200. FGFR35°C dang dime dugc rira giai trong 25 mM Tris
(pH=7,5) va 300 mM NaCl. R3Mab (1 pM) duogc 0 v6i dime FGFR3%%C (0,1 uM) &
37°C trong céc didu kién sau: 100 mM KH,PO4 (pH = 7,5), 25 uM DTT, 1 mM EDTA
va 0,75 mg/ml BSA. Cac phin phén uéc ciia phan tmg duge 14y & céc thoi diém dugc chi
dinh va phan ung dugc lam dung bing cach bd sung dém miu khong chia B-

mercaptoetanol. Dime-monome dugc phén tich bing thim tach mién dich.
Céc nghién ctru v& ghép ngoai lai

T4t ca cac nghién ciu duge thong qua béi Uy ban chim séc va str dung dong vt
thi nghiém cua Genentech (Genentech’s Institutional Animal Care and Use Committee).
Chudt cai nu/nu hodic chudt suy gidm mién dich két hop nghiém trong CB17 (SCID), 6
dén 8 tudn tudi, duoc mua tir Charles River Laboratory (Hollister, CA). Chudt cai trui
16ng thiéu tuyén e thu duge tir Vién ung thu qudc gia — Trung tAm ung thu Frederick.
Chudt dugc nudi trong diéu kién khéng co mam bénh dic hiéu. Té bao én dinh RT112
shARN (7 x106), RT112 (7 x10%), Ba/F3-FGFR35%C (5 x10%), OPM2 (15 x10%), hodc té
bao KMS11 (20 x10%) dugc cdy dudi da vao sudn ctia chudt & thé tich 1a 0,2 ml trong
HBSS/matrigel (1:1 theo thé tich, BD Biosciences). Té bao UMUC-14 (5 x10°) duoc ciy
khong cin matrigel. Khéi u duge do hai 14n mdi tudn bang cach st dung thudc kep, va
thé tich khéi u dugc tinh toan sir dung cong thirc: V=0,5a x b?, trong d6 a va b 14n luot 13
chidu dai va chidu rong ctia khéi u. Khi thé tich trung binh ctia khéi u dat t6i khoang tir

150 dén 200 mm3, chudt duge chia ngiu nhién vao nhém mudi con va duge diéu tri hai
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1An mdi tudn bang cach tiém trong mang bung (i.p) R3Mab (0,3-50 mg/kg), hoic IgG1
d6i ching ctia ngudi duge pha lodng trong HBSS. Péng vat d6i chimg chi dugc dung ta
dugc long (HBSS).

S6 ligu thong ké

S6 liéu tap hop dugc bidu di dudi dang trung binh +/- SEM. Kiém dinh ¢ Student
khong bat cap (2 duoi) dugc st dung dé so sanh gitta hai nhom. Gia tri P<0,05 dugc xem
14 ¢6 ¥ nghia thdng ké trong tAt ca cac thir nghiém.

Tao ra t& bao bn dinh FGFR3 shARN

Ba FGFR3 shARN dgc 1dp duogc tach dong vao vecto pHUSH nhu dugc md ta
trong (1). Trinh ty d6i v6i cac FGFR3 shARN duoc st dung trong céc nghién ctru 14 nhu
sau:  shARN2: 5’GATCCCCGCATCAAGCTGCGGCATCATTCAAGAGATGAT
GCCGCAGCTTGATGCTTTTITGGAAA (SEQ ID NO:192); shARN4: 5°’-
GATCCCCTGCACAACCTCGACTACTATTCAAGAGATAGTAGTCGAGGTTGTG
CATTTTTTGGAAA-3> (SEQ ID NO:193); shARN6: 5’-GATCCCCAACCTCG
ACTACTACAAGATTCAAGAGATCTTGTAGTAGTCGAGGTTTTTTTTGGAAA-3’
(SEQ ID NO:194). Tt ca cac céu triic dugc x4c nhdn bing cach giai trinh tu. shARN
kiém so4t EGFP di dugc md ta trong cdc nghién ctru trude day cua chung toi (50).
Retrovirut chira shARN duoc tao ra bing cich ddng chuyén nhidm té bao bao gbi GP2-
293 (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) vdi céc cdu tric VSV-G (Clontech
Laboratories) va pHUSH-FGFR3 shARN, va cic chit nbi bé mit coa virut duge thu
hoach 72 gi¢ sau khi chuyén nhidm, va duoc lam sach manh vun té bao bang c4ch ly tAm
cho thir nghiém tai nap.

Té bao RT112 duoc nudi trong mdi truong RPMI 1640 chira FBS khong chtra
tetraxyclin (Clontech Laboratories), va dugc tai nap voi chit ndi bé mit retrovirut khi c6
mit 4 pg/ml polybrene. 72 gid sau khi gdy nhiém, 2 pg/ml puromyxin (Clontech
Laboratories) dugc bd sung vao moi trudng dé chon loc dong biéu hién shARN &n dinh.
Céc té bao 6n dinh dugc phan 1ap, duge xir Iy véi 0,1 hodc 1 pg/ml doxyxyclin (Clontech
Laboratories) trong 4 ngay, va tac dung lam giam biéu hién cta protein FGFR3 cam (g
duge duoc danh gia bang phan tich thim tach Western. Cac phan tich chu trinh té bao

duoc thyc hién nhu duge néu trong (51).
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Lua chon céc khang thé thé thuc khudn dac hiéu v6i FGFR3

Thu vién khang thé thé thuc khuin cua ngudi 6 tinh da dang téng hop trong ving
quyét dinh bd sung (H1, H2, H3, L3), bit chudc tinh da dang tw nhién ctia ngudn IgG
nguoi dugce st dung dé sang loc. Cac manh Fab duoc bidu hién héa tri hai trén bé mat cla
cac hat thé thuc khuin M13 (52). IgD2-D3 dugc gén His ctia FGFR3-IIIb va ITlc ngudi
duge st dung lam khang nguyén. Dia mién dich 96 giéng MaxiSorp (Nunc) duge pha
qua dém & 4°C véi protein FGFR3-IIIb-His hodc protein FGFR3-IIIC-His (10 pg/ml) va
duoc phong bé trong 1 gid bing dém PBST (PBS v6i 0,05% Tween 20) dugc bd sung
1% BSA. Thu vién khang thé thé thuc khuin duoc bd sung va dugc G qua dém & nhiét do
trong phong (RT). Céc dia dugc rira bing dém PBST va thé thuc khuin d3 lién két duge
rira giai bang 50mM HCI va 500 mM NaCl trong 30 phit va duoc trung hoa bang thé tich
tuong duong ctia 1M bazo Tris. Thé thyc khuén d3 thu hdi duoc khuéch dai trong té bao
xanh XL-1 cta E.coli. Trong cdc vong lwa chon tiép theo, thdi gian U cdc khang thé thé
thuc khudn dugc giam xudng 2 gir va tinh nghi€m ngit cla qua trinh rira dia dugc tang
dan (53). C4c khéng thé thé thuc khudn don nhét va dic hidu ma lién két v6i ca hai ddng
dang IIIb va Illc ctia FGFR3 duoc xéc dinh bing ELISA thé thuc khudn va giai trinh tu
ADN. Trong sb 400 dong dugc sang loc, bdn dong dugc chon dé dinh dang lai thanh céc
IgG c6 chiéu dai ddy da bang cach tich dong céc vimg VL va VH ciia cac dong don 18
vao vecto LPG3 va LPG4, tuong ung, dugc biéu hién tam thoi & t& bao ddng vat c6 va,

va duoc tinh ché bang cot protein A (54). Dong 184.6 dugc chon dé hoan thién 4i lyc.

Pé hoan thién 4i luc, phagemid biéu hién Fab héa tri mot trén bé mit cta thé thuc
khuén M13 (52) déng vai trd 1 khudn thu vién dé ghép mién bién ddi chudi nhe (VL) va
chudi nang (VH) ctia Ab thé thyc khuan. Codon két thiic dugc dwa vao trong CDR-L3.
Chién luoc ngau nhién mém duge 1am cho phu hop d& hoan thién 4i luc nhu dugc md ta
(53). Hai hon hop khéac nhau cta vong CDR, H1/H2/L3, H3/L3, hoic L1/L2/L3 duoc
chon dé ngau nhién. Dé lya chon céac dong hoan thién &i luc, thu vién thé thuc khudn
dugc phén loai dua trén protein FGFR3 IIIb hodc IIIc-His, dugce dua vao phéan loai dia
cho vong thir nhit va sau d6 1 bdn vong phén loai pha dung dich nhu dugc mé ta (52).
Sau nam vong sang loc, ELISA thé thuc khudn canh tranh diém don théng luong cao
duoc str dung dé sang loc nhanh céc dong 4i luc cao nhur dwge md ta (55). Cac dong 6 ty
s6 thip ctia d6 hdp thu & 450 nm khi c6 mit 10nM FGFR3-His so v6i d hip thu khi
Véng mit FGFR3-His dugc chon dé phén tich tiép.
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Céc dong 184.6.1, 184.6.21, 184.6.49, 184.6.51, 184.6.58, 184.6.62 va 184.6.92
Jam giam ding k& kha ning sdng s6t ctia dong té bao Ba/F3-FGFR3-IIIb, Ba/F3-FGFR3-
Illc va Ba/F3-FGFR3-S249C, va dong 184.6.52 lam giam déng ké kha ning sdng s6t clia
dong té bao Ba/F3-FGFR3-S249C. Hoat tinh tic ché ting cao hon khoang tir 50 lan (dong
184.6.52) dén 100 lin (cac dong 184.6.1, 184.6.21, 184.6.49, 184.6.51, 184.6.58,
184.6.62 va 184.6.92) so véi dong bd me 184.6, tiy thudc vao dong t& bao duoc thir
nghiém. Pong hoc 1ién két ctia cac dong 184.6.1, 184.6.58, va 184.6.62 véi FGFR3-IIIb
va FGFR3-IIIc duogc xac dinh béng cach st dung BIAcore nhu sau:

FGFR3-1IIb KD (M) FGFR3-IlIc KD (M)
184.6 3,80E-08 1,10E-07
184.6.1 2,64E-10 1,44E-09
184.6.58 1,90E-10 8,80E-10
184.6.62 1,20E-10 2,24E-09

Céc dong 184.6.1, 184.6.58, va 184.6.62 con cho thdy kha ning Grc ché sy dan
truyén tin hiéu xudi dong FGFR3 ting trong té bao Ba/F3-FGFR3, té bao RT112 va té
bao OPM2.

Dong 184.6.1 dugc chon. Bién d6i trinh tu, N54S, duoc dua vao HVR H2 & géc
54, d& cai thién kha ning san xut, tao ra dong 184.6.1N54S. Cac dong 184.6.1 va
184.6.1N54S thé hién dong hoc lién két twong duong (dugc xac dinh trong thir nghiém
Biacore) va hoat tinh tvong duwong trong thir nghiém vé kha ning sbng s6t cua té bao
Ba/F3. Céc bién thé HVR H2 khac duoc tao ra: N54S duoc dua vao dong 184.6.58, va
N54G, N54A, hodc N54Q dugc dua vao dong 184.6.1 va 184.6.58. Cac dong nay thé
hién hoat tinh twong duong trong thir nghiém vé kha ning séng sét clia té bao Ba/F3 so

v6i dong bb me 184.6.1 hozc 184.6.58.

Bién d6i trinh tw khéc, D30E, duoc dua vao HVR L1 cta dong 184.6.1N54S, tao
ra dong 184.6.INSD30E. Dong 184.6.INSD30E va dong 184.6.1N54S thé hién dong
ning lién két twong duong va hoat tinh twong duong trong thir nghiém vé kha ning sbng

s6t cia t& bao BA/F3 so véi dong bd me 184.6.1 hoic 184.6.58.

Trong ban md ta nay, “R3 Mab” chi dong khang thé khang FGFR3 184.6.1N548,
184.6.1, hodc 184.6. Dong 184.6.1N54S dugc st dung trong céc Fig. va thr nghiém lién
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quan dén “R3Mab”, ngoai trir trong thir nghiém dan dén cac két qué dugc thé hién trong
c4c Fig sau (trong d6 khang thé duge sir dung duoc thé hién trong déu ngodc don): Fig.
9B (dong 184.6.1), 10 (dong 184.6), 11A va B (dong 184.6), 13 (dong 184.6.1), 14A
(dong 184.6.1), 14B, G, va H (dong 184.6), 19 (dong 184.6.1), va 22B va C (dong
184.6.1).

Phan tich BIAcore/cong hudng plasmon bé mit (SRP) dé xéac dinh 4i luc lién két khang
thé

Ai lyc lién két ctia R3Mab véi FGFR3 duoc xac dinh bing BIAcore/SRP st dung
thiét bj BIAcore™-3000 nhu di mé ta (52) véi cac bién dbi sau. R3Mab duge phu truc
tiép trén chip cam bién sinh hoc CM5 dé thu dugc xép xi 400 don vi dap tng (RU). Déi
v6i phép do ddng hoc, cac dung dich pha lodng lién tiép 2 1an cia protein FGFR3-IIIb
hodc IIlc-His (bét dau tir 67 nM) dugc tiém vao trong dém PBST & 25°C véi tée dd dong
14 30 pl/phit. Toe do két hop (Kon, mbi mol/s) va tbe d6 phan ly (Koff, mdi gidy) duoc
tinh toan bang cach sir dung mé hinh lién két Langmuir mot-mot don gian (Phin mém
danh gia BIAcore phién ban 3.2). Hing sé phdn ly can bing (Kd, mdi mol) dugc tinh
béng ty 18 Koff / Kon.

Ai Iyc lién két cia cac khéng thé lai cta chudt véi FGFR3 duoc x4c dinh b%mg
BlAcore/SRP nhu sau. FGFR3-IIIb hoic Illc clia ngudi duge ghép 1én ba t& bao dong
khac nhau (FC), FC2, FC3 va FC4, ctia chip cdm bién BIACORETM CMS5 dé thu dugce
don vi dap tng (RU) la khoang 50 RU. Su c6 dinh dat dugc bang céch tao cip nglu
nhién qua cic nhém amino st dung quy trinh dwoc cung cip béi nha san xuét. D) thi dap
tmg theo thoi gian dugc ghi lai cho lién két cta IgG cta chudt khang FGFR3 thu duoc tir
t& bao lai hoic manh Fab véi cac bé mit nay ¢ 25°C béng cach tiém mot loat dung dich
nim trong khoang tir 250nm dén 0,48nM véi cac sb gia 1a 2 14n & tde do dong 30ul/phut.
Gifta mdi 14n tiém, 10mM Glyxin-HC] pH=1,7 déng vai trd 13 chit dém d8 ti tao chip
cam bién. Tin hiéu tir t€ bao tham chiéu (FC1) duge trir di tir d6 thi dap tng theo thoi
gian quan sat duge & FC2, FC3 va FC4. Hang s6 dong hoc dugc tinh bang cach khép hdi
quy khéng tuyén tinh sb liéu theo mé hinh lién két Langmuir 1:1 st dung phdn mém d4nh

gi4 BIAcore (phién ban 3.2) dugc cung cip boi nha san xuét.
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Céc nghién ctru lién két ELISA

cADN mi héa mién ngoai bao (ECD) cua FGFRI1-IIIb, IIlc, FGFR2-IIIb va Illc,
FGFR3-1IIb va Illc, va FGFR4 ngudi duge tach dong vao vecto gbc pRK dé tao ra protein
thé kham FGFR ngudi-Fc ngudi. Protein tai t5 hop duogc tao ra bang cach chuyén nhidm tam
thoi t& bao budng trimg chudt hang Trung Qudc (CHO) va duoc tinh ché bang séc ky ai lyc
protein A. P& kiém tra lién két cua céc khang thé voi FGFR cla ngudi, dia 96 giéng
Maxisorp (Nunc) duge phit qua d8m & 4°C véi 50 pl 2 pg/ml protein thé kham FGFR ECD-
Fc nguoi. Sau khi phong bé bang nude mudi duge dém phosphat (PBS)/3% BSA, khéng thé
FGFR3 dugc bb sung va duge 0 & RT trong 2 gid. Khang thd FGFR3 lién két dic hiéu duogc
phat hién bang cach st dung Fab khang ngudi lién hop HRP va co chit tao mau TMB
peroxidaza (KPL, Gaithersburg, MD).

Pé kiém tra tic dung cta cac khang thé d6i voi FGFR3 trén tuong tac
FGF/FGFR3, protein kham FGFR3-Fc dugc bat giit trén dia Maxisorp dugc phu véi
khang thé dic hiéu manh Fcy globulin mién dich khang ngudi (Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA). Sau khi rira, luong ting din cta khang th8 FGFR3 dugc bd sung vao
dia va duoc U trong 30 phut. Sau d6, FGF1 hoic FGF9 va heparin dugc bd sung vao dé o
& RT trong 2 gio. Cac dia dugc rira va duge U trong 1 gio véi khang thé da dong dac hi€u
FGF 1 dugc biotin hdéa (BAF232) hodc khang thé FGF9 dugc biotin héa (BAF273, R&D
Systems), sau d6 phat hién bang streptavidin-HRP va TMB.

Tao ra t& bao 6n dinh Ba/F3-FGFR3

cADN mi hoéa cho FGFR3 IIIb hoic IIlc ngudi c¢6 chidu dai ddy du cua nguoi
duogc tach dong vio vecto pQCXIP (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) dé tao
ra pQCXIP-FGFR3-IIIb hozc Illc. Cac ddt bién cu thé, tirc 13, R248C, S249C, G372C,
Y375C va K652E, dugc dua vao cADN nho QuickChange (Stratagen, La Jolla, CA). bé
tao ra t& bao 6n dinh Ba/F3 biéu hién FGFR3 kiéu dai hoic thé dot bién, cac chu truc
pQCXIP-FGFR3 khic nhau dwgc ddng chuyén nhidm vao t& bao goi GP2-293 véi
plasmit VSV-G (Clontech Laboratories). Sau khi chon loc bing 2 pg/ml puromyxin trong
hai tudn, t& bao biéu hién FGFR3 kiéu dai hoic d6t bién dwoc nhuém véi mAb khéng
FGFR3 ngudi lién hop Phycoerythrin (FAB766P, R&D Systems), va dwoc chon bing
céch phén loai té bao dwoc hoat héa huynh quang (FACS) ddi véi thir nghiém chirc ning.

Déi voi thir nghiém tang sinh t& bao trong dia vi phiém 96 giéng, mat d6 té bao sau day
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duge sir dung: D6i v6i té bao bidu hién FGFR3-IIIb kiéu dai va FGFR3-K652E: 5000 té
bao/giéng; d6i v6i phin con lai: 10000 t& bao/giéng. Té bao duoc gieo trong moi truong
RPMI 1640 duoc bb sung 10% huyét thanh thai bo, 10 ng/ml FGF1 + 10 pg/ml heparin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). R3Mab dugc bb sung & ndng d6 da chi ra va cac khéng
thé FGFR3 lai ctia chudt duge bd sung & 2000 dén 0,49 ng/ml (trong céc dung dich pha
lodng tirng bac bén 1an) trong thir nghiém FGFR3-IIIb va 5000 dén 1,2 ng/ml (trong cac
dung dich pha lofing ting bac bbn 14n) trong thir nghiém FGFR3-IIlc. Sau khi & trong 72
gid, kha ning séng cua t& bao dugc dénh gid bing CellTiter-Glo (Promega, Madison,
WI).

Thir nghiém ting sinh té bao

Dbi vé6i cac thir nghiém ting sinh d6i voi t& bao RT112, RT4 va TCC-97-7, 3000
t& bao/giéng duogc gieo vao dia vi phiém 96 giéng va dugc cho phép két dinh qua dém.
Sau d6 mdi trudng sau d6 dugc thay bing méi trudng huyét thanh thip (0,5% FBS) véi
ddi chiing hoic R3Mab & cc nong do chi dinh. Sau 4 ngay 1, bd sung 1uCi [Metyl-*H]
thymidin (PerkinElmer, Waltham, MA) vao mdi giéng, va 0 thém 16 gid nita. Té bao
duoc chuyén dén UniFilter str dung Packard Filtermate Harvester, va [*H]-thymidin duoc
dua vao ADN hé gen cia t& bao phat trién duge do bang cach si dung TopCount
(PerkinElmer). Theo mot sb trudng hop, kha ning sbéng cia té bao dugc danh gia bing
CellTiter-Glo (Promega) sau khi 1 véi cac khang thé trong 4 ngay. Cac gié tri dwoc bidu
din dudi dang trung binh +/- SE cta bd bon.

Thir nghiém v& sy phat trién dong

Téac dong ctia R3Mab dén kha ning tao dong ctia té bao dugc danh gia theo quy
trinh d3 dugc mé ta trude d6 (50). N6i mot cach ngin gon, 400 t& bao UMUC-14 duoc
gieo trén dia 6 giéng trong mdi truong DMEM duoc bd sung 10% huyét thanh bao thai
bo d& cho phép két dinh qua dém. Sau d6, R3Mab hoic khang thé ddi chimg dwoc pha
lodng trong 0,1% mai trudng BSA duoc bd sung dén ndng d6 cudi ciing 14 10 pg/ml. Thé
tich trong duong clia mot minh méi truong 0,1% BSA (Mock) duoc st dung lam d6i
chimg khéc. Té bao duoc U trong khoang 12 ngay cho dén khi t& bao trong nhém dbi
chung tao thanh khuén lac du 16n. Cac khudn lac dugc nhudém béng 0,5% tim tinh thé, va

sb lugng va kich thude ctua khuén lac dugc dinh luong béng cach st dung GelCount
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(Oxford, UK). S lwong khuén lac c6 duong kinh 16n hon 120 pm duge biéu dién duéi
dang trung binh +/- SEM (n=12).

Két tia mién dich va phén tich thAm tach mién dich

Dé nghién ctu tac dung cta céc khang thé d6i voi su din truyén tin hiéu FGFR3,
t€ bao bi bd d6i trong mdi trrdng khong chira huyét thanh qua dém truée khi bat diu didu
tri. Té bao dugc 0 véi cac khang thé da duoc pha lodng trong 0,1% BSA (w/v), mdi
truong RPMI 1640, hodc chi v6i moi truong 0,1% BSA (Mock). Sau 3 git & 37°C, FGF1
(ndng d6 cudi ciing 14 15 ng/ml) va heparin (ndng d6 cudi cing 14 5-10 pg/ml) dugce thém
vao nira s6 mau. Thé tich tvong duong ctia mdt minh heparin dugc thém vao nira s mau
con lai 1am déi ching. Tiép tuc U trong mudi phut. Chét ndi bé mat dugc loai bd bﬁng
cach hut, va té bao duoc ria béng PBS lanh bang, sau d6 dugc dung giai trong dém RIPA
(Upstate, Charlottesville, VA) d& dugc bd sung 1 mM natri orthovanadat va hon hop chét
trc ché proteaza hoan chinh (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Dich dung giai
duoc 1am sach céc nguyén liéu khong hoa tan bang cach ly tam.

FGFR3 duoc két tha mién dich bang cach sir dung khang thé da dong cta thd (sc-
123, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) va dugc phan tich bang dién di natri
dodexyl-polyacrylamit gel (SDS-PAGE) va thim tach Western. FGFR3 dugc phosphoryl
héa dugc dénh gia voi khang thé don dong khéng phospho-tyrosin (4G10, Upstate).
FGFR3 toan phan duoc do bang khéng thé don dong khing FGFR3 (sc-13121, Santa
Cruz Biotechnology). Phosphoryl héa va viéc hoat héa con dudng truyén tin hiéu FGFR3
duge do bang cach sir dung céc khang thé sau ddy: khang thé khang FGFRY653/65 khang
FRS2a.Y!%, khang phospho-p44/42 MAPK™2Y2% khang toan bd p44/42 MAPK va
khang AKTS*73 thu dugce tir Cell Signaling Technology (Davers, MA); va khéng toan bd
FRS20: (sc-8318) dwoc mua tir Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Céc vét
dwoc quan sit bang cach st dung co chét phat quang héa hoc (ECL Plus, Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).
Lap ban db epitop khang thé

Pé xac dinh epitop ciia R3Mab, 13 peptit gbi 1én nhau, mdi peptit dai 15 axit
amin, duoc tdng hop dé bao gdbm mién ngoai bao ctia FGFR3 ngudi tir cac gbe 138 dén
310. Peptit dwoc biotin héa & dau cing C, va duoc bét giit trén dia streptavidin (Pierce,

Rockford, IL) qua dém. Sau khi phong bé bing PBS/3% BSA, cac dia dugc 0 véi R3Mab
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va duoc phat hién bing cach sir dung khéng thé khang IgG nguoi dugce lién hgp HRP
(Jackson Immunoresearch) va cht nén sinh mau TMB peroxidaza (KPL, Gaithersburg,

MD).

Céc khang thé lai khang FGFR3 ngudi ¢ chudt 1G6, 6Gl1, va 15B2 dugce thir
nghi€m trong thr nghiém ELISA dé nhan dién céc epitop lién két cua chung. 1G6, 6G1
va 15B2 lién két v6i IgD2-IgD3 FGFR3 ngudi (c4 hai dong dang IIIb va IIlc), trong khi
d6 5B8 chi lién két voi IgD2-IgD3 ctia FGFR3-IIIb ngudi. Trong thix nghiém canh tranh,
1G6, 6G1 va 15B2 canh tranh véi nhau dé lién két véi FGFR3 ngudi, goi v rang 1G6,
6G1 va 15B2 c6 cac epitop gbi 1én nhau. Khong c6 khang thé lai ndo canh tranh véi
khéng thé thé thuc khuin 184.6, goi ¥ ring cac khang thé lai c6 (cic) epitop khéc véi
184.6.

Diéu ché va tich dong phan tir cic khang thé khang FGFR3 chudt 1G6, 6G1, va 15B2

Chuét BALB/c dugc giy mién dich 12 lan véi 2,0 pg FGFR3-IIb (thé kham
rhFGFR3 (ITIB)/Fc, tt R&D Systems, catalog # 1264-FR, 16 # CYH025011, hoac vai 2,0
pg FGFR3-IIIc (thé kham thFGFR3 (Illc)/Fc, tir R&D Systems, catalog # 766-FR, 16 #
CWZ055041, duoc tao huyén phu lai trong chdt phu trg monophosphoryl lipit
Aftrehaloza dicorynomycolat (Corixa, Hamilton, MT) vao mdi gan ban chén sau hai 1an
mdi tudn. Ba ngay sau khi tiém nhac lai 1dn cudi, hach lympho ving kheo dugc dung hop
v6i dong té bao u tuy chudt P3X63Ag.U.1, nho k¥ thuat han dién tir (Hybrimune, Cyto
Pulse Sciences, Glen Burnie, Maryland). Té bao lai da dung hop dugc chon tir hach thude
vicg kheo chwa duoc dung hop hodc t& bao u tuy st dung phuong phap lua chon
hypoxanthin-aminopterin-thymidin (HAT) trong M6i truong D tir bd kit chon loc té bao
lai ClonaCell® (StemCell Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada). Chét ndi bé mit
mdi trwdng nudi ciy ban diu duoc sang loc vé kha néng lién két ctia n6 voi FGFR3-IIIb
va FGFR3-1IIc bang ELISA, va cic t& bao lai cin quan tAm dugc sang loc tiép vé kha
ning nhudm bési FACS trén té bio FGFR3-TITb Ba/F da duoc chuyén nhidm va Ba/F déi
chirng, cling nhu hoat tinh phong bé khang thé. Sau d6 cac t& bao lai duge chon dugc
tach dong bang cach pha lodng gi6i han.

Toan bd ARN duoc chiét tir t& bio lai san xut ra khing thé don dong khéng
FGFRIII nguoi cia chudt 1G6 va 15B2, sir dung bd kit RNeasy Mini (Qiagen, Germany).
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Mién bién doi chudi nhe (VL) va mién bién d6i chudi ning (VH) dugc khuéch dai st

dung RT-PCR véi cac doan moi thoai héa sau:
1Gé6:

chudi nhe (LC) xudi: 5’-GTCAGATATCGTKCTSACMCARTCTCCWGC-3’
(SEQ ID N0:195)

Chubi nang (HC) xubi:

5’-GATCGACGTACGCTGAGATCCARYTGCARCARTCTGG-3’ (SEQ ID
NO:196) |

6G1:

chudi nhe (LC) xudi: 5-GTCAGATATCGTGCTGACMCARTCTCC-3’ (SEQ ID
NO:197)

Chudi ning (HC)  xudi: 5’-GATCGACGTACGCTGAGATCCARY
TGCARCARTCTGG-3’ (SEQ ID NO:198)

15B2:

chudi nhe (LC) xudi: 5’-GTACGATATCCAGATGACMCARTCTCC-3’ (SEQ
ID NO:199)

Chudi nang (HO) xudi: 5’-GATCGACGTACGCTGAGATCCAR
YTGCARCARTCTGG-3’ (SEQ ID NO:200)

Poan mdi d4o chudi nhe va chudi ning ddi v&i ca ba dong 1a nhu sau:

MBoi dao chudi nhe: 5’-TTTDAKYTCCAGCTTGGTACC-3’ (SEQ ID NO:201)

Mbdi  dao chudi  ning: 5’-ACAGTGGGCCCTTGGTGGAGGCTGM
RGAGACDGTGASHRDRGT-3’ (SEQ ID NO:202).

Céc doan mdi xubi 1a dic hidu véi trinh tu axit amin dau cung N cua vung VL va
VH. Céc doan mdi dao LC va HC dugc thiét ké dé gén modi 14n luot véi vung trong mién
héng dinh chudi nhe (CL) va mién héng dinh chudi ning (CHI) ma duoc bao toan cao
gitta cac loai.

VL khuéch dai duoc tach dong vao vecto biéu hién té bao dong vat c6 va pRK
(Shields et al, (2000) J. Biol. Chem. 276:659) chita mién hing dinh kappa & ngudi. VH

khuéch dai duoc gan xen vao vecto biéu hién té bao ddng vat c6 vii pRK ma hda cho
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mién hing dinh IgG1lco chiu dai ddy du ctia ngudi. Trinh tu cta chudi ning va chudi

nhe duoc xac dinh bing cach str dung phwong phép théng thudng,

Su két tinh, x4c dinh cu tric va tinh ché

FGFR3-IIIb ECD nguoi (cac gbc 143-374) dugce tach dong vao vecto pAcGP67A
(BD Bioscience, San Jose, CA), dugc san sinh trong té bao T.ni Pro va duoc tinh ché
béng cach st dung cot Ni-NTA sau d6 1a séc ky loai ¢&. R3Mab Fab dugc biéu hién trong
E.coli va duge tinh ché 1an luot trén cot 41 luc protein G, cdt SP sepharose va cot
Superdex 75. Phirc hgp Fab-FGFR3 dugc tao ra bang cach G Fab véi lugng du cla
FGFR3 ECD, va phitc hop sau d6 dugc khir glycosyl va duoc tinh ché trén cot dinh c&
Superdex-200 trong 20 mM TrisCl pH 7,5 va 200 mM dém NaCl. Cac phén doan chira
phirc hop dugce tap hgp va duge cd dén 20 mg/ml va duoc sir dung trong céc thir nghiém
két tinh. Céc tinh thé duoc st dung dé x4c dinh cu tric dwoc nudi & 4°C tir céc diéu kién
sau: 0,1 M natri cacodylat pH = 6,5, 40% MPD va 5% PEGS8000 bing cach st dung
phuong phap khuéch tan hoi. Céc sb liéu duge xir Iy bing cach st dung HKL.2000 vi
Scalepack (56). Céu tric nay dwoc hoa tan kém theo thay thé phan tir st dung chuong
trinh Phaser (57) va céc toa d6 1a 1IRY3 (FGFR3) va IN8Z (Fab-fragment). M6 hinh
duoc hoan thanh bing cach st dung chuong trinh Coot (58) va chu tric duge tinh ché dén
R/Riree 12 20,4%/24,3% v6i chuong trinh Refmac (59). Cac toa d6 va yéu t6 cdu tric dugc
glri vao ngan hang dit liéu protein vdi mé truy cdp 3GRW va con duoc néu trong USSN

61/163,222, ndp ngay 25/3/2009.
Thir nghiém ADCC

PBMC nguoi duge phéan lap bang phuong phép ly tim gradien 6ng Ficoll mau
duoc heparin hoéa, va ADCC dugc do bing cach st dung dong té bao da u tuy OPM2
hodc KMS11 hodc dong té bao ung thu bang quang RT112 hoic UMUC-14 lam dich va
PBMC lam t& bao hiéu tmg & ty 18 dich : t& bao hidu tmg 1a 1:100. Té bao dich (10 000 té
bao/giéng) duoc xir Iy bang R3Mab hoic bing IgG1 ngudi d6i chimg trong 4 gity & 37°C.
Tac dung gdy doc té bao dugc xac dinh bang cach do su giai phéng LDH bang céch sir
dung Thir nghiém vé tinh nguyén ven mang ddng nhit CytoTox-ONE (CytoTox-ONE
Homogeneous Membrane Integrity Assay) theo hudng din sit dung ctia nha san xuét
(Promega, Madison, WI). Két qua duogc thé hién bang ty 1& phén trim dung giai té bao cu
thé str dung cong thitc: Tac dung gdy ddc t& bao (%) = [(Su dung giai thir nghiém — su
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dung giai tu phét thir nghiém)/ (dung giai dich t6i da — dung giai dich tu phat)] x 100,
trong d6 sy dung gii tw phét 1a sy dung giai té bao khong dic hiéu khi ving mit khéng
thé, va su dung giai dich t6i da duoc cam tng boi 1% Triton X-100.

Két qua

S gidm biéu hién shARN cém ving duoc ciia FGFR3 lam suy yéu su phdt trién bénh ung

thu bang quang in vivo

M dau viée danh gia tAm quan trong ciia FGFR3 ddi voi sy phét trién khéi u bang
quang in vivo, ching tdi kiém tra tac dung cua sy giam biéu hién FGFR3 in vitro. M6t
vai ARN can thiép nho (si) FGFR3 diéu hoa giam hiéu qua FGFR3 trong dong té bao ung
thr bang quang biéu hién FGFR3 WT (RT112, RT4, SW780) hosic FGFR3 dot bién
(UMUC-14 d6t bién, S249C). Sy giam biéu hién FGFR3 & ca bdn dong té bao e ché 13
rét su tang sinh trong méi trudng nudi cdy (Fig.15). Tiép theo, chiing t6i tao ra dong té
bao RT112 6n dinh biéu hién shARN FGFR3 cam ung dugc b%mg doxycycline. Viéc cam
ung ba shARN FGFR3 ddc 14p bdi doxycycline 1am giam su biéu hién FGFR3, trong khi
d6 viéc cam tmg shARN dbi chimng gin dich EGFP khéng c6 tac dung (Fig.7A). Khi
vang mit FGF ngoai sinh, viéc didu tri bang doxycycline lam giam su két hop [*H]-
thymidin boi céc t& bao biéu hién cac shARN FGFR3 khac nhau, nhung khong biéu hién
shARN dbi ching (Fig.7B), x4c nhén ring su giam biéu hién FGFR3 tc ché sy ting sinh.
Phén tich thém su phat trién theo ham mii ciia t& bao RT112 cho thiy ring su giam biéu
hién FGFR3 trong 72 gid diéu tri véi doxycycline 1am giam déng k& va dic hiéu ty 18
phin trim t& bao trong pha S va G2 ciia chu trinh t& bao, véi su ting dong thoi té bao
trong pha G1 (Fig.7C). Tac dung twong tw dwgc quan st thdy véi hai shARN FGFR3
khac (Fig.16A). Khong phat hién dugc sb lugng dang ké t& bao c¢6 ham lwong ADN duéi
ludng boi, cho thiy khéng c6 su thay dbi vé mirc d6 chét té bao theo chuong trinh. Do
d6, tac dung e ché cta su gidm bidu hién FGFR3 dbi véi su ting sinh t& bio RT112 cha

yéu 13 do su tién trién chu trinh té bao suy yéu.

Tiép theo chiing t6i danh gia tac dung ctia viéc 1am giam biéu hién FGFR3 dén su
phét trién ctia m6 ghép ngoai lai khéi u RT112 di dwoc xéc 1ap trude & cic con chudt.
Viéc lam giam biu hién FGFR3 wc ché vé co ban va dic hiéu sy phét trién khéi u
(Fig.7D, 6 trén cing va Fig.16B). Phan tich miu khdi u ngay 45 x4c nhan su giam biéu
hién FGFR3 hiéu quéa khi cam tng bang doxycycline stARN FGFR3 so véi shARN dbi
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ching (Fig.7D, 6 duéi cing). Cac két qua nay ching minh ring FGFR3 1a quan trong ca

in vitro va in vivo ddi v&i sy phat trién cua té bao ung thu bang quang RT112.

Tao ra khdng thé don dong khdng FGFR3 phong bé

Dé kiém tra thém tAm quan trong cia FGFR3 trong su phat trién khdi u va dé khai
théc tiém ning cta thy thé nay 1am dich didu tri, tac gia sang ché phat tridn khang thé don
dong d6i khéang khang FGFR3 (dugc goi 14 R3Mab) st dung phuong phép biéu hién thé
thue khudn. Téc gia sang ché chon khang thé cu thé nay dua trén kha ning cta no trong
viéc phong bé ca sy lién két va dime héa phdi tir béi FGFR3, va kha ning ddc nhit cia
né trong viéc trc ché khéng chi WT FGFR3 ma con cac thé dot bién lién quan dén ung
thu phd bién nhét ctia thu thé nay (xem duéi day). R3Mab gén dich mién IgD2 va IgD3
ngoai bao ctia FGFR3, ma 13 cin thiét va da dé lién két FGF (4). R3Mab lién két véi ca
hai ddng dang ITTb va Illc ctia FGFR3 & ngudi, nhung cho thdy khong c6 lién két phat
hién dugc véi FGFR1, FGFR2 hoic FGFR4 (Fig.8A). Phan tich Biacore thé hién ring
R3Mab c6 4i luc biéu kién tuong tu v6i FGFR3-IIIc cta chudt, khi cynomolgus va nguoi
(sé liéu khong duoc thé hién). Ai luc cia R3Mab véi FGFR3 ngudi duge thé hién trong
bang 2.

Béang 2. Ai luc ctia R3Mab véi FGFR3 ngudi dugc x4c dinh bang phan tich BIAcore.

R3 Mab dugc gift trén chip
FGFR3 ECD nguoi

kon/(1/Ms) koff(1/s) Kd(M)
llb 1,80E + 06 2,00E-04 1,11E-10
llc 9,10E + 04 3,20E-04 3,52E-09

Tiép theo tac gia sang ché kiém tra kha ning R3Mab trong viéc phong bé lién két
ctia FGFR3 v6i FGF1 va FGF9. R3Mab tic ché manh sy lién két FGF1 v6i FGFR3-I1Ib
va -Illc, v6i mdt nira ndng d6 e ché t6i da (ICso) 1an lwot 13 0,3 nM va 1,7 nM,
(Fig.8B,C). Tuong ti, R3Mab phong bé hiéu qua FGF9 lién két v6i FGFR3-IIIb va -Illc,
v6i ICso 1an lwot 14 1,1 nM va 1,3 nM, (Fig.8D,E).
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R3Mab tkc ché WT FGFR3 va bién thé dot bién lién quan dén ung thu phé bién nhdt ciia
no

D& kidm tra xem R3Mab c6 trc ché sy tang sinh t& bao dugc didu khién boi WT
hodc FGFR3 46t bién hay khong, tac gid sang ché dua trén thuén loi tir viéc quan sat théy
13 su biéu hién FGFR3 lac vi tri trong té bao pro-B chu¢t Ba/F3 gdy ra su séng sot va
tang sinh phu thudc FGF1, dgc 14p interleukin (IL)-3 (29). Khi Véng mit FGF1 va IL-3,
t& bao Ba/F3 bidu hién én dinh WT FGFR3 khong c6 kha ning sdng, trong khi FGF1 lam
ting déng ké su ting sinh ctia chiing (Fig.9A). R3Mab phong bé dic hiéu sy ting sinh té
bao Ba/F3-FGFR3 dugc kich thich bdi FGF1 theo cach phu thude lidu (Fig.9A). Tiép
theo tac gia sang ché danh gia anh hudng ctia R3Mab dén sy dan truyén tin hiéu FGFR3
trong cac t& bao nay. FGF1 cim tGng sy phosphoryl hoa va hoat héa FGFR3 va viéc hoat
hoa d@)ng thoi p44/42 MAPK, trong khi R3Mab trc ché hiéu qua sy hoat hoéa ca hai phén
tr (Fig.9B).

Trong ung thu bang quang, cic dot bién hoat héa scma trong cum FGFR3 bén
trong ving lién két gitta IgD2 va IgD3, mién ké mang ngoai bao, hoic mién kinaza
(Fig.9C). Dot bién thé sai nghia ngoai bao thudong xuyén dan dén xystein khong bt cip,
din dén su dime héa doc 1ap phdi tir cha FGFR3. Cac dot bién nay giy ra muc hoat héa
FGFR3 co dinh khéc nhau déng k&, c6 thé 1a do tac dong khac nhau dén sy dinh hudng
ctia mién kinaza t& bao chit (30, 31). Cac dot bién thuong xuyén nhit 1a $249C, Y375C,
R248C, G372C, va K652E, ma cung chiém 98% trong sb tit ca cic dot bién FGFR3
trong ung thu bang quang (32). Tac gia sang ché suy luan ring dugc chét t6i wu cén
phong bé khong chi protein WT FGFR3, ma dugc bidu hién qua mirc trong mot sd bénh
uﬁg thu, ma con ca cac thé dot bién FGFR3 lién quan dén khéi u phd bién nhét. Dé danh
gia thém R3Mab, .téc gia sang ché tao ra dong té bao Ba/F3 bidu hién 6n dinh mdi trong
s6 nam bién thé dot bién FGFR3 phé bién nhat. T4t ca cac dot bién duqé biéu hién & muc
d6 tuong tu nhau & bé mat té bao, va dot bién xystein duge dime hoa tu phat ma khong
cAn phéi tir (sé licu khong duge thé hign). Dong té bao biéu hién céc dot bién xystein
khac nhau thé hién dap tmg phét trién thay déi voi FGF1, pht hop véi cac phét hién trude
day (30, 31). Nhu duge bao céo trude do (33), té bao biéu hién FGFR3®C biéu hién sy
tang sinh co dinh, doc lap phdi tir, va khong d4p ung véi FGF1 (Fig.9D). Tuong tu, dot
bién thudng xuyén nhit, FGFR352%C, g4y ra sy ting sinh ra doc 1ap phdi tir (Fig.9E).
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Dang chi y 14, R3Mab tc ché su ting sinh co dinh duoc diu khidn bsi mbi dot bién
(Fig.9 D,E). Té bao biéu hién cic dot bién mién k& mang FGFR3%72C (Fig 9F) hoic
FGFR3Y37°C (Fig.9G) cin FGF1 cho sy ting sinh, va su phat trién ciia ching bi phong bé
hoan toan béi R3Mab. Té bao biéu hién FGFR3X652E cho thdy sy ting sinh doc 14p phéi tir
yéu va su phét trién déng ké trong dép tng voi FGF1 (33). R3Mab khong tac dong dén
hoat tinh nén yéu ctia FGFR3X652E (5§ ligu khong duoc thé hién), nhung gin nhu loai bd
su ting sinh dugc cam tmg boi phdi tir do dot bién nay (Fig.9H). Do d6, R3Mab c6 kha
ning ddc nhét tc ché ca FGFR3 WT va dot bién lién quan dén ung thu phd bién cta

FGFR3. Ngoai ra, R3Mab khong biéu hién hoat tinh chi vin phat hién dugc.

V6i nd luc riéng, tac gia sang ché tao ra va phén tich nhiéu khang thé lai khéng
FGFR3 ngudi & chudt. Khong khang thé nao trong sd cac khang thé lai nay c6 thé e ché
tAt ca cac dot bién lién quan dén ung thu ciia FGFR3 ma tac gia sang ché d3 kiém tra
(Fig.17), chiing ciing khong c6 chung céc epitop gbi chdng véi R3Mab.

Ngoai ra, tAt c4 céc cac khang thé lai déu thé hién hoat tinh chu van, kich thich
manh sy ting sinh ctia d6t bién FGFR3 lién quan dén ung thu R248C va S249C, va thé
hién tac dung kich thich sy ting sinh cta cac dot bién Y375C va G370C. Cac khang thé
lai thé hién muc dbi khang va cht van khac nhau, tiy thudc vao dot bién FGFR3 duoc

kiém tra, nhu sau:

1G6 6G1 15B2

FGFR3-IIIb kiéu dai | vc ché trc ché trc ché

FGFR3-I1Ib R248C | Kich thich 2 14n Kich thich 4-5 1an | Kich thich 3-4 1an

FGFR3-I1IbS249C | Kich thich 2 14n Kich thich 4-51an | Kich thich 4-5 1in

FGFR3-I1Ib Y375C | Kich thich 1,2-1,5 1an| Kich thich 1,2-1,5 1an| Kich thich 1,2-1,5 1in

FGFR3-IIIb K652E | ttc ché 50% ttc ché 60-70% {tc ché
FGFR3-IIIc {tc ché trc ché {tc ché
FGFR3-IlIc G370C | khong tac dung trc ché 20-30% trc ché 10-20-%
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Do d6, cac khang thé lai thé hién céc tac dung khéc nhau khéng thé du doan duge
ddi v&i sy ting sinh té bao cia cac t& bao Ba/F3 duoc didu khién bai cac dot bién FGFR3
khac nhau.
Phdn tich cdc khdng thé lai khdng FGFR3 nguoi cua chudt

Céc khéng thé lai khang FGFR3 ngudi ctia chudt duoc phan tich thém nhu sau:

(1) Trong thir nghiém dé kiém tra kha ning cta cac khang thé lai & chudt khang
FGFR3 trong viéc e ché FGF1 lién két v6i ddng dang FGFR3-IIIb va Illc nguoi, cac
khang thé 1G6, 6G1 va 15B2 c6 thé phong bé lién két FGF1 véi ddng dang FGFR3-IITb
va IlIc ngudi theo cach phu thudc liéu. Khi kiém tra qua khoang ndng do khéng thé trong
khoang tlr 2000 dén 0,49 ng/ml, cac khang thé 1G6, 6G1 va 15B2 phong bé FGF1 lién
két voi FGFR3-IIIb véi gia tri IC50 13 0,69, 0,87 va 0,72 nM. Khi kiém tra qua khoang
ndng d6 khang thé trong khoang tir 5000 dén 1,2 ng/ml, cac khang thd 1G6, 6G1 va 15B2
phong bé FGF1 lién két véi FGFR3-IIIc véi gi4 tri IC50 14n luot 12 0,57, 3,4 va 0,7 nM.

(2) Trong thir nghiém dé kiém tra kha ning ctia cac khang thé lai coa chudt khang
FGFR3 trong viée rc ché FGF9 lién két v6i ddng dang FGFR3-IIIb va Illc ngudi, cac
khéng thé 1G6, 6G1 va 15B2 phong bé hiéu qua lién két FGF1 v6i ddng dang FGFR3-
IIIb va Illc ngudi theo cach phu thude lidu. Khi kiém tra qua khoang ndng d6 khang thé
trong khoang tlr 2000 dén 0,49 ng/m, cc khang thé 1G6, 6G1 va 15B2 phong bé FGF9
lién két véi FGFR3-IIIb voi gid tri IC50 14n luot 14 0,13, 0,16, va 0,07 nM. Khi kiém tra
qua khoang ndng d6 khang thé trong khoang tir 5000 dén 1,2 ng/ml, cac khang thé 1G6,
6G1 va 15B2 phong bé FGF9 lién két v6i FGFR3-1lIc véi gia tri IC50 1an luot 14 0,13,
0,11, va 0,07 nM.

(3) Ai luc lién két ctia céc khang thé lai ctia chudt khang FGFR3 ¢6 chidu dai ddy du
1G6, 6G1 va 15B2 dugc x4c dinh bing cach sir dung phén tich BIAcore. Két qua ctia phan
tich nay duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3.

Khang thé FGFR3-IIIB FGFR3-IIIC

kon (10°M1s) koff (10*s!) Kd (nM] kon (10°M!s™) koff (10**s™) Kd (nM)

1G6 mIgG 2,2 3,1 1,4 2,2 2,8 1,3

-147-



23152

6G1 mlIgG 2,7 3,8 1,4 2,6 3,2 1,2

15B2 mlIgG 4,1 29 7,1 3,5 39 11,1

(4) Trong thtr nghiém dé kiém tra kha ning ciia céc khang thé lai cua chudt khéng
FGFR3 trong viéc {rc ché su ting sinh t& bao Ba/F3 dugc didu khién bdi FGFR3-IIIb hodic
IlIc ngudi, cac khang thd 1G6, 6G1 va 15B2 ¢6 thd phong bé su ting sinh té bio Ba/F3 duoc
diéu khién béi FGFR3-IIIb hoic Illc ngudi theo cach phu thude lidu. Khi kiém tra qua
khoang ndng d6 khang thé trong khoang tir 0,01 dén 100 ug/ml, cic khang thé 1G6, 6G1 va
15B2 phong bé su ting sinh t& bao Ba/F3 dugc didu khién boi FGFR3-IIIb véi gia tri IC50
14n luot 13 3-5 nM, 3 nM, va 6-8 nM, va phong bé sy ting sinh té bao Ba/F3 dugc didu khién
boi FGFR3-1IIc véi gi tri IC50 1An luot 13 10-35 nM, 24 nM, va 60 nM.

(5) Trong thir nghiém dé kiém tra kha ning cta céc khang thé lai ctia chudt khang
FGFR3 trong viéc wc ché sy din truyén tin hiéu dugc cam tng bdi FGF1 trong té bao Ba/F3
bidu hién FGFR3-IIIb ngudi, cac khang thé 1G6, 6G1 va 15B2 c6 kha niang phong bé sy din
truyén tin hiéu dugc cam tng béi FGF1 trong té bao Ba/F3 biéu hién FGFR3-IIIb ngudi theo
céch phu thudc lidu khi kiém tra qua khoang ndng d6 khang thé trong khoang tir 0,25 dén
6,75 ug/ml. 25 ng/ml FGF1 dugc str dung trong thr nghiém nay. Khi Véng mit FGF1, viéc
diéu tri khang thé khong c6 tac dung dbi véi sw hoat héa FGFR3.

(6) Trong thir nghiém dé kiém tra kha ning cta cic khéng thé lai ctia chudt khang
FGFR3 trong viéc tic ché sy dan truyén tin hiéu duge cam ting béi FGF1 trong t& bao Ba/F3
biéu hién FGFR3-IIIc ngudi, cac khang thé 1G6, 6G1 va 15B2 c6 kha ning phong bé sy dan
truyén tin hidu duoc cam tmg béi FGF1 trong té bao Ba/F3 biéu hién FGFR3-IIIc ngudi theo
céch phu thudc lidu khi kiém tra qua khoang ndéng d6 khéng thé trong khoang tir 0,25 dén
6,75 ug/ml. 25 ng/ml FGF1 dugc st dung trong thit nghiém nay. Khi Véng mit FGF1, viéc
diéu tri khang thé khong c6 tac dung dbi v6i sy hoat héa FGFR3.

Co s& cdu triic cho sw twong téc ciia R3Mab véi FGFR3

Dé ¢6 duge cai nhin v& cach thirc R3Mab twong tic véi FGFR3, ching t6i tong
hop 6 gdm 13 peptit xép chdng kéo dai viing IgD2 va D3 FGFR3-IIIb va kiém tra sy lién
két cia ching v6i R3Mab. Peptit 3 (cac gdc 164-178) va 11 (cac gbc 269-283) thé hién
lién két dic hiéu véi R3Mab, voi peptit 3 c6 twong tdc manh hon (Fig.10A), chi ra réng
cac vung tuong ung trén FGFR3 1a quan trong dé nhan dién boi R3Mab. Céc nghién ciu
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tinh thé hoc truéc d6 ctia FGFR1 trong phitc hop v6i FGF2 xac dinh cac gdc thu thé quan
trong tham gia vao su lién két truc tiép véi FGF va heparin cling nhu trong viéc dime hoa
thy thé (34). Su sap xép théng hang peptit 3 va 11 FGFR3 véi c4c vi tri quan trong v& mit
chitc niang trong FGFR1 cho thiy ring cic peptit nay bao gém cac gbc FGFR1 tuong ung
thiét yéu cho su lién két truc tiép FGF2, dime héa thu thé, cling nhu tuong tac véi
heparin (Fig.10B). Céc sb liéu nay thé hién ring epitop ctia R3Mab trén FGFR3 chdng
1én cac gbc thu thé tham gia vao sy két hop phdi tir va tuong tac thu thé-thy thé.

Tiép theo tac gia sang ché két tinh phirc hop gifta manh Fab ctia R3Mab va vung
IgD2-D3 ngoai bao ctia FGFR3-IIIb ngudi, va x4c dinh ciu tric tia X & do phén giai
2,1A (Fig.10 C, D; bang 4). Trong phic hop nay, xép xi 1400 A2 va 1500 A2 cua dién
tich bé mit c6 thé tiép xuc voi dung méi duge vii lan luot trén FGFR3 va Fab. Khoang
80% ctia bé mit chung bi viii gdm IgD2, trong khi phan con lai ké thira cdu ndi va ving
IgD3. O phia Fab ctia phtic hop, khoang 40% ctia bé mit chung bi vii bao gdm ving
quyét dinh bd sung (CDR)-H3, 20% CDR-H2, 20% CDR-L2, va c4c déng gdp nhd 14 tir
c4c CDR va cic gbc khung khac. Luu y 13, axit amin (AA) tir CDR-H3 tao thanh hai
chudi B, ma kéo dai tAim P cta IgD2 (Fig.10D). Fab twong tic v6i AA ma tao nén vi tri
lién két FGF ctia FGFR3 cling nhu céac géc ma tao thanh bé mat chung dime hoa thu thé,
nhu dugc xac dinh trude do trong céc phirc hop FGF:FGFR dime khéc nhau (vi du, PDB
mi 1CVS, (34); va Fig.10C, cdc ving mau ghi/gach chéo va mau ghi sim). Cic bé mit
chung tuong tac dugc xéac dinh béng tinh thé hoc 13 hoan toan phu hop véi cac s6 lidu dua
trén peptit (Fig.18 A, B). Céc két qua nay ciing cho thdy cach R3Mab tc ché lién két phébi
tlt, va con cho thy ring lién két R3Mab v6i FGFR3 ¢6 thé ngin ngira sy dime hoa thu
th8. Céc axit amin FGFR3 ma tiép xuc véi R3Mab dugc thé hién trong bang 5. Cac toa
d6 tinh thé hoc cho clu triic ndy dwoc giri vao ngan hang dit lidu Protein v6i ma truy

cap3GRW.

Bang 4: tng két phan tich tinh thé hoc

Tép hop dir li€u FGFR3-IIIb: R3Mab Fab
Nhém dém P212121

Thong sb té bao a=58,5, b=99,3,c=143,7
Do phan giai (A) 25-2,1

Rsyma 0,098 (0,663)"

S6 luong quan sat 288498

Phan xa don nhét 49851
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Mtc d6 hoan thanh 99,9 (100,0)°
(o)

Tinh ché

D phan giai (A) 20-2,1

Sé luong phan xa 46714

R cudi, Rree (F>0)  0-187, 0,224
S6 lugng nguyén tir 5270

khong phai H

S6 lugng axit amin 650

Sulfat 1

Duong 1

Nguyén tir dung moi 274

Lién két Rmsd (A) 0,011

Gé6c Rmsd (°) 1,4

' Rgym = Z[I-<I>| /. Z I. <I> la cuong d6 trung binh ctia cac quan sat lién quan dén tinh
dbi xtmg ciia phan xa don nhét.

" 6 trong diu ngogc don chi 16p d6 phan giai cao nhét.

"R = 5|Fo-Fc| / TFo. Rey do duge tinh 1a R, nhung véi 5% sb phan xa duge loai khoi

tooan bd tinh ché.
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Béng 5: Cac gbc trong FGFR3 ma tiép xuc véi R3Mab

Goc bé mat dugce vui cuia goc trong bé mat chung

THR 154 0,10
ARG 155 16,50
ARG 158 105,40
MET 159 6,00
LYS 161 52,50
LYS 162 1,70
LEU 163 12,30
LEU 164 55,10
ALA 165 10,10
VAL 166 10,60
PRO 167 45,50
ALA 168 22,60
ALA 169 63,60
ASN 170 75,40
THR 171 83,00
VAL 172 1,70
ARG 173 91,70
PHE 174 1,50
ARG 175 95,60
PRO 177 15,90
GLY 202 2,10
LYS 205 63,40
ARG 207 67,60

GLN 210 31,60
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SER 212 0,40
VAL 214 26,40
GLU 216>48,90
SER 217 1,80
TYR 241 15,90
LEU 246 3,10
GLU 247 1,80
ARG 248 46,90
TYR 278 32,20
SER 279 1,80
ASP 280 19,80
ALA 281 3,00
GLN 282 24,80
PRO 283 0,50
SER 314 1,20
GLU 315 82,60
SER 316 33,20
VAL 317 56,60
GLU 318 51,50

Tac gia sang ché d4 so sanh cdu tric R3Mab-FGFR3 véi cdu tric di cong b trude
d6 ctia FGFR3-IIIc trong phirc hop voi FGF1 (4, 35) (Fig.10E, 10F). Su chdng chap cta
céc phtc hop khang thé-thy thé va phéi ti-thu thé cho thdy ring khong ¢ céc khac biét
vé cAu hinh trong cdc mién thy thé don 1¢, trir ving ma phéan biét FGFR3-Illc véi
FGFR3-IIIb; tuy nhién, sy dinh hudng cta IgD3 so v6i IgD2 khac nhau nhiéu (Fig.10E,
mau tring va mau ghi; Fig.10F, mau trdng va ghi gach). Do vi tri twong ddi ctia IgD2 va
IgD3 1a quan trong dbi véi su lién két phéi tr, cAu hinh thay thé duoc tiép nhan boi IgD3
khi lién k&t R3Mab c6 thé tao ra co ché bd sung dé ngin chin twong tac phdi tir voi

FGFR3.
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R3Mab tec ché WT ngi sinh va FGFR3 dét bién trong 18 bao ung thu bang quang

Pé danh gia xem R3Mab c6 thé wc ché chic ning FGFR3 trong t& bao ung thu
bang quang hay khong, trudc tién tac gia sang ché kiém tra dong té bao RT112 va RT4,
ma biéu hién WT FGFR3. R3Mab ¢ ché manh sy két hop [PH]-thymidin boi t& bao
RT112 (Fig.11A) va gdy ra tic dung tic ché déng ké su ting sinh té bao RT4, mic du nhe
hon (Fig.19A). Dé kiém tra téc dung clia R3Mab dbi véi su hoat héa FGFR3, chiing t6i
kiém tra su phosphoryl héa FGFR3 trong t& bao RT112. Phu hop v6i cac két qua trong t
bao Ba/F3-FGFR3 (Fig.9B), R3Mab lam suy yéu déng k& su phosphoryl héa FGFR3
duogc cam tng béi FGF1 (Fig.11B). Tiép theo tic gia sang ché kiém tra sy phosphoryl
hoéa ctia FRS20, AKT, va p44/42 MAPK, ba chét trung gian xudi dong ctia qué trinh d4n
truyén tin hiéu FGFR3. FGF1 hoat héa manh céc phén tir nay trong t& bao RT112, trong
khi R3Mab lam giam dang ké sy hoat hda nay (Fig.11B). Twong ty, R3Mab tc ché su
phosphoryl héa FGFR3 va MAPK dugc cam tng béi FGF1 trong t& bao RT4 (Fig.19B).

Tiép theo ching t6i kiém tra xem R3Mab c6 thé tc ché sy hoat héa FGFR3 dot
bién ndi sinh trong té bao ung thu bang quang nguoi hay khong. S249C 1a dot bién
FGFR3 phd bién nhit trong ung thu bang quang (Fig.9C). Hai dong t& bao c6 sin,
UMUC-14 v TCC-97-7, mang alen FGFR352%C @t bién (Ref. 36 va s6 liéu khong duoc
thé hién). Mic dit R3Mab khong tic dong dén sy phat trién theo s6 mii cia t& bao
UMUC-14 trong mdi truong nudi ciy (s6 lidu khéng dugc thé hién), né lam gidm dang
k& su phat trién dong cta céc t& bio nay (Fig.11C). Cu thé 13, R3Mab lam gidm sb luong
khudn lac c¢6 duong kinh 16n hon 120 pm xip xi 77% so v6i khang thé dbi chimg
(Fig.11D). Ngoai ra, R3Mab tic ché su két hop [3H]-thymidin»b<"yi té bao TCC-97-7 trong
mdi trudng nudi cy (Fig.19C).

Dot bién S249C duge bao cdo 1a gy ra s hoat hoa FGFR3 dbc 1ap phdi tir (26,
30). Qua that, FGFR352%C dugc phosphoryl hoa co dinhbét ké cé xir Iy FGF1 trong té
bao UMUC-14 va t& bao TCC-97-7 hay khong, trong khi R3Mab lam giam su
phosphoryl héa co dinh ctia FGFR352%C so véi khang thé dbi chimg & ca hai dong té bao
(Fig. 11E, 19D).

R3Mab e ché su tao thanh dime béi FGFR3524¢
Kha ning R3Mab e ché sy din truyén tin hiéu FGFR3%4C co dinh va su ting

sinh trong t& bao ung thu bang quang 1a bét ngd, can nhic ring d6t bién nay c6 thé trai
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qua sy dime hoa doc lap phéi tir, dugc lién két disulfua (26, 30). Dé khao sat cach
R3Mab trc ché FGFR3%4C, chiing t6i kiém tra tic dung ctia R3Mab d6i véi trang thai
oligome ctia d6t bién nay trong té bao UMUC-14. Trong diéu kién khtr, FGFR3524C i
chuyén nhw mét dai don ~97 kDa, phi hop véi kich thuéc monome (Fig.12A). Trong
diéu kién khéng khtr, trong t& bao dugc didu tri bang khang thé dbi chiing, mot doan 16n
clia FGFR3%4C xuét hién dudi dang dai ~200 kDa, bat k& viéc bd sung FGF1, chi ra
trang thai dime héa co dinh (Fig.12A). Viéc xir Iy R3Mab gin nhu lam giam lugng dime,
dong thoi lam ting cic monome (Fig.12A). Phu hop 1a, R3Mab lam gidm mic
FGFR3%%C dime trong té bao TCC-97-7 khong quan tim dén viéc c¢6 xir Iy FGF1 hay
khong (Fig.19E).

R3Mab lam giam mirc dime FGFR3524C trong té bao ung thu bang quang nhu thé
nao? Mot céch giai thich ¢é kha ning 13 n6 c¢6 thé pha v& dime FGFR354C nhy sy néi
nhap FGFR3 dugc cam g bai khang thé va van chuyén qua céc thé nhan hodc lysosom.
Tac gia sang ché d3 kiém tra kha ning nay bing can thiép dugc hoc vao sy nhép bao. Tuy
nhién, R3Mab lam giam lugng dime trong t& bao UMUC-14 d3 dugc didu tri bang nhiéu
chit e ché nhdp bao khic nhau, di cé sy phong bé ding k& qui trinh néi nhép
FGFR35%C (Fig.20 A, B). Do d6, viéc phd v& dime bing R3Mab ddc 1ap véi sw nhap
bao. Mot cach gii thich c6 kha ning khac 13 FGFR3524C & bao c6 thé tdn tai & trang thai
cin bing dong hoc monome-dime; theo d6, lién két R3Mab v&i FGFR3524C dang
monome c¢6 thé ngin sy tao thanh dime va nhd d6 chuyén trang thai can bing v& phia
trang thai monome. P& kiém tra kha ning nay, tic gia sang ché st dung chét khong thAm
té bao axit 5,5’ Dithiobis 2-nitrobenzoic (DTNB), ma phan tmg chon loc véi va phong bé
nhém sulfhydryl tu do ciia cac xystein khong bit cap (37). Viée xtr Iy t& bao UMUC-14
v6i DTNB dan dén sy tich liily monome FGFR35%C ]am giam dime (Fig.12B), chi ra
rang FGFR3524C t4n tai & trang thai cAn bang dong hoc gifta monome va dime.

Pé kiém tra xem R3Mab c6 anh hudng dén trang thai c4n bing nay hay khong, tac
gia sang ché tao ra protein tai t5 hop hoa tan chita mién IgD2-D3 ciia FGFR354€ va
phan 1ap dime bang sic ky loai trir kich ¢&. Tac gia sang ché U dime v&i dém hodc cac
khang thé khi c6 mit ndng do rét thap ciia chat khir (25 uM DTT), va phan tich trang thai
oligome héa cua thu thé bing SDS-PAGE trong diéu kién khong khir. R3Mab lam ting
dang k& sy xuét hién cta dai ~25 kDa dai dién cho FGFR3%2C monome va lam giam

dime ~50 kDa, so v&i cac dbi chung gia hodc ddi ching khang thé (Fig.12C); qua that,
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sau 2 gid sy giam dime gan nhu hodn toan hon khi ¢é mit R3Mab. Cac két qua nay thé
hién ring R3Mab dich chuyén trang thai c4n bing gifta trang thai monome va dime cta
FGFR3524C & phia monome.

R3Mab khong thiic ddy su diéu hoa giam FGFR3

Chung 6i kiém tra tac dung ctia R3Mab (dong 184.6.1) va céc khang thé lai khang
FGFR3 d6i véi sy diéu hoa giam FGFR3 bang cach phan tich sy ndi nhdp FGFR3 v su
tho4i héa t& bao duoc xir Iy bing khang thé FGFR3. Dong té bao ung thu bang quang
bidu hién FGFR3 kiéu dai (RT112) hoic FGFR3 dot bién (S249C trong TCC97-7) dugc
xir y bing R3Mab hoic céc khang thé lai 1G6 hodc 6G1 trong 4 dén 24 gid, sau d6 dich
dung giai té bao dugc thu hoach cho phén tich thim tach western téng cac mirc FGFR3.
Viée xtr ly véi R3Mab khong lam giam mirc FGFR3, trong khi viée xi 1y v6i cac mab té
bao lai 1G6 va 6G1 1am giam dang k& muc FGFR3. Céc két qua nay cho thiy ring
R3Mab khéng thiic ddy sy didu hoa giam FGFR3 trong khi cdc mab 1G6 va 6G1 thic
dAy su ndi nhap va didu hoa giam thu thé FGFR3. Trong thir nghiém riéng, mirc FGFR3
bé mit duoc kidm tra sit dung phan tich FACS. Sau 24 gid diéu tri R3Mab (dong 184.6.1)
cho t& bao UMUC-14 (chira d6t bién FGFR3 $249C), mitc FGFR3 bé mit té bao ting
nhe. Céc két qua nay chimg minh ring viéc xtr ly bang R3Mab khong thic ddy sy didu
hoa giam FGFR3. | |
R3Mab ikc ché sw phdt trién va dén truyén tin hiéu FGFR3 trong nhiéu mé hinh khéi u

Tiép theo, téc gia sang ché kiém tra tac dung ctia R3Mab dbi véi su phat trién cta
t€ bao ung thu bang quang in vivo. TAc gia sang ché da tiém té bao RT112 vao chudt
nuw/nu (ma biéu hién WT FGFR3), cho phép khéi u phét trién dén thé tich trung binh 13
~150 mm?3, v& cho cac con vét dung lidu hai 1An m6t tudn véi ta dugc 1ong hoic R3Mab.
So véi dbi chimg ta duoc 1ong, & ngay 27, viée xir Iy R3Mab & 5 hodc 50 mg/kg tc ché
sy phat trién khdi u 14n luot khoang 41% hodc 73% (Fig.13A). Sy phén tich dich dung
giai khdi u dugc thu gom 48 gid hodc 72 giv sau khi xtt 1y cho thay rang R3Mab lam
giam r6 rét mirc FRS2a duge phosphoryl hoa (Fig.13B). Bt ngd 13, mirc protein FRS2a
toan phén cling thdp hon & cic khéi u duoc xir Iy bang R3Mab, cho thiy ring tac dung tic
ché FGFR3 ¢4 thé con din dén sy diéu hoa giam FRS2a. R3Mab con lam gidm luong
MAPK dugc phosphoryl héa trong céc khéi u, ma khong anh huéng dén mic MAPK
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toan phan (Fig.13B). Do d6, R3Mab trc ché su phat trién cta cac md ghép ngoai lai khéi
u RT112 két hop véi vide phong bé sy din truyén tin hidu béi WT FGFR3.

Tiép theo tac gia sang ché kiém tra tic dung ctia R3Mab dbi véi su phét trién ca
cédc md ghép ngoai lai biéu hién FGFR3 dot bién. Viée xur Iy bang R3Mab da lam suy yéu
manh su phét trién ctia khdi u Ba/F3-FGFR352%C (Fig.13C). Hon nita, R3Mab (rc ché
d4ng k& sy phat trién ciia mb ghép ngoai lai caxinom bang quang UMUC-14 (Fig.13D).
Dé danh gid xem R3Mab c¢6 anh hudng t6i sy hoat héa FGFR352C in vivo hay khéng,
thc gia sang ché danh gid mirc dime FGFR352%C trong dich dung giai khéi u duoc thu
gom 24 giy hodc 72 gid sau khi didu tri. Trong diéu kién khéng khir, lugng dime
FGFR3%2%C gan nhu 13 thip hon trong khéi u duoc xir Iy bing R3Mab so véi nhém dbi
ching, trong khi d6 mic FGFR3%C toan phin, nhu dugc dénh gia bing lwong dugc
phét hién trong diéu kién khtr, cho thdy it thay dbi (Fig.13E). Khéng c6 su tich liy o
rang monome FGFR352%C dugc quan sat thdy trong dich dung giai khdi u, nguoc véi két
qua trong mdi truong nudi ciy té bao (Fig.13E vs. 12A). Didu nay c6 thé 1a do 4o nhay
phét hién yéu dbi véi FGFR3 monome trong didu kién khong khir bdi khang thé da dong
ctia tho khang FGFR3 dugc sir dung trong nghién ciru ndy (Fig.21). Quan trong 13,
R3Mab con trc ché dang ké su phosphoryl héa va hoat héa MAPK trong khdi u UMUC-
14 (Fig.13E), thé hién ring R3Mab tic ché hoat tinh ctia FGFR3524C in vivo. Chiing toi
khong quan sat thdy sw giam khéi lwong déng ké bit ky hodc cac bit thuong chung khac
trong nghién ciru in vivo bat ky. Ngoai ra, trong nghién ciru v& d6 an toan dwoc thyc hién
& céc con chudt, R3Mab, ma lién két véi 4i luc tuong ty v6i ca FGFR3 nguoi va chudt,
khong gy ra doc tinh phan biét dugc bat ky trong co quan bét ky, bao gdm bang quang
(s liéu khéng dugc thé hién). Cling véi nhau, céc s6 liéu nay thé hién ring nhiéu 14n tiép
xtc v&i R3Mab dugc dung nap tt & chudt.

Hoat tinh chong khoi u ciia R3Mab trong cdc mé hinh ghép ngoai lai da u tup bao gom
ADCC

Pé danh gid xem R3Mab c6 thé c6 kha ning diéu tri bénh da u tuy hay khong,
trudc tién tic gia sang ché kiém tra tac dung ctia R3Mab dbi v6i su ting sinh va kha ning
song s6t clia ba dong té bao t(4;14)+ trong mdi trudng nudi cdy. Té bao UTMC-2 mang
WT FGFR3, trong khi OPM2 va KMS11 lan luot mang dot bién thé K650E va Y373C
(7). Trong mdi trudng nudi ciy, R3Mab 1am mat hoan toan sy ting sinh té bio UTMC-2
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dugc cam tng boi FGF9 (Fig.22A). R3Mab tic ché vira phai su phat trién cta t& bao
OPM2, nhung khéng gay tic dung 16 rang ddi véi su ting sinh ctia t& bao KMS11 (Fig.22
B, C). Do té bao UTMC-2 khong tao thanh khéi u & chudt, tic gia sang ché danh gia tinh
hiéu qua ctia R3Mab khang khéi u OPM2 va KMS11. R3Mab gin nhu 13 loai bd hoan
toan su phét trién khdi u ghép ngoai lai ctia ¢ hai dong té bao (Fig.14 A, B).

Su khac biét dang ké vé hoat tinh ctia R3Mab khéng té bao khdi u OPM2 va
KMS11 in vitro va in vivo cho thiy kha ning 13 R3Mab c6 thé c6 kha ning hd trg chic
ning hiéu tng mién dich qua trung gian Fc khang lai cac khéi u biéu hién qua muc
FGFR3. C4 hai dong té bao nay déu biéu hién mic CD55 va CD59 cao (sb liéu khong
duoc thé hién), hai chét &c ché con dudng bd thé; do d6, tac dung giy doc t& bao phu
thudc bd thé khong dugc quan sat thiy (s6 lidu khong dugc thé hién). Sau d6 chung toi
tap trung vao ADCC. ADCC xuét hién khi khang thé lién két véi khang nguyén cia né
trén t& bao dich, va thong qua ving Fc clia né, gin Vc')ri_ thu thé Fey (FcyRs) duoc biéu
hién trén t& bao hiéu émg mién dich (38). P4 kidm tra ADCC in vitro, ching 01 1 8 bao
KMS11 hosic OPM2 vdi té bao don nhén mau ngoai vi ngudi méi duge phan lap (PBMC)
khi c¢6 mit R3Mab hoic khang thé dbi ching. Hoat tinh dung giai té bao PBMC déng ké
do R3Mab khang c hai dong t& bao u tuy (Fig.14 C, D). Nguoc lai, R3Mab khéng hd tro
su dung giai t& bao cta t& bao ung thu bang quang RT112 hoic UMUC-14 (Fig.14 E, F).
Nhu dwoc xac dinh bang phén tich Scatchard, € bao da u tuy biéu hién FGFR3 bé mit té
bao nhidu hon dang k& so véi dong té biao caxinom bang quang (nhiéu thy thé hon ~ 5

dén 6 14n cho mdi té bao; Fig.23 A, B).

Dé giai thich sy déng gép ctia ADCC vao hoat tinh ctia R3Mab in vivo, ching t6i
dua dot bién D265A/N297A (DAA) di dugc phan tich trén ddy vao mién Fe cia khang
thé. Dot bién thé kép nay trong mién Fc cua khang thé loai bo lién két ctia né vdi FeyRs
(39), ngén can su huy dong t& bao hiéu tmg mién dich. D6t bién DAA khoéng 1am thay dbi
lién két R3Mab v6i FGFR3 hodc e ché hoat tinh FGFR3 in vitro, n6 cling khong lam
thay d6i duge dong hoc ctia R3Mab & céc con chudt (sb liéu khong dugc thé hién); tuy
nhién, né gan nhu loai bo hoat tinh in vivo khang mé ghép ngoai lai OPM2 hozc KMS11
(Fig.14 G, H). Nguoc lai, d6t bién DAA khong lam thay doi hoat tinh khang khéi u cta
R3Mab d6i véi mé ghép ngoai lai ung thu bang quang RT112 va UMUC-14 (Fig.24 A,
B). Céc két qua ndy cling cho thdy rang ADCC phu thudc Fc dong vai trd quan trong
trong hiéu lyc clia R3Mab khang md ghép ngoai lai da u tuy OPM2 va KMS11.
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Cdc nghién ciru mo ghép ngoai lai bo sung

R3Mab (dong 184.6.1N54S) con dugc phén tich nhu sau:

(a) R3Mab dugc kiém tra v& hidu qua in vivo bing cach st dung .m6 hinh ghép
ngoai lai khéi u dua trén dong té bao ung thu gan (Huh7) can thiét nhu néu trénf
Khi dugc kiém tra & ndng d6 khang thé 13 5 mg/kg va 30 mg/kg, R3Mab tc ché
dang k& su phat trién khdi u in vivo. S phat trién khéi u duoc e ché khoang 50%
s0 v6i su phét trién khéi u & dong vat dbi chimg.

(b) R3Mab dugc kiém tra v& hiéu qua in vivo bang cach st dung mé hinh ghép
ngoai lai khéi u dua trén dong t& bao ung thu v (Cal-51) ma bidu hién FGFR3
nhu dugc mé ta trén day. Cac két qua tir nghién ciru vé hidu luc cho thdy ring
khang thé R3Mab c6 kha ning e ché khdi u in vivo khi duge kiém tra & ndng do
khéng thé nim trong khoang tir I mg/kg dén 100 mg/kg. Su phat trién khdi u dugc
trc ché khoang 30% so v6i sy phat trién khéi u & dong vat dbi chung.

Thao ludn

Su két hop ctua biéu hién qud muc FGFR3 c6 tién lugng kém & cac bénh nhin da u
tuy t(4;14)+ va hoat tinh bién nap cua FGFR3 duoc hoat héa trong mot s6 mo hinh thi
nghiém chimg minh FGFR3 13 gen diéu khién gy bénh ung thu quan trong va do d6 la
dich diéu tri tiém ning trong bénh ly huyét hoc 4c tinh. Nguoc lai, du c4c bdo cdo vé tin
suét cao cta dot bién va/hodc su biéu hién qua muc cua FGFR3 trong caxinom bang
quang (24, 25, 40), vai trd quan trong d6i voi sy din truyén tin hiéu FGFR3 & bénh ung
thu biu mé nay chwa dugc thiét 14p in vivo. Ngoai ra, kha ning didu tri cia tac dung trc
ché FGFR3 trong ung thu bang quang chua dugc xac dinh. O déy, tac gia sang ché chira
réng su can thiép di truyén hodc duoc hoc vao FGFR3 tic ché su phat trién ctia mot sb mod
ghép ngoai lai ung thu bang quang ngudi & chudt. Cac két qua nay chimg minh rang chirc
ning FGFR3 1a quan trong ddi véi su phat trién khéi u trong hé théng nay, nhin manh
tAm quan trong tiém ning cta thu thé nay nhu 14 gen diéu khién gy ung thu va dich diéu
tri trong ung thu bang quang. Su phong bé chirc ning FGFR3 e ché giéng nhau sy phat
trién cia cdc md ghép hgoai lai biéu hién FGFR3 WT ho#c d6t bién, cho thiy ring c4 hai
dang cua thu thé c6 thé tham gia déng ké vao sy phat trién khéi u bang quang. Miic du it
gép hon nhiu so véi trong ung thu bang quang, cac dot bién FGFR3 hodc su biéu hién

qua mic FGFR3 d3 dugc xéc dinh trong khoi u ran 4c tinh khéc, bao gom caxinom cd tir
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cung (40), caxinom t& bao gan (41) va ung thu phdi té bao khéng nho (42, 43), cho thdy

su tham gia hiéu qua ctia FGFR3 vao loai ung thu biéu mé khéc.

Su lién quan 18 rang cua FGFR3 trong céc bénh 4c tinh da dang x4c nhan thu thé
nay 1a Gng vién hép din cho lidu phap gin dich. Miic di hop chit phan tir nho ma c6 thé
trc ché hoat tinh kinaza FGFR3 d3 dugc md ta (18-22, 44), d twong ddng gan cta mién
kinaza trong ho FGFR d& can trd sy phat trién ctia chét (e ché chon loc FGFR3. Sy thiéu
tinh chon loc cua chit (e ché d3 bdo cdo gdy kho khin cho viéc phan biét sy tham gia
tuong dbi cua FGFR3 vao sinh hoc ctia nhiéu loai ung thu cu thé; ngoai ra, né cé thé cé
nguy co v& d6 an toan, vuot muc lidu t61 da va do d6 han ché tac dung rc ché t6i vu cua
FGFR3. Do d6, d& dat dwoc su gén dich chon loc va dic hiéu FGFR3, téc gia sang ché
chuyén sang chién lugc dua trén khang thé. Téc gia sang ché suy ludn ring khang thé
diéu tri t6i wru cin ¢ kha ning phong bé khong chi WT ma con céc dot bién lién quan
dén ung thu chiém wu thé ctia FGFR3. Ngoai ra, mic du viéc dime héa FGFR3 1a quan
trong ddi v&i sy hoat héa ctia n6, khang thé ma khong chi phong bé sy lién két phéi tir ma
con can trd sy dime hoéa thu thé c6 thé 1a t6t hon. Céc tinh chét mong mudn khéc s& bao
gdm kha ning hd trg chirc ning hiéu tng do Fc va thdi gian ban thai huyét thanh dai
duoc tao ra boi khung tu nhién ctia khang thé c6 chidu dai ddy di. Tac gia sang ché tap
trung vao céc nd luc sang loc va thao tac di truyén dé xac dinh phén tir khing thé ma két
hop tit ca céc dic diém nay, din d&én viéc tao thanh R3Mab. Cac nghién ctru lién két
chimg minh kha ning R3Mab canh tranh véi phéi tir FGF & tuong tac v6i ca hai ddng
dang IIIb va Illc ctia FGFR3. Céc thir nghiém khac v&i dong té bao BaF/3 dd chuyén
nhidm khéng dinh kha ning déng chi y ctia R3Mab trong viéc phong bé ca FGFR3 WT
va d6t bién FGFR3 lién quan dén bénh ung thu phd bién. Ngoai ra, R3Mab gay ra hoat
tinh khang khdi u dang ké & mot s6 mé hinh ghép ngoai lai ciia ung thu bang quang bidu
hién WT FGFR3 hodc FGFR3524C ma 13 d6t bién phd bién nhét cua thu thé nay ¢ bénh
nay. Cac nghién ctru dugc dong luc hoc cho thiy ring hoat tinh khang khéi u R3Mab &
cac mo hinh nay dugc dya trén tac dung tic ché su din truyén tin hiéu FGFR3, rd rang
nh& su phosphoryl héa giam ciia chit diéu bién xudi dong FRS2a va MAPK ctia nd. Céc
s6 liéu nay con cing ¢ thém cho két luan ring FGFR3 13 can thiét d6i v6i sy phat trién
khéi u bang quang, nhu duge chimg minh béi cac nghién ctru FGFR3 shARN ctia téc gia

séng che.
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Céc dot bién FGFR3 trong ung thu bang quang thé hién mét trong sb cac bién ddi
gdy bénh ung thu phd bién nhét cta protein kinaza trong ung thur hic t6, 1am nh¢ dén dot
bién phd bién ciia B-Raf trong khéi u 4c tinh (45). Phan 16n cac dot bién hoat héa trong
FGFR3 tao ra xystein khong bét cip, din dén su dime hoa thu thé doc lap phéi tr va cac
muc hoat hda co dinh khac nhau. Nghién ctru trudc day st dung manh Fab hoa tri mot
khéng FGFR3 chi ra hoat tinh trc ché khéc biét khang d6t bién FGFR3 dic higu (46); tuy
nhién, co s& phéan tr cho tic dung bién dbi nay khong dugc khao sat. So v6i cac manh
khang thé hoa tri mét, cac khéng thé hoa tri hai ¢6 kha ning cam Ung cum khang nguyén,
va trong trudng hop thu thé tyrosin kinaza, c6 thé giy ra su oligome héa va hoat héa thu
thé. Du ¢6 chidu dai ddy du, cAu hinh héa tri hai, R3Mab thé hién tic dung tic ché chung
WT FGFR3 va cé phé cac dot bién FGFR3 rong, gém cac bién thé ma 1a phu thudc phéi
tir (FGFR3%72C, FGFR3Y375C), hoat tinh co dinh (FGFR3R248C, FGFR3%2%C), hogc c4 hai
(FGFR3X552E). C4c két qua nay dit ra cdu hoi: 1am thé niao R3Mab déi khang ca WT
FGFR3 va céc dot bién FGFR3 khéc nhau, bao gdm bién thé dugc lién két disulfua.

| Dua trén su sép xép thing hang trinh tw FGFRI1, epitop peptit duge nhén dién boi
R3Mab chdng 1én cac gbc FGFR3 tham gia vao lién két véi phéi tir va heparin, cling nhu
dime hoéa thu thé. Két luan nay dugc khéng dinh bﬁng cac nghién ctru tinh thé hoc cua
phirc hop gitta R3Mab va ving ngoai bao ciia FGFR3. Chu tric tia X cho thdy ring
khang thé 1ién két v6i ving ctia [gD2 va IgD3 ma 1a quan trong d6i véi tuong tac phdi tir-
thu thé cfing nhu tiép xtc thu thé-thy thé. Do d6, R3Mab c6 thé phong bé WT FGFR3 ca
bang cach canh tranh lién két phéi tir va bang cach ngin can sy dime héa thu thé. R3Mab
c6 thé st dung co ché tuong tw dé e ché FGFR3X62E, ma ¢4 hoat tinh co dinh thap,
nhung yéu ciu phdi tir dé hoat héa ddy du. Ngoai ra, lién két R3Mab lam thay d6i huéng
tuong d6i ctia FGFR3 IgD3 dbi voi IgD2. Phét hién nay dua dén kha ning chinh 1a khéng
thé c6 thé con tc ché su hoat hoa thu thé béng cach thuc déy cAu hinh ma khong thuén loi
cho sy dn truyén tin hidu — luu y rang can nghién ctru thém.

D& hiéu 16 hon v& cach R3Mab phong bé céc bién thé FGFR3 c6 xystein khong
bét cip, tac gid sang ché phan tich dot bién phd bién nhit, FGFR3%%C, chi tiét hon. Cac
thir nghiém véi chét phong bé DTNB khéng chira sulfhydryl chi ra trang thai can bang
dong hoc gitta dang monome va dime ciia FGFR3%%%C. Trang théi cAn bang twong tu gitta
trang thai oxy héa va trang thai khir duoc didu bién bing chit diéu hoa oxy hoéa khir ndi

sinh d& dugc bio céo dbi véi cac thu thé NMDA (46). Viéc U té bao ung thu bang quang
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biéu hién FGFR3%2%C y¢i R3Mab din dén su giam sb luong coa dime thu thé va su ting
ddng thdi mirc monome. Ngoai ra, manh IgD2-D3 da tinh ché ctia FGFR3524C tao thanh
dime trong dung dich; khi dugc 0 vdi R3Mab, dime khong xudt hién 6n dinh trong khi
FGFR35C dang monome dugc tich liiy. Ciing v6i phan tich cu tric, cac két qua nay
cho thiy rang R3Mab bit gitt FGFR352%C dang monome va can tr& sy dime héa cta né.
Theo thoi gian, R3Mab chuyén trang thai cin bang vé phia dang monome, phong bé hoat
tinh thu thé co dinh. Co ché nay c6 thé con giai thich ciach R3Mab trc ché céc dot bién
xystein khac ctia FGFR3. '

Phat hién quan trong khac ctia nghién ciru ndy 13 hoat tinh khang khéi u hiéu qua
clua RjMab khang t(4;14)+ dong t& bao da u tuy OPM2 va KMS11 in vivo. Nguoc lai,
R3Mab c6 tac dong vira phai dén t6i thiu dén su ting sinh hoic kha ning séng s6t cta
cac t& bao nay trong méi trudng nudi céy. Té bao OPM2 va KMS11 biéu hién muc
FGFR3 bé mit té bao twong d6i cao (cao hon 5-6 14n so v6i té bao caxinom bang quang
RT112 va UMUC-14). M4t d6 khéang nguyén cao hon ¢6 thé cho phép R3Mab h3 trg huy
ddng hi€u qua té bao hiu tmg mién dich mang FcyR va hoat héa ADCC. Qua that, khi ¢6
mit PBMC ngudi, R3Mab diéu tiét sy dung giai t& bao cta t& bao OPM2 va KMS11,
nhung khong phai véi té bao ung thu bang quang RT112 hoic UMUC-14. Ngoai ra, dang
d6t bién DAA ctia R3Mab, ma khéng c6 kha ning lién két FeyR, khong c6 tac dung d6i
v6i sy phét trién KMS11 hoic OPM2 in vivo, nhung van trc ché sy phat trién cta khéi u
RT112 va UMUC-14 tuong tu véi R3Mab. Cac sb liéu nay cing thé hién 1a R3Mab c6 co
ché kép cuia hoat tinh chdng khéi u: (a) trong t& bao biéu hién WT FGFR3 hodc FGFR3
d6t bién véi cac mirc bé mit thap hon, né phong bé su dan truyén tin hiéu phu thudc phdi
ttr hodic co dinh; (b) trong té bao biéu hién FGFR3 bé mat véi mirc twong dbi cao, nd cam
ung ADCC.

Két qua cta tac gia sang ché ciing 1am xuAt hién mdt sé cAu hoi méi. Thir nhét,
chua biét 13 tai sao dong té bao ung thu bang quang duoc kiém tra trong thir nghiém nay
bidu hién do nhay thay dbi véi R3Mab. Pap tmg khéc biét nay, ma thudng phd bién dbi
v6i lidu phéap gin dich, c6 thé 13 sy phan anh ciu tao gen khéac biét ciia timg khdi u. Qua
that, t& bao ung thu v dwong tinh v6i Her2 thé hién d6 nhay thay dbi v6i khang thé
khang Her2 (48), ciing giéng nhu céc t& bao ung thu khic nhau dap Gng véi khang thé
khang EGFR (49). Trong truéng hop nay, sy phat trién cﬁa cac md hinh in vivo bd sung
dbi v6i bénh ung thu bang quang ¢cé6 WT FGFR3 va FGFR3 d6t bién can phai dugc danh
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gi4 d6 nhay v&i phan tir FGFR3 & dong vat mot cach khan cip. Ngoai ra, viée lam sang to
vé gen danh d4u sinh hoc du doan dugc ¢ thé gitip nhan dién cic bénh nhan co thé
huéng loi ich t6i wu tir lidu phap gén dich FGFR3. Thit hai, vi R3Mab khong giy thoai
hoa khdi u trong cdc mé hinh tac gia sang ché da kiém tra, cac nghién ctru tiép theo can
khéo sat xem R3Mab c6 thé két hop véi cac duge chit d3 duoc thiét 1ap khong.

Két ludn, cac phat hién clia tic gia sang ché cho thdy WT FGFR3 va FGFR3 dot
bién déu l1a quan trong d6i véi su phéat trién ung thu bang quang, do d6 mé rdng sy lién
quan dén viéc gy bénh ung thu in vivo ctia thu thé nay tir bénh 1y huyét hoc 4c tinh dén
ung thu biéu mo. Ngoai ra, két qua clia tac gia séng ché chimg minh ring c& WT FGFR3
va FGFR3 d6t bién c6 thé duoc gin dich hidu qua trong khéi u cé khang thé c6 chidu dai
day dt ma két hop kha niang phong bé lién két phéi tir, dime hoa thu thé va din truyén tin
hiéu, ciing nhu thuc diy su dung giai té bao khdi u bang ADCC. Céc két qué nay cho
thiy su hop Iy trong viéc khao sét liéu phép gin dich FGFR3 dua trén khéng thé trong

céc bénh 4c tinh da dang c6 lién quan dén thy thé nay.
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Mac du sang ché trén duge mo ta chi tiét bang cadc minh hoa va vi du véi muc dich

lam 13, cdc md ta va vi du nay khong dugc xem la lam gidi han pham vi cua sang cheé.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé d6i khang khang FGFR3 dugc phén lap, trong d6 khéng thé nay
chira HVR-L1 bao gdm trinh ty RASQDVDTSLA (SEQ ID NO:87), HVR-L2 bao gdm
trinh ty SASFLYS (SEQ ID NO:88), HVR-L3 bao gbm trinh tv QQSTGHPQT (SEQ ID
NO:89), HVR-HI1 bao gbm trinh tv GFTFTSTGIS (SEQ ID NO:84), HVR-H2 bao gdm
trinh tv GRIYPTSGSTNYADSVKG (SEQ ID NO:85), va HVR-H3 bao gbm trinh tu
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDY (SEQ ID NO:86).

2. Khang thé dbi khang khang FGFR3 theo diém 1, trong d6 khang thé nay chua
ving bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID NO:132 va ving bién dbi chudi nhe bao gbm
SEQ ID NO:133.

3. Khang thé dbi khang khang FGFR3 theo diém bat ky trong sé cac didm trén,
trong d6 khang thé nay khéng cam ting su diéu hoa giam FGFR3 dang ké va/hoic dang
hoa tri hai ciia khang thé khéng c6 chitc ning chi van déng ké.

4. Khang thé d6i khang khang FGFR3 theo diém bét ky trong sb cac diém trén,
trong d6 khang thé lién két v6i polypeptit chira trinh ty axit amin c6 ty 18 tuong ddng
hodc ddng nhét trinh ty it nhét 14 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% v&i trinh ty axit
amin LAVPAANTVRFRCPA (SEQ ID NO:179) va/hodc SDVEFHCKVYSDAQP (SEQ
ID NO:180).

5. Khéang thé dbi khéang khang FGFR3 theo diém bét ky trong s6 cic diém trén,
trong d6 khang thé nay lién két véi it nhét mot, hai, ba, bon, hodc sb luong bAt ky 1én dén
tAt ca cac gbe 154, 155, 158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
172, 173, 174, 175, 177, 202, 205, 207, 210, 212, 214, 216, 217, 241, 246, 247, 248, 278,
279, 280, 281, 282, 283, 314, 315, 316, 317 va/hodc 318 ctia FGFR3 IlIb.

6. Khang thé dbi khang khang FGFR3 theo diém bét ky trong sb céc diém trén,
trong do khang thé nay uc ché hoat tinh FGFR3 co dinh, cu thé 13 hoat tinh FGFR3 phu
thugc phdi tir co dinh va/hodc hoat tinh FGFR3 co dinh dbc 1ap phdi tir, va/hodc trc ché
(a) FGFR3-IIIbR*%C va (b) mot hoic nhiéu FGFR3-IIbX652E, FGFR3-IIIbY*7°C, FGFR3-
IIIbS24C, va FGFR3-I11b%37%,

7. Khang thé dbi khang khang FGFR3 theo diém bit ky trong sb cac diém trén,
trong d6 khang thé nay chia trinh tu khung va it nh4t mot phan cia trinh ty khung 13
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trinh ty khung lién tmg cta ngudi cu thé 13 trinh ty khung lién ng phdn nhém « cla
ngudi vashodc trinh ty khung lién tmg phan nhém IIT chudi ning ciia ngudi.

8. Khéng thé dbi khang khang FGFR3 theo diém bat ky trong sb céc diém trén,
trong d6 khang thé nay dwgc chon tir nhém bao gbm khang thé don dong, khang thé
kham, khéang thé duoc 1am twong thich v6i ngudi, khang thé hoan thién i luc, khang thé
ngudi va khang thé dac hiéu kép.

9. Khéang thé d6i khang khang FGFR3 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén
7, trong d6 khang thé nay 13 manh khang thé.

10. Khéng thé dbi khéang khéng FGFR3 theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1
dén 8, trong do6 khang thé nay c6 hoat tinh gy ddc té bao qua trung gian t& bao phu thudc
khang thé.

11. Poiynucleotit ma héa cho khang th8 theo diém bt ky trong sb cac diém trén.

12. Té bao chu chita vecto chira polynucleotit theo diém 11.

13. Phuong phép san xuat khéng thé khang FGFR3, trong d6 phuong phap nay
bao gdm buédc nudi cdy té bao chi chira polynucleotit ma héa khang thé theo diém bat ky
trong s6 céac diém tir 1 dn 10 sao cho polynucleotit ndy dugc biéu hién, va tuy y, thu hdi
khang thé tir mdi trudng nudi cdy nay.

14. Dugc phdm chira khang th8 theo didm bat ky trong s cic diém tir 1 dén 10 va

chit mang duoc dung.
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Dong 184.6.1.N54S

vH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSTGISWVRQAPGKGLEWV
GRIYPTSGSTNYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEQ ID NO: 132)

VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVDTSLAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSTGHPOTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:133)

Dong 184.6.58

VH
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSTGISWVRQAPGKGLEWY
ARIYPTNGSTNYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEQ ID NO:134)

VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVDISLAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQGAGNPYTFGOGTKVEIKR (SEQ ID NO:135)

Dong 184.6.62

VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTTCISWVROAPGKGLEWY
ARIYPLYGSTHYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEQ ID NO:136)

VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGSGTIDFTLTISSLOPEDFATYYCOQTYTTSLTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:137)

Déng 184.6.1.NS D30E

VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSTGISWVRQAPGKGLEWV
GRIYPTSGSTNYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEQ ID NO:138)

VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVETSLAWYQQOKPGKAPKLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCOQSTGHPQTFGOGTKVEIKR (SEQ ID NO:139)

FIG. 2A
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5/35

Dong 1G6

HVR-H1: GYSFTDYNMY (SEQ ID NO:164)

HVR-H2: WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG (SEQ ID NO:167)
HVR-H3: ASPNYYDSSPFAY (SEQ ID NO:170)
HVR-L1: SASSSVSYMH (SEQ ID NO:155)

HVR-L2: TWIYDTSILAS (SEQ ID NO:158)

HVR-L3: QQWTSNPLT (SEQ ID NO:161)

Dong 6G1

HVR-H1: GYVFTHYNMY (SEQ ID NO:165)

HVR-H2: WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG (SEQ ID NO:168)
HVR-H3: ARGQGPDFDV (SEQ ID NO:171)

HVR-L1: SASSSVSYMH (SEQ ID NO:156)

HVR-L2: RWIYDTSKLAS (SEQ ID NO:159)

HVR-L3: QQWSSYPPT (SEQ ID NO:162)

Dong 1582

HVR-H1: GYAFTSYNMY (SEQ ID NO:166)

HVR-H2: WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG (SEQ ID NO:169)
HVR-H3: ARWGDYDVGAMDY (SEQ ID NO:172)
HVR-L1: LASQTIGTWLA (SEQ ID NO:157)

HVR-L2: LLIYAATSLAD (SEQ ID NO:160)

HVR-L3: QQOLYSPPWT (SEQ ID NO:163)

FIG. 2B
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Trinh tw khung cia chudi nhe huMAb4D5-8

LC-FR1

LC-FR2

LC-FR3

LC-FR4

1As.p Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys?3® (SEQ ID NO: 42)

35Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 'l‘yr49
(SEQ ID NO: 43)

576ly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys®®
(SEQ ID NO: 44)

8phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys!®? (SEQ ID NO: 45)

Trinh tw khung céia chudi ning huMAb4D5-8

HC-FR1

HC-FR2

HC-FR3

HC-FR4

lglu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Glmn Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser?> (SEQ ID NO: 46)

36Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val?8
(SEQ ID NO: 47)

66Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
Met Asn® ser®32 1eud3 Arg®3C Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys®2
(SEQ ID NO: 175)

1°3Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser!l3 (SEQ ID NO: 176)

FIG. 5

Trinh ty khung ciia chudi nhe huMAb4D5-8 dwgc bién ddi & vi tri 66 (dwgc gach chén)

LC-FR1

LC-FR2

LC-FR3

LC-FR4

1Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cy523 (SEQ ID NO: 42)

$rp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
(SEQ ID NO: 43)

57Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys®®
(SEQ ID NO: 177)

%8phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys!®? (SEQ ID NoO: 45)

Trinh ty khung cilia chudi ning huMAb4D5-8 dwgc bién dbi & vi tri 71, 73,va 78 (dwgc gach chan)

HC-FR1

HC-FR2

HC-FR3

HC-FR4

lglu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser?® (SEQ ID NO: 46)

367rp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val®®
(SEQ ID NO: 47)

66Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
Met AsnB83 Ser83a Leu83b Arg83c Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys®? (SEQ ID NO: 178)

103Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Serll3 (SEQ ID NO: 176)

FIG. 6
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<213> Trinh ty nhén tao
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<210> 2

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M& ta trinh tuyu nhé&n tao: Peptit téng hop”
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Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1 5

<210> 7
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<213> Trinh tuyu nhédn tao
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<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
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<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /chu thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
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<220>

<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
<400> 10

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 11
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chti thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

-210-



23152

<400> 11
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1 } 5

<210> 12
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao
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<223> /ch@l thich="M& t& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
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<213> Trinh ty nhan tao
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<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 47
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 48
<211> 10

<212> PRT

-228-



23152
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 50
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr

1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 51
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé t& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 51
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1 5 10

<210> 52
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<211>
<212>

<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

23152

7
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="Mé ta trinh tu nhan tao:

52

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

5

53
9
PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn

/chi thich="Mé ta trinh ty nhén tao:

53

Gln Gln Thr Tyr Thr Thr Ser Leu Thr

1

<210>
<211>

<212>

5

54
10

PRT
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé tad trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 54
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 55
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 55
Gly Arg Ile Tyr Pro Tyr Asp Asp Ser Phe Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 56
<211> 20

<212> PRT
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é td trinh tu nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 56

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 57
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 57
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1 5 10

<210> 58
<211> 7

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhén tao:

<400> 58
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1 5

<210> 59
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chG thich="M&é ta trinh ty nhan tao:

<400> 59
Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Leu Thr

1 5

<210> 60
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é t& trinh tuy nhén tao:
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<400> 60
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 61
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 61
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 62
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chG thich="Mé t3 trinh tu nhan tao: Peptit téng hop”
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<400> 62

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 63
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 63
Arg Ala Ser Gln Val Ile Asp Ile Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 64
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400>

23152

64

Gly Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

65
9
PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/chi thich="M&é ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop”

65

Gln Gln Ser Ala Ala Asp Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

66
10
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/cht thich="Mé t& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

66

Gly Phe Ser Phe Thr Gly Thr Gly Ile Ser

1

5 10
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<210> 67
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 67
Gly Ser Ile Tyr Pro Tyr Phe Ala Thr Lys Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 68
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chii thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 68

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

69
11
PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/cht thich="M& ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdéng hop”

69

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5 10

70
7
PRT

Trinh tu nhan tao

ngudn

/chl thich="M6é ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

70

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1

<210>
<211>
<212>

5

71

9

PRT
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 71
Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1 5

<210> 72
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 tad trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 72
Gly Phe Thr Phe Tyr Thr Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 73
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 73
Gly Arg Ile Tyr Pro Ala Phe Gly Ser Ser Ile Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 74
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 74

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 75
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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<221>
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ngudn

<223> /chu thich="Mé ta& trinh tu nhé&n tao: Peptit tdng hop”

<400>

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

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

<220>

<221>

<223>

<400>

75

5 10
76
7

PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/chi thich="M6é ta trinh ty nhan tao:

76

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

77
9
PRT

Trinh ty nhadn tao

ngudn

/chi thich="Mé ta trinh tuy nhan tao:

77

-242-

Peptit tdng hop”

Peptit tdng hop”



23152

Gln Gln Thr Tyr Ser Ala Gln Pro Thr

1 5

<210> 78
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chii thich="M6é ta& trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 78
Gly Phe Ser Phe Trp Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 79
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chti thich="Mé tad trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 79
Gly Arg Ile Tyr Pro Ser Ser Ala Thr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val

1 5 10 15

Lys Gly
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<210> 80
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="M6 ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop”

<400> 80

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 81
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh ty nhé&n tao: Peptit tdng hop”

<400> 81
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1 5 10

<210> 82
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
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<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh ty nhin tao:

<400> 82
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1 5

<210> 83
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh tyu nhén tao:

<400> 83
Gln Gln Ser Tyr Ser His Gln Ser Thr

1 5

<210> 84
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh tu nhan tao:

<400> 84

-245-

Peptit tdng hop”

Peptit téng hop”

Peptit tdng hop”



23152

Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 85
<211> 18
<212> PRT

‘<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 85
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 86
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé t& trinh ty nhén tao: Peptit tdéng hop”

<400> 86
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 ‘ 5 10 15

Val Met Asp Tyr
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

20

87
11
PRT

Trinh tu nhan tao

ngudn

/chi thich="Mé6 ta

87

Arg Ala Ser Gln Asp Val

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5
88
7
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/cht thich="M&é ta trinh tu nhan tao:

88

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

5

89
9
PRT

Trinh ty nhédn tao

23152

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

Asp Thr Ser Leu Ala

Ser
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<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 89
Gln Gln Ser Thr Gly His Pro Gln Thr

1 5

<210> 90
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 90
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 91
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<221> ngudn

<223> /ché thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 91

Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
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1 5 10 15

Lys Gly

<210> 92
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chG thich="M& ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 92

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 93
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé t& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
<400> 93

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10
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<210> 94
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chi thich="M6 t& trinh ty nhan tao:

<400> 94
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1 5

<210> 95
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> nguén

<223> /cht thich="Mé ta& trinh tu nhén tao:

<400> 95
Gln Gln Ser Thr Gly His Pro Gln Thr

1 5

<212> PRT

<212> Trinh ty nhén tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M& t& trinh tu nhé&n tao: Peptit tdng hop”

<400> 96
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 97
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 97
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ala Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 98
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop”
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<400> 98
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15
Val Met Asp Tyr
20

<210> 99
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 99
Arg Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 100
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chd thich="M&é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 100

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

101
9
PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/chi thich="M&é td& trinh ty nhén tao:

101

23152

Gln Gln Ser Thr Gly His Pro Gln Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<4006>

Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

5

102
10
PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/chi thich="M&é td& trinh ty nhén tao:

102

5

103
18
PRT

Trinh ty nhdn tao

10
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<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 103
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Gln Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 104
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop”

<400> 104
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15
Val Met Asp Tyr
20

<210> 105
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 105
Arg Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 1Ce

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 106
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1, 5

<210> 107
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<221> ngudn

<223> /chu thich="M& ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop”
<400> 107

Gln Gln Ser Thr Gly His Pro Gln Thr

1 5
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<210> 108
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="M6 ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 108
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 109
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 109
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 110
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 110

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 111
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="M6 tad trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 111

Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ser Leu Ala
1 5 10
<210> 112

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh ty nhédn tao: Peptit tdng hop”
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<400> 112
Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser

1 5

<210> 113
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé tad trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 113
Gln Gln Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr

1 5

<210> 114
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
<400> 114

Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 115
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<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chd thich="M&é ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 115
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 116
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 116

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

<210> 117

<211> 11
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<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé tad trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 117
Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 118
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 118
Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser

1 5

<210> 119
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn
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<223> /chu thich="M& ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 119
Gln Gln Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr

1 5

<210> 120
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 120
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 121
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 121
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ala Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly
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<210> 122
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 122
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15
Val Met Asp Tyr
20

<210> 123
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 123
Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10
<210> 124

<211> 7

<212> PRT
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<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="M6é ta& trinh tuy nhan tao:

124

Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

125
9
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="M& ta trinh tu nhan tao:

125

Gln Gln Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<223>

5

126
10
PRT

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/chti thich="Mé t& trinh tu nhén tao:

-263-
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Peptit tdng hop”

Peptit tdng hop”



23152

<400> 126
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 127
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta& trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 127
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Gln Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 128
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé& td trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 128
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

-264-



23152

20

<210> 129
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é ta trinh ty nhan tao: Peptit tbdng hop”

<400> 129
Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ser Leu Ala

1 5 10

<210> 130
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 130
Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser

1 5

<210> 131

<211> 9
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23152

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 131
Gln Gln Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr

1 5

<210> 132
<211> 125
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chd thich="M& t& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 132

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 Thr Ser Thr

20 25 30
Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val

50 55 60

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

65 70 75 80
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23152

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

85

90 95

Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr

100

105 110

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

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

115

133
108

PRT

ngudn

<400> 133

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Trinh ty nhédn tao

/chu thich="Mé ta

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Tyr

Thr

120

125

trinh tu nhé&n tao: Polypeptit tdng hop”

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
10 15
Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr
25 30
Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
45
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
60
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

75

Gln Gln Ser Thr Gly His Pro
90 95
Glu Ile Lys Arg

105

-267-

Gly

Ser

Ile

Pro

80

Gln



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

134
125
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="M6é ta& trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

134

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

Gly TI1

20 25
e Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Ser

50
Lys Gl
65

Leu Gl

55
y Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp
70
n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85

Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr

<210>

100 105

Glu Tyr Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln
115 120
135
108

<211>

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

-268-

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Val

125

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Tyr

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr



<212>

<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

PRT

Trinh tyu nhédn tao

ngudn

/chi thich="M§ ta

135

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val

Leu Al

Tyr Se

50
Ser Gl
65

Glu As

a Trp

35

r Ala

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

136
125

PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr Gln
5

Ile Thr

Gln Gln

Phe Leu

Thr Asp

70
Thr Tyr
85

Gly Thr

Trinh ty nhan tao

ngudn

23152

trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdéng hop”

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

/cht thich="M& ta& trinh ty nhén tao:

136

-269-

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Val

15

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Polypeptit téng hop”



23152

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Prc Gly Gly

1 5 10 15

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

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

35 40 45
Ala Arg Ile Tyr Pro Leu Tyr Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr
100 105 110

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

115 120 _ 125

<210> 137
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 tad trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 137

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

1 5 10 15

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

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

-270-



35
Tyr Ser Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln

100

<210> 138
<211> 125

<212> PRT

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta

<400> 138

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
Gly Ile Ser Trp
35
Gly Arg Ile Tyr
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

23152

40
Tyr Ser Gly Val
55

Phe Thr Leu Thr

Tyr Cys Gln Gln
90
Lys Val Glu Ile

105

45

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

60
Ile Ser
75

Thr Tyr

Lys Arg

Ser Leu Gln Pro

80

Thr Thr Ser Leu

95

trinh ty nhan tao: Polypeptit tdéng hop”

Ser Gly Gly Gly
10
Ala Ala Ser Gly
25
Gln Ala Pro Gly
40

Ser Gly Ser Thr
55

Ser Ala Asp Thr

Arg Ala Glu Asp

90

-271-

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Asn Tyr

60
Ser Lys
75

Thr Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys



23152

Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr

Glu Tyr Val

115

<210> 139

<211>
<212>

<213>

<220>

<221>
<223>

108
PRT

Trinh

ngudn

<400> 139

100

105

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

ty nhén tao

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<210> 140

<211> 11

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

/chi thich="M6 ta

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

120

125

110

trinh tu nhadn tao: Polypeptit tdng hop”

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

vVal

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

-272-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Thr

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Glu

30

Leu

Phe

Leu

His

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Gln



<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

Arg Ala Ser Gln Asp Val Glu Thr Ser Leu Ala

1

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

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

PRT

Trinh tu nhdn tao

ngudn

/chi thich="M& ta trinh tu nha&n tao: Peptit tdng hop”

140

5 10
141
9

PRT

Trinh tyw nhédn tao

ngudn

/chi thich="M&é t& trinh tu nhan tao:

141

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<221>

<223>

5

142
9
PRT

Trinh tyu nhén tao

ngudn

/chu thich="M6é ta trinh ty nhén tao:

-273-
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23152

<400> 142
Gln Gln Ser Thr Gly His Pro Gln Thr

1 5

<210> 143
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 143
Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 144

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé t& trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop”

<400> 144
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly
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23152

<210> 145
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta& trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 145
Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15
Val Met Asp Tyr
20
<210> 146
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)..(5)

<223> /thay thé="Asp"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)..(6)

<223> /thay thé="Ile"

-275-



<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

23152

BIEN THE
(7) .. (7)

/thay th&="Glu" hodc "Ser"
BIEN THE
(8)..(8)

/thay thé="Ile"
BIEN THE
(9)..(9)

/thay thé="Ser"
BIEN THE
(10)..(10)
/thay thé="Leu"
misc feature

(5)..(10)

/chtl thich="Cé4c gbc da cho trong trinh tu nay khéng cé su uu

tién so vdi cac gbc trong phdn chu thich cho cac vi tri nay"

<400>

146

Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ala Val Ala

1

<210>

5 10

147

-276-



23152

<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)..(1)

<223> /thay thé="Gly"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> /cht thich="Gbc di cho trong trinh tu nay khéng cé sy uu tién

so véi cha thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)..(6)

<223> /thay thé="Tyr"

<220>

<221> misc_ feature

<222> (6)..(6)

<223> /cht thich="Gbéc d& cho trong trinh ty nay khéng cé su uu tién

so véi cht thich cho vi tri nay"

<400> 147

-277-



Ser Ala Ser Phe Leu Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<221>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

5

148
9

PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

23152

/chi thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

/thay thé="Ser"

BIEN THE
(4)..(4)

/thay thé&="Tyr"

BIEN THE
(5)..(5)

/thay thé="Ser"

BIEN THE
(6)..(6)

/thay thé="His"

hodc

hodc

hoac

"Thr"

"Ala"

"Thr" hodac "Ala"

"Asp" hodc "Thr" hodc "Asn"
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<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

23152

BIEN THE
(7)..(7)

/thay thé="Pro" hodc "Ser"

BIEN THE

(8)..(8)

/thay thé="Tyr" hodc "Leu" hodc "Pro" hodc "Gln"

misc_ feature

(3)..(8)

/cht thich="Cac gbc d& cho trong trinh tu nay khéng cé su
tién so véi cac gbc trong phdn chu thich cho cac vi tri nay"

148

Gln Gln Gly Thr Gly Ala Gln Ser Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

5

149
10
PRT

Trinh ty nhé&n tao

ngudn

/chti thich="M6 ta trinh tuy nhén tao:

-279-
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23152

<221> BIEN THR
<222> (3)..13)

<223> /thay thé="Thr"

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> /cht thich="Gbc d& cho trong trinh tu nay khéng cbé sy uwu tién

so v&i chu thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)..(5)

<223> /thay thé="Tyr" hodc "Ser" hodc "Thr"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)..(6)

<223> /thay thé&="Gly" ho&c "Thr"

<220>
<221> misc_feature
<222> (5)..(6)

<223> /chu thich="Cac gbéc da cho trong trinh ty ndy khéng cé su uu
tién so vdi cac gbc trong phdn ché thich cho cac vi tri nay"

<400> 149
Gly Phe Ser Phe Trp Ser Thr Gly Ile Ser

1 5 10

<210> 150

<211> 18
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)..(6)

<223> /thay thé="Ala" hodc "Leu" hodc "Ser" hodc "Thr"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (7)..(7)

<223> /thay thé="Gln" hodc "Asp" hodc "Gly" hodc "Tyr" hodc

"Ser" hodc "Asn" hodc "Phe"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (8)..(8)

<223> /thay thé="Asp" hoic "Gly"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (9)..(9)

<223> /thay thé="ser"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (10)..(10)

<223> /thay thé="Phe" hodc "Thr" hodc "Ser"
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23152

<220>
<221> BIEN THE
<222> (11)..(11)

<223> /thay thé="His" hodc "Asn" hodc "Ile"

<220>
<221> misc_ feature
<222> (6)..(11)

<223> /chu thich="Cac gbc dd cho trong trinh ty ndy khéng cé su uu
tién so véi cac gbc trong phadn cht thich cho cac vi tri nay"

<400> 150
Gly Arg Ile Tyr Pro Tyr Ala Ala Thr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 151
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6é ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 151

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr Val Asp Tyr Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Val Met Asp Tyr

20

-282-



23152

<210> 152
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cha thich="Mé t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)..(5)

<223> /thay thé="Asp"

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> /ch@ thich="Géc d& cho trong trinh tu nay khéng cé su uu tién

so vdi cha thich cho vi tri nay"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (7)..(7)

<223> /thay thé="Glu" hodc "Ser"
<220>

<221> BIEN THE

<222> (8)..(8)

<223> /thay thé="Ile"

<220>

<221> BIEN THE
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23152

<222> (9)..(9)

<223> /thay thé="Ser"

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(9)

<223> /chu thich="C&c gbc d& cho trong trinh tu nay khéng cé su uu
tién so vdi cac gbc trong phdn chu thich cho cac vi tri nay"

<400> 152
Arg Ala Ser Gln Val Val Asp Thr Ala Val Ala

1 5 10

<210> 153
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (3)..(3)

<223> /thay thé="Gly" hodc "Thr"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (4)..(4)

<223> /thay thé="Thr" hodc "Ala"
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<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

23152

BIEN THE
(5)..(5)
/thay thé="Gly"

BIEN THE
(6)..(6)
/thay thé&="His" hodc "Asn"

BIEN THE
(7) ..(7)
/thay thé="Ser"

BIEN THE
(8)..(8)
/thay thé="Gln" hodc "Tyr" hodc "Leu"

misc_feature
(3)..(8)

/chu thich="Cac gbc di cho trong trinh ty nay khéng cé su

tién so vdi cadc gbc trong phdn cht thich cho céc vi tri nay"

<400>

153

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1

<210>

5

154
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<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé tad trinh tuy nhan tao: Peptit tdéng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)..(6)

<223> /thay thé="Leu"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (7)..(7)

<223> /thay thé&="Tyr" hodc "Ser" hodc "Gly" hodc "Ala" hoic "Gln"

<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(7)

<223> /cht thich="Cic gbc d& cho trong trinh tu nay khéng cé su uu
tién so vdi cac gbc trong phdn cht thich cho céc vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (11)..(11)

<223> /thay thé&="His"

<220>

<221> misc_feature
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<222> (11)..(11)
<223> /cht thich="Gbc di cho trong trinh tu nay khéng cé su uwu tién

so v&i chu thich cho vi tri nay"

<400> 154
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 155
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 155
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His

1 5 10

<210> 156
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 156
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His

1 5 10

<210> 157
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 157
Leu Ala Ser Gln Thr Ile Gly Thr Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 158
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 158
Thr Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Ile Leu Ala Ser

1 5 10

<210> 159
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 159
Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5 10

<210> 160
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 160

Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Ala Asp

1 5 10
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<210> 161
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 161
Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Leu Thr

1 5

<210> 162
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 162
Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
1 5

<210> 163
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 163
Gln Gln Leu Tyr Ser Pro Pro Trp Thr
1 5

<210> 164
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 164
Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Asn Met Tyr

1 5 10

<210> 165
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 165
Gly Tyr Val Phe Thr His Tyr Asn Met Tyr

1 5 10

<210> 166
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 166
Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Asn Met Tyr

1 5 10

<210> 167
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 167
Trp Ile Gly Tyr Ile Glu Pro Tyr Asn Gly‘Gly Thr Ser Tyr Asn Gln
1 5 10 15
Lys Phe Lys Gly
20
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<210> 168
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 168
Trp Ile Gly Tyr Ile Glu Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln
1 5 10 15
Lys Phe Lys Gly
20

<210> 169
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 169
Trp Ile Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Ile Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln
1 5 10 15
Lys Phe Lys Gly
20

<210> 170
<211> 13
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 170

Ala Ser Pro Asn Tyr Tyr Asp Ser Ser Pro Phe Ala Tyr
1 5 10
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<210> 171
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 171

Ala Arg Gly Gln Gly Pro Asp Phe Asp Val
1 5 10
<210> 172

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 172
Ala Arg Trp Gly Asp Tyr Asp Val Gly Ala Met Asp Tyr

1 5 10

<210> 173
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 173

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

1 5 10 15

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

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

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

Ser

50

Arg

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

35

Ala

Ser

Phe

Gly

174
107

PRT

ngudn

<400> 174

Asp Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Leu

Asp
70

Tyr

Thr

Trinh tyu nhan tao

/chu thich="Mé ta

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

23152

40

Tyr Ser Gly Val Pro
55

Phe Thr Leu Thr Ile

75
Tyr Cys Gln Gln His
90

Lys Val Glu Ile Lys

105

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Thr Thr

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Pro
80

Pro

trinh ty nhadn tao: Polypeptit tdng hop”

Ser Pro Ser Ser Leu
10
Cys Arg Ala Ser Gln
25
Lys Pro Gly Lys Ala
40

Tyr Ser Gly Val Pro
55

Phe Thr Leu Thr Ile

75

Tyr Cys Gln Gln Ser

90

-293-

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro



23152

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>

<221>

<223>

<400>

100 105

175
30
PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn

/chi thich="Mé ta trinh ty nhdn tao: Polypeptit tédng hop”

175

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1

5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

20 25 30

176
11
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="M&é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

176

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

5 10
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

177
32
PRT

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/chti thich="M6 ta

177

Gly Val Pro Ser Arg Phe

1

5

Leu Thr Ile Ser Ser Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

20

178
30
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="Mé ta

17¢€

23152

trinh ty nhén tao: Polypeptit tdng hop”

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15
Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

25 30

trinh ty nhé&n tao: Polypeptit tdng hop”

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

1

5

Met Asn Ser Leu Arg Ala

<210>

<211>

20

179
15

10 15
Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

25 30
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<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 179
Leu Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala

1 5 10 15

<210> 180
<211> 15
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 180
Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys Val Tyr Ser Asp Ala Gln Pro

1 5 10 15

<210> 181
<211> 15
<212> PRT

<213> Nguodi hién dai

<400> 181
His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro Ser

1 5 10 15
<210> 182

<211> 15

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 182
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Ser Asn Val Glu Phe Met Cys Lys Val Tyr Ser Asp Pro Gln Pro

1 5 10 15

<210> 183
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé t& trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 183
Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10

<210> 184
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M& t& trinh tuy nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 184

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

20 25

<210> 185

-297-



23152

<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 185
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10

<210> 186
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="M&é ta& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 186
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 187
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
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<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 187
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 188
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 188

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

<210> 189
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 189
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 190
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M& tad trinh tu nhdn tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 190

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 191
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 191

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
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<210> 192
<211> 65
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 192

gatcccegca tcaagctgcg gcatcattca agagatgatg ccgcagcttg atgetttttt
60

ggaaa
65

<210> 193
<211> 65
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop”

<400> 193

gatcccectge acaacctcga ctactattca agagatagta gtcgaggttg tgcatttttt
60

ggaaa
65

<210> 194
<211> 65

<212> ADN
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& td trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop”

<400> 194

gatccccaac ctcgactact acaagattca agagatcttg tagtagtcga ggtttttttt
60

ggaaa
65

<210> 195
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M& ta trinh ty nhan tao: Poan mdi tdng hop”

<400> 195

gtcagatatc gtkctsacmc artctccwge
30

<210> 196
<211> 37
<212> ADN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>

<221> ngudn
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<223> /chu thich="M6é ta trinh ty nhan tao:

<400> 196

gatcgacgta cgctgagatc carytgcarc artctgg
37

<210> 197
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh ty nhan tao:

<400> 197

gtcagatatc gtgctgacmc artctcc
27

<210> 198
<211> 37
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 t& trinh tuy nhén tao:

<400> 198

gatcgacgta cgctgagatc carytgcarc artctgg
37

<210> 199

-303-

boan mdi tdng hop”

Poan mdi téng hop”

Poan mdi tdéng hop”



<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

27
ADN

Trinh tyu nhén tao

ngudn

/chi thich="M6 ta& trinh ty nhan tao: DPoan mdi tdéng hop”

199

gtacgatatc cagatgacmc artctcc

27

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

200
37
ADN

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/cht thich="M6 tad trinh ty nhan tao: Poan mdi tdng hop”

200

gatcgacgta cgctgagatc carytgcarc artctgg

37

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<221>

<223>

201
21
ADN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/cht thich="M& t& trinh tu nhan tao: Poan mdi tdng hop”
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<400>

23152

201

tttdakytcc agcttggtac c

21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<223>

<400>

202
43
ADN

Trinh ty nhan tao

ngudn

/chi thich="Md ta trinh tu nha&n tao: Poan mdi tdng hop”

202

acagtygggcce cttggtggag gctgmrgaga cdgtgashrd rgt

43

<210>
<211>

212>
<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

203
14
PRT

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/chi thich="Mé t& trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

203

Trp Vali Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

1

<210>
<211>

<212>

5 10

204

32

PRT
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 t& trinh ty nha&n tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 204

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

1 5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 205
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 205
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 206
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn
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<223>

<400>

23152

/cht thich="Mé t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

206

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

L

1

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

<220>

<221>

<223>

<400>

5 10

207
32
PRT

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/cht thich="Mé ta trinh tu nh&n tao: Polypeptit tdng hop”

207

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

1

5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

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

<220>

<221>

<223>

<400>

20 25 30

208
11
PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/cht thich="M& ta trinh tu nh&n tao: Peptit tdng hop”

208

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
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<210> 209
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta& trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 209
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

1 5 10

<210> 210
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta& trinh ty nhan tao: Polypeptit tdéng hop”

<400> 210
Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
20 25 30

<210> 211

<211> 11

-308-



23152

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta& trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 211
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 212
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdéng hop”

<400> 212
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

1 5 10

<210> 213
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn
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<223> /cht thich="M6 ta trinh ty nhén tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 213
Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 214
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chd thich="Mé t& trinh tu nhan tao: Peptit tdnag hop”

<400> 214
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 215
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 215

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

-310-



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

10

(€3]

216
32
PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/chi thich="M6 t& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

216

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

1

5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

20 25 30

217
11
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/chi thich="M6 ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

217

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210>

<211>

5 10

218
13
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<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 218
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10

<210> 219
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 219

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30
<210> 220
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
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<221> ngudn

<223> /cha thich="M4 tad trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 220
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 221
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cha thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 221
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10

<210> 222
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta& trinh ty nhadn tao: Polypeptit tdng hop”
<400> 222

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

1 5 10 15

-313-



23152

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

20 25 30

<210> 223
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 223
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 224
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 t& trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 224
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10
<210> 225

<211> 30

<212> PRT
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chG thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 225

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 226
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl@l thich="M&é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 226
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 227
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> ngudn
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<223> /cha thich="M& ta trinh ty nha&n tao: Peptit tdng hop”

<400> 227
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

<210> 228
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta& trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 228

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 229
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 229

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
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<210> 230
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta trinh tu nhdn tao: Peptit téng hop”

<400> 230
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 231
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 231

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 232
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<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuw nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 232
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 233
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 233
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10

<210> 234
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 234

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

20 25 30

<210> 235
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6 t& trinh ty nhadn tao: Peptit tdng hop”

<400> 235
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 236
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> ngudn

<223> /chG thich="M6é ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 236
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Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10

<210> 237
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6 ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 237

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 238
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M&é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
<400> 238

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10
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<210> 239
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 239
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

<210> 240
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="M6é ta trinh ty nhdn tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 240

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg

20 25 30

<210> 241
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M&é tad trinh ty nha&n tao: Peptit tdng hop”

<400> 241
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 242
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 242
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 243
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 243
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Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg

20 25 30

<210> 244
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 244
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 245
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé tad trinh tu nh&n tao: Peptit tdng hop”
<400> 245

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10
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<211>
<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

23152

246
31
PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn

/cht thich="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

246

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1

5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser

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

<220>

<221>

<223>

<400>

20 25 30

247
11
PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/cht thich="M6é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

247

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210>

5 10

248
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<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M6é tad trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 248
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

<210> 249
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223» /chi thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit t3ng hop”

<400> 249

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 250
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6é tad trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 250
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 251
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 251
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 252
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh tuyw nhén tao
<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M6é td trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 252

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
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1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 253
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chd thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 253
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 254
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="Mé t& trinh ty nhadn tao: Peptit tdng hgp”
<400> 254
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 255

<211> 31
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<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6é ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 255

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

20 25 30

<210> 256
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 256

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 257

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<221> ngudn

<223> /chu thich="M6é ta trinh tu nhan tao: Peptit £3ng hop”

<400> 257
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 258
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tyw nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="M6 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop”

<400> 258
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 259
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="M&é ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 259
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 260
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ch@ thich="M6é ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 260
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

<210> 261
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé ta trinh tu nhén tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 261
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
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20 25 30

<210> 262
211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 262
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1 5 10

<210> 263
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 263
Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

<210> 2064
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="M&é t& trinh ty nhadn tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 264

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 265
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chl thich="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 265
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1 5 10

<210> 266
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /cht thich="M6 ta& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 266
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

<210> 267
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chi thich="M& tad trinh ty nhin tao: Polypeptit tdng hop”
<400> 267 ‘

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 268
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chu thich="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”
<400> 268

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1 5 10
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<210> 269
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /cht thich="Mé td trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 269
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

<210> 270
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /chi thich="Mé t& trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop”

<400> 270

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30
<210> 271

<211> 10

<212> PRT
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<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /chi thich="Mo ta triﬁh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”
<400> 271

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1 5 10
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