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(54) PROTEIN GAN KET TAI TO HOP UC CHE SU TUONG TAC THU THE YEU
TO TANG TRUONG NOI MO MACH MAU (VEGF-A) VA DUGC PHAM
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(57) Sang ché dé cap dén protein gan két dac hiéu d6i véi VEGF-A, cu thé 1a dé cap den
protein gan két tai to hop chua gbc polyetylen glycol va vung gan két, ma Uc ché sy gin
két cuia VEGF-Axxx voi VEGFR-2. Vi du vé cac protein gan két tai to hop nay la cac
protein ma chira vung 13p lai ankyrin c6 tinh ddc hiéu gan két mong mudn, va gbc
polyetylen glycol. Cac protein gan ket nay hiru dung trong diéu tri bénh ung thu va cac tinh
trang bénh khac, vi du cac bénh vé mét nhu thoai héa diém vang do tudi gia.
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Linh vy k§ thuit dwoc dé cip

Séng ché d& cap dén protein gin két tai t6 hop duoc cai bién dic hidu déi véi

VEGF-A, ciing nhu dugc phdm chira céc protein nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Sy hinh thanh mach, sy ting trudng cdc mach mau méi tir mach méu dang tdn tai,
12 quy trinh quan trong trong mét s tinh trang bénh 1y, bao gbm sy ting trudng khdi u va
cc bénh vé mét, cy thé 1a cdc bénh hinh thanh mach méi & mét nhu thoai héa didm vang
do tudi gia (age-related macular degeneration-AMD) hodc bénh phu diém vang cia vong
mac do tiéu dudng (diabetic macular edema - DME) (Carmeliet, P., Nature 438, 932-936,
2005). Céc yéu tb ting truéng ndi mdé mach méu (Vascular endothelial growth factors -
VEGFs) kich thich sy hinh thanh mach va su hinh thanh mach bach huyét m&i bang cach
hoat hoa tyrosin kinaza thu thé VEGF (VEGF receptor - VEGFR) trong céc té bao noi
mac (Ferrara, N., Gerber, H. P. va LeCouter, J., Nature Med. 9, 669-676, 2003).

Ho VEGF & dong vit c6 vii bao gbm nim glycoprotein dugc goi 1a VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D (ciing dugc goi 1a FIGF) va yéu t6 ting trudng nhau thai
(placenta growth factor - PIGF, ciing duoc goi 1a PGF). VEGF-A d3 dugc thé hién dé 1a
dich c6 hidu qua ddi véi liéu phép chdng hinh thanh mach (Ellis, L. M. va Hicklin, D. T,
Nature Rev. Cancer 8, 579-591, 2008). Cac phéi tir VEGF-A gén két va hoat hoa ba
tyrosin kinaza thu thé loai III giéng nhau v& mat ciu trac, VEGFR- 1 (cling dugc goi 1a
FLT1 ), VEGFR-2 (cling dugc goi 1a KDR) va VEGFR-3 (ciling dugc goi 1a FLT4) dugc
chon. Céc phéi tt VEGF c¢6 cac dac tinh gén két khac biét dbi v6i mdi thu thé trong sb
cac thu thé tyrosin kinaza, ma gép phén vao su da dang vé chirc ning cia ching. Dép
g véi su gin két phdi tir, cac tyrosin kinaza VEGFR hoat hoa mang ludi céc con dudng
truyén tin hi¢u xudi dong khéc biét. VEGFR-1 va VEGFR-2 chii yéu dwoc tim thiy trén
ndi mac mach mau trong khi VEGFR-3 chd yéu duogc tim théy trén ni mo6 bach huyét.

Tat ca cac thu the nay cé ving ngoai bao, ving xuyén mang va trinh ty tyrosin kinaza
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ddng dang bj gian doan bdi viing xen kinaza. Gan day neuropilin (NRP-1 ), ban déu dugc
x4c dinh 14 thy thé d6i v6i ho semaphorin/ collapsin ciia chét trung gian din truyén than
kinh, dugc thé hién 13 hoat dong nhur 14 thu thé dic hiéu isoform d6i véi VEGF-A.

Céc isoform khéc nhau ctia VEGF-A dugc biét 1a dugc tao ra béng cach cét ndi co
chon loc (alternative splicing) tir tim exon trong gen VEGF-A. T4t c4 céc isoform chua
céc cac exon 1-5 va exon cudi ciing, exon 8. Céc exon 6 va 7, ma mi héa viing gén két
heparin c6 thé c6 hoic loai bo. Pidu nay din dén mét ho céc protein duge dit tén theo sb
axit amin cta chung: VEGF-A165, VEGF-A121, VEGF-A189 v.v. Tuy nhién, exon 8
chira hai vj tri c4t 3' trong céc trinh ty nucleotit, ma c6 thé dugc té bao sir dung dé tao ra
hai ho isoform giéng nhau vé chidu dai, nhung khéc trinh tw axit amin & d4u tan cung C
(Varey, A.H.R. et al., British J. Cancer 98, 1366-1379, 2008). VEGF-Axxx ("xxx" dung
@ chi s6 axit amin clia protein trudng thanh), ho tién than mach cta cac isoform, dugc
tao ra bing céch ding trinh ty & diu gin nhét trong exon 8 (din dén c6 exon 8a). Cac
isoform VEGF-Axxxb chéng hinh thanh mach dugc md ta méi day dugc tao ra béng cach
dung vj tri cdt & xa, xa hon 66 bp doc theo gen tir vi tri cit & ddu gan. Pidu nay dan dén
su cét ndi ciia exon 8a va sy tao ra cac trinh ty mRNA m3 héa ho VEGF-Axxxb. VEGE-
A165 13 isoform tién thdn mach chiém wu thé va thuong duoc bidu hién qua muc trong
nhiéu khéi u rén & ngudi. VEGF-A165b 13 isoform du tién dugc ma héa béng exon 8b
d3 duge x4c dinh va dugc thé hién 13 ¢ hidu qua chéng hinh thanh mach (Varey et al.,
loc. cit; Konopatskaya, O. et al., Molecular Vision 12, 626-632, 2006). D6 14 dang {rc ché
ndi sinh ctia VEGF-A, ma lam gidm sy ting sinh va su di trd do VEGF-A cua cac t& bao
biéu md. Mic dii nd ¢6 kha ning gén két voi VEGFR-2, gin két VEGF-A165b khong dén

dén su phosphoryl héa thy thé hoic hoat héa céc con dudng truyén tin hiu xu6i dong.

C6 nhiéu phwong phép tiép can d& wc ché su truyén tin hidu VEGF-A, bao gdm su
trung hoa phéi tir hoic thu thé boi khang thé, va ngiin chin sy hoat héa thu thé VEGE-A
va truyén tin hiu bing cac chit tc ché tyrosin kinaza. Tri lidu huéng dich VEGF-A d3
duge ching to 1a c6 hiéu qua 1a tdc nhan don 1é trong AMD, DME, ung thu té bao than
va ung thu t& bao gan, trong khi né chi c6 hiéu qua khi két hop v6i hoa tri liéu cho cac
bénh nhén bj ung thu tryc trang di cin, ung thu phéi t€ bao khong nho va ung thu v di
cin (Narayanan, R. et al., Nat Rev. Drug Discov. 5, 815-816, 2005; Ellis va Hicklin, loc.
cit).
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Ngoai khéng thé, cic ving gin két khic c6 thé dugc ding dé trung hoa phdi tir
hodc thy thé (Skerra, A., J. Mol. Recog. 13, 167-187, 2000; Binz, H. K., Amstutz, P. va
Pluckthun, A., Nat. Biotechnol. 23, 1257-1268, 2005). M6t loai ving ge‘m két moi trong
s6 cac ving gén két dya trén co sd céc vung 1dp dugce chon (WO 02/20565; Binz, H. K.,
Amstutz, P., Kohl, A., Stumpp, M. T., Briand, C, Forrer, P., Grijtter, M. G., va
Pluckthun, A., Nat. Biotechnol. 22, 575-582, 2004). WO 02/20565 md ta thu vién 16n cta
céc protein I3p lai c6 thé dugc tao ra va sw 4p dung thong thudng cua ching. Tuy nhién,
WO 02/20565 khong md ta sy lya chon cac vung 13p lai c6 dic hiéu ga"ln két dbi voi
VEGF-Axxx hodc khong tao ra cdc métip trinh ty 13p lai ctia cac ving lap lai gin két dic
hiéu véi VEGF-Axxx.

VEGF-A dich hién c6 trong didu tri khong hidu qua & tit ca cac bénh nhan, hojic
dbi véi tt ca cac bénh (vi du, ung thu biéu hién EGFR). Tham chi, ngay cang trd nén rd
rang rang hiéu qua chita bénh lién quan dén trj liéu huéng dich VEGF-A 1a phirc tap va
c6 thé lién quan dén nhidu co ché (Ellis v Hicklin, loc. cit). Vi dy, cac thubc chéng
VEGF, nhu bevacizumab (Avastin®) hodc ranibizumab (Lucentis®) (xem WO
96/030046, WO 98/045331 va WO 98/045332) hoic c4c thudc trong phat trién 14m sang,
nhu VEGF-Trap® (WO 00/075319) khong phan biét gifta cic dang tién chéng hinh thanh
mach va dang chéng hinh thanh mach cia VEGF-A, vi vy ching khong trc ché ca hai.
Két qua 13, ching trc ché sy hinh thanh mach, nhung cfing 14y di c4c mé lanh cia yéu t6
sdng s6t co ban, cu thé 14 VEGF-Axxxb, din dén cac tac dung phu giéi han liéu va gay
ddc, ma han ché hiéu qua. Céc tic dung phy phd bién dbi véi trj liéu khang VEGF-A 1a
thing tang rdng, xuit huyét, cao huyét 4p, nghén mach huyét khdi va protein niéu
(Kamba, T. and McDonald, D.M., Br. J. Cancer 96, 1788-95, 2007). M6t loai thubc
khéng VEGF c6 ban ngoai thi trudng dé diéu tri AMD 14 pegaptanib (WO 98/018480;
Macugen®, nhén hi¢u dd duoc ding ky cua Pfizer). Pegaptanib 13 aptame khdang VEGF
dugc PEGyl héa, sgi don axit nucleic ma gén két dic hidu véi protein dich. Dé didu tri
AMD tin mach c6 bing chimg rd rang ring céc két qua v& thi lyc véi Lucentis® 13 vuot
trdi so voi cac két qua v& thi luc véi Macugen®, va khong c6 b?mg chiing x4c dinh dé dé
xuét su khac nhau vé d¢ an toan giita c4c loai thuéc ndy. Két qua 13, Macugen® khong

phai 1a tri liéu thudong duoc dung cho bénh nay.
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Néi chung, t6n tai nhu cAu déi voi cac chét chong hinh thanh mach duoc cai tién

d8 diéu tri ung thu va c4c tinh trang bénh 1y khéc.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Vén & k¥ thuat trong séng ché 12 x4c dinh cac chét chéng hinh thanh mach m&i,
nhu céc ving 13p lai ¢6 tinh dic hiéu gén két ddi véi VEGF-Axxx, dé didu trj t&t hon va
c4c tinh trang bénh ly khéc, vi du céc bénh v& mét nhw AMD hoic DME. Giai phép cho

vén dé nay dat dugc bing cac phwong 4n dugc néu trong cic yéu ciu bao hd.

Séng ché @ cap dén protein gén két tai t6 hop chira ving 13p lai ankyrin va gbc
polyetylen glycol c6 trong lugng phan tir it nht 13 5kDa, trong d6 ving ankyrin néu trén
gin két VEGF-Axxx véi Kd nhé hon 10°M va wc ché gin két cia VEGF-Axxx v6i
VEGFR-2.

Theo phuong 4n dugc wu tién, gbc polyetylen glycol duoc ghép c3p vé6i gbe Cys

don 1é ctia viing gin két.

Sang che con de cdp dén dugc pham chira mft hodc nhiéu protein gin két hoic

axit nucleic néu trén.

Sang ché con dé cap dén phwong phép didu tri bénh ung thu va cac tinh trang bénh
Iy khéc, vi du cdc bénh v& mit nhu AMD hoic DME, bing cich ding protein gin két

theo sang ché.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig.1. Gén két VEGF-A 164 cho cu thé cua céac protein 1dp lai ankyrin dugc chon.
Sy tuong tac cia cac dong dugc chon véi VEGF-A164 ciia ché (VEGF) va protein d6i
chimg am tinh (MBP, protein gén két maltoza ctia Escherichia coli) dugc thé hién bing
ELISA dich chiét thd. VEGF-A164 cua ché dugc biotinyl héa va MBP dugc ¢ dinh trén
NeutrAvidin. Céc con s d& cép dén cac dong DARPin don 1é trong k§ thuét biéu 16 trén

ribosom khéng lai VEGF-A164 ctia ch6 hogc VEGF-A165 tuong ing clia ngudi.

A = Db hip thy. Céc thanh mau tring thé hién sy gén két voi VEGF-A164 cua

ché, cac thanh mau den thé hién sy gin két co so khong dac hiéu véi MBP.
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Fig.2. Su tc ché sy moc qué nhanh vét dang ciu b%lng DARPin dugc chon.

Do dai cta cac mim trong thir nghiém tc ché sy moc qua nhanh vét dang cAu
dugc thé hién khi c6 mit véi cac néng do khac nhau cua (a) DARPin #30 (cac axit amin
tir 1 dén 126 cta trinh ty SEQ ID NO:4), DARPin c6 tinh dic hidu dbi véi VEGF-Axxx,
hodc (b) DARPin NC, DARPin d6i chimg am tinh khong c6 tinh dic hiéu d6i véi VEGF-

Axxx.
Fig.3. Sy nh4n biét diic hiéu cac isoform VEGF-A.

Phép phén tich cong hudng plasom bé mit (Surface Plasmon Resonance-SPR) cua

protein gén két trén cac isoform VEGF-A.

(a) va (b): phén tich SPR clia Avastin®. 250nM Avastin® dugc ding cho t& bao
dong chdy ¢ VEGF-A164 clia ché dugc cb dinh (a) hojic VEGF-A164b cia ché (b)
trong 100 gidy, tiép d6 rira bing dong chay dém.

(c) va (d): phén tich SPR clia DARPin #27 (c4c axit amin tir 1 dén 159 ctiia SEQ
ID NO:1 ). 250nM ctia DARPin #27 dugc ding cho té bao dong chay c6 VEGF-A164
ctia ché dugc b dinh (c) hojic VEGF-A164b ciia ché (d) trong 100 gidy, tiép d6 rira bing
dong chay dém.

RU = Don vi cdng hudng.
Fig.4. Sy tic ché hidu qua VEGF-A 165 clia ngudi trong trong mit tho.

M5 hinh thé bi rd mach @ thé hién hidu qua ciia DARPin trong tc ché VEGF-
A165 ctia ngudi & mét so v6i Lucentis®. Vao ngay 1, PBS, DARPin #30 hodc Lucentis®
dugc dung béng cach tiém ndi nhin vao mdt mit cia mdi thd (mét duge didu tri). Vao
ngdy 4 hoic ngdy 30 ca hai mét ctia mdi tho bi kich thich bing cach tiém ndi nhan 500ng
VEGF-A165 ctia ngudi. VAt ca cac mit duge dénh gid 48 gitr sau khi tiém VEGF-A165
bing cach do ham Iugng floresxein trong thuy tinh thé va vOng mac cia tit ca cdc mét

mot gi¢ sau khi ti€m tinh mach natri floresxein.
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R = ty 1& clia cAc phép do floresxein mit dugc diéu tri / mét khong duoc didu tri.
Céc 0 léch chudn dugc thé hién bing thanh sai s§. 4-PBS = ty 1€ 4 ngay sau khi ti€ém
PBS (d6i chiing); 4-D = ty 1& 4 ngay sau khi tiém DARPin #30; 30-D = ty 1& 30 ngay sau
khi tiém DARPin #30; 4-L = ty 1§ 4 ngay sau khi tiém Lucentis®; 30-L = ty 16 30 ngay

sau khi tiém Lucentis®.
MBO ta chi tiét sang ché

VEGF-A d6ng vat c6 va tdn tai dudi hai ho isoform duoc ghép khac nhau: (i)
isoform "VEGF-Axxx" tién tao mach dugc tao ra béng cét nbi & dau gﬁn exon 8 va (ii)
"VEGF-Axxxb" chéng hinh thinh mach duoc tao ra bang cit ndi & d4u xa exon 8. Tt
hon, néu ving gin két thed séng ché 13 dic hidu dbi véi VEGF-Axxx tién tao mach c6
ngudn gbc tir ché, thé, khi hodc ngudi. Tét hon nita, néu ving gén két theo sang ché dic
hiéu d6i v6i VEGF-Axxx tién tao mach c6 nguén géc tir ngudi. Puoc wu tién nhét, vung

gén két theo séang ché 13 dic hiéu ddi véi VEGF-A165 clia ngui.

Thuat ngit “protein” ding d& chi polypeptit, trong d6 it nhit moét phin cua
polypeptit ndy c6 hoic cé thé thu dwoc mét su sip xép ba chidu x4c dinh bing cch tab ra
c4c cau truc bac hai, bac ba hodc bic bdn bén trong va/ hojc gitta cac chudi polypeptit
ctia n6. Néu mot protein chira hai hosc nhidu polypeptit, cac chudi polypeptit don 1& nay
c6 thé dugc lién két khong ddng héa tri hoic ddng héa tri, vi du bing lién két disulfua
gifta hai polypeptit. M6t phan ciia protein, ma mot cach don lé cd, hodc co thé thu duoc
mdt sy sip xép ba chiéu x4c dinh béng céch tao ra céc céu triic bac hai hodc béc ba, duoc
goi 1a "vung protein ". Ving protein niy d4 dwoc biét r& dbi véi ngudi c6 hidu biét trung

binh trong linh vyc nay.

Thuat ngit “tai tb hop" nhu dugc ding trong protein tai t& hop, ving protein tai to
hop va tuong ty, c6 nghia 1a céc polypeptit d4 néu dugc tao ra bang cach ding cac k§
thudt ADN téi t& hop da biét 16 dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Vi dy, phén tir ADN t4i t§ hop (vi du dugc tao ra bing tdng hop gen) ma héa polypeptit
c6 thé dugc tach dong vao plasmit biéu hién trong vi khudn (vi dy pQE30, Qiagen). Khi
plasmid biéu hién tai td hop duge tao ra nhu vay duoc chén vao vi khuén (vi du E. coli),
vi khuén niy c6 thé tao ra polypeptit dugc ma héa bing ADN t4i td hop nay. Polypeptit
dugc tao ra twong g dugc goi 1a polypeptit t4i t hop.



23363

Thuat ngit “tag polypeptit’ ding d& chi trinh tr axit amin dwoc gin véi
polypeptit/protein, trong d6 trinh tw axit amin d néu 13 hitu dung d& tinh ché, phat hién,
hodc tao dich cua polypeptit/protein dd néu, hodc trong do6 trinh ty axit amin d4 néu cai
thién d3c tinh hoa ly cta polypeptit/protein nay, hodc trong d6 trinh ty axit amin ¢4 néu
¢6 chirc ning ctia chét tic dong. Cac tag, gbc va/ hodc ving don 1é ctia protein gin két c6
thé dugc lién két v6i nhau truc tiép hodc thong qua cac lién két polypeptit. Céc tag
polypeptit ndy d4 dugc biét rd trong linh vuc nay va hoan toan sin cé d6i véi ngudi cb
hidu biét trung binh trong linh vuc ndy. Vi du v& céc tag polypeptit 12 cc trinh tu
polypeptit nhd, vi dy, cic tag hoic gdc His, myc, FLAG, hojc Strep nhu cic enzym (vi
du céc enzym nhw phosphataza kiém), ma cho phép phat hién polypeptit/protein da néu,
hoic céc' gbc ma c6 thé duge ding d& tao dich (nhu khang thé hojic manh khéng thé) va/

hodc lam phén tir tao hi¢u Ung.

Thuat ngit “lién két polypeptit” ding dé chi trinh ty axit amin, ma c6 kha ning
lién két, vi du, hai ving protein, tag polypeptit va ving protein, viing protein va géc
khong polypeptit nhur polyetylen glycol hojc hai tag trinh tw. C4c viing bd sung, tag, gbc
khong polypeptit va cac lién két nhu vay da dwoc biét d6i voi ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vyc nay. Danh sach vi du dwgc d& cép trong ban mé ta clia cong bb don
quéc té s6 WO 02/20565. Cac vi du cu thé v& cac lién két nhu vay 1a lién két glyxin-serin
va lién két prolin-threonin c6 d9 dai thay dbi; Tt hon, néu cac lién két da néu c6 d6 dai
nim trong khoang tir 2 dén 24 axit amin; Tét hon nita, néu c4c lién két da néu c6 d6 dai

nim trong khoang tir 2 dén 16 axit amin.

Trong ban mo ta clia sang ché, thuat ngit “polypeptit" dé cap dén phan tir bao gdm
mot hodic nhidu chudi da, tirc 14 hai hodc nhidu axit amin dugc lién két qua céc lién két
peptit. Tét hon, néu polypeptit bao gdm nhiéu hon t4m axit amin dwoc lién két qua cac

lién két peptit.

Thuat ngit “géc polyme” ding ¢ chi gbc polyme chita protein hodc géc polyme
khéng chira protein. Tét hon, néu thuat ngit "géc polyme chira protein " 13 polypeptit ma
khong tao ra cAu tric bac ba én dinh trong khi khéng tao ra nhiéu hon 10% (T8t hon, néu
khong nhiéu hon 5%; ciing dugc wu tién, khong nhiéu hon 2%; thdm chi t6t hon nita, néu

khéng nhidu hon 1%; va t6t nhit 13, lugng khong phat hién dugc, nhue dwoc xéc dinh
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bang cach sic ky theo loai c& (size exclusion chromatography-SEC)) cua oligome hoic
cac két cum khi duoc gitt & néng do khoang 0,1mM trong PBS & RT trong mét thang.
Cac gbc polyme chira protein nay chay & trong lugng phan tir biéu kién trong SEC ma
cao hon so véi trong lugng phén tir thuc té ciia ching khi ding protein hinh ciu lam tigu
chuén trong lwong phéan tir cho SEC. Tét hon, néu trong lwong phan tir bidu kién cta cac
gdc polyme chira protein d& néu dugc xé4c dinh bang SEC 1 cao hon gip 1,5 lin, 2 lan
hodc 2,5 14n so véi trong lugng phén tir thyuc té cua chiung dugc tinh tir trinh ty axit amin
clia chiing. Cfing t6t hon, néu trong lwong phan tir bidu kién cua cac gbc polyme khong
chira protein d& néu duge xac dinh bang SEC cao hon gép 2 14n, 4 14n hodc 8 14n so véi
trong lugng phén tir thyc té clia chiing dugc tinh tir thinh phin phén tir cta ching. Tét
hon, néu nhiéu hon 50%, 70% hoc tham chi 90% axit amin ciia gbc polyme chita protein
da néu khong tao ra cdc ciu tric bac hai dn dinh & ndng d6 khoang 0,1mM trong PBS &
RT nhu dugc xéc dinh bing céc phép do Circular Dichroism (CD). T8t nhét 13, polyme
chira protein di néu thé hién phd UV CD gin dién hinh cua dang cudn ngiu nhién. Céc
phép phén tich CD nay da dugc biét 15 dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh
vuc ndy. Ciing dugc uu tién 1a gbc polyme chira protein ma bao gdm nhiéu hon 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700 hoac 800 éxit amin. Vi du vé céac géc polyme c¢6 protein 1a
XTEN® (nhén hi€u di dugc ding ky ciia Amunix; WO 07/103515) polypeptit, hodc
polypeptit chita cic gbc prolin, alanin va serin nhu dugc mé ta trong WO 08/155134. Cac
gdc polyme c6 protein nay c6 thé dugc gén két ddng héa tri véi, vi dy, ving gén két theo
séng ché bang sy tao ra polypeptit dung hop di truyén bang cach ding cac k¥ thuat tich
dong ADN, tiép d6 1a sy biéu hién va tinh ché tiéu chuin cta ching. Vi du vé protein gén
két chira viing l3p lai gén két VEGF-Axxx va gbc polyme chita protein ndy dwgc thé hién
trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:4. Cic vi tri axit amin tir 1 dén 159 cua SEQ ID
NO:1 tuong ing véi ving 13p lai nay va vi trj axit amin 161 dén 1025 cia SEQ ID NO:1
tuong Umg voi gbe polyfne chira protein. C4c vi tri axit amin tir 1 dén 126 cia SEQ ID
NO:4 twong Ung v&i ving 13p lai ndy va cic vi tri axit amin 131 dén 640 cua SEQ ID

NO:4 tuong tmg véi gbc polyme chira protein.

Gdc polyme theo sang ché c6 thé thay dbi rong vé trong luong phén tir (tic 1a tir
khodng 1kDa dén khoang 150 kDa). Tét hon, néu gbc polyme nay c6 trong luong phén ti
it nhdt 12 2, 5, 10, 20, 30, 50, 70 hogc 100 kDa.
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Tét hon, néu gbc polyme da néu dugc gin két bing lién két polypeptit v&i ving
gin két. Vi du v& cac lién két polypeptit ndy 13 céc axit amin tir 1 dén 8 ciia SEQ ID
NO:8 va SEQ ID NO:9.

Vi du v& c4c gbc polyme khong chua protein 14 tinh bdt hydroxyetyl (hydroxyetyl
starch - HES), polyetylen glycol (PEG), polypropylen glycol, hoic polyoxyalkylen.
Thuét ngit "dugc PEGyl héa” c6 nghia 13 gbc PEG dwoc gén két ddng hoa tri véi, vi dy,
polypeptit theo sang ché. Vi du vé céc protein 13p lai chua lién két polypeptit gifta ving
13p lai va gbc Cys & dAu tin cing C hitu dung dé gén két gbc polyme khong chira protein
1la SEQID NO:2,3,5,6va7.

Theo phuong 4n cu thé, gbc PEG hoic polyme khéng chira protein bit ky khéc c6
thé, vi dy, duoc tao cip véi xystein thiol qua lién két maleimit b%ng xystein duoc tao cép
qua lién két peptit véi dAu tin ciing N- hojic C- ctia ving gin két nhu da dugc mo ta &
day (vi du SEQ ID NO:3). -

Thuit ngft “protein gin két” ding d& chi protein chira mot hoic nhiéu ving gén
két va mot hoic nhidu gbe polyme nhu dugc gidi thich thém sau day. T4t hon, néu
protein gin két d4 néu chira dén bdn ving gén két. Tét hon nita, néu protein gin két da
néu chtra dén hai viing gén két. Tt nhit 13, protein gin két da néu chi chira mot ving gén
két. Ngoai ra, protein gén két bt ky nay c6 thé chira ving protein bd sung ma khong phai
13, gbc multime hoa, tag polypeptit, lién két polypeptit vd/ hogic gbc Cys don 1&. Vi du v&
céc gbc multime hoéa 13 ving bién dbi trén chudi niing cia khéng thé ma ghép d6i dé tao
ra vung Fc cta khang thé chirc néng, va khéa kéo leuxin ho#c polypeptit chira thiol tw do
ma tao ra cu nbi disulfua lién phin tir giita hai polypeptit ndy. G6c Cys don 18 c6 thé
dugc dung dé két hop cac gbc khac vdi polypeptit ndy, vi dy, bing cach ding héa

maleimit d& dugc biét 16 d6i v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay.

Tét hon, néu protein gén két da néu chira dén bén gbc polyme. Tét hon nita, néu
protein gin két da néu chira dén hai géc polyme. Tét nhét 13, protein gin két da néu chi

mdt gdc polyme.
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Ciing t8t hon, néu protein gin két dd néu c6 trong luong phén tir biu kién it nhét
1a 70, 100, 200, 300, 500 hodc 800kDa khi dugc phén tich & néng d6 0,1mM trong PBS &
RT bing SEC ding protein hinh cdu duéi dang chuén trong lwong phan tir.

Thuét ngft “viing gén két” c6 nghia 14 ving protein c6 cing “nép gép (sép xép ba
chiéu) dusi dang khung protein va cé dic tinh dugc xac dinh trudc, nhu duge dinh nghia
sau ddy. Ving gén két ndy c6 thé thu duoc bing c4c k¥ thuit thao tic protein t& hop hop
ly hodc phé bién nhét, cac kién thuc da bibt trong linh vyc nay (Skerra, 2000, loc. cit;
Binz et al., 2005, loc. cit). Vi dy, ving gén két c6 dic tinh d& duogc xé4c dinh trude c6 thé
thu dugc bing phuong phap bao gdm céc budc (a) tao ra mot bd suu tdp da dang ving
protein ¢6 cling nép gip nhu khung protein nhw dwoc dinh nghia thém sau day; va (b)
sang loc bd suu tip da dang da néu va/ hoic lya chon tir bo suu tip da dang d4 néu dé thu
duogc it nhit mot vung protein cé déc tinh dugc xac dinh trude dd néu. BY suu tip da dang
ctia ving protein ndy c6 thé dugc tao ra bing nhidu phuong phép theo hé thdng sang loc
va/ hodc lya chon duge ding, va c6 thé bao gdm viéc ding c4c phuong phép da duge biét
13 d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy, nhu biéu 1§ trén thue khuin

th€ hodc biéu 16 trén ribosom.

Thuat ngfr “khung protein” c6 nghia la protein cé cac ving bé mit dugc boc 16
trong d6 viéc 16ng, thay thé hoic mét axit amin 13 kha cao. Vi dy vé khung protein ma cé
thé dugc ding dé tao ra cac ving gin két theo sang ché 14 khang thé hodc manh khang
thé nhu cic manh Fv hoic Fab chudi don, protein A tir Staphylococcus aureus, protein
gin két bilin tir Pieris brassicae hodc céc lipocalin khac, cac protein 1dp lai ankyrin hodc
céc protein 1dp lai khac, va fibronectin ctia ngudi. Khung protein d3 biét dbi véi chuyén

gia trong linh vyc nay (Binz et al., 2005, loc. cit.; Binz et al., 2004, loc. cit.).

Thuat ngit “dic tinh duge x4c dinh truéc” ding @ chi dic tinh nhu gén két véi
dich, phong bé dich, hoét hoéa phan img qua trung gian dich, hoat tinh enzyme, va cac dic
tinh lién quan khéc. Tuy thudc vao loai dic tinh mong mubn, ngudi cé hidu bibt trung
binh trong linh vyc ndy c6 thé x4c dinh dugc dang va cac budce can thiét @ thuc hién vide
sang loc va/ hodc lya chon ving gén két co dic tinh mong mudn. Tt hon, néu dic tinh

duoc x4c dinh trudc di néu 1a gin két voi dich.
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T6t hon, néu protein gén két theo sang ché khong phai 13 khéng thé hoic manh
khang thé, nhu manh Fab hoic scFv. Khang thé va manh khang thé 13 da dugc biét rd ddi
v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyuc nay.

Ciing t6t hon, néu viing gén két theo sang ché khong chira gip khic ctia khéng thé
khi c6 trong khéng thé vd/ hoic ving the fibronectin loai III. Gip khic khang thé 13 gép
khiic protein all-p thong thudng bao gdm kep 2 16p ctia khoang 7 s¢i B ddi song song
dugc sip xép trong hai manh B. Cac gip khuc cia khang thé da duoc biét 13 d6i véi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy. Vi du, cic ving gén két chura gip khuc
cta khang thé da duoc mé ta trong WO 07/080392 hozdc WO 08/097497.

T6t hon nita, néu viing gén két theo sang ché khong chira ving twong tu khang thé
nhu duge tim thy trong VEGFR-1 hoic VEGFR-2. Céc ving gén két nay da duoc md ta
trong WO 00/075319.

Ving gin két dugc uu tién 1 ving gén két c6 hiéu qua chéng hinh thanh mach.
Hiéu qua chdng hinh thianh mach cta viing gin két c6 thé duoc x4c dinh bing céc thir
nghiém d dugc biét 16 d6i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay, nhu thir

nghiém moc mam cuia vét dang cau HUVEC dugc m6 ta trong vi du 2.

Dugc vu tién hon 14 ving gén két chira tir 70 d&én 300 axit amin, cy thé 1a tir 100

dén 200 axit amin.

Pugc uu tién hon 13 viing gén két khéng c6 gbc Cys tu do. Géc Cys tu do khong
¢6 lién quan dén su tao ra lién két disulfua. Th4m chi dugc vu tién hon 14 ving gén két

khong c6 gbc Cys bat ky.

Ving gin két duoc wu tién theo sang ché 13 vung 1&p lai hodc viing 1dp lai duoc tao
ra, t6t hon 14 nhu dugc mo ta trong WO 02/20565.

Ving gén két dugc dic biét wu tién 12 vung ldp ankyrin dugc tao ra (Binz, H. K. et
al., 2004, loc. cit), tot hon 1a nhu dwgc mé ta trong WO 02/20565. Vi du v& cac ving Lip

lai ankyrin dugc tao ra duogc thé hién trong phén vi du thyuc hién séng ché.
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Céc dinh nghia sau day dbi véi cac protein 13p lai dya vao cic dinh nghia trong
cong bd don sang ché WO 02/20565. Cong bd don québc t& s6 WO 02/20565 con md ta

chung chung vé& cac djc tinh, k¥ thuét va ing dung cuia protein ldp lai.

Thut ngit “cac protein 13p lai” diing dé chi protein chita mét hoic nhidu ving lip
lai. T8t hon, néu mdi protein 13p lai trong sb céc protein lip lai d4 néu chira dén bén vung
13p lai. T6t hon nita, néu mbi protein 13p lai trong sb cac protein 13p lai d3 néu chira dén
hai ving lap lai. T6t nhit 1a, mbi protein ldp lai trong sb cac protein l&p lai chi chira mot
ving 1&p lai. Ngoai ra, protein ldp lai 4 néu c6 thé chtra viing protein khong lap lai bd

sung, tag polypeptit va/ hoic lién két polypeptit.

Thuét ngit “ving ldp lai” dung dé chi ving protein chira hai hogc nhiéu don vi lap
lai lién tuc dudi dang don vi cAu tric, trong 46 céac don vi chu tric d3 néu cb cung gép

khuce, va xep thanh chong chit d€ tao ra, vi dy, cau triic siéu xoan c¢6 mét 16i ky nudc noi.

Thuat ngit “protein 13p lai duge tao ra" va "ving 13p lai duge tao ra " 1an luot dung
dé chi protein 13p lai hodc ving 13p lai, thu dugc nhu 1 két qua cua quy trinh theo sang
ché duge giai thich trong cong bb don s6 WO 02/20565. Cac protein ldp lai duoc tao ra
va cac ving 13p lai duge tao ra 1 dang tdng hop va khong phai c¢6 ngoai ty nhién. Chung
1an luot 1a cac protein hodc ving nhan tao, thu dugc béng su biéu hién axit nucleic dugc

tao ra tuong Ung.

Tot hon, néu sy biéu hién nay duoc tien hanh & céc té bao nhan that hoic cac té
bao nhén xo, nhu t& bao vi khuin, hodc bang cach ding hé bidu hién in vitro khong phai

té bao.

Thuit ngit “don vi cdu tric” dung dé chi mot phén theo trdt ty cuc bd cua
polypeptit, dugc tao ra bing sy tuong téc ba chidu gifta hai hodc nhidu méanh cua ciu tric
bac hai ma gin nhau doc theo chudi polypeptit. Pon vi cu tric nay c6 métip cau tric.
Thuét ngit “mdtip cAu triic” ding dé chi sy sip xép ba chidu ciia cdc nhan t6 ciu tric bac
hai c6 trong it nhit mét don vi cu triic. Cac métip cAu tric d& dugce biét rd dbi voi nguodi
c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Tuy nhién, cac don vi cAu tric khoéng c6 kha

ndng thu dugc su sap x€p ba chiéu xac dinh; su sép xep lién tuc cua ching, vi du duédi
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dang cac don vi lip lai trong vung lap lai, d4n dén su 1am cho 6n dinh 14n nhau ctia cic

don vi gan ké dan &n cau tric siéu xoén.

Thuéf ngit “don vi lap lai” ding d& chi céc trinh ty axit amin chira motip trinh ty
13p lai cia mdt hodc nhidu protein 1dp lai c6 ngoai tyr nhién, trong d6 "cac don vi 13p lai"
d3 néu duge tim thiy trong nhiéu ban sao, va bidu hién ciu tric lién két gip khuc xéc
dinh chung d6i v&i tit ca cdc motip dd néu xé4c dinh gdp khiic ctia protein. Vi du vé cac
don vi l3p lai nay 1a céc don vi ldp lai armadilo, don vi 13p lai giau leuxin, don vi 13p lai
ankyrin, don vi l3p lai tetratricopeptit, cdc don vi ldp lai HEAT, va cdc don vi l3p lai bién
thé giau leuxin. Cac protein c¢é ngoai ty nhién chira hai hoic nhiéu don vi 13p lai nay

A"

duoc goi la " céac protein 13p lai ngoai ty nhién". Céc trinh ty axit amin cua cac don vi 13p
lai riéng 1& ctia protein Lip lai c¢6 thé c6 sb lugng dang ké cac dot bién, thay thé, thém va/
hogic mét khi duge so sanh v6i nhau, trong khi hdu nhur vin gitt mAu, hosic métip chung

cua cac don vi ldp lai.

Tt hon, néu cac don vi 13p lai dugce dung dé gidm motip trinh tu 1&p lai 1a cic don
vi ldp lai tuong déng thu dugc tlr cac viung 1dp lai dugc chon trén dich, vi du nhu dugc

mo ta trong Vi du 1 va cé cung tinh déc hi€u dich.

Thuat ngt “métip trinh tu lap lai” ding dé chi trinh ty axit amin, ma dwoc lam
giam tir mot hodc nhidu don vi 13p lai. T6t hon, néu cac don vi lap lai d& néu 13 tir cac

ving 13p lai ¢6 tinh dic hiéu gin két d6i véi clng dich.

Thuat ngit “ciu tric lién két gip khic” ding @8 chi chu tric bac ba coa don vi lap
lai d4 néu. Chu tric lién két gép khic ndy s& duoc x4c dinh bing céc dai axit amin tao ra
cac polypeptit thing hojc cc ving cudn, hodc két hop bt ky cia hinh xoén o, manh B
va/ hoic polypeptit thing/ving cudn.

Thuat ngit “lién tyc” dung d€ chi sy sép xép, trong d6 cac don vi 13p lai dwoc sép
xép lan luot. Trong céc protein lip lai duoc tao ra, c6 it nhat 2 don vi 13p lai, thuong
khoang 2 dén 6, cu thé 14 it nhit khoang 6, thuong 14 20 hoic nhiéu hon don vi Iip lai.
Trong da s6 trudng hop, cac don vi Lip lai s& bidu hién mic do cao tinh tuong ddng trinh
tu (cung cac géc axit amin & céc vi tri tuong tmg) hosic su twong tw vé trinh ty (cac géc

axit amin khac nhau, nhung c6 dic tinh héa Iy twong ty), va mot sé trong s6 cac gbe axit
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amin ndy c6 thé 1a cac géc quan trong duoc bao tén manh trong céc don vi ldp lai khac
nhau dugc tim théy trong cdc protein c6 ngodi ty nhién. Tuy nhién, mic d6 cao sy thay
ddi vé trinh ty boi sy léng v&/ hojic méit, v&/ hodc su thay thé axit amin gifta cac don vi
1ip lai khac nhau dugc tim thiy trong cac protein xuét hién ngoai ty nhién s& c6 thé xay

ra mién 12 c4u tric lién két gip khic thong thuong dugc duy tri.

Céc phuong phap xé4c dinh truc tiép cu trac lién két gép khic cua cac protein ldp
lai bing céc bién phép hoéa Iy nhur phép kho sat tinh thé bing tia X, quang phd hoc NMR
hodc CD, d4 biét rd dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Cac phuong
phép dinh dang va xac dinh cac don vi 1dp lai hodic cdc mdtip trinh ty 13p lai hodc x4c
dinh ho céc protein lién quan chira cac don vi ldp lai hodic métip, nhu tra ctru twong déng
(BLAST etc.), d3 tdn tai trong mot thdi gian dai trong linh vyc sinh tin, va d4 duoc bit
rd d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay. Budc tinh ché métip trinh tu

13p lai ban diu c6 thé bao gém quy trinh l&p lai.

Thuét ngtt “don vi ldp lai” ding d8 chi c4c trinh ty axit amin 13p lai cta cac ving
13p lai duoc tao ra, ma ban du bét ngué)n tir cdc don vi 1dp lai cua céc protein ldp lai c6
ngoai tu nhién. Mbi don vi ldp lai duge chira trong ving 13p lai bét nguén tir mot hoac
nhiéu don vi 13p lai ctia ho hodc dudi hg céc protein 13p lai ¢é ngoai ty nhién, vi du ho

céc protein 1dp lai armadillo hodc céc protein 13p lai ankyrin.

Thuét ngitt "don vi ldp lai" c6 thé chita cac vi tri voi cdc goc axit c6 mit trong tat
¢4 céc ban sao ctia cdc don vi lap lai tuong Umg ("cac vi tri ¢6 dinh") va céc vi tri ¢é cac

goc axit amin khac nhau ho3c “ngiu nhién” ("c4c vi tri ngiu nhién").

Thuét ngit “modun pht” ding dé chi polypeptit dugc ngung tu véi modun 13p lai
d4u tan cling N- hoic C- ctia ving 13p lai, trong 46 modun phu d3 néu tao ra cac sy twong
tac bac ba chit véi modun 13p lai d8 néu qua d6 tao ra mii ma bao vé 13i ky nudc cia
modun 1dp lai dd néu & mit khong lién hé véi modun 13p lai lién tuc tir dung moi. Modun
déu tan cung N- v&/ hogic C- d4 néu c6 thé 13, hoic c6 thé c6 nguén gbc tir, don vi mil
hoic viing khic dugc tim thiy trong protein 13p lai c6 ngoai tu nhién lién k& voi don vi
lap lai. Thuat ngft “don vi mii” ding d& chi polypeptit uén nép c6 ngoai tu nhién, trong
d6 polypeptit d4 néu xac dinh don vi ciu tric cu thd ma duge ngung tu déu tan cung N-

hodc C- véi don vi ldp lai, trong d6 polypeptit d& néu tao ra cac su twong tac bac ba chit
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v6i don vi ldp lai d3 néu nho d6 tao ra mili ma bao vé 18i ky nude ctia don vi lap lai da
néu ¢ mot mdt khoi dung mdi ndy. Cac don vi mii ndy cé sy tuong tu v& trinh tu voi
motip cda trinh tu 13p lai d& néu. Cac modun phu va céc ldp lai mi d& dugc md ta trong
WO 02/020565. Vi dy, modun phti dau tan cung N- cia SEQ ID NO:2 dugc mi hda bﬁng
céc axit amin tir vi tri 1 dén 32. Ciing dugc uu tién 12 modun phu ddu tan cung N- ¢6 géc

glyxin hodc aspartat & vi tri 5.

Thust ngit “dich” diing & chi phén t&r don 1¢ nhu phan tir axit nucleic, polypeptit
hodc protein, hydratcacbon, hogic phan tir c6 ngoai tw nhién bit ky khéc, bao gdm phén
bAt ky ctia phan tir don 1¢ nay, hodc phirc hop cia hai hodc nhidu phén tir nay. Pich nay
c6 thé 13 toan bd té bao hodc mAu md, hodc né cb thé 1a phén tir hodc gc")c bét ky khong cé
ngodi tw nhién. Tét hon, néu dich nay 13 polypeptit c6 ngoai tw nhién hogc khéng cé
ngoai ty nhién hoic polypeptit chira cac bién thé héa hoc, vi du duge cai bién bing su
phosphoryl héa, axetyl héa, hodc metyl héa cé ngoai tu nhién hodc khong c6é ngoai tu
nhién. Trong Gng dung cu thé ciia sang ché, dich 14 VEGF-Axxx hojic VEGFR-2.

Thuat ngit “trinh ty lién tng” diing d& chi trinh ty axit amin, trong d6 trinh ty lién
Umg d4 néu thu dugc bang cch sip xép thanh hang cu tric v&/ hodc trinh tu cia nhidu
don vi 1p lai. Viéc ding hai hodc nhiéu don vi 13p lai dugc sép xép thanh hang chu trac
v&/ hoic trinh ty, va cho phép d6i véi cac khoang tréng trong cach sip xép thanh hang, cé
thé x4c dinh gbc axit amin thudong xuyén nhét & m8i vi tri. Trinh ty lién tng chinh 1a
trinh ty ma chira c4c axit amin hay duge md ta nhit & mdi vi tri. Trong trudng hop ma hai
hodic nhiéu axit amin dugc md ta trén mitc trung binh vi tri don 1, trinh ty lién tng c6 thé
bao gém mot tAp hop con clia cdc axit amin d6. Hai hoic nhiéu don vi 13p lai da néu co
thé thu duge tir cac don vi lip lai chira trong protein I3p lai don 18, hodc tir hai hodc nhidu

protein 1dp lai khac nhau.

Céc trinh ty lién (mg va phuong phép xic dinh chung d& duoc biét 13 dbi véi

ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay.

"Géc axit amin lién tmg" 13 axit amin dugc tim thdy & vi tri nhét dinh trong trinh
tu li€n Ung. Néu hai hoic nhidu, vi du ba, bén hodc nim géc axit amin dugc tim the"ly co

x4c sudt twong tur trong hai hogic nhiéu don vi 13p lai, axit amin lién tmg nay c6 thé 1a mot
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trong sb cac axi amin hay dugc tim thiy nhét hoic hdn hop clia hai hoic nhiéu gbc axit

amin da néu.
Pugc uu tién nita 13 protein gén két hoic ving gin két khong cé ngoai tw nhién.

Thuat ngit “kh6ng c6 ngoai tw nhién” ¢ nghia 13 tdng hop hoic khéng c6 ngudn
gbc tir tu nhién, cu thé hon, thuit ngit ndy ¢ nghia 12 c6 ngudn gdc tir ban tay con ngui.

A

Thuat ngit “protein gén két khong c6 ngoai ty nhién" hoic " ving gén két khong c6 ngoai
ty nhién” c6 nghia 13 protein gin két d4 néu hodc ving gin két da néu 1a tdng hop (tuc 12
dugc tao ra bing cach téng hop héa hoc tir cac axit amin) hoc t4i t5 hop va khéng c6
ngudn gdc ngoai ty nhién. "Protein gin két khong cé ngoai ty nhién " hoic "ving gin két
khong c6 ngoai tw nhién" 14n luot 13 protein hodc vung nhén tao, thu duoc béng su bidu
hién cta axit nucleic dugc tao ra twong ung. T6t hon, néu sy bidu hién nay dugc tién
hanh trong céc t& bao nhén that hosc t& bao vi khuln, hodc bing cach ding hé bidu hién
in vitro khong chira t& bao. Ngoai ra, thuat ngit ndy c6 nghia 13 trinh tu cta protein gin
két da néu hogc ving gén két da néu khéng c6 dudi dang trinh tw khong phai 13 d4u vao
trinh tw khéng nhén tao trong dit li¢u trinh ty, vi du trong GenBank, EMBL-Bank hoic
Swiss-Prot. Céc dit li¢u nay va cédc dit li€u trinh tu tuong tu khic dd dugce biét 13 d6i voi

ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vic nay.

Vimng gén két c¢6 kha ning tc ché su gin két cia VEGF-Axxx véi VEGFR-2 hodc
bang cach gin két véi VEGF-Axxx hoic bing cach gin két v6i VEGFR-2 theo cach ma
hing s& phan ly biéu kién (K) nim trong khoang tr VEGF-Axxx dén VEGFR-2 ting
hon 107 14n, tt hon 14 hon 10° 14n, t6t hon nita 13 hon 10* 14n, t6t hon nita 1a 10° 1in, va
t6t nhat 12 hon 10° 14n. T8t hon, néu K4 dbi véi su twong tac ciia ving gin két véi VEGF-
Axxx hoic VEGFR-2 thip hon 107M, t5t hon 14 thip hon 10"*M, tt hon nita 1a thép hon
10”M, t6t hon nita 14 thip hon 107°M, va t6t nhét 13 thdp hon 10!M. C4c phuong phap
@ x4c dinh hing s6 phén ly vé sy tuong tic protein-protein, nhu céc k§ thuat dyua vao
cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance - SPR) da dugc biét 5 dbi véi

ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Ving gin két dugc wu tién gén két VEGF-Axxx. Thim chi duoc wu tién hon 1a

ving gén két ma gén két VEGF-A165 clia nguoi.
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Thuat ngit “PBS” c6 nghia 1a dung dich nuéc dém phosphat chira NaCl 137mM,
phosphat 10mM va KC1 2,7mM va cé d6 pH 7,4.

Pugc uu tién 13 protein gin két v/ hodc ving gén két ma khong 1am mét di cdu
tric ba chidu nguyén ban clia né sau khi 0 trong PBS chira dithiothreitol 100mM (DTT)
trong 1 hodc 10 gio & 37°C.

Theo mdt phuong 4n cu thé, séng ché dé cip dén protein gin két chira ving gén
két e ché su gin két cia VEGF-Axxx véi VEGFR-2 v c6 nhiét d6 bién tinh néng chay
dugc chi ra hogic duge wu tién va cac dic tinh khong két tu nhu duge dinh nghia & trén,
trong d6 protein gén két d3 néu tc ché sy moc mim cla véat dang cAu HUVEC ¢4 trj sb
ICs0 nhé hon 100nM.

Thuat ngit “HUVEC” c6 nghia 13 t& bao biéu md tinh mach rén cia ngudi, ma c6
thé duoc tach tir tinh mach rén ciia ngudi binh thudng va dap ung dbi véi sy kich thich
cua VEGF-A.

Céc thir nghiém d& do d6 moc mim cua vat dang cdu HUVEC, nhu dugc mb ta

trong Vi du 2, da dugc biét 16 dbi v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Tri s6 ICsq 12 ndng d6 ciia chét, nhu protein gén két hoic ving gén két, ma doi hoi
dbi v6i su e ché 50% in vitro cta thong sb duoc x4c dinh trong thir nghi€ém, nhu d6 moc
mam cia vat dang cdu HUVEC. Tri s6 ICs0 ¢6 thé d& dang dugc xéac dinh bdi ngudi c6
hiu biét trung binh trong linh vuc nay (Korff T. va Augustin H.G., J. Cell Biol. 143(5),
1341 -52, 1998).

Dugc wu tién 13 protein gin két va/ hoic ving gén két ma e ché sy moc mam clia
vat dang cAu HUVEC bang tri s ICs, thip hon 10nM, tét hon 1a thip hon 1nM, tét hon
nita 13 thip hon 0,1nM, va t6t nhit 12 thip hon 0,05nM.

Pugc uu tién hon 14 protein gin két monome v&/ hoic ving gin két ma e ché su
moc mim cla vat dang cdu HUVEC véi tri s6 ICs, thép hon tri s6 ICs, tuong Umg cia
ranibizumab (Lucentis®, nhadn hi€u d38 dugc didng ky cia Genentech), bevacizumab

(Avastin®, nhén hi¢u dd duoc ding ky ctia Genentech), aflibercept (VEGF Trap®, nhén
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hi¢u d3 duoc ding ky cla Regeneron), hodc pegaptanib (Macugen®, nhin hiéu da dugc
déng ky cua Pfizer).

Kq d6i véi su tuong tac clia ving gin két dugc uu tién véi VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, PIGF hoic PDGF 16n hon 1nM, t8t hon 1 16n hon 10nM, tt hon nita 13 16n
hon 102 nM, tham chi t6t hon nita 12 16n hon 10° nM, va tt nhét 14 lon hon 10* nM.

T6t hon, néu VEGF-Axxx 14 VEGF-A 164 ciia ché hoic VEGF-A 165 cua nguodi
hodc VEGF-A165 cta nguoi, va VEGF-Axxxb 1a VEGF-A 164b cia ch6 hoic VEGF-
A165b cua khi hodic VEGF-A165b cua ngudi.

Phuong 4n duge uu tién khéc 1 protein gin két tai t5 hop chira ving gén két,
trong d6 ving gén két da néu trc ché su gén két cia VEGF-Axxx véi VEGFR-2 va trong
do vung ga"m két da néu 1a vung ldp lai hodc vung l3p lai dugc tao ra. Vung 13p lai nhu
véy c6 thé chira mot, hai, ba hodc nhidu hon cdc modun ldp lai & bén trong ma s& tham
gia vao gén két véi VEGF-Axxx. Tét hon, néu ving 13p lai nhur vdy chira modun phu tan
cting N, hai dén bdn modun 13p lai bén trong, va modun phit & dAu tén cing C. T4t hon,

néu ving gin két da néu la vung 13p lai ankyrin hodc vung ldp lai ankyrin duoc tao ra.

Protein gin két tai t6 hop dugc wu tién chira ving gén két nhu da duge mé ta &
day, két hop véi gbe polyetylen glycol (PEG), t6t hon 1a trong d6 gbc PEG d& néu duoc
ghép cip véi gbe Cys don 1é cia viing gin két da néu. Tt hon, néu gbc Cys da néu dugc
thé hién vé mjt di truyén & dAu tan cling C cta ving gin két da néu. Tiép d6, gbc PEG c6
thé dugc tao cdp béng bién phap héa hoc, vi du bing cich dung héa hoc maleimit da
dugc biét 18 d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi du vé protein
gin két chira gbc PEG duogc két hop véi gbc Cys don 1¢ dugce x4c dinh trong phan vi du

thuc hién sang ché.

Phuong 4n dugc wu tién clia séng ché @& xut protein gin két tai t hop chira viing
gén két nhu da dugc mo ta & déy, trong d6 ving gén két da néu duoc két hop & dAu tan
cung C cua né qua lién két peptit gén véi SEQ ID NO:8, ma dugc két hop & thiol xystein
& diu tan cing C v6i PEG c#@p d6i maleimit, nhu o[3-(3-maleimido-1 -
oxopropyl)amino]propyl-o-metoxy-polyoxyetylen (NOF, Sunbright ME-200MA (20kD)
hodc Sunbright ME-400MA (40kD)). Theo mdt phuong an o-[3-(3-maleimido-1 -
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oxopropyl)amino]propyl-o-metoxy-polyoxyetylen c6 trong luong phan tir it nhit 13
khoang 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, hodc 100 kD. Theo mdt sb phuong an, o-[3-(3-
maleimido-1 -oxopropyl)amino]propyl-e-metoxy-polyoxyetylen cé trong lugng phén ti
it nhat 12 khoang 20 hoic it nhit khoang 40 kD.

Phuong 4n dugc wu tién khac 13 protein gén két tai t6 hop nhu dwoc x4c dinh &
trén chira it nhit mot vung lép lai cé tinh ddc hi€u gén két dbi v6i VEGF-Axxx, trong d6
ving 13p lai d4 néu canh tranh dé gén két v6i VEGF-Axxx v6i vung l3p lai dugc chon tir
nhém trong sb cac ving 13p lai ciia SEQ ID NO:1 dén 7. Tét hon, néu vung ldp lai d& néu
canh tranh d¢ gin két v6i VEGF-Axxx bing ving l3p lai cia SEQ ID NO:1 hoic 3. Tét
hon nita, néu ving 13p lai d4 néu canh tranh d& gin két voi VEGF-Axxx véi vung l3dp lai
cta SEQ ID NO:3.

Thu4t ngit “canh tranh d& gén két” c6 nghia 1a sy khong c6 kha ndng cua hai viing
gén két khac nhau theo sang ché dé gén két ddng thoi voi cing dich, trong khi ca hai c6
kha ning gin két véi cling dich mét cach don 1¢. Do d6, hai ving ving gén két nay canh
tranh ¢ gén két v6i dich di néu. Cac phuong phép, nhu cac phép do ELISA canh tranh
hodc SPR canh tranh (vi du béng céch dung dung cu Proteon ciia hing BioRad), d& xé4c
dinh li¢u hai ving gin két canh tranh d& gin két véi dich hay khong da duoc biét rd dbi
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay.

Protein gén két t4i t6 hop ma canh tranh d& gén két véi VEGF-Axxx véi protein
lap lai dugc chon c6 thé dugc x4c dinh bing cic phuong phép da duoc biét 15 dbi véi
ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy, nhu thir nghiém hip thu mién dich lién

két v6i enzym canh tranh (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA).

Phuong phép duge wu tién khéc 13 protein gin két tai t6 hop chira ving lip lai c¢6
tinh dic hiéu gén két d6i véi VEGF-Axxx dugc chon tir nhém bao gdm céc vung 1ap lai
ctia SEQ ID NO:1 dén 7. Tét hon, néu vung lap lai d4 néu dugc chon tr cac ving lap lai
cta SEQ ID NO:2 hoic 3. Tét hon nita, néu ving I3ip lai da néu 1 ving 13p lai cua SEQ
ID NO:3.

Mt hogic nhiéu gdc polyetylen glycol c6 thd dugc gin & cac vi tri khac nhau trong

protein gin két, va gin két nay c6 thé dat duoc bing cach cho phan tmg v6i amin, thiol
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hodc nhém phan tmg thich hgp khac. Gén két clia cac gbe polyetylen glycol (PEGyl hoa)
c6 thé duge dinh huéng didm, trong d6 nhém phén tng thich hgp duoc dua vao protein
dé tao ra diém trong @6 sw PEGyl héa xut hién mdt cach wu tién, hodc c6 mit ban du
trong protein gin két. Nhoém thiol ndy c6 thé c6 mit & -gbc xystein; va nhém amin ndy c6
thé 13, vi du, amin bic mot dugc tim thiy & ddu tin cing N ciia nhém polypeptit hodc
nhém amin c¢6 mit trong chudi bén ciia axit amin, nhu lysin hoic arginin. Theo phwong
&n dugc wu tién, protein gin két dugc cai bién dé c6 gbc xystein & vi tri mong mudn, cho
phép sy PEGyl héa dinh huéng diém trén xystein, vi du bing c4ch cho phan tng véi din
xuét polyetylen glycol c¢6 chirc ning maleimit. Géc polyetylen glycol c¢6 thé thay ddi rdng
vé trong lwong phén tir (tirc 13 tir khoing 1kDa dén khoang 100kDa) va c6 thé 13 phan
nhénh hojc thing. Tt hon, néu polyetylen glycol nay c6 trong lwong phan tir nim trong
khoang tir 1 dén khoang 50kDa, t6t hon 13 khoang 10 dén khoang 40kDa, thim chi tét
hon nita 12 khoang 15 dn khoang 30kDa, va tét nhét 1a khoang 20kDa.

Theo phuong 4n khic, sang ché dé cép dén cac phén tir axit nucleic ma hoa protein

gan ket tai to hop cu thé. Ngoai ra, vecto chita phan tir axit nucleic dd néu dugc cin nhic.

Ngoai ra, dugc phidm chira mdt hodic nhidu protein gén két néu trén, cy thé 1a
protein gén két tai t& hop chira c4c ving l13p lai, hoic cic phan tir axit nucleic ma héa
protein gén két tai t6 hop cu thé, va tlly y chit mang va/ hoic chit pha lodng dugc dung

duogc cén nhac.

Chét mang v&/ hojic chét pha lodng duoc dung da biét déi véi chuyén gia trong
linh vye nay va dugc gidi thich cy thé hon sau ddy. Tham chi ngoai ra, ché phim chén
doén chita mdt hodic nhidu protein gin két tai t& hop néu trén, cy thé 1a protein gin két

chira céc vung 1dp lai dugc cln nhac.

Protein gén két theo séng ché trc ché hodc ngén chdn sy hinh thanh mach bénh ly
do VEGF gay ra, sy rd mach (chimg ph), ting ap phdi, su tao khbi u va/ hodc réi loan do
viém. Véi "sy (rc ché" ngudi ta hiéu ring protein t4i td hop ndy ngin chin cic bénh ly
néu trén dén mdt mirc d6 nhét dinh, vi du dén 10% hodc 20%, tt hon nita 1a 50%, cu thé

14 70%, 80% hodc 90%, hodc thdm chi 95%.
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Thuét ngit “phit” cé nghia 13 tinh trang do rd mach gy ra. Sy gidn va tinh thim
ting trong lic viém c6 thé 14 co ché bénh 1y ndi bat. Vi du, phit din dén sy ning thém cia
chimg nhdi méu sau khi d6t quy va c6 thé gay ra hoi chimg ting huyét 4p trong so de doa
dén tinh mang & bénh nhin ung thu. Ngoai ra, sy tran ra cta protein huyét twong gitp
1am lan tran di cin cta cac khéi u bi che khuét, va su tic nghén dudng ho hip c6 thé gay
ra cac con hen chét ngudi. Su rd mach ting ma xut hién trong qué trinh viém c6 thé din
dén r6i loan ho hép, cb truéng, xo héa mang bung (peritoneal sclerosis) (& bénh nhan loc

mau), su tao dinh (phau thuit bung) va sy lan tran di cin.

Thudt ngit “sy hinh thanh mach” c¢6 nghia 1a quy trinh co ban ma qua d6 cidc mach
mau méi dugc tao ra. Giai doan tao mach so cp & ngudi dién ra trong ba thang dAu tién
clia su phat trién phéi thai nhung sy hinh thanh mach cfing xuét hién duéi dang qua trinh
sinh ly binh thudng trong giai doan ting trudng mo, nhu su ting co hodc chit béo va

trong chu ky kinh nguyét va mang thai.

Thuat ngit “su hinh thanh mach bénh ly” ding d& chi sy tao ra va su tdng truong
cua cdc mach mau trong sy duy tri va sy tién trién cta nhidu tinh trang bénh. Vi du cu thé
vé sy hinh thanh mach bénh ly duge tim thiy trong cac mach méu (ching vita xo dong
mach, u mach, u néi mé mach mau), xwong va khép (viém khép dang thép, viém mang
hoat dich, sy suy giam xwong va sun, viém tily Xuong, su ting trudéng mang mau méit hot
(pannus growth), su tao chdi xuong, khbi u va di cin), da (mun cdc, u hat sinh mu, sy
moc 16ng, xacdm Kaposi, seo, phu do di ting, khéi u), gan, thén, phéi, tai va cac biu mé
khic (céc qué trinh viém nhiém bao gdm viém gan, viém thén tiéu cdu, viém phdi; va
hen, polyp mili, viém tai, r6i loan ciy ghép, rbi loan tai sinh gan, khéi u va di can), tir
cung, budng trimg va nhau (chiy méu tir cung do rdi loan co ning do dung cu trénh thai
bén trong tlt cung, su tao nang nodn, chimng kich thich qua mic budng trimg, bénh lac ndi
mac tir cung, khéi u), ndo, than kinh va mét (bénh vong mac tré dé non, bénh vdng mac
tiéu duong, céc rdi loan vé mang mach va céc r6i loan v& mit khac, hoai tir, khdi u va di
cén), tim va co xuong do qua tai trong cong viéc, mé m& (béo phi), cic co quan ndi tiét
(viém tuyén giap, tuyén gidp to ra, rdi loan cdy ghép tuy), su tao huyét (hoi chimg Kaposi
trong AIDS), ung thu méu (bénh bach ciu), va cic mach bach huyét (di can khéi u, rdi

loan tdng sinh lympho).
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Thuat ngi “bénh thiéu mau vong mac” cé nghia 13 ngudn cung cip méu va oxy
ctia vdng mac bi giam, c4c ving ngoai vi clia véng mac mat ngudn dinh dudng cla ching
va ngimg hoat dong chirc ning thich hop. Vi du cu thé v& bénh thiéu mau véng mac 13
bénh mang luéi. C4c bénh théng thuong ma din dn bénh mang luéi 13 bénh vdng mac
tiéu duong, tic tinh mach vOng mac trung tdm, ching hep dong mach canh, va bénh thiéu
méu hdng cau hinh 1iém. Bénh vdng mac tiéu duong 13 nguyén nhan chi yéu cta sy mét
thi luc & bénh nhan d4i thio dudng. Trong bénh vong mac thiéu méu cuc bo, sy ting
trudng ciia cac mach méu mai xay ra (su tao mach médi). Cdc mach méu nay thudong ting
trudng trén bé mit véng mac, & diy than kinh thj gi4c, hodc & phia trudc cia mét trén
mdng mit. Cic mach mau méi nay khéng thé thay thé dong chét dinh dudng cén thiét va,
thay vao d6, c6 thé gy ra nhidu vin d& nhu chay mau thily tinh thé, sy bong vong mac,
va bénh ting nhin 4p khong kiém soat. Cac vin dé& nay xay ra do cic mach méu méi d&
v& va d& xuét huyét. Néu dugc chin dimg trong cic giai doan déu, bénh vong mac tiéu
dudng cé ting sinh d6i khi c6 thé duoc chin dimg bing quang déng vong mac. Tuy

nhién, trong mot s& trudng hop, phiu thuat 14y bo dich trong mét 14 Iya chon duy nhét.

Bén canh cac bénh vé vong mac ndy, cic bénh mach méau ctia mét cling bao gém
céc bénh tao mach méi & mit, nhu thoai héa diém vang va bénh phu diém vang cua vong
mac do tiéu dudng (diabetic macular edema - DME). Thoai héa diém vang 1a do su ting
trudng tAn mach cia mang mach bén dudi diém vang. C6 hai loai thoéi héa diém vang:
khd va uét. Trong khi thodi héa diém vang ué6t chi chira 15% tAt ca thoai héa didm vang,
gan nhu tit ca thoi hoa diém vang u6t din dén mu. Ngoai ra, thoai héa diém vang w6t
gin nhu déu do thoai héa diém vang khé. Mot khi mot mét bi tic dong boi thoai hoa
diém vang uét, tinh trang nay hiu hét déu téc dong dén méit con lai. Thoai héa diém vang
w6t thuomg duogc goi 13 thodi héa diém vang w6t do tudi gid cia AMD u6t boi vi né hiu

hét dugc tim thiy & ngudi gia.

Bénh vong mac tiéu dudng (DR) va DME dang din dén c4c nguyén nhan cta mu
trong nhoém tudi lao déng ctia hiu hét cac nudc phét trién. S8 lugng ngay cang ting cac
c4 thé bi d4i thao dudng trén toan thé giéi dé xuat ring DR va DME s& tiép tuc 1a nguyén
nhéan chi yéu d6i véi sy mét thi Iyc va sy suy gidm chirc ning lién quan trong nhidu ndm
t6i. M6t s6 co ché hoa sinh, bao gdm su hoat héa protein kinaza C-B, su tao yéu t6 ting

trudng ndi m6é mach mau tdng, mirc cing thang oxi héa, va sy tich liiy sorbitol ndi bao va
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su glycosyl hoa cac san phim cudi clng ting, c6 thé gép phan 1am v& mach ma 13 dic
diém cia DR/DME. Sy trc ché céc con dudng niy anh hudng dén trién vong can thiép
ddi v6i DR va DME.

Thuat ngit “ting 4p phdi” c6 nghia 13 ri loan trong d6 huyét 4p trong dong mach
phdi cao bét thudong. Trong trudng hop khong cé cic bénh khic vé tim hodc phdi, né
duogc goi 13 ting 4p phdi nguyén phat. Su hep lan téa ciia cdc dong mach phdi nhu 14 dap
tmg d6i v6i luc can ting d6i véi dong mau. Ty 18 mic phai 1a 8 trong s 100000 ngudi.
Tuy nhién, ting 4p phdi cling c6 thé xay ra dudi dang bién chiing ctia bénh viém phdi téc
ngh&n man tinh (Chronic Obstructive Pulmonary Diseases - COPD) nhu khi thiing, viém
phé quan hogic xo héa md k& lan toa va & cac bénh nhan bi COPD dang hen. Ty 1é mic
phai COPD 14 x4p xi 5 trong s6 10000 ngudi.

Ngodi ra, protein gin két theo sang ché c6 thé dwoc ding dé diéu tri viém va cu

thé€ hon 1a céc r6i loan do viém.

Thuat ngit “viém" nhu duge ding & day c6 nghia 12 sy phan Ung tai chd dbi véi
thuong tdn cta cic mo sbng, cu thé 14 sy phan tmg tai chd cia cac mach méu nho, cic
ham luong ctia chiing va céc cAu tric lién quan ciia ching. Sy di qua ciia c4c thanh phin
mau qua thanh mach mau vao trong cdc mo6 1a d4u hiéu cua viém, va tdp hop mo duoc tao
thanh nhu vy dugc goi 1 ri nhitng chét tir trong mau ra véng mac (exudates) hodc phi.
Qua trinh ddc ma gay hai cho mé séng, vi du nhiém vi khuén, qua nhiét, lanh, tdn thuong
co hoc nhur nghién, axit, kiém, birc xa, hodc sy nhidm virtt c6 thé dn dén viém khong ké
la co quan hodc mo li€n quan. Cin rd rang ring cac bénh dugc phén loai 14 “bénh viém”
va cic phan tmg mo tir bong dén viém phdi, bénh phong, bénh lao, va viém khép dang

thap déu la "viém".

Protein géin két theo sang ché c6 thé dugc ding @& xir Iy sy tao khdi u. Thuat ngit
“khéi u” c6 nghia 1a mét kh6i mo bét thuong ma xuét hién khong rd nguyén nhén tir céc
t€ bao clia co thé hién c6, khong c¢6 chite ning c6 chi dich, va dugc mé ta 13 ¢6 xu huéng
ting trudng doc 1ap va khong kiém sodt. Cac khéi u hoi khac so véi viém hoic sy sung
khac bdi vi céc té bao trong khéi u 13 bit thudng v& hinh dang bén ngoai va cac dic tinh
khéc ctia chiing. N6i chung, céc t& bao bét thuong, tirc 12 loai t& bao tao khéi u, khéc so

v6i céc té bao binh thudng trai qua mét hosc nhiéu su bién dbi sau day:
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(1) su phinh truéng, hoic su ting kich thudc cac té€ bao don 1¢; (2) sy ting san
hodc sy ting s6 luong t& bao trong khu vuc x4c dinh; (3) su mit biét hoa, hodc su thoai
héa cac dic tinh sinh 1y ciia t€ bao theo hudng loai nguyén thily hon hodc khong dugc
biét héa. Céac khdi u c6 thé 1anh tinh, vi du u m&, u mach, xuong, u sun, va u tuyén giap.
Vi du vé u 4c tinh 13 ung thu (nhu u va, ung thu trong dudng ho hip va dudng tiéu hoa,
céc tuyén noi tiét, va hé sinh duc tiét niéu), sarcoma (trong céc md lién két, bao gdm mo
soi, mé md, co, mach méu, xuong, va sun), ung thu biu md lién két (trong ca bidu mé va
mo lién két) bénh bach ciu va bénh lién quan dén té bao lympho, céc khdi u ctia mé thin
kinh (bao gém n#o), va khéi u 4c tinh (ung thu cta céc t& bao da dugc nhudm). Vie
dung protein gin két theo sang ché chdng lai khéi u ciing c6 thé két hop véi ligu phép
chdng lai khéi u bét ky khéc da biét trong linh vyc ndy nhu chiéu xa, trj liéu bing quang

dong hoc, héa tri liéu hogic phiu thuét.

Dugc phim chita protein gin két nhw dugc mo ta & trén va chit mang, t4 dugc
ho#c chét 1am én dinh dwoc dung (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,
Osol, A. Ed. [1980]). C4c chit mang, t& dugc hoic chit 1am &n dinh thich hop da biét déi
v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc ndy 13 mubi, dung dich Ringer, dung
dich dextroza, dung dich Hank, dau cb dinh, etyl oleat, dextroza 5% trong nudc mubi, cac
chit ma lam ting d6 ding truong va tinh dn dinh héa hoc, chit dém va chit bao quan.
C4c chét mang thich hop khéc bao gdm chét mang bét ky ma ty né khong cam tng su tao
khang thé gay hai cho cé thé nhan ché phdm nay nhu protein, polysacarit, axit polylactic,
axit polyglycolic, c4c axit amin chita polyme va copolyme axit amin. Dugc phim ciing
c6 thé 13 c_hé phdm hdn hop, chira hoat chét bd sung, nhu chét chéng ung thu hogc chit
chéng hinh thanh mach (vi du VEGF-Axxxb ctia ngudi; t6t hon, néu 1a VEGF-A165b cta

ngudi).

Dugc phim dugc wu tién @& diéu tri cac bénh v& mét chua protein gén két nhu
dugec md ta ¢ trén va mot chét 1am sach nhu chit lam sach khoéng phén ly, bao gém
nhung & polysorbat 20 (vi du khoang 0,04%), chit dém nhu histidin, phosphat hodc axit
lactic va dwong nhu sucroza hogc trehaloza. Tét hon, néu ché phim chira protein gin két
nhu dugc md ta ¢ trén va PBS. Duogc phém d4 néu hodc duoc phém bét ky khac dugc mod
ta & dy c6 thé dugce ding tai chd, hoic tai chd dbi voi phin ctia mit hodc duoc tiém vao

mat vi dy vao dudi mang ket, quanh cau mat hodc khoang sau hanh mét hojc truc tiép
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vao mét. Theo cach khéc, dugc phim d4 néu hoic duoc phém khéc c6 thé dugc dung ndi
hép bang cach ding qua dudng tiém. Tt hon, néu dugc phim d3 néu hodc duoc phim
khac duge dung cho mét bing cach tiém thuy tinh thé. Ciing tt hon, néu dugc phim d3
néu dugc dung cho mét tai chd va duédi dang giot tra mét. Giot tra méit c6 thé duoc dung
cho gidc mac (phdn trong subt & trung tAm ctia mét) nhd d6 cho phép cac phén tr nay
thdm vao mét. Dbi véi viéc didu tri bénh &nh hudng dén phia sau ctia mit, c6 thé mong
mudn nhat 13 protein gin két thAm nhap véo mang cing khi dugc tiém vao mang cing
hodc quanh ciu mét. Viéc diing protein gén két c6 thé dugc thuc hién sau budc mé diu
clia viéc diéu chinh bé mjt ciia mét dé cai thién d6 thim nhép cc phan tir nay. Tét hon,
néu 16p bi_éu md mang simg dugc didu bién bing mot sy ting d6 tham nhép dé cho phép
thdm nhdp nhanh va du cta cac phan tir nhu vi du duqc mo ta & trén. Vige dung protein
gin két theo sang ché chdng lai bénh v& mét ciing c6 thd duogc két hop véi liéu phap bat

ky khac d biét trong linh vuc nay nhu liéu phép quang dong hoc.

Céc ché phdm nay dwoc dung dbi voi viée st dung phai 1a vo tring. Piéu nay

duge hoan thanh d& dang thong qua mang loc vé tring.

Cac ché phdm giai phéng duy tri c6 thé duoc bao ché. Theo mot phuong an theo
sang ché, mo cdy mét c6 thé duogc ding d tao ra protein gin két theo sang ché. Vi du
thich hop vé ché phdm giai phéng duy tri bao gdm chit nén ban thim cua polyme ky
nuée rin chira polypeptit theo sing ché, trong d6 chit nén & dang céc hat dinh hinh, vi du
phim, ho3c vi nang. Vi du vé& chit nén giai phéng duy tri bao gdm polyeste, hydrogel (vi
dy, poly(2-hydroxyetyl-metacrylat), hodc rugu poly(vinylic)), polylactic, cac copolyme
cuia axit L-glutamic va gama-etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat khong phan hity, céc
copolyme axit glycolic- axit lactic phan hity nhu LUPRON DEPOT® (vi ciu diing cho
tiém bao gdm copolyme axit glycolic axit lactic va leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-

hydroxybutyric.

Duogc phim c6 thé dugc ding bing phuong phap thich hop bét ky trong kién thirc
clia ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay. Duodng dung dugc vu tién 1a dudng
ngoai duong tiéu hoa. Trong viéc ding ngoai dudng tiéu héa, duge phim theo sang ché

s& dugc bao ché & dang tiém lidu don vi nhu dung dich, huyén phit ho#c nhii tvong, két
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hop véi ta duge duge dung nhu duge xic dinh & trén. Lidu va dudong ding s& tuy thudc

vao ca theé dugc di€u tri va bénh cu thé.

N6i chung, dugc phim duge ding sao cho protein gin két theo sang ché duoc x4c
dinh & lidu ndm trong khoang tir 1pg kg dén 20mg/kg, t6t hon 13 nim trong khoang tir
10pg/kg dén Smg/kg, tdt nhat 1 ndm trong khoang tir 0,1 d&én 2mg/kg. Tét hon, néu né
dugc xéc dinh dudi dang 1idu thudc to. Viéc truyén lién tuc cling c6 thé dugc dung va bao
gdm sy phan phdi dusi da lién tuc qua vi bom fhém thdu. Néu nhu vy, dwoc phdm cé
thé duoc truyén & liéu nim trong khoang tir 5 dén 20pg/kg/ phut, t6t hon 13 nim trong
khoang tir 7 dén 15pg/kg/ phut. Cu thé 13, dugc phim dugc ding bing viéc tiém vao mét
sao cho protein gin két theo sang ché dugc xac dinh & lidu ndm trong khoang tir 0,1mg
dén 10mg/ tiém, t&t hon nita 13 nim trong khoang tir 0,3 dén 6mg / tiém, t6t nhét 12 ndm
trong khoang tir 1mg dén 4mg / tiém. Ngoai ra, duc_rc phdm dwgc ding dang tra giot vao
mét sao cho mét giot dung dich chita protein gén két theo sang ché véi lwong ndm trong
khoang tr 10 dén 120mg/ml, t6t hon nita 13 ndm trong khoang tr 20 dén 100mg/ml, t6t
nhét 14 ndm trong khoang tir 40 dén 80mg/ml dugc ding cho mit.

Theo phuong 4n cta sang ché, protein gin két trc ché hoat tinh ctia VEGF-Axxx,
nhu duge mo ta & trén, c6 thé dugc ding két hop voi protein gin két hodc phén tir nho c
ché hoat tinh ctia PIGF, c6 clng mirc d¢ ttc ché PIGF nhu dugc mé ta & trén dbi véi
VEGF-Axxx. Phuong én nay dua trén thyuc t& 13 PIGF duoc nhén thiy 1a tao mach & cac
vi tri noi ma céc mitc VEGF-Axxx ting. Ngoai ra, protein gin két trc ché hoat tinh cua
VEGF-Axxx, nhu dugc mé ta & trén, c6 thé duge dung Kkét hop véi protein gén két hodc
phén tir nhd trc ché hoat tinh cta yéu tb ting truéng c6 ngudn gbe tir tidu cdu (platelet-
derived growth factor - PDGF), VEGF-C hodc céc thanh vién khic cta ho VEGF cua
protein, yéu t& hoai tir u anpha (tumor necrosis factor alpha (TNFalpha), dang tuong tw
phéi tir denta 4 (D114), intolokin 6 (IL-6), neuropilin hodc angiopoietin 2 (Ang2).

Sang ché ciing d& xuat cic phuong phép didu tri. Theo mot khia canh, phuong
phap diéu tri bénh mang ludi dugc d& xudt, phuong phap nay bao gdm cho bénh nhén
dung protein gin két theo sang ché voi lwong c6 hidu qua diéu trj bénh, cu thé 13 protein

gdn két ma trc ché sy twong tac gitta VEGF-Axxx clia ngudi va VEGFR-2 cia ngudi,
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nhung khdng phdi sy twong tic gitta VEGF-Axxxb cuia ngudi va VEGFR-2 ciia ngudi, va
protein gin két rc ché sy hinh thanh mach qua trung gian VEGFR-2.

Sang ché con d& xult phuong phép ding protein gin két nhu da duge mo ta d (e
ché hoat tinh sinh hoc cia VEGF-A trong té bao hoic d8 uc ché hoat tinh sinh hoc qua
trung gian VEGFR-2. Té bao c6 thé & trong trang théi in vivo hodc ex vivo, va c6 thé 13,
vi dy, t& bao cta co thé sbng, t& bao nudi cdy hoic té bao trong miu mo. Phuong phép
ndy c6 thé bao gdm cho t& bao da néu tiép xtic voi twong tic VEGF-A/VEGFR-2 bt ky
trc ché protein gin két duoc boc 16 & day, vé6i luong va thoi gian di dé e ché hoat tinh

sinh hoc nay.

Séng ché d8 xut phuong phép diéu trj cho ddi twong c6 tinh trang bénh déap Ung
v6i sy e ché cia VEGF-Axxx hojc VEGFR-2. Phwong phép nay bao gdm cho déi tuong
dd néu dung protein gin két véi luong c6 hiéu qua da duge md ta & day. Tinh trang bénh
c6 thé 1 tinh trang duoc ddc trung sy hinh thanh mach khong thich hop. Tinh trang bénh
c6 thé 1 tinh trang ting sinh qua mic. Vi du v& tinh trang bénh (hoic rdi loan bénh) thich
hop dé didu trj bao gém céc rdi loan ty midn, c4c rdi loan viém, cac rdi loan vdéng mac
(d3c biét 1a céc rdi loan vOng mac do ting sinh), va cac bénh ung thu, cu thé 1a mot trong
s6 céc bénh duge mod ta & trén. Protein gén két bét ky trong sb cac protein gin két dugc
mo ta & ddy c6 thé dugc ding dé bao ché thudc cho vise didu tri rbi loan bénh nay, dic
biét 14 rdi loan bénh dwgc chon tir nhém bao gém: rdi loan ty mién, réi loan do viém,

bénh mang ludi va ung thu.

Céc tinh trang bénh (hogc réi loan) dugc wu tién thich hop dé didu tri 1a ung thu té
bao than di cin dong d4u tién, u nguyén bao dém tai phat, ung thu rudt két, ung thu va
&m tinh HER2, ung thu vi dwong tinh HER2, ung thu phdi t& bao khéng nhé, u lympho
t€ bao B 16n lan téa, ung thu da day tién trién dong d4u tién, ung thu via di cin 4m tinh
HER2 dong dau tién, ung thu va di can duong tinh HER2 dong d4u tién, ung thu budng
trimg di cin dong d4u tién, u mé dém duong tidu héa, hach cé dang ung thu nguy co cao,
ung thu tuyén tién liét dai déng do hormon, u nguyén bao dm méi dugc chin doan, ung
thu ddu va cb di cin, ung thu budng tring nhay cdm véi platin tai phat, ung thu va di cin
dong thtr hai, ung thu phdi t& bao nhé lan téa, ung thu phdi té bao khong nhd khong vay
bi di cdn CNS dd dugc diéu tri trude va bénh da u tiy tai phat, ung thu tuyén tién liét,
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ung thu phéi té bao khong nhd (non-small cell lung cancer - NSCLC), ung thu dai trang
va ung thu tuyén tuy, ung thu budng trimg giai doan mudn (advanced ovarian cancer -
AOC), cac bénh nhan bi AOC bj bénh cb trudng 4c tinh tri¢u ching va bénh u lympho
khéng Hodgkin.

Protein gén két tai td hop theo sang ché c6 thé thu dugc va/ hodic dugc phat trién
thém bang nhidu phuwong phép nhw bidu hién trén bé mit cia thyc khuln thé (WO
90/02809, WO 07/006665) hodic cac t& bao vi khudn (WO 93/10214), biéu hién ribosom
(WO 98/48008), biéu hién trén plasmit (WO 93/08278) hoic bing cach ding céc cu tric
protein 13p lai ARN déng héa tri (WO 00/32823), hoic sy bidu hién va chon loc / sang
loc ndi bao nhu thir nghiém bd sung protein (WO 98/341 120). Cac phwong phép nay 1a

d4 biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc nay.

Thu vién céc protein ldp lai ankyrin hitu dung dé chon loc / sang loc protein gén
két tai t6 hop theo sang ché c6 thé thu dugc theo céc quy trinh chufn da biét dbi voi
ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc nay (WO 02/020565, Binz, HK. et al., JMB,
332, 489-503, 2003, va Binz et al., 2004, loc. cit). Viéc ding thu vién nay dé& chon loc
DARPin dic hiéu VEGF-Axxx dugc x4c dinh trong Vi du 1.Tuong ty, cdc métip trinh tu
13p lai ankyrin nhu dugc trinh bay & trén c6 thé thudng tao ra céc thu vién cac protein 1ap
lai ankyrin ma c6 thé dugc ding d& chon loc hodc sang loc DARPin dic hiéu VEGF-
Axxx. Ngoai ra, cic ving 13p lai ctia sang ché c6 thé duogc lép theo modun tir cic modun
13p lai theo céc sang ché hién nay va céc modun phu thich hop (Forrer, P., et al., FEBS
letters 539, 2-6, 2003) sit dung cac k¥ thuit ADN tai t6 hop tiéu chudn (vi du WO
02/020565, Binz et al., 2003, loc. cit. va Binz et al., 2004, loc. cit).

Sang ché khong bi giéi han & c4c phuong 4n cu thé duoc mé ta trong phén vi du
thuc hién séng ché. Cac nguén khéc c6 thé duge dung va dugc xtr ly theo toan bd ndi

dung dugc mo ta sau day.
Vi du thwe hi¢n sing ché

Tét ca cac vat lidu khoi ddu va cée chit phan tmg dwoc boc 10 dudi day da duoc
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay biét, va c6 ban ngoai thi trudng hodc co

thé dugc diéu ché bing cach ding céc k§ thudt da biét ro.
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Vit liéu

Céc chit hoa hoc dugc mua cla héng Fluka (Thuy si). Céac oligonucleotit dugc
mua cua hing Microsynth (Thuy s§). Trir phi dugc quy dinh khac, ADN polymeraza,
enzym giéi han va chit dém duoc mua cia hang New England Biolabs (USA) hoic
Fermentas (Lithuania). Chuing san sinh protein va tdch dong 1 xanh E. coli XL1
(Stratagene, USA). Céc bién thé VEGF 1a cia cic hé théng R&D (Minneapolis, USA)
hodc duoc san xuét trong cac té bao buéng trimg ctia chudt hamster Trung Quéc hodic
trong Pichia pastoris va dugc tinh ché theo quy trinh chun (Rennel, E. S. et al., European
J. Cancer 44, 1883-94, 2008; Pichia expression system from Invitrogen). Cac bién thé
VEGF biotinyl héa thu dugc v& mét héa hoc qua két cap géc biotin v&i cac amin bac mot
ctia c4c bién thé VEGF dugc tinh ché bing cach ding cac chit phan ing va phuong phap
biotinyl héa tiéu chuén (Pierce, USA).

Sinh hoc phdan tir

Trir phi ¢6 quy dinh khac, cdc phuong phdp dugc thuc hién theo cac quy trinh
chuin d3 dwoc mé ta (Sambrook J., Fritsch E. F. va Maniatis T., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 1989, New York).
Thu vién protein ldp lai ankyrin dwoc tao ra

Céc thu vién protein 13p lai ankyrin dugce tao ra N2C va N3C d3 dugc m6 ta (WO
02/20565; Binz et al. 2003, loc. cit.; Binz et al. 2004, loc. cit.). Con s6 trong N2C va N3C
m6 t4 s luong cac modun 13p lai nglu nhién gitta cdc modun phil d4u tan cling N va &
d4u tan ciing C. Danh phap duoc ding d& xac dinh céc vi tri bén trong cac don vi va céc
modun l3p lai dua vao Binz et al. 2004, loc. cit. véi su bién thé ma bién gidi clia cac
modun 13p lai va cac don vi lip lai duoc thay dbi béng mot vi tri axit amin. Vi duy, vi tri 1
ciia modun 13p lai ctia Binz et al. 2004 (loc. cit.) twong Gmg véi vi tri 2 cia modun 13p lai
cua su boc 19 hién tai va do d6 vi tri 33 clia modun l3p lai ctia Binz et al. 2004, loc. cit.

tuong Umg voi vi tri 1 ciia modun 1dp lai tiép theo ctia su bdc 10 hién tai.
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T4t ca c4c trinh ty ADN duoc xac nhin béng cach xic dinh trinh tu, va trong
luong phan tir theo tinh todn cua tit ca céc protein dwoc md ta dugc x4c nhan bang phd
khéi.

Vi du 1. Chon loc protein gin két chira vimg Idp lai cd tinh dic hiéu gdn két d6i
voi VEGF-Axxx

Viéc st dung biéu hién ribosom (Hanes, J. va Pluckthun, A., PNAS 94, 4937-42,
1997) nhiéu protein 13p lai ankyrin dugc tao ra (DARPin) c6 tinh dic hiéu gén két déi véi
VEGF-Axxx dugc chon tir cac thu vién DARPin N2C hodc N3C dugc mo ta boi Binz va
cong su 2004 (loc. cit.).

Su ga‘m két cua cac dong dugc chon theo hudng céc dich dic hiéu (VEGF-Axxx)
va khong dic hiéu (MBP, protein gin két maltoza cua E. coli) dugc dénh gia bing ELISA
dich chiét thé chi ra réng céc protein gén két VEGF-Axxx da dugc chon thanh cong (Fig.
1). Céc vung 13p lai cia SEQ ID NO:1 dén 7 tao ra c4c trinh ty axit amin ciia cac protein
gén két dugc chon chira ving 13p lai c6 tinh dic hiéu gén két déi véi VEGF-Axxx. Su
phén tich trinh tw clia cc chét gin két dugc chon cho thdy cac métip trinh tw Lip lai

ankyrin dic hiéu sin c6 d6i voi mot sb ho dwoc chon cia cac chit gan ket.
Chon loc cdc protein Idp lai ankyrin ddc hi¢u VEGF-Axxx bang biéu hién ribosom

Viéc chon loc céac protein 1dp lai ankyrin dic hiéu VEGF-Axxx dugc tién hanh
bang biéu hién ribosom (Hanes va Pluckthun, loc. cit.) bang céch ding VEGF-A164 clia
ch6 hodc VEGF-A165 clia ngudi 1am protein dich, thu vién cac protein 13ip lai ankyrin
duoc tao ra nhu da duge mé ta (WO 02/020565, Binz et al., 2003, loc. cit. va Binz et al.,
2004, loc. cit) va cdc quy trinh chuin duogc thiét lap (Zahnd, C, Amstutz, P. va Pluckthun,
A., Nat. Methods 4, 69-79, 2007).

Céc chu ky chon loc biéu hién ribosom duoc tién hanh trén cac bién thd VEGF cua
ché hodc clia ngudi (bao gdm céc bién thé biotinyl héa dugc cb dinh trén neutravidin
hogc streptavidin) v&i ca hai thu vién DARPin N2C va N3C béng cach ding céc quy
trinh chuén d4 dugc thiét 1ap (Binz et al. 2004, loc. cit.). S8 chu ky PCR phién ma nguoc

(reverse transcription-RT)-sau mbi chu ky chon loc dugc giam lién tuc tir 40 xubng 30,
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diéu chinh dén hiéu suét do sy tdng cac chét két dinh. Bén chu ky chon loc ban déu trén
vbn mang lai VEGF cta ché cia DARPin ai lyc nanomol, nhu dugc chi ra béng ELISA
va cac phép do SPR clia cic dong don 1¢. Dé phét hién DARPin ¢6 éi luc dugc cai thién
hon, céc chon loc khong theo ty 1€ bd sung dugc tién hanh trén VEGF cua ngudi hodc
ché biotinyl héa dugce cb dinh trén neutravidin hodc streptavidin, tao vdn sau céc chu ky
chon loc biéu hién ribosom thir hai va thit ba d4u tién, tiép d6 1a chu ky chon loc theo ty
16 trén VEGF ctia ngudi.

Cdc dong dwoc chon gd'n két ddc hiéu véi VEGF-Axxx nhu dugc thé hién bc%ng
ELISA dich chiét thé.

Cac DARPin dugc chon riéng 1& gén két dic hidu VEGF-Axxx dugc x4c dinh
bing xét nghiém hip thu mién dich lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent
assay-ELISA) bang cach ding céc dich chiét Escherichia coli thd cua cac t& bao biéu hién
DARPin bing c4ch diing quy trinh tiéu chuén. Cic dong dugc chon duoc tach dong vao
vecto biéu hién pQE30 (Qiagen), bién nap vao xanh E. coli XL1 (Stratagene) va tiép d6
dugc cho sinh trudng qua dém & 37°C trong dia sdu 96 16 (mdi dong trong mot giéng
don) chita Iml méi truong sinh trudng (2YT chira glucoza 1% va ampixilin 100pg/ml).
1ml 2YT méi chita ampicxlin 50pg/ml dugc 0 v6i 100ul méi truong nudi cdy qua dém
trong dia sau 96 15. Sau khi 0 trong 2h & 37°C, sy biéu hién dugc cam ung béng IPTG
(ndng dd cudi cling 1mM) va tiép tuc trong 3h. Céc t& bao dugc thu hoach, tao huyén phi
lai trong B-PERII 100 pl (Pierce) va U trong 15 phit & nhiét d6 trong phong kém lic.
Tiép d6, thém PBS-TB 900ul (PBS dugc bd sung BSA 0,2%, Tween 20 0,1%, do pH 7.4)

va loai bd c4c manh vun té bao bang ly tim.

Cho 100p] cta mdi dong dwgc dung gidi vio mdt giéng clia dia MaxiSorp phu
NeutrAvidin chira bién thé VEGF-Axxx hoic MBP khéng lién quan dugc cb dinh qua
gbc biotin ctia chung va 0 trong 1h & RT. Sau khi rtra pham vi rong bing PBS-T (PBS
dugc b sung Tween 20 0,1%, d6 pH 7,4) khai thac dia nay bang cach ding cic quy trinh
ELISA tiéu chudn sir dung khang thé khang RGS(His), don dong (34650, Qiagen) dudi
dang khang thé so cp va khang thé dé khing chudt da dong dugc gén két voi
phosphataza kiém (A3562, Sigma) dudi dang chit phan ung thit hai. Tiép @6, su gén két
ndy dugc phat hién bing cach ding dinatri 4-nitrophenyl phosphat (4NPP, Fluka) duéi
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dang co chét cho phosphataza kiém. Sy hién anh mau duoc do & 405nm. Cac két qua tlr
ELISA dich chiét thé ciia vi du ma dugc ding dé nhén biét cac DARPin gén két veoi
VEGF-Axxx dugc thé hién trong Fig. 1.

Viéc sang loc hang trim dong khéc nhau bing ELISA dich chiét t& bao thé nay thé
hién hon mét trim DARPin c6 tinh dic hiéu gin két d6i voi VEGF-Axxx. Céc protein
gin két nay dugc chon dé phén tich thém. Vi du v& céc trinh ty axit amin cua vung lép lai
ankyrin dugc chon ma gén két dic hiéu véi VEGF-Axxx dugc néu trong SEQ ID NO:1
deén 7.

Suy ludgn cdc motip trinh tw Idp lai tir cdc ving Idp lai dwoc chon c6 tinh ddc hiéu

gdn két ddi véi VEGF-Axxx

Céc trinh ty axit amin ctia cac vung 1dp lai dugc chon ¢ tinh dic hiéu gén két dbi
v6i VEGF-Axxx dugc phan tich thém bing cic dung cu phan tich trinh ty da biét dbi véi
ngudi hanh nghé trong linh vyc ndy (WO 02/020565; Forrer et al., 2003, loc. cit.; Forrer,
P., Binz, HK., Stumpp, M.T. va Pluckthun, A., ChemBioChem, 5(2), 183-189, 2004).
Tuy nhién, ngugc véi WO 02/020565 trong d6 cac métip 1dp lai c6 ngoai ty nhién duoc
dung dé suy ra cac motip trinh tu 13p lai, & ddy cac métip trinh ty 13p lai dwoc suy luén tir
cac don vi ldp lai cta céc vung ldp lai dugc chon ¢6 tinh d3c hiéu gén két dbi v&i VEGF-
Axxx. Nho dé cic ho cua cic vung ldp lai duge chon chira métip trinh ty 13p lai thong

thudng duoc xac dinh.
Biéu hién mikc @ cao va tan dwoc ciia DARPin

Dé phan tich 13 hon, cic dong dugc chon thé hién gin két VEGF-Axxx dic hiéu
trong ELISA dich chiét t€ bao thd nhu dwgc mé ta & trén dugc biéu hién trong cac t8 bao
xanh E. coli XL1 va dugc tinh ché bing c4ch dung tag His clia chiing bing c4ch dung cac
quy trinh tiéu chuén. Str dung 25ml méi trudng nudi ciy qua dém tinh (LB, glucoza 1%,
100mg/l ampixilin; 37°C) d& & 11 mdi trudng nudi cdy (cing méi truong). G A(600) =
0,7, cic mdi trudng nudi cdy nay dugc cam tng bing IPTG 0,5mM va duge 0 & 37°C
trong 4h. Ly tdm cdc méi trudng nudi cdy va tao huyén phi lai cdc hat nho thu duogc
trong 40ml TBS500 (Tris-HCl 50mM, NaCl 500mM, pH 8) va siéu &m. Ly tdm lai dich

tan, va thém glyxerol (10% (thé tich) ndng d6 cudi cing) va imidazol (ndng @6 cudi clng
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20mM) vao dich ndi thu dugc. Tinh ché cac protein qua cot axit ninitrilotriaxetic (thé tich
cot 2,5ml) theo hudng din clia nha san xudt (QIAgen, Puc). Lén dén 200mg DARPin
hoa tan tot c6 tinh dic hiéu gén két d6i véi VEGF-Axxx c6 thé dugc tinh ché tir mot lit
mdi trudng nudi cy E. coli ¢c6 d6 tinh khiét > 95% nhu dugc dy tinh tir SDS-15%
PAGE. C4ac DARPin nay dugc ding dé mé ta dic tinh cu thé hon.

Vi du 2: Xdc dinh cdc gid tri IC ciia DARPin dwoc chon cé tinh ddc hiéu gdn két

doi véi VEGF-Axxx trong thir nghiém sw moc qud nhanh cia vdt dang cdu

Sy bd sung VEGF-Axxx vao vt dang cdu HUVEC dugc gin vao chit nén
colagen din dén sy moc maim vat dang ciu. Sy bb sung chét trc ché ctia VEGF-Axxx sé&
ngin chin su tao mim, ma cé thé duge dinh luong vé théng ké béng s6 luong va @6 dai
mam. Béng céch thém ndng d6 khac nhau cia chét e ché va luong én dinh cua VEGF,
ICs, c6 thé duoc xé4c dinh.

Sy trc ché tao mim vit dang cAu bﬁng DARPin d3c hi€éu VEGF-Axxx

Céc thir nghiém sy moc qué nhanh vét dang cAu duoc tién hanh theo céc quy trinh
tidu chuén (Korff et al., loc. cit). Cac DARPin c6 tinh dic hidu dbi véi VEGF-Axxx dugc
chon va tinh ché dén d6 tinh khiét > 96% nhu dugc mé ta trong Vi du 1. Céc té bao tinh
mach rén clia ngudi duge cho sinh trudng dé xac dinh s luong t& bao trong méi trudng
nudi ciy mot 16p. Sau khi trypsin héa, huyén phi t& bao duoc dat trong giot treo dé tao
vat dang cAu, tic 1a xép’ xi 500 HUVEC két cum duoc sép xép. Céc vat dang cdu dugc
gén vao trong chit nén colagen va dugc kich thich béng VEGF-A165 d tao thuan loi cho
su moc qua nhanh ctia mam. Cac chét tc ché sy moc mim duge thém bd sung d& quan
sat c4c tic dong ctia ching dén sy trc ché sy moc mim. S8 lwong mam/ vét dang ciu va

d6 dai mam duoc dinh lugng bing cach ding phin mém dd hoa.

Céac két qua tir hai thir nghiém moc mam vét dang cdu cua vi du duoc thé hién
trong Fig. 2a (DARPin #30 c6 tinh dic hiéu gin két for VEGF-Axxx) va Fig. 2b
(DARPin NC, DARPin d8i chimg 4m tinh khong c6 tinh diic hidu gén két déi véi VEGF-
Axxx; vi du DARPin E3_5 (Binz et al., 2005, loc. cit.). Cac DARPin hoat dong t6t nhét
trong thir nghiém nay c6 céc gid tri ICs) nim trong khoang tir 10 dén 50 pM, trong khi
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Avastin®, Lucentis® va Macugen® thd hién cac gié tri ICsy trong céc thir nghi€ém song

song nim trong khoang tir 150 dén 500pM.

Vi du 3: Xdac dinh dic hi¢u dich cia DARPin #27 so véi Avastin® béng phén tich

cong hudng plasmon bé mit

VEGF-A164 ctia chd hoic VEGF-A164b ciia ch6 dugc ¢ dinh trong té bao dong
chay va sy tuong tidc ciia DARPin #27 (ving ldp lai cia SEQ ID NO:1, twong Gng véi

c4c axit amin tir 1 dn 159) va Avastin® c6 cac dich cb dinh dwoc phén tich.
Phén tich cong hudng plasmon bé mit (Surface Plasmon Resonance-SPR)

SPR dugc do bing céch dung thiét bi ProteOn (BioRad). Chét dém chay 1a HEPES
20mM, 46 pH 7,4, NaCl 150mM va Tween 20 0,005%. Khoang 1200 RU cua VEGF-
A164 ctia ché hoic VEGF-A164b ctia ché dugc ¢b dinh trén chip GLC (BioRad). Cac
tuong tdc dugc do & dong chdy 60ul/ phut voi dong chay dém 5 phit, sy tiém 100 gidy
clia Avastin® hoic DARPin #27 & ndng d6 250 nM va phép do khong theo ty 18 mot vai
phut véi dong chiy dém. Tin hiéu ctia té bao tham chiéu khong phii duoc loai bd khoi cac

phép do nay.

Cac két qua dugc thé hién trong Fig. 3a (su tuong tic cla Avastin v6i VEGF-
A164 cua cho), Fig. 3b (su twong tac cia Avastin véi VEGF-A164b ctia cho), Fig. 3¢ (su
twong tdc cua DARPin #27 véi VEGF-A164 cua chd) va Fig. 3d (su tuong tic cua
DARPin #27 v6i VEGF-A164b cia chd). Trong khi Avastin twong tic rd rang véi ca hai
isoform VEGF c¢6 dinh, DARPin #27 chi thé hién su tuong tac v6i VEGF-A164 va khong
tuong tac voi VEGF-A164b.

Vi du 4: Hiéu qud in vivo ciia DARPin #30 trong trc ché VEGF-A 165 trong md

hinh chudt ro mach

DARPin #30 PEGyl héa (ving 13p lai cia SEQ ID NO:4 twong ung véi c4c axit
amin tir 1 dén 126) hodc Lucentis® duoc ding bing cach tiém ndi nhan vao mét cia thd
dé thu nghiém higu qua cua ching d8 tc ché su rd mach duoc cam ung bdi sy tiém thiy
tinh thé tiép theo cia VEGF-A 165 clia ngudi.
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Cdc phép do su tec ché ro mach & tho

Str dung vao ngay 1 hodc PBS, DARPin #30 dugc PEGyl héa (125ng) hodc luong
ding mol ctia Lucentis® (162ug) bing cach tiém ndi nhan vao mot mét cia m3i tho (mét
duoc xtr 1y). O ngdy 4 hoic ngay 30 mit duge xir ly ctia mbi thé dwgc thir thich bing
tiém ndi nhiin 500ng VEGF-A165 clia ngudri. Ca hai mét cla tht ca céc con vét duge d4nh
gid sau 48 gid ké tir khi tiém VEGF-A165 bing cach do ham lugng floresxein trong tit ca
chc mét sau 1h ké tir khi tiém tinh mach natfi floresxein (50mg/kg trong lwong co thé con
vat, 10% (trong luong/thé tich) trong dung dich mubi 0,9% (trong lwong/thé tich ). Ty 18
céc luong sy phat huynh quang trong mét duge xir Iy va mét khong duoc xir Iy dwoc tinh
d6i v6i mdi con vat. Ty 1& ciia lugng huynh quang tuong Ung véi sy khéng c6 sy rd
huynh quang bd sung trong mit dwgc xi 1y, ty 18 16n hon so v&i lwong huynh quang cho
thdy sy ro huynh quang trong mét dugc xir Iy nhiéu hon trong mét di chimg khong duoc

xu ly.
Diéu ché DARPin duoc PEGyl héa

Su PEGyl héa protein bing cach tin dung gc Cys don 1¢ va héa hoc maleimit da
duoc biét & dbi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay va c6 thé duge tién
hanh theo c4c quy trinh tiéu chudn (vi du cta hing Pierce). DARPin #30 chira chit gin
két & dAu tan cling C bd sung (GGGSGGGSC, SEQ ID NO:8) dugc tinh ché dén d6 gin
nhu ddng nhit bing cich ding cic phuong phap séc ky tiéu chudn. Khir protein hoan
toan bing cach st dung DTT va tinh ché bing cach loc gel dé loai bé DTT va trao dbi
chit dém bing PBS. PEG-maleimit (metoxy-poly(etylen glycol)-oxopropylamino-propyl
maleimit; NOF, no. Sunbright ME-200MA) dugc hoa tan trong PBS duoc tron véi
DARPin trong PBS & khoang lugng du mol 15% ctia PEG-maleimit trong 2-4 gi& ¢ nhiét
d6 trong phong. Tiép d6, DARPin PEGyl héa dugc tich tir DARPin khong phan tmg va

cac gbc PEG khong phéan ting bing céch ding séc ky trao dbi anion tiéu chuin.

Cac két qua duoc thé hién trong Fig. 4. Ca hai DARPin #30 PEGyl héa va
Lucentis® c6 kha ning bao vé mét tho khéi rd mach do VEGF-A165 sau 4 ngdy chung
dugc ding bing cach tiém ndi nhan. Tuy nhién, chi DARPin #30 PEGyl hoa, va khéng
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phai 13 Lucentis®, ¢ kha ning bao v& mét thé khoi rd mach do VEGF-A165 sau 30 ngay

tiém ndi nhan.

Trong céc thir nghiém khac chu ky bén 14 cudi ciing ndi nhin ciia cic protein gin
két khac nhau theo sang ché duoc x4c dinh sau khi tiém ndi nhén vao mét thd. DARPin
#30 chira chét gén két & ddu tan cing C bd sung (GGGSGGGSC, SEQ ID NO:8) duge
gén két v6i gbe PEG khong chira protein kich thuéc 20kDa va 40kDa bing céch ding céc
PEG maleimit tr NOF (xem Vi du 5). Cac chu ky ban ra cudi cung dugc xac dinh 1a 3,5
ngdy (+/- 0,3 ngay), 6,1 ngdy (+/- 1,0 ngay) va 5.4 ngay (+/-0,8 ngay) dbi véi DARPin
#30, DARPin #30 duoc gin két v&i gbc PEG kich thuéc 20kDa va DARPin #30 dugc
gin két voi gbe PEG 40kDA. Péng ngac nhién 13, sy tdng trong lugng phén tir cta gde
PEG khong chita protein c6 kich thudc tir 20kDa dén 40kDa khong 1am cho chu ky ban
14 cudi ciing ting. Xu hudng tuong tu dugc theo ddi trong céc thir nghiém twong tng 1a
protein gén két chira ving 13p lai ciia SEQ ID NO:1 (c4c axit amin tir 1 dén 159) hodc
SEQ ID NO:3 (c4c axit amin tir 1 dén 126) thay vi ving l3p lai cia SEQ ID NO:4 dugc
ding. '

Vi du 5: Protein gdn két tdi t6 hop

Vi du vé protein_g’fm két tai t6 hop chira ving lap lai gin két VEGF-Axxx va gbe
polyme chtra protein 1a SEQ ID NO:1 va 4. Ving I3p lai cia SEQ ID NO:1 twong tmg
v6i céc axit amin tir 1 d&n 159 va gbc polyme chira protein ctia SEQ ID NO:1 tuong ing
v6i c4c axit amin 160 dén 1024. Vung 13p lai cua SEQ ID NO:4 tuong Gng véi cic axit
amin tir 1 dén 126 va gdc polyme chira protein ctia SEQ ID NO:4 tuong Ung vdi cac axit
amin 127 dén 536.

Céac protein gén két cia SEQ ID NO:1 va 4 duoc biu hién trong té bao chit cua
Escherichia coli bing cach ding c4c k§ thudt tiéu chudn da biét déi v6i ngudi 6 hidu bidt
trung binh trong linh vuc ndy (xem, vi dy, hé biéu hién pQE clia hing Qiagen (Pc)).
Gdc Met duoc ma héa thém bang vecto bidu hién duoc cit hidu qué trong t€ bao chit cua
E. coli tir polypeptit dugc bidu hién bdi vi Met bit diu duoc theo sau béi gbc Gly nho
(tirc 12 axit amin & vi tri 1 cia SEQ ID NO:1 va 4). Céc té bao nay dugc dung giai (vi du

bang c4ch ding may French press) va cic protein gén két dugc tinh ché dén mirc gin nhu
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ddng nhét tir dich chiét t& bao thd bing cach ding cac k¥ thust séc ky tiéu chuln da biét

d6i v6i ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vyc nay.

Vi du vé protein gin két tai t6 hop chira mot ving 13p lai gén két VEGF-Axxx va
mdt gbc polyme khong chira protein dugc tao ra bing cich ding cic protein 13p lai cia
SEQ ID No:2, 3, 5, 6, va 7. Céac protein ldp lai ndy chira vung l&p lai tdn cing N, tiép dé
1a chét gén két polypeptit va Cys & du tan ciing C. Céc ving lip lai tvong tmg nay tuong
{mg véi céc axit amin tir 1 &én 159 d6i voi SEQ ID NO:2 va 7, va v6i c4c axit amin tir 1
dén 126 d6i v6i SEQ ID NO:3 dn 6. Céc protein lip lai ciia SEQ ID NO:2, 3, 5, 6, va 7
duoc biéu hién trong t& bao chét ctia Escherichia coli béng cach dung céc k¥ thudt tiéu
chuén da biét dbi voi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc ndy (xem, vi dy, The
Expressionist clia hing Qiagen (Puc)). Gbc Met ma dwgc ma héa bd sung bing vecto
biéu hién dugc phan cit hiéu qua trong t& bao chét cia E. coli tir polypeptit dugc bidu
hién béi vi Met bét dau duge theo sau boi géc Gly nhd (tdc 1a axit amin & vi tri 1 cua
SEQ ID NO:2, 3, 5, 6, va 7). Céc té bao nay dugc dung giai (.vi du bing cach ding may
French press) va céc protein gin két dugc tinh ché dén mirc gn nhu ddng nhét tr dich
chiét t€ bao thd bing cach ding céc k§ thuat sic ky tidu chuln da bibt dbi voi nguoi c6

hiéu biét trung binh trong linh vic nay.

Tiép d6, cac protein 13p lai dugc tinh ché chira gbc Cys don 1¢ duoc gén két voi
gbc polyme khong chira protein bing cich ding héa maleimit tiéu chuin nhu dugc néu
trong Vi du 4. Nhor d6, protein gén két theo séng ché chira protein 1dp lai cua SEQ ID
NO:2 va gbc PEG khéng chira protein kich thuéc 40kDa (vi du maleimit-PEG (a-[3-(3-
maleimido-1-oxopropyl)amino]propyl-w-metoxy-polyoxyetylen kich thudc 40 kDa) tir
NOF, san phdm s§ Sunbright ME-400MA), protein I3p lai ciia SEQ ID NO:3 va gbc PEG
khong chira protein kich thudc 20kDa (vi du maleimit-PEG (o-[3-(3-maleimido-1 -
oxopropyl)amino]propyl-o-metoxy-polyoxyetylen kich thuéc 20 kDa) tir NOF, san phdm
s& Sunbright ME-200MA), protein Idp lai ctia SEQ ID NO:5 va gbc PEG khéng chira
protein kich thuéc 12kDa (vi duy maleimit-PEG (o-[3-(3-maleimido-1 -
oxopropyl)amino]propyl-m-metoxy-polyoxyetylen kich thuéc 12 kDa) tir NOF, san phdm
s& Sunbright ME-120MA), protein I3p lai cia SEQ ID NO:6 va gbc PEG khoéng chira
protein  kich thuéc. 5kDa (vi du maleimit-PEG (o-[3-(3-maleimido-1-
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oxopropyl)amino]propyl-m-metoxy-polyoxyetylen kich thudc 5 kDa) tir NOF, san phdm
s& Sunbright ME-050MA) va protein 13p lai cia SEQ ID NO:7 va gbc PEG khong chira
protein  kich thuéc 2kDa (vi du maleimit-PEG (a-[3-(3-maleimido-1-
oxopropyl)amino]propyl-m-metoxy-polyoxyetylen kich thuéc 2kDa) tir NOF, san phdm
sb Sunbright ME-020MA) duogc tao ra. Tiép do, céc protein ldp lai PEGyl héa duogc tach
thém tir c4c protein 13p lai khong dugc PEGyl héa va PEG du thira bing céc k§ thuat sic

ky tiéu chudn da biét dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyuc nay.

Do d6, SEQ ID NO:2, 3, 5, 6, va 7 duogc két hop & thiol cia xystein & diu tan cung
C cua ching v6i maleimit PEG (o-[3-(3-maleimido-1 -oxopropyl)amino]propyl-o-

metoxy-polyoxyetylen). Nh&r d6, cu tric sau ddy dugc tao ra:

o i !
\0{/\/1"\/\/\5/\/ (

trong 6 X 1a SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6, hoic 7; va n 1a s6 nguyén dwong.
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1. Protein gén két tai t6 hop chira mién l3p lai ankyrin chira céc axit amin 1 dén 126 néu

trong SEQ ID NO: 3 va polyetylen glycol c6 trong lwong phén tir it nhét 1a 5kDa.

2. Protein gén két theo diém 1, trong d6 mién ankyrin 13p lai 43 néu dugc lién hop & dau
tan cing C clia né qua lién két peptit voi cAu ndi polypeptit bao gém 2 dén 24 axit amin
va co géc_ Cys & ddu tan cing C, trong d6 thiol cua Cys & d4u tin cing C d3 néu duoc
lién horp v6i polyetylen glycol dd néu, trong dé polyetylen glycol d3 néu la polyetylen
glycol duoc két cip maleimit.

3. Protein gin két theo diém 2, trong d6 polyetylen glycol duoc két cip maleimit da néu

13 0-[3-(3-maleimido-1-oxopropyl)amino]propyl-w-metoxy-polyoxyetylen.

4. Protein gin két theo diém bt ky trong sb cac diém 1 dén 3, trong do polyetylen glycol
dd néu c6 trong lugng phén tir khoang 20kDa.

5. Protein gén két theo diém 1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, trong d6
thiol ctia Cys & dAu tan ciing C néu trong SEQ ID NO: 3 dugc lién hop véi polyetylen
glycol da néu, trong d6 polyetylen glycol d4 néu Ia polyetylen glycol két cip maleimit.

6. Protein gén két theo diém 5, trong d6 polyetylen glycol két cdp maleimit d4 néu 1a o-
[3-(3-maleimido-1-oxopropyl)amino]propyl-o-metoxy-polyoxyetylen, va trong d6
polyetylen glycol nay c6 trong lugng phan tir it nhit 1a 10kDa.

7. Protein gén két theo diém bt ky trong sb cc diém 5 dén 6, trong d6 polyetylen glycol
da néu ¢ trong lwong phan tir ndm trong khoang 10kDa dén 40kDa.

8. Protein gén két theo diém bit ky trong s cac diém 1 dén 7, trong d6 mién ankyrin lip
lai d4 néu gén két v6i yéu td ting truong ndi mdé mach mau -A165 (VEGF-A165) va tc
ché su gén két cia VEGF-A165 véi thy thé yéu t6 ting trudng noi mé mach méu -2
(VEGFR-2).

9. Dugc phdm chtra protein gén két theo diém bét ky trong sé cac diém 1 dén 8 va chit

mang v&/ hodc chit pha lodng duoc dung.
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Fig. 3a

Fig. 3b
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Fig. 3c
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<400> 1
Gly Ser Asp Leu Gly Lys Lys Leu Leu Glu Ala Ala Arg Ala Gly Gln
1 5 10 15

Asp Asp Glu Val Arg Ile Leu Met Ala Asn Gly Ala Asp Val Asn Ala
20 25 30

Phe Asp Trp Met Gly Trp Thr Pro Leu His Leu Ala Ala His Glu Gly
35 40 45

His Leu Glu Ile Val Glu Val Leu Leu Lys Asn Gly Ala Asp Val Asn
50 55 60

Ala Thr Asp Val Ser Gly Tyr Thr Pro Leu His Leu Ala Ala Ala Asp
65 70 75 80

Gly His Leu Glu Ile Val Glu Val Leu Leu Lys Tyr Gly Ala Asp Val
85 90 95

Asn Thr Lys Asp Asn Thr Gly Trp Thr Pro Leu His Leu Ser Ala Asp
100 105 110

Leu Gly Arg Leu Glu Ile Val Glu Val Leu Leu Lys Tyr Gly Ala Asp
115 120 125
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Val Asn Ala Gln Asp Lys Phe Gly Lys Thr Ala Phe Asp Ile Ser Ile
130 135 140

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

Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Glu
165 170 175

Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu
180 185 190

Gly Ser Ala Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu
195 200 205

Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Thr
210 215 220

Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
225 230 235 240

Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro
245 250 255

Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Ser Pro Ala
260 265 270

Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
' 275 280 285

Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro
290 295 300

Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Ser Pro Ala
305 310 315 320

Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu
325 330 335

Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro
340 345 350

Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr
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Glu

Gly

Glu

525

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Glu

Thr

Ala

430

Ser

Thr

Thr

Ser

Thr

510

Pro

Ser

Thr

Ser

Ser
590

Thr

Thr

Ser

415

Thr

Gly

Ser

Ser

Gly

495

Ser

Ser

Ala

Ser

Pro

575

Ala

Pro

Pro

400

Thr

Pro

Pro

Glu

Gly

480

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr

560

Thr

Pro



Gly

Ala

Glu

625

Gly

Glu

Glu

Gly

Gly

705

Glu

Gly

Ala

Glu

Gly
785

Glu

Ser

Thr

Thr

610

Ser

Thr

Pro

Ser

Ser

690

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

770

Thr

Pro

Thr

Ser

595

Ser

Gly

Ser

Ser

Gly

675

Pro

Pro

Gly

Ser

Ser

755

Gly

Ser

Ser

Glu

Glu

Gly

Pro

Glu

Glu

660

Pro

Ala

Thr

Pro

Glu

740

Gly

Pro

Glu

Glu

Glu
820

Ser

Ser

Gly

Ser

645

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

725

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly
805

Gly

Ala

Glu

Ser

Thr

Thr
615

Glu

630 -

Ala

Ser

Ser

Ser

Thr

710

Thr

Ala

Glu

Ser

Ala

790

Ser

Thr

Thr

Ala

Pro

Pro

695

Glu

Ser

Thr

Thr

Glu

775

Thr

Ala

Ser

Pro

600

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

680

Thr

Glu

Thr

Pro

Pro

760

Pro

Pro

Pro

Glu

Glu

Gly

Ala

Glu

Gly

665

Gly

Ser

Gly

Glu

Glu

745

Gly

Ala

Glu

Gly

Ser
825

23363

Ser Gly

Thr Ser

Thr Ser
635

Ser Gly
650

Thr Ser

Ser Pro

Thr Glu

Thr Ser
715

Pro Ser
730

Ser Gly
Thr Ser
Thr Ser
Ser Gly

795

Ser Pro
810

Ala Thr

-49-

Pro

Glu

620

Gly

Pro

Glu

Thr

Glu

700

Glu

Glu

Pro

Glu

Gly

780

Pro

Ala

Pro

Gly

605

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

685

Gly

Ser

Gly

Gly

Ser

765

Ser

Gly

Gly

Glu

Ser

Ala

Glu

Thr

Ala

670

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

750

Ala

Glu

Thr

Ser

Ser
830

Glu

Thr

Thr

Ser

655

Thr

Glu

Pro

Thr

Ala

735

Glu

Thr

Thr

Ser

Pro

815

Gly

Pro

Pro

Pro

640

Thr

Pro

Glu

Ala

Pro

720

Pro

Pro

Pro

Pro

Thr

800

Thr

Pro



23363

Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu
835 ' 840 845

Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr
850 855 860

Ser Thr Glu Glu Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu
865 870 875 880

Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Glu
885 890 895

Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
900 905 910

Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro
915 920 925

Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Ser Glu Pro
930 935 940

Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr
945 950 955 960

Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro
965 970 975

Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Ser Glu Pro
980 985 990

Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
995 1000 1005

Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala
1010 1015 1020

Pro Gly
1025

<210> 2

<211> 168
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

-50-



<223>

<400>

Protein 13p lai ankyrin

2

Gly Ser Asp

1

Asp

‘Phe

His

Ala

65

Gly

Asn

Leu

Val

Asp

145

Gly

Asp

Asp

Leu

50

Thr

His

Thr

Gly

Asn

130

Asn

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Trp

35

Glu

Asp

Leu

Lys

His

115

Ala

Gly

Ser

135
PRT
Nhén

Leu

Val

20

Met

Ile

Val

Glu

Asp

100

Leu

Gln

Asn

Gly

tao

Gly

Arg

Gly

Val

Ser

Ile

85

Asn

Glu

Asp

Glu

Gly
165

Lys

Ile

Trp

Glu

Gly

70

Val

Thr

Ile

Lys

Asp

150

Gly

Lys

Leu

Thr

Val

55

Tyr

Glu

Gly

Val

Phe
135

Leu

Ser

Leu

Met

Pro

40

Leu

Thr

Val

Trp

Glu

120

Gly

Ala

Cys

Protein 1ldp lai ankyrin

3

Leu

Ala

25

Leu

Leu

Pro

Leu

Thr

105

Val

Lys

Glu

23363

Glu Ala
10

Asn Gly
His Leu
Lys Asn
Leu His

75
Leu Lys
90
Pro Leu
Leu Leu

Thr Ala

Ile Leu
155

Ala

Ala

Ala

Gly

60

Leu

His

His

Lys

Phe

140

Gln

Arg

Asp

Ala

45

Ala

Ala

Gly

Leu

Asn
125

Asp

Lys

Ala

Val

30

His

Asp

Ala

Ala

Ser

110

Gly

Ile

Ala

Gly

15

Asn

Glu

Val

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

Ala

Gln

Ala

Gly

Asn

Asp

80

Val

Asp

Asp

Ile

Gly
160

Gly Ser Asp Leu Asp Lys Lys Leu Leu Glu Ala Ala Arg Ala Gly Gln

-51-



Asp

Arg

His

Ala

65

Gly

Asn

Asn

Gly

Asp

Asp

Pro

50

Ala

His

Ala

Gly

Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

35

Glu

Asp

Leu

Gln

Asn

115

Gly

540
PRT
Nhéan

Val

20

Thr

Ile

Phe

Glu

Asp

100

Glu

Gly

tao

Arg

Gly

Val

Gln

Ile

85

Lys

Asp

Gly

Ile

Trp

Glu

Gly

Val

Phe

Leu

Ser

Leu
Thr
Val
55

Trp
Glu
Gly

Ala

Cys
135

Met

Pro

40

Leu

Thr

Val

Lys

Glu
120

Protein 138p lai ankyrin

Gly Ser Asp Leu Gly Lys Lys Leu

1

5

Asp Asp Glu Val Arg Ile Leu Met

20

Ala Asp Ser Thr Gly Trp Thr Pro

35

40

His Leu Glu Ile Val Glu Val Leu

50

55

Ala

25

Leu

Leu

Pro

Leu

Thr
105

Ile

Leu

Ala

25

Leu

Leu

23363

10

Asn

His

Lys

Leu

Leu

90

Ala

Leu

Glu

Asn

His

Lys

Gly

Leu

Asn

His

75

Lys

Phe

Gln

Ala

Gly

Leu

Tyr

-52-

Ala

Ala

Gly

Leu

Tyr

Asp

Lys

Ala

Ala

Ala

Gly
60

Asp

Ala

45

Ala

Ala

Gly

Ile

Ala
125

Arg

Asp

Val

45

Ala

Val

30

Pro

Asp

Ala

Ala

Ser
110

Ala

Ala

Val

30

Pro

Asp

15

Asn

Trp

Val

Ala

Asp

95

Ile

Gly

Gly

Asn

Trp

Val

Ala

Gly

Asn

Val

80

Val

Asp

Gly

Gln

Thr

Gly

Asn



23363

Ala Lys Asp Phe Gln Gly Trp Thr Pro Leu His Leu Ala Ala Ala Ile
65 70 75 80

Gly His Gln Glu Ile Val Glu Val Leu Leu Lys Asn Gly Ala Asp Val
85 90 95

Asn Ala Gln Asp Lys Phe Gly Lys Thr Ala Phe Asp Ile Ser Ile Asp
100 105 110

Asn Gly Asn Glu Asp Leu Ala Glu Ile Leu Gln Lys Ala Ala Gly Ser
115 120 125

Gly Ser Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro
130 135 140

Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser
145 150 155 160

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro
165 170 175

Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser
180 185 190

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala
195 200 205

Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro
210 215 220

Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser
225 230 ‘ 235 240

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro
245 250 255

Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser
260 265 - 270

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala
275 280 285

Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro
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23363

290 295 300

Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser
305 310 315 320

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro
325 330 335

Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser
340 345 350

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala
355 360 365

Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro
370 375 380

Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser
385 390 395 400

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro
405 410 415

Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser
420 425 430

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala
435 440 445

Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro
450 455 460

Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser
465 470 475 480

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro
485 490 495

Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Ala Ser
500 505 510

Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ser Ala
515 520 525
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Pro Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser

530

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

<220>
<223>

<400>

5
135
PRT
Nhéan

tao

535

Protein 1&8p lai ankyrin

5

Gly Ser Asp

1

Asp

Ser

His

Ala

65

Gly

Asn

Asn

Pro

Asp

Asp

Leu

50

Tyr

His

Ala

Gly

Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Phe

35

Glu

Asp

Leu

Gln

Asn

115

Thr

130

PRT
Nhéan

Leu

Val

20

Lys

Ile

Met

Glu

Asp

100

Glu

Ala

tao

Gly

Arg

Gly

Val

Leu

Ile

85

Arg

Asp

Asp

Lys

Ile

Asp

Glu

Gly

70

Val

Phe

Leu

Gly

Lys Leu

Leu Met

Thr Pro
40

Val Leu
55

Trp Thr

Glu Val

Gly Lys

Ala Glu

120

Cys
135

Protein 13p lai ankyrin

6

Leu

Ala

25

Leu

Leu

Pro

Leu

Thr

105

Ile

Glu

10

Asp

His

Lys

Leu

Leu

90

Ala

Leu

Ala

Gly

Leu

Tyr

His

75

Lys

Phe

Gln

-55-

540

Ala

Ala

Ala

Gly

60

Leu

Tyr

Asp

Lys

Arg

Asp

Ala

45

Ala

Ala

Gly

Ile

Ala
125

Val

Val

30

Ser

Asp

Ala

Ala

Ser

110

Ala

Gly

15

Asn

Gln

Val

Asp

Asp

Ile

Gly

Gln

Ala

Gly

Asn

Leu

80

Val

Asp

Ser



Gly

Asp

Lys

His

Ala

65

Gly

Asn

Asn

Ser

Ser

Asp

Asp

Leu

50

Phe

His

Ala

Gly

Cys
130

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

<220>
<223>

<400>

7
1

Asp

Glu

Gln

35

Glu

Asp

Leu

Gln

Asn
115

68

PRT

Leu

Val

20

Phe

Ile

Ile

Glu

Asp

100

Glu

Nhén tao

Gly

Arg

Gly

Val

Phe

Ile

85

Lys

Asp

Lys

Ile

Phe

Glu

Gly

70

Val

Phe

Leu

Lys

Leu

Thr

Val

55

Trp

Glu

Gly

Ala

Leu

Met

Pro

40

Leu

Thr

Val

Arg

Glu
120

Protein 13p lai ankyrin

7

Gly Ser Asp Leu Gly Lys Lys Leu

1

5

Leu-

Thr

25

Leu

Leu

Pro

Leu

Thr
105

Ile

Leu

23363

Glu Ala Val
10

Asn Gly Ala

Gln Leu Ala

Lys Tyr Gly
60

Leu His Leu
75

Leu Lys Asn
90

Ala Phe Asp

Leu Gln Lys

Glu Ala Ala
10

Asp Asp Glu Val Arg Ile Leu Met Ala Asn Gly Ala

20

25

Val Asp Tyr Ile Gly Trp Thr Pro Leu His Leu Ala

35

40

-56-

Arg

Asp

Ala

45

Ala

Ala

Gly

Ile

Ala
125

Arg

Asp

Ala

Val

30

Tyr

Asp

Ala

Ala

Ser

110

Ala

Ala

Gly

15

Asn

Asn

Val

Asp

Asp

95

Ile

Ser

Gly
15

Gln

Ala

Gly

Asn

Leu

80

Val

Asp

Gly

Gln

Val Asn Ala

30

Ala Ala Tyr Gly

45



His Leu Glu
50

Ala Glu Asp
65

Gly His Leu
Asn Thr Lys

Leu Gly His
115

Val Asn Thr
130

Asp Asn Gly
145

Ser Pro Ser

<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan
<220>

23363

Ile Val Glu Val Leu Leu Lys Tyr
55

Phe Ala Gly Tyr Thr Pro Leu His
70 75

Glu Ile Val Glu Val Leu Leu Lys
85 90

Asp Asn Thr Gly Trp Thr Pro Leu
100 105

Leu Glu Ile Val Glu Val Leu Leu
120

Gln Asp Lys Phe Gly Lys Thr Ala
135

Asn Glu Asp Leu Ala Glu Ile Leu
150 155

Thr Ala Asp Gly Cys
165

tao

<223> CAu nbi polypeptit

<400> 8
Gly Gly Gly
1

<210> 9
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan
<220>

Ser Gly Gly Gly Ser Cys
5

tao

<223> C&u nbi polypeptit

<400> 9

Gly Ser Pro
1

Ser Thr Ala Asp Gly Cys
5
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Ser

60

Leu

Tyr

His

Lys

Phe
140

Gln

Ala

Ala

Gly

Leu

Tyr

125

Asp

Lys

Asp

Ala

Ala

Ser

110

Gly

Ile

Ala

Val

Ser

Asp

95

Ala

Ala

Ser

Ala

Asn

Asn

80

Val

Asp

Asp

Ile

Gly
160





