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

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0027181
(51) A61K 39/395 (13) B
(21) 1-2014-03440 (22) 14/03/2013

(86) PCT/US2013/031314 14/03/2013 (87) WO 2013/138586 A1 19/09/2013

(30) 61/611,332 15/03/2012 US

(45) 25/01/2021 394 (43) 25/02/2015 323A

(73) JANSSEN BIOTECH, INC. (US)

800/850 Ridgeview Drive, Horsham, Pennsylvania 19044, USA.

(72) Chen, John (CN); Fransson, Johan (SE); Fursov, Natalie (RU); Hamel, Damon (US);
MALIA, Thomas (US); Obmolova, Galina (US); Ort, Tatiana (RU); Rycyzyn,
Michael (US); Scully, Michael (US); Sweet, Raymond (US); Teplyakov, Alexey
(RU); Wheeler, John (US); Almagro Juan Carlos (US).

(74) Céng ty C6 phan S¢ hitu cong nghiép INVESTIP (INVESTIP)

(54) KHANG THE KHANG CD27 CUA NGUOI VA VAT DUNG SAN XUAT BAO
GOM KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé ¢ ngudi mién dich dic hiéu voi CD27 cia ngudi cd
kha niang phong bé sy lién két voi CD27 voi phéi tir CD70 ctia n6 va lam trung hoa hoat
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quan dén hoat tinh CD27.
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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Séang ché dé cép dén cac khang thé & ngudi dbi voi protein CD27 va viée sir
dung chiing va, cu thé hon 13, cic khéng thé & nguoi dbi véi protein CD27 clia ngudi

va viéc st dung chiing dé diéu tri cac roi loan viém.
A -~ A d r ‘
Tinh trang ky thuit ciia sing che

CD27 1a protein xuyén mang typ I va la thanh vién ctia si€u ho thu thé TNF
(TNF receptor superfamily-TNFSF27) dugc biu hién 12 khang nguyén bé mit trén
phén 16n cac té bao T, cac t& bao giét tw nhién va huyét tuong tiét khang thé va té
bao nhé B. CD70 14 xytokin, con duoc goi 1a thanh vién siéu ho phéi tir nhén 6 hoai
ttr kh6i u 7 (tumor necrosis factor legend superfamily 7-TNFSF7), va phdi tir cling
gbc dbi v6i CD27. Céc tuong tic phéi tir-thy thé TNFSF c6 thé didu tiét su bigt hoa
cua té bao B phu thudc vio t& bao T (Jacquot S. 2000 Immunol Res. 21(1):23-30) va
kich thich su chét té bao theo chuong trinh trong céc té bao khac nhau.

Viéc gin CD27:CD70 din dén su hoat héa con dudng tin hiéu NF-kf chuin
tdc va khong chuin tic ma lin luot kich thich sy tdng sinh cua t& bao B va té bao T,
su biét hoa t& bao huyét tuong va sy tiét khang thé tiép theo (Yamamoto, H. 1998 J
Immunol. 161(9): 4753-9). Su ddng kich thich CD27 véi OX40, 4-1BB ciing thiic
diy su sbng sét clia cac té bao T dugc hoat héa (Croft, M. 2003 Cytokine Growth
Factor Rev. 14(3-4): 265-73), nho d6 diéu tiét mot s6 bd phén tac dong va té bao nhd
T va kiém soét chirc ning cia t& bao T mot cach truc tiép bang cach thiic day su san
sinh céc xytokin, nhu IL-4 va IFNgama, hodc diéu bién cac dap tmg cta té bao T voi
hoat dong cta cac xytokin khac, nhu IL2 va IL-12.

Céac nghién clru & ca ngudi va dong vat goi y vai trd quan trong cua con
dudng CD27:CD70 & cac bénh lién quan dén mién dich khac nhau, bao gém bénh
luput ban d6 hé théng (systemic lupus erythematosus-SLE) (Doerner T Lupus 2004
13(5):283-9), bénh viém khép dang thip (Tak, PP et al, 1996 clin Immunol
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Immunopathol 80(2): 129-38) va bénh da xo cing (Hintzen RQ et al., 1991 J
Neuroimmunol 35(1-3):211-7). Mat khac, CD70 da du(yc thdong bao 1a dugc biéu
hién véi céc muc d6 khac nhau trén cic té bao B 4c tinh va phic hgp CD70:CD27 ¢6
thé gian tiép dap tmg khang khéi u bing cach hoat héa sy mién dich khang khéi u va
lam giam su phét trién khéi u (Borst J, Hendriks J and Xiao Y. 2005. Curr Opin
Immunol. 17(3):275-81). CD27 ciing c6 thé kim soat sy tich tu ctia cac t& bao T
CD4+ va CD8+ & cac vi tri nhiém trung (Hendricks et al., 2000 Nature Immunol 1,
433 - 440).

CD70 khéng duoc biéu hién trén cac t& bao khong tao mau thong thuong. Su
biéu hién CD70 dudng nhu 13 bj giéi han tam thoi dbi v6i cac t€ bao T va B duge
hoat héa bing khang nguyén va su bidu hién cua né dugc didu tiét giam xubng khi
su kich thich khang nguyén dimg lai. C4c bang chimg tir cdc md hinh dong vat goi ¥
ring CD70 c6 thé g6p phin vao céc rdi loan mién dich nhu, vi du, bénh viém khop
dang thip (Brugnoni et al., 1997 Immunol. Lett. 55:99-104), bénh vay nén (Brugnoni
et al., 1997, Immunol. Lett. 55:99-104), va bénh luput (Oelke et al., 2004, Arthritis
Rheum. 50:1850-60). Ngoai vai trd tiém tang ciia n6 trong cic dap ing viém, CD70
cling dugc biéu hién trén nhiéu t& bao dugc bién nap bao gém t€ bao B lympho, té

bao Hodgkin va Reed-Sternberg, t€ bao 4c tinh géc than kinh, va mot sb caxinom.

Céc khang thé lién két chit chi van CD27 dugc md ta trong W02008/051424
(Univ. South Hampton) dugc lwu ¥ 13 hitu dung dé thic dy sy mién dich té bao T va
céc khang thé nay c6 epitop lién két ma 1am cho ching khong bi anh hudng (khong
bi trc ché) bdi CD70.

Trong khi c4c nghién ciru & loai gim nhim lién quan dén su bién ddi cua
CD27 va/hodc CD70 d3i boc 10 vai trd quan trong tiém tang cua sy tuong tic thy thé
phdi tir ndy, cin phai tao ra céc khéng thé & ngudi dic hiéu cho CD27 cua ngudi va
céc chét phong bé su tuong tac CD27:CD70 ma c6 thé gy ra tac dung doc té bao,
can phan bao hodc diéu bién mién dich hitu dung 14m sang trén cac té bao biéu hién
CD27, mdt cach cu thé ma khong giy ra cic tic dung chu van khdng mong muén
trén cac t& bao biéu hién CD27 khi khong c6 mit CD70. Hop chét nhu vy ¢ thé 14

chét diéu tri hitu dung trong viéc diéu bién su phat trién cua cac t& bao ung thu hoic
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céc r6i loan mién dich ma qua trung gian 13 c4c té bao biéu hién CD27.
Ban chit ki thuit ciia sing ché

Sang ché dé xut cac khang thé don dong lién két véi CD27 clia ngudi c6 kha
ning phong bé c4c hoat tinh lién quan dén su twong tic CD27-CD70 trén céc té bao,
m0, hodic co quan trong d6i twong vét chi. Trinh ti axit amin cla cac khéng thé don
dong lién két véi CD27 lam vi du duoc dé xuit ma duoc mi héa bing céac axit
nucleic d biéu hién trong té bao chi. Ngoai ra, cac khang thé don dong CD27 theo
sang ché xAc dinh it nhit ba epitop khong chdng nhau trén mién ngoai bao ctia CD27
ma khi duoc lién két v&i khang thé theo sang ché, s& tranh dwoc su gén phéi tir dang
CD70 diéu khién tin hiéu va hoat tinh sinh hoc sau dé.

Theo mét khia canh, sing ché dé xuit khang thé khang CD27 dugc phan lap
phan g v&i epitop ciia protein CD27 duge x4c dinh bdi cac gde gitta cac vi tri tir
21-191 cua protein CD27.

Theo khia canh khéc, sdng ché @& xuit khéang thé duoc phén lap c6 trinh tu
vung bién ddi chudi nang duqé chon tir c4c trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO:
76, 78, 80, 102-126, 128-136, va 145-147, va trinh ty viing bién ddi chudi nhe duge
chon tir c4c trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 77, 79, 81-101, 127, 137-144,

va 148, bao gém cac bién thé cua cé4c trinh tu nay, vi du, cac thay thé bao toan.

Theo khia canh khac nita, sang ché @& xuét khang thé duoc phan 1ap c6 trinh
ty CDR ctia chudi ning va chudi nhe dugc chon tir c4c trinh tu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1-75 va 151-158, bao gém céc bién thé cta cac trinh trr nay, vi du, cac
thay thé bao toan.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét polynucleotit dugc phén l4p ma hoa

khang thé theo sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit khang thé ma lién két véi epitop thong
thuomg dugc xac dinh bing ving trén protein ma cac khang thé C2177 va/hoic
C2186 hoic cac khang thé & ngudi duogc tao ra tir d6 duge md ta trong cic bang 30-
39 lién két hodc canh tranh dé lién két véi protein CD27 véi céc khang thé C2177
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va/hodc C2186 hodc cac khéng thé & nguoi dugce tao ra tir d6 duge md ta trong céac
bang 30-39. Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xuét khang thé ma lién két véi epitop
ctia mién ngoai bao cia CD27 duoc xac dinh bing ving trén protein ma khang thé
C2191 lién két v6i hodic cac khang thé & nguoi dugce tao ra tir 46 dugc mo ta trong
céc bang 30-39 vi canh tranh dé lién két véi protein CD27 véi khang thé C2191
hodc céc khang thé & nguoi dugc tao ra tir 6 duge mo ta trong cac bang 30-39. Theo
mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuit khang thé ma lién két véi epitop ciia mién
ngoai bao ctia CD27 dwoc x4c dinh bing ving trén protein ma khang thé C2192 lién
két v6i hodic cac khang thé & ngudi dugc tao ra tir 46 dwoc mo ta trong céc bang 30-
39 va canh tranh @ lién két voi protein CD27 véi khang thé C2192 hoic céc khang
thé & ngudi dugce tao ra tir 36 dugc mo ta trong cac bang 30-39. Theo mot khia canh
khéac, sang ché bao gém khang thé hodc manh cua né thu dugc tir mét hoic nhiéu cac
khéng thé C2177, C2186, C2191, va C2192 hoic céc khang thé & ngudi dugc tao ra
tir d6 dugc mo ta trong cac bang 30-39 cb cac dic tinh lién két chirc ning khac duge
biéu hién bing mot hodc nhiéu khang thé C2177, C2186, C2191, va C2192, hoic cac
khéng thé & ngudi duoc tao ra tir d6 dugc mo ta trong céc bang 30-39, nhu tic ché sy
lién két ctia CD27 véi cac t& bao CD70 duong tinh.

Do d6, theo mdt khia canh, sang ché dé xuit khang thé duoc thiét ké bao gém
chudi ning va chudi nhe dugc thiét ké (vi du, dugc nhan héa hojc duge 1am thich
ung véi ngudi), trong do:

(1) ving bién dbi chudi ning dugc thiét ké bao gdm hodc thu duge tr mot hogdc
nhidu viing x4ac dinh b trg (CDR) tir chudi ning C2177, C2191, C2192 va C2186
ctia khang thé chudt va khung tir chudi ning khéng thé nhin cta ngudi, tiy ¥ c6 mot
hoc nhiéu sy thay thé gbc khung ciia ngudi, va

(2) ving bién dbi chudi nhe duoc thiét ké bao gdm mét hogc nhidu ving x4c dinh bd
tro tir chudi nhe C2177, C2191, C2192 va C2186 ctia khang thé chudt va khung tir
chudi nhe khéng thé nhan cua nguodi, tuy y ¢6 mot hodc nhiéu sy thay thé géc khung

cua nguoi; va

(3) khéng thé dugc thiét ké lién két diac hidu véi CD27 clia ngudi va gdy nhilu sy
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tuong tac cua né voi CD70.

Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé duoc thiét ké c6 thé bao gdm mot hoic
nhiéu CDR ma con dugce thiét k& voi mot hodc nhidu su thay thé hoic loai bo, vi du,
cac CDR ma gidng 90%, 95%, 98% hoic 99,5% so v&i mdt hodc nhidu CDR cua céc
khang thé C2177, C2191, C2192 va/hoic C2186.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché & xuit viéc diéu tri hoic phong ngira cac
tinh trang bénh ly lién quan dén hoat tinh sinh hoc CD27 bﬁng cach dung mot luong
hitu hiéu dé diéu tri hosic phong ngira bénh cua khéng thé theo sing ché, mot phén
ctia né hozic hdn hop ciia cic khang thé theo sang ché hoic cac phan ciia n6 cho ddi

tugng can diéu tri bénh nay.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché bao gdm epitop ctia khéang nguyén lam
thanh phin ctia vacxin. Céc polypeptit hodc polynucleotit ma héa céc epitop ciia
polypeptit dugc mé ta trén ddy bao gdm cic méanh phu hodc chit déng ding ba chidu
cta mot vai hoic tit ca céc géc 21-191 cua SEQ ID NO: 1, hodc cac thay ddi bao
toan cta chiing, dugc nhin biét bing cac khang thé theo sang ché. Cac polypeptit va
polynucleotit 1a hitu dung dé gdy mién dich hoat tinh vat chi dé kich thich san sinh
céc khang thé khang CD27 c6 kha ning chdng lai hoic phong ngira céc tinh trang
bénh Iy lién quan dén hoat tinh sinh hoc CD27.

Séng ché ciing d& xuit phuong phép tao ra, tinh sach, didu ché, va bao goi
khang thé theo sang ché ding @& diéu tri hodc phong nglra céc tinh trang bénh ly lién
quan dén hoat tinh sinh hoc CD27 b?mg cach st dung mot luong hitu hiéu dé diéu tri
hodic phong ngira bénh ctia khang thé hosic mét phin cta né.

M5 ta vin tit cic hinh vé

Fig.1 1a bidu db thé hién céc tic dung ctia khang thé C2177 1én su ting sinh
ctia té bao T.

Fig2 th8 hién chu trac tinh thd cia phic hé ba thanh phén
CD27:C2177:C2191. Piu N va C ctia manh CD27 dugc gén nhin. Cac chudi ning

ctia Fab ¢am hon so v&i cdc chudi nhe cta chung.
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Fig.3 1a so dd thd hién protein CD27— khéang thé C2177 tiép xtc véi gdc
protein CD27 (epitop) trong dudng tron va gbc khang thé C2177 (paratop) trong
hinh hop.

Fig.4 13 so d thé hién protein CD27— khéng thé C2191 tiép xuc véi gdc
protein CD27 (epitop) trong dudng tron va gbc khang thé C2191 (paratop) trong
hinh hop.

MG ta chi tiét sing ché

Céc chit viét tit

CDR - complementarity determining region: ving xac dinh bb tro; CFSE -
carboxyfloresxein diaxetat, sucxinimidyl este; ECD — extracellular domain: mién
ngoai bao; FR — framework: khung ; H — heavy chain: chudi ning; GVvHD graft-
versus-host disease: bénh manh ghép chéng lai vat chi; L — light chain: chudi nhe;
IFN — interferon (g, gama); Ig — immunoglobulin: globulin mién dich; Mab —
Monoclonal antibody: khang thé don dong; MMP - matrix metalloproteinase:
metalproteinaza ma trdn; PBMC — peripheral blood mononuclear cell: té bao mau
don nhan ngoai bién; VL — Variable light chain: chudi nhe bién dbi; VH — Variable

heavy chain: chudi ning bién dbi
Céc dinh nghia

Nhu duge st dung & day, "khang th&” bao gdm toan bo cic khang thé va
manh lién két khang nguyén bit ky hoic chudi don cta né. Do d6, khing thé bao
gbm phan tir chira protein hodc peptit bat ky ma bao gdm it nhit mot phan phén tir
globulin mién dich, nhu, nhung khong chi gidi han g, it nhit mot ving xac dinh bd
trg (CDR) ctia chudi ning hodc nhe hodc phén lién két phdi tir cia né, ving bién dbi
chudi ning hoic chudi nhe, ving hﬁng dinh chudi niing hodc chudi nhe, ving khung
(FR), hoic phin bét ky ctia ching, hoc it nhit mét phan cua protein lién két, ma c6
thé duoc két hop vao khang thé theo sang ché. Thuat ngit “khang thé” con nhim bao
gdm c4c khang thé, cdc manh thiy phan, cac phin dic hiéu va cac bién thé cta no,
bao gdm cac gia khang thé hogc bao gdm céc phén clia cac khéng thé ma bat chuée

c4u trac va/hoic chitc ning clia khdng thé hodc manh hodc phan déc hi¢u cua no, bao
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gdm céc khéng thé chudi don va mién don va cac manh ctia né. Cac manh chirc nang
bao gdm c4c ménh lién két khang nguyén vao dich dugc chon trudc. Cac vi du vé
manh lién két bao ham trong thuét ngit "phin lién két khang nguyén" cta khang thé
bao gdm (i) ménh Fab, manh héa trj don bao gdbm mién VL, VH, CL va CH; (ii)
manh F(ab')2, manh hoa tri hai bao gém hai manh Fab duogc lién két béng ciu
disulfua & viing ban 1&; (iii) manh Fd bao gdm mién VH va CH; (iv) manh Fv bao
gdm mién VL va VH ciia nhanh don cia khang thé, (v) manh dAb (Ward et al,
(1989) Nature 341:544-546), ma bao gdm mién VH; va (vi) viing x4c dinh bd trg
(CDR) dirqc phén 14p. Ngoai ra, mic du hai mién ctia manh Fv, VL va VH, duoc ma
héa boi cac gen riéng ré, chung c6 thé dugc ndi, bang cach sir dung cac phuong phap
tai tb hop, bing chét lién két tong hop ma c6 thé lam cho chung nhu 13 chudi protein
don ma trong d6 cap ving VL va VH tao ra cac phén tir hoa tri don (duoc biét dén la
chudi don Fv (scFv); xem, vi du, Bird et al., (I 988) Science 242:423-426, and
Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:5879-5883). Cac khang thé chudi
don nhu vay ciing nhim bao ham trong thuat ngit "phan lién két khang nguyén" cia
khéng thé. Cic manh khang thé thu duoc biang cach sir dung cac k§ thuat thong
thuong da dugc biét d6i voi ngudi c6 hidu bit trung binh trong linh vuc k¥ thuét
ndy, va cc doan ndy dugc sang loc vé tién ich theo cach gidng nhau 1a cac khang thé
tro. Ngugc lai, cac thu vién clia cic ciu truc scFv c6 thé duoc st dung dé sang loc
khd ning lién két khang nguyén va sau do, bang cach str dung cac k¥ thuét thong
thuong, tdch thanh ADN khac ma héa céc trinh tu gen dong mam ctia ngudi. Mot vi
du vé& thu vién nay 1a “HuCAL: Human Combinatorial Antibody Library-thu vién
khéng thé t5 hop ctia ngudi” (Knappik, A. et al., J Mol Biol (2000) 296(1):57-86).

Thuat ngit “CDR” dé cap dén viung xac dinh bd trg hodc cac géc axit amin
clia ving siéu bién ctia khéng thé ma tham gia hodic chiu trach nhiém lién két khang
nguyén. Ving siéu bién hoic CDR ciia kidu phu IgG ngudi cia khang thé bao gbm
céc gbc axit amin tir cac gbc 24-34 (L1), 50-56 (L2) va 89-97 (L3) trong mién bién
dbi chudi nhe va 31-35 (H1), 50-65 (H2) va 95-102 (H3) trong mién bién ddi chudi
ning nhu dugc md ta bdi Kabat va cac ddng tic gia, (1991 Sequences of Proteins of

Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
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Bethesda, Md.) va/hoic céc gdc tir vong siéu bién (tirc 1a cac gbe tir 26-32 (L1), 50-
52 (L2) va 91-96 (L3) trong mién bién d6i chudi nhe va 26-32 (H1), 53-55 (H2) hoic
dinh nghia hién tai ctia Chothia H2 v& 52-57, va 96-101 (H3) trong mién bién d6i
chudi niing nhur dwgc md ta boi (Chothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)).

Khung hozc cac gbc FR1-4 1a cac gbc ctia mién bién dbi khac voi va nhom
cac vung siéu bién. Gin day, hé'théng danh sb toan cAu da duge phat trién va duoc
chip nhan rong rai, inteARNtional InMunoGeneTics information system® (IMGT)
(LaFranc, et al., 2005. Nucl Acids Res. 33:D593-D597).

o} day, CDR nhim & cap dén ca hai trinh tu axit amin va vi tri trong chudi
nhe hoic ning theo cach danh s theo thir ty. V& "vi tri" cia CDR trong cu tric clia
mién bién ddi globulin mién dich dugc bio toan giita cac loai va cé mit trong cAu
tric duogc goi la vong, bang cach st dung hé théng danh sb ma sip xép thing hing
céc trinh tur mién bién d6i theo cac du hiéu cAu trac, CDR va céc géc khung da
dugc nhan dién. Thong tin ndy duge st dung trong viéc ghép va thay thé cac gbc
CDR tlr cac globulin mién dich ctia mét loai vao khung nhén tir, cu thé 13, khang thé
& nguoi.

Thuat ngit “CD27” d& cip dén siéu ho thu thé TNF ctia ngudi (TNF receptor
superfamily-TNFSF27), sin phim ctia gen 939 cta ngudi (gen CD27), ciing duoc
goi 1a thu thé CD27L cta ngudi, MGC20393, S152, T14, khang nguyén hoat héa té
bao T CD27 va bao gdm tit ca céc bién thé, dang ddng phén va thé tuong ddng loai
clia CD27. CD27 dugc biéu hién cia ngudi (Ping ky NCBI s NP_001233) la
polypeptit gdbm 260 axit amin theo d6 dai c6 20 tin hiéu tiét axit amin & ddu N. Do
d6, cac khang thé theo sang ché c6 thé, trong mét sb trudng hop, phan tng chéo voi
CD27 tir loai khac v&i nguoi. Trong céc truong hop khac, cac khang thé co thé dic
hiéu hoan toan dbi véi CD27 cia nguoi va khong biéu hién loai hodc céc dang khac
cta phan tng chéo. Céac hoat tinh sinh hoc cia CD27 ¢6 nghia 1a, hoat tinh sau dé
bét ky thu dugc tir viée lién két thu th8 CD27 va/hoic hoat héa thu duge tir sy hoat
héa ctia CD27 bing mét hoic nhiéu phdi tir, dic biét 1a polypeptit CD70 (TNFSF7,
NP_ 001243), hodc cac phéi tr khac, nhu SIVA. CD27 tai nap céc tin hi¢u ma dan
dén su hoat héa cia NF-i--p vA MAPK8/INK. Protetin g4 1ip TRAF2 va TRAF5
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dugc thé hién 1am trung gian qu4 trinh tao tin hiéu cua thu thé ndy. Cac hoat tinh
sinh hoc CD27 ciing ¢6 thé bt nguén tir su lién két mot sb dang cit cut cia CD27
hoic cac manh CD27 dn phéi tir ma chinh ching boc 10 céc hoat tinh sinh hoc, vi
dy, polypeptit ma bao gdm céc gbc tir 21-191 cuia protein c6 do dai ddy du c6 thé lién
két véi CD70. Dudi té bio chét ciia khang nguyén CD27, cac gbc 213-260, lién két
v6i ddu N cua protein SIVA (cling dwoc biét dén 12 nhéan t6 cam tmg t& bao chét theo
chuong trinh: CD27BP; SIVA1, Siva-1, NP_006418 (175 aa)); va Siva-2, SIVA2,
NP_068355 (110 aa).

Thuét ngit "epitop" c6 nghia 1a thé quyét dinh protein c6 kha ning lién két dic
hiéu vé&i khang thé. Cac epitop thuong bao gdm cic nhém bé mit c6 hoat tinh héa
hoc cuia cdc phan tir nhu c4c axit amin hodc chudi bén ctia dudng va thuong c6 dic
tinh cu trac ba chidu dic hiéu, ciing nhu cic dic tinh tich dién dic hidu. C4c epitop
cdu hinh va phi cAu hinh khéc biét & chd viéc lién két véi epitop cdu hinh ma khong
phai 13 epitop phi cu hinh bj loai bd di khi c6 mit cta cac dung méi 1am bién tinh.

“Nhan héa” (cling dugc goi 14 tai tao hinh hodc ghép CDR) hoic “thiét ké”
bao goém cac k¥ thuat thiét 1ap dé 1am giam tinh sinh mi&n dich cta cac khang thé
don dong (mAb) tir cac ngudn ghép gen khac loai (loai gim nhim thong thudng) va
dé cai thién 4i luc hodc céc chirc ning cua by phan tac dong (ADCC, sy hoat hoa bd
thé, lién két C1q). mAb dugc thiét ké c6 thé dugc tao ra bing cach sir dung cac k¥
thudt sinh hoc phén tu, béng cich st dung cic trinh tw ngiu nhién héa biéu hién thuc
khuén thé, hoic dugc tdng hop méi (de novo). Vi du, dé cdu tao khang thé duoc
nh4n héa véi cic vimg CDR duoc két hop tir loai khong phai ngudi, thiét ké nay c6
thé bao gdm cac bién thé, nhu thay thé axit amin bao toan trong céc gbc cia CDR, va
thay thé nguoc cac gbc tir mAb khong phai clia ngudi vao cac ving khung cia ngudi
(46t bién nguoc). Cac vi tri c6 thé duoc phéan biét hodc nhan dién bing céc phuong
phép so sanh trinh ty, phan tich trinh tyr lién tmg, hodc phan tich cAu triic cia cac cAu
trac 3D clia ving bién dbi. Cac chuong trinh méy tinh sin c6 ma minh hoa va biéu
hién céc clu tric ¢6 ciu hinh ba chiu c6 thé cia cac trinh tu globulin mién dich tiéu
biéu dugc chon. Su xem xét k§ cac bidu hién nay cho phép phén tich vai trd co thé

clia cac goc trong viée tao chirc ning cua trinh tur globulin mién dich tiéu biéu, tic 14
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viéc phén tich ctia c4c gbc ma anh hudng dén kha ning cua globulin mi2n dich tiéu
biéu d lién két véi khang nguyén cia no. Bing cich ndy hoic bing cic thuit todn
sip xép thing hang trinh ty don gian (vi dy, Clustal W), cac gbc khung FR (FR-
framework) c6 thé dugc chon tir cac trinh tw khéng thé da biét, duoc phét hién trong
cac co s& dit li€u truy cdp cong khai nhue VBASE hodc Kabat, va céc trinh ty lién
tmg dugc t6i wu hoa sao cho dic tinh khang thé mong mudn, nhu 4i luc dbi véi (céc)
khang nguyén dich, dat dugc. Do cac tép dit liéu cta cic thong sb da biét d6i voi cac
cdu tric khang thé ting 1&n, su tinh vi va cai tién ctia cic k§ thuat nay cling nhu vay.
Su tiép can khéc d6i vai viée nhan hoa 1a chi cai bién cac gbc bé mit cua trinh tw bd
gdm nhdm véi céc gdc thong thudng nhit dugc phét hién trong cdc mAb cia ngudi
va dugc goi 12 "tai tao bé mit" hodc "lat bé mat." Mot luong 16n trinh ty Ig cla
ngudi va khong phai clia ngudi 13 da dugc biét dén va sin c6 mot cach ty do va dugce
sit dung boi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay, vi dy, co s&
dit liéu va cac cong cu duoc phat trién bdi LeFranc va d@)ng tac gid dugc phat hién
dudi tén IMGT; céc trang web duoc quan 1y boi Trung tAm Sinh hoc qudc gia Hoa
Ky (U.S National Center for Biologics-NCBI); Kabat va dong téc gia, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Co quan y t& Hoa Ky (1983) cling dugc mé rong
hon va sén c6 truc tuyén. Viéc nhan héa hoic thiét k& ciia cac khang thé theo sang
ché c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung phuong phéap bét ky da duoc biét dén
ho#c cac phuong phap dugc phat trién bing cach sir dung thoéng tin trinh tur globulin
mién dich ctia ngudi. Cic phuong phap nhu viy dwoc hudng din trong, vi du,
Winter U.S. Pat s6 6982361 va Bowdish va ddng tac gia, W003/025019.

Nhu dugc sit dung & ddy, Kp dé& cap dén hing sd phan ly, cu thé 13, Kp cua
khéng thé ddi v6i khang nguyén dugc x4c dinh trude, va 1a phép do 4i luc cua khang
thé dbi véi dich diic hiéu. Cac khang thé 4i luc cao c6 Kp 13 10-°M hoic nho hon, t6t
hon 14 10°M hogc nho6 hon va t6t hon nita 14 10-'°M hogc nho hon, d6i véi khéng
nguyén duge x4c dinh trude. Nghich dao cta Kp 1a Ka, hing sb két hop. Thuat ngit
"kais" hodic "k2," ho#ic “kq¢” nhur dwoc sir dung & ddy, nham d& cap dén tbc d6 phan ly
clia su twong tic khéng thé-khéang nguyén cu thé. "Kp" 14 ti 18 cua tbc d6 phan ly

(k2), cling dugc goi 1a “téc d6 dimg-off rate (Kor)” ddi v6i tbe db cia téc d6 két hop
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(k1) hoic “téc do chay-on rate (kon).” Do d6, Kp b.%mg k2/k1 hodc kosr / kon va duoc
biéu hién 12 ndng d6 mol (M). Kéo theo d6 13, Kp cang nho, sw lién két cang manh.
Do d6, Kp 1a 10°M (hozc 1 microM) chi su lién két yéu so v&i 10°M (hodc 1nM).
Céc tri s6 nay c6 thé duogc tinh bing cach sir dung cong huéng plasmon bé mat

va/hogc phuong phap Kinexa da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuét nay.

Thuét ngit "khéng thé don dong" hoic "ché phdm chira khang thé don dong"
nhu dugc sit dung & day dé cap dén dang didu ché cua céc phan tir khang thé cua ché
phdm phén tir don. Ché phdm chita khang thé don dong bidu hién tinh dc hiéu lién
két don va 4i luc dbi véi epitop cu thé. Thuat ngit nay ciing bao gdm "khang thé ti
t6 hop" va “khang thé don dong tai tb hop” 1a tht ca cac khang thé dugc diéu ché,
biéu hién, tao ra hodc phén lap bing cac cach tai td hop, nhu (mot) céc khang thé
duoc phan 1dp tir dong vat hodc té bao lai duoc didu ché béng cach dung hop céac té
bao dong vat tiét khang thé va cht dung hop di kém, (b) céc khang thé dugc phan
lap tir t& bao chu duoc bién nap dé biéu hién khéng thé, vi dy, tir t& bao transfectoma,
(c) cac khéang thé duogc phan lap tir thé tai td hop, thu vién 8 hop khang thé & nguoi
ho#c loi khac, va (d) cac khang thé duoc diéu ché, biéu hién, tao ra hoic phén lap
bing phwong tién khac bét ky ma lién quan dén viéc tich cac trinh tw gen globulin
mién dich v&i céc trinh tw ADN khic. "Khéng thé dugc phén 1ap," nhu duoc sir dung
& day, nhdm dé cap dén khang thé hiu nhu khong c6 céc khang thé khac c6 tinh ddc
hiéu khéng nguyén khic biét. Tuy nhién, khang thé duoc phan 1ap ma lién két dic
hiéu véi epitop, dang ddng phan hoic bién thé cia CD27 cta ngudi c6 thé, co su
phan tmg chéo véi cac khang nguyén lién quan khéc, vi du, tir loai khac (vi dy, thé
tuong ddng loai CD27). Hon nita, khang thé dugc phan 14p c6 thé hiu nhu khéng c6
vit chét t& bao va/hoic cac chit héa hoc khac. Theo mét phuong 4n cua sang ché, tb
hop clia cac khang thé don dong "dwoc phan 1ap" ¢ cic tinh ddc hiu khac nhau
duogc két hop trong ché phém duoc x4c dinh tdt.

Nhu dugc sir dung & ddy, "lién két ddc hiéu," “lién két dic hi¢u mién dich” va
“lién két mot cach dic hidu mién dich” @& cip dén khang thé lién két voi khing
nguyén dugc xé4c dinh trude. Cu thé 13, khang thé lién két c6 hing sb phan ly (Kp) 1a

10"M ho#c nho hon, va lién két v6i khang nguyén duoc xac dinh trudc voi Kp ma it
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nhét nhé hon hai 14n so v6i Kp dé lién két v6i khéang nguyén khong dic hidu (vi du,
BSA, casein, hodc polypeptit dugc dic hidu héa bét ky khac) khac véi khang nguyén
dugc xé4c dinh trude. Cac cum tir "khdng nguyén nhan biét khang thé" va "khang thé
dic hidu dbi voi khang nguyén" & day duoc sir dung thay thé voi thuat ngit "khang
thé lién két dic hiéu véi khang nguyén." Nhu dugce st dung & day, lién két “dic hiéu
cao” nghia 1a Kp ctia khéng thé c6 lién quan ddi véi epitop dich dic hiéu it nht 1a

nhé hon 10 14n so véi Kp dé lién két khang thé nay véi cac phdi tir khac.

Nhu dugc st dung & ddy, "isotyp" d& cap dén 16p khang thé (vi dy, IgM hodic
IgG) ma dugc mi héa bing cic gen ciia ving hing dinh chudi ning. M6t sb 16p
khéng thé con bao gém cac 16p phu ma ciing duoc ma hoa bing viing hing dinh
chudi ning va con dugc kém theo oligosacarit & cac gc dic hiéu trong céc mién
viing hing dinh (vi dy, IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4) ma con truyén céc chic ning sinh
hoc dén khang thé. Vi dy, trong c4c khang thé & ngudi isotyp IgG1, IgG3 va véi
pham vi nhd hon, IgG2 biéu hién chirc ning ctia chit tic dong lam cac khang thé

IgG2a cua chudt.

Chtrc nidng ctia “bd phan tdc dong” hodc “bd phén tdc dong duong” cb nghia
12 khang thé bao gdm c4c mién khic véi cac mién lién két diic hiéu khéng nguyén co
kha ning twong tac véi cac thu thé hodc cic thanh phin trong mau khac nhu b thé,
dan dén, vi du, sy thu gop cac dai thuc bao va cac sy kién din dén sy pha huy cac t&
bao duoc lign két véi cac mién lién két khang nguyén cia khang thé. Cac khang thé
c6 mdt vai chirc niing ctia by phin tic dong gian tiép 1a sy lién két ciia cac phan tir bd
phén tic dong. Vi du, sy lién két cta thanh phﬁn C1 cua bd thé véi cac khéng thé
hoat héa hé bd thé. Su hoat héa cua bd thé 1a quan trong trong sy opsonin hoa va sy
phan giai ctia cic thé gy bénh t& bao. Sy hoat héa cia bd thé kich thich dap tmg
viém va cling c6 thé dugc bao gdm trong tinh qua mén tu mién. Ngoai ra, cac khang
thé lién két vi té bao thong qua ving Fc, v6i vi tri thu thé Fc trén ving khang thé Fc
lién két voi thu thé Fc (FcR) trén t& bao. C6 mot sb thu thé Fc ma dic hidu dbi véi
cac 16p khic nhau ciia khang thé, bao gdm IgG (cac thu thé gama), IgE (c4c thu thé
eta), IgA (cac thu thé alpha) va IgM (c4c thu thé mu). Sy lién két cua khang thé véi

céc thu thé Fc trén cac bé mit té bao gdy ra mot s6 dap tng sinh hoc quan trong va
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da dang bao gdm sy nhan chim va phé hiy céc hat dugc boc khéng thé, sy thanh thai
clia cac phirc hop mién dich, sy phén giai clia cac té bao dich dugc boc khing thé
bang céc té bao giét (con goi 1a tinh ddc t& bao qua trung gian I3 t& bao phu thudc
vao khéng thé, hoic ADCC), su giai phéng ciia cic chét trung gian giy viém, sy

truyén nhau thai va kiém soét sy san sinh globulin mién dich.
1. Thanh phin ctia khang thé theo sang ché

Khang thé trung hoa CD27 theo sdng ché 14 khang thé ma trc ché, phong bé,
hodc giy nhiéu v&i it nhit mot hoat tinh CD27 hoic CD70 lién két, in vitro, in situ
va/hodc in vivo va khéng thuc ddy, kich thich, cam {mg, hoic kich dong hoat tinh
CD27 hoic lién két phdi tir va ciing khong lién két khang thé twong tw nhu cic hiéu
qua ha ngudn cua sy gin phdi tir CD27, cu thé 13, sy twong tic ctia CD70 véi CD27,
nhu sy tai nap tin hiéu trong t& bao chi. Khang thé trung hoa CD27 thich hop, phin
duoc 1am dic hiéu, hoic bién thé ciing c6 thé, tiy y, anh hudng dén it nhit mot hoat
tinh hosc chirc ning cia CD27, nhu, nhung khong chi gi6i han &, su tdng hop ARN,
ADN hoic protein, su giai phong protein, sy hoat héa t& bao T, s ting sinh hodc su
biét hoa té bao B, su tiét khéng thé, sy tao tin hiéu cua thu thé CD27, su phan cit
CD27, sy lién két phéi tir CD27, CD27 hoic si cam tng, tng hop hoic tiét CD70.

Lién quan dn hoat tinh phong bé con dudng ddng kich thich CD27:CD70 ctia
céc khang thé trung hoa CD27 theo sang ché, viéc diéu tri cac rbi loan ty mién véi

céc chirc ning ctia bd phan tac dong té bao T hoic B dugc gia tang c6 thé 13 c6 ich.

Séng ché dya trén sy phat hién ctia cic khang thé don dong khdng CD27 clia
ngudi c6 kha ning tc ché sy hoat hda CD27 bing CD70 va khong c6 kha ning tu
hoat héa CD27 ma khong c6 CD70 kich thich. C4c t& bao lai va té bao transfectoma
c6 kha ning tiét khang thé ndy dwoc tao ra. Thir nghiém gen thong bao NF-kB dugc
st dung dé nhén dién mot vai cac khang thé tiéu bidu c6 kha nang Uc ché sy hoat héa
t€ bao chu biéu hién CD27 bang gen thong bdo NF-kB qua trung gian 1a CD70. Tht
hai, cac khang thé nay dugc mo ta 1a khong thé cam ung hoat tinh chd van phu thufc
liéu khi duoc & véi céc té bao duge chuyén nhidm gen thong béo luxiferaza két hop

v6i CD27 ma khéng c6 CD70 kich thich. Thtr ba, dugc chimg t6 ring cac khang thé
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nay trc ché phu thudc liéu sy ting sinh cta té bao T CD4 nguyén thé ctia ngudi phu
thugc vao CD70. Thir tu, cic khang thé trung hoa CD27 duoc tao ra c6 kha ning lam
giam sy kich thich tao ra t& bao huyét tuong qua trung gian CD70 tir c4c t& bao B so
cép clia ngudi theo cich phu thudc lidu. Thir nim, khong quan sat thdy hoat tinh chi
van phu thudc lidu déng ké trong céc té bao T hodc B so cAp v6i cac khang thé khang
CD27 dugc thir nghiém.

Céc khéng thé theo sang ché c6 thé gay nhidu khi gén CD27:CD70, tc ché ca
cac chirc nang clia by phén tic dong té bao T va su biét hoa té bao B véi céc té bao
huyét trong trong nudi cy té bao va do d6 c6 thé 1a ¢6 ich trong viée didu tri cac
bénh qua trung gian mién dich bao gdm, nhung khéng chi gi¢i han &, bénh viém
khép dang thép, bénh luput ban d6 hé théng, bénh da xo cimg, bénh vi€m rudt, bénh
Crohn, bénh phdi tic ngh&n man tinh hoic hdi chimg, bénh 1y, bénh khéac hodc rdi
loan lién quan dén chirc ning sai 1éch hodc su hoat héa cia cac quén thé t& bao biéu
hién CD27. Céc khang thé lién két véi CD27 dugc md ta & ddy nhan biét it nhét ba
viing khéc biét trén mién ngoai bao cia CD27 cia ngudi, chi ra su phat hién b sung
vé nhiéu vi tri trén CD27 thich hop lam dich cta céc khang thé hodc cac hop chét
khac v6i kha niang phong bé chirc ning twong tw. Do d6, sy biéu hién va tinh sach
c4c mién lién két khéng thé duoc @& cip & day 1a c4c trinh ty axit amin con d& xuét
cong cu ma co thé 1a phuong tién dé chon loc céac phén tr méi biéu hién hoat tinh
trung hoa CD27.

Theo mét phuong 4n, khang thé khang CD27 ctia ngudi, ¢6 ving lién két bao
gdm ving bién dbi chudi nhe (VL) hoic bién dbi chudi ning (VH) c6 trinh tw axit
amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 76-144 va khang thé hodc phdn lién két
cta n6 lién két mién dich dic hiéu CD27. Theo mot phuong 4n khac ciia sang ché,
khang thé hoic phdn lién két khang nguyén cla no, lién két véi protein CD27 va,
ngoai ra, cac khang thé c6 céc tinh chit chirc ning dic hiéu cta cac khang thé theo
séang ché, nhu:

lién két vi CD27 ctia ngudi duge ¢ dinh;

trc ché su lién két ctia CD27 hoa tan duoc cla ngudi véi cac té bao biéu hién CD70;

-15-



27181

trc ché sy tao tin hiéu CD27 qua trung gian CD70 clia ngudi dugc do bang thir

nghiém gen thong bao NF-kapaB & IC50 nho hon 0,5ug/ml;
\rc ché sy ting sinh qua trung gian CD70 ciia cac té bao T nguyén thé;

{rc ché su tao ra nguyén twong bao qua trung gian CD70 tir c4c té bao B so clp ciia

nguoi;

{rc ché su giai phong chét trung gian hoa tan qua trung gian CD70 ctia ngudi tlr céc

té bao hozc dong té bao T va B so cép;
lién két v6i CD27 ctia ngudi v6i Ka nhd hon 100nM (107M);
hoat héa t6i thiéu syr tao tin hidu CD27 ma khéng c6 CD70 kich thich; va

lién két véi epitop trén mién ngoai bao CD27 clia ngudi ma cac Mab c6 mdt hodc
nhidu trinh ty ving bién dbi 1a SEQ ID NO: 76-144 lién két v6i va canh tranh dé lién
két v6i cdc Mab duge nhan dién c6 mot hogic nhidu trinh tu ving bién dbi 1a SEQ ID
NO: 76-144.

Do da dugc biét o trong linh vuc k¥ thut ndy 13 cac mién CDR chudi ning
va chudi nhe ctia khang thé d6ng vai trd quan trong cu thé trong tinh dic hiéw/ai luc
lién két cua khang thé di voi khang nguyén, cac khang thé tai td hop theo sang ché
duogc boc 16 ¢ day t6t hon 12 bao gém mét hodc nhidu CDR cua chudi ning va nhe 1a
SEQ ID NO: 1-75. Céc khang thé nay c6 thé dugc diu ché bing céch lién két héa
hoc véi cac phin khac nhau (vi du, CDR, khung) ctia khang thé bing cach sir dung
c4c k¥ thuat thong thuong, bing cach diéu ché va biéu hién phan tir axit nucleic (tirc
12 mot hoic nhidu) ma ma héa khing thé bing cach st dung cic k¥ thuit thong
thudng ctia cong nghé ADN téi t5 hop hodc biang cich sir dung phuong phép thich
hop khéc bit ky.

Theo mdt phwong 4n, céc khéng thé & ngudi theo sang ché c6 trinh ty ctia mét
hodc nhiéu CDR cua chudi ndng va nhe 13 SEQ ID NO: 1-75. Ngoai céc trinh ty
CDR nay, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit ndy s& hiéu ring mot
s6 sai 1&ch tir cac trinh ty CDR chinh x4c 12 c6 thé hodc ¢ thé mong mubn trong khi

van giftr duoc kha ning cia khang thé 1a lién két v6i CD27 (vi du, cac thay thé bao
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toan). Do d6, theo mot phuong 4n khac, khang thé & ngudi c6 thé bao gdm mét hoic
nhiéu CDR ma, vi du, giéng 90%, 95%, 98% hoac 99,5% v&i CDR duoc liét ké
trong SEQ ID NO: 1-75.

Trong mdt phuong 4n khéc, epitop duoc lién két boi cac khang thé theo sang
ché, bao gdm it hon nim epitop dbi véi tit ca cac gbc 21-191 ctia protein CD27 hoic
trinh tu ma hoa axit nucleic, do d6, c6 thé dugc sir dung dé gy mién dich cho dbi
tugng dé san sinh cc khang thé theo sang ché mot cach truc tiép trong co thé cha
nhim muc dich didu tri, phong ngira, hoic 1am thuyén giam bénh hoic céc triéu

chimg ctia bénh lién quan dén su san sinh CD27.
2. Tao ra khang thé trung hoa CD27

Khang thé trung hoa CD27 biéu hién phd hoat tinh sinh hoc mong muén nhur
duoc 14y 1am vi du & day bing cac khéng thé dwoc boc 16 va duge mo t4, ¢6 thé duoc
tao ra béng céc k¥ thuat khac nhau, bao gém k¥ thuét lai tao t& bao soma tiéu chuin
(phuong phap lai) ciia Kohler va Milstein (1975) Nature 256:495. Trong phuong
phép lai, chudt hodc dong vat chu thich hgp khac, nhu chudt hamster hodc khi
macaca, dugc giy mién dich nhu dugc méd ta & day dé kich thich cac t& bao lympho
ma san sinh hodc c6 kha ning san sinh céc khang thé ma lién két dic hiéu voi protein
dugc st dung dé gdy mién dich. Theo mot cach khéc, cac té bao lympho c6 thé dugc
gy mién dich in vitro. Sau d6, cac té bao lympho dugc dung hop véi cac té bao u
tiy bang cach sir dung chét dung hop thich hop, nhu polyetylen glycol, dé tao ra té
bao lai (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles va Practice, pp.59-103
(Academic Press, 1986)).

Khang thé trung hdoa CD27 ciing c6 thé tity y duoc tao ra bing cach gdy mién
dich dong vat chuyén gen (vi dy, chudt, chudt nhét, chudt hamster, dong vét linh
trudng khong phai nguoi, va ddng vat tuong tu) cé kha ning san sinh danh muc cac
khang thé & ngudi, nhu duoc mé ta & day va/hodic di duoc biét dén trong linh vuc k¥
thudt nay. Céc t& bio ma san sinh khang thé khang CD27 ciia ngudi c6 thé dugc
phan 1ap tir cac dong vat nay va dugc ¢ dinh bing cich sir dung cac phuong phap

thich hgp, nhu cac phuong phap duge mé ta & day. Theo mot cach khéc, cac trinh tu
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m3 hoéa khang thé c6 thé tach dong vo tinh, dua vao vecto thich hop, va sir dung dé
chuyén nhiém vao té bao chi dé biéu hién va phan 1ap khang thé biang cic phuong
phép dugc chi din & ddy va cac phuong phap da dugc biét dén trong linh vuc k§
thuat nay.

Viéc str dung chudt chuyén gen mang 6 gen globulin mién dich ctia ngudi (Ig)
trong c4u hinh dong mim ciia chiing nhim phan 14p céc khang thé don dong diy du
clia ngudi c6 4i luc cao khang cac dich khic nhau bao gdm céc khang nguyén ban
than ctia ngudi ma hé mién dich cia ngudi binh thuong dung nap (Lonberg, N. et al.,
US5569825, US6300129 and 1994, Nature 368:856-9; Green, L. et al., 1994, Nature
Genet. 7:13-21; Green, L. & Jakobovits, 1998, Exp. Med. 188:483-95; Lonberg, N
and Huszar, D., 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93; Kucherlapati, et al.,
US6713610; Bruggemann, M. et al., 1991, Eur. J. Immunol. 21:1323- 1326;
Fishwild, D. et al., 1996, Nat. Biotechnol. 14:845-851; Mendez, M. et al., 1997, Nat.
Genet. 15:146-156; Green, L., 1999, J. Immunol. Methods 231:11-23; Yang, X. et
al., 1999, Cancer Res. 59:1236-1243; Briiggemann, M. and Taussig, M J., Curr. 0
gen globulin mién dich ndi sinh trong chudt nay c6 thé bi dit hoic loai bé dé loai bo
kha ning cta dong vat san sinh cc khang thé dugc ma héa boi cic gen ndi sinh.
Ngoai ra, cac cong ty, nhu Abgenix, Inc. (Freemont, Calif.) vd Medarex (San Jose,
Calif.) c6 thé két hop d& tao ra cac khang thé & ngudi truc tiép khéng khéng nguyén

duoc chon béng cach str dung cong ngh¢ nhu dugc mo ta trén day.

Theo mot phuong an khac, khéng thé & nguoi duge chon tr thu vién thuc
khuén thé, ma thuc khuin thé nay bao gdm cac gen globulin mién dich cta ngudi va
thu vién biéu hién mién lién két khang thé & nguoi nhu, vi du, cac khang thé chudi -
don (single chain antibody-scFv), Fab, hodc mot s6 cAu triic khéac bdc 16 ving bién
d6i khang thé ghép cip hoic khong ghép cip (Vaughan et lo al. Nature
Biotechnology 14:309-314 (1996): Sheets et al., PITAS (USA) 95:6157-6162
(1998)); Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J.
Mol. Biol., 222:581 (1991)). Cac khang thé don dong ctia ngudi theo sang ché ciing
c6 thé dugc didu ché bing cach sir dung cac phuong phép bidu hién thuc khuin thé

& sang loc cac thu vién ctia cac gen globulin mién dich cia ngudi. Cac phuong phap
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biéu hién thyc khuén thé nay dé phan 1ap cac khang thé & ngudi dugc thiét 14p trong
linh vuc k¥ thuét nay. Xem, vi du: Patent M§ s6 5223409; 5403484; va 5571698 cua
Ladner va ddng tc gia; Patent M§ s6 5427908 va 5580717 ctia Dower va ddng tac
gia; Patent My s§ 5969108 va 6172197 ctia McCafferty va dong tac gia; va Patent
M§ s6 5885793; 6521404; 6544731; 6555313; 6582915 va 6593081 cia Griffiths va
céc ddng tac gia.

Viéc diéu ché cic khang so cAp mién dich, va san xuit khang thé don dong c6
thé dugc thuc hién bing cach sir dung k§ thuét thich hop bt ky, nhu san xuit protein
tai td hop. Cac khéng so cép mién dich c6 thé duge cho dong vat dung dudi dang
protein dugc tinh sach, hodc cac hdn hop protein bao gém toan b cac phﬁn chiét cta
mot hodic nhiéu té bao hoic mo, hoic khang nguyén c6 thé dugc tao ra méi (de novo)
trong co thé dong vat tir cac axit nucleic ma héa khang nguyén niy hoic mot phan
cua no.

Cac axit nucleic dwgc phan l4p theo sing ché c6 thé duoc tao ra bing cach sir
dung (a) cac phuong phéap tai td hop, (b) cac k§ thuat tdng hop, (c) cac k¥ thuit tinh
sach, hodc céc td hop ctia nd, nhu da dugc biét 13 trong linh vyuc k¥ thuat nay. ADN
ma hoa cac khang thé don dong da dugc phén 1ap va xéc dinh trinh tw béng cach st
dung cic phuong phép da dugc biét trong linh vuc ky thuat ndy (vi du, bing cach s
dung céc doan do oligonucleotit ma cé kha nang lién két dic hiéu véi cac gen mé
héa chudi ning va nhe ciia cac khang thé chuot). Néu t& bao lai duoc tao ra, cac té
bao niy c6 thé nhim lam ngudn ADN nay. Theo cich khac, bing cach sir dung céc
k¥ thuat biéu hién, trong d6 trinh ty ma hda va san phém dich ma duoc lién két, nhu
cac thu vién biéu hién thuc khuén thé hodc thé ribosom, viéc chon chit lién két va
axit nucleic dugc don gian héa. Sau khi chon thuc khuén thé, cac ving ma hoéa
khang thé tr thuc khuin thé c6 thé dugc phén lap va st dung dé tao ra toan bo cac
khéang thé, bao gbdm céc khang thé & nguoi, hoic méanh lién két khing nguyén mong
mudn bat ky khéc, va dugc biéu hién trong vt chii mong mubn bat ky, bao gdm cic
té bao cua dong vét c6 vu, cac té bao cua con trung, cac té bao thyc vat, ndm men, va

vi khuéan.

Céc khéng thé duoc nhin hoa
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Séang ché con dé xuft cac globulin mién dich (hoic cac khing thé) dugc nhan
héa (dugc thiét ké hoic 1am thich tmg voi ngudi) ma lién két voi CD27 cia ngudi.
Dang dugc nhan héa cia céc globulin min dich ¢6 (cac) ving khung bién dbi hiu
nhu tir globulin mién dich cia ngudi (goi 13 globulin mién dich cua thy thé) va cac
CDR héu nhu tir Mab khéng phai clia ngudi ma lién két dic hidu véi CD27. (Céc)
ving hing dinh, néu c6, hiu nhu cling tlr globulin mién dich ctia nguoi. Cac khang
thé duoc nhan héa c6 Kp dbi véi CD27 it nhét 1 khoang 10°M (1 microM), khoang
10"M (100 nM), hozc nho hon. Ai luc lién két ctia cac khang thé duoc nhén héa c6
thé 16n hon hozc nhé hon so véi 4i luc lién két ciia khang thé chudt ma ching thu
duoc. P& anh hudng dén su thay dbi trong 4i luc, vi du, cai thién 4i luc, ciia khang
thé dugc nhan héa d6i véi cac thay thé CD27 trong cic gbc CDR hoic cc gbc cia

ngudi cé thé duge tao ra.

Su thay thé ctia CDR chudt vao khung mién bién d6i ctia ngudi gin nhu 6
thé din dén viéc duy tri sy dinh hudng l4p thé chinh x4c ctia chung néu khung mién
bién dbi ctia ngudi chip nhén cAu hinh giéng hojic tvong tu véi khung bién ddi cua
chudt ma cac CDR duogc bit nguc“m. Vi€c nay dat duoc bz‘“ing cach thu cac mién bién
d6i ctia ngudi tir cic khang thé & ngudi ma cac trinh ty khung bidu hién mirc do
giéng vé trinh tw cao v6i cac mién khung bién dbi cia chudt ma cac CDR thu duoc.
Vung khung bién dbi chudi ning va nhe cé thé thu dugc tir cac trinh tu khang thé &
ngudi giéng hodc khic nhau. Céc trinh tu khang thd & ngudi c6 thé 14 cac trinh tu
cua céac khang thé & nguoi xuét hién tu nhién, thu duoc tir cac trinh tu globulin mién
dich dong mim cua ngudi, hodc c6 thé 1a cac trinh tu lién ung cua mot vai trinh tu

khang thé & ngudi va/hodc dong mam.

Céc trinh tu khang thé & nguoi thich hop dugc nhan dién bing céch so sanh
qua mdy tinh c4c trinh tur axit amin cia cdc ving bién ddi ctia chudt véi cac trinh tir
céc khang thé & nguoi da duoc biét dén. Viée so sanh duoc thyuc hién riéng biét dbi

v6i chudi ning va chudi nhe nhung vé nguyén ly 1 twong tu nhu nhau.

Trong mdt vi dy, trinh ty axit amin clia mAb trung hoa CD27 duoc st dung
dé truy van co so dit liéu v& khang thé & ngudi dugc tap hop tir cic co s dit liéu vé

trinh ty khang thé. Ving bién d6i chudi nang dugc bdc 16 hodc duge md ta & day co
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thé duoc sir dung dé phat hién ving bién dbi chia ngudi véi mirc d6 giéng vé trinh ty
cao nhét. Viung bién ddi cua chudi nhe duge bdc 16 hodc duge mo ta & ddy co thé,
tuong tu, duoc sir dung dé phat hién ving bién ddi ctia ngudi v6i mic do gidng vé
trinh tw cao nhit . Ciu tric ADN ma trong d6 c4c ving ma héa cho cac CDR clia
mdt trong sb cic ving bién dbi chudi ning tir thd cho Mab ctia chudt duoc truyén
vao trinh tu bién ddi chudi ndng cua ngudi dugc chon, viéc thay thé cac CDR cua
ving bién dbi ctia ngudi duoc chun bi ddi véi timg ving bién dbi ctia chudt.

Vi tri k& nhau khong tw nhién cta cic ving CDR ciia chudt véi ving khung
bién dbi ctia ngudi ¢ thé din dén cac can tré cAu hinh khong tw nhién, ma, trir khi
duoc diéu chinh b%mg cach thay thé mot sb géc axit amin, din dén hao hut 4i luc lién
két. Nhu dugc néu trén day, cic khang thé dugc nhén héa theo sang ché bao gdm
(c4c) ving khung bién dbi hiu nhu tir globulin mi&n dich ciia ngudi va cac CDR hiu
nhu tir globulin mién dich cta chudt (vi du, cic khang thé chudt C2177, C2186,
C2191, hoic C2192). Sau khi d4 nhan biét c4c CDR cta cdc khang thé chudt va céc
trinh tu globulin mién dich cia ngudi nhan thich hop, budc tiép theo 1a xac dinh,
liéu, cac gbc tir cac thanh phin nay c6 nén dugc thay thé d& t6i wu hoa cac tinh chét
cta khang thé dugc nhan hoéa thu duge. N6i chung, su thay thé cac gbe axit amin cta
nguoi voi chudt nén dugc ti thiu hoa, vi viéc dua vao cac géc cua chudt 1am tang
nguy co khang thé gy ra dap ing HAMA & ngudi. Céc axit amin dugc chon dé thay
thé dua trén kha ning c6 thé anh hudng cia chiing d&én c4u hinh CDR va/hoic viéc
lién két v6i khang nguyén. Nghién ctru vé cic kha ning c6 th8 anh hudng nay c6 thé
duoc thuc hién béng cach tao md hinh, kiém tra cc dic tinh cua axit amin & cac vi
trf cu thé, hoic quan sat thuc nghiém cac tdc dung cua viéc thay thé hoic phét sinh
d6t bién cta céc axit amin cu thé. V& phuong phéap thuc nghi€m, phét hién ra réng
dic biét thudn loi nhim tao ra thu vién cta céc trinh tur bién thé ma c6 thé dugc sang
loc v& hoat tinh, i luc lién két hoic tinh dic hiéu mong mudn. Mot phuong thirc tao
ra thu vién cia cac bién thé nady la vecto bidu hién thyc khudn thé. Theo mdt cach
khéc, cac bién thé c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung cdc phuong phap khac ma

bién doi trinh ty axit nucleic ma héa cac gbc dich trong mién bién doi.

Mot phuong phap khac x4c dinh liéu ring viéc thay thé thém c6 dugc yéu cau
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hay khéng, va viéc chon céc gbc axit amin dé thay thé, c6 thé duoc hoan thanh bing
céch st dung tao mé hinh trén méy tinh. Phan cimg va phdn mém mdy tinh dé tao ra
cac hinh anh ba chiéu cua cac phan tir globulin mién dich 1 sin c6 mot cach rong
rdi. Néi chung, cdc md hinh phén tir dwoc tao ra bit ddu tir cac cdu tric duoc giai dbi
vé6i céc chudi globulin mién dich hoiic cac mién ctia né. Cac chudi dugc tao mé hinh
nay dugc so sanh tinh tuong tu v& trinh tu axit amin véi cac chudi hodc mién clia cu
trtic ba chiéu dugc giai, va cac chudi hodc mién nay thé hién tinh twong tu vé trinh tu
16n nhét duge chon 1am diém ban diu cho ciu tric ctia moé hinh phén tir. Céc ciu
trc bit diu da duoc giai duoc bién dbi dé cho phép su khac nhau giita cac axit amin
that trong cdc chudi hoic mién globulin mién dich dugc tao mé hinh, va chudi hodc
mién trong cAu tric bt dAu. Sau d6, cic cdu tric dugc bién ddi duoc két hop vao
globulin mién dich da hop. Cudi ciing, mé hinh nay dwoc cai tién bing cach tbi thidu
héa ning luong va bang cach xéc thyc ring tit ca cac nguyén t§ 1a ndm trong cac
khodng céch thich hgp véi nguyén t6 khac va d6 dai va géc lién két 1a nim trong cac

gi6i han chap nhén duoc vé mat héa hoc.

Thong thudng, cic ving CDR trong cic khang thé duoc nhan héa hiu nhu
giéng hét, va thong thudng hon, giéng hét véi cac ving CDR tuong tmg trong khéng
thé chudt ma chung thu duoc tir d6. Mic du khong thuong duge mong mudn, déi khi
c6 thé tao ra mot hodic nhidu sy thay thé axit amin bao toan cia cac géc CDR ma
khong anh huéng dang ké dén 4i luc lién két cua globulin mién dich dugc nhan héa

thu dugc. D6i khi, sy thay thé clia cac ving CDR c6 thé ting cudng 4i luc lién két.

Khéc voi sy thay thé axit amin dic hiéu dugc dé cép trén ddy, cac vung
khung cta céc globulin mién dich dugc nhin héa hiu nhu thudng gidng hét, va,
thdng thudng hon nita, gibng hét v6i cic ving khung ciia cac khang thé & ngudi ma
ching thu dwgc tir ¢6. T4t nhién 13, nhidu trong sb cac axit amin trong ving khung
tao ra sy dong gép nho hodc khong tao ra sy dong gop truc tiép vao tinh dac hi€u
hoic 4i luc cta khang thé. Do d6, nhidu su thay thé bao toan riéng biét ctia cac gbc
khung c6 thé duoc dung nap ma khong thay ddi ddng ké tinh dic hiéu hoic 4i lyc cua

globulin mién dich dugc nhan héa thu dugc.

Do su suy bién ma, céc trinh tu axit nucleic khic nhau s& ma hoéa ting trinh tu
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axit amin cta globulin mién dich. C4c trinh ty axit nucleic mong mudn c6 thé duge
tao ra bing cach tdng hop ADN pha rén méi (de nova) hoic bing cach phat sinh dot
bién PCR clia bién thé dugc didu ché trude d6 cia polynucleotit mong mubn. Tét ca
céc axit nucleic mi héa céc khang thé dwoc mo ta trong don nay dwoc bao gdm tuyét

ddi trong sang ché.

Poan bién dbi cua cac khéang thé dugc nhan hoa duge tao ra nhu duoc md ta
trén day dugc lién két ddc hiéu voi it nhat mot phan ving hing dinh globulin mién
dich cia ngudi. Khéng thé s& chita ca ving hang dinh chudi nhe va chudi ning.
Ving hing dinh chudi ning thuong bao gdm mién CH1, ban 18, CH2, CH3, va, d6i
khi, CH4.

Céc khéng thé dugc nhan héa c6 thé bao gdm loai mién hing dinh bét ky tir
16p khang thé bt ky, bao gdm IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va 16p phu bit k¥
(isotyp), bao gém IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4. Khi dugc mong mubn ring khang thé
dugc nhan hoéa biéu hién hoat tinh doc té bao, mién héng dinh thuong la mién hﬁng
dinh dinh vi bd thé va 16p cu thé 1a IgG1. Khi hoat tinh doc té bao nay 1a khong
mong mudn, mién hing dinh c6 thé 13 16p IgG2. Khang thé duoc nhan héa c6 thé
bao gdm céc trinh ty tir nhidu hon mét 16p hodc isotyp.

Axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi nhe va ning duoc nhan hoa, tiy y
duogc lién két voi cac ving hing dinh, dugc xen vao cic vecto biéu hién. Chudi nhe
va chudi ning c6 thé dwgc tach dong vé tinh trong cac vecto bidu hién giéng hoic
khac nhau. C4c doan ADN m3 héa chudi globulin mién dich duogc lién két hoat dong
véi cac trinh ty kiém soat trong (cac) vecto biéu hién ma dam bao su biéu hién cia
polypeptit ctia globulin mién dich. Céc trinh tr kidm so4t niy bao gbm trinh tu tin
hiéu, trinh tw khdi diu, trinh ty ting cuong, va trinh ty két thuc phién ma (xem,
Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029 (1989); WO 90/07861; Co et al.,
J. Immunol. 148, 1149 (1992).

Tinh hiu qua cla protein didu trj c6 thé bj giéi han bodi cic phan tng mién
dich khéng mong mudn. Cac khang thé don dong khong phai cta ngudi cé thé cé

cic doan hiu nhu cing dudi trong céc trinh ty axit amin thing va c4c cau hinh cau
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triic cuc by ma c6 thé giy ra dép ung mién dich & ngudi. N& luc ddu tién dé lam
gidm tinh sinh mién dich ctia c4c khang thé khong phai ctia ngudi 13 chu trac dang
kham cta cac khéng thé ngudi-chudt, ma sau d6 1a cac phwong phép nhan héa céc
- dang kham nay trong ntra cudi nhitng nim 1980 (xem trong: Almagro and Fransson,
Front Biosci 13: 1619-1633, 2008).

Mt trong s céc phuong phép nhan héa thudng dugc st dung nhit con duoc
goi 1a “ghép ving xé4c dinh bd trg (CDR)” trong d6 CDR ciia chudt duoc ghép vao
céc ving khung khang thé & ngudi (framework region-FR’s). Tuy nhién, viéc ap
dung phuong phap ndy thudng xuyén hon din dén su hao hut déng k& su lién két voi
khang nguyén va do d6 1a 1am gidm sy hiéu nghiém cua dugc chit dva trén khéng
thé. Do d6, dugc dénh gia cao khi sir dung cac nguyén 1y thiét ké hop 1y d tao ra cac
phan tir khang thé ma gay ra cic phan ting sinh mién dich t5i thiéu trong khi duy tri
sur lién két va profin sinh 1y ciia phan tir gbc khong phai ctia ngudi khi duge tiém vao
nguoi.

Viéc nhén héa ctia 2177 va 2191, hai khang thé don dong chudt (mAb) c6
tinh ddc hiéu lién két véi CD27 duoc md ta. Cac khung (framework-FR) ctia cac
khang thé ndy duoc thay thé bing cac FR gen dong mim cua ngudi bang cach sir
dung budc thir nhét cia cong ngh€ nhan héa doc quyén cua Janssen dugc goi 1a sy
thich tmg khung cta nguoi (Human Framework Adaption-HFA) duoc boc 16 trong
don yéu cu cép patent ctia Raghunathan, G., US20090118127 A1 va con duoc ldy
lam vi du trong Fransson v dong tic gia (J Mol Biol 398:214-231, 2010). Cong
nghé ndy lam cho b mAb dic hiéu dbi véi CD27 c6 tinh chét lién két va uc ché t6t
hon so v6i cdc mAb duge danh gid ddi véi cac khang thé chudt 2177 va 2191 gbe.

3. Phuong phép st dung khéng thé khang CD27

Nhu duge mo ta chi tiét dudi day, séng ché chimg t6 ring bdn khang thé don
dong dugc phén 1ap (C2177, C2186, C2191, va C2192) lién két ba epitop khong
chéng nhau trén CD27 va biéu hién in vitro vd/hodc in vivo céc hoat tinh ttc ché
CD27. Péang ké 13, tinh phan umg ciia cic mAb bao gdm kha ning twong tic cla
CD27 phong bé phu thudc lidu véi CD70, 1am giam vi€c tao tin hiéu ctia CD27 khi
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c6 mit cua CD70, lam gidm sy san sinh IL-4 va IFNg béng céc té bao T, va tc ché
sy ting sinh ctia t€ bao T CD4+ nguyén thé ctia ngudi phu thudc CD70, su ting sinh
té bao B phu thuéc CD70 va sy tao ra t& bao huyét twong. Hon nita, cac khang thé
dugc phan 1ap khong cam mg mdt cach dang ké sy hoat héa CD27 khi khong ¢
CD70 kich thich.

Céc tinh chit clia céc khang thé don dong dugc dua ra nhu duge moé ta trong
sang ché, cac khang thé hojic cac manh lién két khdng nguyén cia né 1a thich hop
1am chét diéu tri bénh va phong ngira bénh dé didu trj hodc phong ngira cac tinh

trang bénh lién quan dén CD27 & ngudi va dong vit.

Nbéi chung, viéc sir dung bao gém cho ddi twong méc hodc ddi tuong bidu
hién tinh trang bénh ma trong d6 hoat tinh CD27 duoc biét dén 1a c6 cac di ching
bénh ly, nhu cac rdi loan min dich hodc sy phat trién khéi u va sy di cin dung mot
luong hitu higu ¢ diéu tri hoic phong ngira bénh ctia mot hodc nhidu cac khang thé
don dong hoic cic manh lién két khang nguyén theo sang ché, hoic khang thé hoic
phén tir dwgc chon dé c6 phé tuong tu ctia hoat tinh lién két va sinh hoc. Dang hoat
tinh bét ky ctia khéng thé ¢6 thé dugc ding, bao gdm céc doan Fab va F(ab')2.

T6t hon 13, cac khang thé dugc st dung c¢6 thé twong thich voi loai nhan sao
cho dép tmg mién dich véi cac mAb khong din dén thoi gian ban huy tudn hoan
ngén khong chdp nhén dugc hoic kich thich dap tmg mién dich v&i cic mADb trong
d6i twong nay. Cac mAb duogc sir dung c6 thé biéu hién mot sd chirc ning phy, nhu
lién két v6i céc thu thé Fe cua dbi tuong va hoat héa co ché cia ADCC, dé 1am suy
kiét quan thé té bao dich bing c4ch sir dung co ché huy té bao hodc doc té bao hoic
chiing c6 thé dugc thiét ké bang cach gidi han hoic khong ¢6 céc chirc ning phu ciia

bd phan tic dong niy @ bao quan quin thé té bao dich.

Viéc diéu tri bénh cho cac ca thé c6 thé bao gém vi€c dung mdt luong hitu
hidu @ diéu trj bénh cua cac khéng thé theo sang ché. Cac khang thé c6 thé duoc tao
ra trong kit nhrr dugc mo ta dudi ddy. Cac khang thé c6 thé duge sir dung hoic ding
& dang hén hop, vi du, véi cac lugng bﬁng nhau, hodc riéng biét, dugc dung l4n luot,

hodc duoc dung déng thoi. Khi ding cac khang thé, hodc cac manh ctia né cho bénh

-25-



27181

nhén, c6 kha ning lién két véi CD27, hojic khang thé c6 kha ning bao vé khang
CD27 trong bénh nhin nhan, lidu ciia chét dugc ding s& thay dbi phu thudc vao cac
yéu t6 nhu tudi, can ndng, chiéu cao, gidi tinh, tinh trang strc khoe chung, tién sir strc

khoe trudc @6, v.v. ctia bénh nhan.

Theo céach tiép can tuong tu, vi€c st dung diéu tri bénh khac cia céc khéng
thé don dong theo sang ché 13 gy mién dich hoat tinh cho bénh nhan bang cach sir
dung khang thé khang idiotyp khang mot trong cac khang thé don dong nay. Viéc
gy mién dich v6i khang idiotyp ma bét chudc cu tric clia epitop c6 thé gay ra dap
Ung khang CD27 hoat tinh (Linthicum, D. S. and Farid, N. R., Anti-idiotypes,
Receptors, and Molecular Mimicry (1988), pp 1-5 va 285-300).

Tuong tu, viéc gy mién dich hoat tinh c6 thé duoc kich thich bing cach ding
mot hoic nhidu c4c epitop khang nguyén va/hoic sinh mién dich lam thanh phan cia
vacxin. Viéc tiém vacxin c6 thé dugc thuc hién theo dudng miéng hodc dudong ngoai
rudt voi lugng da dé lam cho d6i tugng nhén tao ra cac khang thé bao vé khéng ving
chirc ndng sinh hoc ndy, phong ngira bénh hoic didu tri bénh. Vat chi c6 thé duoc
gy mién dich hoat tinh v6i peptit khang nguyén/sinh mién dich & dang tinh khiét,
ménh clia peptit ndy, hodc dang bién ddi ciia peptit nay. Mot hodc nhidu axit amin,
khong tuong {mg véi trinh tu protein gdc c6 thé dwoc bd sung vao diu amino hodc
carboxyl clia peptit gbc, hodc dang cét cut ctia peptit. Cac axit amin thém nay 13 hitu
dung trong viéc ghép cdp peptit ndy véi peptit khac, thanh protein mang 1én hon,
hoic thé hd trg. Céc axit amin ma hitu dung cho cdc myc dich nay bao gém: tyrosin,
lysin, axit glutamic, axit aspartic, xystein va cic dan xuét ciia n6. Cac k¥ thuét bién
dbi protein thay thé c6 thé duoc sir dung, vi du, axetyl héa NH, hoiic amin héa dau
COOH, dé tao ra phuong tién bd sung @& ghép cip hodc dung hop peptit véi phén tir
protein hoic peptit khic hodc véi thé hd tro.

Cac khang thé c6 kha ning bao vé khang hoat tinh sinh hoc CD27 khong
mong muén dugc st dung cho céc dbi twong nhin véi lwong du dé c6 tac dung lam
gidm, phan giai, hogc cai thién tridu chimg hodc bénh 1y lién quan &n CD27. Luong
dugc coi 1a da hodc "lwong hitu hidu didu tri bénh" dé "c6 tic dung" lam giam céc

triéu chimg néu liéu ding, duong ding, v.v. clia chit 13 du d& anh huéng dén dap
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tmg nay. Céc dap tng véi viée ding khang thé c6 thé duoc do bing cach phan tich
cdc md, co quan hoc t€ bao bi anh hudng ciia d6i twong nhu bing cac ky thuét tao
anh hogic bing phan tich ex vivo clia cac miu m6. Mot chét 13 dang k& v& mit sinh Iy
hoc néu sy c6 mit cia n6 din dén su thay dbi c6 thé nhan théy trong sinh ly cia
bénh nhéan nhén.
Céc {mg dung diéu tri bénh

Céac khang thé trung hoa CD27 theo séng ché, cic manh lién két khéng
nguyén, hoic cc bién thé dic hiéu ctia né co thé duoc sir dung @& danh gia hodc gay
ra tdc dung trong t& bao, md, co quan hogc ddng vat (bao gém dong vat cé va va
nguoi), dé chin doan, giam sat, diéu bién, diéu tri, giam dau, gitp phong ngira ty 18
méc, hoic 1am gidm cac triéu chimg, cua tinh trang bénh qua trung gian, bi anh
huéng hogc diéu bién bing CD27 hoic céc té bao biéu hién CD27. Do d6, sang ché
d& xudt phuong phép didu bién hoic didu tri it nhit mot bénh lién quan dén CD27,
trong té bao, mé, co quan, dong vit, hodic bénh nhan, d3 duoc biét dén trong linh vuc
k¥ thust ndy hodc nhu dugc md ta & day, bing cach sir dung it nhit mot khang thé

CD27 theo sang ché. Cac chi din cu thé dugc mé ta dudi day.

Bénh lién quan dén mién dich

Sang ché ciing d& xuit phuong phap diéu bién hodc diéu tri bénh viém lién
quan dén mién dich, trong té bao, mo, co quan, dong vat, hodc bénh nhéan bao gbm,
nhung khong chi gidi han &, bénh viém khép dang thip, bénh viém khép dang thip &
thiéu nién, bénh viém khép dang thip xdm nhap toan bd co thé & thiéu nién, bénh
vay nén, bénh viém cot sbng dinh khép, bénh loét da day, cac bénh khép co va ms,
bénh viém khép xuong, bénh viém rudt, bénh viém loét dai trang, bénh luput ban do
hé théng, hdi chitng khang thé khang phospholipit, bénh viém té bao ddm sic/viém
nhin ciu mach v6 boc/viém thin kinh thi gidc, bénh xo héa phdi tw phét, bénh viém
mach/u hat wegener, bénh sacoit, bénh viém tinh hoan/bénh li€n quan dén cac qua
trinh phiu thuét ndi éng dn tinh, bénh di img/bénh lac chd di tmg, bénh hen, bénh
viém miii di ing, bénh eczema, bénh viém da tiép xuc di g, bénh viém két mac di

mg, bénh phdi ting min cam, cic bénh ciy ghép, bénh thai bd ciy ghép co quan,
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bénh manh ghép chéng lai vat chd, hdi ching dap tmg viém hé théng, héi chimng
nhiém khuln, bénh nhidm khuin gram dwong, bénh nhiém khuén gram am, bénh
nhiém khuén canh trudng 4m, bénh nhidm khuén ndm, bénh sbt do giam bach cau,
bénh nhi®m khuin niéu, bénh viém mang nio cau khuén, chin thu’orng/xufit huyét,
bong, bénh do tiép xuc vdi buc xa ion héa, bénh viém tuy cép, hoi chimg suy kiét
phdi cép tinh & ngudi 16n, bénh viém khép dang thip, bénh viém gan cam tng béi
rugu, cic bénh viém man tinh, bénh sacoit, bénh Crohn, bénh thiéu mau héng ciu
ludi liém, bénh tidu dudng, bénh hu than, cic bénh lac chd di img, c4c phan tmg man
cam, bénh viém miii di tng, bénh s6t mua he, bénh viém miii kinh nién, bénh viém
két mac, bénh lac ndi mac tir cung, bénh hen, bénh mé day, bénh phan v¢ toan than,
bénh viém da, bénh thiéu mau 4c tinh, bénh tan mau, bénh thiéu phién huyét nho,
bénh thai bd manh ghép ciia co quan hoic md bét ky, bénh thai bd ghép than, bénh
thai bo ghép tim, bénh thai bo ghép gan, bénh thai bo ghép 14 lach, bénh thai bd ghép
phdi, bénh thai bd ghép tily xwong (bone marrow transplant-BMT), bénh thai bd
ghép md & da, bénh thai bd ghép sun, bénh thai bd ghép xuong, bénh thai bé ghép
rudt non, bénh thai bd ciy dudi da tuyén e thai nhi, bénh thai bo ghép tuyén can
giap, bénh thai bé ghép ngoai lai ctia co quan hoic mé bét ky, bénh thai bd manh di
ghép, cac phan img min cam khéang thu thé, bénh Graves, bénh Raynoud, bénh tiéu
duodng khang insulin typ B, bénh hen, bénh nhugc co, tinh doc té bao qua trung gian
1a khéng thé, cac phan ng min cam typ III, luput ban d6 hé thdng, hoi chiing da day
thin kinh, co quan cam gi4c, bénh ndi tiét, bénh gama don dong, hoi chimg thay da
POEMS (POEMS-polyneuropathy, organomegaly, endocrinopathy, monoclonal
gammopathy, va skin changes syndrome), hdi chimg khang thé khang phospholipit,
bénh pemphigut, bénh cing da, bénh mo lién két, bénh Addison tu phat, bénh dai
thao dudng, bénh viém gan man hoat dong, bénh viém gan nguyén phat, bénh bach
bién, bénh viém mach, hdi chimg mé tim sau MI, bénh min cam typ IV, bénh viém
da tiép xtic, bénh phéi ting min cam, bénh thai bd manh di ghép, u hat do cac co
quan ndi bao, bénh nhay cam véi duogc chét, trao dbi chat/ty phét, bénh Wilson, bénh
thing du sit mo, bénh thiéu men alpha-1-antitrypsin, bénh véng mac tiéu dudng,

bénh viém tuyén giap, bénh xbp xuog, bénh binh tuyén tuyén dusi déi-tuyén yén-
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tuyén thuong than, bénh xo gan mét nguyén phat, bénh viém tuyén giap, bénh viém
ndo, bénh suy giam sirc khoe, bénh xo nang, bénh phéi man tinh & tré so sinh, bénh
phdi tic nghén mén tinh (chronic obstructive pulmorary disease-COPD), hoi chimg
thue bao lympho t& bdo mau di truyén, cac tinh trang bénh ngoai da, bénh vay nén,
bénh héi, hoi ching hu than, bénh viém than, bénh viém ciu than, bénh suy than cip,
bénh thdm tich mau, bénh ure-huyét, tinh doc, bénh tién san giat, liéu phap OKT3,
liéu phéap khang CD3, li€u phap xytokin, liéu phap hoa hoc, liéu phap buc xa (vi du,
bao gém nhung khdng chi gidi han &, bénh suy nhugc, bénh thiéu mau, bénh suy
giam stc khoe, va bénh tuong ty), bénh ngd ddc salixylat man tinh, va bénh tuong

tu.

Sang ché ciing dé xut phwong phép didu bién hodc didu tri bénh phdi hodc
mang phéi trong té bao, md, co quan, dong vat hodc bénh nhan, bao gém, nhung
khéng chi gi6i han &, diéu bién dap mg mién dich lién quan hoic cac té bao phu
thudc hodc cac qua trinh t& bao lién quan dén CD27, vi du, bénh viém phéi; bénh 4p
xe phdi; bénh phdi nghé nghiép gy ra bdi cic chit dudi dang bui, khi, hoic suong
mu; bénh hen, bénh tic nghén xo cudng phdi, bénh suy hé hép, cic bénh min cam
ctia phéi bao gdm bénh phdi ting man cam (bénh viém phé nang di vmg ngoai lai),
bénh phé quan phdi di tng tién phat, va cac phan tmg véi thubc; hoi ching suy kiét
phdi cép tinh & ngudi 16n (ARDS), hoi chimg Goodpasture, réi loan phdi tic nghén
man tinh (COPD), cac bénh phdi mé k& ty phat nhu bénh xo héa phdi tw phat, bénh
sacoit, bénh viém phdi mé k& vay, bénh viém phdi mé k& cip tinh, bénh phdi mé k&
c6 lién quan dén ho hép cudng phdi, bénh tic nghén cudng phdi tw phéat v6i bénh
viém phdi hoat dong, bénh viém phdi mé k& t& bao lympho, bénh u hat té bao
Langerhans, bénh nhiém hemosiderin phdi cép tinh; bénh viém phé quan cép tinh,
bénh tich protein mé tGi phdi, bénh gidn phé quan, céc réi loan mang phdi, bénh xep

phdi, bénh xo nang, va cac khdi u phdi, va bénh tic mach phdi.
Bénh 4c tinh

Séang ché ciing dé xuit phuong phép diéu bién hoic didu tri bénh 4c tinh trong
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té bao, mo, co quan, dong vat hodc bénh nhén, bao gém, nhung khong chi giéi han 6,
diéu bién d4p tmg mién dich lién quan dn hoic cac t& bao phu thudc hoic cic qua
trinh t€ bao lién quan dén CD27, it nhit mot trong s6: bénh bach céu, bénh bach ciu
cép tinh, bénh bach ciu lympho cép tinh (acute lymphoblastic leukemia-ALL), ALL
té bao B, t& bao T hoic FAB, bénh bach ciu dang tiy cip tinh (acute myeloid
leukemia-AML), bénh bach cu tiy bao man tinh (chronic myelocytic leukemia-
CML), bénh bach ciu lympho man tinh (chronic lymphocytic leukemia-CLL), bénh
bach ciu té bio 16ng, hoi ching loan san tity (myelodyplastic syndrome-MDS), u
lympho, bénh Hodgkin, u lympho 4c tinh, u lympho khong phai hodgkin, u lympho
Burkitt, bénh da u ty, cac khéi u dang rén 1 bénh nguyén phat hodc bénh di cén,
budu thit Kaposi, bénh ung thu biéu mé dai truc trang, bénh ung thu biéu mé tuyén
tuy, bénh ung thu biéu mé té bao than, bénh ung thu phéi bao gém u trung biéu md,
bénh ung thur v, bénh ung thu biéu mé mili-hong, u mo bao 4c tinh, hdi ching cén
ung thu/hdi chimg ting canxi huyét 4c tinh, cac bénh ung thu tuyén, bénh ung thu
biéu mo té bao vay, cac budu thit, khdi u 4c tinh, khdi u di cin dic thi, u mach, bénh
di cin, bénh lodng xuong lién quan dén bénh ung thu, bénh nhirc xwong lién quan

dén bénh ung thu, va bénh tuong tu.

Bénh tim mach

Séng ché ciing dé xuit phuong phép didu bién hoic diéu tri bénh tim mach
trong t€ bao, mo, co quan, dong vat, hodc bénh nhan, bao gém, nhung khong chi gigi
han &, diu bién dép tmg mién dich lién quan dén hoic cac & bao phu thudc hodc céc
qué trinh té bao lién quan dén CD27, it nhit mot trong sb bénh nhdi méu co tim,
bénh suy tim sung huyét, dot quy, dot quy do thiéu mau cuc bo, chimg xuit huyét,
chiimg xo cing ddng mach, ching xo vita dong mach, bénh tai phéat hep ning, bénh
x0 vita d6ng mach do tiéu dudng, chimg ting huyét 4p, chimg ting huyét 4p dong
mach, chung ting huyét ap tinh mach, ngét, sbc, bénh giang mai ctiia h¢ tim mach,
bénh suy tim, bénh tim phdi, chimg ting huyét 4p do phdi nguyén phét, bénh loan
nhip tim, chimg dép lac vi tdm nhi, bénh cuéng ddéng tdm nhi, bénh rung tdm nhi
(kéo dai hoic boc phat), hoi chimg sau truyén dich, dap ing viém tim phdi nhan tao,
ching nhip tim tdm nhi nhidu § nhanh hoic loan, chimg nhip tim nhanh QRS hep
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déu din, rdi loan nhip tim déc hi€u, chitng rung tdm thét, rdi loan nhip tim b6 His,
bénh ngh&n nhi thét, bénh nghén bd nhanh, cic rdi loan thiéu mau cuc bd co tim,
bénh ddng mach vanh, ching déu gén nguc, bénh nhdi mau co tim, bénh co tim,
bénh co tim sung huyét mo rong, bénh co tim han ché, cac bénh vé van tim, bénh
viém mang trong tim, bénh mang ngoai tim, cac khdi u & tim, bénh méng d6ng mach
ngoai bién va dong mach chu, bénh tach thanh ddng mach chi, bénh viém cta dong
mach chu, ching bit co cia ddng mach chil mac bung va cac nhanh cta nd, cac rbi
loan mach ngoai bién, céc réi loan déng mach bit co, bénh xo ctng déng mach ngoai
bién, bénh viém tic mach, cac rdi loan ddng mach ngoai bi€n chic ning, hién tugng
va bénh Raynaud, chig xanh tim chén tay, chimg dau d6 chén tay, cic bénh vé tinh
mach, chimg huyét khéi tinh mach, ching gidn tinh mach, chimg thong d6ng tinh
mach, bénh bach cu, chiimg phu md, bénh dau gén nguc khong dn dinh, tdn thuong

do thiéu mau, hoi chimg sau bom, tdn thuong do thiéu méu cuc bo, va bénh tuong tu.
Bénh thén kinh

Sang ché ciing d& xuét phuong phap diéu bién hoic didu tri bénh than kinh
trong t€ bao, md, co quan, déng vat hodc bénh nhan, bao gbm, nhung khong chi gidi
han &, diéu bién diéu bién d4p tng mién dich lién quan dén hoic cac t& bao phu
thudc hodc cic qua trinh té bao lién quan dén CD27 trong: cic bénh thoai héa thin
kinh, bénh da xo cting, bénh dau nira diu, bénh suy giam nhan thic do AIDS, céc
bénh da day than kinh loai bo myelin, nhu bénh da xo cung va bénh viém tly ngang
cép tinh; cAc r6i loan ngoai thap va tiéu ndo nhu cac thuong tdn clia hé vo ndo-tiy
séng; céc r6i loan cua hach nén hojc cac rdi loan tidu ndo; céc réi loan tang dong van
dong, nhu chiing mta gidt Huntington va chirng mta gidt 3o suy; céac r6i loan vén
dong cam tmg do thudc, nhu cac rdi loan cam tmg do thubc ma phong bé céc thy thé
CNS dopamin; cac ri loan van dong giam hoat dong, nhu bénh Parkinson; bénh liét
trén nhén tién trién; cac thuong tdn cdu truc cua tidu ndo; cac bénh thoai hoa tiéu
ndo, nhu bénh loai bd didu hoa tiy sdng, bénh loai bd didu hoa Friedreich, cic bénh
thoai hoéa vo tiéu ndo, cac bénh thoai héa da hé (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-
Drager, va Machado-Joseph); cac r6i loan hé théng (bénh Refsum, r6i loan gen lan

nhiém sic thé thudng, bénh loai b diéu hoa, chimg giin mao mach, va r6i loan da
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hé ti th&); cac rdi loan 13i loai bd myelin, nhu bénh da xo cimg, bénh viém tiiy ngang
cAp tinh; va céc ri loan cia co van dong, nhu cic bénh teo co do than kinh (bénh
suy thodi t& bao simg trudc, nhu bénh xo cimg teo co mét bén, bénh teo co tly & tré
em va bénh teo co tiy & thanh thiéu nién); bénh Alzheimer; bénh Down; bénh thé
Lewy lan tda; chimg 14 14n tudi gia lién quan dén sy phét trién cta thé Lewy; hoi
ching Wernicke-Korsakoff; ching nghién rugu ldu ndm; bénh Creutzfeldt-Jakob;
bénh viém ndo xo hoéa ban cép tién trién, bénh Hallerrorden-Spatz; va chimg sa sut
tri tué do chén thuong, va bénh tuong ty. Phuong phap ndy cé thé tiry y bao gdm
dung lwong hitu hiéu ctia ché phim hoic dugc phdm bao gdm it nhat mét khéng thé
TNF hoic mét phan dic hiéu hoic bién thé cho t€ bao, md, co quan, déng vt hoic
bénh nhan cén diéu bién, diéu trj hogc trj liéu bénh.

Viée st dung d& diu tri bénh khic ctia cic khéng thé trung hoa CD27

Ngoai cé4c tinh trang bénh va bénh dwoc mé ta trén dy, sang ché con dé xuat
phuong phap diéu bién hodc diéu tri cac tinh trang bénh xo hoéa clia cic bénh nguyén
hoc khéc nhau bing cach diéu bién dap tmg mién dich lién quan dén hojc cac té bao
phu thudc hodc céc qua trinh té bao lién quan dén CD27 trong, vi du: bénh xo hda
gan (bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, bénh xo gan kich thich do ruou, bénh xo
gan kich thich do virut, bénh viém gan kich thich do tw mi€n); bénh xo héa phéi (bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, bénh cimg da, bénh xo hoéa phdi tw phat); bénh xo
héa théan (bao gém, nhung khong chi giéi han &, bénh cliing da, bénh thén dai thao
duong, bénh viém ciu than, bénh viém than luput); bénh xo héa da (bao gém, nhung
khong chi gidi han &, bénh cing da, chimg sgo phi dai va sgo 161, vét bong); bénh xo
tiy xuong; bénh u xo thin kinh; u x0; bénh xo hoéa rudt; va cac bénh két dinh xo héa

do qua trinh phiu thuat.

Séang ché con @& xult phuong phap diéu bién hodc diéu tri hodc lam thuyén
giam céc triéu chimg ctia bénh lay nhiém trong té bao, md, co quan, dong vat hodc
bénh nhan, bing cach diéu bién dap img mién dich lién quan dén hoic cac té bao phy
thudc hodc cac qua trinh té bao lién quan dén CD27 trong, vi du: bénh nhiém vi
khuln cép tinh hodic man tinh, céc qué trinh ky sinh hoic 1y nhidm cép tinh va man

tinh, bao gém cac lay nhidm vi khuan, virut va ndm méc, 1y nhiém HIV /bénh than
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kinh do HIV, bénh viém mang ndo, bénh viém gan (A,B hodc C, hodc tuong tu),
bénh viém khép nhiém tring, bénh viém phiic mac, bénh viém phéi, bénh viém tiéu
thi€t, E. coli, hdi chimg ure huyét tan mau, bénh sbt rét, bénh sbt xuét huyét, bénh
leishmania, bénh phong, hoi chig sbc doc, bénh viém co lién khudn ciu, bénh hoai
tir sinh hoi, bénh lao do vi khuén mycobacterium, bénh lay nhiém do phitc hop
mycobacterium, bénh viém phéi do nhiém trung bao tir, bénh viém vung chiu, bénh
viém tinh hoan hodc viém mao tinh hoan, bénh viém phéi do legionella, bénh lyme,
bénh cum a, virut Epstein-Barr, hoi chimg thuc bao t& bao mau lién quan dén su

song, bénh viém ndo/viém mang ndo vo tring song, va bénh tuong tu.

Céc d4u hiéu khéc theo sang ché s& tr& nén ro rang trong phin mé ti céc
phwong 4n 14y 1am vi du sau ma dugc dua ra nhim d& minh hoa sang ché va khong

nhim dé gi6i han pham vi cia sdng ché.
4. Dugc pham

Séang ché d& xuét cac ché phdm 6n dinh chra khang thé trung hoa CD27, ma
t6t hon 14 mudi dém phosphat trong nudc hodc dung dich mubi duge tron, cling nhur
céc dung dich va ché phidm duoc bao quan, cling nhu céc ché phim dugc bao quan
diing cho nhidu muc dich thich hop @& sir dung trong nganh dugc hogc tha y, bao
gdm it nhit mot khang thé trung hdoa CD27 trong duoc phdm. Cac chit din thich hop
va ché phdm ciia ching, bao gdm céc protein ciia ngudi khéc, vi dy, albumin huyét
thanh nguo1i, duge mo ta, vi duy, trong, vi dy, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 21st Edition, Troy, D.B. ed., Lipincott Williams and Wilkins,
Philadelphia, PA 2006, Part 5.

D& tao ra dugc phim thich hop dé dung hitu hiéu, cic ché phdm nay s& chira
luong hiru hiéu ctia cac hop chit duge mé ta trén diy cling véi lugng thich hop ciia
chit d4n mang. Cac phuong phap dugc 1y bd sung c6 thé duge sir dung @ kiém soét
khoang thdi gian hoat dong. Cac ché phim giai phéng c6 kiém soét c6 thé thu dugce
bing cach st dung cic polyme d& tao phirc hop hoic hdp thu cac hop chit. Mot
phuong phap c6 thd khac @& kiém soat khoang thdi gian hoat dong bing céc ché

phim giai phong c6 kiém sodt 1a d& két hop cac hop chét theo sang ché vao trong céc
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hat bao gdm céc vat liéu polyme nhu polyeste, axit polyamino, hydrogel, poly(axit
lactic) hodc etylen vinylaxetat copolyme. Theo c4ch khac, thay vi két hop cac chét
ndy vio cac hat polyme, c6 thé biy cac vit liéu nay trong céc vi nang dugc diéu ché,
vi dy, polyme héa mat phan cach, vi du, lan luot 1a hydroxymetylxenluloza hodc
gelatin-vi nang va poly(metylmetaxylat)-vi nang, hodc trong cic hé phan phéi dugc
chit dang keo, vi du, liposome, vi cdu albumin, vi nhii twong, hat nano, va nang nano
hoic trong thé nhii twong 16n. Céc k§ thuit dugc boc 16 trong Remington trén day
(2006).

5. Str dung khang thé trung hoa CD27

ft nhit mot khang thé trung hoa CD27 trong cac ché phim hodc cac dung dich
dn dinh hoic dugc bao quan dugc mo ta & day, co thé dugc s dung cho bénh nhan
theo sang ché thong qua cac phuwong phép phin phéi khac nhau bao gdm trong tinh
mach (I.V.), trong co (I.M.); dudi da (S.C.); qua da, trong phéi, qua niém mac, béng
cach sir dung ché phdm qua ciy ghép, bom thdm thiu, hop chita, bom siéu nhé, hoic
c4c phuong tién khac da biét dbi voi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vye,

ciing nhu 13 dugc biét 13 trong linh vuc k¥ thuat nay.

Trong mot phuong phép dung khang thé trung hoa CD27, dugc chét dugc dua
vao trong tinh mach tir ng thong dugc lip dit trude d6 duge trang bi tui truyén.
Khéng thé trung hoa CD27 duogc cip trong cic lo ding mét 14n dung tich 20ml, nhu
cac lo dugc cung cép b6i ImmunoGen, Inc. (Cambridge, MA). MBbi lo chira protein
v6i ndng d6 ndm trong khoang tir 0,05 dén 2,0mg/ml trong dung dich dém (pH 6,5 +
0,5) bao gdm cha yéu la kali phosphat monobazo (0,57mg/ml), natri phosphat
monohydrat monobazo (0,20mg/ml), natri phosphat hai bazo (0,555mg/ml), va natri
clorua (8,16mg/ml) trong nudc tinh khiét, USP. Dugc chét dugc loc so bd hai 1an sau
d6 truyén thé tich lidu vao tui truyén bang cch cho di qua bg loc 5-p lién két protein
thdp va cho bénh nhan ding théng qua b loc day chuyén 0,22um trong 8 gid diéu
ché. Sau khi truyén, dong i.v. nén dugc rira bing chit 1ong dé dam bao sy phan phbi

cta liéu dugc chét day du.

N6i chung, néu dung liéu ndi hap ctia khang thé, dugc mong muon 1a cap cho
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ngudi nhan lidu khang thd ma ndm trong khoang tir Ing/kg-100ng/kg, 100ng/kg-
500ng/kg, 500ng/kg-1 ug/kg, 1 ug/kg-100 ug/kg, 100 ug/kg-500 ug/kg, 500 ug/kg-1
mg/kg, 1 mg/kg-50 mg/kg, 50mg/kg-100mg/kg, 100mg/kg-500mg/kg (trong lwgng
co thé ngudi nhan), mic di liéu thép hon hoic cao hon c6 thé duge ding. Lidu thép
nhu 13 1,0mg/kg c6 thé duge mong doi dé thé hién mot sé tinh hiéu qua. Tét hon 13,
khoang 5mg/kg 14 liéu chdp nhin duogc, mic du lidu nang 1én dén khoang 50mg/kg
ciing dugc wu tién dic biét 1a d&é su dung didu tri bénh. Theo mot cach khac, viéc
dung luong dic hi€u ctua khang thé c6 thé dugc dua ra ma khong dua trén trong
lwong ctia bénh nhan nhu lwgng nim trong khoang tir lug — 100ug, Img — 100 mg,
hodc 1gm — 100gm. Vi du, viéc dung dic hi€u theo vi tri c6 thé vao ngdn hodc
khoang ciia co thé nhu trong co, trong phé quan, trong bung, trong khdp, trong sun,
trong khoang, trong khoang bung, trong tidu nfo, trong ndo thét, trong két trang,
trong cd tir cung, trong da day, trong gan, trong co tim, trong xuong, trong xuong
chau, trong ngoai mang tim, trong mang bung, trong mang phéi, trong tuyén tién liét,
trong phdi, trong truc trang, trong than, trong vdng mac, trong cdt séng, trong hoat
dich, trong nguc, trong tir cung, trong bang quang, trong thuong tdn, Am dao, truc

trang, mi¢ng, dudi ludi, trong mili, hodc qua da.

Viée didu tri c6 thé dugc dua ra trong liéu trinh lidu duy nhit, hodc tt hon 1a
liéu trinh da liéu ma trong d6 qu4 trinh diéu tri cin ban c6 thé 13 1-10 lidu riéng biét,
sau d6 1a cac liéu khac dugc dua ra véi cac khoang thoi gian tiép theo doi hoi dé duy
tri va hodc cing cb dap tng, vi dy, tir 1-4 thang cho lidu thir hai, va néu can thiét,
(c4c) liéu tiép theo sau mot vai thang. Céc vi du vé céc liéu trinh didu trj thich hop
bao gbém: (i) 0, 1 thang va 6 thang, (ii) 0, 7 ngay va 1 thang, (iii) 0 va 1 thang, (iv) 0
va 6 thang, hoic cic liéu trinh khac di dé gay ra cac dap tmg mong doi dé 1am giam

cac triéu ching ctia bénh, hodc lam giam mirc do trAm trong cta bénh.
6. Céc vat dung san xuit bao gdm khéng thé trung hdoa CD27

Séng ché bao gdm vat dung san xuét chira cac vat liéu hitu dung dé diéu tri
cac r6i loan dugc mo ta trén ddy bao gdm khéang thé trung hoa CD27, d6 chia va
nhén dén hosc bao géi di kém hoic lién quan dén dd chira. V4t dung san xuét nay tdt

hon 14 chira it nhit mét lo bao gdm dung dich ciia it nhit mot khéng thé trung hoa
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CD27 véi cac chit dém va/hodc chit bio quan dugc ké, tily y trong chét pha lodng
trong nudc, trong d6 vt liéu bao géi nay bao gdm nhin dan ma chi ra ring dung
dich nhu vay c6 thé dugc giit trong mot khoang thdi gian. Sang ché c6 thé bao gdbm
vat dung san xuét, bao gém vat li€u bao goi, lo tha nhét bao gém khéng thé trung
hoa CD27 dugc dong khd, va lo thir hai bao gdm chét pha lodng trong nudc ciia chit
dém va/hoic chét bio quan dugc ké, trong d6 vat liéu bao goi nay bao gdbm nhin dén
ma chi din cho béc si hoic bénh nhén céach thirc hoan nguyén khang thé trung hoa

CD27 trong chit pha lodng trong nudc dé tao ra dung dich.

Céc dd chira thich hop bao gém, vi du, chai, lo, 6ng tiém, v.v.. D) chira c6 thé
dugc tao ra tir cac vat 1li€u khac nhau nhu thiy tinh hodc nhya. Binh chira nay c6 thé
c6 cbng vao vo tring (vi du, d6 chira c6 thé 13 tii dung dich dung trong tinh mé;ch

hoic 1o ¢6 nép, tity ¥, c6 kha ning dugc d4m xuyén qua bing mili kim tiém dudi da).

ft nht mot chét hoat tinh trong ché pham 14 khang thé trung hoa CD27. Nhin
dan hoic bao gbi di kém chi ra ring ché phim nay dugc sir dung dé diéu tri theo chi
dan luya chon, nhu SLE. Bao goéi di kém & ddy c6 thé chi ra ring khéng thé hogic ché
phim duoc sir dung d& diéu trj tinh trang bénh ma khéng dap tmg, hoic dap tmg yéu,
dé diéu tri v6i tiéu chudn chim séc nhu néu & day cho céac bénh va chin doan cu thé.
Theo céc phuong 4n khéc, bao géi nay c6 thé chi ra ring khang thé, khang thé-lién
hop hoic ché phdm ciing c6 thé dugc sir dung dé didu tri bénh dugc mb ta bing nhu

ciu diéu bién dap tmg mién dich ctia cic qua trinh t€ bao lién quan dén CD27.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& cip dén kit dé phat hién CD27 trong
mAu sinh hoc. Kit ndy bao gdm dd chira chita mot hodic nhidu khang thé ma lién két
epitop ctia CD27 va cic chi din dé sir dung khang thé nhim muc dich lién két véi
CD27 d& tao ra phirc hop mién dich va phét hién sy tao ra ctia phirc hop mién dich
sao cho sy khong c6 mit hoic c6 mit ctia phitc hgp mién dich tuong quan véi su c6
mit hoiic khong c¢6 mit CD27 trong mau. Céac vi du vé dd chira bao gém cac dia

nhiéu 15 ma cho phép phét hién CD27 ddng thdi trong nhiéu mau.

Trong khi d4 mé ta sang ché bing cic thuit ngit néi chung, cic phuong 4n

theo sang che con dugce boc 10 trong cac vi du sau.
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Vi du thye hién sing ché
Vi du 1: chit phan tmg CD27 va phwong phap

Dé tao ra va thir nghiém céc khang thé don dong lién két voi CD27, cac cu
tric protein dugc tao ra ma thé hién d6 dai diy du cua CD70 ciia ngudi va CD27 ciia

ngudi va mién ngoai bio (ECD) ctia CD27 clia ngudi.

CD27 ctia ngudi (SEQ ID NO: 149) 1a protein xuyén mang typ 1 bao gdm
mién peptit tin hidu (cac gbc tir 1 dén 20), mién ngoai bao (ECD, cac gbc tir 21 dén
191), mién xuyén mang (TM, cac gbc tir 191 dén 212) va mién ndi bao (ICD, cac
gbe tir 213 dén 260). CD70 ciia ngudi (SEQ ID NO: 2) 14 polypeptit xuyén mang typ
2 gdm 193 axit amin theo d6 dai bao gdm, tir ddu N, mién noi bao (intracellular
domain-ICD, cac gbc tir 1 &n 17), mién xuyén mang (transmembrane-TM, cac gbc
tir 18 dén 38) va mién ngoai bao (extracellular domain-ECD, céc géc tir 39 dén 193).
Trinh ty ma héa CD70 hoan chinh duoc biéu hién dong vo tinh trén bé mit cta cac
té bao HEK 293.

Pdi v6i cac thir nghiém lién két truc tiép duwa trén Proteon va mAb ELISA,
cac axit amin 1-121 cia ECD CD27 duoc bidu hién tam thoi trong cac té bao
HEK?293 vdi peptit nhdn His6 dau C va duogc tinh sach béng sic ky ion kim loai. Péi
véi viée sang loc thuc khuén thé va cac thir nghiém ELISA, cé4c axit amin 1-173 cta
ECD véi nhin His6 d¢iu C dugc biéu hién HEK va tinh sach bing sic ky ion kim loai
sau d6 1a bang sic ky loai trir kich c¢& trén Superdex 75. Ca hai protein CD27 nay
duoc biotinyl hoa bﬁng cach str dung céc géc amin tao dich héa hoc NHS-este trén
protein. P61 véi viee két tinh hoa, cac axit amin 1-101 véi nhin His6 ddu C duge
biéu hién trong hé baculovirut va dugc tinh sach béng sdc ky ion kim loai cua
Proteose, Inc. Ddi véi viee gy mién dich cho chudt, protein CD27-Fc dugc mua ctia
R&D systems. Pbi véi mot sb nghién cttu, trinh ty ma héa CD27 hoan chinh dugc

biéu hién dong v6 tinh trén bé mit cia cac té bao HEK 293.

Cac dong vd tinh cADN cua CD27 cua nguoi va CD70 cla nguoi duge mua
ctia Open Biosystems. Cac k§ thuét sinh hoc phan tir tiéu chuin duoc sir dung d tao

ra cac cAu truc biéu hién. Tém lai, khung doc m& cia cac gen CD27 va CD70 dugc

-37-



27181

khuéch dai bang PCR va tach dong vé tinh trong vecto bidu hién ctia dong vat c6 vi
thong qua su phan cit va gin endonucleaza giéi han, hoic thong qua tach dong vo
tinh doc lap ligaza (ligase independent cloning-LIC). Gen CD27 va CD70 c6 d¢ dai
dﬁy du dugc tach dong vo tinh trong vecto biéu hién va duoc biéu hién dong vo tinh
trén bé mit clia cic t& bao ciia dong vat c6 vi. Mién ngoai bao ctia CD27 dugc tich
dong vo tinh trong vecto biéu hién ciia dong vat c6 va va dugc bidu hién tam thoi

trong céc té bao HEK293 véi dudi sau his.
Vidu 2: Tao ra khang thé trung hoa CD27

Céc khang thé khang CD27 clia ngudi & chudt dugce tao ra bing phuong phap
lai ctia Kohler va Milstein (1975). Mudi con chudt 12-14 tudn tudi C3H/HeJ thu
duge tir Charles River Laboratories. Gay mién dich c4c con chudt nay duéi da (SQ)
& gbc dudi (BOT) véi 50 microgm Hu CD27 Fc (R&D Systems) két hop véi
0,33x10° don vi mdi interferon-alpha va -beta ctia chudt (Biosource) v&i thé tich cubi
cung 1a 100 microL trong ngay 1. Trong ngay 2 va 3, cac con chudt nay dugc tiém
SQ BOT v6i céc interferon (lidu gidng nhu trong ngay 1). Cic con chudt nay dugc
ding lidu cao véi 50 microgm Hu CD27-Fc két hop v6i 50 microgm chét chi van
Mab khing CDA40 cua chudt (R&D Systems, MAB440) dugc cho SQ BOT trong
PBS trong ngay 14; bon ngay trude khi thu gom 14 lach d& dung hop.

Pé danh giad d6 chuin, tién hanh pha bit EIA. Tém lai, cac dia (Nunc-
Maxisorp) dugc phu bang 0,1 microgram khang ms Fc ctia dé (Jackson Immunotech)
trong chit dém bicarbonat qua dém & nhiét d6 4°C. Sau budc phong bé va rira, bd
sung c4c phan pha lodng ctia huyét thanh va 1 cc dia ndy trong 30 phit & nhiét do
trong phong. Sau budc rira, i cic dia nay trong 30 phat & nhiét d§ trong phong véi
0,25 microgm/mL Hu CD27-ECD duoc biotinyl hoa trong chit dém phong bé va do
bing Streptavidin dwoc dan nhin HRP (Jackson Immunotech) pha lodng theo ti 1€
1:40.000 trong BSA/PBS 0,4% trong 30 phut & nhiét d§ trong phong. Rira céc dia
ndy nhu dwoc md ta trén day; sau d6 bd sung dung dich co chit OPD (cic bang
nhanh Sigma), U trong 10 phit & nhiét d§ trong phong, viéc hién co chit mau dugc

dimg bing cach bd sung axit sulfuric 4N & 25 microL/15, va do sy hdp thu & 490nm.
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Ngan hing té bio cta chit dung hop di kém u tiy cia chudt khong tibt
BALB/c, FO mua dugc ctia ATCC (# CRL-1646). M6t lo déng bing chira cac té bao
FO dugc lam tan bing va tai tao huyén phu trong DMEM bing méi trudng
Glutamax™ (dugc bién ddi) (Invitrogen) dugc bd sung bing FBS (10% (thé tich/thé
tich) Hyclone). Lam gisin n céc té bao, bao quan lanh va gin nhu vo trung va khong
¢6 vi khudn mycoplasma bing Thu vién Charles River (Charles River Laboratories).
Dong té bao C1833A (Centocor) ciing dwoc sir dung trong qué trinh dung hop nay.
Dong té bao nay thu dwoc ndi tuyén bing cach 1am giam su biéu hién cua gen CHOP
trong dong té bao FO vi vay n6 doi hdi sy sinh trudng trong sy chon loc vai
genetixin, X Iy c4c t& bao nhu 13 FO néu trén ngoai trir viéc sinh trudng trong
DMEM véi méi trudmg Glutamax™ (duge bién dbi) duge bd sung véi FBS 10% (thé
tich/thé tich) (Hyclone) va 500ug/mL génetixin (Gibco). Ca dong té bao FO va
C1833A dugc dua vao ddng bd héa té bao trudc khi dung hop. Tém lai, ciy 1,5-2
x108 té bao vao 180mL DMEM véi méi truong Glutamax™ (dugc bién ddi) duoc
b sung véi FBS 0,25% (thé tich/thé tich) (Hyclone) va i & nhiét d 37°C trong 13
gio. B sung 20mL FBS bd sung d6i véi ndng d6 cudi cing FBS 13 10% va & thém
trong 13 gi® & nhiét @ 37°C trudce khi sir dung. Cac té bao C1833A 14 4n dinh trong
diéu kién chon loc genetixin xuyén sudt qua trinh ddng b héa té bao. Rira céc té bao
u tity trong PBS, &&m, va x4c dinh kha ning séng duoc (>78%) thong qua phin mém
Guava Viacount trudc khi dung hop.

Trong ngay dung hop, 1am chét cac dong vat bing cach 1am ngat bing CO».
Loai bé 14 lach theo c4ch v6 tring va nhung trong 10mL mudi dugc dém phosphat
lanh (phosphat-buffered saline-PBS) chita c4c khang sinh (PSA) (Sigma).

- Pidu ché huyén phi t& bao 14 lach don va dwa vao phén tich RBC bing cach
st dung chit dém phan tich RBC (Sigma). Dén nhén céc t& bao duoc rira dé phan
loai tir tinh theo mdi chi din cua nha san xuit, bang cach st dung céc hat tir tinh
khang Thyl.2 cta chudt, khang CD11b cua chudt/nguoi va khang IgM cia chudt
(Miltenyi Biotec # 14n luot 13 130-049-101, 130-149-601 va 130-047-301) va sau d6
phan loai bing cch sir dung dung cu AutoMacs Pro bing cach chay chuong trinh

1am tan méu. Gom ca phan doan t& bao khéng dwoc dan nhin (t€ bao nguyén tuong

-30-



27181

bao B dugc 1am giau) va phan doan t& bao dugc dan nhin, sau d6 dém théng qua
Guava PCA. Loai bod cac té bao dugc dén nhin dwong. Chia d6i cac t& bao khong
dugc dan nhin dé dung hop véi chit dung hop di kém FO va C1833A. Tién hanh
dung hop véi ti 18 1:1 ctia cac té bao u tly ciia chudt véi cac té bao 14 lach sdng duoc
theo phuong phéap cta De St. Groth (J Immunological Methods. 35:1-21. 1980). Tém
lai, tron céc té bao 14 lach va u tiy voi nhau, tao vién va rira mot 1an trong 50mL
PBS. Ti tao huyén phii cic vién ndy bing 1mL dung dich polyetylen glycol (PEG)
(2g PEG trong lugng phan tir 4000, 2mLDMEM, va 0,4mL DMSO) & nhiét d6 37°C
trong 30 gidy. Sau d6, nhiing hén hop t€ bao/dung hop trong bé nudce 37°C trong
khoang 60 gidy c6 khudy nhe. Dimg phan tmg dung hop bing cach bd sung tir tir
DMEM 37°C trong 1 phiit. Cho phép céc t& bao da dugc dung hop nghi hoic 5 phit
& nhiét do trong phong va sau d6 ly tim & 150 x g trong 5 phut. Sau d9, tai tao huyén
phu céc t& bao trong mdi truong HAT [DMEM véi Glutamax™ (duoc bién dbi),
dugc bd sung véi FBS 20%, Origen 5%, 25 microg/mL gentamixin (Sigma) va HAT
(100 microM hypoxantin, 0,4 microM aminopterin, va 16 microM tymidin (Sigma),
va cly trong cc dia nubi cdy mé polystyren day bing c6 96 15 (Corning # 3997)
hodc méi truong metylxenluloza (StemCell Technologies, MediumD cat# 03804)
chira ~2,25pg/mL CD27 cia ngudi AF488 (Janssen Research & Development,
LLC). U c4c dia nay trong thiét bi & dugc tao dm 37°C v&i CO, 7% trong 7-10 ngay.
Céc khudn lac don duoc chon tir céc dia metylxenluloza dé sang loc bing cach st

dung ClonepixFL hoic dudi kinh hién vi 4nh séng mau tring.
Vi du 3: Hoat tinh sinh hoc ctia Mab tai td hop

Kha ning cta cac mién lién két tir cac khang thé chudt dé lién két voi CD27
va dé phong bé mot s6 hoat tinh sinh hoc cua CD27 dugc phén tich béng cach str

dung céc thir nghiém in vitro khac nhau nhu dugc mé ta dudi day.

Str dung pha rin EIA dé sang loc phin dich ndi t& bao lai d6i véi céc khang
thé c6 kha ning lién két voi CD27 clia ngudi. Phui céc dia (Nunc-Maxisorp #446612)
qua dém v6i 4pg/mL Fab cua dé khang huFc (Fab goat anti-huFc) (Jackson #109-
006-098) trong chit dém Bicarbonat O/N & 4°C. Khong rira, phong bé cac 15 bing
200 microL albumin huyét thanh cua bo (bovine serum albumin-BSA) 0,4% (trong
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lugng/thé tich) trong PBS trong 1 gi& & nhiét d trong phong. Sau khi rira bing mudi
0,15M chita Tween 0,02% (trong lugng/thé tich), bd sung 20, 50 microl huCD27-Fc
trong BSA/PBS 0,4% vao céc dia trong 1 gio ¢ nhiét d6 trong phong. Sau khi rira lai,
1 50 microl phan dich ndi t& bao lai khong dugc hoa tan trén cic dia dugc phi trong
30 phut & nhiét d6 trong phong. Rira cdc dia ndy ba 14n va sau d6 U bing 50 microL
khéng thé ctia dé khang Fc ctia chudt HRP (goat anti-murine Fc HRP) (Jackson #
115-036-071) dugc pha lodng theo ti 1€ 1:10.000 trong 30 phut ¢ nhiét d6 trong
phong. Rira lai c4c dia ndy va hién mau nhu dugc mé ta & trén dé danh gia d6 chuin.
Dé danh gia kha ning lién két tvong ddi cua thir nghiém twong tw Mab t& bao lai
duoc tién hanh bing cach sir dung cic dia Maxisorp c6 384 15 (NUNC 464718) v6i
phén dich néi té bao lai dugc pha loing theo bac (chudn héa dén ndng d6 bt dau 1a 5

microg/mL. Thit nghiém nay nhan dién 386 té bao lai duong tinh.

Sang loc tit ca 386 t& bao lai dic hiéu CD27 vé kha ning tc ché lién két cua
huCD27 vé&i huCD70 bang céch st dung céc thir nghiém lién két sinh hoa véi céc t
bao IM-9, dong t& bao B-lymphoblastoit duoc phat hién bidu hién néi sinh CD70 cia
ngudi. Phi céc dia Maxisorp (VWR # 62409-314) bing CD27/Fc tai t5 hop cua
ngudi (R&D Systems, Cat# 382-CD) ¢ 250 nanogram (ng)/mL va i qua dém & nhiét
do6 4°C. Ngay tiép theo, phong bé cic dia bing chit dém phong bé (Pierce,
Cat#37543) va sau d6 rira bang chit dém rira I, ma chtra PBS khong c6 Ca++ hoic
Mg++, Tween-20 0,01%. Dbi ching (MAB chu6t véi hCD27, R&D Systems, Cat#
MAB382; d6i chimg isotyp IgG1 ciia chudt, R&D Systems, Cat# MAB002; dbi
chimg isotyp IgG2a cia chudt, R&D Systems, Cat# MAB003) duoc bao gém trén
mdi dia. Trén 50ul/16 mAu té bao lai hodic dbi chimg véi 50pL/15 t& bao IM-9 duoc
thu gom, dong té bao B-lymphoblastoit ciia ngudi (ATCC, CCL-159) va u trong 1
gir & nhiét d6 trong phong ma khong lic. Két thic viéc 0, rira cic dia bing chit dém
rira II, d& loai bo tt ca cac té bao khong duoc lién két, va sau d6 ly giai véi 50uL/15
chat phan tmg Cell Titer Glo (Promega, Cat# G7571). Sau 10 phit 1 va lic, doc cac
dia trén Envision (PerkinElmer, 2102 Multilabel reader). Tin hi€u phéat quang duoc
tao ra ty 1& v&i luong ATP c¢6 mit va tryc tiép tvong quan véi s lugng cac té bao

sdng c6 mit trong 15 duoc bt bing cach lién két véi CD27. Duya trén cac két qua clia
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thr nghi€m lién két sinh hoa, khoang 50% cac dong vo tinh dic hi€u CD27 duoc lam

trung hoa.

Dé loai bd luong dur trong s cac dbng v0 tinh trung hoa, tién hanh céc thir
nghiém lién két canh tranh dé gom céc khang thé vao c4c nhém canh tranh. Trong
thir nghiém nay, danh gia riéng r& phan dich ndi té bao lai 1am chit phan tmg bt va
chit phan tmg do tim véi m3i té bao lai duong tinh trong bang. Céc khang thé tao ra
céc chét phan tmg bét/dd tim hitu hiéu véi nhau c6 thé nhan biét cac epitop duoc
tach ra timg phén trén protein CD27, do d6 cho phép ca hai khang thé lién két voi
protein dich déng thoi. Cac nhéom dong v tinh thé hién cac kiéu hoat tinh tuong tu
qua toan bd bang c6 thé lién két v6i cac epitop tuong tw. Do d6, viée chon cac dong
vo tinh tir cdc nhém khéc nhau tao ra cac khang thé nhén biét cic epitop khac nhau.
Tém lai, phi céc dia Nunc Maxisorp 384 16 (464718) bing khang thé cua dé khang
Fc ctia chudt (JIR115-005-071) trong chit dém phu qua dém & nhiét d6 4°C. Sau do,
phong bé c4c dia bing BSA 0,4% trong PBS trong 30 phut & nhiét d6 trong phong. &
budc ndy va tit ca cac budc tiép theo, rira céc dia bing PBS, Tween-20 0,02%. MGi
16 cia mot hang (mdt hang cho mdi phan dich ndi) nhan 20ul phin dich ndi (st
dung phéan dich nbi nguyén chét d& sang loc ban diu nhung dé sang loc lai cac dong
v6 tinh phy, chudn hoéa cac dong v6 tinh mirc cao d&n 2ug/ml mAb) cling véi cac dbi
chimg (khang thé cta chudt khang huCD27, R&D Systems, Cat# MAB382; dbi
chimg isotyp cta chudt Cat#555439, Becton-Dickenson) sau d6 u trong 30 phuat &
nhi€t 46 trong phong. Sau khi rira, 25uL. nhdn Hu CD27-ECD-His khong duoc dan
nhin duoc diéu ché trong PBS cong 10% huyét thanh cda chudt (Bioreclamation
mouse serum CD-1 lot#MSEBREC.18565) & 0,3 (hoic 0,8 dbi voi ndng do duoc
chuén héa) microg/ml duoc bd sung vao tat ca cac 15, sau do 1a 30 phut U & nhiét 4
trong phong sau d6 rira. BS sung timg phin dich nbi xubng cot don va u trong 30
phit & nhiét d¢ trong phong véi 25ul hdn hop duge didu ché nhu sau: (cic phin
dich néi trudc 1 voi khang thé cta dé khang Fc ciia chudt HRP (goat anti mouse Fc
HRP) (Jackson 115-036-008), bang cach tron 150uL véi ti 16 1:1000 khang thé cia
dé khang Fc ctia chuot HRP v6i timg 1000ul phin dich ndi (48 sang loc co ban)
hodc 90uL véi ti 1& 1:2000 cho m&i 600uL phin dich ndi dugc diéu chinh dén
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2ug/mL: (d& sang loc lai cic dong vé tinh phuy). Sau 30 phut 0 & nhiét do trong
phong, bd sung 200 microL huyét thanh chudt binh thuong 100% cho mdi mL va 1
thém 30 phut & nhi€t d§ trong phong. Rira cac dia sau d6 1 trong 15 phat ¢ nhi€t 4
trong phong véi 100uL/15 dung dich co chét xitrat-phosphat (axit xitric 0,1M va natri
phosphat 0,2 M, H20; 0,01%, va 1mg/ml OPD). Dimg hién mau co chét biang cach
b6 sung 25ulL axit sulfuric 4N va do sy hip thu & 490nm béng cach st dung bd doc
dia tw dong. Thir nghiém gom (binning assay) nay nhan dién ba nhém ma nhan biét
céc vi tri lién két khong chdng nhau trén khéng nguyén huCD27. Gia ting cac khéng
thé dugc chon tir tAt ca ba nhém dé san sinh, tinh sach khéang thé va con thir nghiém

trong cac thir nghiém chic ning.

Ut ché tao tin hiéu té bao

Sy lién két ctia CD70 v6i CD27 cam {mg viéc tao tin hiéu ma dan dén su hoat
héa sau d6 ctia nhan t5 phién ma, NF-kP. Thir nghiém gen théng bio NF-kB dugc
thiét 1ap d& mo6 ta thém vé khang thé. Thir nghiém nay duoc tién hanh theo hai hinh
thitc: (1) & danh gi4 chat ddi khang khéng thé bing sy trung hoa cta viéc hoat héa
CD27 dugc cam tmg béi CD70 va (2) dé danh gia chit chil van khang thé bing sy
hoat héa cta viéc tao tin hi¢u CD27 khi khong gén CD70. Chuyén nhim céc té bao
HEK-293F véi tdng cbng 36ng ADN chira ca CD27 cla ngudi va chu tric
luxiferaza, duéi sy kiém soét ciia gen thiic ddy NF-kp. Thé chuyén nhiém HEK-293F
dugc dua vao dia véi 5x10* té bao cho mdi 16 trong 40ul mdi trudng Freestyle
(Gibco) trong cac dia 96 15. Bb sung cic phin pha lodng ciia mAb cua té bao lai
trung hoa CD27 vao dia thir nghiém trong méi trudng Freestyle (Gibco) v6i ndng o
cudi 14 50ug/mL véi ti 18 pha lodng 1:3 va U cac dia & nhiét d6 37°C (95% 02/5%
CO) trong mot gid. P& thir nghiém kha ning ctia mAb cua céc té bao lai dé trung
hoa viéc tao tin hiéu CD70:CD27, bd sung cac té bao episom HEK-293E CD70 di
duge birc xa (4000 rad) & 20% sb luong céc té bao chuyén nhiém CD27 vao dia thir
nghiém. Dé thur nghi€ém hoat tinh chéit chu vén ciia mAb cua cac té bao lai, bd qua
viéc bd sung cac t& bao episom CD70. U cac dia thir nghiém qua dém & nhiét do
37°C (95% 0,/5% CO2) va hién mau bing cach st dung hé thir nghiém Steady-Glo®

Luxiferaza (Promega) theo chi din ctia nha san xu4t. Bén mAb ciia té bao lai trung
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hoa CD27, C2177, C2186, C2191, va C2192, ma viéc tao tin hiéu CD27 qua trung
gian CD70 dugc phong bé phu thudc liéu ma khong gy ra sy hoat hoa chi van phu
thudc vao lidu dang ké cua thu thé CD27 khi khoéng c6 CD70 kich thich dugc chon
d& mo ta thém. Céc ICso dé phong bé t& bao IM-9 lién két véi CD27 va tao tin hiéu
qua trung gian CD70 trong thir nghiém gen thong bdo NF-kB duoc tém tit dbi voi
bdn khéng thé nay trong Bang 1. Hoat tinh chii vin trong thir nghiém gen thong bao
NF-kB dugc thé hién 1a ting ghp nhiéu 14n trong viéc tao tin hiéu CD27 so v&i khéng
thé dbi chimg isotyp khéng tuong tmg (IgG1 cua chudt véi protein EMP ciia chudt
nhét) khi khong c¢6 CD70 kich thich & ndng d6 thir nghiém 16n nhét ciia khang thé.
Ai luc d6i véi CD27

Do Kp clia cac khéng thé C2177, C2186, C2191, va C2192 dbi véi CD27 hoa
tan dugc monome & nhiét o 25°C béng Biacore va dugc thong bao trong Bang 1.
Tién hanh cac thwr nghiém trén thiét bi cong hudng plasmon bé mit (SPR)
BIACORE 3000 (BIAcore, Inc.). Diéu ché cic miu trong mudi dém phosphat
Dulbecco c¢6 @ pH = 7,4 chita chit hoat tinh bé mit 0,005% (polysorbat 20). Khang
thé dic hiéu cua dé khéng Fc cua chudt (Jackson Immunoresearch laboratories Prod
# 115-005-071) dugc lién két ddng héa tri v6i cac bé mit vang dwgc phu
carboxymetyl dextran (CM-5 Chip, Biacore). Trudc khi ¢ dinh, xir 1y so bd mach
v61 50mM NaOH, 100mM HCI va natri dodexyl sulfat 0,1% c6 tiém nudc dugc khir
ion héa & gifta cac xir Iy so bd. Pha lodng céc khang thé v6i 10mM chat dém natri
axetat c6 d6 pH = 4,5 va dugc két hop v6i bé mit dextran dugc carboxymetyl hoa
clia mach sir dung cac chi din cta nha san xuit vé hoa hoc két hop amin. Khir hoat
tinh cdc nhom phéan Gng con lai trén bé mit ndy bang cach sir dung etanolamin-HCL.
Bét mAb trén bé mit cim bién thong qua mién Fe. Su két hop ECD CD27 ciia ngudi
dugc tiém & cac ndng do ting dan (0,6-150nM, loat phin pha loing gip 4 14n) duoc
gidm st trong ba phit va sy phan ly trong mudi phut. T6i wu héa sy tai tao clia cac
bé mit bt véi duong co s& bing cach st dung xung 3 gidy ciia 100mM axit
phosphoric. Xir Iy dit liéu bing cach sir dung phdn mém Scrubber, phién ban 1.1g
(BioLogic Software). Sy loai trir tham chiéu kép dit liéu duoc tién hanh dé diéu

chinh sy déng goép clia chit d&ém vao tin hiéu va nhifu thiét bj. Tién hanh phan tich
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dong hoc cua dit liéu dugc xir ly bing cach sir dung phdn mém Biaevaluation 4.0.1
(GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). Profin lién két dwoc mo ta bing

mo hinh lién két 1:1 chi ra lién két héa tri mot cia CD27.

Béang 1
IM-9

Biacore  lién két! gen thong bao NF-kB

Chét chu
Kb ICso ICs0? van?

mAb  isotyp  nM ug/ml ugml & 50ug/ml
C2177 | mlgGl 3,07 0,063 0,040 1,850
C2186 | mlgGl 2,55 0,059 0,105 2,547
C2191 | mlIgGl 2,62 0,059 0,080 3,053
C2192 | mIgG2a | 0,21 0,054 0,232 5,394

1ICso d6i voi su trc ché mAb ciia céc t& bao IM-9 lién két véi CD27 ¢ dinh
2 ICso dbi véi su tic ché mAb trong thir nghiém gen thong béo

3 Hoat tinh chi vin cia mAb & 50ug/ml khi khdng ¢6 mit CD70, duge do 1a ting
gip nhiéu 14n trong tin hiéu gen théng bio so v&i cac khang thé dbi chimg isotyp.

Uc ché su ting sinh t€ bao

Sy ting sinh ciia cac t€ bao T dugc hoat héa gin t6i wu trong canh trudng véi
céc khang thé khang CD3 cong khang CD28 duoc ting cudng bing cach gén CD70
ctia CD27 dugc bidu hién trén céc t& bao T. Panh gia bén té bao trung hoa cia chudt
vé kha niing trc ché s ting sinh cta té bao T cua ching khi c6 mit ctia CD70 va cam
tmg su ting sinh khi khéng c¢6 mit CD70. Cac té bao T CD4+ dong lanh dugc mua
ctia AllCells, LLC. Lam tan bing céc t& bio niy va dit vao méi trudong IMDM chira
FBS 10%, l-glutamin 1%, va Penixilin-Streptomyxin 1%. Trudc khi dit cac té bao
vao dia, phil khang thé khang CD3 (OKT3) lén trén dfa day hinh chit U & lug/mL
trong PBS qua dém & 4°C. Pém c4c té bao, didu chinh ndng d6 1x10° té bao/mL, va
duoc dit vao dia & 1x10° té bao/16. B sung khang thé khang CD28 hoa tan dugc

1am tin hiéu hoat héa thtt cip & lug/mL cho mdi 15. Chuyén nhiém céc té bao HEK
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da duge birc xa (6000 rad) véi CD70 cia ngudi hodic bd sung vecto riéng r& (md
phong) vao céc 16 thich hop & mirc 2x10* t& bao/16 (20%). Céc té bao duoc kich
thich trong 3 ngy, bd sung 0,9 uCi tymidin [metyl-3H] vao tit ca cac 16 miu va &
céc té bao trong 18-24 gid. Trong ngay kich thich thi tu, thu gom céc t bao 1én trén
dia loc b?mg cach sir dung thiét bi thu gom PE Filtermate. Pé kho dia va bd sung
30ul. MicroScintTM-20 vao tit ca c4c 16 mAu. Poc dia trén PE TopCount NXT, va
thu dir liéu 1am CPM. Khéng thé C2177 thé hién sy trc ché phu thudc liéu cia su
tang sinh té bao T qua trung gian 14 CD70 va hoat tinh chil van ndi tai rat yéu khi
khong c6 mit CD70 (Fig.1). Quan sat cac két qua tuong tw dbi v6i cac khang thé
C2186, C2191 va C2192. ICso va % t6i da su trc ché dbi vai céc khang thé nay dwoc
thong béo trong Bang 2. Khong c6 khang thé nao thé hién su kich thich ting sinh
thich hop khi khong c6 gén CD?70, chi ra sy thiéu hoat tinh chi v4n néi tai.

Ngoai ra, cac khang thé C2177, C2186, C2191 va C2192 thé hién sy tc ché
phu thudc liéu sy ting sinh ctia t& bao T qua trung gian CD70 nhu dugc do trong thir
nghiém CSFE ma khong c6 tdc dong Ién su tdng sinh khi khong c¢6 CD70 kich thich.
Mua céc té bao T CD3+ dong bing cia AllCells, LLC. Lam tan bing cac t& bao va
ddt vao méi truong IMDM chita FBS 10%, L-glutamin 1%, va Penixilin-
Streptomyxin 1%. Dan nhin trudc cc t& bao véi 2,5mM CFSE (Invitrogen), nglmg
phan tmg bing FBS va rira bang méi truong T té bao. CFSE 13 thudc nhuém ma
khuéch tan thu dong vio cic t& bao va phat huynh quang cao khi lién két véi cac
amin ndi bao. Khi phéan chia t& bao, mdi té bao con s& chira mot nira nhin CFSE cia
té bao gdc, do d6 sy ting sinh té bio c6 thé dugc gidm sat bing sb lugng vét cac té
bao véi mat d6 CFSE khac nhau. Diéu chinh cac t& bao dén néng do 1 x 106 té
bao/mL, va @it vao dia & muc 1x10° t€ bao/13. Trude khi dat cac té bao vao dia, phu
khang thé khang CD3 (OKT3) 1én trén dia day hinh chit U & 0,5ug/mL trong PBS
qua dém & nhiét d6 4°C. Bb sung khang thé khang CD28 hoa tan duge 1am tin higu
hoat héa thir cip & 0,1ug/mL cho mdi 15. Chuyén nhidm céc té biao HEK di duoc
buec xa (6000 rad) v6i CD70 clia ngudi hoic bb sung vecto riéng ré (mb phong) vio
céc 16 thich hop & 2x10* t& bao/I5 (20%). Kich thich cac té bao trong 4 ngay va phan
tich bing phép phan tich FACS dé dém céc té bao duoc phan chia chira mirc nhan
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CFSE véi cac mat d0 khac nhau.

Ut ché su biét héa nguyén tuong bao (plasma blast)

mADb ciia té bao lai trung hoa CD27 ciing dugc thir nghiém trong thit nghiém
biét héa nguyén twong bao véi cac té bao B so cip ciia ngudi. Nubi ciy cac té bao
lympho B CD19+ ciia ngudi ma dugc chon 4m tinh tir mau ngoai bién cia thé cho
théng thuong (thu duoc tir AllCells) trong 6 ngay khi c6 mit lug/mL khang thé
khang CD40 (dong vd tinh MAB89, Abcam) va 100ng/mL Interleukin 21
(Invitrogen) hodc lug/mL phdi tir CD40 tai t5 hop hoa tan dugc ciia ngudi va
2ug/mL ‘chét ting cudng ding cho céc phéi tir’ (Alexis Biochemicals) va 100ng/ml
Interleukin 21 trong cac dia 96 16 v6i 10° t& bao B cho mdi 15. BS sung té bao lai
trung hoa CD27 hoc cac khang thé ddi chimg isotyp khi c6 mit hoic khong c¢6 mit
2x10* cé4c t& bao HEK 293 bidu hién CD27 d3 duoc birc xa (6000 rad) hodc cac té
bao HEK 293 duoc chuyén nhidm gia. Sir dung mAb cia té bio lai trung hoa CD27
va cac dbi chimg isotyp #n khép & muc 25, 2,5, va 0,25ug/mL. Trong ngiy 6, phéri
tich cac miu t& bao bing dém té bao theo dong chay va cic phan doan nguyén tuong
bao dugc nhan dién 1 phén tan vé phia trudce/cao, IgDminus, CD38bright, CD20low.
Téc dung ciia mAb trung hoa CD27 dugc tinh 1a tan sudt nguyén twong bao trong céc
canh trudng té bao B chita cac t& bao bidu hién CD70 va mAb cia cac té bao lai
duoc chun héa dén tAn suit nguyén tuong bao tuong img véi céc canh trudng té bao
B chira c4c t& bao duoc chuyén nhidm gia. Phén trim trc ché do mAb C2177, C2186,
C2191 hoic C2192 & mirc 2,5ug/mL dugc thé hién trong Bang 2. Hoat tinh chi van
khi khong c6 CD70 kich thich khong dugc quan sat ddi voi mAb bit ky nay.

Bang 2
Su biét hdéa nguyén
su ting sinh ciia t€ bao T - té bao CD4+ tuong bao
% trc ché & ndng 6 cao
ICso nhét (30ug/ml) % trc ché & 2,5ug/ml
MAb ug/ml (Trung binh + SEM) (Trung binh + SEM)
C2177 0,245 75,4+4,1 (n=6, 2 thé cho) 78 £20 (n=4)
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C2186 0,775 65,3+4.4 (n=6, 2 thé cho) 93 +27 (n=4)
C2191 0,3 58,3%6,0 (n=6, 2 th& cho) 1059 (n=4)
C2192 0,445 75,7£5,7 (n=6, 2 thé cho) 7T4£0 (n=2)

Vi du 4: Lap ban d epitop va tao nhém

Pé danh gia cin than hon v& sy gom ban du (binning assay), tién hanh cac
thir nghi€ém canh tranh véi mot s6 mAb trung hoa dugc tinh sach va khang thé trung
hoa CD27, MAB 382 (R&D Systems). Tém lai, phti 5l (10pg/mL) protein thé kham
CD27-Fc (R&D Sysytems, Cat# 382-CD) trén dia MSD HighBind (Meso Scale
Discovery, Gaithersburg, MD) cho mdi 13 trong 2 gid' & nhiét d6 trong phong. Bb
sung chit &&m MSD Blocker A 5% (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) véo
mdi 15 va 1 trong 2 gid & nhiét d6 trong phong. Rira cic dia ba 14n véi chit dém
HEPES 0,1M, ¢ d pH = 7,4, sau d6 1a bd sung hdn hop ciia khang thé CD27 dugc
dan nhan 10nM véi cac ndng dd khac nhau cua khang thé canh tranh (nim trong
khoang tir InM dén 2uM). Déan nhén cic khang thé véi MSD Sulfo-TagTM NHS-
este, mot este cia N-hydroxysucxinimit phan tng v6i amin ma lién két v6i cdc nhom
amin so cAp cua protein d& tao ra lién két amit 8n dinh. Sau 2 gid @ va lic nhe & nhiét
d6 trong phong, rira cac dia 3 14n véi chit dém HEPES 0,1M (pH = 7,4). Pha loéing
chit d&m MSD Read buffer T v6i nuéc cit (gdp 4 14n) va phan phéi theo thé tich
150pL/13. Phén tich cic dia bing cach sir dung thiét bi doc SECTOR Imager 6000
ma do tim mién dich dién héa phat quang qua cic nhin Sulfo-Tag ma phat ra anh
séng khi kich thich dién héa dugc bit diu & bé mit dién cuc cia cic dia siéu nho
MSD.

Cac nghién ciru canh tranh xac dinh ba nhém canh tranh dbi voi cac khang thé
duoc tém tit trong Bang 3, x4c nhén cac thir nghiém gom ban diu. C2179, C2192 va
MAB382 tao thanh mdt nhém; C2177, C2182, C2186 va C2193 1a nhém thtr hai; va
C2191 tao thanh nhém tach biét.

Bang 3.

“Chat canh tranh Khéng thé dugc dan nhin
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C2179 C2177 C2182 C2186 C2191
C2177 - + + + -
C2179 + - - - -
C2182 - +/- T T -
C2186 - + n n -
C2191 - - - - +
C2192 + - + n _
C2193 - +/- + + -
MAB382 + - - - -

Vi du 5: Nhan dién epitop va paratop bang tinh thé hoc tia X

Xac dinh céc epitop va c4c paratop cu thé ciia cic khang thé C2177 va C2191
bang cach ddng két tinh cac Fab tuong tmg cta chung véi manh CD27 ECD (céc gbc
1-101) 1am phtrc hop ba thanh phin va xé4c dinh cu tric bing tinh thé hoc tia X.
Biéu hién phién ban thé kham duoc dén nhin His (mién bién ddi ctia chudt, mién
hing dinh ctia ngudi) Fab ciia C2177 va Fab ctia C2191 trong cac t& bao HEK293 va
tinh sach bing c4ch sir dung 4i lyc va séc ky loai trir kich ¢&. Manh ECD dugc dén
nhan His (cac gbc 1-101) cia CD27 clia ngudi con duge tinh sach bing séc ky trao
d6i anion. Piéu ché phtc hop ba thanh phin CD27:Fab ciia C2177: Fab ctia C2191
bing céch tron CD27 véi lwgng du Fab véi ti 16 mol 1:1,25:1,25. U phirc hop nay
trong 2 gi®r & nhiét d6 4°C, tach ra khoi loai khong dugc tao phitc hop bing cich st
dung séc ky loai trir kich ¢, va tao néng do 13 12mg/ml trong Tris 20mM c6 d6 pH
= 8,5, NaCl 250mM. Tién hanh két tinh phirc hgp bing phwong phap khuéch tan hoi
véi cac giot li€n tuc & nhiét d§ 20°C. Thu dugce cac tinh thé cua phic hop tir PEG
3350 24%, amoni clorua 0,2M, chét dém Tris 0,1M, d6 pH = 8,5. Dé thu thép dit liéu
tia X, ngdm mot tinh thé trong mot vai gidy trong dung dich bao vé lanh chira dung
dich két tinh dugc bd sung véi glyxerol 20%, va lam dong nhanh trong dong nito &
100K. Thu dugc dit liéu nhiéu xa & bd phat tia X Rigaku MicroMaxTM-007HF duoc
trang bi by phan do tim Saturn 944 CCD va h¢ 1am lanh sdu (cryocooling system) X-
stream 2000 (Rigaku) khi xoay tinh thé 240° véi su tiép xtic 2 phtit mdi anh 0,25° va
xtr 1y bang chwong trinh XDS (Kabsch W. 2010. Acta Crystallogr. D66:125-132).
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Céc tinh thé thudc v& nhém khéng gian don ta P21 véi thong sb t& bao don vi: a =
141,1 A,b=53,0A,c=143,4 A, a =90°, B =112,2°, y = 90°.

Céu trac tinh thé cta phirc hop ba thanh phin dugc xac dinh & d6 phan gidi
3,5 A va dugc tinh ché t6i nhan t8 R trong tinh thé hoc 13 26%. Cac Fab ctia C2177
va C2191 lién két voi CD27 & céc epitop khong chdng nhau phin biét timg phin
(Fig.2). Fab ciia C2177 lién két phin d4u N (ngoai cing tir bé mit t& bao) ciia CD27.
Epitop bao pht 700 A2 va bao gém 9 gbc: K5, S6, P8, H11, W13, G16, K17, H36,
R37 (Fig.3). Paratop duoc x4c dinh 1a cic gbc khang thé tiép xuc (trong 4 A) véi
khang nguyén. Paratop C2177 bao gbém 5 gbc tir VL (Y31, Y36, Y53, N57, N96) va
9 gbe tir VH (S31, W33, Y52, D55, D57, Y101, Y102, D104, Y105) (Fig.3). TAt ca 6
CDR nay bao gdm trong viéc nhan biét khang nguyén. H36 va R37 1a céc gbc & giita
clia epitop. Ching chdng 1én Y31 ciia VL va Y102 cia VH; H36 ciing tao ra ciu

mudi véi D104 ctia VH.

Fab cta C2191 lién két véi CD27 & bé mit 'bén' (Fig.2) va bao phi 800 A2
ctia bé mit. Epitop bao gdm 10 gbc: F28, D43, P44, 146, P47, G48, V49, H60, S63,
H66. Paratop C2191 bao gbém 7 gbc tir VL (Y34, F36, Y53, L54, R96, L98, W100)
va 8 gbc tir VH (831, Y32, Y50, N57, Y59, R100, G101, N102) (Fig.4). Sy tuong
tac khang thé-khang nguyén bi chi phdi béi su twong tic ky nude gitta cac gdc 44-49
ctia CD27 va manh ky nudc & cac CDR cua VL.

Vi tri khéc nhau cta epitop C2177 va C2191 goi y vé céc co ché hoat dong
khéc nhau cua cac khang thé nay. C2191 c6 thé canh tranh truc tiép véi ECD cia
CD70 dé cac epitop chdng 1én trén bé mit 'bén' cia CD27. Nguoc lai, khang thé
C2177 khdng canh tranh v6i ciing mét epitop nhung ngin chin sy tiép cin ca cic té
bao mang CD27 va CD70. Viéc quan st ndy duge hd trg vi sy that 1a C2191 ngin
chin sy lién két cua ECD ciia CD70 hoa tan duge véi CD27 trong khi C2177 thi
khong.

Vi du 6: Piéu bién khéng thé ctia d4p tg té bao lympho & nguoi
M5 hinh chudt thiéu hut mién dich, chuét NOD/SCID-IL2Rynull (NSG),

dugc phat trién d€ nghién ciru cdc khia canh vé kiém soat hé mién dich cla nguoi
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bang cac dap tmg té bio T (Markus G Manz & James P Di Santo Renaissance for
mouse models of human hematopoiesis and immunobiology Nature Immunology 10,
1039 - 1042 (2009)). Phuwong phap chuyén cac PBMC nudi cua ngudi vao chudt
duoc 1am tén thuong mién dich (NSG) dugc st dung dé danh gia cac tac dung cia
khang thé khang CD27 1én sy ghép va/hoic sy ting sinh t€ bao cia ngudi. M6 hinh
ndy cho phép danh gia cac tac dung cua CD27 cua nguoi dich 1€n viéc san sinh

khéng thé va céc dép img qua trung gian té bao T.

Cac khang thé C2177 va C2191 dugc ding tai thoi diém chuyén té bao va sau
d6 13 hai 1an mdt tudn trong 3 tudn. Trong ngay 21, chudt bi giét, cac t& bao dugc
tinh sach tir mau va 14 lach va 1in luot dwoc mo ta bing phuong phip dém té bao
theo dong chay. CTLA4-Ig (Orencia, BMS) dugc bao gdm l1am d6i chimg dwong dé
trc ché mién dich. Po sy ghép/su phat trién té bao clia ngudi bing cach dénh gia su

c6 miit clia c4c t€ bao CD45+ clia ngudi trong cac mau méu va 14 lach.

Giam sat chit ché chudt va thoi diém giét dugc xac dinh dwa trén céc triéu
chimg XGVH tuong tmg véi cac chi din bio vé dong vat. Str dung céc thong tin dua
trén thi nghiém dé d4nh gia cac tic dung cua viéc diéu tri khang CD27 bao gdm:
trong luong co thé (hai 1in hing tudn), cac diu hiéu quan sat dugc ctia XGVH (hai
lan hﬁng tuﬁn), nhu tu thé, mac hoat dong, ctr chi, cac tdn thuong da (cu thé 1a,
quanh mét va tai) bing cach sir dung 1-5 hé diém, dém chinh x4c c4c tap con t& bao
clia ngudi va tinh trang hoat héa bing cach sir dung phép phan tich dém té bao theo
dong chay (1) PBMC ciia ngudi dugc tiém, (2) PB ctia chudt (m6t 1in/tuén), va (3) 1a
lach va tiy xuong; xac dinh tit ca Ig, IgM va IgG cia ngudi trong huyét thanh, 14
lach va BM bz‘?lng cach str dung ELISA, va, khi chét, m6 hoc hoic héa mé mién dich
dé x4c dinh cac mic d6 thAm nhiém clia ngudi trong céc co quan dich, nhu gan,

than, phdi va 14 lach.

Céac nhém diéu tri nhu sau:
1. PBMC (20 dén 40 triéu t& bao cho mdi con chudt, i.p.)
2. PBMC + CTLA4-Ig (10mg/kg)

3. PBMC + Khéng thé d6i chimg isotyp, 2x/tuin trong 3 tuén
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4. PBMC + khang thé khang CD27 2x/tuén trong 3 tuin

Chuét duge dung liéu 10mg/kg mAb khing CD27, C2177 va C2191, (cac
khéng thé ciia té bao lai dugc tao kham trén IgG4 clia ngudi (ala/ala, ser->pro)
scaffold) c6 cac t& bao CD45+ ciia ngudi it hon d4ng ké theo s6 lidu thong ké khi so
v6i riéng PMBC hoic d6i chimg isotyp trong cdc PMBC dugc phan 18p tir cac mAiu

mau hodc 14 lach.
Vi du 7: Su thich tmg v&i khung clia ngudi cia mAb ctia C2177 va cia C2191

Vi tri va vung lién Kkét khang nguyén duoc s dung dé chuyén tinh dac hi¢u
khang nguyén tir cac khang thé C2177 va C2191 vao FR clia ngudi duge phan loai
lai nhu dugc tém tht trong Raghunathan G. US20090118127 A1, 2009. Tém lai, cac
ving lién két khang nguyén dugc x4c dinh bing céch st dung cac thuat ngit khac
nhau (xem trong Almagro va Fransson, Front Biosci 13: 1619-1633, 2008). Thuat
ngft “viing xc dinh bd trg (CDR)” 14 dua trén sy bién dbi trinh tw (Wu va Kabat, J.
Exp. Med. 132:211-250, 1970). C6 sau CDR; ba d6i v6i VH (H-CDR1, H-CDR2, H-
CDR3), va ba dbi vai VL (L-CDRI1, L-CDR2, L-CDR3) (Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991). “Vung siéu bién,” “HVR,” hoic “HVL”
@ cap dén ving cia mién bién dbi khang thé ma bién @i v& cAu trac nhu duge xé4c
dinh bing Chothia and Lesk (Chothia and Lesk, Mol. Biol. 196:901-917, 1987). C6
sau HVR, ba dbi véi VH (H1, H2, va H3) va ba dbi véi VL (L1, L2, va L3).

Trong phuong phap HFA, ving nhim chuyén tinh dic hiéu cua khang thé
khong phai ctia ngudi vao FR cua ngudi (HFR) 1a cac CDR nhu dugc xé4c dinh bing
Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991) ngoai trir ving
tuong tmg v6i CDR-1 ciia VH. Déi v6i viing nay, t6 hop ciia CDR va HVL (CDR-1
duoc kéo dai ciia VH) duge chuyén tir khang thé khong phai clia ngudi vao FR cia
ngudi (nhu dugc néu trong cac bang 30, 31, 34, 35). Ngoai ra, cic bién thé v6i CDR-
H2 duoc chuyén ngén hon (goi 1a Kabat-7 [Raghunathan G. US20090118127 Al,
2009]) dugc tao ra va thir nghiém.
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Chon FR cua ngudi

FR ciia ngudi, duoc xac dinh 14 cac ving trong ving V khéng dugc bao gdm
trong vi tri lién két khang nguyén, dugc chon tir kho cic gen dong mam chirc ning
ctia ngudi IGHV, IGKV, IGKJ va IGHJ. Kho céc trinh ty gen dong mim ciia ngudi
thu dugc bang cach tim kiém co s dit liéu IMGT (Kaas, et al., Nucl. Acids. Res. 32,
D208-D210, 2004; Lefranc M.-P et al., Nucl. Acids Res., 33, D593-D597, 2005) va
bién soan tit ca “01” alen nhu 1a 01/10/2007. Tir bién soan nay, cac gen thira (100%
gidng hét nhau & muc axit amin) va cac gen véi cac gbc xystein khong dwgc ghép

cdp dugc loai bo khoi bi€n soan nay.

Viéc chon ban ddu cac trinh tu cia ngudi d6i véi HFR duge dua trén tinh
tuong ddng trinh tur clia gen dong mim IGHV ctia ngudi voi toan bd d6 dai ctia ving
VH chut bao gdm FR-1 dén 3 ciing nhu H-CDR-1 va H-CDR-2. G giai doan tiép
theo, céc trinh tuy cia nguodi duge chon dugce xép hang theo thur tu béng céch str dung
diém ma tinh dén ca d¢ dai ctia cac CDR va tinh twong ddng trinh ty giita cac CDR
ctuia chudt va céc trinh ty ciia nguoi. Ma tran dot bién chuln, nhu ma trén thay thé
BLOSUM 62 (Henikoff va Henikoff, Proc Natl Acad Sci U S A. 89, 10915-9, 1992)
dugc sir dung dé tinh diém xép thing hang cta cac CDR ciia chudt va céc trinh tu
clia ngudi va diém phat 16n dugc ap dung néu c6 su thém va/hodic loai bod trong vong
CDR. FR-4 dugc chon dya trén tinh tuong déng trinh tuy ciia gen dong maim IGHJ
(Kaas, et al., Nucl. Acids. Res. 32, D208-D210, 2004; Lefranc M.-P et al., Nucl.
Acids Res., 33, D593-D597, 2005) véi cac trinh ty cia cac khang thé chudt C2177
va C2191. Quy trinh twong tuy dugc st dung dé chon FR cua ngudi cho VL. IGVK,
gen dong mim dugc st dung d& chon FRs 1-3 va L-CDR 1-3. Gen dong mim IGJK
duogc st dung dé chon FR-4.

Ngoai tiéu chudn vé trinh ty, m6 hinh tuong déng 3D cho cac manh Fv dugc
tao cdu truc bing cach st dung Modeler (Sali and Blundell. J. Mol. Biol. 234:
779,1993) trong chuong trinh thich hop cta Accelrys, Inc. Str dung cdc m6 hinh nay
d& phén tich céc bién thé HFR, bao gdbm mé ti CDR va dénh gia sy déang tin cay
trong kha ning trién khai. Céc cin nhéc bd sung dé chon cac bién thé HFR dé t6i

thiéu hoa so lugng cic gbc metionin va tryptophan tiép xtc, loai bd céc vi tri N-

-53-



27181

glycosyl héa tiém tang va tao didu kién cho cic dong mim ciia ngudi ¢6 profin biéu
hién cao nhét in silico (de Wildt, J. Mol. Biol. 185: 895, 1999).

Pé thich tmg khung dudng din 1 (path 1) va t8i wu héa C2177, sau bién thé
HFR Vi va bdn bién thé HFR V1, duoc bao gdm trong thu vién. Ghép cip céc bién
thé HFR Vi va Vi theo cach két hop d& thu duoc 24 cip bién thé HFR cong 10 dbi
chimg ghép cip cic bién thé HFR véi ving V dbi chimg ctia C2177 cong chinh
C2177 gbc dé thu dugc téng cong 35 td hop. Twong tw dbi véi C2191, nim bién thé
HFR Vi va bdn bién thé HFR Vi dugc ghép cip theo cach két hop dé thu dugc 20
HFR cong 9 dbi chimg két hop tit ca cac bién thé HFR V ghép cip voi ving V dbi
chimg ctia C2191 cdng chinh C2191 gbc cho tdng cong 30 bién thé. ADN ma hoéa
cac mién bién d6i dugc chon duogc tai td hop bing cach sir dung cdc phuong phap
chun dé tap hop cac MAb hoan chinh véi ving hing dinh IgG1 va kapa cia ngudi.
Khéng thé cua thé kham tham chiéu thu dugc cua C2177, M40 duoc chi dinh, bao
gdm cac ving bién d6i H7 va L18. Khang thé cta thé kham twong tng ctia C2191,
M41 duogc chi dinh, bao gém cac vung bién @6i H10 va L20. Cac mAb dugc biéu
hién tam thoi trong cac dia 48 15 trong cac té bao HEK 293E. Phan dich ndi tir cac
canh trudng duoc thir nghiém vé sy biéu hién va hoat tinh lién két 96 gior sau khi
chuyén nhiém. Mirc biéu hién cia mAb duoc tiét dwoc dénh gia biang cach sir dung
cong ngh¢ Octet dé do toc do khang thé lién két voi cac bd cam bién sinh hoc Protein
A. Mic bidu hién duoc dinh luong bﬁng cach so voi cac miu chudn cua néng do
khéng thé da biét. Pudng cong chuin 8 diém bao gdm phin pha lodng theo béc 1:2
ctia khang thé gdm isotyp giéng hét, dugc tip hop, bt ddu & 100ug/ml. Cac by cam
bién sinh hoc dugc hydrat héa trong 10 phiit trong mdi trudng tiéu hao, va téc do
lién két cta cac miu chuin va khong biét duge do trong 2 phit. Phan tich dit liéu
bing c4ch sir dung cong thirc d4p tmg lidu gdm 5 thong sb va thuat toan tdc d6 lién
két theo d6 dbc ban diu. Cac miu c6 sy biéu hién >lug/ml dugc pha lodng dén
lug/ml trong méi trudmg tiéu hao va dugce sang loc bing cch st dung diém duy nhat
trong phuwong phap ELISA. Pdi voi phuong phap ELISA ndy, cdc dia maxisorp mau
den 96 15 duoc phil bang 50ul 3ug/ml FC ctia dé khang IgG ciia ngudi dugc pha

loding trong chit dém carbonat-bicarbonat, pH = 9,4 & nhiét d6 4°C qua dém va sau
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d6 rira ba 1an bang chit dém rira (PBS véi Tween-20 0,05%), phong bé bing 300ul
dung dich StartingBlock (Thermo Scientific) trong 1 gid, sau d6 rira nhu trude do.
Céc mAu hodc mau chuin dugc pha lodng dn 100ng/ml trong méi trudng tiéu hao,
va bd sung 50uL vao dia thir nghiém & nhiét d6 trong phong trong 1 gid va lac. Rira
céc dia ba l4n va 50uL cho m3i 15 ECD cua CD27 cia ngudi v6i nhan His dugc bd
sung & 60ng/ml dugc pha lodng trong chit dém thir nghiém (PBS véi FBS 1% va
Tween-20 0,05%) va 0 trong 1 gio & nhiét d6 trong phong. Sau khi rira, 50ul cho
mdi 15 Qiagen peroxidaze két hop penta-his véi ti 16 pha lodng 1:2000 trong chit
dém thtr nghiém dugc bd sung va i 1 gidr & nhiét d6 trong phong va lic. Tron co cht
BM ChemiLum (BM Chemilum, POD, Roche) theo chi dan cta nha san xuét, va b
sung 50uL vao céac dia sau lan rira cudi cung. Sau 10 phut, doc cac dia trén bd doc

Perkin Elmer Envision.

Céc két qua sang loc thu vién t& hgp C2177 thé hién ring tt ca cac ving V
lién két véi CD27 véi cac d6 dai khac nhau. Mot vai bién thé HFR tao ra tin hiéu lién
két cao hon so véi C2177 gbe trong khi cac bién thé khac thé hién lién két ma c6 thé
so sanh dugc hogc thdp hon so véi cac bién thd gbc. TAt ca cac VL lién két khang
nguyén & cac mirc c6 thé do tim duge va khong anh hudng su lién két cac bién thé
HFR dugc biéu hién & mitc @6 chip nhan dugce nhung thép hon so voi bién thé gbe.
Hai tu khang thé HFR C2177 (t6 hop VH, VL) thé hién su lién két voi CD27 va su

biéu hién >1ug/ml.

Céc két qua sang loc thur vién t6 hop C2191 thé hién ring tit ca ngoai trir mot
VH lién két v6i CD27 véi cac tin hiéu thay dbi. Véi viée ngoai trir ghép cép voi VH
ndy, tit ca VL thé hién su lién két voi CD27. Mot vai bién thé HFR tao ra tin hidu
lién két cao hon so véi C2177 gbc, trong khi céc bién thé khéc thé hién sy lién két
ma c6 thé so sanh dugc hodc thip hon so v6i cac bién thé gbc. Mudi bay khang thé
HFR C2191 (t6 hop VH, VL) thé hién su lién két véi CD27 va su biéu hién >1ug/ml.

Duya trén 4i lyc lién két twong d6i dbi véi CD27 dugc do bing ELISA, mudi
lam bién thé C2177 va mudi mot bién thd C2191 duogc chon dé bidu hién va tinh
sach & quy md nhé. Tién hanh biéu hién & quy mé nhé tam thoi trong cac t& bao

CHO-S & thé tich 750ml. Tinh sach c4c phin dich ni thu gom dugc théng qua sic
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ky Protein A va déanh gi4 cac protein dugc tinh sach v& 4i lyc va hoat tinh chirc nang

cua chung.

Ai Iyc cta cac bién th8 MAb HFR C2177 cua ngudi dugc do bing cong
huéng plasmon bé mit (SPR) bing cach sir dung hé tia tuong tic protein ProteOn
XPR36 (BioRad). Téc d6 két hop va phan ly CD27 dugc do vdi timg bién thé.
Chuén bi bé mit bd cam bién sinh hoc b%mg cach ghép cap ddng hoa tri cac khang
thé ctia dé khang IgG ciia ngudi (Fc) vao bé mit cia mach GLC (BioRad) theo cac
chi din cta nha san xuét vé& héa hoc ghép cip amin. Gén 5.000 RU (RU-response
unit: don vi d4p tmg) cta khang thé duoc ¢ dinh. Tién hanh cac thir nghiém dong
hoc & 25°C trong chit dém chay (PBS, P20 0,01%, BSA 0,01%). Pha loédng theo bac
1:3 ctia ECD ctia CD27 cia ngudi tir, bét ddu tir 300nM dugc diu ché trong chét
dém chay. Khoang 350RU mAb dugc bt trén ting kénh ctia mach bd cam bién. Pbi
chimg khéng thé khép véi isotyp duge cb dinh trong kénh 6 va st dung 1am bé mit
tham chiéu. B4t mAb, sau d6 1a ba phit tiém (pha két hop) khing nguyén &
30uL/phut, sau d6 1a 10 phut ctia dong chit dém (pha phan ly). T4i tao bé mit mach
bang cach tiém axit phosphoric 0,85% & 100uL/phat. Xir 1y dit liéu trén phdn mém
cong cu. Loai trlr tham chiéu kép dir liéu dwoc tién hanh bing cach loai trir cac
dudng cong dugc tao ra béng cach tiém chét dém tir cac dudng cong dugc loai tru dé
tham chiéu dé tiém chit dang dugc phan tich (analyte). Tién hanh phan tich dong luc
hoc cua dit liéu bing cach sir dung 1:1 mé hinh lién két Langmuir v6i su vira vin
toan cdu. Két qua ddi voi mbi mAb dugc thdng béo dudi dang Ka (Téc d6 chay), Kq
(Téc @6 dimg), Kp (hing s6 phan ly cin bing), va phan trim hoat tinh. Céc i luc
clia cic bién thé HFR C2177 twong tw v6i mAb M40 gbc, thé hién nho hon ba lan
thay dbi trong Kp dbi véi tit ca cac bién thé. Tuong tu, cac 4i luc ciia cic bién thé
mAb HFR C2191 cua nguoi thé hién chénh léch nhé hon hai 14n so véi mAb M41

goc.

Hoat tinh sinh hoc cta c4c bién thé HFR dugc do béng su e ché cam ung
NFkB qua trung gian CD70 cda chung trong thir nghi€m gen thong bao Luxiferaza.
Chuyén nhiém céc t& bao HEK v&i vecto pGL4-32-NFkB-Luc2 (Promega) biéu hién

luxiferaza cam {mg dugc NFkB, va plasmit biéu hién CD27 hoic vecto rdng va
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qua dém trong moi trudng biéu hién Freestyle (Gibco, #12338). Ngay tiép theo, cac
t€ bao dugc dit trong dia nudi cdy 96 15 trong 40 uL, va 50.000 té bao cho mdi 13.
Sau d6, 40uL khéng thé hodc d6i chimg dugc bd sung vao cic & bao bing céach sir
dung pha lodng theo béc 1:3, bat dau tir ndng do cubi trong 16 30ug/ml, va 0 trong 1
dén 2 gid. Trong qua trinh & nay, c4c t& bao episom CD70 dugc didu ché dé kich
thich. Tém lai, cac té bao bam dinh duogc tai tao huyén phii bing cach sir dung céc k¥
thuat nudi cdy té bao chuln va 1 trong 1 gid véi Mitomycin C & 25ug/mL dé dung su
phat trién t& bao. Sau khi U, rira cac té bio CD70+ trong méi trudng, pha lodng, va
b6 sung 40uL v&i 10.000 t& bao cho mdi 18. U céc dia ndy qua dém. Ngay tiép theo,
diéu ché chit phan img Steady Glo (Promega) theo chi din cta nha san xuét va bd
sung 120uL cho médi 16. C4c dia dwgc 0 & nhiét d6 trong phong trong 20 phiit trong
khi lic. Sy phat quang dwoc do trén bd doc Perkin Elmer Envision. Cac ICso ciia cac
bién thé HFR C2177 tuong tw v6i nhau va véi MAb géc M40, nim trong khoang tir
0,11nM dén 0,21nM. Céc ICso ciia cic bién thé HFR C2191 ciing tuong tw voi nhau
va v6i gbc M41, thay dbi tir 0,13nM dén 1,39 nM.

Viéc xem xét vé 4i luc, hoat tinh sinh hoc va cac tinh chét sinh 1y din dén su
chon loc bién thé M69 C2177, bao gbm céc ving bién dbi H28 (SEQ ID NO: 111)
va L35 (SEQ ID NO: 82), va bién thé M91 C2191, bao gbm céc ving bién dbi H31
(SEQ ID NO: 131) va L42 (SEQ ID NO: 140), d thanh thuc 4i lyc. Tém tit vé Kp,
hiéu suét tinh sach, su lién két véi ECD CD27 d6i véi cac phin dich ndi nudi ciy té
bao (“ELISA™), va su tic ché (IC50) dap tmg NF«B qua trung gian CD27 bing CD70
d6i véi gbc M40 va bién thé HFR M69 cta né va dbi véi gbc M41 va bién thd M91
duoc thé hién trong Bang 4.

Béang 4

Proteon |Hiéu sudt| Tin hiéu | NFkB ICso
Kp (nM) | (mg) ELISA (nM)

Protein ID VH VL

M40 gbc

H7 L18 0,96 n,d, 1,00 0,14
C2177
M69 H28 | L35 0,77 10,08 1,09 0,11
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M41 gbc

HI0 | 120 10,3 n,d, 1,00 0,30
C2191
M91 H31 | L42 7,9 5,64 1,09 0,28

Vi du 8: tdi wu héa M69 MAB HFR C2177

M69 ¢6 4i luc khoang 1nM véi ECD CD27 ctia ngudi va chita cac CDR gidng
nhu C2177, va CD27M40 gbc HFA. Viéc t8i wu héa M69 lién quan dén nhiéu thu
vién dé lam tang 4i luc va loai bo cac vi tri PTM dugc dua vao hodc duge nhin dién

trong quy trinh.

Nhu duge mo ta trong Vi du 9, su tiép cap thu vién biéu hién thuc khudn thé
song song dbi véi HFR va viéc t6i wu héa C2177 nhan dién duge su da dang trong
prolin & vi tri 52a cia CDR-H2. Vi tri ndy khéng dugc ngiu nhién héa trong thiét ké
thu vién. Pdng cAu tric ctia C2177 va Fab cta C2191 véi CD27 (Vi du 5) chi ra ring
P52a khéng lién quan truc tiép trong viéc lién két khang nguyén. Tuy nhién, sy dot
bién & vi tri ndy c6 thé thay thé sy tao cAu hinh vong CDR-H2 va tao ra cac twong
tac t6i wu hon véi CD27 bing cdc gbc bao quanh D27. Do d6, thu vién dugc thiét ké
dé da dang héa mdt cach nghu nhién P52a va céc gbc Y52, G53 va D54 lién ké cua
né bing céch st dung su phét sinh dot bién NNK (thu vién C27H28L2). Ciing trong
sw t0i wu hoa dudng dén 2, Y32 véi dot bién F trong CDR-L1 thé hién sy lién két
duoc cai thién. Do d6, thu vién thir hai dugc thiét ké c6 su da dang ngiu nhién trong
Y32 cung véi su da dang trong cac géc Y30a, D30d, A50, ma nim trong cling mat
phing ciu triic nhu Y32 (thu vién C27L35L2).

Ngoai ra, vong CDR-H3 va CDR-L1 hoan thién dugc dénh gid bang cach sir
dung céc thu vién c6 su da dang duge giéi han. Bang 5 va 6 thé hién su thiét ké cua
cac thu vién nay.

Bang 5. Thiét k& thanh thuc &i luc da dang duoc gidi han d6i v6i CDR-H3
(C27H28L3)

axit amin gbc VH va vitri | Su da dang
Ser95 A,S
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Bang 6. Thiét
(C27L35L3)

Céc thu vién Fab dugc tao céu tric trong h¢ biéu hién Fab thuc khudn thé pIX

27181

Asp96 AD
Tyr97 ADS)Y
Tyr98 AD,S)Y
Gly99 AG
Aspl100 A,D
Tyr100a ADS)Y
Gly100b AG
Phel00c AJFSV
Alal01 AG
Tyr102 ADS,Y

ké thanh thyc 4i lyc da dang duoc giéi han déi véi CDR-LI

axit amin géc VHvavitri |Sudadang
Lys24 AKET
Ala25 AG
Ser26 A,S
Gln27 AQEP
Ser28 AS
Val29 AV
Asp30 AD
Tyr30a AD,S
Ala30b AG
Gly30c AG
Asp30d AD
Ser31 A,S
Tyr32 AD,S
Met33 AMTV
Asn34 AND,T
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nhu duoc mo ta trong W0O2009/085462, Shi et al., J Mol Biol 397: 385-396 (2010),
va Tornetta et al., J Immunol Methods 360: 39-46 (2010) véi c4c bién d6i nho véi
c4c vi tri enzym gi6i han. Céc thu vién ndy dugc sang loc dé khang ECD cta CD27
duoc biotinyl héa theo cic so dd sang loc di dwoc biét trong linh vue k¥ thuat nay,
nhu dugc mod ta trong W02009/085462 va trong Shi et al., ] Mol Biol 397: 385-396
(2010), nhim 1am ting 4i lwc bing cach chon téc d6 dimg chim hon hodc tdc d6
chay nhanh hon. Thuc khuén thé dugc san sinh bing c4ch nhiém thuc khudn thé hd
trg. Cac chét lién két duoc phuc hdi béng cach bd sung céc hat @& tao ra phic hop
hat/khéng nguyén/thuc khuin thé. Sau khi rira 14n cudi, thuc khudn thé dwoc giai
phéng bing céch nhiém céc té bao coli Escherichia TG-1 phat trién theo ham mdi.

Thuc khuan the lai dugc san sinh va dua vao cac vong sang loc bo sung.

Dé tiép tuc sang loc, diéu ché ADN tir cic nguyén lidu glyxerol cta cic vong
sang loc thuc khudn thé va cit bé gen pIX bing cach phéan giai Nhel/Spel. Sau khi
gin, bién nap ADN vao c4c t& bao TG-1 va sinh trudng trén cic dia LB/Agar qua
dém. Ngay tiép theo, chon loc cdc khuén lac, cho sinh truéng qua d€m, va st dung
cac canh trudong dé (i) thuc hién PCR khuén lac va x4c dinh trinh tu coa cac vung V,
va (ii) kich thich san sinh Fab. P& san sinh Fab, canh trudng qua dém dugc pha
logng gip 10-100 1in trong moi trudng méi va sinh trudng trong 5-6 gid' & nhiét do
37°C. Sy san sinh Fab dugc kich thich bing cich bd sung méi truong méi chira
IPTG va céc canh trudng dugc sinh trudng qua dém & nhiét d6 30°C. Ngay tiép theo,
céc canh trudng dugc xody tron (spun down) va cac phan dich ndi, chira protein Fab
hoa tan dugc, duge st dung cho ELISA Fab. P6i véi ELISA, protein Fab hoa tan
duogc dugc bét 1én trén cic dia bing khang thé khang Fd(CH1) da dong. Sau khi rira
va phong bé, bd sung ECD CD27 cua ngudi duge biotinyl héa & ndng d6 0,2nM.
Nong d6 nay lam c6 thé xép hang c4c bién thé Fab, duoc xé4c dinh & dang phn trim
lién két ctia Fab gc, ma trong d6 Fab gbc, c6 mit nhu 1a dbi chung trong tit ca cac
dia, duge xac dinh 13 100% lién két. Do tim ECD CD27 dugc biotinyl héa bing
streptavidin tiép hop HRP va doc sy quang hoa trong bd doc dia. O ndng @9 cia
CD27 nay, viéc xép hang céc bién thé Fab, chuin hoa Fab géc, 13 c6 thé. Theo tiéu

chuén nay, 10 chudi ning va 6 chudi nhe lién két v6i CD27 ctia ngudi & 100% hoic

-60-



27181

cao hon so v&i Fab M69 duoc chon.

Tir thu vién CDR-H2 (C27H28L2), Y gbc dwoc uu tién chon & vi tri 52 chi ra
su ru tién d6i véi gbe nay. O vi tri 52a, P dugc thay thé bing cac gbc A, S, V, va G
trong s6 cac Fab véi hoat tinh lién két t6t nhit. O vi tri 53, G géc dugc chon clng
v6i R va N. O vi tri 54, chi ¢6 D gbc dugc thu hdi. Chin dong v6 tinh tir thu vién nay
(Bang 7) duoc tao dong vé tinh phu trong vecto IgG dé biéu hién va mé ta nhu mAb.

Bang 7. chin dong vé tinh VH duoc chon tir thu vién da dang ddy du C27H28L2

Peptit
D Y52 P52a GS53 D54

H237 F \Y% R D
H238 Y \Y% G D
H239 Y A G D
H240 Y A R D
H241 Y G R D
H242 Y A N D
H243 Y G G D
H244 Y S G D
H245 Y S R D

Péi véi thu vien CDR-H3 (C27H28L3), su da dang duy nhét thu hdi duoc 1a
S95A va A101G. M6t dong vo tinh tir thr vién nay chira hai dot bién (Bang 8) dugc
tao dong vo tinh phu trong vecto IgG dé biéu hién va md td nhu mAb.

Bang 8. dong v6 tinh VH duy nhit dugc chon tir C27H28L3

D10 | Y100 Al0 | Y10

Peptit ID | S95 | D96 | Y97 | Y98 | G99 0 G100b | F100c : 5
a

H236 A D Y Y G D Y G F G Y

Déi voi thu vién bdn vi tri L-CDR1 (C27L35L2), vi tri 30a thé hién sy giau Y
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va W gbc. O vi tri 30d, cac gbe S, H, va E duoc 1am gidu ciing v6i D gbe. O vi tri 32,
Y géc dugc thay thé béng F va W. O vi tri 50, T duoc wu tién hon so v6i A géc. Noi
chung, cac dong v6 tinh tdt nhit c6 chudi bén ky nuéc hon so voi gbc. Nam dong vo
tinh tir thu vién nay (Bang 9) dugc tao dong v tinh phu trong vecto IgG dé biéu
hién va mé ta nhu cac mAb.

Péi voi thu vién CDR-L1 hoan thién voi su da dang han ché (C27L35L3), chi
c6 mot trinh tu duge thu hdi, véi sy khac nhau duy nhét voi géc la Y32 thay ddi
thanh F, twong ty nhu thu vién VL bdn vi tri néu trén. Thu vién CDR-L1 hoan thién
nay khong bao gdm Fo vi tri 32, va do d6 dong vo tinh thu hdi dugc c6 thé 1a chit
tap nhiém tir thu vién VL bdn vi tri. Dong v6 tinh nay (L255) duoc tao dong v tinh
phu trong vecto IgG @ biéu hién va mé ta nhu mAb (Bang 9).

Béang 9. Sau dong v6 tinh VL dugc chon tir C27L35L1 va C27L35L2

Peptit
D Y30a D30d Y32 AS0

L255 Y D F A
L256 Y D w v
L1257 Y D w T
L258 Y S F T
L260 ' H \'Y T
L261 Y S F E

Céc chudi nhe 6 bién thé dugc ghép cip véi cac chudi ning 10 bién thé dé tao
ra 60 t& hop ma dugc bidu hién bsi cac t& bao HEK293E. Céc phén dich ndi dugc
sang loc v& muc do bidu hién, lién két véi ECD CD27 ctia ngudi nhu duge do béng
ELISA, va 4i lyc nhu dugc do trén thiét bi ProteOn. Muc dd biéu hién cua tit ca cac
bién thé 1a du cho céc muyc dich sang loc. Ai luc dugc lam ting gip 40 1an d6i véi
mot sb bién thé. Hai mAb M596 va M600, dugc chon cho su phat sinh dot bién tiép
8 loai bd cac vi tri tiém tang cua céc cai bién sau dich ma. Céc t6 hop chudi VH va
VL d6i v6i cac mAb nay dugc néu trong Bang 10. Cac khang thé khac nhau chi do

hai gbc trong chudi nhe ctia chung,
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Bang 10. Su ghép cip chudi ning va chudi nhe & cac diu duoc thanh thuc i luc ctia

C2177
Khang Peptit CDR-L2 Peptit CDR-H2
HhE 1D Chuoi CDR-L1 (SEQ ID NO:) (SEQ ID | Chudi (SEQ ID
nhe ID NO:) ning ID NO:)
RIYAGDGD
N
KASQSVDYAGDSWMN | TASNLES (c4c gbe 1-10
M596 L257 (26) 39 H239 cia 15)
RIYAGDGD
KASQSVDYAGDSFMN | AASNLES TN (cac gbc
M600 L255 (25) 37 H239 1-10 cua 15)

M596 khac véi phéan tir gbc, M69, & ba vi tri: P52aA trong CDR-H2, Y32W
trong CDR-L1, va A50T trong CDR-L2. M600 khac véi M69 & hai vi tri: dot bién
P52aA trong CDR-H2 va Y32F trong CDR-L1.

Ba vi tri cai bién sau dich m3 tiém tang dugc chia sé¢ dugc nhén dién trong
M596 va M600. C6 mot vi tri glycosyl hoa lién két N tiém ting & vi tri N58 trong
CDR-H2 va hai vi tri isome hoéa tiém tang trong CDR-H2 va CDR-L1 dugc ma héa
14n luot bing “DG” va “DS,”. Ngoai ra, M596 chira gbc tryptophan khong phai dong

mam trong CDR-L1 ma c6 thé nhay véi su oxy hoa.

P4 loai bé nguy co glycosyl hoa, ba thay thé don riéng r& dugc tao ra & N58
va mot thay thé & S60 (Bang 11). Céc cAu trac dugce bidu hién trong céc» té bao
HEK293E va c4c phan dich ndi dwoc danh gia v& 4i luc d6i véi CD27 biang cich st
dung thiét bj ProteOn. T4t ca cac bién thé c6 cac 4i lyc gin voi céc 4i luc ciia céc gbe
ma 13 25pM va 49pM dbi v&i 1an lugt M596 va M600. Céc bién thé M680 va M678,
ddu thu dugc tir M600, duge chon d& danh gia sy thay thé thém dé loai bo cac vi tri
isome hoa. Cac bién thd M680 va M678 c6 A & 1an lugt céc vi tri 60 va 58, va ¢6 uu

diém hon v& sy thiéu tryptophan trong CDR-L1 ma c6 mit trong gbc M596.

Bang 11.
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axit amin géc VH va vi tri Su da dang
Asn58 N,ART
Ser60 S, A

Pé danh gia tic dong cia viéc giy dot bién cac vi tri isome héa tiém tang
trong M678 va M680, thu vién nhé dugc thiét ké dé loai bé ddng thoi ca hai vi tri.
MB&i dot bién duoc thay thé riéng r& trong CDR-H2 ciia chudi ning hoic CDR-L1
ctia chudi nhe thong thudong va sau d6 ghép cip trong thu vién td hop. Su da dang

cua thu vién nay dugc thé hién trong Bang 12.

Bang 12
axit amin géc VH va vi tri Su da dang
Asp54 D,E
Gly55 G A
axit amin géc VL va vi tri Sy da dang
Asp34 D,E

Cac mADb ndy dugc bidu hién va 4i luc dwgc danh gid vé cac bién thé vi tri
glycosyl héa. Dot bién D34E trong vi tri isome héa tiém taing CDR-L1 dén dén su
ting gip hai 1in thich hop vé 4i luc va do d6 vi tri ndy dugc loai bo thanh cong. Dot
bién D54E trong vi tri isome héa tiém ting CDR-H2 giam 4i lyc 16n hon 10 14n. Tuy
nhién, dot bién G55A khong anh hudng déng k& dén 4i luc. Cac bién thé M703 va
M706 giit i lyc ciia gbc M600 va cé nguy co lam gidm tic dong 1én chirc ning tir
PTM. Bang 13 thé hién c4c bién thé dugc chon tir timg giai doan danh gia nguy co
PTM, su ghép cip chudi ning va chudi nhe ctia chiing, 4i lyc, va cac bién ddi trinh tw
trong cdc CDR. Dot bién duge chon dé loai b vi tri glycosyl héa tiém tang duoc
gach chan. Cac dot bién d8 loai bd hai vi tri isome hoa tiém tang dugc im dam va

gach chén hai lan.

Béang 13.
mAb Kp

VH | VL CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-L1 (SEQ ID NO?)
ID (M)
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RIYAGDGDTNYSPSFQG [KASQSVDYAGDSWMN
M596 [H239| L257 |25

(165) (26)

RIYAGDGDTNYSPSFQG [KASQSVDYAGDSFMN
M600 [H239| 1255 49

(165) (25)

RIYAGDGDTAYSPSFQG [KASQSVDYAGDSFMN
M678 [H259| L255 |53

(166) (25)

RIYAGDGDTNYAPSFQG [KASQSVDYAGDSFMN
M680 [H260| L255 30

(167) (25)

RIYAGDADTAYSPSFQG [KASQSVDYAGESFMN
M703 [H270| L267 28

(168) (29)

RIYAGDADTNYAPSFQG [KASQSVDYAGESFMN
M706 [H272| 1267 (13

(169) (29)

Vi du 9: HFR dugc két hop va sy t6i wu héa MAB C2177

Theo c4ch tiép can nay, viéc dit gioi han cac bién thé HFR dugc danh gid
trong dinh dang (format) Fab vé& bidu hién, biéu hién pIX va sy lién két va céc lya
chon t6t nhét sau d6 dugc dua 1én t6i wu héa. Cac CDR tir C2177 duogc thich ing véi
khung ctia ngudi vao hai chudi ning VHS5-51 (SEQ ID NO: 102 H24) va VH1-46
(SEQ ID NO: 106 H25) va hai chudi nhe Vk4-1 va Vk012 (SEQ ID NO: 90 L36).
Céc mién bién ddi HFA dugc ghép ciip v6i nhau trong ma tran 2x2 1am cac Fab voi
ving héng dinh CH1 va Ck ctia ngudi trong vecto biéu hién thuc khuin thé pIX Fab.
Bién th8 VH1-46/Vk012 (M55, H25/L36) thé hién sy lién két véi CD27 va cic dic

tinh biéu hién t8t va duge chon dé tao cAu tric cac thu vién thanh thuc ai luc.

Céc thu vién Fab dé bidu hién thuc khuén thé pIX dugc tao cdu tric nhu duge
md ta trén day trong vi du 8. Dua trén ddng cdu tric thir nghiém ctia CD27 véi
C2191 va C2177 (Vi du 5), céc thu vién da dang dugc thiét ké trong céc géc CDR
trong va xung quanh paratop ctia khang thé. Su nhan manh vé thay d6i 1a & cac CDR
L1, L3, va H2. Téng 4-6 gbc trong timg CDR dugc da dang héa véi codon NNK, ma
héa cho tAt ca 20 axit amin. Kich ¢& cla thu vién dugce uée tinh 1a < 6 x 107 bién thé,

ma c6 thé dugc pht bing cach sir dung cac k¥ thuét tich dong endonucleaza gidi han
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cho thur vién tiéu chudn. Bang 14 thé hién cac géc dugc dem da dang hoa diy da
trong cac thu vién CDR khéc nhau.
Bang 14: Thiét ké thu vién thanh thuc 4i luc d6i véi C2177

CDR cua VH axit amin gdc va vi tri
Y52
GS53
CDR-H2 D54
D56
N58
Y97
Y98
D100
Y100a
CDR cua VL axit amin gbc va vi tri
Y30a
A30b
CDR-L1 G30c
D30d
Y32
Q90
N92
CDR-L3 E93
D9%4
Y96

Céac thu vién Fab duoc bidu hién trén protein boc thuc khuén thé IX duoc

sang loc dé khang ECD cua CD27/Fc dugc biotinyl hoa. Thuc khuén thé dugc tao ra

CDR-H3

b'?lng cach nhi®m thyc khuén thé hd trg cta thu vién plasmit cac bién thé. Cac chét
lién két duoc phuc hdi béng cach bd sung céc hat tir tinh dugc boc streptavidin dé tao
ra phttc hop hat/khang nguyén/thyc khudn thé. Sau khi rita 14n cubi clng, thyc khudn
thé dwoc giai phong bang cach tiém cac té bao coli Escherichia MC1061F” phat trién
theo ham mii. Thuc khudn thé lai dugc san sinh va dua vao céc vong phén tich bd
sung. Fab hoa tan dugc tir cidc dong vo tinh duge chon duoc tao ra va danh gia vé
hoat tinh lién két nhu dwoc mé ta trong Pudng dn 1. Viée dat dugc két qua chi thu
dugc tir cac thu vién CDR-L1 va CDR-L2. Hai muoi mbt dong vo tinh tr hai thu

vién nay chimg té sy lién két 16n hon so v6i dong vo tinh ciia HFR Fab gbc. Cac
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dong vo tinh chira C hodc M trong céc trinh tu dugc da dang héa duge loai bd. Muoi
Fab duoc chuyén héa dé biéu hién trong nén IgG4SPA Aa/kapa dé md ta thém. Chudi
ning IgG4PAA 1a IgG4 ciia ngudi chira serin dé thay thé prolin trong ving ban 1&
(Angal et al., Mol Immunol 30: 105 (1993) va su thay thé alanin & hai vi tri trong
CH2 (ML Alegre et al., Transplantation; 57: 1537-43 (1994)). Cac mAb dugc san
sinh trong céc té bao HEK293E nhu 14 c4c ban sao ciia Fab va nhu 1 ma trén cla t6
hop chudi ning va chudi nhe. Ai luc dugc do trén thiét bi ProteOn bing céch st
dung cac phin dich ndi nuéi cdy (Bang 15). Dot bién cta P52a d6i véi Q (M158)
hodc S (M157) trong CDR-H2 lam giam Kp 6 1in so v6i Kp ciia mAb gbc(M159).
Dot bién Y36F trong CDR-L1 (M149) lam giam Kp 4 14n va viéc bd sung dot bién
G33H va D34E (M155) din dén sy giam Kp 6 14n. T hop ctia d6t bién P52S véi
Y36F (M160) hoiic Y36F cong G33H va D34E lam giam Kp 20 1in &én 100pM. Cac
tb hop thay thé trong M158, M160 va M166 dugc chon d m6 ta thém.

Bang 15: Bang ban du ciia cdc mADb thu duoc tir cac thu vién thanh thuc Fab

Protein
H&L CDR-H2 (SEQIDNO:)  |CDR-L1 (SEQIDNO:) [K=(nM)
ADN ID
RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAGDSFMN
M149 H25,1.219 0,54
(3) (25)
RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYFGDSLMN
M150 H25,1.218 4,04
(3) (32)
RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYYNSSFMN
M151 H25,1.224 1,07
(3) (36)
RIYPGDGDTNYNGKFKG KASQSVDYWSDSFMN
M152 H25,0.223 1,54
(3) (35)
RIYPGDGDTNYNGKFKG KASQSVDYVGTSFMN
M153 H25,1.222 1,41
(3) (34)
RIYPGDGDTNYNGKFKG KASQSVDYFRTSFMN
M154 H25,1.221 1,56
(3) (33)
RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAHESFMN
M155 H25,1.217 3) 31 0,37
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RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYFSESFMN
M156  [H25,L216 0,71
(3) (170)

RIYQGDGDTNYNGKFKGKASQSVDYAGDSYMN
M157  [H197,L220 0,39
(22) (24)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAGDSYMN
M158  [H196,L220 0,36
(19) (24)
RIYPGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAGDSYMN
M159  [H25,0220 2,23
(3) (24)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAGDSFMN
M160  [H196,L219 0,12
(19) (25)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYFGDSLMN
M161  [H196,L218 1,34
(19) (32)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYYNSSFMN
M162  [H196,L.224 0,43
(19) (36)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDY WSDSFMN
M163  [H196,L223 0,30
(19) (35)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDY VGTSFMN
M164  [H196,L222 0,27
(19) (34)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYFRTSFMN
M165  [H196,L221 0,18
(19) (33)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYAHESFMN
M166  [H196,L217 0,10
(19) (31)
RIYSGDGDTNYNGKFKG [KASQSVDYFSESFMN
M167  [H196,L216 0,91
(19) (170)

Protein M158, M160 va M166 duoc tao ra trong 750mL canh trudng nudi céy
cac t& bao HEK293, tinh sach, va phén tich vé dong hoc lién két voi CD27-His trén
Biacore. Céc tri s6 Kp 1a khoang 1log cao hon so véi céc tri s6 Kp duogc do bing

ProteOn v6i phin dich ndi thd nhung thé hién cac tri s6 gidng so v6i nhau (Bang 16).

Bang 16

mAb ID | kon (M-1s-1) Kotr (s -1) Kp (pM)
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M158 | (1,5£0,03)E+06 | (6,6+1,7)E-04 |439+114
M160 | (1,6%0,15)E+06 | (1,8+0,01)E-04 | 117+11

(1,62+0,08)E+0 | (2,03£0,16)E-
M166 |6 04 126411

Khi danh gié lai c4c t& hop HFA ban diu, VH thich hop véi VH5-51 thé hién
Kp nh6 hon 2 14n so véi khung VH1- 46. Dot bién P52aS trong H-CDR2 dugc dua
vao VH VH5-51 tao ra H221. H221 dugc biéu hién véi chudi nhe 1220, 1219 va
L217 tir mAb géc HFA (M159) va lin lugt cic bién thé dugc céi thién 4i luc M160
va M166, dé tao ra cdc mAb M171, M169 va M170. Céc phép do dong hoc BIAcore
trén mAb duoc tinh sach thé hién su cai thién gép hai 14n ctia Kp so v&i cac bién thé

VH1-46 tuong tmg (céc bang so sénh 16 va 17).

Bang 17
mADb ID | Peptit H/L ID | Kon trung binh (M's™) | Kog trung binh (s™') | Kp trung binh (pM)
M169 H221,L.219 (1,48+ 0,13)E+06 1,02 + 0,07)E-04 69+ 8
M170 H221,1L.217 1,66E+06 1,16E-04 70
M171 H221,L220 1,53E+06 3,58E-04 234

Viéc phén tich trinh ty cia M160, M169 va M170 nhan dién vi tri isome hoa
tim tang & D54-G55 va vi tri khir amit tiém tang & N61-G62 trong CDR-H2 cua
H196 va H221. Ngoai ra, vi tri isome héa tiém tang dugc nhin dién & D34 trong
CDR-L1 cuia L219. C4c d6t bién duoc dua vao dé loai bd céc vi tri nay va danh gid
vé tac dong cua ching 1én sy hoat tinh (Bang 18). Cic mAb dugc tinh sach duoc
phén tich vé i luc véi CD27-His trén ProteOn. Céc ddt bién khéng c6 tic dung hogc
¢ tac dung tich cuc 1én Kp. Vi dy, ca M668 va M671 c6 Kp gén nhu nhé hon 2 l4n
so v&i 14n lugt cic mAb, M160 va CM169 gbc ctia chiing.

Bang 18: Céc bién thé mADb véi cac trinh ty PTM dugc dot bién

Peptit Kb

H/LID trun
m/}b mAb CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-L1 (SEQ ID NO:) fon Ko £
goc | ID trung | trung | binh

binh binh | (pM
o'sh | ¢ | )
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Ml16 | M16 | H196,L.2 RIYSGDGDTNYNGKFKG 2,07E+ | 2,23
KASQSVDYAGDSFMN (25)
0 0 19 19 06 E-04 | 108
M16 | M16 | H196,L.2 RIYSGDGDTNYNGKFKG 1,84E+ | 2,34
KASQSVDYAHESFMN (31)
6 6 17 (19) 06 E-04 | 127
Mi16 | M16 | H221,12 RIYSGDGDTNYNGKFKG 2,36E+ | 1,39
KASQSVDYAGDSFMN (25)
9 9 19 (19) 06 E-04 | 59
M16 | M66 | H255,L2 RIYSGDADTNYAQKFKG 2,14E+ | 1,29
KASQSVDYAGESFMN (29)
0 8 66 (20) 06 E-04 | 60
M16 | M66 | H256,L2 RIYSGDADTNYNQKFKG 2,49E+ | 145
KASQSVDYAGESFMN (29)
0 9 66 (21) 06 E-04 | 58
M16 | M67 | H257,L2 RIYSGDADTNYAQKFKG 1,73E+ | 1,13
KASQSVDYAGESFMN (29)
9 0 66 (20) 06 E-04 | 65
Mi16 | M67 | H258,L2 RIYSGDADTNYNQKFKG 2,52E+ | 9,73
KASQSVDYAGESFMN (29)
9 1 66 (21) 06 E-05 | 39
M16 | M67 | H255,L2 RIYSGDADTNYAQKFKG 1,83E+ | 2,64
KASQSVDYAGESFMN (29)
6 2 17 (20) 06 E-04 | 144
M16 | M67 | H256,L2 RIYSGDADTNYNQKFKG 1,89E+ | 1,89
KASQSVDYAGESFMN (29)
6 3 17 (21) 06 E-04 | 100

Vi dy 10: sy t6i wru héa MAB HFR M91 C2191

Céc phuong phép duoc 4p dung dé t6i wu héa M91 (H31/L42) nhu duoc md
ta trong Vi du 8, trir khi c¢6 quy dinh khac. Sy quét alanin/dong mam ctia CDR clia
C2191 duoc tién hanh trong dinh dang Fab dé danh gia céc vi tri quan trong dbi voi
su twong tac vdi CD27, bang cach sir dung cac ving VH va VL gbc C2191 trong
dinh dang Fab véi viing hing dinh Chl va Ck cta nguoi. Céc thu vién thay thé cac
gbc trong CDR vé6i alanin hoic gbc c6 mit trong trinh ty dong mam tuong tmg. Mot
s vi tri trong cac CDR dugc loai trir ra do chiing ¢6 sy tiép xiic dung méi thip hoic
khéng c6 sy tiép xtic dung médi dua trén viéc tao mé hinh va sau d6 dua trén cu tric
dugc x4c dinh (Vi du 5). Dot bién soma gia dinh dugc lam 46t bién nguoc vao cac
axit amin dong mam cta chudt dé danh gia sy déng gop ciia chiing vao i luc cla
khang thé. Tém lai, cic ving V clia chudt dugc tach dong vé tinh thanh vecto biéu
hién pIX Fab va sy lién két cta gbc voi protein ECD CD27 ciia ngudi dugc biotinyl
héa duge kiém chimg bai ELISA. Cac dot bién don (theo thiét ké thu vién) dugc dua
vao bang sy phat sinh dot bién truc tiép vi tri, dwoc tién hanh chu yéu 1a nhu duge
mo ta b'?mg Stratagene (La Jolla, CA, USA). Céc ddt bién dugc x4c nhan trinh tu
duoc chon loc theo mau anh dao vao cic dia méi va sinh trudng cliing véi Fab gbc va

céc dbi chimg Fab am. Bién thé thay thé axit amin don cudi cling duoc tao ra trong
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E. coli, va sau d6 dugc sang loc v& su biéu hién va lién két véi CD27 bing ELISA.
Su bidu hién va lién két cac tin hiéu dbi véi cac dong v6 tinh gbc duge tinh trung
binh va dit 1a 1,0 va cac tin hiéu cua dot bién dugc chudn hoa so véi géc. Hai dang
khang nguyén dugc sir dung trong ELISA: ECD CD27 (cac gbc 1-173) va ECD
CD27 - thé kham Fc (R&D Systems).

Cac két qua quét nay két hop voi chu triic ddng tinh thé dua ra co s& vé su
thiét ké cac thu vién thanh thyc 4i lyc. D6i v4i chudi ndng, cac vi tri dugc chon cho
bién thé 1a T33 trong H-CDR1 va Y50, S52, S52a, N56 va Y58 trong CDR-H2
(Bang 23). T33 khong phai 1a gdc tiép xtic nhung d6t bién T33A lai cai thién lién
két. Cac vi tri S52 va S52a khong phai 14 cac gbe tiép xic nhung sy thay thé trong
viéc quét thé hién mot sd lién két ting 1én. Tyrosin & cc vi tri 50 va 58 14 hai vi tri
tiép xitic va cac thay thé & cac vi tri ndy dugc chon trong quy dao t6i uu héa song
song dugc mo ta trong Vi du ‘11. Vi tri N56 khong dugc danh gia trong viéc quét
alanin/dong mim nhung né 1 vi tri tiép xtc va lién k& T33, S52, va S52a trong cu
tric tinh thé. D6i véi chudi nhe, céc vi tri dugc chon cho bién thé 1a T30a, S30b,
G30c va Y30d trong CDR-L1 va L50 va N53 trong CDR-L2 (Bang 23). Khong c6
gbc ndo trong sb cac gbe tiép xic tryc tiép khang nguyén nhung lién ké véi cac gbe
tiép xuc ma viéc quét thé hién c6 tac dong hau nhu 13 tiéu cyuc 1én su lién két. Dot
bién L50A c6 tac dung vira phai 1én lién két va, trong ciu trac tinh thé, 1a gbc duy
nhét trong CDR-L2 c6 thé tiép xtic vdi khang nguyén. Ngoai ra, N53 dugc chon cho
vi€c da dang hda gidi han. Hai thu vién song song duogc tao chu truc, mot thu vién co6
Y30d duoc dot bién véi W, va thu vién con lai véi Y30d duoc gitt 12 Y, vi W ¢6 thé
khién cho paratop ky nu6c hon va do d6 it phat trién dwoc hon. Céc bang 19 va 20
dudi day thé hién cac thiét ké thu vién thanh thuc &i luc VH va VL d6i véi M91.

Béang 19.
2191 [HC_CDRI HC_CDR2
Khéang
nguyén
c6tiép | Khoéng | C6 | Khéng | Khong Cé Cé
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xuc hay
khong?

Vi tri
trong HC
(SEQID T33 Y50 S52 S52a N56 Y58

NO:

131)

Vi tri
trong HC
(SEQID T33 Y50 S52 S53 N57 Y59

NO:

131)

Su da

Tét ca 20 Thtca 20 | Tatca20 | Tatca20 [ 1

dang

axit amin axit amin | axit amin | axit amin L

trinh tu

= gl > <

Bang 20.

2191 LC _CDRI1 LC_CDR2
Khang

nguyén

tiépxic | Khong | Khong |Khéng| C6 Co No

Vi tri
trong LC
(SEQID
NO: 140)

Vi tri
trong LC T31 S32 G33 | Y34 L54 N57
(SEQID

T30a S30b G30c | Y30d L50 NS53

-72-




27181

NO: 140)
Su da ) . G Y* ) N
Tat ca 20 | Tatca 20 Tat ca 20
dang o ) R W K
axit amin | axit amin axit amin
trinh tu R

* Hai thu vién riéng r€ chita Y hodac W ¢ vi tri nay dugc tao ra

Céac thu vién Fab dugc biéu hién trén protein boc thuc khuén thé IX duoc
phan tich khang ECD-CD27 duoc biotinyl héa. Téng 12 bién thé chudi ning va 12
bién thé chudi nhe dugc chon ma lién két véi CD27 béng hodc t6t hon so véi Fab thé
kham gbc ctia C2191. Céc bién thé dugc chuyén héa thanh cac khang thé IgG1/kapa,
dugc san sinh trong cac t& bao HEK293E 1a 144 t6 hop, va cac phan dich ndi nuéi
ciy dugc dénh gia vé sy lién két bang ProteOn. Viéc ting dang ké (>100 lan) 4i luc
dugc quan sat d6i voi mot sb bién thé. Trong 144 cép VH va VL, 8 cdp dugc chon dé
mo ta thém (Bang 21). Cac mAb ndy dugc phén loai thanh ba nhém phu: Céc bién
thé nhém 1 c6 cliing chudi ning (H227, SEQ ID NO: 133) duoc ghép cip véi bén
chudi nhe khac nhau, trong khi nhém 2 va nhém 3, mdi nhém cé mot chudi nhe duge
ghép cip v6i hai chudi ning khic nhau. Bén chudi nhe dugc chon dugc thay dbi &
tt ca bdn vi tri dwgc da dang héa trong CDR-L1 (RASKSVSXiX>X3X4SFMH)
(SEQID NO: 158); ma X1 1a A, E, H, hodc L; X2 1a D, G, V, hoac W; X3 1a G hodc
R; va X4 1a W hodc Y). Chung ciling dugc thay dbi trong ca hai vi tri dugc da dang
héa trong CDR-L2 (X;ASX2LES) (SEQ ID NO:171); ma X; 1a L hodc V; va Xz 1a K,
N, hoic R). CDR-L3 khong dugc thay dbi tir trinh tw L42 (SEQ ID NO: 140) va l1a
QHSRELPWT.

Bang 21. Viéc ghép ciip cac trinh ty chudi niing va chudi nhe clia céc ddu dugce thanh

thuc ai luc cua 2191 duogc chon

Khi Peptit CDR-L2 | Peptit
an .
8 | chudi | CDR-LI(SEQIDNO:) | (SEQ ID | chudi CDR-H1 (SEQ | CDR-H2 (SEQ ID NO3)
thé ID o ID NO)

nhe ID NO:) nang ID :

RASKSVSAWGYSEM | VASRLE | . | GFTFSSYGMS | YIDEGGGQTIYPDSVK

M427 | C27L244 | H (60) S (68) (44) G (47)
M429 | C27L245 | RASKSVSHVRWSF | LASKLE | C27H227 | GFTFSSYGMS | YIDEGGGQTIYPDSVK
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MH (61) S (69) (44) G (47)
RASKSVSEGRWSFM | VASRLE | | GFTFSSYGMS | YIDEGGGQTIYPDSVK
M488 | C27L249 | H (62) S (68) (44) G (47)
RASKSVSLDRWSFM | LASNLE | | GFTFSSYGMS | YIDEGGGQTIYPDSVK
M489 | C27L250 | H (63) S (67) (44) G (47)
RASKSVSEGRWSFM | VASRLE | . |GFTFSSYSMS | YIDAGGGFTIYPDSVK
M492 | C27L249 | H (62) S (68) (45) G (48)
RASKSVSLDRWSFM | LASNLE | . |GFTFSSYSMS | YIDAGGGFTIYPDSVK
M493 | C27L250 | H (63) S (67) (45) G (48)
RASKSVSLDRWSFM | LASNLE | | GFTFSSYSMS | HIDAGGGRTWYPDSV
M501 | C27L250 | H (63) S (67) (45) KG (49)
RASKSVSEGRWSFM | VASRLE GFTFSSYGMS | YIDRGGGVTIYPDSVK
M526 | C27L249 C27H222
H (62) S (68) (44) G (50)

Tam bién thé nay dugc san sinh b’fmg cach biéu hién tam thoi trong cac té bao
HEK293E trong thé tich 13 750ml. Céc phin dich ndi thu gom duge duge tinh sach
thong qua séc ky Protein A, va mdi bién thé duoc phan tich bing SDS-PAGE va SE-
HPLC d& xac dinh d6 tinh khiét cia mAu va phin trim monome trong miu dugc tinh
sach. T4t ca céc bién thé c6 d tinh khiét 16n hon 90% va tinh monome 16n hon 90%.
Pé danh gia cac tinh chét két hop ciia cic khang thé, nhén t§ duy tri (k”) duge xac
dinh bing céch tién hanh sic ky twong téc chéo dbi véi timg bién thd duogc tinh sach
(Jacobs SA, Wu SJ, Feng Y, Bethea D & O'Neil KT (2010) Cross-interaction
chromatography: a rapid method to identify highly soluble monoclonal antibody
candidates. Pharm Res 27, 65-71). Trong phuong phép nay, cic khang thé miu duoc
cho di qua cdt dugc ghép cép véi IgG cla nguoi va dénh gia vé tinh duy tri so véi
céc khang thé d6i ching. Tém lai, 50mg IgG ctia ngudi (Sigma Aldrich) dugc ghép
cip v6i cot NHS-Sepharoza 1mL (GE Healthcare) theo chi din ctia nha san xut.
Loai bo IgG khéng duoc ghép cip bang cach rira voi Tris 0,1M, d6 pH = 8, NaCl
0,5M va cac NHS khong phan tmg dugc phong bé v&i chit dém tuong tw. Tinh hiéu
qué ghép cap dugc xac dinh b?mg cach do nSng d¢ protein con lai trong chit dém
ghép cip khong dugc phan mg va rira bang cich st dung kit thir nghiém Kit
Pierce’s Coomassie Plus (Thermo Pierce) va loai trir tir lugng protein trudc khi cb
dinh. Co6t d6i ching ciing dwoc chuin bi bing cach st dung cling phuong phap
nhung khong c¢6 su két hop ciia IgG véi nhya. Cot d6i chimg trudce tién duge chay
trén Dionex UltiMate 3000 HPLC sau khi dugc 1am cin bang véi PBS, d6 pH=7 &
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téc d6 chay 1a 0,1mL/phit. 20pL dung dich protein gbc trude tién dugc tiém vao dé
dam bao cac vi tri khong lién két dic hidu duoc phong bé sau d6 1a 20 pL axeton
10% dé kiém tra tinh nguyén ven ctia cdt. Cic miu dugc phan tich dugc pha lodng
v6i 0,1mg/mL trong PBS, d6 pH = 7. 20uL mdi mau dugc tiém 1én trén timg cot va
cho phép chay véi 0,1mL/phut trong 30 phit. S6 14n duy tri dugc ghi lai va nhén t6
duy tri (k”) duogc tinh dbi v6i mbi bién thé. Tri s6 k> duge tinh 1am sy chénh 1éch vé
s6 1an duy tri trén IgG va céc cit tréng. T4t ca cac bién thé dugc tinh sach c6 do tinh
khiét 16n hon 90% dya trén SDS-PAGE va SE-HPLC. Tt ca c4c tri s6 k> duge tinh
@ nho hon 0,3, chi ra c4c tinh chit dung dich t6t (Bang 22).

Bang 22. Phép phan tich theo mé cac bién thé dugc thanh thyc 4i luc dugc tinh sach

[

@l | K|

[y It s
o T 1 %

. . ; It 13 R TN
@O | mC | ae | Y

g oo T ), Protens | Misieme | L
M427 H227 | 1244 | 142 | 1563 | 100 | Ok |0,02
M429 227 | 1245 | 097 | 1021 | 100 | Ok |0,07
M488 227 | 1249 | 200 | 27,06 | 98,9 | Ok |0,07
M489 H227 | 1250 | 1,59 | 23,03 | 100 | Ok |0,17
M492 H228 | 1249 | 207 | 2796 | 974 | Ok 025
M493 H228 | 1250 | 058 | 8,12 100 | Ok | 0,24
M501 231 | 1250 | 2,01 | 26,08 | 100 | Ok |0,28
M526 m22 | 1249 | 090 | 10,74 | 100 | Ok |0,10

T4m bién thé mAb va gbc HFR dugc d4nh gia vé 4i luc cta ching véi ECD
CD27 bing BlAcore va ICso ctia ching trong thir nghiém gen thong bo xf. Cac
hﬁng sb dong hoc va éi luc duge do b%lng BIAcore. Bang 23 tom tit cac dir lidu thu
duoc tir cac bién thé nay. Su biéu hién va tin hiéu ELISA vé sy lién két véi CD27

duoc do tir cac phén dich ndi nudi cdy nhoé ban diu ciing bao gdm trong bang nay.

Béng 23: t6m tét dit liéu tip hop con cua thu vién C2191 AM

Protein Su biéu hién Tin hi€u NF«f K K Kb
ID (ug/ml ELISA | ICso (pM) (PM)
M41 n,d, n,d, 45 6,20E+05 | 8,44E-03 | 13650
M427 14,6 0,93 19 7,18E+05 | 3,00E-05 | 41,7
M429 16,1 0,86 42 6,62E+05 | 2,02E-05 | 30,4
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M4388 20,7 0,92 23 1,01E+06 | 3,96E-05 | 39,4
M489 24,2 0,96 41 9,06E+05 | 2,18E-05 | 24,1
M492 20,1 0,77 15 1,03E+06 | 1,47E-04 | 142,0
M493 24,5 0,85 14 7,23E+05 | 1,05E-04 | 145,0
M501 30,9 0,77 4 8,31E+05 | 6,16E-05 | 74,2
M526 14,3 0,69 6 1,00E+06 | 1,71E-04 | 171,0

Vi du 11: HFR duoc két hop va sy t6i wru héa cia mAb C2191

Theo céach tiép can nay, viéc dit gioi han cac bién thé HFR duoc dénh gid
trong dinh dang Fab v& bidu hién, bidu hién pIX va sur lién két va céc lya chon tbt
nhit sau d6 dugc dua 1én t6i wu héa. Cac CDR tir C2191 dugc thich tmg véi khung
cia ngudi vao hai chudi ning (VH3-23 va VH3-11) va hai chudi nhe (Vk4-1 va
VkO012). Cac mién bién d6i HFA nay dugc ghép cip v6i nhau trong ma tran 2x2 1lam
Fab v6i ving hing dinh CHI1 va Ck clia ngudi trong vecto biéu hién thyc khuén thé
pIX Fab. Bién thé VH3-23/Vk012 (H39 (SEQ ID NO: 145)) va L40 (SEQ ID NO:
137) thé hién sy lién két v6i CD27 va céc dic tinh biéu hién tét va dugc chon dé tao
cAu truc céc thu vién thanh thuc 4i luc. Fab dugc vu tién nhu 13 “géc.”

Pé chon cac khang thé véi 4i luc duoc cai thién, nhiéu géc trong s6 tat ca
CDR ngoai trir CDR-H3 cta H39 dugc da dang héa hoan toan bing cach st dung
codon suy bién NNK (Bang 24). Mdi thu vién CDR duoc tao céu tric riéng r& va

dugc dem sang loc thuc khun thé dé chon céc bién thé dugc thanh thuc 4i luc.

Béng 24: Thiét ké thu vién thanh thuc &i luc dbi voi cac bién thé C2191

CDR ciia VH axit amin goc va vi tri
Y50
S52
CDR-H2 S53
N56
Y58
H95
R96
G97
N9

CDR-H3

-76-




27181

P99

CDR cua VL

axit amin goc va vi tri

CDR-L1

T30a

S30b

G30c

Y30d

F32

CDR-L2

L50

A5l

S52

N353

L54

E55

S56

CDR-L3

H90

R92

E93

L9%4

Y96

Céc thu vién C2191 véi sy da dang trong CDR-H2, CDR-L1 hogc CDR-L2

thu dugc 50 Fab doc nhit v6i sy lién két duoc cai thién véi CD27 cia ngudi so voi

Fab HFR gbc nhu duogc do trong ELISA mét diém. Cac dong vo tinh nay con duge

xép hang trong ELISA nhiéu diém va mudi bay dong v6 tinh duge chon d chuyén

hoéa thanh IgG4alaala/kapa ciia ngudi dé mo ta thém (Bang 25).

Bang 25: Fab dugc thanh thyc ai luc dugc chon dé chuyén héa thanh IgG

CDR-L2
Peptit HC
Fab ID D Peptit LC ID CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-L1 (SEQ ID NO:) (SEQID
NO:)
‘ YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
Goc H39 L40
(46) (59) (67)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VGNRLED
Fl116 H39 L59
(46) (59) (70)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VGDRRQE
F119 H39 L62
(46) (59) (71)
YISGGGGQTLYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F178 H145 L40
(54) (59) (67)
F18 H40 L40 AIDHGGGRTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
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(€2)) (59) 67)
AIDHGGGRTWYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F19 H41 L40
(52 (59) (67)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VGSRMAF
F243 H39 L124
(46) (59) (72)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VGDRANW
F250 H39 L131
(46) (59) (73)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VGSRLDY
F256 H39 L137
(46) (59) (74)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSYVRWSFMH | LASNLES
F279 H39 L160
(46) (64) 67
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSHIRWSFMH | LASNLES
F291 H39 L172
(46) (65) (67)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSHVRWSFMH | LASNLES
F292 H39 L173
46) (61) (67)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | VADRVEV
F295 H39 L176
(46) (59) 173)
TIDRGGGSTWYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F297 H190 L40
(55) (59 67)
AIDGGGGATYYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F298 H191 L40
(56) (59) (67)
' VIDHGGGSTHYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F299 H192 L40
(57) (59) (67)
YISSGGGNTYYPDSVKG | RASKSVSLIRWSFMH | LASNLES
F302 H39 L179
(46) 172) (67)
AIDHGGGQTLYPDSVKG | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES
F57 H79 L40
(53) (59) (67)

Cac mAb IgG1/k duogce tao cAu trac 1am cé4c ban sao ctia Fab va 12 ma tran cua

ving bién ddi chudi ning va chudi nhe (Bang 26) va dugc thir nghiém vé 4i lyc va
céc tinh chit hoa tan. Dang mAb cia Fab géc 1a M131 dugc biéu hién. M141 va
M408 duoc chon dé mo ta thém.

Bang 26: mAb thu dugc tir viéc thanh thyc 4i luc Fab

Fab ID | mAb ID | Peptit H & L ID
Goc | Mi31 H39, L40
F18 | MIi32 H40, L40
F57 | Mi33 H79, L40
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F298 | Mi134 H191, 140
F299 | MI35 H192, L40
F292 | MI36 H39,L173
F279 | MI137 H39, L160
F256 | MI38 H39, L137

Téhop | M139 | C27H40,L173

Téhop | M140 | C27H40,L160

Tohop | MI141 | C27H79,L173

Téohop | M142 | C27H79,L160

Téhop | MI143 | C27H191, L160

Téhop | M144 | C27H191,L173

Téhop | M145 | C27H192,L173

Téhop | M146 | HI192,L160

Téhop | M408 | HI192,L137

Vidu 12: M6 ta cdc mAb dugc thanh thuc i luc

Céc mAb duoc thanh thuc 4i luc duoc chon thu dugc tir cic khang thé cua té
bao lai C2177 va C2191 géc duoc ti wu héa codon, duge dua vao vecto khéc biét dé
biéu hién kép chudi ning va chudi nhe, dugc bidu hién trong canh trudng té bao
CHO-GS, va dugc tinh sach d& md ta thém. Cac ID ciia cic khang thé nay lién quan
dén c4c bién thé duge thanh thuc duge mo ta trong cac vi du trén dugc thé hién trong

Bang 27.

Bang 27.
Géc Gen don
ADN ID APNID Peptit LCID | Peptit HC ID

C2191 M429 M696 C27L245 C27H227
C2191 M492 M695 C271L249 C27H228
C2191 M4388 M694 C27L249 C27H227
C2191 M141 M707 C27H79 C27L173
C2191 M408 M708 C27H192 C27L137
C2177 M703 M709 C27H270 C27L267
C2177 M706 M710 C27H272 C27L267
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C2177 M671 M711 C27H258 C271L266

C2177 M668 C27H255 C27L266

M713

Dir liéu tém tit di voi cac mAb nay duoc thé hién duéi day @ phan tich Kp
béng Biacore va ICso dugc do trong thir nghiém gen thong bao NF-kf (Bang 28 va
29). Bbi voi thir nghiém gen théng bio NF- «B niy, cac t& bio HEK-293F dugc
chuyén nhi®m véi tbng sb 36ng ADN chira ca CD27 clia ngudi va céc chu tric
luxiferaza, dudi sy kiém so4t ciia gen thic ddy NF-«B. Cac thé chuyén nhiém HEK-
293F duoc dit trong dia 5x10* t& bao cho mdi 18 trong 40pL moi trudng Freestyle
(Gibco) trong cac dia 96 18. Cac phin pha lodng cic mAb clia té bao lai khang CD27
duoc bd sung vao dia thir nghiém trong méi truong Freestyle & nng do cudi cing 1a
50pg/mL véi phin pha lodng theo ty 1€ 1:3 va c4c dia dugc 0 & nhiét do 37°C (CO2
5%) trong mot gid. Dé thir nghiém vé kha ning trung hoa tin hiéu CD70:CD27 cta
mAb, cic t& bao episom CD70 HEK-293E d3 dugc birc xa (4000 rad) dugc b sung
& 20% s luong céc té bao chuyén nhidm CD27 vio dia thir nghiém. D& thir nghiém
hoat tinh chil van ctia mADb cua cac té bao lai, viéc bd sung cac té bao episom CD70
duge bo qua. Cac dia thir nghiém dugc U qua dém & nhiét d6 37°C (CO2 5%) va
duoc hi€én mau béng cach st dung hé thtr nghiém Steady-Glo® Luciferase

(Promega) theo chi din clia nha san xuét.

Bang 28. M6 ta céc bién thé dugc thanh thuc thu dwoc tir C2191

Thir nghiém ICso NF-«f3
mAb ka (1/Ms) kq (1/5) Kb (pM) (PM)
Thé kham gbc C2191 (M41) 4,35E+05 0,0103 23678 2300
M694 4,80E+05 7,60E-05 105 420
M695 5,10E+05 1,70E-04 202 250
M696 3,70E+05 2,1E-05 57 330
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M707 5,85E+05 1,24E-04 213 260
M708 6,430E+05 2,25E-04 350 260
Béang 29. M6 ta cac bién thé dwoc thanh thuc thu dugc tir C2177
Thir nghi€ém ICso NF-
mAb Ka (1/Ms) ka (1/5) Kp (pM) (pM)
Thé kham géc C2177 (M40) 1,06E+06 1,32E-03 1240 466
M709 2,30E+06 5,89E-05 26 272
M710 2,55E+06 4,88E-05 19 320
M711 1,97E+05 5,82E-05 30 258
M713 2,06E+05 1,16E-05 56 296
Céc trinh ty ving CDR va vV
Bang 30. 2177 dudng dn 1
VH CDR-H1 (SEQ | CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-H3 (SEQ
ID NO:) ID NO:)
Kabat Kabat Kabat
H7 M40 gbc SSWMN (1) RIYPGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
G(Q3) ] Y (23)
CDR-H1 dugc | Kabat-7 (+2 cic goc HFR | Kabat
kéo dai dé thé hién cic dot bién
PMT)
H28 HFR(M69) GYAFSSSWM | RIYPGDGDTNYS (4) SDYYGDYGFA
N@) Y (23)
H236 GYAFSSSWM | RIYPGDGDTNYS ADYYGDYGF
NQ) GY (162)
H237 GYAFSSSWM | RIFVRDGDTNYS (5) SDYYGDYGFA
N@) Y (23)
H238 GYAFSSSWM | RIYVGDGDTNYS (6) SDYYGDYGFA
NQ) Y (23)
H239 | M596, M600 GYAFSSSWM | RIYAGDGDTNYS (7) SDYYGDYGFA
N@) Y (23)
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H240 GYAFSSSWM | RIYARDGDTNYS (8) SDYYGDYGFA
NQ2) Y (23)

H241 GYAFSSSWM | RIYGRDGDTNYS (9) SDYYGDYGFA
N(Q2) Y (23)

H242 GYAFSSSWM | RIYANDGDTNYS (10) SDYYGDYGFA
NQ2) Y (23)

H243 GYAFSSSWM | RIYGGDGDTNYS (11) SDYYGDYGFA
N(2) Y (23)

H244 GYAFSSSWM | RIYSGDGDTNYS (12) SDYYGDYGFA
NQ2) Y (23)

H245 GYAFSSSWM | RIYSRDGDTNYS (13) SDYYGDYGFA
N(2) Y (23)

H259 M678 GYAFSSSWM | RIYAGDGDTAYS (14) SDYYGDYGFA
N(2) Y (23)

H260 M680 GYAFSSSWM | RIYAGDGDTNYA (15) SDYYGDYGFA
N@2) Y (23)

H270 M703=M709 GYAFSSSWM | RIYAGDADTAYS (16) SDYYGDYGFA
N(2) Y (23)

H272 M706=M710 GYAFSSSWM | RIYAGDADTNYA (17) SDYYGDYGFA
N(Q2) Y (23)

RIX X2 X3DXuDTX5YXs
(151)

Pbi véi SEQ ID NO:151, X1 1aF hodc Y; X212 A, G, S, hodc V; X3 14 G, N, hodc R;
X41a A hodc G; X5 1a A hoac N; va Xs 14 A hodc S

Bang 31. 2177 dudng dan 2

VH CDR-H1 (SEQ | CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-H3 (SEQ
ID NO:) ID NO:)
Kabat Kabat Kabat
H7 M40 gbc SSWMN (1) RIYPGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
G(@3) Y (23)
CDR-Hldwge Kabat-7 (phin con lai cta | Kabat
kéo dai CDR la gidng nhu & chudt
va HFR)
H24 HFR(M50) GYAFSSSWMN | RIYPGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
(2) G (18) Y (23)
H221 M169, M170, | GYAFSSSWMN | RIYSGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
M171 (@) G 19 Y (23)
H257 Mé670 GYAFSSSWMN | RIYSGDADTNYAQKFK | SDYYGDYGFA
2 G (20) Y (23)
H258 M671=M711 | GYAFSSSWMN | RIYSGDADTNYNQKFK | SDYYGDYGFA
2 G (21) Y (23)
H25 HFR (M55); | GYAFSSSWMN | RIYPGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
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M149-156; Q) G (18) Y (23)
M159
H196 | MI158; MI160- | GYAFSSSWMN | RTYSGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
167 Q) G (19) Y (23)
H255 | M668=M713; | GYAFSSSWMN |RIYSGDADTNYAQKFK |SDYYGDYGFA
M672; ) G (20) Y (23)
H256 | M669; M673 | GYAFSSSWMN | RTYSGDADTNYNQKFK | SDYYGDYGFA
Q) G (21) Y (23)
H197 | M157 GYAFSSSWMN | RIYQGDGDTNYNGKFK | SDYYGDYGFA
Q) G (22) Y (23)
RIYX;GDX;DTNYX3X4K
FKG (152)

Péi voi SEQ ID NO:152, X; 1a P, Q, hoiic S; Xz 13 A hodc G; X3 13 A hogc N; X4 13
G hoic Q.

Bang 32. 2177 dudng din 1

VL CDR-L1 (SEQ ID | CDR-L2 (SEQ ID NO:) CDR-L3 (SEQ
NO:) ID NO»)
Kabat Kabat Kabat
L18 M40 gbe KASQSVDYAGD | AASNLES (37) QQSNEDPYT
chuot SYMN (24) (41)
L35S HFR (M69) KASQSVDYAGD | AASNLES (37) QQSNEDPYT
SYMN (24) (41)
L255 M600; M678; | KASQSVDYAGD | AASNLES (37) QQSNEDPYT
M680 SFMN (25) 41)
L256 KASQSVDYAGD | VASNLES (38) QQSNEDPYT
SWMN (26) 41)
L257 M596 KASQSVDYAGD | TASNLES (39) QQSNEDPYT
SWMN (26) (41)
L258 KASQSVDYAGS | TASNLES (39) QQSNEDPYT
SFMN (27) (41)
L260 KASQSVDWAG | TASNLES (39) QQSNEDPYT
HSWMN (28) (41)
L261 KASQSVDYAGS | EASNLES (40) QQSNEDPYT
SFMN (27) 41)
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1267 | M703=M70; | KASQSVDYAGE | AASNLES (37) QQSNEDPYT
M706=M710 | SEMN (29) (41)
KASQSVDXiAG | X1ASNLES (154) |
X2SX3MN (153)

Pbi v6i SEQ ID NO:153, X1 1a W hodc Y; X2 1a D, E, S hodc H; X3 1a F, W, hodc Y.

Péi v6i SEQ ID NO:154, X; 1a A, E, T, hodc V;

Bang 33. 2177 duong dén 2

VL CDR-L1 (SEQ ID NO») CDR-L2 CDR-L3 (SEQ
(SEQ ID | ID NO3)
NO:)
Kabat Kabat Kabat
L18 M40 géc KASQSVDYAGDSYMN (24) | AASNLES | QQSNEDPYT
chudt (37) 41
L36 HFR (M55; | KASQSVDYAGDSYMN (24) | AASNLES | QQSNEDPYT
M50) (37) 41
L216 | M156;M167 | KASQSVDYFSESYMN (30) | AASNLES | QQSNEDPYT
37 (41)
L217 | M155; M166; | KASQSVDYAHESFMN (31) | AASNLES | QQSNEDPYT
M170; M672; (37 41
M673
L218 | M150; M161 | KASQSVDYFGDSLMN (32) | AASNLES | QQSNEDPYT
37N (41)
L219 | M149; M160; | KASQSVDYAGDSFMN (25) | AASNLES | QQSNEDPYT
M169 (37) 41
L266 | M668=M713; | KASQSVDYAGESFMN (31) | AASNLES | QQSNEDPYT
M669; M670; (37 41
M671=M711,;
L220 | M157; M171; | KASQSVDYAGDSYMN (24) | AASNLES | QQSNEDPYT
M158; M159 (37) 41)
L221 | M154 KASQSVDYFRTSFMN (33) | AASNLES | QQSNEDPYT
(37 (41)
L222 | M153 KASQSVDYVGTSFMN (34) | AASNLES | QQSNEDPYT
(37 (41)
L223 | M152; M163 | KASQSVDYWSDSFMN (35) | AASNLES | QQSNEDPYT
(37 (41)
1224 | M151; M162 | KASQSVDYYNSSFMN (36) | AASNLES | QQSNEDPYT
(37 (41)
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KASQSVDYX;X2X3MSXsMN

(155)

Pébi voi SEQ ID NO:155, X114 A, F, V, Whoic Y; X2 14 G, H, N, R, hodc S; X3 1a
D,E, S,hoiac T; X41aF, L, hoac Y.

Bang 34. 2191 dudng dan 1

VH CDR-HI (SEQ | CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-H3
ID NO:) (SEQ ID
NO:)
Kabat Kabat Kabat
H10 M41 me SYTMS (42) YISSGGGNTYYPDSVKG (46) | HRGNPFDY
(58)
CDR-H1 dugc | Kabat Kabat
kéo dai
H31 HFR (M91) | GFTFSSYTMS | YISSGGGNTYYPDSVKG (46) | HRGNPFDY
(43) (58)

H227 | M427, GFTFSSYGMS | YIDEGGGQTIYPDSVKG (47) | HRGNPFDY
M429=M696; | (44) (58)
M488=M694;

M489

H228 | M492=M695; | GFTFSSYSMS | YIDAGGGFTIYPDSVKG (48) | HRGNPFDY
M493 (45) (58)

H231 | MS501 GFTFSSYSMS | HIDAGGGRTWYPDSVKG | HRGNPFDY

(45) 49) (58)
H222 | M526 GFTFSSYGMS | YIDRGGGVTIYPDSVKG (50) | HRGNPFDY
(44) (58)

H227 | CDR-HI dugc | SYGMS (161)
x4c dinh bing
Kabat

XiIX2X3GGGX4TXsYPDSVKG
(156)

Péi vai SEQ ID NO: 156, X; 14 H hoic Y; X2 1a D hodc S; X3 1a A, E, R, hodc S; va
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Bang 35. 2191 duong dén 2

VH CDR-H1 (SEQ | CDR-H2 (SEQ ID NO:) CDR-H3
ID NO:) (SEQ ID
NO:s)
Kabat Kabat Kabat
H10 M41 me SYTMS (42) YISSGGGNTYYPDSVKG (46) | HRGNPFDY
(58)
CDR-H1 dwogc | Kabat Kabat
kéo dai
H39 HFR ; M131; | GFTFSSYTMS | YISSGGGNTYYPDSVKG (46) | HRGNPFDY
M136-138 (43) (58)
H40 M132; M139; | GFTFSSYTMS | AIDHGGGRTYYPDSVKG HRGNPFDY
M140 (43) (51) (58)
H41 GFTFSSYTMS | AIDHGGGRTWYPDSVKG HRGNPFDY
(43) (52) (38)
H79 M133; GFTFSSYTMS | AIDHGGGQTLYPDSVKG HRGNPFDY
M141=M707; | (43) (53) (58)
M142
H145 GFTFSSYTMS | YISGGGGQTLYPDSVKG HRGNPFDY
43) (54 (58
H190 GFTFSSYTMS | TIDRGGGSTWYPDSVKG HRGNPFDY
(43) (35) (58
H191 |M134; MI143; | GFTFSSYTMS | AIDGGGGATYYPDSVKG HRGNPFDY .
M144; (43) (56) (598)
H192 |MI135; M145; | GFTFSSYTMS | VIDHGGGSTHYPDSVKG HRGNPFDY
M146; (43) (57) (58)
M408=M708

X1IX2X3GGGX4TXsYPDSVKG
(157)

Péi v6i SEQ ID NO:157, X1 14 A, T, V, hodc Y; X2 1a D hoic S; X3 14 G, H, R, hodc
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S; X41aA,N,Q,R, hodc S; vaXs1aH. L, W, hodc Y.

Bang 36. 2191 dudng dan 1

VL CDR-L1 (SEQ ID |CDR-L2 (SEQ | CDR-L3 (SEQ ID
NO:) ID NO») NO:)
Kabat Kabat Kabat
L20 Chudt m¢ M41 | RASKSVSTSGYSF | LASNLES (67) | QHSRELPWT (75)
MH (59)
L42 HFR (M91) RASKSVSTSGYSF | LASNLES (67) | QHSRELPWT (75)
MH (59)
L1244 M427 RASKSVSAWGYSF | VASRLES (68) | QHSRELPWT (75)
MH (60)
L245 M429=M696 RASKSVSHVRWSF | LASKLES (69) | QHSRELPWT (75)
MH (61)
L249 M488=M694; RASKSVSEGRWSF | VASRLES (68) | QHSRELPWT (75)
M492=M695; MH (62)
MS526
L250 M489; M493; | RASKSVSLDRWSF | LASNLES (67) | QHSRELPWT (75)
M501 MH (63)
RASKSVSXi1X>X3X4
SFMH (158)

Péi véi SEQ ID NO:158, X1 1a A, E,H,L, T, hosic Y; X2 1a D, G, I, S, V, hodc W;
X31a G hodc R; va X414 W hoac Y.

Bang 37. 2191 dudng dan 2

VL CDR-L1 (SEQIDNO:) |CDR-L2 (SEQ | CDR-L3 (SEQ
ID NO:) ID NO»)
Kabat Kabat Kabat
L20 M41 gbc chuét | RASKSVSTSGYSFMH | LASNLES (67) | QHSRELPWT
(59) (75)
L59 RASKSVSTSGYSFMH | VGNRLED QHSRELPWT
(59) (70 (75)
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L62 RASKSVSTSGYSFMH | VGDRRQE | QHSRELPWT
(59) (71) (75)
L124 RASKSVSTSGYSFMH | VGSRMAF | QHSRELPWT
(59 (72) (75)
L131 RASKSVSTSGYSFMH | VGDRANW | QHSRELPWT
(59 (73) (75)
L137 | M138; RASKSVSTSGYSFMH | VGSRLDY | QHSRELPWT
M408=M708 | (59) (74) (75)
L160 | MI37; MI160; | RASKSVSYVRWSFMH | LASNLES (67) | QHSRELPWT
M142; M143; | (64) (75)
M146
L172 RASKSVSHIRWSFMH | LASNLES QHSRELPWT
(65) (75)
L173 | M136; MI39; | RASKSVSHVRWSFMH | LASNLES QHSRELPWT
M141=M707; | (66) (75)
M144; M145

Céc trinh ty viing bién dbi Protein va khang thé

Bang 38.
SEQ Céc dau hiéu
ID ]?c‘)ng vo Trinh ty (céc trinh ty CDR dugc gach chén) hoic ngudn | Chu thich
NO: tinh gbc
174 | ECD CD27 | TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQMCEPGT | ECD: 1-173,
ciangudi | FLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVSFSPDH | His6
HTRPHCESCRHCNSGLLVRNCTITANAE
CACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTA
RSSQALSPHPQPTHLPYVSEMLEARTAG
HMQTLADFRQLPARTLSTHWPPQRSLCS
SDFIRILHHHHHH
175 | ECD duogc | TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQMCEPGT | ECD: 1-121,
cét cut | FLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVSFSPDH | diém  phan
CD27 cua | HTRPHCESCRHCNSGLLVRNCTITANAE | chia, His6
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ngudi

CACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTA
RSSQALSPHPQLEVLFQGPHHHHHH

176

ECD duoc
cét

CD27 cua

cut

nguoi

TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQMCEPGT
FLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVSFSPDH
HTRPHCESCRHCNSGLLVRNCTITANAE
CACRNGWQCRDKECTECDGGHHHH

ECD:1-101

Proteo

150

ECD CD70

cua ngudi

MPEEGSGCSVRRRPYGCVLRALVPLVA
GLVICLVVCIQRFAQAQQQLPLESLGWD
VAELQLNHTGPQQDPRLYWQGGPALGR
SFLHGPELDKGQLRIHRDGIYMVHIQVT
LAICSSTTASRHHPTTLAVGICSPASRSIS
LLRLSFHQGCTIASQRLTPLARGDTLCTN
LTGTLLPSRNTDETFFGVQWVRP

ECD

76

Ving bién
chudi
ning (HC)
C2186

doi

QVQLQQPGAELVKPGASVKLSCKASGY

TFTNY WMNWVKQRPGRGLEWIGRIHPS

DSETHYNONFKSKATLTVDKSSSTAYIQ

LSSLTSEDSAVYYCARPVLYGDYGFPCW
GQGTLVTVSA

Chudt

77

Ving bién
adi
nhe (LC)
C2186

chudi

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSV
DYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAAS
NLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEE
DAATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLEIK

Chudt

78

Ving bién
déi
nang (HC)
C2192

chudi

QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYA
FSSSWMNWVKQRPGKGLEWIGRIYPGD
GDTNYNGKFKGKATLTADK
SSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARRWDG
GNYFFDYWGQGTTLTVSS

Chuot

79

Ving bién
doi

nhe

chudi

LO)

DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCMASQD
VGTAVAWYQRRPGQSPKLLIYWTSTRH
TGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLA

Chudt
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C2192 DYFCQQYSSYPLTFGSGTKLEIK
80 | Vung bién | QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYA | H7 Chudt
ddi  chubi | FSSSWMNWVKQRPGKGLEWIGRIYPGD
ning (HC) | GDTNYNGKFKGKATLTADKSSSTAYMQ
C2177 LSSLTSEDSAVYFCARSDYYGDYGFAY
WGQGTLVTVSA
81 | Viung bién | DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSV |L18 Chudt
dbi  chudi | DYAGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAAS
nhe (LC) | NLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEE
C2177 DAATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLEIK
82 |L35 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS | 4-1/2 HFR duoc
VDYAGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYA chon cho
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ C2177
AEDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEI AM,
K duong din
1
83 |L255 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS VL trong
VDYAGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYAA cac dong
SNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA v6  tinh
EDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK M584,
| M600
AM; trong
cac  bién
thé M678,
M680
PTM
84 |L256 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS sy thanh
VDYAGDSWMNWYQQKPGQPPKLLIYV thuc 4i luc
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ C2177
AEDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEI duong din

K

1
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85 [L257 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS VL trong
VDYAGDSWMNWYQQKPGQPPKLLIYT cic dong
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLL v6  tinh
AEDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEI M558,
K M596 AM

86 |L258 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS su thanh
VDYAGSSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTA thuc 4i lyc
SNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA C2177
EDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK dudng dan

1

87 |L260 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS su thanh
VDWAGHSWMNWYQQKPGQPPKLLIYT thuc &i luc
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ C2177
AEDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEI dudng din
K 1

88 | L261 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS sy thanh
VDYAGSSFMNWYQQKPGQPPKLLIYEA thuc 4i luc
SNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA C2177
EDVAVYYCQOQSNEDPYTFGQGTKLEIK dudng dan

1

89 [ L267 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQS VL trong
VDYAGESFMNWYQQKPGQPPKLLIYAA cac  bién
SNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA thé M703,
EDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK M706

PTM

90 |L36 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV | 012/2 HFR dugc
DYAGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAA chon cho
SNLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE C2177
DFATYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK AM,

dudng dan

2
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91 |L216 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV C2177
DYFSESYMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED dudng din
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

92 | L217 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV VL trong
DYAHESFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS dong o
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED tinh M166
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK AM

93 |L218 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV C2177
DYFGDSLMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED duong din
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

94 | L1219 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV VL trong
DYAGDSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS cac  dong
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED vé  tinh
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK M160,

M169 AM

95 |L219 PTM | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV VL trong
DYAGESFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS cic  bién
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED thd M668,
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK M669,

M670,
M671
PTM

96 | L266 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV VL trong
DYAGeSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS cac  bién
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED thé M668,
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK M669,

M670,
M671
PTM
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97 |L220 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV VL trong
DYAGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAA dong  vd
SNLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE tinh M158
DFATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK AM

98 |L221 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV C2177
DYFRTSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED dudng din
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

99 | L222 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV C2177
DYVGTSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED dudng din
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

100 |L223 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSV C2177
DY WSDSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED dudng dan
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

101 |L224 DIQMTQSPSSLSASVGDRVAITCKASQSV C2177
DYYNSSFMNWYQQKPGKAPKLLIYAAS AM,
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED duong din
FATYYCQQSNEDPYTFGQGTKVEIK 2

102 | H24 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA | IGHVS5-51/4 | HFR duogc
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYPG chon cho
DGDTNYNGKFKGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din

2

103 | H221 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYSG cac dong
DGDTNYNGKFKGQVTISADKSISTAYLQ v6  tinh
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA M169 AM

YWGQGTLVTVSS
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104 [ H257 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYSG bién  thé
DaDTNYagKFKGQVTISADKSISTAYLQW M670
SSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFAY PTM
WGQGTLVTVSS

105 | H258 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYSG bién  thé
DADTNYNQKFKGQVTISADKSISTAYLQ M671
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA PTM
YWGQGTLVTVSS

106 |H25 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY | IGHV1-46/4 | HFR dugc
AFSSSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIYP chon cho
GDGDTNYNGKFKGRVTMTRDTSTSTVY C2177
MELSSLRSEDTAVYYCARSDYYGDYGF AM,
AYWGQGTLVTVSS dudng din

2

107 | H196 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY VH trong
AFSSSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIYS cac dong
GDGDTNYNGKFKGRVTMTRDTSTSTVY v6  tinh
MELSSLRSEDTAVYYCARSDYYGDYGF M158,
AYWGQGTLVTVSS M160 AM

108 | H255 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY VH trong
AFSSSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIYS cac  bién
GDADTNYAQKFKGRVTMTRDTSTSTVY thé M668,
MELSSLRSEDTAVYYCARSDYYGDYGF M672
AYWGQGTLVTVSS PTM

109 | H256 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY VH trong
AFSSSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIYS céc  bién
GDADTNYNQKFKGRVTMTRDTSTSTVY thé M669,
MELSSLRSEDTAVYYCARSDYYGDYGF M673
AYWGQGTLVTVSS PTM
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110 |H197 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY dong  vd
AFSSSWMNW VRQAPGQGLEWMGRIYQ tinh
GDGDTNYNGKFKGRVTMTRDTSTSTVY C2177
MELSSLRSEDTAVYYCARSDYYGDYGF AM
AYWGQGTLVTVSS

111 | H28 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA | IGHVS5- HFR dugc
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYPG | 51c/4 chon cho
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ su  thanh
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA thuc 4i luc
YWGQGTLVTVSS C2177

(AM)
duong din
1

112 | H236 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYPG dong  vd
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ tinh M584
WSSLKASDTAMY YCARADYYGDYGFG AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din

1

113 | H237 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA dong v
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIFVR tinh
DGDTNY SPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din

1

114 | H238 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA dong Vo
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYVG tinh
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din

1
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115 [ H239 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAG dong v
DGDTNY SPSFQGQVTISADKSISTAYLQ tinh M596
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,dudn
YWGQGTLVTVSS gdan 1
116 | H240 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH - trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAR M558,
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ M600
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din
1
117 | H241 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA Dong v
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYGR tinh
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,duon
YWGQGTLVTVSS g din 1
118 | H242 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA Dong  vo
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAN tinh
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din
1
119 | H243 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA Dong  vo
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYGG tinh
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS dudng din
1
120 | H244 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA Dong Vo
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYSG tinh
DGDTNY SPSFQGQVTISADKSISTAYLQ V2177
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA AM,
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YWGQGTLVTVSS dudng dan
1

121 | H245 EVQLVQSVAEVKKPGESLKISCKGSGYA Dong  vo
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYSR tinh
DGDTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ C2177
WSSLKASDTAMYYCARSDYYGDYGFA AM,
YWGQGTLVTVSS duong din

1

122 | H259 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAG dot  bién
DGDTAYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ M678
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA PTM
YWGQGTLVTVSS

123 | H260 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAG dot  bién
DGDTNYAPSFQGQVTISADKSISTAYLQ M680
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA PTM
YWGQGTLVTVSS

124 | H270 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAG dot  bién
DADTAYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQ M703
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA PTM
YWGQGTLVTVSS

125 | H272 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYA VH trong
FSSSWMNWVRQMPGKGLEWMGRIYAG dot  bién
DADTNYAPSFQGQVTISADKSISTAYLQ M706
WSSLKASDTAMY YCARSDYYGDYGFA PTM

YWGQGTLVTVSS
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Bang 39.
SEQ | Dong v6 Céc dau hic:%u
D ik Trinh ty h(:éc nguon | Chu thich
goc
126 | Ving | EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFS | H10 Chudt
bién ddi | SYTMSWVRQTPEKRLEWVAYISSGGGNTY
chudi | YPDSVKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSE
ning DTAMYYCSRHRGNPFDY WGQGTTLTVSS
(HC)
C2191
127 | Ving | DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKSVST | L20 Chubt
bién ddi | SGYSFMHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLES
chudi | GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATY
nhe YCQHSRELPWTFGGGTKLEIK
LC)
C2191
128 | H30 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS | IGHV3-23/4 | HFR
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSYISSGGGNTY duoc
YPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAE chon cho
DTAVYYCAKHRGNPFDYWGQGTLVTVSS C2191
AM,
duong
din 2
129 | H79 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSAIDHGGGQT bién thé
LYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA Mi141
EDTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVS AM,
S duong
din 2.
Bang 29
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130 | H192 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSVIDHGGGST bién thé
HYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA M408
EDTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVS AM,

S duong
dan 2.
Bang 29

131 | H31 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTES | IGHV3-11/4 | HFR
SYTMSWIRQAPGKGLEWVSYISSGGGNTY duoc
YPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE chon cho
DTAVYYCARHRGNPEFDYWGQGTLVTVSS C2191

AM
dudng
dan 1

132 | H222 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYGMSWIRQAPGKGLEWVSYIDRGGGVTI bién thé
YPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE M526
DTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS AM,

duong
dan 1

133 | H227 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYGMSWIRQAPGKGLEWVSYIDEGGGQTI cc bién
YPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE thé
DTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS M427,

M429,
M4388,
M489
AM,
duong
dan 1
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134 [H228 | QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYSMSWIRQAPGKGLEWVSYIDAGGGFTIY cac bién
PDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED thé
TAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS M492,

M493
AM,
dudng
dan 1

135 | H231 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYSMSWIRQAPGKGLEWVSHIDAGGGRTW bién thé
YPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE M501
DTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS AM,

duong
din 1

136 |H232 | QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS Dong vo
SYPMSWIRQAPGKGLEWVSHIATGGGNTY tinh
YPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE C2191
DTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS AM,

duodng
din 1

137 [L40 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVST | IGKVO12/1 | HFR
SGYSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASNLES dugc
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY chon cho
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK C2191

AM,
duong
din2

138 |[L137 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVST VL trong
SGYSFMHWYQQKPGKAPKLLIYVGSRLDY bién thé
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY M408
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK AM,

dudng
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din 2.
Béng 29
139 [L173 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSH VL trong
VRWSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASNLES bién thé
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY M141
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK AM,
duong
din 2.
Bang 29
140 |L42 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVST | IGKVO8/1 | HFR
SGYSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASNLES dugc
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYY chon cho
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK C2191
AM,
dudng
din 1
141 | L244 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSA VL trong
WGYSFMHWYQQKPGKAPKLLIYVASRLES bién thé
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYY M427
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK AM,
duong
dan 1
142 [ L1245 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSH VL trong
VRWSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASKLES bién thé
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYY M429
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK AM,
dudng
din 1
143 | L1249 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSE VL trong
GRWSFMHWYQQKPGKAPKLLIYVASRLES céc bién
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYY thé
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK M488,
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M492,
M526
AM,
dudng
dan 1

144

L250

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSL
DRWSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASNLES
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYY
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK

VL trong
cac Dbién
thé
M489,
M493,
M501
AM,
dudng
dan 1

145

H39

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSYISSGGGNTY
YPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVSS

HFR; VH
trong cac
dong Vo
tinh
M131;
M136-
133 AM,
dudng
dn 2

146

H40

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSAIDHGGGRT
YYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVS
S

VH trong
cac dong
v6  tinh
M132;
M139;
M140
AM,
dudng
dan 2
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147 | H191 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS VH trong
SYTMSWVRQAPGKGLEWVSAIDGGGGAT cac dong
YYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA vo tinh
EDTAVYYCARHRGNPFDYWGQGTLVTVS M134;

S M143;
M144;
AM,
dudng
din 2

148 |L160 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSVSY VL trong
VRWSFMHWYQQKPGKAPKLLIYLASNLES cac dong
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY vé tinh
CQHSRELPWTFGQGTKVEIK M137;

M160;
M142;
M143;
M146,
duong
dan 2
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Bang 40. Protein CD27 va CD70

SEQ ID | M6 ta
NO:

Céc dau hiéu, chir viét tit

149 propolypeptit CD27 ctia nguoi

1-20 tin hiéu, 21-191 mién ngoai bao, 192-212
xuyén mang, 213-260 Noi bao

TPAPKSCPER HYWAQGKLCC
QMCEPGTFLV KDCDQHRKAA
QCDPCIPGVS

FSPDHHTRPH CESCRHCNSG
LLVRNCTITA NAECACRNGW
QCRDKECTEC

DPLPNPSLTA RSSQALSPHP QPTHLPYVSE
MLEARTAGHM QTLADFRQLP
ARTLSTHWPP QRSLCSSDFI RILVIFSGMF
LVFTLAGALF LHQRRKYRSN
KGESPVEPAE PCRYSCPREE EGSTIPIQED
YRKPEPACSP

150 propolypeptit CD70 ctia ngudi

1-17 ndi bao, 18-38 xuyén mang, va 39-193

ngoai bao

MPEEGSGCSV RRRPYGCVLR
AALVPLVAGL VICLVVCIQR
FAQAQQQLPL

ESLGWDVAEL QLNHTGPQQD
PRLYWQGGPA LGRSFLHGPE
LDKGQLRIHR

DGIYMVHIQV TLAICSSTTA SRHHPTTLAV
GICSPASRSI SLLRLSFHQG

CTIASQRLTP LARGDTLCTN LTGTLLPSRN
TDETFFGVQW VRP
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Béng 41. Cac trinh ty ving hing dinh ctia khang thé

M6 ta Trinh tu SEQ
ID
NO:

Chudi ning | astkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvh | 159

clia ngudi | tfpavlgssglyslssvvtvpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrvesky

IgG4 Ala/Ala | gppeppepapeaaggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsqed

Ser dbi véi | pevqfawyvdgvevhnaktkpreeqfnstyrvvsvitvlhqdwingk

vung hing | eykckvsnkglpssiektiskakgqprepqvytlppsqeemtknqvslt

dinh Pro clvkgfypsdiavewesngqpennykttppvldsdgsfilysrltvdksr

wqegnvfscsvmhealhnhytgkslslsigk

Ving  hang | rtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalgs | 160

dinh chudi nhe | gnsqesvteqdskdstyslsstltlskadyekhkvyacevthqglsspvt

clia nguoi | ksfnrgec

kapa
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Bang 42. Trinh ty khéng thé nucleotit

M6 ta

Trinh tu

SEQ ID
NO:

Trinh ty ma
héa  chudi
nhe (m3 hoda
trinh tu
chudi nhe
cua SEQ ID

NO: 160)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCC
AGCGTGGGCGACCGGGTGACCATCACCTGCCGGGCCAGC
AAGAGCGTGAGCGAGGGGCGATGGAGCTTCATGCACTGG
TACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCT
ACGTGGCCAGCAGACTGGAGAGCGGCGTGCCCAGCCGGT
TCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTTCACCTTCACCAT
CAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACATCGCCACCTACTACTGC
CAGCACAGCCGGGAGCTGCCCTGGACCTTCGGCCAGGGC
ACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTG
TCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAG
AGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCA
ATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTG
AGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGC
GAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGA
GCTTCAACAGGGGAGAGTGT

163
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Trinh ty ma
héa  chudi
nang (ma
héa trinh ty
chudi ning
cua SEQ ID
NO: 159)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGCGGCGGCCTGGTGAAGCCC
GGCGGCAGCCTGCGGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCT
TCAGCAGCTACGGGATGAGCTGGATCCGGCAGGCCCCCGGCAA
GGGCCTGGAGTGGGTGAGCTACATCGATGAGGGCGGCGGCCA
GACCATCTACCCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGC
CGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAACAGCC
TGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGCACCG
GGGCAACCCCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACC
GTGAGCAGCGCTTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGC
GCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGC
TGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGT
GGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGC
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAAACCTACACCTGCAA
CGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT
TGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCCAGCACCT
GAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTG
CGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTC
AACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCAC
AGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGC
GACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
GGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTA
AA

164
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé khang CD27 cua ngudi duge phan lap hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6, bao gdm ving bién dbi chudi nhe, ving bién ddi chudi nhe nay bao
gbm:

trinh tu axit amin cta vung xac dinh bd trg ctia chudi nhe 1 (complementarity
determining region light chain 1 - CDRL1) dugc chon tir nhém bao gdm céc SEQ ID
NO: 59-66 va 158;

trinh tu axit amin ctia CDRL2 dugc chon tir nhém bao gc“)m cac SEQ ID NO:
67-74; va

trinh tu axit amin cia CDRL3 14 SEQ ID NO: 75.
2. Khéng thé khang CD27 ciia ngudi dugc phin I4p hojc manh lién két khang
nguyén cua né theo diém 1, trong d6 khéng thé nay con bao gbm ving bién dbi chudi
ning bao gdm:

trinh tu axit amin cia CDRH1 dugc chon tir nhém bao gbm céc SEQ ID NO:
42-45 va 161;

trinh tu axit amin cia CDRH2 dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO:
46-57, 156, va 157; va

trinh tu axit amin cuia CDRH3 1a SEQ ID NO: 58.

3. Khang thé khing CD27 ciia ngudi dugc phan l4p hoic manh lién két khang
nguyén cia nd, bao gdbm ving bién ddi chudi ning, ving bién dbi chudi ning nay
bao gdm:

trinh ty axit amin ctia ving xac dinh bd trg chudi ning 1 (complementarity
determining region heavy chain 1 - CDRH1) dugc chon tir nhdm bao gbm cac SEQ
ID NO: 42-45 va 161; ‘

trinh tyr axit amin cia CDRH2 dugc chon tir nhém bao gbm cac SEQ ID NO:
46-57, 156, va 157; va

trinh tu axit amin cia CDRH3 1a SEQ ID NO: 58.
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4. Khang thé khang CD27 cua ngudi dugc phan ldp hodc manh li€n két khang
nguyén cua nod, bao gbm ving bién déi chudi nhe va ving bién d6i chudi ning, ving

bién doi chudi nhe nay bao gom:

trinh tu axit amin cia CDRL1 dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO:
59-66 va 158;

trinh tu axit amin cia CDRL2 dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO:
67-74; va

trinh tu axit amin cia CDRL3 14 SEQ ID NO: 75, va vung bién dbi chudi

n3ng ndy bao gom:

trinh ty axit amin cia CDRH1 dugc chon tir nhém bao gbm c4c SEQ ID NO:
42-45;

trinh tu axit amin cia CDRH2 dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO:
46-57, 156, va 157; va

trinh tu axit amin cia CDRH3 1a SEQ ID NO: 58.

5. Khang thé khing CD27 ciia ngudi duoc phin 14p hosic manh lién két khing
nguyén cta nod, bao gbm ving bién ddi chudi nhe va ving bién dbi chudi ning, ving

bién dbi chudi nhe nay bao gdm:
trinh tu axit amin cia CDRL1 12 SEQ ID NO: 62;
trinh tu axit amin cia CDRL2 1a SEQ ID NO: 68; va

trinh tu axit amin cia CDRL3 1a SEQ ID NO: 75, va ving bién doi chudi

ning ndy bao gom:

trinh ty axit amin cia CDRH1 dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO: 44
va 161;

trinh tu axit amin cia CDRH2 13 SEQ ID NO: 47; va
trinh tu axit amin cia CDRH3 1a SEQ ID NO: 58.

6. Khang thé khang CD27 ctia ngudi dugc phin 13p hojc manh lién két khang

nguyén clia né, bao gdm trinh tu axit amin bien doi chudi nhe va trinh ty axit amin
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bién déi chudi ning, trong d6 trinh ty axit amin bién di chudi nhe 1a SEQ ID NO:
143 va trinh tu axit amin bién d6i chudi ning 13 SEQ ID NO: 133.
7. Khéng thé dugc phan lap theo diém 6, trong d6 khang th& nay con bao gdém ving
hing dinh chudi niing IgG4 va viing hing dinh chudi nhe IgG4.
8. Khang thé duoc phan 1ap theo diém 7, trong d6 ving hing dinh chudi ning bao
gbm trinh ty axit amin 13 SEQ ID NO: 159 va ving hing dinh chudi nhe bao gbm
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 160.
9. Khéng thé trung hoa CD27 duoc phén I4p clia ngudi hojc manh lién két khang
nguyén ctia nd, khang thé hogc manh lién két khang nguyén nay lién két véi epitop
ma duoc lién két boi khang thé theo didm 6 nhu duoc xac dinh bing cach lién két
v6i mién ngoai bao CD27 cb dinh.
10. Khang thé dugc phan lap theo diém 6, trong d6 khang thé nay lién két v6i CD27
cia ngudi v6i Kp 12 1x107M hodc nhd hon nhu duge x4c dinh béng cong hudng
plasmon bé mit.
11. Vat dung san xuét bao gdm ché phdm dugc dung bao gbm khéng thé theo diém
6.
12. Khéng thé ciia ngudi dwoc phéan 14p hojc manh lién két khang nguyén ciia no,
bao gdm ving bién d6i khang thé lién két véi epitop trén protein CD27 ctia ngudi ma
duoc lién két bdi khang thé bao gdm ving bién dbi chudi nhe va viing bién dbi chudi
ning, ving bién dbi chudi nhe nay bao gbm:

trinh tu axit amin cia CDRL1 1a SEQ ID NO: 59;

trinh tu axit amin cia CDRL2 1a SEQ ID NO: 67; va

trinh tu axit amin cia CDRL3 1a SEQ ID NO: 75, va vung bién dbi chudi
ning niy bao gdm:

trinh tu axit amin cia CDRH1 1a SEQ ID NO: 42;

trinh ty axit amin cia CDRH2 1a SEQ ID NO: 46; va

trinh tu axit amin cia CDRH3 1a SEQ ID NO: 58 hodc khang thé bao gébm
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trinh tr axit amin bién d8i chudi nhe 1 SEQ ID NO: 127 va trinh ty axit amin bién
d4i chudi ning 1a SEQ ID NO:126.
13. Khéng thé duoc phan l4p clia ngudi hoic manh lién két khang nguyén clia no,
bao gém ving bién dbi khang thé canh tranh d& 1ién két véi protein CD27 clia ngudi
v6i khang thé bao gdm vung bién ddi chudi nhe va ving bién dbi chudi ning, ving
bién dbi chudi nhe niy bao gbm:

trinh ty axit amin cia CDRL1 1a SEQ ID NO: 59;

trinh ty axit amin cia CDRL2 1a SEQ ID NO: 67; va

trinh tw axit amin cia CDRL3 1a SEQ ID NO: 75, va ving bién ddi chudi
ning nay bao gdm:

trinh ty axit amin cia CDRHI1 1a SEQ ID NO: 42;

trinh ty axit amin cia CDRH2 1a SEQ ID NO: 46; va

trinh tu axit amin cia CDRH3 14 SEQ ID NO: 58 hoéc khing thé bao gém
trinh tw axit amin bién di chudi nhe 12 SEQ ID NO: 127 va trinh ty axit amin bién
d6i chudi ning 1a SEQ ID NO:126.
14. Khéng thé khang CD27 ctia ngudi dugc phan 14p hojic manh lién két khang
nguyén cua nd, bao gém trinh tu axit amin bién dbi chudi ning dugc chon tir nhém
bao gdm cac SEQ ID NO: 137-144 va 148.
15. Khang thé dugc phan 18p clia ngudi hofic manh lién két khéng nguyén ciia n6
theo didm 14, trong d6 khéng thé ndy con bao gdm trinh tyr axit amin bién d6i chudi
ndng dugc chon tir nhém bao gbm cac SEQ ID NO: 128-136 va 145-147.
16. Khang thé khang CD27 ciia ngudi dugc phan 14p hojc manh lién két khang
nguyén cua nd, bao gbm trinh tu axit amin bién dbi chudi ning duge chon tir nhém

bao gdm céc SEQ ID NO: 128-136 va 145-147.
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Fig. 2
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Fig. 3
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1 5 10 15
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Gly

<210> 53
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d&bdi chudi n&ng CDR

<400> 53

Ala Ile Asp His Gly Gly Gly Gln Thr Leu Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu bién d8i chudi ning CDR

<400> 54

Tyr Ile Ser Gly Gly Gly Gly Gln Thr Leu Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién @i chudi n&ng CDR

<400> 55

Thr Ile Asp Arg Gly Gly Gly Ser Thr Trp Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

-131-



Gly

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

<220>
<223>

<400>

56
17
PRT
Trinh tu

Trinh tu

56

Ala Ile Asp Gly

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

57

8

PRT
Trinh tu

Trinh tu

57

His Arg Gly Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

58

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

58

Arg Ala Ser Lys

1

<210>
<211>

59
15

27181

nhan tao

bién d3i chudi ndng CDR

Gly Gly Gly Ala Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
5 10 15

nhédn tao

bién &8i chudi n&ng CDR

Pro Phe Asp Tyr
5

nhdn tao

bién dbdi chudi ndng CDR

Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Phe Met His
5 10 15
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh tu

Trinh tuy

59

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

60
15
PRT
Trinh tuy

Trinh tu

60

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

6l
15
PRT
Trinh tuy

Trinh tu

61

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

62
15
PRT
Trinh tuy

Trinh tu

62

Arg Ala Ser Lys

1

27181

nhédn tao

bién &3i chudi nhe CDR

Ser Val Ser Ala Trp Gly Tyr Ser Phe Met His
5 10 15

nhé&n tao

bién d8i chudi nhe CDR

Ser Val Ser Ala Trp Gly Tyr Ser Phe Met His
5 10 15

nhédn tao

bién d8i chudi nhe CDR

Ser Val Ser Glu Gly Arg Trp Ser Phe Met His
5 10 15

nhén tao

bién ddi chudi nhe CDR

Ser Val Ser Leu Asp Arg Trp Ser Phe Met His
5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63
15
PRT
Trinh tu

Trinh tuy

63

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

64
15
PRT
Trinh tu

Trinh tuy

64

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

65
15
PRT
Trinh tu

Trinh tu

65

Arg Ala Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

66
15
PRT
Trinh tuy

Trinh tu

66

nhédn tao

27181

bién dbéi chudi nhe CDR

Ser Val Ser Leu Asp Arg Trp Ser Phe Met His

5

nhédn tao

10

bién &bdi chudi nhe CDR

15

Ser Val Ser Tyr Val Arg Trp Ser Phe Met His

5

nhé&n tao

10

bién &bdi chudi nhe CDR

15

Ser Val Ser His Ile Arg Trp Ser Phe Met His

5

nhédn tao

10

bién @bi chudi nhe CDR

-134-
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27181

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser His Val Arg Trp Ser Phe Met His

1 5 10 15
<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi nhe CDR

<400> 67

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5
<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién @i chudi nhe CDR

<400> 68

Leu Ala Ser Lys Leu Glu Ser
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu bién &8i chudi nhe CDR

<400> 69

Leu Ala Ser Lys Leu Glu Ser

1 5
<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d&bdi chudi nhe CDR
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<400>

70

Val Gly Asn Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

71

7

PRT
Trinh tu

Trinh tu

71

Val Gly Asp Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

72

7

PRT
Trinh tu

Trinh tu

72

Val Gly Ser Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

73

7

PRT
Trinh tuy

Trinh tu

73

Val Gly Asp Arg

1

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

74

7

PRT
Trinh tu

27181

Leu Glu Asp
5

nhén tao

bién dbdi chudi nhe CDR

Arg Gln Glu
5

nhédn tao

bién d5i chudi nhe CDR

Met Ala Phe
5

nhédn tao

bién ddi chudi nhe CDR

Ala Asn Trp
5

nhé&n tao
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<220>
<223>

<400>

Trinh tu

74

Val Gly Ser Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

75

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

75

Gln His Ser Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

76
120
PRT
Trinh tu

Trinh tu

76

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Leu

20

Trp Met Asn Trp

35

Gly Arg Ile His

50

Lys Ser Lys Ala

65

27181

bién déi chudi nhe CDR

Leu Asp Tyr
5

nhén tao

bién &di chudi nhe CDR

Glu Leu Pro Trp Thr
5

nhédn tao

bién @bi chudi ning

Gln Gln Pro Gly Ala Glu

Ser Cys Lys Ala Ser Gly
25

Val Lys Gln Arg Pro Gly
40

Pro Ser Asp Ser Glu Thr

Thr Leu Thr Val Asp Lys
70

-137-

Leu

Tyr

Arg

His

Ser
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Gly

Asn

Trp

Asn

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



27181

Ile Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Pro Val Leu Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Pro Cys Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

115 120
<210> 77
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi nhe

<400> 77
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

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

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 75 80

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 78
<211> 120
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh ty bién @i chudi n3ng

<400> 78

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

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

Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Arg Trp Asp Gly Gly Asn Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 79
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi nhe

<400> 79

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15
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Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Trp

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Val

Trp

35

Thr

Ser

Leu

Gly

80
120
PRT

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser
100

Trinh tu

Trinh tu

80

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Trp Met Asn

35

Gly Arg Ile

50

Lys Gly Lys

65

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Ala

Ile

Gln

Thr

Thr

Asp

Gly

nhdn tao

Thr

Arg

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Arg

His

55

Phe

Phe

Lys

Met

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

27181

Ala Ser
25

Gly Gln

Gly val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

bién ddi chudi n&ng

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu
70

Ser

Lys

Gln

Asp

Thr

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Pro Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

-140-

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Lys

Asn

Ser
75

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Gly

Leu

Phe

Val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr
80



27181

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

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

115 120
<210> 81
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién dbi chudi nhe

<400> 81

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

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

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 75 80

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 82
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<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu bién &8i chudi nhe

<400> 82
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp.Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ala
20 25 30

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 83
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu bién d&bdi chudi nhe

<400> 83
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ala
20 25 30
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Gly Asp

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Gly Asp

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Ser
35

Leu

Ser

Gln

Pro

84
111
PRT

Phe

Ile

Gly

Ala

Tyr
100

Trinh tu

Trinh tuy

84

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Met

Thr

20

Trp

Ile

Gly

Ala

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhdn tao

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

27181

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
105

bién dbi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

Gln

Asn

Asn

Val

Gly

70

Asp

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

-143-

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Ala

Pro

Asp

Ser

80

Asn



Glu Asp Pro Tyr

100
<210> 85
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 85

Asp Ile Val Met
1

Glu Arg Ala Thr
20

Gly Asp Ser Trp
35

Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly
65

Ser Leu Leu Ala

Glu Asp Pro Tyr

100
<210> 86
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu

85

27181

90

95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

nhadn tao

105

bién d8i chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhan tao

Gln

Asn

Asn

Thr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

vVal

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Asp Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Val Tyr

90

Gly Thr
105

bién dbi chudi nhe
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Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Gln

vVal

Thr

Gln

Ile
110

Leu
15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ala

Pro

Asp

Ser

80

Asn



<400> 86

Asp Ile Val Met

1

Glu Arg Ala Thr

20

Gly His Ser Trp
35

Lys Leu Leu Ile

50

Arg Phe Ser Gly

65

Ser Leu Gln Ala

Glu Asp Pro Tyr

100

<210> 87

<211> 111

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 87

Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Gly His Ser
35

Lys Leu Leu

Met

Thr

20

Trp

Tle

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Asn

Asn

Thr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

nhén tao

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

27181

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
105

bién ddi chudi nhe

Thr Gln Ser

5

Ile Asn Cys

Met Asn Trp

Tyr Thr Ala

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu
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Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Glu

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Ala

Ser

Pro

Ser

val

vVal

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

val

Val

Gly

45

Gly

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Gln

Val

Leu

15

Trp

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Leu

15

Trp

Pro

Pro

Gly

Ala

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Ala

Pro

Asp



27181

50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 88
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d@di chudi nhe

<400> 88
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ala
20 25 30

Gly Ser Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Glu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
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<210> 89
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d8i chudi nhe

<400> 89

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

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ala
20 25 30

Gly Glu Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 90
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh ty bién &bdi chudi nhe

<400> 90

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

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

Lys Leu
50

Arg Phe

Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Ser Glu

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser
35

Leu

Ser

Gln

Pro

91
111
PRT

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
100

Trinh tu

Trinh tu

91

Gln

Val

Ser

35

Leu

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

nhédn tao

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

27181

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

bién d8i chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly
70

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

-148-

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe
75

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Val

Gly

Gly

Leu

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

vVal

Thr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Val

15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Gly

Phe

Pro

Ser

Ser
80



Ser Leu Gln Pro

Glu Asp Pro Tyr

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

His Glu

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

92
111
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

92

Gln

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

93
111
PRT

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Tyr
100

Trinh tu

Trinh tu

27181

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn

85

90

95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

nhén tao

105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhédn tao

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105

bién &di chudi nhe

-149-

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Val
15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

80

Asn



27181

<400> 93

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Phe
20 25 30

Gly Asp Ser Leu Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

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

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 94
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu bién d8i chudi nhe

<400> 94
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

Gly Asp Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45
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Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

1

Asp Arg

Gly Glu

Lys Leu

50

Arg Phe

Ser Leu

Glu Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Tyr
100

95
111
PRT
Trinh tu

Trinh tu
95

Gln Met

Val Thr
20

Ser Phe

35

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Tyr
100

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhén tao

Ala Ala Ser

55

Gly Ser Gly

70

Asp Phe Ala

Phe Gly Gln

27181

Asn

Thr

Thr

Gly
105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

-151-

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

vVal

Thr

Gln

Ile
110

Pro

Ile

Ser
95

Lys

Val
15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Ser

Ser

80

Asn

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

80

Asn



27181

<210> 96
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién &8i chudi nhe

<400> 96

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

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

Gly Glu Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

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

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 97
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi nhe

<400> 97

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

-152-



Asp

Gly

Lys

Arg

Ser

Glu

Arg

Asp

Leu

50

Phe

Leu

Asp

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

<220>
<223>

<400>

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

98
111
PRT

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
100

Trinh tuy

Trinh tuy

98

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Arg Thr Ser

35

Lys Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

nhan tao

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

27181

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly
70

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

-153-

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe
75

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Asp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

Lys

Val

Thr

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Val

15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Gly

Phe

Pro

Ser

Ser
80



Ser Leu Gln

Pro

Glu Asp Pro Tyr
100
<210> 99
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 99
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Gly Thr Ser Phe
35
Lys Leu Leu Ile
50
Arg Phe Ser Gly
65
Ser Leu Gln Pro
Glu Asp Pro Tyr
100
<210> 100
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

27181

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn

85

90

95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

nhédn tao

105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

nhédn tao

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105
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Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
110

Val
15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Val

Pro

Ser

Ser

80

Asn



27181

<223> Trinh tu bién &di chudi nhe
<400> 100
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Trp
20 25 30

Ser Asp Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

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

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 101
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d3i chudi nhe

<400> 101
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

Asn Ser Ser Phe Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45
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Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Trp Met

Gly Arg
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Tyr
100

102
120
PRT
Trinh tu

Trinh tu
102

Gln Leu

Lys Ile
20

Asn Trp

35

Ile Tyr

Gln Val

Trp Ser

Ser Asp
100

27181

Tyr Ala Ala Ser Asn
55

Ser Gly Ser Gly Thr
70

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gln Gly
105

nhédn tao

bién &bdi chudi ning

Val Gln Ser Gly Ala

Ser Cys Lys Gly Ser
25

Val Arg Gln Met Pro
40

Pro Gly Asp Gly Asp

Thr Ile Ser Ala Asp
70

Ser Leu Lys Ala Ser
85

Tyr Tyr Gly Asp Tyr
105

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly
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Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Ser

60

Thr

Cys

Val

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Met

Tyr

Val

Thr

Gln

Ile
110

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ser

80

Asn

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



Gly Thr Leu
115

<210> 103
<211> 120
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 103

Glu Vval Gln
1

Ser Leu Lys

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile

Lys Gly Gln
65

Leu Gln Trp

Ala Arg Ser

Gly Thr Leu
115

<210> 104
<211> 120
<212> PRT
<213>

Val

Trinh tuy

Trinh tu

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

Trinh tu

Thr Val Ser Ser

nhén tao

120

27181

bién dbdi chudi ning

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Ser Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Tyr Tyr

Thr Val

nhdn tao

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser

Gly

Gly

Met

40

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

-157-

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Met

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



<220>

<223> Trinh tu

<400> 104

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Lys Ile

20

Trp Met Asn Trp
35

Gly Arg Ile Tyr

50

Lys Gly Gln Val

65

Leu Gln Trp Ser

Ala Arg Ser Asp

100

Gly Thr Leu Val
115

<210> 105

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 105

Glu Val Gln
1

Ser Leu Lys

Leu

Ile
20

27181

bién @bdi chudi ning

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Ser

nhédn tao

Gly

Gly

Met

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ser
120

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp

Tyr Gly
105

bién &bdi chudi ning

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Met

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

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

5

10

15

Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser

25

-158-

30



Trp Met

Gly Arg
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Trp Met

Gly Arg

50

Lys Gly

Asn
35

Ile

Gln

Trp

Ser

Leu

115

106
120
PRT

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

vVal

Trinh tu

Trinh tu

106

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

vVal

Gln

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser

nhén tao

Met

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ser
120

27181

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp

Tyr Gly
105

bién @bi chudi ning

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

Ser

Lys

Gln

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Thr

-150-

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Leu

45

Asn

Ser

Met

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Ser

Trp

Lys

vVal

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr



27181

65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 107
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi ning

<400> 107
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

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

Gly Arg Ile Tyr Ser Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

-160-



Gly Thr Leu
115
<210> 108
<211> 120
<212> PRT

Val

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 108
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Ser
Gly Thr Leu
115
<210> 109
<211> 120
<212> PRT

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

27181

Thr Val Ser Ser
120

nhédn tao

bién ddi chudi nidng

Val Gln Ser Gly Ala Glu

Ser Cys Lys Ala Ser Gly
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly
40

Ser Gly Asp Ala Asp Thr
55

Thr Met Thr Arg Asp Thr
70

Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly
105

Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

bién &di chudi ning

-161-

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Val

Val

Met

Arg

Gly

Glu

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

109

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Leu

115

110
120
PRT

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

vVal

Trinh tuy

Trinh tu

110

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

20

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

nhédn tao

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Arg

Ser

Asp

Ser
120

27181

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Thr

Glu Asp

90

Tyr Gly
105

bién ddi chudi n&ng

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

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

5

10

15

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser

25

-162-

30



Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Met

Arg

Gly

Glu

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asn
35

Ile

Arg

Leu

Ser

Leu

115

111
120
PRT

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

vVal

Trinh tu

Trinh tu

111

Glu Val Gln

1

Ser Leu Lys

Trp Met Asn

35

Gly Arg Ile

50

Gln Gly Gln

65

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Val

Gln

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

nhédn tao

Arg

Gly

Met

70

Leu

Tyr

Val

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

Ser
120

27181

Pro Gly

Asp Thr

Asp Thr

Glu Asp

90

Tyr Gly
105

bién dbi chudi ning

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Gly

Gly

Met

40

Gly

Ala

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys
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Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser
75

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Trp

Lys

Val

Tyr

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr
80



27181

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 112
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu bién &3i chudi ndng

<400> 112
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ala Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Gly Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
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<210> 113
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu
<400> 113
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Lys Ile
20
Trp Met Asn Trp
35
Gly Arg Ile Phe
50
Gln Gly Gln Val
65
Leu Gln Trp Ser
Ala Arg Ser Asp
100
Gly Thr Leu Val
115
<210> 114
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tuy
<220>
<223> Trinh tu
<400> 114

nhédn tao

27181

bién ddi chudi ning

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Ser

nhén tao

Gly Ala Glu
10

Gly Ser Gly
25

Met Pro Gly
40

Gly Asp Thr

Ala Asp Lys

Ala Ser Asp

Asp Tyr Gly

105

Ser
120

bién &bi chudi nidng
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Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

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

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Val Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 115
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi ning

<400> 115
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
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Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Ile

Gln

Trp

Ser

Leu

115

116
120
PRT

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

Trinh tu

Trinh tu

116

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Leu

Met

Arg

50

Gly

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Gln

Trp

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Ala

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

nhédn tao

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser
120

27181

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp
90

Tyr Gly
105

bién &bi chudi ning

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Gly

Gly

Met

40

Gly

Ala

Ala

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp
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Asn

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Ser

Met

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Ala Arg Ser Asp

100

Gly Thr Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

115

117
120
PRT

Trinh tu

Trinh tu

117

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Lys

Asn

35

Ile

Gln

Trp

Ser

Leu
115

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

85

27181

90

95

Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

Thr Val Ser Ser

nhédn tao

120

105

bién &bi chudi ning

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser

‘Gly

Gly

Met

40

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser
120

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp

Tyr Gly
105

-168-

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Tyr

110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln
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<210> 118
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi ndng

<400> 118
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Ala Asn Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 119
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> _
<223> Trinh ty bién dbi chudi ndng

<400> 119

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
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27181

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Gly Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 120
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d&3i chudi ning

<400> 120
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
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Gly Arg Ile Tyr Ser Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 121
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu bién dbi chudi ning

<400> 121
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Val Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Ser Arg Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Ser Asp

100

Gly Thr Leu Val

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

<220>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Trp Met

Gly Arg

50

Gln Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210>
<211>

115

122
120
PRT

Trinh tu

Trinh tu

122

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Gln

Trp

Ser

Leu

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

115 .

123
120

27181

Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

Thr Val Ser Ser

nhédn tao

120

105

bién ddi chudi ning

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser

Gly

Gly

Met

40

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser
120

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp

Tyr Gly
105
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vVal

Tyr

Lys

Ala

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Tyr

110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Glu

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién &di chudi ning

<400> 123
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Ala Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 ‘ 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 124
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu bién &3i chudi ning

<400> 124

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

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Asn
35

Ile

Gln

Trp

Ser

Leu

115

125
120
PRT

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Asp

100

Val

Trinh tu

Trinh tu

125

Glu Val Gln

1

Ser Leu Lys

Trp Met Asn

35

Gly Arg Ile

50

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Ser

vVal

Ala

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Ser

nhéan tao

Gly

Met

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ser
120

27181

Ser Gly
25

Pro'Gly

Asp Thr

Asp Lys

Ser Asp

90

Tyr Gly
105

bién dbi chudi ning

Val Gln Ser Gly Ala Glu

5

10

Ser Cys Lys Gly Ser Gly

25

Val Arg Gln Met Pro Gly

40

Ala Gly Asp Ala Asp Thr

55
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Tyr

Lys

Ala

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Lys

Asn

Ala

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Ala

Gly

Tyr
60

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Glu

Ser

Met

Phe



27181

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 126
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu bién d&di chudi ning

<400> 126

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

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

Thr Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Thr Leu Tyr
65 : 70 75 80

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

Ser Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
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100

Leu Thr Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Gln Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro Val

Glu Leu

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

<220>
<223>

115

127
111
PRT

Trinh tu

Trinh tu

127

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

128
117
PRT

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Glu

Trp
100

Trinh tu

Ser

nhdn tao

27181

105

bién &bi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

nhédn tao

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala Ser Leu
10

Ala Ser Lys
25

Gln Gln Lys

Asn Leu Glu

Thr Asp Phe
75

Thr Tyr Tyr
90

Gly Thr Lys
105

Trinh ty bién d8i chudi ning
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Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile
110

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Arg
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<400> 128

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Ser Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Lys His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 129
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu bién d@di chudi ning

<400> 129

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 ’ 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Thr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
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Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

35

Ala Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Arg His

Thr Val
115

<210> 130
<211> 117
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 130

Glu

1

Ser

Thr

Ser

Lys
65

Val Gln

Leu Arg

Met Ser
35

val Ile
50

Gly Arg

Asp

Phe

Asn

Arg

100

Ser

Trinh tuy

Trinh tu

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

His

Thr

Ser

85

Gly

Ser

nhédn tao

27181

40

Gly Gly Gly Gln Thr

55

Ile Ser Arg Asp Asn

70

Leu Arg Ala Glu Asp

Asn Pro Phe Asp Tyr

105

bién &di chudi ning

Leu

Ser

Val

His

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Gly Ser Thr

Arg Asp Asn
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Leu

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

His

Ser
75

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

45

Pro

Asn

Val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 131
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién &bi chudi ning

<400> 131

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Ser Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

132
117
PRT

Trinh tuy

Trinh tu

132

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

His

Val

115

133
117
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Arg

100

Ser

Trinh tu

Trinh tu

133

nhédn tao

27181

bién d5i chudi ning

Val

Ser

Ile

Arg

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

nhén tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Val Thr

Asp Asn

Glu Asp

Asp Tyr
105

bién d5i chudi n3ng
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Leu

Phe

Lys

Ile

Ala

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

vVal

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Leu



27181

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 _ 30

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

Ser Tyr Ile Asp Glu Gly Gly Gly Gln Thr Ile Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 134
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién &bi chudi ning

<400> 134
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Lys

65

Leu

Ala

Val

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Ile

Arg

Met

His

vVal

115

135
117
PRT

Asp

Phe

Asn

Arg

100

Ser

Trinh tu

Trinh tu

135

Gln Val Gln

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Leu

Met

His

50

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Ser

27181

Gly Gly Gly Phe Thr

55

Ile Ser Arg Asp Asn

70

Leu Arg Ala Glu Asp

90

Asn Pro Phe Asp Tyr

nhadn tao

105

bién ddi chudi ning

Val

Ser

Ile

Ala

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Arg Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

-182-

Ile

Ala

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Trp

Ala

75

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Asn

Val

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys



Ala Arg

Val Thr

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Leu

Pro Met

Ser His

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

<210>

His Arg
100

Val Ser
115

136
117
PRT
Trinh tu

Trinh tu
136

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Ala

Arg Phe

Met Asn

His Arg
100

Val Ser
115

137

27181

Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
105 110

Ser

nhan tao

bién &bi chudi ning

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30 '

Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Thr Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80

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

Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
105 110

Ser

-183-
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<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién &di chudi nhe

<400> 137

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Gly Tyr Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

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

<210> 138
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu bién &3i chudi nhe

<400> 138
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

Lys

Arg

Ser

Glu

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Arg

Lys

Arg

65

Ser

Ile

Arg

Trp

Leu

50

Phe

Leu

Ser
35

Leu

Ser

Gln

Pro

139
111
PRT

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp
100

Trinh tu

Trinh tu

139

Gln

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhadn tao

His

Val

Gly

70

Asp

Phe

Trp

Gly

55

Ser

Phe

Gly

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

27181

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

Gln

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

-185-

Lys

Asp

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Pro

Tyr

60

Thr

Cys

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Lys

Val

Thr

His

Ile
110

Ser

Ser

30

Lys

Val

Thr

His

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Val

15

His

Ala

Pro

Ile

Ser

Pro

Ser

Ser

80

Arg

Gly

Val

Pro

Ser

Ser

80

Arg



Glu Leu Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

140
111
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

140

Asp Ile Gln

1

Asp

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Leu

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

<220>
<223>

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

141
111
PRT

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp
100

Trinh tu

Trinh tu

85

27181

90

95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

nhdn tao

105

bién ddi chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhén tao

Gln

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ile

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105

bién &bi chudi nhe
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Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Val

Gly

45

Gly

Phe

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Lys

Val

Thr

His

Ile
110

Val

15

Thr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

80

Arg



27181

<400> 141
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Ala Trp
20 25 30

Gly Tyr Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Val Ala Ser Arg Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

Glu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 142
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d8i chudi nhe

<400> 142

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser His Val
20 25 30

Arg Trp Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Lys Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser

-187-



50

Arg Phe Ser Gly

65

Ser Leu Gln Pro

Glu Leu Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Arg

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Ile

Arg

Trp

Leu

50

Phe

Leu

Leu

143
111
PRT

100

Trinh tu

Trinh tuy

143

Gln

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp
100

55

27181

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

70

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr

85

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr

nhén tao

105

bién &3i chudi nhe

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Thr

His

val

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ile

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105
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Phe
75

Tyr

Lys

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

60

Thr Phe Thr

Cys Gln His

Val Glu Ile

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Val

Gly

45

Gly

Phe

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Lys

Val

Thr

His

Ile
110

Ile

Ser
80

Ser Arg

95

Lys

Val

15

Glu

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Gly

Pro

Ser

Ser

80

Arg



27181

<210> 144
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d3i chudi nhe

<400> 144
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Leu Asp
20 25 30

Arg Trp Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

Glu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 145
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién dbi chudi ndng

<400> 145

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
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Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Thr

Ser

Ser
35

Ile

Arg

Met

His

Val
115

146
117
PRT

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Ser

Trinh tu

Trinh tu

146

Val Gln Leu

Leu Arg Leu

20

Met Ser Trp

35

Ala Ile Asp

50

Val Arg

Ser Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Gly Asn

Ser

nhédn tao

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

27181

25

Pro Gly

Asn Thr

Asp Asn

Glu Asp

Asp Tyr
105

bién @di chudi ning

Leu Glu Ser Gly Gly Gly

5

10

Ser Cys Ala Ala Ser Gly

25

Val Arg Gln Ala Pro Gly

40

His Gly Gly Gly Arg Thr

55

-190-

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Leu

45

Pro

Asn

Val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Pro

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Tyr

Val

Val



27181

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 147
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d8i chudi ning

<400> 147
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Ser Ala Ile Asp Gly Gly Gly Gly Ala Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg His Arg Gly Asn Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
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Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 148
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu bién &di chudi nhe

<400> 148

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Tyr Val
20 25 30

Arg Trp Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

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

<210> 149
<211> 240
<212> PRT

<213> Nguoi thdéng tué
<400> 149

Thr Pro Ala Pro Lys Ser Cys Pro Glu Arg His Tyr Trp Ala Gln Gly
1 5 10 15
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Lys

Cys

Val

Arg

65

Asn

Cys

Ser

Ser

Asp

145

Gln

Ser

Gln

Ala

Leu
Asp
Ser
50

His
Ala
Thr
Gln
Glu
130
Phe
Arg
Gly

Arg

Glu
210

Cys

Gln

35

Phe

Cys

Glu

Glu

Ala

115

Met

Arg

Ser

Met

Arg

195

Pro

Cys

20

His

Ser

Asn

Cys

Cys

100

Leu

Leu

Gln

Leu

Phe

180

Lys

Cys

Gln

Arg

Pro

Ser

Ala

85

Asp

Ser

Glu

Leu

Cys

165

Leu

Tyr

Arg

Met

Lys

Asp

Gly

70

Cys

Pro

Pro

Ala

Pro

150

Ser

Val

Arg

Tyr

Cys
Ala
His
55

Leu
Arg
Leu
His
Arg
135
Ala
Ser
Phe

Ser

Ser
215

Glu

Ala

40

His

Leu

Asn

Pro

Pro

120

Thr

Arg

Asp

Thr

Asn

200

Cys

27181

Pro Gly
25

Gln Cys

Thr Arg

Val Arg

Gly Trp

90

Asn Pro
105

Gln Pro
Ala Gly
Thr Leu
Phe Ile

170

Leu Ala
185

Lys Gly

Pro Arg

-193-

Thr

Asp

Pro

Asn

75

Gln

Ser

Thr

His

Ser

155

Arg

Gly

Glu

Glu

Phe

Pro

His

60

Cys

Cys

Leu

His

Met

140

Thr

Ile

Ala

Ser

Glu
220

Leu

Cys

45

Cys

Thr

Arg

Thr

Leu

125

Gln

His

Leu

Leu

Pro

205

Glu

Val

30

Ile

Glu

Ile

Asp

Ala

110

Pro

Thr

Trp

vVal

Phe

190

Val

Gly

Lys

Pro

Ser

Thr

Lys

95

Arg

Tyr

Leu

Pro

Ile

175

Leu

Glu

Ser

Asp

Gly

Cys

Ala

80

Glu

Ser

Val

Ala

Pro

160

Phe

His

Pro

Thr



27181

Ile Pro Ile Gln Glu Asp Tyr Arg Lys Pro Glu Pro Ala Cys Ser Pro

225 : 230 235 240
<210> 150
<211> 193
<212> PRT

<213> Ngudi thdéng tué
<400> 150

Met Pro Glu Glu Gly Ser Gly Cys Ser Val Arg Arg Arg Pro Tyr Gly
1 5 10 15

Cys Val Leu Arg Ala Ala Leu Val Pro Leu Val Ala Gly Leu Val Ile
20 25 30

Cys Leu Val Val Cys Ile Gln Arg Phe Ala Gln Ala Gln Gln Gln Leu
35 40 45

Pro Leu Glu Ser Leu Gly Trp Asp Val Ala Glu Leu Gln Leu Asn His
50 55 60

Thr Gly Pro Gln Gln Asp Pro Arg Leu Tyr Trp Gln Gly Gly Pro Ala
65 70 75 80

Leu Gly Arg Ser Phe Leu His Gly Pro Glu Leu Asp Lys Gly Gln Leu
85 90 95

Arg Ile His Arg Asp Gly Ile Tyr Met Val His Ile Gln Val Thr Leu
100 105 110

Ala Ile Cys Ser Ser Thr Thr Ala Ser Arg His His Pro Thr Thr Leu
115 120 125

Ala Val Gly Ile Cys Ser Pro Ala Ser Arg Ser Ile Ser Leu Leu Arg
130 135 140

Leu Ser Phe His Gln Gly Cys Thr Ile Ala Ser Gln Arg Leu Thr Pro
145 150 155 160

Leu Ala Arg Gly Asp Thr Leu Cys Thr Asn Leu Thr Gly Thr Leu Leu
165 170 175
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Pro Ser Arg Asn Thr Asp Glu Thr Phe Phe Gly Val Gln Trp Val Arg
180 185 190

Pro

<210> 151
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi ndng CDR

<220>
<221> Xaa c6é6 théd 1la axit amin bat ky xay ra mdt cach tuy nhién
<222> (3)..(3)

<220>
<221> Xaa cé6 thd 1a axit amin bit ky x3y ra mdt céch ty nhién
<222> (4)..(4)

<220>
<221> Xaa c6 thé& 1la axit amin bAt ky xay ra mdét cach ty nhién
<222> (5)..(5) :

<220>
<221> Xaa c6 thé 1a axit amin b&t ky xay ra mdét cach tu nhién
<222> (7)..(7)

<220>
<221> Xaa c6é6 thd 1la axit amin b4t ky xay ra mdt céch tu nhién
<222> (10)..(10)

<220>
<221> Xaa cé thé 1a axit amin bat ky xdy ra mdét cach tu nhién
<222> (12)..(12)

<400> 151

Arg Ile Xaa Xaa Xaa Asp Xaa Asp Thr Xaa Tyr Xaa
1 5 10

<210> 152

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<400>

Trinh ty bién

Xaa cé thé 1la
(4)..(4)

Xaa cé thé la
(7) .. (7)

Xaa cbé thé la
(12)..(12)
Xaa cbé thé la
(13)..(13)
152

dbi chudi
axit amin
axit amin
amin

axit

axit amin

27181

nang CDR

bat ky

bat ky

bat ky

bat ky

xay

x4y

xay

ra mét

ra mét

ra moét

ra moét

cach ty nhién

céch ty nhién

cédch tu nhién

céch ty nhién

Arg Ile Tyr Xaa Gly Asp Xaa Asp Thr Asn Tyr Xaa Xaa Lys Phe Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<400>

5

153
13
PRT
Trinh ty nhén

Trinh ty bién

Xaa c6 thé 1la
(8)..(8)

Xaa cé thé la
(11)..(11)

Xaa cbé thé 1la
(13)..(13)

153

tao

ddi chudi

axit amin

axit amin

axit amin

10

nhe

CDR

-196-

15

ky xay ra mdt cach ty nhién

ky xdy ra mdét cach tuy nhién

ky xdy ra mdt cach ty nhién



27181

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Xaa Ala Gly Xaa Ser Xaa

1 5 10
<210> 154

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu bién d&bi chudi nhe CDR

<220>

<221> Xaa cé thé 1a axit amin b4t ky xdy ra mdt cach tyu nhién
<222> (1)..(1)

<400> 154

Xaa Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5
<210> 155
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién ddi chudi nhe CDR

<220>
<221> Xaa c6 thé& 1la axit amin bt ky xay ra mét cach tu nhién
<222> (9)..(9)

<220>
<221> Xaa c6 thd 1la axit amin b&t ky xay ra mdt cach tu nhién
<222> (10)..(10)

<220>

<221> Xaa c6 thé la axit amin bt ky xay ra mét cach ty nhién
<222> (11)..(11)

<220>

<221> Xaa cé thd la axit amin bat ky xdy ra mdét céch tu nhién
<222> (14)..(14)

<400> 155

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Xaa Xaa Xaa Met Ser Xaa Met Asn
1 5 10 15
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<210> 156
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu bién d8i chudi ning CDR

<220>
<221> Xaa c6é thd 1a axit amin bAt ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (1)..(1)

<220>
<221> Xaa cbé th& 13 axit amin bt ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (3)..(3)

<220>
<221> Xaa cé thd 1a axit amin b4t ky xay ra mdt cach tu nhién
<222> (4)..(4)

<220>

<221> Xaa cb6 thé& 1la axit amin b4t ky xady ra mdt cach tyu nhién
<222> (8)..(8)

<220>

<221> Xaa c6é6 théd 1la axit amin b&t ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (10)..(10)

<400> 156

Xaa Ile Xaa Xaa Gly Gly Gly Xaa Thr Xaa Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 157

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tyu bién &di chudi n&ng CDR

<220>
<221> Xaa c6 thd 1la axit amin bat ky xay ra mdt céch tu nhién
<222> (1)..(1)
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<220>
<221> Xaa cb6 thé 13a axit amin bt ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (3)..(3)

<220>
<221> Xaa c6 th& 1la axit amin bat ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (4)..(4)

<220>

<221> Xaa c6 th& 1la axit amin b4t ky xay ra mdt cach ty nhién
<222> (8)..(8)

<220>

<221> Xaa cb6 thé 1la axit amin bt ky x3dy ra mdt cach ty nhién
<222> (10)..(10)

<400> 157

Xaa Ile Xaa Xaa Gly Gly Gly Xaa Thr Xaa Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 .5 10 15
Gly

<210> 158

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu bién &bi chudi nhe CDR

<220>
<221> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky xay ra mdt cédch tu nhién
<222> (8)..(8)

<220>
<221> Xaa c6é thé 1a axit amin bat ky xay ra mét céch tu nhién
<222> (9)..(9)

<220>

<221> Xaa cé thé 1la axit amin bit ky xdy ra mdt céch ty nhién
<222> (10)..(10)

<220>

<221> Xaa cb6 thé 1la axit amin bit ky xay ra mdt céch tu nhién
<222> (11)..(11)

<400> 158
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Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Phe Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
145

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Ala

Thr

130

Val

159
327
PRT

5

Trinh ty nhdn tao

vung

159

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Leu

Ser

5n dinh

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Gly

Ser

Val

Phe

val

val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

chudi ning

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp
150

Ser

Ala

Val

Ala

55

val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

vVal

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

vVal

120

Thr

Glu

10

Phe Pro
10

Leu Gly

25

Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

Pro Ser

90

Pro Cys

105

Phe Leu

Pro Glu

Val Gln
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Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Val

Phe
155

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

15

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

vVal

val

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp
160
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Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
165 170 175

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 190

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 295 300

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
325

<210> 160
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> _
<223> vVung 4n dinh chudi nhe

-201-



<400>
Arg Thr
1

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

Thr Tyr
65

Lys His

Pro Val

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

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr
1

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

<220>
<223>

160

Val Ala

Lys Ser
20

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

Thr Lys
100

161

5

PRT
Trinh tu

Trinh tu

le6l

Gly Met

162
11
PRT
Trinh tu

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

nhé&n tao

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

27181

Val Phe Ile
10

Ser Val Val
25

Gln Trp Lys
40

Val Thr Glu

Leu Thr Leu

Glu Val Thr
90

Arg Gly Glu
105

bién d8i chudi n&ng CDR

Ser

nhdn tao

Trinh tu bién &bi chudi ning CDR
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Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



<400> 162

27181

Ala Asp Tyr Tyr Gly Asp Tyr Gly Phe Gly Tyr

1 5 10

<210> 163

<211> 654

<212> DNA

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Trinh ty chudi nhe khang thé

<400> 163

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga ccgggtgacce 60
atcacctgcc gggccagcaa gagcgtgagc gaggggcgat ggagcttcat gcactggtac 120
cagcagaagc ccggcaaggc ccccaagctg ctgatctacg tggccagcag actggagagce 180
ggcgtgccca geccggttcag cggcagcggc agcggcaccg acttcacctt caccatcagce 240
agcctgcage ccgaggacat cgccacctac tactgccagc acagccggga gctgccctgg 300
accttcggcc agggcaccaa ggtggagatc aagcgtacgg tggctgcacc atctgtctte 360
atcttcccge catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgcetg 420
aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg 480
ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc 540
agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgce ctgcgaagtc 600
acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgt 654
<210> 164

<211> 1332

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu chudi n&ng khang thé

<400> 164

caggtgcagc tggtggagag cggcggcggc ctggtgaagc ccggcggcag cctgcggcetg 60
agctgcgceg ccagcggctt caccttcagc agctacggga tgagctggat ccggcaggcece 120
cccggcaagg gcctggagtg ggtgagctac atcgatgagg gcggcggcca gaccatctac 180
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cccgacagcg
ctgcagatga
ggcaacccct
aagggcccat
gccctggget
ggcgccctga
tccctcagcea
aacgtagatc
cccccatgcece
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagagccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectct
tcatgctccg
tctctgggta
<210> 165
<211> 17

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 165

tgaagggccg
acagcctgcg
tcgactactg
ccgtcttccce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccatgccc
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgca
gcctccecgtce
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga

aa

gttcaccatc
ggccgaggac
gggccagggc
cctggcgccce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcc
caacaccaag
agcacctgag
tctcatgatc
ccccgaggtce
gcecgegggag
ccaggactgg
ctccatcgag
cctgccccca
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac

ggctctgcac

Trinh tu nhan tao

Trinh ty bién &bi n&ng CDR

27181

agccgggaca
accgccgtgt
accctggtga
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggctgtcece
agcagcttgg
gtggacaaga
gccgecgggg
tccecggaccce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcccaggagg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt

aaccactaca

acgccaagaa
actactgcgc
ccgtgagcag
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacgaaaac
gagttgagtc
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agatgaccaa
tcgccgtgga
tgctggactc

ggcaggaggg

cacagaagag

cagcctgtac
ccggcaccgg
cgcttccacc
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatatggt
cttcctgttc
gtgcgtggtg
tggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaatgtcttc

cctctcectg

Arg Ile Tyr Ala Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe Gln

1

5

10
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15

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1332



Gly

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ile Tyr Ala

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ile Tyr Ala

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

27181

166
17
PRT
Trinh ty nhéan tao

Trinh ty bién &bi n&ng CDR

166

5

167
17
PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty bién @i n&ng CDR

167

5

168
17
PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty bién &bdi n&ng CDR

168

Gly Asp Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Pro Ser Phe Gln

10 15

Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Pro Ser Phe Gln

10 15

Arg Ile Tyr Ala Gly Asp Ala Asp Thr Ala Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
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1 5 10 15
Gly

<210> 169

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién d&bi ning CDR

<400> 169

Arg Ile Tyr Ala Gly Asp Ala Asp Thr Asn Tyr Ala Pro Ser Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 170

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién @i chudi nhe CDR

<400> 170

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Phe Ser Glu Ser Phe Met Asn

1 5 10 15
<210> 171

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu bién &3i chudi nhe CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6 thd& 1a axit amin bat ky xay ra mdt cach ty nhién
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa c6 thé& 13 axit amin bAt ky xay ra mdt cach tu nhién
<400> 171

Xaa Ala Ser Xaa Leu Glu Ser

1 5
<210> 172

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién d8i chudi nhe CDR

<400> 172

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Leu Ile Arg Trp Ser Phe Met His

1 5 10 15
<210> 173

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty bién d&di chudi nhe CDR

<400> 173

Val Ala Asp Arg Val Glu Val

1 5
<210> 174
<211> 179
<212> PRT

<213> Nguoi théng tué
<400> 174
Thr Pro Ala Pro Lys Ser Cys Pro Glu Arg His Tyr Trp Ala Gln Gly

1 5 10 15

Lys Leu Cys Cys Gln Met Cys Glu Pro Gly Thr Phe Leu Val Lys Asp
20 25 30
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Cys Asp Gln His Arg Lys Ala Ala Gln Cys Asp Pro Cys Ile Pro Gly
35 40 45

Val Ser Phe Ser Pro Asp His His Thr Arg Pro His Cys Glu Ser Cys
50 55 60

Arg His Cys Asn Ser Gly Leu Leu Val Arg Asn Cys Thr Ile Thr Ala

Asn Ala Glu Cys Ala Cys Arg Asn Gly Trp Gln Cys Arg Asp Lys Glu
85 90 95

Cys Thr Glu Cys Asp Pro Leu Pro Asn Pro Ser Leu Thr Ala Arg Ser
100 105 110

Ser Gln Ala Leu Ser Pro His Pro Gln Pro Thr His Leu Pro Tyr Val
115 120 125

Ser Glu Met Leu Glu Ala Arg Thr Ala Gly His Met Gln Thr Leu Ala
130 135 140

Asp Phe Arg Gln Leu Pro Ala Arg Thr Leu Ser Thr His Trp Pro Pro
145 150 155 160

Gln Arg Ser Leu Cys Ser Ser Asp Phe Ile Arg Ile Leu His His His
165 170 175

His His His

<210> 175
<211> 135
<212> PRT

<213> Ngudi thdéng tué
<400> 175

Thr Pro Ala Pro Lys Ser Cys Pro Glu Arg His Tyr Trp Ala Gln Gly
1 5 10 15

Lys Leu Cys Cys Gln Met Cys Glu Pro Gly Thr Phe Leu Val Lys Asp
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Cys

Val

Arg

65

Asn

Cys

Ser

Pro

Asp

Ser

50

His

Ala

Thr

Gln

His
130

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

<400>

Thr
1

Lys

Cys

Val

Pro

Leu

Asp

Ser
50

Gln
35

Phe

Cys

Glu

Glu

Ala

115

His

176
107
PRT

20

His

Ser

Asn

Cys

Cys

100

Leu

His

Arg

Pro

Ser

Ala

85

Asp

Ser

His

Lys

Asp

Gly

70

Cys

Pro

Pro

His

Ngudi thdéng tué

176

Ala

Cys

Gln

35

Phe

Pro

Cys

20

His

Ser

Lys

Gln

Arg

Pro

Ser

Met

Lys

Asp

Ala

His

55

Leu

Arg

Leu

His

His
135

Cys

Cys

Ala

His
55

Ala

40

His

Leu

Asn

Pro

Pro
120

Pro

Glu

Ala

40

His

27181

25

Gln Cys

Thr Arg

Val Arg

Gly Trp
90

Asn Pro
105

Gln Leu

Glu Arg
10

Pro Gly
25

Gln Cys

Thr Arg
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Asp

Pro

Asn

75

Gln

Ser

Glu

His

Thr

Asp

Pro

Pro

His

60

Cys

Cys

Leu

Val

Tyr

Phe

Pro

His
60

Cys

45

Cys

Thr

Arg

Thr

Leu
125

Trp

Leu

Cys

45

Cys

30

Ile

Glu

Ile

Asp

Ala

110

Phe

Ala

Val

30

Ile

Glu

Pro

Ser

Thr

Lys

95

Arg

Gln

Gln

15

Lys

Pro

Ser

Gly

Cys

Ala

80

Glu

Ser

Gly

Gly

Asp

Gly

Cys
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Arg His Cys Asn Ser Gly Leu Leu Val Arg Asn Cys Thr Ile Thr Ala
65 70 75 80

Asn Ala Glu Cys Ala Cys Arg Asn Gly Trp Gln Cys Arg Asp Lys Glu
85 90 95

Cys Thr Glu Cys Asp Gly Gly His His His His
100 105

-210-



