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(57) Sang ché d& cap dén khang thé duoc dinh hudéng khang lai CD127, chudi alpha cta
thy thé interleukin 7 (IL-7) (IL-7R), va cac khang thé nay c6 cac tinh chat d6i khang d6i
v6i tuong tac IL-7-IL-7R, c6 thé thé hién hoat tinh gay doc té bao ddi véi cac té bao duong
tinh véi CD127 nhung khong lam gia ting sy truong thanh cta cac té bao dudi gai
(dendritic cell: DC) dugc cam Ung boi TSLP, mot xytokin cling st dung CD127 nhu la
mot phan cia thy thé ciia nd. Ngoai ra, cac khang thé nay khong gdy cam tng su ndi nhap
ctia CD127 vé/hodc tc ché sy ndi nhap dugc cam tng boi IL7 ciia CD127. Theo khia canh
khac cua sang ché, cac khang thé duoc dé xuit ma nhan biét epitop CD127 nguoi chira cac
trinh tu tir vi tri 2b cua CD127, cu thé 1a epitop chtra céc trinh ty CD127 nguoi cua mién
D1 va cua vi tri 2b ctia CD127, cu thé 14 epitop chtra it nhat mét trinh tir tir D1 chira SEQ
ID No: 115 (cu thé 1a chira SEQID No: 110) va/hoac SEQ ID No: 111 va/hodc trinh tu tir
vi tri 2b chira trinh ty ctia SEQ ID No: 116 va tiy ¥ con chira SEQ ID No: 117 (cu thé 1a
chira SEQ ID No: 111). Cac khang thé ciia sang ché 1a thich hop dé sir dung dé chira tri
tinh trang bénh 1y duoc chan doan & bénh nhan ma do yéu td sinh bénh hoc lién quan dén
su tao lympho bao, khi cic con dudng truyén tin hiéu IL-7 gbp phan vao yéu tb sinh bénh
hoc nay, dic biét 1a khi sy gia tang su truong thanh, chinh xac hon 1a sy diéu hoa tang ciia
cac phan tir dong kich thich, ctia cac té bao dudi gai 1a khong mong mudn.
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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén cc khang thé dugc dinh huéng khang lai phan don vi alpha
cua thu thé cua interleukin 7 (IL-7), duge goi 1a CD127 hodc p90 IL-7R hosc IL-
7Ralpha hodc IL-7R — d6i khi con duge goi 1a IL-7Ra —, ddc biét la khang lai chudi
alpha cua thu thd ctia IL-7 ngudi dugc bidu thi trén cic t& bao ngudi. Cac khang thé
ndy c6 céc tinh chét déi khang dbi voi twong tac IL-7-IL-7R, c6 thé biéu hién hoat tinh
gdy doc t& bao ddi véi cac té bao duong tinh véi CD127 nhung khong lam gia tang su
trudng thanh cta céc t& bao dudi gai (dendritic cell: DC) dugc cam g béi TSLP, mot
xytokin cfing sit dung CD127 nhu 13 mét phan cta thy thé cta né. Cach khac, hodc
ngoai ra, cac khang thé nay khong gdy cam ting su ndi nhap ctia CD127 va/hodc tc ché
su ndi nhip dugce cam tng boi IL7 ctia CD127. Theo khia canh khdc clia sing ché, cac
khéng thé duge d& xult 1a cac khang thé nhan biét epitop CD127 ngudi chira céc trinh
tu tir vi tri 2b cia CD127, cu thé 1a epitop chira cac trinh tu CD127 ngudi cla mién D1
va clia vi tri 2b ctia CD127, cu thé 13 epitop chira it nhit mét trinh ty tir D1 chira SEQ
ID No: 115 (cu thé 14 chita SEQ ID No: 110) va trinh ty tir vi tri 2b chira trinh tu SEQ
ID No: 116 va tuy y con chita SEQ ID No: 117 (cu thé 14 chira SEQ ID No: 111).

Do d6, cac khang thé ctia sang ché 1a thich hop dé st dung dé chita tri tinh trang
bénh Iy dugc chdn doén & bénh nhan ma do yéu t6 sinh bénh hoc lién quan dén su tao
lympho bao, khi cac con duong truyén tin hiéu IL-7 gép phan vio yéu t6 sinh bénh hoc
ndy, dic biét 1a khi sy gia tang sy trudng thanh, chinh x4c hon la sy didu hoa ting clia
c4c phan tir dong kich thich, clia cac t& bao dudi gai 1a khdng mong mubn.

Tinh trang k¥ thuat ciia sang ché
Sinh héa

CD127 1a phd bién dbi véi thy thé IL-7 (IL-7R) va dbi véi thu thé TSLP (TSLPR).
IL-7R duogc cAu thanh tir heterodime ctia CD127 va chudi gama thong thudng (c) ciia
céc thu thé interleukin. Chudi gama thong thudng ye doi khi duoc dé cap & day va trong
tai liéu chuyén nganh 1a CD132. IL-7R duoc lién két boi Interleukin 7. Thy thé TSLP
14 heterodime ciia CD127 va yéu t§ gibéng thu thé xytokin 2 (cytokine receptor-like
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factor 2: CRLF2). Thu th8 TSLP duoc lién két bang TSLP. Trong tai li€u chuyén
nganh, TSLPR déi khi dugc st dung d& chi ca chui CRLF2 cta thu thé nay, va phuc
hop CD127/CRLF2. D tranh nhim 14n, trong sang ché nay TSLPR thudng chi phic
hop.

CD127 (sb truy cap Swiss Prot 12 P16871) c¢6 thé ton tai dudi bén ddng phan.
Ddng phan hop chuin, con goi 14 H20 (Swiss Prot P16871.1) 14 protein xuyén mang
don va c6 459 axit amin gdm, tir ddu N dén dau C, peptit tin hidu 20 axit amin, mién
ngoai bao 219 axit amin, mién xuyén mang 25 axit amin va mién ndi bao 195 axit amin.
Céc ddng phén khac c6 trinh tu gidng nhu trinh tw cia toan bd (hodc hau hét) mién
ngoai bao cua H20 va thé hién céc trinh tw diu C thay dbi. Cac ddng phan 2 va 4 dugce
tiét (Swiss Prot P16871-4 va P16871-3), trong khi ddng phan 3 (Swiss Prot P16871-2)
ciing 14 protein xuyén mang. Trinh tuy ciia CD127, khong c6 peptit tin hiéu, duge cung
clp & ddy dudi dang SEQ ID No: 57. Khi dé cap dén céc axit amin duge danh sd clia
CD127 trong don sang ché, trinh tu nay s€ co vai trd lam tham chiéu cho viéc d4nh sb.
CD127 duoc bdo céo 1a cé trinh ty SEQ ID No:113, va mién ngoai bao cta né, khi
peptit tin hiéu duge loai bo, c6 trinh ty 1a SEQ ID No:114. Trlr khi ¢6 quy dinh khac,
vidc danh sé duge ding & ddy dbi v6i cac axit amin ctia CD127 1a viéc danh s6 tir SEQ

ID No:114.

CD127 la thy thé twong ddng thu thé xytokin nhém I (Cytokine Receptor
Homology class I: CRH I). Nhu duoc biét 6 trong linh vuc niy, mién ngoai bao clia
cac thu thé nay bao g(‘A)m hai mién fibronectin 3, duoc goi 1a D1 va D2. CAu trtc tinh
thé hoc chinh x4c ctia CD127 d3 dugc cong bb va mé ta trong, vi du, McElroy et al.,
2009; McElroy et al., 2012 va Walsh, 2012 va cu thé 13 da duoc boc 16 dudi dang di
lidu cdu tric protein trong co s& dit liéu Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB), v6i sb truy cép la 3UP1. D1 thudng
duoc xem nhu 12 ¢6 lién quan trong viée lién két v&i IL-7, trong khi D2 14 ¢6 lién quan
trong viéc lién két voi chudi ye (va ca véi IL-7). Quan trong 14, vi tri 2b clia mién D2,
chil yéu bao gdm céc axit amin 109 dén 127 ctia SEQ ID No:114 (xem Walsh, 2012)
14 ¢6 tinh quyét dinh dbi vdi twong tic CD127-c, cu thé 1 né cho phép hodc gia ting
lién két ctia CD127 véi yc véi sy ¢6 mat cta IL-7. cu thé 13, cac dot bién & P112 va
L115, ma dd dugc nhin dién & cdc bénh nhédn bi ching suy giam mién dich két hop

ning (Severe combined immunodeficiency: SCID), dugc cho la lam mét 6n dinh nhan
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ky nudc ctia mién D2 ma ¢6 thé din dén d4u hiéu sinh bénh cta ching. Nhu néu trén,
vi trf 2b bao gdm chi yéu 13 céc axit amin 109 dén 127; ngudi ¢ hidu biét trung binh
trong Iinh vuc nay s& hiéu 18 rang cac diu mut clia mién ndy cé thé khéng nhét thiét
phai dugc quy dinh mét cach rd rang véi su chinh x4c timg bazo va hiéu 13 rang vi tri
2b ¢6 thé duoc hiéu 13 chira, & mot hodc ca hai dAu cta trinh tu néu trén, nhidu hon
hodc it hon 1, 2, hodc 3 axit amin. Do d6, trong ban mo ta ndy, khi d& cap dén vi tri 2b
ctia CD127, thi s& duge hiéu 14 dé cap dén trinh ty cia CD127 bt dau & diém 106, 107,
108, 109, 110, 111 hogc 112 va két thic & diém 124, 125, 126 hogc 127; cu thé la dén
trinh ty ma duoc cho 13 hodc duoc thé hién 13 cAu thanh vi tri lién két thiét yéu voi

chudi yc ctia IL7-R, cu thé 13 véi sw c6 mit ctia IL-7.

Truyén tin hiéu IL-7R. Su lién két ctia IL-7 vé6i IL-7R kich hoat su hoat héa cta
mot s6 con dudng truyén tin higu, bao gbm cac Janus kinaza (JAK) -1 va -3, chét truyén
tin hiéu va hoat héa phién mi 5 (signal transducer and activator of transcription 5:
STATS5) va phosphatidylinostol 3-kinaza (PI3-k). Cac con dudng STAT1 va STAT3
duoch béo cdo 14 dugce hoat hoa, mac du ching dudng nhu' khong phai 1a cac con dudng
chi yéu. Su hoat héa con dudng STATS duge yéu ciu dé& cam tmg protein Bcl-2 chéng
su chét t& bao theo chuong trinh va ngin ngira sw thAm nhiém ctia protein Bax tién chét
té bao theo chuong trinh vio trong ty thé va do d6 dé 1am sdng s6t cac tién chét t& bao
T phat trién tuyén @c. Su hoat héa con dudng PI3-k dan dén sy phosphoryl héa va su

gift lai té bao chat ctia protein Bad tién chét t& bao theo chuong trinh.

Sy truyén tin hiéu TSLPR. Lymphopoietin nén tuyén tc, (Thymic Stromal
Lymphopoietin: TSLP) la xytokin t& bao bidu m6 ma c6 hoat tinh trong viéc tao lympho
bao va cu thé 13 ¢6 lién quan dén su diéu hoa su phat trién ctia cac té bao cua hé mién
dich, sy diéu hoa nay tac dong dic biét dén su trudng thanh cta céc té bao nay. TSLP
ngudi (sd truy cdp Genbank: AF338732) 1a yéu t6 ma gy ra sy phin cuc cla céc té
bao dudi gai va thic dy sy ting sinh va sy biét béa té bao T va B. TSLP con ngén chin

su san sinh c4c té bao Treg (Leietal., 2011) .

Cac con dudng truyén tin hiéu duoc cam g béi TSLP da duge ching minh 1a
khac, & mirc phan tt, v6i cac con dudng duge cam ing béi IL-7. Cu thé 14, mic du
TSLP lién két véi thu thé ctia né con hoat héa Jak-1, nhung né khdng hoat héa Jak-3
nhung lai hoat héa Jak-2. Céc khac biét nay 1a pht hop véi sy quan sat thy rang Jak-
1 két hop v6i CD127, chung nhau boi ca hai thu th8 trong khi Jak-2 két hop v6i CRLF2
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va Jak-3 v6iye (Rochman et al., 2010). Su hoat héa con duong STATS cling duoc bao
céo dbi v6i su truyén tin hiéu dugce cam ting béi TSLP (Zhong et al., 2014). Mot tac
dung chinh ctia TSLP 13 dé din dén sy hoat héa céc té bao dudi gai, 1am cam tng sy
biéu hién qua muc céc phan tir ddng kich thich nhu CD80, nhdy d6 thic diy cac dép
Ung viém qua trung gian TH-2 (Reche et al., 2001).

Sinh hoc t& bao.

“Céc té bao dwong tinh véi CD127” 1a céc t& bao bidu hién CD127 trén bé mit té
bio ctia ching. Trong hdu hét cac trudmg hop, céc té bao duong tinh véi CD127 bidu
hién CD127 dudi dang phtic hop tao thanh IL-7R (céc té bao dwong tinh véi IL-7R)
va/hodc duéi dang phic hop tao thanh TSLPR (cac té bao duong tinh véi TSLPR).
CD127 dugc bidu hién béi cac té bao khéc nhau, bao gdm ca té bao T ghi nhé va té bao
T chuyén cn. CD127 duoc bidu hién cu thé boi cac té bio T thue hién (effector T cell:
Teff), bao gdm céc t& bao T tinh va cac t& bao T ghi nhé, va béi céc té bao B chua
truong thanh, nhung dac bidt 1a khong duge biéu hién béi cac té bao T diéu hoa tinh tu
nhién (Treg ty nhién). IL-7R 13 cAn thibt d& thuc ddy sw biét hoa t& bao tuyén trc va mé

rong dong té bao lympho.

Su quan trong ctia con duong IL7-CD127 d8i v6i sy ndi can bang té bao T chuyén
can duge nhin manh bing mét s6 nghién ctru gin day thé hién ring cic mic biéu hién
ctia IL-7Ra lién két mang trén cac té bio T CD4* thong thudng 1 twong quan vé6i tAn
sult cta céc t& bao T (RTE)-CD4" di cu tuyén e vira qua trén céc d6i twong khoe
manh va cac bénh nhan bi nhiém HIV cling nhu cic bénh nhan bi MS (Albuquerque
etal., 2007) (Broux et al., 2010). IL-7Ra cfing 12 thanh phan ctia thy thé thu thé TSLP.
Su tiét TSLP béi céc tidu thé Hassall, cic ciu tric bao gdm céc té bao biéu mo trén ty
trc, dd dugc chiing minh 13 tao diéu kién cho céc té bao dudi gai thudc tay CD11c*
(MDC) gy cam Ung su biét hoa cac té bao tuyén trc thanh Treg (Watanabe et al.,
2005a). Do d6, cée tin hidu tir thu thd IL-7 13 cAn thiét dé phét trién Treg nhu duoc thé
hién trén chudt nhét bat hoat IL-7Ro. (Mazzucchelli et al., 2008). Trong (Haas et al.,
2011), céc tac gia da chimg minh sy bidu hién IL-7Ra giam trén céc t& bao T thong
thudng va cac mirc huyét twong IL-7 dugc diéu hoa ting cling véi sy gidm tAn suét
Treg di cu tuyén {rc vira qua va chitc nang Treg trén MS, ma khong c6 anh hudng di
truyén rd rang (Haas et al., 2011). Viéc md x& cach IL-7 didu hoa sy vin chuyén mang

thu thé ciing ngudn gdc cia né 1a yeéu to quyét dinh dé hicu bict sdu sac ve vai tro cua

-5
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IL-7/IL-7R trong chitc ning lympho bao. Cac nghién ctru trude day da goi y ring sy
kich thich IL-7 ctia cac t& bao T din dén su didu bién gidm trén bé mit cta CD127
trong vong 30 pht, ¢6 thé 1a do su ndi nhp thu thé. Tai cac thdi diém mudn hon (2-6
gid), IL-7 duoc thé hién 12 gdy cam tng sy diéu hoa phién ma gidm cta CD127. Tuy
nhién, d6ng luc thye t& clia sy ndi nhap CD127 va sy didu hoa céc co ché van chuyén
béi IL-7 van can dugc 1am sang to (Henriques et al., 2010). Ciing d& c6 goi y rang su
truyén tin hiéu dugc cam Umg bai IL-7 1a phy thudc vao sw ni nhap CD127 va su thoai
héa thu thé tiép d6 13 dua vao hoat tinh JAK3 va dugc qua trung gian 1a ca proteasom

va lysosom.
Sinh ly bénh hoc

Céc té bao dudi gai biu hién cic mirc phan tir ddng kich thich cao sau khi truong
thanh, nhu CD80, 1am thiic ddy céc dap ing mién dich qua trung gian té bao T. Ching
cling san sinh xytokin TARC (CCL17), 1am cam tng sy héa huéng dong & cac té bao
T. Nhu vy, c4c t& bao dudi gai trudng thanh gop phén vao sinh 1y bénh hoc cua mot
s6 bénh qua trung gian mién dich trong d6 céc dép tmg té bao T déng vai trd, vi du nhu
& bénh hen, bénh viém khép dang thip, bénh viém rudt két, bénh da xo cling va bénh
viém mang mach nho. Cac té bao dudi gai trudng thanh ciing dong vai trd chinh trong
quy trinh thai ghép cac té bao, cac md hoic co quan duge ghép. Do do, nhiéu chién

lugc tri lidu d3 nhim vao viéc ngin chin sy truong thanh céc té bao dudi gai.

Su ¢6 mit hay khong cé mat ctia cac phén tir ddng kich thich trén cac té bao trinh
dién khang nguyén (khang nguyén-presenting cells: APCs), nhu cac té bao dudi gai c6
anh hudng dang ké dén ban chit chit lugng va s0 luong ctia dap ung mién dich. Su
biéu hién qua mirc ciia CD80 bdi céc t& bao dudi gai gy ra su trudng thanh DC va 1am
gia tang su hoat hoa t& bao T ghi nhé (Bour-Jordan et al., 2011). V& mit co ché, su
twong tac ciia CD28 véi CD80 chiém gift d4m trung tAm cta lién hop thin kinh mién
dich hoc va dugc ddng khu tri véi TCR tiép hop, nhd d6 n dinh héa lién hop than
kinh mién dich (Dustin and Shaw, 1999) (Grakoui et al., 1999). Tuong téc gitta CD28
va CD80 thyc té tao ra khoang cach thich hgp cho TCR d8 trong tac mot cach hiéu qua
v6i cac phan t& HLA (Shaw and Dustin, 1997).

Bénh da xo cimg (Multiple sclerosis: MS) 1 bénh hily myelin viém ctia hé than

kinh trung wong (central nervous system: CNS). Sy xudt hién ctia cac vét hity myelin
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& CNS cua cac bénh nhin bi MS duogc két hop voi sy thdm nhiém viém chu yéu bao
gE‘)m cac dai thuc bao va cac t& bao lympho T. V& mit co ché, MS duoc xem nhu 13
bénh tu mién. Dién hinh 13, MS dugc xem nhu 13 bénh chi yéu qua trung gian céc té
bao T CD4 +. C4c phan nhém cu thé cia CD4 +: Thl va gan ddy hon 1a Th17, 13 c6
lién quan trong sinh ly bénh hoc ctia bénh nay. Hién tai, van khé c6 thé quy céc vai tro
cu thé cho mbi quén thé phu Thl va Th17. Hon nita, sy Gc ché van chuyén bach cau
bing su dbi khang ctia integrin alpha4 (04) hién duoc phé duyét nhu 1a phuwong phap
tri liéu dé didu tri c4c bénh viém nhu MS va céc bénh viém rudt (inflammatory bowel
disease: IBD) va cling nhu d& diéu tri chimg xo vita dong mach (Zhi et al., 2014). a4B7
duoc biéu hién trén nhiéu nhém bach ciu giéi han bao gbm céc dai thuc bao duge hoat
héa, cac phdn nhom lympho bao, cac té bao NK, cac dudng bao va céc bach cau ua

eosin.

IL-7 nguoi cam Ung sy biéu hién manh mé& cta cac integrin a4 va 7 in vitro trén
céc t& bao lympho T clia ngudi va lam ting mot cach dot ngdt tAn sudt cia céc té bao
lympho T clia ngudi bidu hién cac integrin a4, B7 va 04/B7 (0), ddy 1a céc chét can thiét
d6i véi su trd vé va luu lai & cidc md khong phai dang lympho nhu rudt, ndo va da

(Denucci et al., 2009; Gorfu et al., 2009).

Céc té bao T chuyén can mdt phéan chiu trach nhiém cho su thai clp céc co quan
va cdc md dugc ghép. Cac té bao nay c6 thé dugc kidm soét bang cac thude ché
mién dich hién c6 (c4c chét e ché calcineurin) va bang cac khéng thé don dong ma
phong bé sw ddng kich thich (chéng dinh bam, cdc chit trc ché CD80/86). Céc té bao
T ghi nhé cling chiu trach nhiém cho su thai ghép. Cac té bao T ghi nhé tich tu & ngudi
do lich st mién dich dat duge, chu yéu 12 cac phan ng khang lai cac virut trude déy.
Céc té bao T ghi nhé da duoc thé hién réng c6 thé duoc tai hoat héa béng cac khang
nguyén cling loai nhu 1a két qua cua “tinh mién dich khéc loai”, 14 phan ting chéo cta
su phong vé chéng virut ctia ching ta dbi véi cac khang nguyén clng loai (Adams et
al., 2003). Tinh mién dich khac loai thé hién kha ning ngin chin c6 hiéu luc d6i véi
su cam (ng dung nap vi cac té bao T ghi nhé, ngugc lai véi cac té bao T chuyén can,
duoc 18p trinh d& hoat héa nhanh chéng, v6i yéu cdu giam ddi véi cc tin higu dong
kich thich. Cac t& bao T ghi nhé ciing c6 thé ¢6 lién quan dén su thai ghép man tinh.
Bén canh vai trd ctia chiing trong viéc ghép co quan va mo, cac té bao T chuyén can va

céc té bao T ghi nhé con déng chiu trach nhiém cho nhiéu bénh ty mién. Pay 14 trudng
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hop ddi v6i bénh viém rudt két man loét (Shinohara et al., 2011), bénh viém khép dang
thép, bénh vay nén hodc bénh manh ghép khéang lai ky chi.

Hon nita, mdt s t& bao 4c tinh da duoc thé hién 13 biéu thi IL-7R. Day 1a trudng
hop dbi v6i bénh u lympho da Sezary (60% trong ) chiing), hodc bénh bach cdu
lympho bao clp & tré em trong d6 khoang 15% s6 trudng hop phat trién su dot bién
tang chitc ndng & CD127, lam cho cac khdi unay mot phan phu thude vao IL-7 (Shochat
et al., 2011).

Viéc 1am nghéo cac lympho bao T dé 14 phuong phap e ché mién dich hién nhién
dé khang lai su thai ghép khéc loai hodc khang lai su ty mién. Tuy nhién, viéc lam
nghéo toan bd té bao T c6 thé 12 khong thuan lgi cho sy cdm Umg dung nap mién dich.
Cac quﬁn thé phu t& bao T huéng dich hodc cac té bao T duogc hoat héa mdt cach chon
loc, khong c6 céc té bao Treg cai bién, c6 thé tao nén phuong phép tién dung nap mién
dich (Haudebourg et al., 2009). Do d6, CD127 ¢6 thé duoc xem nhu 13 dich tri liéu c6
hép dan tiém nang dbi véi cdc khang thé don dong (cac khang thé don dong: Mabs)
huéng dén sy diéu bién cac dép img mién dich vi céc khang thé don dong niy c6 thé
¢6 tiém ning 1am nghéo cac lympho bao thyc hién ma khéng lam ngheéo cac lympho
bao diéu hoa. Do d6, da gia dinh rang ching c6 thé thé hién hiéu luc trong viée ghép,
tu mién (Michel et al., 2008) va tinh 4c bang cach d6i khang su truy cap cta IL-7 vao

IL-7-R vi nhd d6 han ché chitc ning va sy phat trién cta té bao T va B.

Liéu phép vai khang thé don dong khang cac té bao CD127" ma can thiép vao
con dudng IL-7 c6 thé hoan thanh muyc dich nay bang céch loai trir/trung hoa cac té bao
T chuyén can va cac t€ bao T ghi nhé va/hogic lam gidm s6 luong ciia ching trong khi
van bao tdn céc té bao Treg hodc b%lng cach loai trir hodc lam giam s6 luong cac té bao
4c tinh duong tinh véi CD127. Tuy nhién, liéu phdp v6i khang thé don dong khang cac
t& bao CD127" ¢6 thé tic dong nhu 1 con dao hai ludi néu né dan dén su hoat hoa cac
t bao dudi gai. Thue vy, CD127 con duge biéu hién bdi cac té bao dudi gai két hop
v6i CRLF2, tao thanh thu thd TSLP. V6i su ¢6 mt ctia TSLP, céc té bao dudi gai nhén
céc dap ung mién dich qua trung gian té bao T va thic dy céc dép ing mién dich qua
trung gian té bao T. Mot s6 khéng thé don dong khang CD127, ¢6 1& béng cach cai bién
cach TSLP tuong téc v6i thy thd TSLP, c6 tinh chat 1am gia ting sy truong thanh cta
céc t& bao dudi gai duge cam tng bdi TSLP (nhu duoc thé hién véi didu kién moi

truomg0). Két qua 13, liéu phap véi khang thé don dong khang CD127 ma s& khong thé
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lam gia ting sy trudng thanh cua cac t& bao dudi gai dugc cam Gng bdi TSLP, s& thé
hién wu didm trong tri liéu. N6 s& c6 thé thé hién lgi ich cta sy phong bé IL7R ma
khong c6 han ché ctia s hoat héa cac t€ bao dubi gai trong mdi trudng viém chia

TSLP.

Trong cong b, cc tic gid dd phan tich loi ich cua thu thé (Racapé etal., 2009)IL-
7 alpha (IL7R dudéi dang dich tri li€u tiém niing trong su ghép. Xem xét sy biéu hién
ctia IL-7R trén céc t& bao T khac nhau va céc té bao dap tmg IL-7, cac tac gia di xac
dinh liéu viéc huéng dich cac t& bao T ghi nh¢ bidu hién IL-7R c6 thé kéo dai kha nang
sbng s6t ctia manh ghép khéc loai & chudt nhét hay khong va két luan rang viéc huéng
dich IL-7 hodc IL-7R s& mién trit mot cach thuén loi cédc té bao Treg. Gifra cac goc
nhin nay, cac tic gia da chira rang viéc hudng dich IL-7 hodc IL-7R trong viéc diéu
tri tri lidu c6 thé c6 cac hé qua khéc nhau dbi voi su séng s6t ciia cac t bao biéu hién
CD127 va c6 thé goi ra céc typ giam lympho bao khac nhau. Cau héi vé céc tac dung
ctia c4c khang thé ma s& duoc dinh huéng khang IL-7R tﬁy thudc vao liu ching s€ la
khang thé phong bé hodc khang thé trung hoa hay khang thé gay doc té bao cling duoc
ddt ra tr quan diém nhin nhan. Tuy nhién, céc tac gia khong thé hién 13 d3 dat dugc va
thir nghiém céc khang thé nay va thay vao d6 céc tac gia da thé hién nhu ciu nghién

ctru thém dé danh gid su lién quan cua gia thuyét nay.

Xem xét cac han ché vé cac phuong phép tri liéu dang c6 d6i v6i cac bénh lién
quan dén mi&n dich va céc bénh khac lién quan dén IL-7/IL-7R nhu c4c loai bénh ung
thu khac nhau, bao gém mdt s6 bénh ung thu v, théy rang van cAn c4c loai thudc khéc,
dic biét 1a cac loai thudc hoat tinh di véi cac dich chon loc hon nhim kiém soat, vi

du, diéu bién sw hoat héa mién dich & nguoi bénh.

Trong trudong hop nay, cac khang thé don dong khang IL-7R c6 cac tinh chét ddi
khéng d6i véi IL-7R d4 dugce boc 16 trong cong bd don quéc té s6 WO2010/017468 va
cac phién ban dugc lam gibng nhu ctia ngudi clia chiing trong cong bb don qubc té s6
WO02011/094259 nhdm d& didu tri cc bénh tw mién nhu bénh da xo climg. Cac khéng
thé dugc mé ta nay duoge néu 1a chét déi khéng dbi véi su lién két ctia IL-7 v6i thy thé
clia nd, va co hoat tinh khang sy khuéch dai va su séng s6t clia cac té bao Tul7 va Tul
ma duge néu 14 can su twong tac IL-7 véi thy thé CD127 cta ching. Tac dung cta cac
khang thé nay dbi vé6i su trudng thanh ctia céc t& bao mién dich, va dic biét 1a cta céc

t& bao dudi gai, dd khdng duge xem xét. Ngoai ra, cac khang thé nay dugc néu 1a khong
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{tc ché su san sinh TARC cam tng béi TSLP (trang 107 cia W02011/094259). Tuong
tw, cac khang thé khang CD127 dugc bdo céo trong cong bd don qudc té sb
WO02011/104687 hoiic trong cong bd don qudc t& s6 W02013/056984, ma duoc du
tinh 12 d& st dung trong viéc didu tri bénh tiéu dudng, bénh lupus, bénh viém khop
dang thép va céc bénh tu mién khéc, di khong dugc ban ludn vé tac dung kha di ctia
chung ddi véi sy truéng thanh cua cac t& bao dudi gai va su tuong tac cuia ching véi
su truyén tin hidu cam tng béi TSLP d3 khong dugce bao céo. Ngodi ra, nhu duge cong
bd bai Kern et al (Kern et al., 2013; Kern et al., 2015) va nhu dugc thé hién & day, cac
khang thé khang CD127 trong linh vuc k¥ thuat ndy gy cam tng sy ndi nhap cua thu
thé. Vi céc khang thé khang CD127 d6i khang ma con gy cam Ung su ndi nhép cua
CD127 tht bai trong viéc kiém soét su qué man typ IV trén da (0), trong d6 cac khang
thé khang CD127 d6i khang ma khdng gy cam Gng su ndi nhép lai gdy cdm g, nén
c6 thé 12 quy trinh ndi nhap hoat hda con dudng truyén tin hiéu, 1am giam nhe tac dung
d61 khang ctia cac khéng thé nay. Cubi cling 13, cic khang thé trong linh vuc k¥ thuit
nay nhan biét epitop ma khong chira trinh tu bt ky tir vi tri 2b cia CD127 (tlc 1a déc
biét tir cac axit amin 109-127 cta SEQ ID No:114); va khdng duge thé hién 13 1am pha
v lign két ctia CD127 véi chudi ye ctia IL7-R.

Miic du c6 sy quan tAm gin déy trong viéc phét céc khang thé CD127 nhung céc
nd luc chi tp trung vao tc ché su truyén tin hidu IL-7R dugc cam Gng béi IL7. Tuy
nhién, TSLP va TSLPR d& c6 lién quan dén mot sb bénh 1y hoc. TSLP da dugc chirng
minh 13 déng vai tro trong cac bénh da va phdi (He and Geha, 2010) va két hop véi
cac bénh ly khac nhau bao gém bénh viém khi dao va bénh viém da co dia di ing &
nguoi va chudt nhit (Ying et al., 2008) (Jariwala et al., 2011). Ngoai ra, TSLP da dugc
chimg minh 14 két hop véi sy didu hoa sy mién dich va viém & rudt (Taylor et al., 2009),
Céc bénh Iy khac lién quan dén TSLP va TSLPR bao gdm bénh bach cau té bao B nhi
khoa (van Bodegom et al., 2012), cac 161 loan di Gmg dic hiéu & phéi va da, cac bénh
lién quan dén tinh ty mién (Roan et al., 2012) va bénh ung thu, bao gém bénh ung thu
va (Olkhanud et al., 2011).

Do d6, mic du d& dugc cong nhan phén 16n trong linh vuc k¥ thudt nay ring cac
khang thé khang CD127 la c4c tmg vién dAy hira hen dé diéu tri cc bénh lién quan dén
tinh mién dich théng qua sy d6i khang ctia cac co ché dugc cam tng béi IL-7 va/hodc

qua trung gian IL-7-R, va rang cac khang thé nay ciing s& lién két CD127 trong truong
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hop cia thu thé TSLP va can thiép vao cic co ché duge cam tmg boi TSLP va/hodc
qua trung gian thu thé TSLP, nhung su lién quan kha di ctia ching trong vigc trudng
thanh cta cac té bao dudi gai khong dugc dit cAu hoi va su cai thién bao gém thu duoc
cac khang thé ma khong thé hién tac dung 1am ting sy trudng thanh clia cac té bao dudi
gai va/hoic khong gy cam Ung sy ndi nhap ctia CD127 va/hodc tic ché su ndi nhap

duogc cam g bdi IL7, chua ting duge goi y trong linh vuc nay.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Theo phéat hién bét ngér ctia ho vé su gia taing khong mong mubn, duoc cam ting
bdi su tdn tai ctia cac khang thé khang CD127, sy trudng thanh cla cac t& bao duodi gai
duoc cam tng boi TSLP (méc du cac khang thé nay tic ché su san sinh TARC cam Gng
b&i TSLP), céc téc gia sang ché da phét trién cac khang thé ma khong thé hién sy gia
ting nay va do d6 1a thich hop hon dé diéu tri cac bénh, cu thé 14 c4c bénh tu mién.
Hon nita, cac tac gia sang ché d3 phat hién ra ring cac khang thé ma khong gy cam
ung su ndi nhdp va/hodc e ché su ndi nhap cam ung bdi IL7 ctia CD127 1a ¢6 hi¢u
qua cao, dic biét 1a in vivo so véi cac khang thé c6 trong linh vuc k¥ thuét ndy nhu

MD707-13.

Séang ché dé xuét bién phép thich hop trong trudong hop nay, li€n quan dén cac
khéng thé don dong khang IL-7R ma chi can thiép tiéu cuc vao con duong TSLP. Theo
d6 cac khang thé don dong (Mab) cla sang ché khong 1am gia ting sy trudng thanh
ctia t& bao dudi gai cam tmg bdi TSLP, nguoc lai véi nhitng gi ma céc tac gia sang ché
quan sat dugc trén cac khang thé khang CD127 thong thudng. Ngoai ra hodc cach khac,
céc khang thé ctia sang ché khong gay cam tmg sy ndi nhép ctia CD127 va/hodc te ché
sy ndi nhép cam g bai IL7 cua CD127. Theo mdt phuong an cy thé, cac khang thé
duoc @& xuit trong sang ché két hop céc tinh chét lién quan dén sy n6i nhdp va/hodc
sy truong thanh DC véi hoat tinh déi khang déi véi sy truyén tin higu IL-7/IL-7-R.
Theo cac phuong an cu th8, cac khang thé clia sang ché trc ché sy biéu hién dugc cam
g bai IL7 clia céc integrin a4, B7 va a4/B7 trén cac té bao T, cu thé 14 in vivo. Do 4o,
céc Mab nay véi cic co ché tic dung méi tao ra céc san phim méi dé d4nh gia céc loi

ich tri liéu cua viéc hudng dich CD127.

Hon nita, cac tic giad sang ché con bdc 16 epitop duge nhin bibt boi khang thé

duoc uu tién ciia sang ché, nhd d6 cho phép phét trién trye tiép céc khang thé khac
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va/hodc cac manh hodc cac mién lién ket khang nguyén cia ching hodc cac mién lién
két khang nguyén c6 lién quan vé mit cau triic tir cic loai polypeptit khdc, ma lién ket

epitop lién quan va bao ton cac dédc tinh mong mudn.

Céc epitop tir CD127 dugc nhin biét bai N13B2 duogc nhan dién bang k¥ thust
quét oligo-peptit trén co s& mang (d6i khi dugc goi la quét peptit chdng chap hoic phan
tich pepscan) va chtra cac trinh tu axit amin cia CD127. ngudi gdm céc trinh tu epl
(SEQ ID No: 110), ep2 (SEQ ID No: 111) va ep3 (SEQ ID No:86). Ky thuat nay sir
dung thu vién céc trinh tu oligo-peptit tir cac doan chdng chip va khong chdng chap
cla protein dich va kiém tra kha ning ctia ching trong viéc lién két v6i khang thé cn
quan tam. Bang céach két hop cac trinh tu peptit khong 1in k& tir cac phén khéac nhau
ctia protein dich va ép budc tinh ciing nhic vé& cAu dang d6i véi peptit két hop nay (nhu
bing céch sir dung cac khung CLIPS) (Timmerman et al., 2007), cdc epitop khong lién
tuc ¢6 thd duge lap ban dd voi d6 tin cdy va chinh xac rat cao (Cragg, 2011)
(Gaseitsiwe et al., 2010). Dbé x4c dinh thém vé epitop, st dung cac thu tuc bao vé sy
phén giai protein, cho phép xac dinh ring epitop c4u dang chira céc trinh ty axit amin
ctia CD127 nguoi ¢6 trinh ty SEQ ID No: 115, SEQ ID No: 116 va SEQ ID No: 117.
Do d6, epitop ndy chira cic trinh ty tir vi tri 2b ctia CD127. Hon nita, epitop nay con
chita céc trinh tw & c& midn D1 va midn D2 ciia CD127 va dic biét hon 1a gdm céc trinh
tw tir mién D1 cing v6i c4c trinh ty tlr vi tri 2b. Cac epitop cla séng ché dugc md ta
chi tiét hon duéi ddy. Cu thé 13, cic epitop ndy bao gdm SEQ ID No:115 (hoac SEQ
ID No:110), SEQ ID No:116 (hoic SEQ ID No:86) va SEQ ID No:117 (hodc SEQ ID
No:111) trong cach sip xép cdu dang clia chung trong CD127 tu nhién.

Theo phuong an cu th8, cac khang thé don dong con gly ra tdc dong gy doc té
bao déi v6i céc t bao CD127+ dich ma con lam giam vé mit vét ly sd lugng cua chung

(su co lai ciia quén thé phu).

Do d6, séng ché lién quan dén dai phan tir, nhu khang th8, manh lién két khéng
nguyén cua khang thé hodc phén tir kham chita khang thé va manh cta né, ma (i) lién
két mot cach dic hidu chudi alpha ctia thu thé véi IL-7 (duoc goi 1a CD127) qua twong
tac khang thé-khang nguyén, dic biét 12 cua chudi alpha ctia thy thé TL-7 duoc biéu thi
bing c4c t& bao duong tinh v6i CD127 ngudi, va (ii) khong lam gia ting su trudng
thanh cta céc té bao dudi gai duge cam tng boi TSLP (dﬁqc dic trung, vi du, bang su

biéu hién gia ting cta cac khang nguyén bé mat t& bao CD80 va/hoic CD40) va/hodc
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(iii) khong gy cam ung sy ndi nhdp cia CD127 va/hodc e ché sy ndi nhip dugc cam

tmg boi IL7 ctia CD127.

Theo mot phuong an cu thé ctia sang ché, dai phan tir ndy chia chudi VH chua it

nhét mdt trong sb céc trinh tu axit amin dudi day:

- VHCDRI SEQ ID No:10;

- VHCDR2 SEQ ID No:12;

- VHCDR3 SEQ ID No:14 hodc SEQ ID No: 48,
- VH SEQ ID No:22

vi/hodc chudi VL chua it nhét mot trong s6 céc trinh ty axit amin:

- VLCDRI SEQ ID No:16 hoic SEQ ID No: 50;
- VLCDR2 SEQ ID No:18 hoic SEQ ID No: 52;
- VLCDR3 SEQ ID No:20;

- VL SEQ ID No:24.

Theo cac phuong 4n cu thé, dai phén tir thé hién hoat tinh gdy ddc té bao dbi véi
cc t& bao T ctia ngudi biu hién CD127 (c4c té bao CD127+). Theo cac phuong 4n
khac, dai phan tir khong thé hién hoat tinh gdy ddc té bao dbi véi cac té bao T ngudi
bidu thi CD127 (c4c t& bao CD127+).

Séang ché con lién quan dén cac ché phdm chira dai phén tl ndy, cac phuong phap
thu dugc céc dai phan tir nay va viée st dung cac dai phén tir va cac ché phdm nay.
MO ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 thé hién su trc ché cta IL-7 dugc cam g bdi lympho bao T pSTATS+ theo
cach dap ung lidu d6i v6i cac khang thé don dong khang IL-7R ngudi.

Fig.2 thé hién su trc ché viéc truyén tin hiéu IL-7R bdi mAb N13B2.

Fig.3 thé hién cac thir nghiém lién két trén khang thé N13B2 ciia chudt cbng
khang CD127. '

Fig.4 thé hién hoat tinh khang CD127 clia khang thé N13B2 méi duge do bing
thir nghiém ELISA st dung khang nguyén hCD127 tai t5 hop.
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Fig.5 thé hién su san sinh TARC (Thymus and Activation-Regulated Chemokine,
CCL17) dugc cam ung bdi TSLP va su bidu hién cta cta diu chuin bé mit & bao
CD80 bdi cac té bao dudi gai thude tuy.

Fig.6 thé hién sy tc ché su san sinh TARC dugc cam tng bdi TSLP béng cac
khéng thé khang CD127 ngudi.

Fig.7 th hién tic dung ctia céc khing thé khang CD127 dbi véi sy biéu hién
CD80 va CD40 dugc cam tGng bdi TSLP, ddu chuén cta sy truong thinh céc té bao
dudi gai.

Fig.8 thé hién mic gdy doc té bao phu thudc khing thé (Antibody-dependent
cellular cytotoxicity: ADCC) cua khéng thé N13B2 kham (IgG1 hoic igG4) khéng
CD127 nguoi.

Fig.9 thé hién hiéu lyc ctia cac mAb N13B2 chudt céng khang CD127 trong viéc
cai thién bénh viém rudt két duge cam ung béng cach héa hoc trén chuot nhét suy giam
mién dich dugc 1am gidng nhu ctia ngudi.

Fig.10 thé hién trinh tu nucleotit va axit amin ctia cac chudi VH va VL ctia thé
kham N13B2 GIM.

Fig.11 thé hién trinh ty nucleotit va axit amin ctia thé kham N13B2_G4M.

Fig.12 thé hién trinh tu axit amin cta ba chudi Fc khéc ctia ngudi (IgGl, IgG2 va
IgG4) va ctia chudi Fe cta khang th8 N13B2 chudt cdng (IgG1).

Fig.13 thé hién thir nghiém lién két khang CD127 ELISA: phu CD127Fc¢ nguoi
va dugc phat hién bang khéng thé khang kappa ngudi.

Fig.14 thé hién sy tc ché P-STATS5 bing khéng thé khang CD127.

Fig.15 thé hién thir nghiém 46 4n dinh ctia khang thé khang CD127 duge lam
gibng nhu ctia ngudi so voi khang th8 coa chudt cdng khang CD127.

Fig.16 thé hién céc thir nghiém canh tranh va ndi nhdp béng su dém té bao.

Fig.17 (A) thé hién nghién ctru duge dong hoc va dugc luc hoc ctia viée dung
mAb N13B2 va MD707-13 trén céc loai linh trudng khong phai ngudi. (B) song song,

thé hién su biéu hién ctia CD127 trén bé mit cta cac lymphp bao T huyét duoc gidm
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sat bang cach dém té bao theo dong va duoc chuin héa dén mic do duoc trude khi
tiém mADb (dugc bidu thi bing dudng nét dut).

Fig.18 thé hién c4c con khi d4u ché (papio anubis) dugc dibu tri trong tinh mach
bang N13B2-IgG1 (n=3, hinh vudng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron den) hodc
MD707-13-IgG4 (n=3, hinh tron tring).

Fig.19 thé hién su tc ché in vitro su biéu hién integrin 04, p7 va 04/p7.

Fig.20 thé hién su tc ché in vivo su biéu hién integrin 04, p7 va o4/p7.

Fig.21 thé hién tac dung cta khéng thé N13B2 trén md hinh DTH, 14 md hinh
bénh véy nén in vivo.

Fig.22 thé hién c4c con khi dAu ché (papio anubis) dugc diéu tri trong tinh mach
bang N13B2-IgG1 (n=3, hinh vudng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron den) hodc
MD707-13-IgG4 (n=3, hinh tron tring) hodc dung dich dém dbi ching (n=3, dudng
nét dut).

Fig.23 thé hién trinh ty protein ctia N13B2 VH IgG4 S228P_h3 dugc lam gidng
nhu cia nguoi.

Fig.24 thé hién trinh tu protein cua N13B2 VL Ckappa_h3 duoc lam gidng nhu
cuia nguoi.

Fig.25 thé hién N13B2 bao vé chéng chét trén md hinh chudt nht bj bénh viém:
bénh manh ghép khang lai ky chii dugc cdm tmg trén chudt nhit duoc lam gidng nhu
clia nguoi.

Fig.26 thé hién N13B2 dic biét ngan chin sy viém rudt két trén m6 hinh chugt
nhét bi bénh viém.

Fig.27 thé hién cac mién epitop trén protein CD127 (Uniprot P16871) ma dugc
nhan biét boi khang thé N13B2.

Fig.28 thé hién thir nghiém ddng két tia mién dich cta phic hop
CD127/IL7/CD132 v&i c4c khang thé khang hCD127.

M3 ta chi tiét sang ché
Theo sang ché, dai phan tir biéu thi phén tr bat ky, dic biét 1a phan tr ¢6 nguén

gbc sinh hoc hoic phan tir chita cac manh c6 ngudn gdc sinh hoc, cé trong lugng phin
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tir trén 500Da. Céc dai phan tir bao gém, nhung khong chi giéi han &, cac polypeptit
va céac polypeptit dugc cai bién nhu cac polypeptit dugc glycosyl hoa va cac thé lién
hop ctia n6. Nhu duge st dung ¢ ddy, dai phan tir ma “lién két mot cach dic hidu
CD127 qua cac tuong tac khang thé-khang nguyén” c6 nghia 1a céc twong tac giita dai
phén tir nay va CD127 chu yéu & chd cac twong tac gidng nhur c4c tuong tac giita khang
thd dac hidu véi CD127 va CD127. Cu thé 13, dai phan tir ndy c6 thé chira cac gbe clia
khang thé ma c6 lién quan, trong twong tic nay, vé cAu hinh khéng gian cho phép tao
thanh c4c bién héa hoc giéng nhau véi protein CD127. Theo phuong an cu thé, dai
phén tr chira it nhét mét trinh tr CDR cua chudi VH va/hodc chudi VL cuia khang thé.
Theo phuong 4n dugc wu tién, dai phan tr chira tht ca c4c trinh tw CDR ctia chudi VH
va/hoidc ctia chudi VL cta khang thé. Theo phuong an duoc wu tién, dai phén tir chira

toan bd chudi VH va/hodc toan bd chudi VL ctia khang thé.

Theo céac phuong 4n cu thé, dai phén tr dugc san xuét, dugc thiét ké hodc duoc
chon loc dé nhan biét epitop duoc quy dinh nhu sau (dugc quy dinh béng it nhit mot

trong cac dau hiéu sau):

(a) epitop chira c4c trinh tu, cu thé 14 it nhét 3, 4, 5, 6 hodc 7 axit amin lién tiép,
léy tur vi tri 2b cia CD127, cu thé 13 tir c4c axit amin 109-127 ctia SEQ ID No:114, dic
biét hon 14 tir cac axit amin 110-125, 110-120, 112-120 cua SEQ ID No:114, dac biét
hon 13 tir cac axit amin 114-119 ctia SEQ ID No:114 (twong tmg v6i SEQ ID No:116);
cu thé 1a, epitop chira SEQ ID No:116, cu thé 14 chia SEQ ID No:86; cu thé 13, epitop
chtta P112 ho#c L115 ctia CD127;

(b) ngoai céac d4u hiéu trong muc (a) néu trén, epitop chira cic trinh ty, cu thé 1a
it nhit 3, 4, 5, 6 holic 7 cc axit amin lién tiép, 14y ti mién D1 ctia CD127, cu thé 1a tir
cac axit amin 1-98 ctia SEQ ID No:114; cu thé 13, epitop chira c4c trinh ty axit amin
cua SEQ ID No:115 (cu thé 13 chia trinh ty axit amin cta epl (SEQ ID No:110)

(c) ngoai cac dAu hiéu trong muc (a), va tlly y trong myc (b) néu trén, epitop chia
cac trinh tw, cu thé 14 3, 4, 5, 6 hodc 7 axit amin lién tiép, léy tlr c4c axit amin 180-220
cua SEQ ID No:114, cu thé 13 tir cac axit amin 1190 dén 200; cu thé 13, epitop chira
trinh tu axit amin ctia SEQ ID No:117; cu thé 13 chira trinh tu axit amin cta ep2 (SEQ
ID No:111);
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(d) epitop chira céc trinh ty cia SEQ ID No:115 va céc trinh ty cia SEQ ID
No:116, hodc epitop chira trinh ty cia SEQ ID No:117 va céc trinh ty ctia SEQ ID
No:116; cu thé 13 epitop chita céc trinh tw ctia SEQ ID No:115, SEQ ID No:116 va
SEQ ID No:117;

(e) epitop chira c4c trinh ty ctia CD127 nhu dugc quy dinh trong muc (a), (b), (¢)
va/hoic (d) trén day, va khdng cé céc trinh tu axit amin khac (c6 nhiéu hon 3, 4, hogic
5 axit amin lién tiép) ctia CD127 ngoai c4c trinh ty axit amin dugc néu 13 rang, tic 1a

cu thé 13, epitop chi chita c4c trinh ty dudi ddy tir CD127:

- mdt trinh tu 14y tir vi tri 2b, cu thé 13 gdm céc axit amin 109-127 ciia SEQ ID
No:114, hodc céc axit amin 110-125, 110-120, hogc 112-120 ctia SEQ ID No:114,
hodc céc axit amin 114-119 ctia SEQ ID No:114 (twong tng véi SEQ ID No:116),
hoic trinh tu twong Uing v4i SEQ ID No:86, va/hodc gém trinh tu 3 axit amin hodc
trén 3, 4, 5, 6, 7 axit amin va 19 axit amin hodc dudi 19, 18, 15, 11 axit amin léy

tir vi tri 2b, cu thé 12 trinh tw nay cha P112 hodc L115 ctia CD127;

- tlly ¥, ngoai trinh tw chia vi tri 2b, mét trinh tur 14y tir mién D1 ctia CD127, cu
thé 14 tir c4c axit amin 98 ctia SEQ ID No:114, cy thé 1a mot trinh tw gdm SEQ
ID No:110 hodc SEQ ID No:115, va/hodc gém trinh tu 3 axit amin hoéc trén 3,
4,5, 6,7 axit amin va 20 axit amin hodc dudi 20, 18, 16, 11 axit amin chta SEQ

ID No:115 hodc ndm trong trinh tu ctia SEQ ID No:115;

- tlly y, ngoai trinh ty ctia vi tri 2b va trinh ty thy y tur mién D1 néu c¢6, mot trinh
tw 4y tir céc axit amin 180 dén 220 ctia SEQ ID No:114, cu thé 1a mot trinh tu
gdm SEQ ID No:111 hosic SEQ ID No:117, vi/hodic gdm trinh ty 3 axit amin
hodc trén 3, 4, 5, 6, 7 axit amin va 20 axit amin hogc dudi 20, 18, 16, 11 axit amin

chtra SEQ ID No:117 hodc nam trong trinh ty SEQ ID No:117;

epitop nay co thé chira céc axit amin bd sung, véi diéu kién 14 céc axit amin bd
sung nay khong dugc 14y tir trinh tu ctia CD127 (tac 1a véi diéu kién 13 epitop
khong chira trén 3, 4 hodc 5 axit amin li€n tiép tir trinh tu cia CD127 ngoai trinh
tu tir vi tri 2b va c6 thé 13 céc trinh tw tlly ¥ tir mién D1 va tir c4c axit amin 180-

220 cua SEQ ID No:114 néu trén);

(f) epitop, ngoai dAu hiéu néu trong muc (a), (b), (c) hodc (d) trén ddy, khong
chita nhidu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép 14y tir ving 99-108 ciia SEQ ID No:114,
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khéng chira nhiéu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép lay tlr ving 128-179 ctia SEQ ID
No:114 va/hoic khong chira nhiéu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép tir viing 220-239
cua SEQ ID No:114, cu thé 1a khong chira nhiéu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép tir
vung 99-108, 128-179 va 220-239 ctia SEQ ID No:114;

(g) epitop gdm 6 hop clia c4c trinh ty ctia CD127 nhu duge quy dinh trong myc
(a), (b), (c), (d), (e) va/hodc (f) néu trén, trong d6 mot s axit amin d& duoc dot bién,
cu thé 13 duogc x6a bd va/hodc thay thé, cu thé 1a duoc thay thé bang axit amin c6 céc
tinh chit twong tur (cic thay thé bao tdn); cu thé 13, epitop gém hodc chira cac trinh tu
c6 do tuong déng trinh ty it nhat 80%, 85%, 90%, hodc 95% véi cac trinh tu ctia CD127
nhu dugc quy dinh trong muc (a), (b), (¢), (d), (¢) va/hodc (f) néu trén, dudi dang tb
hop nhu duge quy dinh trong muc (b), (c) hodc (d) néu lién quan;

(h) epitop la epitop chu dang c6 cac ddu hiéu duoc quy dinh trong muc (a), (b),
(c), (d), (e), (f) va/hodc (g) néu trén, tic 1a gdm hoic chira c4c trinh ty nhu dugce quy
dinh trong muc (a), (b), (¢), (d), (¢), (f) v&/hodc (g) néu trén dudi cAu dang ma bt chude
cAu dang ctia cac trinh ty d8 néu trong CD127 tu nhién (dudi dang monome hodc dudi

dang dime véi yc va/hodc két hop véi IL-7);

(i) epitop gdm manh ciia CD127 (tirc 1a sy kéo dai cac axit amin lién tiép) voi

cac d4u hiu néu trong muc (a), (b), (c), (d), (g) va/hodc (h) trén day;

(j) epitop c6 cac d4u hidu duoc quy dinh trong muc (g) trén ddy va thu duoc béng
cong nghé nhu cong nghé CLIPS ma cho phép tdng hop céc t6 hop peptit véi chu tric

c6 thé du bao.

Theo cac phuong 4n cu thé vé cac epitop véi cac déu hiu néu trong muc (b) va
(c), epitop gbm trinh ty axit amin ctia CD127 ma dugc xen giita hai trinh tir epl va ep2,
va tuy y khong kéo dai dé chira bt ky, hodc khong kéo dai dé chira nhidu hon mdt axit
amin cua trinh tu cuia CD127 nguoi trinh tu ngugc chiéu (thc 12 dau N cua trinh tu ctia
epl) va/hodc xudi chidu (tic 1a dau C cta trinh tu cla ep2) trong s céc trinh tu ndy.
Theo céc phuong 4n cu thé khac, epitop 1a epitop sao cho khdng trinh tw nao trong sb
céc trinh tu epl hodc ep2 duoc kéo dai @8 chira axit amin bét k¥ trong s céc axit amin
1ién ké cua ching trong trinh tw CD127 nguoi, hodc d& chtra nhiéu hon 7, 5 hodc 1 axit
amin lién tiép tir cac axit amin 1ién ké trong trinh ty cia CD127 ngudi ma duogc xen

gitta epl va ep2; su kéo dai ciia céc trinh tw epl va ep2 co thé, trong trudng hgp nay,
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con bi gi6i han nguoc chidu (ctia epl) hodc xudi chidu (cta ep2) nhur trén. Theo cac
phuong 4n cu thé, cac trinh ty ctia CD127 ma gdm céc trinh tu epitop néu trén khong
duoc kéo dai dé chira céc axit amin lién ké ctia chiing tlr trinh ty CD127 ngudi trén 1
axit amin dau N hoic trén 7 axit amin dau C lién ké véi epl, hodc trén 30 axit amin

diu N hoc 30 axit amin du C lién k& véi ep2.

Theo c4c phuong an trong d6 dai phan tir dugc san xuét, thiét ké hodc chon loc
& nhan biét epitop chita mot s6 trinh ty axit amin khong lién ké ctia CD127 (tic 1a céc
trinh tu ma khong 1ién k& trong trinh ty chu yéu cua CD127), co thé san xut hoic chon
loc cac khang th8 ma nhan biét epitop gém mot trong sb cac trinh tw CD127 d3 néu, va
sau d6 chon loc trong s6 cac khang thé nay céc khang thé ma nhan biét (c4c) trinh t
CD127 khac (su chon loc nay c6 thé con duogc thuc hién-béng cac budce chon loc lién

tiép néu trén hai trinh fx CD127 khong lién k& 13 cin duge nhan biét).

Séng ché con gdém epitop chu dang dugc nhan biét boi cac khang thé d6i khéang
ctia sang ché. Sang ché con bao gdm cac khang th8 ma lién két epitop chu dang nay.
Céac phuong an nay bao gbm epitop ciu dang CD127 gbm (i) mién c6 do tuong dong
v@ trinh tu it nhét 13 80%, 85%, 90%, hodc 95% véi SEQ ID NO. 115 va/hosic mién ¢6
d6 tuong ddng vé trinh ty it nhit 12 80%, 85%, 90%, hodc 95% véi SEQ ID NO. 117
va (ii) midn c6 d6 tuong ddng v& trinh tw it nhat 12 80%, 85%, 90%, hodc 95% véi SEQ
ID NO. 116. Dic biét hon 14, epitop ciu dang CD127 gbm cac gde axit amin 73-79
va/holic 114-119 v céc gbe axit amin 193-196 ciia SEQ ID No:114. Sang ché bao gdm
céc khang thé ma lién két epitop cdu dang nay. Theo cac phuong an cu thé, dai phan tit
duoc san xudt, thiét ké, hodc chon loc dé nhan biét epitop cu dang gém cac trinh tu
axit amin ctia CD127 ngudi c6 céc trinh ty SEQ ID No: 115, SEQ ID No: 116 va SEQ
ID No: 117. |

Cu thé 13, theo cic phuong 4n néu trén, khang thd duoc néu khang lai chit sinh
mién dich ma gém hoic chira epitop nhu dugc md ta, tic la ban dau duogc san xuét
bang céach gay mién dich trén dong vat ma khong phai 13 nguoi, cu thé 13 dong vt co
vi, bang khang nguyén chita hodc gdm epitop d néu. Do dd, sang ché con dé cap dén
khang nguyén ma epitop ctia né 1 nhu duge mo ta trén ddy, cu thé 1a d& cap dén viéc
st dung n6 lam chét sinh mién dich trong viéc san xuét cac khang thé va/hodic dé cap
dén viéc str dung nd trong viéc chon loc va/hodc trong cdc phuong phap kiém tra dé

san xuit khang thé hoic manh lién két khdng nguyén hodc dai phén tir khac. Sang ché
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con dé clp dén cac phuong phép da néu st dung khédng nguyén dd néu. Vi cac khang
nguyén cé thé gdm céc thanh phin khong phai peptit ngoai cdc thanh phan peptit
va/hodc ¢6 thé gdm cac thanh phén peptit ma khong tao thanh mot phén cta epitop,
nén cin hidu & day rang, trir khi c6 quy dinh khéc hogc rd rang tir vin canh cu thé, khi
dé cap dén trinh tu ctia ctia khang nguyén va/hodc dén c4c diu hiéu cta trinh ty ndy thi
trinh tu hodc cic d4u hiéu ndy nén duoc hiéu Ia biéu thi trinh tw (hogc cac déu hiéu cta
né) clia phan epitop ctia khang nguyén. Néu khang nguyén gbm céc axit amin ma khong
tao thanh mot phin cla epitop, thi cac axit amin nay t5t hon 12 khong gbm trén 3, 4

ho#c 5 axit amin lién tiép ctia CD127.

Do d6 va trir khi thé hién 12 khong lién quan vé mat k¥ thut, cac quy dinh va cac
dAu hiéu duoc boc 10 & ddy lién quan dén cac khang thé hodc cac manh clia chiing s&

4p dung mdt cach tuong tu cho dai phén tu bét ky cua sang ché.
Lién két ctia CD127

Theo sang ché, “lién két” véi protein IL-7R chi sy twong tac kiéu khéang nguyén-
khang thé vi bao gdm céc tinh chét “lién két dic hidu” ciia cdc khang thé hodc céc
manh lién két khang nguyén ctia chiing trong d6 lién két dic hiéu c6 nghia 1a cac khang
thé hodic cc manh lién két khéang nguyén lién két vdi protein IL-7R trong khi ching
khong lién két hogc lién két véi 4i luc yéu hon mdt cach déng ké v6i céac protein khac
(vi du, chudi y ctia thy thé xytokin thudng). TSt hon 14 lién két déc higu duge quy dinh
va/hoic duoc x4c dinh trong céc didu kién sinh 1y, dic biét 1a vé do pH va ham lugng
mubi ctia dung dich thir nghiém. Lién két va d dac hiéu lién két c6 thé duoc thir nghiém
theo cac phuong phép thir nghiém duoc bdc 16 trong phan Vi du thuc hién séng ché va
cu thé 14 c6 thé dugc thir nghiém bang phuong phép phan tich Biacore, ELISA, hodc

thim tach Western.

Theo phuong 4n cu th8 ctia sang ché, cac khang thé hodc cac manh lién két khéng
nguyén ctia nd hudéng dich va lién két chudi IL-7-R alpha khi né dugc tao phirc hop
trong thu thé TSLP v6i CCRF2; s6 truy cdp Genbank: AF338733; Reche et al., 2001).

Theo phuong an cu thé, cac khang thé hodc cic manh cta chiing hodc cdc phin

t0r kham ctia sang ché lién két voi CD127 dudi dang protein riéng biét voi héng s phan
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ly (Kd) nhé hon 5E-10 M. Theo phuong 4n dugc uu tién, hing s6 phan ly (Kd) nho
hon 1E-10 M hodc nhé hon 9E-11 M, hodc nho6 hon 5E-11 M.

Theo cac phuong an cu thé, céc khang thé hodc cac manh cia ching hodc phan
tir kham hodc dai phan tir khéc ciia sang ché lién két véi khang nguyén ctia CD127
ngudi gdm cac trinh ty ctia epl (SEQ ID No: 110) va/hodc ep2 (SEQ ID No: 111).
Theo c4c phuong an cu thé, khang nguyén gdm manh ctia CD127 ngudi gdm ca epl
va ep2 (tie la khang nguyén gdm cac trinh ty clia epl va ep2 va céc trinh ty xen gifta
ctia CD127 ngudi). Theo cac phuong 4an khéc, khang nguyén chi gdm céc trinh ty epl
va ep2 tir CD127 ngudi, c6 thé ngoai céc trinh tr khac tir ngudn gbe khac, ma khic biét
vé6i céc trinh tw CD127 ngudi. Theo cdc phuong an khac nita, cac trinh ty epl va/hodc
ep2 dugc mo rong dé chira mot vai axit amin bd sung tir CD127 ngudi, cu thé 12 tdi da
mét axit amin diu N dbi véi epl, t8i da 7 axit amin diu C dbi véi epl, t6i da 1, 10, 20
hodc 30 axit amin dAu N dbi véi ep2, tdi da 7; 10, 20 hodc 30 axit amin diu C dbi véi
ep2. Cac khang nguyén cu thé gdbm: khang nguyén nhu trén, tdt hon 13 chira ca epl va
ep2, trong d6 trinh ty ctia CD127 chira epl khong kéo dai @8 chita cac axit amin lién
k& véi trinh tu d& néu trong trinh ty ciia CD127 ngudi, hodc khong kéo dai dé chira trén
1 axit amin dau N hodc trén 7 axit amin d4u C cta epl trong trinh ty ciia CD127 ngudi;
va khéng nguyén nhu trén trong do trinh ty cia CD127 chira ep2 khong kéo dai dé chira
céc axit amin lién ké véi trinh ty néu trén trong trinh ty ctia CD127 ngudi, hodc khong
kéo dai d& chtra trén 30 axit amin ddu N hodc trén 30 axit amin diu C cia ep2 trong
trinh ty ctia CD127 ngudi; va cdc khang nguyén c6 ca hai dAu hiu nay. Theo cic
phuong an cu thé, cac khang thé hoic cdc manh clia chiing hogc phan tir kham hodc dai
phén tr khac cta sang ché 1ién két v6i khang nguyén cua CD127 nguoi gdm cAc trinh

tw ctia SEQ ID No: 115, SEQ ID No: 116 va SEQ ID No: 117.

Theo mdt sb phuong 4n, khang nguyén khong chdng chip v6i hodc khdng chia
epitop ctia IL-7R ma dugc nhin biét boi khang thé don dong duoc chon tir nhém g(‘?)m
C1GM, C2M3, P3A9, P4B3, P2D2, P2E11, HAL403a va HAL403b (dugc m6 ta trong
cong bé don quée t& s6 WO 2011104687 A1). Theo mdt sé phuong &n, khang the duoc
néu khang lai khang nguyén hodc li€n két v6i epitop ma khdng chira bat ky, hoic khong
chira mét sb trong sb cac géc 182, K84, K100, T105, va Y192 ctia thu thé interleukin-
7 alpha, cu thé 1a khong chira K100 va/hodc khong chl'Ié T105. Theo mot sb phuong
4n, khang nguyén hoc epitop khong chira K194, hodc khong chira bat ky hodc khong
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chtra tht ca cac gbe duoc chon tir nhém gdm cac gbe D190, H191, va K194 cia IL-7R
ngudi. Theo cac phuong an cu thé, khang nguyén hoic epitop khong chira 182 hoac
K 84, hoic khong chira K100 hodc T105, hodc khéng chita Y192, hodc khdng chira
D190, H191, Y192 hodc K194.

Mic di CD127 1a thong thuong dbi véi ca IL-7R va TSLPR, nhung phai luu y
rang khang thé khang CD127 s& khong nhét thiét nhan biét (ttc 12 lién két trong cac
diéu kién thich hop) CD127 trong ca hai trudng hop nay. Hon nita, thdm chi néu khang
thé lién két v&i CD127 cé trong trudng hop ctia IL-7R va trong truong hop cia TSLPR,
thi n6 cling s&€ khong nhét thiét phai c6 tac dung nhu nhau d6i véi tuong tac IL-7-IL-
7R va twong tac TSLP-TSLPR. Vi dy, né c6 thé ngan chan su lién két ctia IL-7 v6i IL-
7R va khong ngan chan lién két cia TSLP véi TSLPR. Hon nita, lién két cia khang thé
vé6i thu thé c6 thé c6 céc tac dung khac nhau, dua trén céc tac dung khac nhau dbi véi
tuong tac phéi tir-thy thé. Thuc vay, lién két cta khang thé c6 thé cai bién ciu dang
cta thy thé, ddc lap véi phéi tt hodic két hop véi phéi ttr, va do d6 hoat hoa hoac 1am
v6 hoat thu ths. T4c dung nay ¢6 thé khac nhau déi véi mbi thu thé va thue té nd c6 thé
duge dao nguoc: khang thé ma 1am v6 hoat IL-7R c6 thé hoat héa TSLPR, va ngugc

lai.

Nhur duoc sit dung & ddy, viée hoat héa thu thé c6 nghia 1a kich hoat it nhat mét
s trong s c4c thay ddi sinh héa ma dién ra khi lién két phdi tir véi thy thé ctia n6. Cac
thay d6i nay c6 thé bao gdm sur cai bién ciu trac thu thé (vi du dime héa); phosphoryl
héa thu thé va tuyén thém va/hogic phosphoryl hda cac protein lién két thu thé (nhu cac
Janus kinaza, cc yéu td phién ma STAT v.v.) va/hodc cac thay dbi dbi vé6i sy dinh vi
t& bao cua thu thé (vi du sy ndi nhéap thy thé). Nhu dugc stir dung & ddy, viéc khir hoat
héa thu thé c6 nghfa 13 ngan chén, hodc phuc hdi, it nhat mot s6 trong sb céc cai bién
sinh héa két hop véi su lién két cua phéi tir cia nd vé&i thu thé. Vi duy, thy thé c6 thé
duoc hoat hoa v& mit cdu tao (tirc 13 duoc hoat héa ngay cé trong trudng hop véng mat
phéi tir) va duoc khir hoat héa v6i sw ¢6 mit clia khang thé nhu khang thé cta sang
ché. Cach khéc, hoic ngoai ra, sy hoat hda duge cam tng bdi phé)i ttr ¢6 thé hoan toan,
hodc mot phén, duoc tc ché béng su khtr hoat hoa thu thé. Do d6, su khir hoat héa c6
thé dién ra, trong s6 cac co ché khéc, qua viéc ngin chin sy lién két cia phéi tr (va céac
su kién "hoat hoa" tiép theo), va/hodc ngén chin sy thay ddi cAu truc két hop véi su

lién két ciia phéi tir (vi du dime héa) va/hodc ci bién vi tri trén té bao cua thy thé (vi
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du tac nhan khir hoat héa c6 thé kich hoat sy ndi nhép va/hogc sy thoai héa thu thé va

do d6 ngin chan sy hoat héa badi thy thé).
Ving mit sy trudng thanh t& bao dudi gai cam tng bdi TSLP dugc gia ting

Céc khéng thé clia sang ché c6 thé lién két CD127 trong thu thé TSLP (tic 1a ¢6
th lién két CD127 khi né nim trong phtc hop v6i CRLF2, tao thanh thu thé TSLP).
Do d6, cac khéang thé ciia sang ché co thé can thiép vao viéc truyén tin hi¢u duge cam

rng boi TSLP va/hodc qua trung gian thu thé TSLP.

Céc tac gia sang ché da bit ngd phat hién ra réng t0n tai céc khang thé duoc dinh
hudng khang (hodc nhan biét) CD127 trong thu thd TLSP va c4c khang thé nay thé
hién sy déi khéng nhét dinh d6i voi twong tac TSLP-TSLPR tuy nhién lai 1am ting sy
truong thanh cla céac t& bao dudi gai cam ung béi TSLP: sy trudng thanh nay 1a cao
hon & cac t& bao duoc xir Iy bang TSLP va céc khéng thé so v&i céc té bao duge xt Iy
chi bang TSLP. Céc khang thé théng thuong nay 1am ting sy trudng thanh té bao dudi
gai phu thuéc TSLP. Theo c4c phuong an duge uu tién, cac khang thé hodc cac manh
ctia sang ché khong tac dung hiép ddng v6i TSLP dbi v6i sy trudng thanh cua cac té
bao midn dich, cu thé 1 céc té bao dudi gai. Néi cach khéc, cac khang thé cia sang ché
khong 1am gia ting su truong thanh cua cac té bao mién dich cam tmg boi TSLP. Tac

dung nay 1a dic biét mong muon doi véi sy truong thanh clia céc té bao dudi gai.

CAn nhln manh ring kha ning kha ning cta c4c khang thé khang CD127 trong
viéc tre ché sy san sinh TARC dugc cam ung boi TSLP khong thé duoc xem nhu 13
yéu t6 du béo chic chén tac dung tiéu cuc (hodc it nhét 14 khong tich cuc) cua céc
khéng thé d6i véi sy truy2n tin hidu dugc cam tmg boi TSLP va hé qua xudi chiéu ctia
n6 (cu thé 13 su trudng thanh cla céc t€ bao dudi gai). Thuc vay, nhu céc tic gia sang
ché da phat hién, ngay ca cc khang thd ma trc ché mot cach hitu higu su san sinh TARC
cam tmg boi TSLP van c6 thé 1am gia ting su trudng thanh cta céc té bao dudi gai phu
thuéc TSLP nhu dugc do bing sy biéu hién ctia CD40 hogc CD80 v6i TSLPR.

Sy truéng thanh t& bao dudi gai cam tng boi TSLP ¢6 th duoc do bang su biéu
hién cta dau chuén t& bao CD40 va/hodc CD80 (Inaba et al., 1995; Watanabe et al.,
2005b) dudi dang dAu chudn ma 13 yéu td quyét dinh cta su trudng thanh ciia mot sb

t& bao midn dich, dic biét 13 cai goi 1 sy bidt héa TH-2 quan sat dugc & mot s6 bénh
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tu mién, bénh hen va ghép tang. Theo cac phuong 4n dic biét, sy gia tang sy trudng
thanh t& bao dudi gai cam tng bdi TSLP dugc dénh gid bing cich x4c dinh sy biéu
hién gia tdng cta (céc) dAu chudn bé mit t& bao CD40 vi/hoic CDSO trén cac té bao
dwong tinh véi TSLPR duoc xit Iy bing TSLP va bing dai phén tir clia sang ché so véi
céc té bao duong tinh véi TSLPR chi duge xir Iy bang TSLP.

Theo phuong an cu thé, cac dai phén tir, cu thé 13 cac khéang thé hodc manh cta
n6, ma khong lam gia tdng sy truong thanh t& bao dudi gai cam tng bdi TSLP s& khong
lam gia ting su biéu hién ctia CD80 khoang trén 25% khi so v&i sy kich thich chi béng
TSLP (khong c6 dai phén t). Tt hon 13, su biéu hién ctia CD80 khdng dugc gia ting
trén 20%, t6t hon 1a khong trén 10% va tham chi &t hon nita 1a khong trén 5%. Theo
phuong an duoc uu tién cu thé, su biéu hién ctia CD80 khong duoc gia ting hodc dugc
giam trén cc t& bao duoc kich thich bing TSLP va bing dai phan tir khi so véi céc té
bao chi duge kich thich bang TSLP.

Theo phuong an cu thé, cac dai phan tir ma khong lam gia ting sy trudng thanh
té bao dudi gai cam ung boi TSLP s& khong lam gia tang sy biéu hién ctia CD40 khoang
trén 50% khi so véi su kich thich chi bing TSLP (khong c6 dai phéan tir). Tt hon 14,
su biéu hién ctia CD40 khéng duoc gia tang trén 25%, tdt hon 13 khong trén 10% va
tham chi t6t hon nita 12 khong trén 5%. Theo phuong an dugc uu tién cu thé, su bidu
hién ctia CD40 khong duoc gia tang hodc dugce giam trén cac té bao duoc kich thich

biing TSLP va bing dai phén tir khi so v6i cac t€ bao chi duoc kich thich bing TSLP.

Viéc do su truong thanh cua cac t€ bao dubi gai cling duoc minh hoa trong céc vi
du (xem cu thé 12 0) va c6 thé duoc thuc hién theo phuong phap chudn bét ky da biét
tir ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay, cu thé 1a phuong phap bat ky thich
hop dé x4c dinh sy biéu hién CD80 va/hoic CD40 trén cac t€ bao dudi gai, dudi dang
dAu chuin cua sy truong thanh t€ bao dudi gai.

Dé thtr nghiém c4c tinh chét cua cac khang thé khang CD127 vé su véng mit clia
su tang tiém luc khéng mong mubn cta viée truyén tin hiéu TSLP, cac t& bao biéu hién
TSLPR, nhu c4c té bao pro B cua dong vét c6 vu (nhu cac t& bao BA/F3 dugc minh

hoa & day), co thé duoc st dung.
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Uc ché su biéu hién dugc cam tmg béi IL7 cla céc integrin a4, B7 va a4/p7

Theo cac phuong an cu th8, céc khang thé (hoic cac dai phan tir) cla sang ché e
ché su biéu hién dugc cam tmg béi IL7 cla céc integrin a4, B7 va 04/B7 in vitro. Sy
biéu hién dugc cam tng bai IL7 clia cac integrin a4, B7 va a4/B7, nhu duge sit dung &
day, thé hién mot trong hai hodc ca hai yéu td 12 sur gia ting v& mirc biéu hién ciia cic
integrin a4 va B7 va su gia tang v& s6 lugng hodc ty 1é ctia cdc lympho bao T biéu hién
cé4c integrin a4, B7 va/hodc a4/B7. Sy tc ché ¢4 thé 1a e ché mot phin, tirc 1a mic biéu
hién cta cac integrin a4, 7 va 04/B7 voi su ¢b mit ctia IL7 dugc ting [én trén muc co
s& (tire 1a mic ma khong cé khang thé va cling khong c6 IL7) véi sy ¢6 mit clia cac
khéang thé, nhung nho hon khi Véng mit cac khang thé; hodc su tic ché c6 thé 13 trc ché
hoan toan, tirc 1a mirc biéu hién ctia cac integrin a4, B7 va a4/B7 véi su cb mit ctia IL7

va cua khang thé 13 khdng cao hon mirc co sé.

Theo cac phuong 4n cu thé, céc khang thé ctia sang ché trc ché su biéu hién cta
céc integrin a4, p7 va/hodc a4/B7 in vitro, tirc la mirc biéu hién cia c4c integrin a4, B7
va/hogc a4/p7 1a thip hon trén céc té bao dugc xir 1y bing cac khang thé (va cling
va/hoidc khong cung vdi IL7) so véi cac té bao khong dugc xit ly (tirc 1a khéng dugc
x{t 1y bing khang thé hodc IL7). Mittc d e ché c6 thé phu thude vao liéu. Kha ning
trc ché sy biu hién c6 thé dugc do nhu duge néu trong phﬁn Vi du thuc hién sang ché,
trong d6 nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay c6 thé stra lai cach do nay, vi
du, cho phu hop véi cac khang thé cu thé, cac manh khing thé hoac cac mién lién két
khang nguyén hodc cdc dai phan tir khac dugc boe 16 ¢ day va/hodc cho hop voi céc

md hinh bénh cu thé néu can.

Theo cac phuong an duge uu tién, cic khang thé (hodc céc dai phan tr) clia sang
ché trc ché sy bidu hién ciia cac integrin a4, B7 va 04/B7 in vivo. Nhu duge sit dung 6
day, bidu hién ndy ¢6 nghia 1a (i) sy biéu hién cla c4c integrin a4, B7 va/hodc a4/p7,
(ii) sb lwong va/hoic ty 1é ciia cac lympho bao T duong tinh véi 04, B7 va/hodc a4/B7
va/hojc (iii) thé ciy ghép ctia cdc lympho bao T duong tinh véi a4, B7 va/hodc a4/B7
duogc giam di trén cdc miu thu duoc tir dong vét duoce xir Iy bing cac khéang thé so véi
déng vat khong duge xir ly. Nhu dugc sir dung & day, thé céy ghép biéu thi sy Kkét hop
md dugc ghép hodc t& bao vao co thé vat chi, quy trinh ma thuong dién ra trong mot
khoang thoi gian tlr vai gio dén vai ngay. Theo c4c phuong 4n cu thé, dong vat 1a dong

vat co vu, cu thé 13 dong vat c6 vl khong phai nguoi, dic biét 1a chudt nhét. Theo céc
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phuong an cu thé, dong vat 12 ngudi. Theo cac phuong 4n cu thé, tac dung nay duge
quan sét trén cac lympho bao ctia ngudi duoc tiém vao dong vét nhén, t6t hon 12 chubt
nhét suy giam mién dich. Theo cac phuong 4n cu thé, hai tuln sau khi tiém PBMC
ngudi vao chudt nhét suy gidm mién dich, muc phén tram trung binh ctia cac té bao T
duong tinh v6i integrin f7 dugce gidm xubng khoang it nhét 1a 25%, t5t hon 14 khoang
it nhét 14 50%, trén cac con chudt nhét duoc xir Iy bﬁng khéang thé so véi cac con chudt
nhét khong duogc xit Iy. Theo cac phuong 4n cu thé, hai tuan sau khi tiém PBMC ngudi
vao chudt nhét suy gidm mién dich, mirc phén trim trung binh cua céc té bao T dugce
chy ghép duong tinh véi integrin B7 duge gidm xuéng khoang it nht la 25%, tot hon
14 khoang it nhat 1a 50%, va thAm chi t5t hon nita 12 it nht 14 70% trén c4c con chudt
nhét duoc xtr Iy bing khang thé so véi cac con chudt nhét khéng dugc xir ly. Tac dung
cua khéng thé hodic dai phan tir clia sang ché c6 thé dugc xac dinh béng cach st dung
cac phuong phéap dugc néu trong phﬁn Vi du thuce hién sang ché, cu thé 12 0 d6i véi su
biéu hién cua cac integrin 04/B7 va thé cdy ghép, trong d6 ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vyc nay c6 thé stra lai néu cén, vi du, cho phu hop véi khang thé cu thé,
manh hoic mién lién két khang nguyén ctia né hodc dai phén tir khac va/hodc cho phu

hop v6i md hinh bénh cy thé.
Céc chét trc ché su ndi nhap CD127

Su ndi nhép la quy trinh té bao ma thong qua d6 thy thé bé mat t& bao nhu CD127
duoc van chuyén vio trong khong gian té bao chét (c6 thé & trong/tai bé mit ctia cac
khoang noi bao hodc cac mang) va do d6 khong con c6 thé truy cap duoc tir khong gian
ngoai bao, tuc 1a thu thd dugc ndi nhap co thé khong tiép xuc truc tiép dugce bang phdi
it trong khong gian ngoai bao. Phéi tir, dit 12 phdi tir tw nhién ctia thy thé hay phoi tir
nhén tao hay phén ti khac lién két véi thy thé, ¢6 thé duge ni nhap cling véi thy thé.
HAau hét cac thy thé déu trai qua su ndi nhap h%mg dinh va sy biéu hién bé mat té bao
cua chung dugc duy tri khong dbi hoic thong qua su thay thé ctia cac thu thé duoc ndi
nhép va bi thoai hoa béng cac thu thé duoc téng hop/truéng thanh méi, hodc thong qua
su phuc hoi truc tiép, tie 1a su van chuyén thu thé dugc ndi nhap nguogc tré lai bé mat
té bao.

Mot sb tac nhéan kich thich c6 thé din dén tdc dd ndi nhap ting va/hodc tde @6
thay thé/phuc hdi giam, do d6 din dén su thuc giam sy biéu hién trén bé mit t€ bao cla

thu thé. Nhu dugc st dung & ddy, sy ndi nhdp duge cam Ung bai IL7 cua CD127 c6
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nghia 13 su gidm sy biéu hién trén bé mit té bao clia CD127 cam (g bdi sy c6 mit cla
IL7 (ho#c quan sat dugc v6i sy cd mét cua IL-7) trong moi trudng ngoai bao, nhu dugc
quan sat in vitro sau thoi gian G han ché dé loai trir cac tac dong trong thoi gian dai hon
nhu sy diéu hoa xubi chiéu phién ma. Thoi gian han ché nay thudng theo thtr tu hang
chuc phit, t5t hon 13 dusdi 2 gid, t6t hon nita 12 dudi 1 gios va tham chi tot hon nita 1

45 phut ho#c it hon, 30 phut hogc it hon hogc 15 phut hodc it hon.

Theo phuong an dugc uu tién, khang thé cta séng ché trc ché su nbi nhap duge
cam Ung béi IL7 cia CD127. Do dd, khi G v6i khang thé clia sang ché, su c6 mit clia
IL7 giy cam ung khong giam su bidu hién trén bé mat t& bao ctia CD127, hodc gay
cam Ung giam su biéu hién trén bé mit té bao ctia CD127 it manh hon so véi cac té bao
duoc U khong co6 cac khang thé. Theo c4c phuong 4n cy thé, khi dwoc 1 v6i cac khang
thé clia sang ché, mure biéu hién trén bé mit t& bao ctia CD127 khi céc té bao duge 1 &
37°C trong 15 phit v6i Sng/mL IL7 1a it nhét 80%, t6t hon 14 it nhdt 90% muc biéu
hién trén bé mit té bio & c4c té bao dugc i khdng c6 IL7. In vitro, sy bidu hién trén bé
mit t& bao tdt hon 1 duoc do sau thoi gian han ché nhu d3 chi ra trén diy. Bén canh
@6, vi hau hét cac quy trinh ndi nhap t& bao bi han ché & nhiét do thap nén tc dung
thudng dugc quan sat tdt nhét & nhiét do sinh 1y, cu thé 1a 37°C. Tuy nhién, cling du
tinh 12 U c4c té bao & nhiét do thép, cu thé 1a 4°C.

D3 biét ring céc khang thd dbi véi thy thé co thé gy cam tng sy ndi nhdp cla
thuy thé, diéu nay c6 nghia la sy biéu hién trén bé mat té bao cta thy thé dugc giam di
khi ¢6 mit khang thé. Cu thé 1a didu nay c6 thé nay sinh bing cich gy cam Ung su
thay dbi vé chu dang ctia thy thé ma bt chude sao cho dugc cam tng boi phéi tir gy
cam Ung ndi nhap, tu nhién, va tdc dung nay co thé tlly thudc vao epitop duge nhén
biét béi cac khang thé. Nhu duoc st dung & ddy, “khéng thé giy cam (g su ndi nhép
ctia CD127” ¢6 nghia la cac té bao dugc 1 voi sy ¢d mit ciia khang thé thé hién su biéu
hién trén bé mit t& bao ctia CD127 gidm so v&i cac té bao dugc 0 voi su véng mit clia
khéng thé. Su biéu hién trén b& mit té bao tdt hon 1a duge do in vitro sau thoi gian U
han ché va trong cic didu kién nhiét 6 nhu néu trén ddy. Theo phuong 4n duoc uu
tién, khang thé cta séng ché khéng gy cam ung sy ndi nhdp cia CD127. Do do, su
bidu hién trén bé mit t& bao clia CD127 & céc té bao dugce i véi sy c6 mit cua khang
thé khong bi gidm, hodc khong bi giam déng ké, so véi su biéu hién trén bé mit té bao

& cac té bao dugc 1 trong céc diéu kién tuwong tu khic, nhung khong c6 khing thé. Theo
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céc phuong an cu thé, khi dugc G & 37°C trong thoi gian 30 dén 45 phat véi sy c6 mat
ctia 50ng/mL khang thé, mtrc bidu hién trén bé mit t bao ciia CD127 1a it nhét 80%,
t4t hon 13 it nhit 90% murc bidu hién trén bé mit t& bao ctia CD127 & céc 1 bao duge
U voi su Véng mat cua khang thé. Tac dung nay c6 thé dugc quan sat voi sy Véng mat
ctia IL7 (& ¢4 céc té bao duge xtt Iy va khong duge xtt Iy bang khang thé), véi su c6

mit cia IL7, va/hodc ca hai.

Mot trong hai ddu hiéu lién quan dén sy n6i nhap CD127 néu trén (tic 1a sy e
ché su ndi nhap dugc cam tmg boi IL7 hodc sy khong gy cam ung sy ndi nhap) cd thé
g6p phan 1am ting hiéu qua cta cac khang thé, trong khi két hop ca hai d4u hiéu nay
¢6 thé con hiéu qua hon nita. Sang ché bde 16 khang thé thé hién phuong én duoc wu
tién, trong d6 voi sy ¢b mit cta ca IL7 va khang thé nay, sy biéu hién trén bé mat té
bao ctia CD127 khéng bi giam di mot cach dang ké. Theo céc phuong 4n duoc uu tién
ndy, sau qua trinh G 45 phit véi sy ¢6 mit clia 50ng/mL khang thé, gdbm 15 phut véi su
c6 mit ciia Sng/mL IL7, & 37°C, mirc biéu hién trén bé mat t€ bao cia CD127 la it nhét
80%, tbt hon 1 it nht 90% muc bidu hién trén bé mit t& bao ctia CD127 & cdc t€ bao

dbi ching, dugc 1 trong moi truong khdng chira khang thé hodc IL7.
Su pha v& tuong tac chudi CD127 - ye

Theo phuong 4n cu thé, dai phan tit, cu thé 12 khang thé hoic manh lién két khéng
nguyén clia no, clia sang ché c6 thé pha v& sy lién két ctia CD127 v6i chudi ye ctia IL7-
R. Diéu ndy c6 nghia 13, trong cac diéu kién (cu th8 13 cac diéu kién héa hoc va vat 1y)
trong d6 CD127 va chudi yc duoc lién két v6i nhau voi sy vang mit clia khéng thé, va
cu thé 13 véi su c6 mit cta IL-7, sy c6 mit cla khang thé lam giam déng ké lién két
nay. Theo cac phuong an cu thé, voi sy ¢6 mit cta khang thé va cua IL-7, CD127
khong lién két véi ye. Cu thé 14, voi su c¢6 mit ctia khang thé va cia IL-7, luong chuéi
ve duoc phat hién két hop vdi (hode lién két voi) CD127 1a dudi 80%, tbt hon 13 dudi
50%, tham chi t6t hon nita a dudi 25% hodc 10% cita lugng dugc lién két voi sy vang
miit ctia khang thé (hodc v6i sw c6 mit ctia khang thé khang CD-127 khac nhu MD707-
13) trong cac diéu kién twong tu khac, cu thé 13 v6i su ¢6 mit cua IL-7. DAu hiéu nay
ctia khang thé c6 th dwoc danh gia cu thé bang céc phuong phap ddng két tia mién
dich, di dugc nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vyuc nay biét r5 dé kiém tra su
tuwong tac clia cic protein va duge minh hoa & déy trong 0. Cu thé 13, cac té bao c6 thé

duoc U1 v6i sy 6 mit hodc vang mat clia khéang the duoc thir nghiém, sau d6 duoc hoa
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tan trong céc diéu kién cho phép béo quéan céc phirc hop protein, va san phim dung giai
thu duoc c6 thé duge dem két tha mién dich khang CD127 va su c6 mdt cua yc trong
phtrc hop duoc két tha mién dich chira CD127 dugc danh gia béng phuong phép thAm
Western st dung céc khang thé khang yc (nguoc lai, su két tha midn dich c6 thé duoc
thuc hién béng cach str dung céc khang thé khang yc va su c6 mat cia CD127 dugc

danh gia bang cach st dung céc khang thé khang CD127).

Mot phuong phap 8 thu duoc cac khang thé niy 13 1am cho cac khang thé d3 néu
khéng lai epitop chira cac trinh tur tir vi tri 2b cua CD127, hoic 14 chon loc céc khang
thd ma nhén biét epitop nay. Thuc vay, su lién két cua khéng thé voi vi tri nay, 1a didu
cbt yéu dbi véi tuong tac véi ¢, co thé 1am pha v, vi du bang cach canh tranh hodc can

tré vé khong gian, su tuong tac cua yc véi CD127.

Cu thé 13, cling c6 thé chon loc cac khang thé ¢6 ddu hiéu mong mudn nay, tir cac
khang thé khang CD127, vi dy tir thu vién khéang thé (bao gém néu thu vién nay khong
thu duogc bf‘?mg cach st dung chit sinh mién dich chira céc trinh tu ctia vi tri 2b), thong
qua céc thli tuc sang loc théng thuong da duge nguoi o hiéu biét trung binh trong linh
vuc ndy biét r3 va d& dang lam cho phi hgp véi muc dich nay. Cu thé 14, vi du, CD127
(hoac mdt minh mién ngoai bao ctia nd) ¢ thé duoc lién két voi cac dia 96 15 hoic cac
chit nén tuong tu thuong dugce sir dung nham muc dich sang loc nay. Cac khang thé
cAu thanh thu vién cé thé dugc bd sung mdt cach riéng 18, mdi khing thé vao mot 10,
va chudi yc dugc bd sung vao mdi 1. Sau khi rira céc dia, sy c6 mit cla yc trong mbi
15 6 thé duoc kidm tra, vi du bang cac phwong phap dya trén su phat huynh quang.
Trong céc 16 chita khéng thé v6i dAu hiéu mong mudn, s& khong phat hién thdy yc (hoic
lwong nhé ciia chiing). R& rang 1a c6 thé cai bién thi tuc nay, vi du chim céc khang thé
16n chét nén rin thanh cac vét riéng r&; cho phép CD127 lién két voi cac khang thé

duoc chém, va cho phép chudi yc lién két véi cac chudi CD127 duge c¢b dinh nay.
Tinh d6i khang dbi véi tuong tac IL-7-IL-7R

Theo phwong &n cu thé, dai phén ti, cu thé 13 khéng thé hogc manh lién két khang
nguyén clia no, cua sang ché con ¢o céc tinh chét dbi khang dbi véi interleukin 7 (IL-
7) nhér d6 gay dbi khang sy truy cap, tirc 1a lién két ciia IL-7 v6i CD127 trén cdc té bao
dwong tinh véi CD127.
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“Cé4c tinh cht d6i khang ddi véi twong tac IL-7-IL-7R” ¢6 nghia 14 cic khang thé
ho#ic cac manh lién két khang nguyén cia n6 theo séng ché, ma hudng dich IL-7Ralpha,
¢6 tac dung ngin chin kha ning truy cip cua thy thé IL-7 dugc biéu hién trén cic té
bao CD127, dac biét 1a cac té bao T thuc hién cia ngudi, cu thé 13 cac té bao T ghi nhé
clia ngudi, lién két véi déi tac IL-7 ciia 6, dic biét 1a IL-7 clia ngudi. Két qua ciia sy
gdy dbi khang lién két ctia IL-7 13, cac khang thé clia sang ché hodc cac manh chirc
ning cta chiing dan dén chimg giam lympho bao bing cach ngin chin sy san sinh cac

té bao T tuyén trc phu thudce IL-7.

Céc tinh chat dbi khang c6 thé cy thé 1a di khang dbi véi su truyén tin higu IL-
7R cam Ging boi IL-7. Chét dbi khéng sw truyén tin hiéu IL-7R cam tng boi IL-7 c6
thé duoc nhan dién bing cach do kha nang e ché sy phosphoryl hoa STATS nhu duge
md ta trong phan Vi du thyc hién sang ché. Su phosphoryl héa STAT5 cam tng boi
TL7 1a d4u chudn ciia su hoat héa IL7R va khang thé ma ddi khang twong tac IL7-IL7R
dugc cho 12 1am giam sy phosphoryl héa STATS cam ung boi IL7.

Theo cac phuong an cu thé, dai phén tlr clia sang ché 1a chat d6i khang su truyén
tin hiéu IL-7R cam tng boi IL-7. Theo phuong an cu thé, dai phan tlr clia sang ché uc
ché su phosphoryl héa STAT5 cam tng béi IL7. Theo cac phuong an duogc uu tién,
mitc d e ché su phosphoryl hoéa STATS5 14 16n hon 50% & céc ndng d6 khang thé
thAp nhu 50ng/m] vi/hogic mirc d6 e ché su phosphoryl héa STATS 1a 16n hon 80% &
céc ndng d6 khang thé thap nhu 100ng/ml. Mirc d6 trc ché sy phosphoryl héa STATS5
¢6 thé duoc dénh gi4 bing céc phuong phap di dugc ngudi ¢ hiéu bict trung binh
trong linh vyc nay biét dén va cu thé 13 bang phuong phép duge néu trong phén Vi du
thue hién sang ché (cu thé 14 0).

“Chét d6i khang su lién két ciia TSLP”

Vi cac khang thé ciia séng ché lién két CD127 trong IL-7R nén ching c6 thé cling
lién két CD127 trong TSLPR va, cu thé 14 bang cach giy can tr& vé khong gian va/hodc
béng céach canh tranh trén céc vi tri lién két chung, ching c6 thé trc ché su lién két ctia
TSLP véi TSLPR. N6i céch khéc, céc khéng th ciia sang ché c6 thé thé hién hoat tinh

61 khang dbi voi su lién két ctia TSLP.
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“Chét trc ché su san sinh TARC dugc cam tng béi TSLP”

Theo mot phuong an cu thé, cac khang thé cua sang ché ¢6 thé trc ché sy san sinh
TARC cam tmg bi TSLP ciia céc té bao duong tinh v&i CD127. Nhu néu trén, céc té
bao dudi gai duoc kich thich bsi TSLP san sinh cac mic TARC gia tang. Diéu nay cb
thé 1a do su lién két ctia chiing véi TSLPR va tac dong tiém nang clia chiing nhu 14 céc

chit dbi khang cua lién két TSLP.

Theo phuong 4n cu th8, cac khang thé clia sing ché, va cac manh lién két khang
nguyén ctia chung da dugc chon loc theo kha nang cta chung dé khong lam gia tang
su trudng thanh cta ching (su trudng thanh dugc, vi du, x4ac dinh nhu 13 sy biéu hién

gia ting ctia dAu chuén bé mat t& bao CD40 va/hogc CD8O).

Mitc san sinh TARC duoc cam g bai TSLP c6 thé thip hon & cac t€ bao duoc
xtt 1y bang TSLP cung véi cac khang thé khang CD127 hodc c4c manh ctia ching hodc
phan t&r khdm nhu duge md ta & day, so véi céc té bao chi duge xir ly béng TSLP. Noi
cach khac, cac dai phén tr cuia sang ché 6 thé 13 cac chét (e ché sy san sinh TARC
duoc cam tmg bai TSLP. Theo mdt phuong 4n ca sang ché, khang thé hozc manh clia
n6 hodc phan tir kham nhu duge md ta & ddy lam giam cac mirc san sinh TARC. Theo
phuong an cu thé coa séng ché, mic san sinh TARC & céc t& bao duge xir 1y bang
TSLP va khang thé, manh hodc phan tit kham dugc giam xubng khoang trén 10%, tbt
hon 13 trén 20%, so véi mirc san sinh & cac t& bao chi duoc x1 ly béng TSLP, & cac
ndng dd khang thé thap nhur 1pg/ml. Viée do muc san sinh TARC dugc minh hoa trong
cac vi du (cu thé 13 0) va co thé dugc thuc hién trén céc t& bao mién dich duong tinh
v6i CD127, cu thé 1a cac t& bao dudi gai, tir mAu mau st dung phuong phap chudn bt
Iy ma ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc niy da biét.

“Hoat tinh gay ddc t& bao”

Theo phuong an cu thé cta sang ché, cac khang thé cta sang ché hoic cic manh
lién két khang nguyén clia ching, duge dinh huéng khéng phén tir CD127 ¢ trong thu
thd TL-7, con c6 tinh chét gy doc t& bio déi vdi céc té bao clia ngudi, ddc biét la cac
t8 bao T ctia ngwdi ma bidu hién thy thé da néu. Céc té bio ngudi ma biéu hién CD127
du6i dang chudi cta thu thé TL-7, ma 1a dich cua cac khang thé cua sang ché va cac
manh ctia ching, chi yéu la cac lympho bao T va chinh xdc hon 12 cac quin thé phu

ctia cac lympho bao T thuc hién gbm céc té bao T chuyén cin va cac té bao T ghi nhé
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nhung khong phdi 1a cac té bao T diu hoa (regulatory T cells: Treg), ddc biét 13 khong
Treg tinh tu nhién Cac té bao T ghi nhé duge sinh ra nhu 13 két qua ctia viée moi khang
nguyén va chi yéu duge quy dinh béng céc dic tinh chirc ning cua ching, gbm kha
ning trdi qua sy tdng sinh goi lai khi tai hoat hoa va biét hoa thanh cac té bao thuc hién
va céc té bao ghi nhé thir chp. Tuong ty, thu thé TSLP huéng dich (duéi dang phirc
hop gém chudi IL-7-R alpha) diéu hoa su biét hoa lympho bao T hd tro, t& bao B, va
t& bao dudi gai.

Theo mot phuong 4n cla sang ché, céc khang thé va cic manh lién két khang
nguyén cta ching, c6 “hoat tinh gy doc té bao dbi véi cac té bao T hoic cac tinh chét
gdy doc té bao (cc khang thé gay doc t€ bao) lam ting kha nang lam nghéo quén thé
t bao T thuc hién bing cach tidu diét cac t& bao nay va do d6 1am giam sb luong cac
t€ bao nay khi dugc dimg. Nguoc lai, cac khang thé nay khong 1am thay d6i quin thé
phu cua cac té bao T diéu hoa hoic khong lam thay d4i n6 dén mic d6 dang ké, cho
phép cac té bao Treg thuc hién chitc ning cta ching. Trong trudong hop nay, theo mot
phuong an cu thé, ty 16 gitra té bao T diéu hoa (Treg) va té bao T thuc hién (effector T:
Teff) dd dugc quan sat thdy réng ting 1én sau khi ding céc khang thé ctia sang ché.
Theo phuong an cu th8, cac khang thé ctia sang ché cho phép ting ty 1¢ nay 1én khoang
10% hoc nhiéu hon thé. Theo phuong 4n cu thé, su ting ty 1& gitra Treg va Teff 12
khoang 20%.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, cac khang thé gy doc té bao thé hién mirc
dé gay doc té bao phu thudc khang thé (Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity:
ADCC). Theo phuong 4n khac, cac khang th cua sang ché khong cé céc tinh chét
ADCC. Kha ning ADCC cta khing thé duoc xem nhu 14 tich cyc khi mic d6 gdy doc
t& bao diic hidu 12 16n hon 10%. Tinh chét ADCC c6 thé dugc dénh gid trong thir nghiém
ADCC nhu thir nghiém duge md ta trong phan Vi du thuc hién séng ché (cu thé 13 0).
Néu khéng thé 1 khang thé chudt cdng thi cac té bio thyc hién duoc st dung trong thir
nghiém ADCC 1a céc té bao LAK (té bao tiéu diét duge hoat héa boi lymphokin:
Lymphokine-activated killer) cua chudt cbng. Néu cac khang thé dugc 1am gidng nhu

ctia ngudi thi thir nghiém ADCC c6 thé dugc thuc hién trén céac té bao NK nguoi.

Céc khéng thé cia sang ché ma c6 ca tinh chét gdy doc té bao va tinh chét dbi
khang ddi véi cac té bao duong tinh véi CD127 s8& cho phép tich tu céc tac dung cla

céc tinh chét nay doi v&i viée lam nghéo cac t€ bao T thuc hién, dic biét la cac te bao
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T ghi nhé, nhd d6 cho phép 1am nghéo manh m& hon (lam suy kiét nhém cac té bao

CD127+) va 1am giam twong tmg s6 lugng cac té bao T dich.

Céc doan néu trén cling nhu céc vi du dudi ddy mo ta cach kiém tra c4c dic tinh
chirc ning ndy. Céc phan dudi ddy s& mo ta chi tiét cac dic tinh céu trac khac nhau va
céc cai bién kha di cta cac khang thé hodc cic manh hodc cac phan tir kham. Theo céc
huéng din nay, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& cb thé thu dugc cac
khang thé hodc céc manh c6 cac dic tinh cAu trac dudi day cling v6i cac dic tinh chire
nang mong mudn, cu thé 12 bat dau tir khang thé ma c6 cac dic tinh chirc ndng mong
mudn, nhu N13B2, vi trong mot ) treong hop co6 thé du doan réng viéc lam theo mét
s trong sb céc diu hiéu cAu tric nay s& khong cai bién cac ddu hiéu chirc ning va/hodc
bang cach kiém tra sy mit cac dic tinh chirc ning sau khi dua vao dic tinh chu triic
méi. Hon nita, véi sy bdc 10 & ddy vé epitop duge nhan biét boi khang thé, su phét trién
ctia cac khang thé khéc c6 céc dAu hiéu chtrc ning twong tu 14 quy trinh thong thuong,
vi céc khang thé dugc néu khang lai epitop gidng hoic tuong tw cé thé dugc chon theo
kha ning ctia chiing trong viéc tao ra cic tac dung twong tw khi lién két v6i CD127.
Ngoai cac quy trinh kiém tra tryc tiép duoc néu & day, ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay c6 thé str dung cac phuong phap kiém tra nay @ chon loc céc khang
thé thich hop.

Theo phuong 4n dugc wu tién cua sang ché, dai phén tir 14 N13B2 hodc khang thé
¢6 it nhit mot trong s§ cac CDR cta N13B2, hodc cac méanh 14 cic manh ctia N13B2.
Do d6, sang ché d& cap dén khang thé hoic méanh ciia n6 trong d6 VH chira it nhét mot
trong s6 cAc céc trinh ty axit amin dudi ddy, hogc mot trong s bién thé duoc 1am gidng
nhu ctia ngudi wu tién clia ching duge mé ta dudi day:

- VHCDRI1 SEQ ID No:10;

- VHCDR2 SEQ ID No:12;
- VHCDR3 SEQ ID No:14;

va/hoidc trong d6 VL chira it nhét mot trong sb céc cac trinh tu axit amin duéi day, hodc
mdt trong sd bién thd duoc lam gibng nhu ctia ngudi wu tién cta ching duge mo ta
duéi day:

- VLCDRI SEQ ID No:16;

- VLCDR2 SEQ ID No:18;
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- VLCDR3 SEQ ID No:20.

Theo phuong an cu thé, dai phén t nay chua it nhét 2, 3, 4 hoic 5 trong sb cac
trinh tw CDR cta N13B2 tirc 13 VHCDRI1 SEQ ID No:10, VHCDR2 SEQ ID No:12,
VHCDR3 SEQ ID No:14, VLCDR1 SEQ ID No:16, VLCDR2 SEQ ID No:18 va
VLCDR3 SEQ ID No:20, s6 luong bat ky trong s6 ndy c6 thé dugc thay thé bing mot
trong s6 cac bién thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi wu tién cta ching duge mo ta dudi
day. Theo phuong an cu thé, dai phan tir ndy chua tAt c& sdu trinh tw CDR ctia N13B2,
s6 lwong bt ky trong sd ndy c6 thé dugc thay thé bang mét trong s c4c bién thé duoc
1am gidng nhur clia ngudi wu tién ctia ching dugc mod ta dudi ddy. Theo cac phuong an
cu thé, dai phén tir nay chira chudi VH c6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID No:22 va/hodc
chudi VL c¢6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID No:24. Theo cac phuong an cu thé, dai
phén tir ndy chita chudi ning c6 trinh tur axit amin ctia SEQ ID No:2 va/hogc cua SEQ
ID No:6 va/hodc chudi nhe c6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID No:4. Cac phuong an cu
thd khéc dbi véi cac chudi VH va VL 1a céc bién thé dugc lam giéng nhu cua ngudi
duogc boc 16 duédi day. Theo phuong an cu thé, chudi 6n dinh c6 trinh ty cla chudi Fc
IgG1 cta chudt cbng nhu néu trén Fig.12 (Uniprot P20759) va/hodc trinh tu ctia SEQ
ID No:34.

Cac manh

“Manh lién két khang nguyén” ciia khéng thé cia sang ché 13 mot phin cia khang
thé nay, tic 1 phan tir twong Gmg v6i mot phén cia chu triic cta khang thé cia séng
ché ma thé hién kha ning lién két khéng nguyén dbi vi chudi alpha ctia thy thé IL-7
6i v6i IL-7 ngudi, cé thé duéi dang tu nhién ctia n6; manh ndy ddc biét thé hién tinh
dc hidu lién két khang nguyén dbi véi khéng nguyén nay 1 gidng hodc hiu nhu gibng
vé6i tinh dic hiéu lién két khang nguyén cia khang thé bdn chudi twong tng. Thuén loi
13, cac manh lién két khang nguyén ndy c6 4i luc lién két trong tu nhu céc khang thé 4
chudi twong tng. Tuy nhién, manh lién két khang nguyén ma c6 4i luc lién két khang
nguyén giam so voi cdc khang thé 4 chubi twong tmg ciing duge dy tinh nim trong
sang ché. Kha ning lién két khéang nguyén c6 thd duge xac dinh bang cach do i luc
ctia khang thé va clia manh duoc xem xét. Cac manh lién két khang nguyén ndy cling

c6 thé duoc goi 12 cac manh chitc ndng ciia cac khang thé.
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Cé4c manh lién két khang nguyén clia cdc khang thé 14 c4c manh ma chira cdc mién
siéu bién duoc goi 1 cac CDR (ving quyét dinh bd ciru: Complementary Determining
Region) hodc (céc) phin ctia ching bao gdm vi trf nhan biét dbi véi khang nguyén, tirc
13, IL-7Ra ctia IL-7 ngudi, nhd d6 quy dinh tinh déc hi€u nhén biét khang nguyén. Mbi
chudi nhe va ning (twong g 1a VL va VH) cla globulin mién dich bén chudi c6 ba
CDR, lan lugt duge goi 13 VL-CDR1, VL-CDR2, VL-CDR3 va VH-CDRI1, VH-
CDR2, VH-CDR3. Do d6, séng ché dic biét dé cap dén c4c manh ciia céc khang thé
ctia sang ché, ma chtra hoic gbm gdm tAt ca hodc phan chon loc cic CDR trong s6 VL-
CDR1 (SEQ ID No:16), VL-CDR2 (SEQ ID No:18), VL-CDR3 (SEQ ID No:20) va
VH-CDR1 (SEQ ID No:10), VH-CDR2 (SEQ ID No:12) va VH-CDR3 (SEQ ID
No:14), céc bién thé duoc 1am gidng nhu ctia ngudi ctia ching duoc boc 16 dudi day,
hodc cac phén chirc ning cua chung, tic la cac phﬁn ma thé hién tinh d3c hiéu lién Kkét

mong muon tot hon 13 véi i lyc cao d6i véi IL-7Ra cta IL-7 nguoi.

CAc manh lién két khang nguyén cu thd ctia sang ché 13 cac manh cta chudi VH
cua khang thé coa sang ché ma tb hop céac mién CDR1, CDR2 va CDR3 ctia nd, cu thé
14 c4c manh c6 trinh ty axit amin dugc boc 16 & ddy, gdm céc bién thé duoc 1am giéng
nhu cta ngudi duge boc 16 dudi ddy. Cac manh khac cia sang ché 13 cac manh clia
chudi VL ctia khéng thé cta sang ché ma t8 hop cdc mién CDR1, CDR2 va CDR3 ciia
né, cu thé 13 cdc manh c6 trinh ty axit amin duge boc 16 & day, gém cac bién thé dugc
lam gidng nhu ctia ngudi dugc bdc 16 dudi ddy. Cac manh ma chira hofic gdm VH-
CDR3 va/hoidc VL-CDR3, cu thé 14 c4c manh cd trinh tu axit amin dugc bdc 1§ ¢ day,
gém céc bién thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi duge bdc 16 dudi ddy, hodc cac phén
chirc ning ctia chiing 1a dac biét dugc vu tién khi cac ving CDR3 thé hién 13 yéu tb

quyét dinh trong tinh dic hiéu nhan biét khang nguyén.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy s& ¢6 thé x4c dinh vi tri cia céc
ving/mién khic nhau ctia céc khang thé bing cch tham chiéu dén cac quy dinh chuén
trong linh vyc ndy dd néu, bao gbm hé thdng dénh s6 tham chiéu (Martin, 2001) hogc
béng cach tham chidu dén hé théng dénh sb ciia Kabat (Kabat et al., 1992) hodc béang
cach ap dung thuat toan IMGT “collier de perle”
(http://www.imgt.org/IMGTindex/Colliers.html, Lefranc et al., 1999). V& linh vuc nay,
d& quy dinh c4c trinh tu cia sing ché, luu ¥ rang viéc dinh ranh gidi cia cac ving/cic

mién c6 thé thay ddi theo mdi hé théng tham chiéu. Do d6, cic ving/cdc mién nhu
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dugc quy dinh trong sang ché s& bao gdm céc trinh tu thé hién céc thay dbi vé& d6 dai
hodc sw dinh vi clia c4c trinh ty lién quan trong trinh tw-c6 chidu dai ddy di cta céc

mién bién ddi cta cac khang thé, khodng + 10%.

Ngoai ra, cac goc khir mién dich c6 thé ¢6 mit trong cic mién CDR bicn doi ciia
cac khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén clia ching. Theo phuong an cu

thé, khang thé hodic manh ctia né duogc khir mién dich.

Dua vao cAu triic ctia cac globulin mién dich bbn chudi, cdc manh lién két khang
nguyén co thé dugc quy dinh bing cach so sanh véi céc trinh tu ctia cac khang thé trong
cac co s dit lidu c6 sin va trong linh vuc k§ thudt nay (Martin, 2001), va dic biét la
bang céach so sanh vi tri cia cac mién chirc ning trong cac trinh ty nay, luu y 1a cic vi
trf ctia mién khung va mién on dinh 13 d3 dwoc quy dinh rd rang d6i v6i cac nhom cac
khang th khac nhau, dic biét 1a dbi véi cac IgG, cu thé 1 dbi véi cac IgG dong vét cb
vi. Viée so sénh ndy con bao gdm dit liéu lién quan dén cac chu truc 3 chiéu ca cac

khang thé.

Nhim muyc dich minh hoa cic phuong én cy thé cta sang ché, cac manh lién két
khang nguyén cua khang thé ma chira c4c mién bién ddi chita cac CDR ciia khang thé
nay bao gém Fv, dsFv, scFv, Fab, Fab', F (ab")2 di duoc quy dinh rd béng viéc tham
chiéu dén (Kabat et al., 1992), (Martin, 2001) va ca cac manh Fv (Delves et al., 2011)
gdm cac mién VL va VH cta khang thé dugc két hop véi nhau bang cac tuong tac ky
nudc; trong cidc manh dsFv, heterodime VH:VL dugce lam bn dinh béng lién két
disulfua; trong cac manh scFv, cac mién VL va VH duoc két ndi véi nhau thong qua
nhém lién két peptit linh hoat do d6 tao ra protein don chudi. Cac manh Fab la cac
manh monome c6 thé thu dugc bang su thity phan béng papain d6i voi khang thé; ching
chita toan bo chudi L, vd manh VH-CH1 cia chudi H, duoc lién két v6i nhau thong
qua lién két disulfua. Manh F (ab")2 c6 thé duoc san xuft bang céch thily phén bang
pepsin dbi véi khang thé phia du¢i dudi lién két disulfua ban 18; n6 chira hai manh
Fab’, va ngoai ra 13 mot phin cta ving ban 18 ctia phén tir globulin mién dich. Céc
manh Fab' ¢6 thé thu duoc tir cdc manh F (ab')2 bing cach cit lién két disulfua trong
vung ban 18. Cac manh F (ab')2 c6 héa tri hai, tirc 1a ching chira hai vi tri lién két khang
nguyén, gidng nhu phan tir globulin mién dich tu nhién; mit khéc, cac manh Fv (dime
VH-VL c4u thinh phin bién déi ctia Fab), dsFv, scFv, Fab, va Fab' c6 héa tri mdt, tic

14 ching chira mét vi tri lién két khang nguyén duy nht.
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Céc khang thé kham

Theo phuong 4n khac ciia séng ché, cac khang thé dugc cai bién va, két qua 13, 12
céc khang thé kham, chira céc mién hoic (cac) soi gbm cac gbc axit amin cua cac khang
thé khac nhau, cu thé 13 cac khang thé thu dugc tir cac loai dong vat khac nhau, dugce
td hop v6i nhau trong khang thé chirc nang. Theo phuong 4n cu thé, dai phan tir clia
sang ché 13 khéng thé kham gdm hé cdc manh khang thé 18p rap v6i nhau tir it nhét hai
loai khac nhau. Theo phuong an cu thé, khang thé kham chtra ving 6n dinh ctia khang
thé nguoi. Cac vung 4n dinh nay dugc minh hoa trong cac vi du bing cac manh Fc G1
(SEQ ID No:26) hodc cac manh Fc G4 (SEQ ID No:28) hodc manh CL kappa (SEQ
ID No:30). Cach khac, cac manh Fe nguoi dwgc minh hoa trén Fig.12 (Uniprot P01857,
Uniprot P01859, Uniprot P01861) va/hodc véi céc trinh tu cia SEQ ID No:31, SEQID
No:32, SEQ ID No:33 hodc SEQ ID No:112 ¢6 thé duoc str dung. Theo phuong an cu
thé, khéng thé kham chira ving bién ddi ciia khéng thé loai gim nhdm va ving 6n dinh
ctia khang thé ngudi. Theo phuong 4n cu th8, khang thé kham chtra chudi VH véi trinh
tu ctia SEQ ID No:2 (N13B2-G1m-VH-FcG1lm (E333A)) hogc trinh ty ciia SEQ ID
No:6 (N13B2-G4m-VH-FcG4m (S228P)) va chudi VL véi trinh ty ctia SEQ ID No:4
(N13B2-G1m-VL-CLkappa).

Céc affitin, anticalin va cac gid khang thé khac

Céc dai phén tlr cuia sang ché con chira cac protein nhén tao c6 kha ning li€n két
v6i cac khang nguyén bat chudc kha ning d6 cta cac khang thé, con goi & day 1a gia
khang thé lién két khang nguyén. C4c protein ndy bao gdm cac affitin va céc anticalin.
Céc affitin 14 cdc protein nhén tao c6 kha ning li€n két chon loc céc khang nguyén.
Chung dugc dan xuit vé& mit clu tric tir protein lién két ADN Sac7d, dugc phat hién
trong Sulfolobus acidocaldarius, 1 vi sinh vat thudc linh gidi cb khuén. Bang cich
ngau nhién hoa céc axit amin trén bé mat lién két ctia Sac7d, vi du béng cach tao ra cac
bién thé twong tmg véi cac phép thay thé ngdu nhién ctia gbc 11 clia m3t phan gidi lién
két ctia Sac7d, thu vién affitin c6 thé dugc tao ra va dua thu vién protein thu dugc vao
céic bude ciia k§ thudt bidu 16 trén ribosom, 4i lyc c6 thé duge dinh huéng dén cac dich
khéc nhau, nhu céc peptit, cdc protein, cac virut va cac vi khuén. Céc affitin 1a céc gia
khang thé va dang dugc phat trién 1am cac cong cu trong cdng nghé sinh hoc. Ching
cling dugc st dung lam cac chit (e ché dic hiéu ddi v&i cac enzym khac nhau

(Krehenbrink et al., 2008). Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy c6 thé d&
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dang phét trién cac affitin véi céc tinh chét lién két can thiét bing cach sit dung cac
phuong phép da biét trong linh vuc nay, cu thé 12 nhu dugc boc 16 trong cong bb don
qubc t& s6 W02008068637 va cong bd néu trén, cu thé 13 phuong phap tao ra céc thu
vién biéu 16 trén thé thuc khuan va/hodc biéu 16 trén ribosom va phuong phap sang loc
chung st dung khang nguyén nhu duge bdc 19 & ddy. Cac anticalin 1a cac protein nhan
tao ma c6 thé 1ién két véi cac khang nguyén, hodc véi céc protein hogic v6i céc phan tir
nho. Chung la céc gia khang thd duoc dan xudt tir cac lipocalin ngudi, cac lipocalin
nay 13 ho cac protein lién két ty nhién. Céc anticalin nhé hon khoang tdm lan v6i kich
¢& khoang 180 axit amin va trong lugng khoang 20kDa (Skerra, 2008). Céc thu vién
biéu 16 trén thé thuc khuin anticalin d& dugc tao ra ma dic biét cho phép sang loc hodc
chon loc céc anticalin c6 cac tinh chét lién két d3c hidu. Nguoi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay c6 thd d& dang phat trién céc affitin v6i cac tinh chét lién két can
thiét bang cach str dung cac phwong phép da biét trong linh vuc ndy, cu thé 12 nhu dugc
boc 16 trong patent chdu Au s§ EP1270725 Bl, patent My s6 US8536307 B2,
(Schlehuber and Skerra, 2002) va cong bb néu trén, cu thé 13 phuong phép tao ra cac
thu vién biéu 16 trén thé thuc khudn va/hodc biéu 10 trén ribosom va phuong phép sang
loc chiing stt dung khang nguyén nhu dugc boc 16 ¢ déy. Cac anticalin va cac affitin
¢6 thé déu dugce san Xuét trong mat s6 hé biéu hién bao gém cac hé biéu hién vi khuén.
Do d6, sang ché d& xuét cac affitin, cac anticalin va céc gid khang thé twong tu khac
véi cac ddu hiéu cta cac khang thé duge mé ta & day, cu thé 13 lién quan dén su lién
két voi CD127, su khong cam ung va/hodc sy tc ché sy ndi nhap CD127, sy trudng
thanh ctia cac DC, tht ca cac dang ndy déu duogc du tinh 13 cac dai phan tir clia sang

ché.
Su lam giong nhu clia nguoi.

Theo phuong an cu thé, cac dai phan tir cla séng ché 13 céc khang thé dugc 1am
gidng nhu ctia ngudi hodc cac manh lién két khang nguyén cta chung. Vi vdy di thu
duoc dau tién & dong vat, dic biét & cac loai gdm nham va cu thé 13 & chudt céng, sau
khi gay mién dich d6ng v4t va san sinh céc khang thé don dong tir khdi té bao lai, cac
khang thé clia sang ché duogc cai bién trén cac trinh tw VH va/hodc VL clia ching bang
céch thay thé cac gbc axit amin, trén khung va ngoai ra, tity y, trén cac trinh tu CDR.
Sy lam gibng nhw clia ngudi c6 thé duge thuc hién bing cach tai tao bé mit hodc bang

céch ghép CDR theo cac k§ thudt da biét. Su ti tao bé mt dic biét dat duoc bang cach
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thay thé cac gbc clia lodi gim nhim bing cac gbc axit amin ctia ngudi. Su thay thé nay
duoc thuc hién theo cach sao cho van duy tri cAu tric khung ctia khéng thé gbc va ca
su biéu hién cdc CDR, nh¢ d6 cho phép cac tuong tac clia cac khung va ctia cac CDR
trén khang thé duoc tai tao bé mit bao tdn duoc chu dang tu nhién clia bé mit tiép xUc
v6i khang nguyén nho d6 né van giit i lyc lién két khéng nguyén.

Céc phuong 4n dugc wu tién cla khang thé ctia sang ché duoc bidu thi bang cac
phién ban dugc lam gibng nhu ctia ngudi clia khang thd N13B2 (chudt cdng) chira céc

chudi nhe va ning dudi diy:

Chudi ning ctia N13B2-h1, ¢6 trinh tu cia SEQ ID No: 36, trong do céc trinh tu
CDR ctia N13B2 chuot céng da duoc bao ton, cling nhu mot vai axit amin khac bén
ngoai c4c trinh ty CDR, va trong do6 tht ca céc axit amin khac khép véi trinh tu cla
khéng thé ngudi. Chudi ning nay c6 do twong ddng 87,8% véi chudi ndng cuia khang
thé nguoi. Cac gbc sau diy ngoai c4c trinh ty CDR di dugc bao tdn: V & vi tri Kabat
H24 (vi tri 24 trén Fig.23; A trong trinh ty clia ngudi), V & vi tri Kabat H37 (vitri 37
trén Fig.23; I trong trinh tu ctia nguoi), A & vi tri Kabat H49 (vi tri 49 trén Fig.23; S
trong trinh tw ctia ngudi) va D & vi tri Kabat H73 (vi tri 74 trén Fig.23; N trong trinh ty
cuia nguoi);

Chudi ning ctia N13B2-h2, ¢6 trinh tw ciia SEQ ID No: 38, trong d9, so voi chudi
ning ctia N13B2-hl, c4c axit amin & céc vi tri Kabat H37, H49 va H73, bén ngoai cac
trinh ty CDR, d4 dugc cai bién d& khép véi trinh tw cta chudi ning cia khang thé
nguoi;

Chudi niang ctia N13B2-h3, ¢6 trinh tu ciia SEQ ID No: 40, trong dé, so véi chudi
ning ctia N13B2-h2, M & vi tri Kabat H96 (vi tri 100 trén Fig.23), trong trinh ty CDR3,
da duoc dot bién thanh L dé khép véi trinh ty ciia chui ning ctia khang thé ngudi
va/hodc dé tranh su cai bién sau dich mi. Cac géc kha di khac d6i vé6i vi tri ndy bao
gém cuthb1a A, Fvalva t8t hon nita 14 F hodc 1. Do do, bién thé dugc 1am giéng nhr
ctia nguoi kha di d6i vé6i trinh ty CDR3 ctia VH N13B2 ¢ trinh tu ctia SEQ ID No:
48.

Chudi nhe ctia N13B2-hl, c6 trinh ty ctia SEQ ID No: 42, trong d6 cac trinh tu
CDR ciia N13B2 chudt cbng d3 duge bao tdn, cling nhu mdt vai axit amin khic bén

ngoai céc trinh ty CDR, va trong d6 tt ca cac axit amin khac khép véi trinh tu ctia
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khang thé ngudi. Chudi nhe nay cé d¢ twong ddng 80% voi chudi nhe ctia khang thé
nguoi. Cac géc sau day ngoai céc trinh ty CDR da dugc bao tdn: V & vi tri Kabat L48
(vi tri 48 trong Fig.24; I trong trinh ty nguoi), Y & vi tri Kabat L71 (vi tri 71 trong
Fig.24; F trong trinh ty nguoi) va F & vi trf Kabat L87 (vi tri 87 trong Fig.24; Y trong
trinh ty nguoi);

Chudi nhe ctia N13B2-h2, ¢6 trinh tu ctia SEQ ID No: 44, trong do, so v6i chubi
nhe ctia N13B2-hl, ba axit amin & cdc vi tri Kabat L48, L71 va L87, bén ngoai cac
trinh tw CDR, d3 dugc cai bién dé khép véi trinh tu cia chudi nhe ctia khing thé nguoi;

Chudi nhe ciia N13B2-h3, c6 trinh tu ctia SEQ ID No: 46, trong d6, so v6i chudi
nhe ctia N13B2-h2, c4c axit amin & céc vi tri Kabat L31 (vi tri 31 trén Fig.24) va/hodc
L52 (vi tri 53 trén Fig.24), 14n luot céc trinh tu trong CDR1 va CDR2, d3 duoc dot bién
tlr 1an Iuot tir N thanh Q va tir S thanh T, dé khép véi trinh tu clia chubi nhe ctia khing
thé nguoi va/hoc dé tranh sy cai bién sau dich ma. Cc axit amin kha di khac d6i véi
vitri L31 gdm H va R. C4c dot bién kha di khéc d6i véi trinh ty CDR3 bao gom sy bao
dn S & vi trf L52 va dot bién N & vi tri L51 (vi tri 52 trén Fig.24) thanh Q, H, K hodc
R. Do d6, bién thé dugc 1am gibng nhu ctia ngudi kha di dbi véi trinh tw CDR1 clia VL
N13B2 ¢6 trinh tu ctia SEQ ID No: 50, va bién thé dugc 1am gidng nhur ctia ngudi kha
di dbi véi trinh ty CDR2 ctia VL N13B2 ¢6 trinh tu ctia SEQ ID No: 52.

Céc khang thé da chirc ning hodc céc méanh

Cac manh lién két khang nguyén co s& ndy cla sang ché c6 thé duogc t6 hop voi
nhau dé thu duoc céc méanh lién két khang nguyén da hoa tri, nhu céc diabody, cac
tribody ho#c céc tetrabody. Cac manh liéﬁ két khang nguyén da hda tri ndy cling la mot
phan ciia sing ché.

Céc cai bién néu trén c6 thé duge két hop néu lién quan. Theo cac phuong 4n cu
th8, dai phan tir 12 khang thé, khéng thé ndy 1 khéng thé kham hogc khéng thé duoc

lam ging nhu ctia ngudi vi/hoic khang thé duge khir mién dich.
Céac phuong phap d8 thu céc khang thé ctia séng ché

Khang thé hozc manh lién két khéang nguyén cia né cla sang ché cu thé 1a duge

tao ra mot céch ¢6 loi khang lai phan tir ma 1a CD127 duge biéu hién bang cac té bao
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T coa ngudi, c6 thé duge tao ra tr viée gly mién dich diréi dang polypeptit tur nhién

hodc phén tir tai t6 hop.

Su gdy mién dich ¢ thé dugc thuc hién theo phuong thirc duge bdc 19 trong céac
vi du dudi day: Thé kham Fc CD127 tai td hop (10975-HO3H Sino Biological, Bic
Kinh, Trung Qudc) duoc sir dung dé gay mién dich chudt cdng nhur chudt cbng thude
chung LOU/C Igkla c6 s&n & Pai hoc Louvain, Bi). C4ch khac, khang nguyén chua
céc trinh tu axit amin ctia SEQ ID No:115 (cu thé 1a chira SEQ ID No: 110) va/hodc
cua SEQ ID No:117 (cu thé 13 chira SEQ ID No: 111) va/hodc ctia SEQ ID No:116,
khang nguyén ndy con chtra thém céc trinh ty khac, cu thé 13 cac trinh ty khéc cua
CD127 ngudi, hoic khong, nhu dugc boc 1§ trén day, cd thé dugc stir dung 1am chét
sinh mién dich. Khéi té bao lai duge thu 14y bang cach dung hop céc t& bao lach don
nhan véi t& bao u t8 bao midn dich ciia chudt céng LOU: IR983F, la dong té bao khang
azaguanin va khong tiét, theo quy trinh d3 dugc mé ta (Chassoux et al., 1988). Pau
tién, khéi t& bao lai duoc sang loc theo kha nang clia céc khang thé don dong duoc tiét
trong viée lién két v6i phan tir CD127 tai td hop (thé kham Fe CD127; 10975-HO3H,
Sino Biological, Béc Kinh, Trung Quéc). Sau do, khéi té bao lai dugc sang loc theo
kha ning ctia cac khang thé don dong ctia chiing trong viéc lién két véi CD127 dugc
bidu hién béng céc t& bao T clia ngudi va theo kha nang trong viée e ché sy cam tng
ctia su phosphoryl héa STAT-5 dugc cam Ung béi IL-7 trén cac bach cau clia ngudi,
nhu duge minh hoa trén Fig.1, va theo kha ning clia ching trong viéc khong lam gia

ting su truong thanh cua cac té bao dudi gai cam tng bdi TSLP.

Theo phuong én cy thé cua sang ché, khang thé duoc 1am gibng nhu clia ngudi
cla sang ché duoc din xuét tir khéang thé duoc goi 12 N13B2 bang cach dot bién mot
hodc nhiéu ving CDR cua chudi ning bién dbi (Variable Heavy: VH) ctia n6 va/hodc
chudi nhe bién dbi (Variable Light: VL) cta nd, cu thé 1a khang thé giit it nhét mot
hoic hai ving CDR gbc trong s6 cac ving CDR3, CDR2 va CDRI1 & VH va/hodc VL,
khang thé duoc cai bién nay c6 duéi 10% gde axit amin dot bién, t6t hon 14 ¢6 mot
hosic khong c6 gdc axit amin dot bién, trong cac ving CDR dugc xem xét riéng r& so

vé6i ving CDR1, CDR2 hodc CDR3 gbc, trong d6 cac ving CDR gbe nay 14

i. VHCDRI c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID No 10 ;
ii. VHCDR2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID No 12 ;
iii. VHCDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID No 14 ;
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iv. VLCDRI1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID No:16 ;
v. VLCDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID No:18 ;
vi. VLCDR3 ¢4 trinh tu axit amin SEQ ID No:20.

Do d6, VHCDR3 ¢6 thé ¢6 trinh ty axit amin cia SEQ ID No: 48; VLCDRI ¢6
thé ¢6 trinh t axit amin ctia SEQ ID No: 50; VLCDR2 c6 thé c6 trinh ty axit amin ciia
SEQ ID No: 52.

Theo phuong 4n cu thé, ménh lién két khang nguyén cla sdng ché 13 manh lién
két khang nguyén cua khang thd N13B2 ma dugc cai bién nhur dugc md ta trong cac
doan néu trén, manh lién két khang nguyén duge cai bién nay c6 dudi 10% gbc axit

amin d6t bién so véi manh lién két khang nguyén goc.

Xem xét hudng dan duge cung chp boi sang ché, @ bidu hién cac khang thé ctia
sang ché, ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 thé didu ché khéi té
bao lai hodc st dung céc cong nghé khac nhu cac thu vién biéu hién va cc hé théng
bidu hidn, sau d6 chon loc cac khang thé c6 cAu tric cla cac khang thé duoc tiét boi
Kkhéi t& bao lai va c6 céc tinh chit ctia né, cu thé 1 cac tinh chét lién két va trung hoa
cua nd. Céc thu vién cADN co thé duoc didu ché mot cach twong ximg tir ARN duge
biéu hién trong khéi té bao lai clia sang ché va céc trinh tu thich hgp duge chon loc va
duoc biéu hién. Cach khac, cADN mé héa céc khang thé cta séng ché hodc cac manh

ctia ching dugc didu ché bang cach téng hop.

“Céc 8 bao lai” theo sang ché 14 c4c té bao dugc tao ra tir sy dung hop céc té bao
san sinh khéng thé (cac lympho bao B) tir dong vat ma da dugc gly mién dich bing
chét sinh mi&n dich chon loc va dbi tac dung hop 1a céc té_béo u tiy cho phép cung cp
tinh bat didt cho t& bao dung hop thu duoc. Cac té bao u tity va céc té bao san sinh
khang thé (cac t& bao B nhu céc té bao lach) co thé 1a c6 ngudn gbe gidng nhau, va 1a
c4c té bao nhan dién hinh cu thé 14 cac té bao dong vat c6 vu cua cing dong vat. Cach
khéc, ching c6 thé ¢ nguén géc khéc nhau, do do6 taora khéi té bao lai di biét. Céc té
bio u tiy nhu t& bao u t& bao mién dich cta chudt cong LOU: IR983F, dong té bao
khéng azaguanin va khong tiét, dugc chon trong s6 cac té bio ma thit bai trong viéc
san sinh cac globulin mién dich @8 cho phép khdi t bao lai diéu ché duogc chi tiét cac
khang thé don dong c6 tinh dic hiéu mong mudn. Cac t& bao khac thich hgp dé thuc

d4y ADCC nhu céc té bao duoc md ta trong cac trang dudi day dé didu ché céc khang
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thé thong qua viéc bidu hién trén cac t& bao tai tb hop c6 thé dugc str dung thay cho
c4c t& bao u té bao midn dich ctia chudt cdng. Céc té bao nay thun loi 14 cac t& bao ¢6

kha ning fucosyl hoa thap h%éc khong c6 kha néng fucosyl hoa.

Viéc didu ché khéi té bao lai thich hop dé thuc hién sang ché duoc thuc hién theo
cac k¥ thuat thong thudng. Cac phuong 4n duge mo ta chi tiét trong céc vi dy thyc hién
sang ché, trong d6 cac dAu hiéu dugc bdc 16 cu thé ¢6 thé duoc sira lai cho phi hop véi

céc té bao khac duge sir dung lam dbi tac dung hop.

Céac manh lién két khang nguyén cta khang thd c6 thé thu duoc bét diu tir khang
thé, dic biét 1a bang cach str dung su thity phan bing enzym theo c4c k¥ thuat da dugc
biét r5 gdm thity phan bang papain hozic bang pepsin, hodc st dung k¥ thuét phan cét
thich hop bét k. Cach khéc, chiing ¢6 thé dugc biéu hién trén cdc € bao chu dugc cai
bién béng cach tai td hop véi céc trinh ty axit nucleic ma héa trinh ty axit amin cua cac
manh d3 néu, hodc c6 thé duoc téng hop, dac biét 1a duoc téng hop béng cach hoéa hoc.
Do d6, céc khang thé ctia sang ché, gdm cac khang thé dugc cai bién va cac manh lién
két khang nguyén ctia cac khang thé nay ciing c¢6 thé dugc didu ché bang cac k¥ thuat
cong nghé di truyén c¢b dién, nhu céc ky thuat dugc mo ta boi Sambrook et al.
(Deininger, 1990) va cac phién ban cdp nhét). Do do, sang ché d& cap dén cac phién
ban cua céc polypeptit VH va VL ma chira peptit tin hiu hodc khong. Peptit tin hiéu

¢6 thé 13 cAn thiét trong qué trinh diéu ché cac polypeptit trong cac té bao.

Lién quan dén viéc st dung khéng th8 cia sang ché hozc cdc manh chic nang ctia
chiing d& diing cho bénh nhan, c6 thé c6 lgi khi thu dugc céc khéng thé don dong duoc
Jam gidng nhu ctia ngudi hodc cac khang thé don dong kham va/hodc cac khang thé
duge khir mién dich tr cac khang th cua sang ché ma 14 cic khang thé khong thudc
loai sinh truéng nhu cac khang thé duoc duoc minh hoa trong phén Vi du thuc hién
sang ché, dic biét 1a c6 thé c6 loi khi 1am giam phan tmg mién dich dbi vai cac khang
thé d4 néu ctia vat chi hodc bénh nhan nhin. Cic manh chirc nang cua cic khang thé
bién thé nay ciing c6 thé thu duoc dudi dang céc bién thé duoc 1am giéng nhu cua
ngudi, kham hodc khir mién dich.

Khéng thé hoic manh lién két khang nguyén cua n6, ma 13 khdng thé duoc lam
gidng nhu ctia ngudi, cling c6 th8 thu dugc bang cach thay thé (cac) gbe axit amin c6

mat trong (cac) vung bn dinh cua céc chudi bién dbi (VH va/hoic VL) ctia khang thé
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khong phai ciia ngudi clia sang ché, bang (cac) gdc axit amin ctia ngudi c6 vi tri tuong
ung trong cac khang thé nguoi theo quy dinh va cach danh sd chuén, trong d6 muc 4o
thay thé nay 12 tir 1% dén 20%, cu thé 1a tir 1% dén 18% céc gdc trong cac ving khung
da néu. Cac ving 6n dinh da néu gbm céc ving thudc cac ving khung (framework
region: FWR) duoc quy dinh trong cic khang thé bdn chudi dugc nhan dién cu thé 1a

bang cach tham chiéu dén cach danh s6 Kabat.

Céc vi du cu thé vé cac khang the dugce cai bien theo sang ché bao gom cac khang
thé kham, cac khang thé dugc lam giong nhu clia ngudi va/hodc cac khang thé duoc

khr mién dich.

Khéng thé dugc cai bién cu thé c6 cac gbe axit amin dugc cai bién trong céc viing
CDR, viéc céi bién nay din dén sy khir mién dich bing su mét di cac epitop té bao T
trong mién bién dbi cua khang thé khong phai cia ngudi. Viée khir mién dich c6 th?
duoc thuc hién sau khi xac dinh cac epitop té bao T trong mién bién d6i ctia khang thé,
dic biét 13 bing cac du bao in silico (sang loc 40), sau d6 1a sy dot bién diém trong
trinh tu cta céc chudi bién doi ctia khéng thé ma loai b cac epitop té bao T chitc ning.
Theo phuong an dugc uu tién cla sang ché, su cai bién ctia cac ving CDR, dic biét 1a
cta cac ving CDR3 dugc han ché dén muc do can thiét dé khir mién dich khi dung cho
co thé ngudi, vi du dé lam giam 4i Iyc lién két ctia céc thy thé t& bao T dbi v6i cac phire
hop HLA-nhém I/peptit. Theo phuong an cu thé, (cac) vimg CDR3 cua VH va/hoic
cta VL khong dugc cai bién. Theo phuong 4n khic, cac ving FR va/hogc cac viung CH

cling dugc cai bién, dic biét 1a duge lam giong nhu cua nguoi.

Do dé, cac khang thé trong khung clia sang ché bao gdm khang thé dua trén cac
déu hiéu duoc quy dinh trén day, khang thé nay 13 khang thd dugc lam gidng nhu cua
ngudi, dic bigt 1a khang thé thu duoc bing cach thay thé (cac) gbc axit amin c6 trong
(cac) ving khung ctia khiang th8 cia sang ché bang (cac) gbc axit amin ctia ngudi c6 vi
tri twong tng trong céc khang thé nguoi theo quy dinh va cach ddnh s6 chuén. Mtrc do
thay thé cac gbc axit amin trong cac ving khung va/hodc trong cac CDR dé 1am gibng
nhu ciia ngudi, bao gdm sy khir midn dich, 13 tir 1% dén 20% oy thé 14 tir 1% dén 18%
céc gbe trong cac ving khung va/hodc cac ving CDR dé néu. Nhu néu trén, sy lam
gibng nhu ctia nguoi chu yéu huéng dich cac ving khung ctia cac khéang thé gbc. Trong
mdt sb truong hop, sy lam gidng nhu ctia ngudi c6 thé cach khac 13 hodc con lién quan

dén (cac) ving CDR, cu thé 13 (c4c) ving CDR1 va/hodc CDR2 va dic biét hon la duoc
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goi 1a su khir mién dich. Theo cdc phuong an cu thé, khong nhiéu hon mét axit amin
duoc cai bién & mdi ving CDR. Céc vi du v& c4c khang thé dugc lam gibng nhu clia
ngudi va/hodc duge khir mién dich thu duoc tir khang thé ANl 3B2 cta chudt céng duogc
bdc 10 & day.

Do do, su lam giéng nhu ctia nguoi cd thé dat duoc xem xét dén cac khung chudi
nhe hodc chudi ning clia té bao dong mam cia ngudi ma thé hién do tuong déng vé
trinh tu cao nhét véi trinh tu cta khang thé hodc manh khong phai clia ngudi, va chon
loc cac géc axit amin, ddc biét 1a céc géc duoc biéu 16 & bé mit trén khang thé, can
duoc thay thé trén khang thé khéng phai clia ngudi hodc manh ciia né da néu, dé thich
hop véi (cac) gdc tuong ting ctia ngudi. Theo phuong an cu th8, mot s& hoic tat ca cac
vung FRL va/hodc mot s6 hodc tht ca cac ving FRH 14 hoan toan ctia nguoi, tic 13, c6
cac dic tinh cta cac trinh tw khung cua ngudi. Theo phuong 4n khac, cac gbe duoc

chon trong mdt sb hoic tAt ca cac ving FR dugc thay thé.

Céc phuong phap d& lam giéng nhu ciia ngudi d6i véi cée khang thé cling d& duoc
biét 13 trong linh vyc ndy va dugc mo ta, vi dy, boi Routledege et al. (Edward G.
Routledge, 1993). Cac phuong phép nay cling ¢6 thé 4p dung cho cdc manh lién két
khang nguyén, nhu scFvs. Bing cach vi du, phuong phap duoc biét nhu 14 "t4i tao bé
mat" gbém thay thé tap hop cac gbc bé mit trong cac khung cta ving bién d6i ctia khang
thé khong clia ngudi bang tap hop cac gbc bé mit clia ngudi, trong khi d6 phuong phap
duoc biét nhu 1a ghép CDR bao gbm chuyén cac CDR tir khang thé khong phai nguoi
vao cac vung khung cuia khang thé nguoi. Viéc ghép CDR thuong duoc hoan thién
bang viéc t6i wu héa khung, bao gdm thay th& mot sb gbc ctia khung ctia ngudi, dé tbi
wu héa 4i Iuc lién két. Bude t6i wu héa khung gln ddy di dugc don gidn héa béng viée

st dung cac thu vién 5 hop (Rosok et al., 1996) (Baca et al., 1997).

Séang ché dic biét dé cap dén cac khang thé dugc lam giéng nhu ctia nguoi thu
duge bing cach ghép CDR tir khang thé N13B2 ctia chudt cong. Céc trinh tw VH va
VL ciia ngudi ma c6 cac trinh tu véi do d(‘A)ng nhét manh 14n luot voi céc trinh ty VH
va VL ctia N13B2 chudt céng, duoc chon loc trong co s¢ dit liéu. Cac trinh ty CDR
ctia N13B2 duogc ghép vio trén céc trinh ty ndy clia ngudi. Mot s6 gbc bén ngoai cac
trinh tuy CDR c6 thé ¢6 tic dong déng k& dbi v6i sw nhan biét hodc 4i luc véi khang
nguyén, cu thé 13 cac gbc & sat gln v&i cac CDR va céc gbc dugc biét nhu 1a céc gbe

Vernier. Nhu dugce md ta chi tiét trén ddy, va trong phén Vi du thuc hién sang ché, cu
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thé 13 trong 0, mdt sb phién ban clia cac khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi duge
thir nghiém: bao tdn nhét trong d6 tAt ca céc trinh tu clia chudt cdng duge bao tdn ddi
v&i CDR va céc gbe quan trong v& mit cAu tric néu trén, phién ban trong dé cac trinh
tu clia ngudi duge chon theo cac géc quan trong v& mit cAu tric va phién ban gén nhét
dbi vai céc trinh tu cia ngudi, trong d6, ngoai cac gbc quan trong v& mit cAu tric bén
ngoai CDR, mot vai géc bén trong CDR duogc cai bién tir trinh tu ban dau ctia chudt
céng dé dic biét ngin chin céc cai bién sau dich ma nhu su oxy héa hodc sy khir amit
hoa.

Chién lugc khéc gin ddy c6 sén cho viéc lam gidng nhu ctia ngudi d6i v6i khang
thé chi bao tdn cac trinh tw CDR3 géc khong phai ctia ngudi ctia cée chudi nhe va chudi
ning trong khi trinh tu con lai dugc chon tir cac thu vién di truyén V so khai cia nguoi

(Rader et al., 1998).

Céc khéng thé kham, khéng thé dugc lam giéng nhu ciia ngudi va/hogc khéng thé
khtr mién dich ctia sng ché c6 thé thudc nhém céc globulin mién dich bét ky, nhu cac
khang thé khong duoc cai bién. Tt hon 13, ching thudéc phdn nhém ctia nhém IgG nhu
1gG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4.

Céc phuong phép didu ché cac manh lién két khang nguyén téi t6 hop, hodc cac
khéng thé kham bang cach két hop cc ving bién ddi ctia khang thé v6i cac nhom lién
két thich hop, hodic Vi cac ving 8n dinh ciia khang thé khac, da dugc biét 18 trong linh

vuc nay.

Céc khéng thé cia sang ché duge mo ta 1a cac khang thé don dong, nghia la ché
phim chita cac khang thé nay 1 dong nhét, dic biét 1a tuong dong vé mit d6 dic hiéu
lién két khang nguyén va do d6 vé mit ché phdm ving bién dbi. Do d6, cic khang thé
nay c6 thé du tu cach nhu 1a don dong ngay ca khi ching thu dugc bang céac k¥ thuat
khéc v6i k§ thuat t& bao lai.

Theo phuong 4n khéc, sang ché con dé cap dén phan tir kham ma chira khang thé
theo quy dinh bét ky trong s6 cc quy dinh duge cung cép & day hodc manh lién két
khang nguyén cua nd, trong d6 khang thé nay hozc manh chirc ning cia né dugce két
hop vGi phan tir khac vé& miit chtrc ning. Phan tir kham cua sang ché c¢6 thé 1a protein
kham dung hop hoic thé lién hop thu duge tir dang gén két thich hop bét ky bao gobm

gén két cdng hoa tri, ghép, lién két hoa hoc v6i nhém héa hoc hodc sinh hoc hodc véi
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phén tir, nhu polyme PEG hodc nhém bao vé khac hoic phén tir thich hoph dé bao vé
khéng lai su phan cat b.;fmg cac proteaza in vivo, dé cai thién do 6n dinh va/hoc thoi
gian ban hiy cta khang thé hodc manh chirc ning nay. Véi cac ky thuat twong tu, déc
biét Ia biing céch lién két hoa hoc hodc ghép, phén tir kham c6 thé duoc diéu ché bing
phén tir hoat tinh v& mit sinh hoc, phén tir hoat tinh nay dugc, vi du, chon trong sb céac
doc t6, cu thé 1a ngoai doc td Pseudomonas A (Risberg et al., 2011), chudi A cta ddc
t5 thuc vat ricin (van Oosterhout et al., 2001) hogc saporintoxin (Flavell et al., 2006),
dic biét 1a thanh phén ¢6 hoat tinh tri liéu, vecto (dac biét gém vecto protein) thich hgp
dé huéng dich khang thé hodc manh chirc ning dén cac té bao hoic cdc md cu thé cta
co thé, hodic né c6 thé duge két hop véi nhan hodc véi nhém lién két, dac biét 1a khi

cac manh cta khang thé dugc st dung.

Su PEG hoéa cta khang thé hodc cac manh chirc nang cia ching 13 phuong 4n déc
bidt hip dAn vi no cai thién cac diéu kién phan phat ctia chét nén hoat tinh dén vat ch,
dac biét 1a dung cho tng dung didu tri. PEG hoa c6 thé 1a ddc higu vé vi tri dé ngin
chin su can thiép vao cac vi tri nhin biét cta cac khang thé hodc cac manh chitc niang,
va c6 thé duoc thuc hién véi PEG trong lugng phén tir cao. PEG héa c6 thé dat duge
thong qua céac gbc xystein tw do c6 trong trinh tw clia khang thé hodc manh chirc ning
hoic thong qua cic gbc xystein tu do bd sung trong trinh ty amin cia khang thé hozic

manh chirc nang.

Séang ché cling lién quan den ché phdm chira cac khang thé hodc cac manh chic
ning cta chiing nhu duge quy dinh & day, trong d6 cac khang thé hodc cac manh chic
niing cuia chung 13 quan thé ddng nhat ctia cac khang thé ho#c cac manh chic ning cuia

ching hodc 1a cac khang thé don dong hodc cdc manh chirc nidng ctia ching.

Trong mdt sd trudng hop, o thé st dung ché phdm chira céc san phim @& thu
duogc tac dung mong mudn, trong d6 mdi sdn phim trong ché phim nay tao ra it nhét
mbt tdc dung mong mudn. Trong trudng hop nay, vi du, cd thé két hop céac phan ti c6
tac dung e ché dbi véi tuong tac IL-7-IL-7R va céc phén tir c6 tac dung gy doc té
bao dbi véi cac té bao duong tinh voi CD127. Céc két hop nay dwuoc ndm trong pham
vi cua sang ché. Quan trong 13, theo sang ché, ché phim chira c4c san pham ndy khong
nén tac dung hiép ddng véi TSLP ddi véi sy truong thanh cla céc té bao dudi gai.

Thong thuong, ché phim nay bao gbdm két hop céc san phim ma trong d6 ting sin
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pham nay khong tac dung hiép d6ng véi TSLP d6i v6i su trudng thanh cia cac té bao
dudi gai.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché lién quan dén ché phim hoic hé tap hop cac
hop chit chita céc khang thé, cic manh hoc cc phén tir kham nhu duge md ta & ddy,
trong d6 ché phim nay chira (i) quén thé c4c khang thé hodc cac manh lién két khang
nguyén clia chiing hodc céc phén tir kham c6 hoat tinh gly doc t& bao dbi voi cac té
bio duong tinh véi CD127, dic biét 14 cac té bao T CD127+ va (ii) quin thé c4c khang
th ho#ic cdc méanh chirc ning clia chiing hodc cac phan tir kham c6 cac tinh chét d6i
khang ddi v6i IL-7 ngudi, cac quan thé cac khang thé nay dugc két hop trong hdn hop
hodc dugc phén tach va, theo su lya chon phén tach nay, duoc phéi ché d& dung két
hop hoéc theo tudn tu. Cac khing thé va/hodc cac manh chiic ning va/hodc cac phan
tr kham khong tac dung hi€p déng v&i TSLP dbi voi su trudng thanh cua céc té bao
dudi gai.

Céc quy dinh dugc cung cép & day dic biét bang cach tham chiéu dén céc khang
thé clia sang ché, s& tuong tu 4p dung cho cic manh lién két khang nguyén cta n6 trir
trudng hop né 16 rang khong li€n quan vé mit k§y thuat. C4c quy dinh nay ciing 4p dung
cho céc dai phén tir (cu thé 1a cac khang thé kham ho#c cac phan tir kham) hodc cac
ché phim chira cac khang thé nay hoic cac manh lién két khang nguyén chung hodc
dugc din xudt tir cac khang thé nay, nhu duoc bdc 16 trong sang ché. Ciing chi rd thém
rang cac ménh lién két khang nguyén ctia cac khang thé cua sang ché dugc dan XUt tlr
cac khéng thé trén quan diém vé mit khai niém hodc vé mat du kién, nhung chiing ciing
¢6 thé duoc didu ché thong qua cac k¥ thuat khac nhau, khong nhat thiét phai c6 sy cau

vién vao céc khang thé dudi dang cac san pham.

Séng ché con dé cap dén phan tir axit nucleic mi héa dai phén tir theo quy dinh
bét ky dugc cung clp ¢ day. Theo cac phuong an cu thé, axit nucleic cta sdng ché ma
hoéa axit amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:2; SEQ ID No:4; SEQ ID No:6;
SEQ ID No:8; SEQ ID No:10;SEQ ID No:12;SEQ ID No:14;SEQ ID No:16;SEQ ID
No:18;SEQ ID No:20; SEQ ID No:22, SEQ ID No:24, SEQ ID No:36, SEQ ID No:38,
SEQ ID No:40, SEQ ID No:42, SEQ ID No:44, SEQ ID No:46, SEQ ID No:48, SEQ
ID No:50, SEQ ID No:52, SEQ ID No:54, SEQ ID No:56, SEQ ID No:110, SEQ ID
No:111, SEQ ID No:86,SEQ ID No:115, SEQ ID No:116 va SEQ ID No:117. Theo

cac phuong an cu thé, axit nucleic cia sang ché chira hoic gdm trinh ty ctia SEQ ID
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57,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 hodc

Axit nucleic ma thich hop dé didu ché cac dai phan tir clia sing ché dic biét duoc

chon tir nhém gdm:

i

ii.

iii.

1v.

vi.

Vii.

viii.

polynucleotit ma héa ving VH va c6 trinh tu ctia SEQ ID No 1 hodc SEQ
ID No: 5 hodic SEQ ID No:54 hodc ving bién dbi ctia ving VH va c6 trinh
tw ctia SEQ ID No:21 hodc SEQ ID No: 35 hodc SEQ ID No:37 hoac SEQ
ID No:39;

polynucleotit ma héa ving VL c6 trinh ty ctia SEQ ID No 3 hoac SEQ ID
No: 7 hodc SEQ ID No:56 hodc vung bién dbi cta ving VL va c6 trinh tu
ctia SEQ ID No:23, hoic SEQ ID No: 41 hozc SEQ ID No:43 hodc SEQ ID
No:45;

polynucleotit ma héa ving VHCDRI c¢6 trinh tu ciia SEQ ID No:9,
polynucleotit ma héa ving VHCDR?2 c6 trinh tu clia SEQ ID No:11,
polynucleotit m& héa ving VHCDR3 ¢6 trinh ty cia SEQ ID No:13 hodc
cua SEQ ID No:47,

polynucleotit m& héa vimg VLCDR1 c¢¢ trinh tir ctia SEQ ID No 15 hodc cta
SEQ ID No:49,

polynucleotit ma héa ving VLCDR2 ¢6 trinh tw ctia SEQ ID No 17 hodc cla
SEQ ID No:51,

polynucleotit ma héa ving VLCDR3 ¢6 trinh tu clia SEQ ID No 19.

Séang ché con @& cap dén polynucleotit c6 cac nucleotit duge cai bién vé trinh t
cia SEQIDNo 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 417, 49,
51, 53 hodc 55, va no:

(a) mi héa polypeptit cé trinh ty axit amin lan lugt 13 SEQ ID No 2, 4, 6, 8, 10,

12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 hodc 56 va/hodc

(b) ¢6 d tuong ddng it nhét 85%, tét hon 1a it nhit 90%, 6t hon nira 14 it nhét

95%, va tét nhét 12 it nhit 98% hodc it nhit 9% trén toan bd chiéu dai cia
no véi mot trohg sb cac polynucleotit lan luot c6 trinh twu SEQ ID No 1, 3, 5,
7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47,49, 51, 53 hodc 55

va/hodc,
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(¢) 13 manh ca polynucleotit ¢6 trinh ty cia trinh ty SEQ ID No: 1, 3, 5,7, 21,
23, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 53 hodc 55, va ma hoa polypeptit chira hoéc gém

ménh 1ién két khang nguyén.

Céc polynucleotit ciia sing ché ciing c6 thé 13 cac céc trinh ty dugc t51 wu hoéa,
dc biét 12 dé biéu hién trén céc t€ bao vét chii. Cac k¥ thudt t6i wu héa trong linh vire

nay 1a céc k¥ thudt thong thuong.

Cé4c manh polynucleotit clia sang ché thuén 1oi 13 ¢6 trinh ty cla it nhét 9 nucleotit,
dic biét 1a it nhat 18 nucleotit va 1a ngén hon trinh tw gc clia ching, dic biét 12 1an

luot ngén hon céc trinh tw VH ho#ic VL dugc minh hoa cé do dai déy du.

Theo phuong an cu thé, cac polynucleotit ctia sang ché c6 thé thuén lgi 13 chua,
ngoai trinh tu m& héa dai phan tir clia sang ché, nguoc chiéu tir trinh ty ma hoa céc
chudi khang thé, trinh tu ma héa peptit tin hiéu cho phép tiét protein d néu khi duoc
bidu hién trong té bao san sinh. Chiing ciing c6 thé chira mdt hogc nhiéu trinh ty ma
héa mot hoge nhidu peptit ddu chudn dé phét hién, va/hodc tao diéu kién thuan loi cho

viéc tinh ché protein dd néu.

Séng ché con lién quan dén vecto @& tach dong vat truyén d8 biéu hién
polynucleotit dugc bdc 1§ & ddy. Theo phuong an cu thé, vecto cua sang ché 13 plasmit
thich hop dé tach dong va/hodc biéu hién trén céc té bao dong vat c6 vii, ma chira cac
trinh ty diéu hoa dé phién ma va biéu hién.

Séang ché con d& cap dén cac té bao hodc cac dong té bao dugce tai t6 hop v6i
polynucleotit ciia sang ché, dic biét 1a té bao hoic dong té bao ctia dong vat c6 va hodc
ctia chim. Vi dy, céc t& bao budng trimg clia chudt ddng Trung Quéc (Chinese Hamster
Ovary Cells), dugc cdi bién di truyén & giam sy fucosyl hda toan bd. Thuc vdy, cac
khang thé thiéu su fucosyl héa nhin thé hién mirc d6 gy doc té bio qua trung gian té
bao phu thudc khang thé gia ting déang ké (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity: ADCC) (von Horsten et al., 2010). Vi du khac 1a dong té bao EB66 ma
vén c6 cac tinh chét fucosyl héa thip (Olivier et al., 2010).

Do d6, sang ché con d& cap dén phuong phap diu ché khang thé hoic manh lién

két khang nguyén clia n6, phuong phép nay bao gdm cac budc:
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(a) thu khéi t& bao lai sau khi gdy min dich dong vét, dac biét la dong vét c6 va
bang chudi alpha cua thu thé IL-7 cta ngudi, tét hon 13 bang khéng nguyén cla
né chira céc trinh tu cia CD127 ngudi véi céac trinh tur cia SEQ ID No:115
(va/hozc SEQ ID No: 110) va/hodc SEQ ID No:117 (va/hodc SEQ ID No: 111)
va/hoic SEQ ID No:116 (va/hodc SEQ ID No:86), khdng nguyén nay chira cac
trinh tu khac ctia CD127 nguoi hodc khong chira, nhu da néu trén day, va, néu
cAn, ting cudng tao mién dich cho dong vat nay bang cling mdt chét sinh mién
dich, thu hdi céc té bao lach hoic cac té bao hach bach huyét tir déng vat dap
g v&i viéc gdy mién dich va dung hop céc t& bao nay bang cac t& bao u tay dé
phén 1dp céc khang thé don dong va/hodc

(b) biéu hién céc polynucleotit ma héa cho céc khang thé nay nhu cac polynucleotit
duoc boc 10 & day véi trinh ty nucleotit clia ching dudi dang t4i tb hop trong
céc té bao dudi cac didu kién cho phép thu hdi cic khang thé, va

(c) thu hdi céc khang thé nhan biét epitop nhu duge quy dinh ¢ ddy, cu the 1a cac
khang thé chira cc trinh tu tir vi tri 2b cita CD127 va cu thé 1a chira céc trinh ty
ndy va ngodi ra la céc trinh tu ti mién D1 ctia CD127, cu thé 13 cac khéng thé

c6 ai luc lién két mong muon doi véi chudi alpha ctia thu thé IL-7 clia ngudi.

Theo phuong 4n cu thé cta sang ché, céc khang thé hodc manh ctia ching dugc
didu ché trén cac té bao ma thé hién tinh chét fucosyl hoa thép, nhu cac té bao EB66

cua chim.

Sang ché con dé cép dén phuong phap chon loc cac khang thé gdbm céc buéc thu,
c6 thé théng qua mdt trong s6 céc phuong phép duge md ta & ddy, cac khang thé hodc
cdc manh cta chung ma lién két ddc higu CD127, cu thé 13 khang nguyén cta ching
nhu dugc bdc 10 ¢ dy, va chon loc trong s& cac khang thé nay céc khang thé ma khong
lam gia ting sy trudng thanh dugc cam tng bdi TSLP cua céc t& bao midn dich, cu thé
13 cac té bao dudi gai, khong gy cam tng su ndi nhap cia CD127 va/hodc trc ché sy
ndi nhép duge cam tng boi IL7 cia CD127 va/hodc e ché in vitro va/hoic in vivo su
biéu hién cta cac integrin a4, B7 va/hodc ad/B7. Viéc chon loc nay cé thé duoc thuc
hién bang cach st dung quy trinh bt ky duge md ta trong phén Vi du thyc hién sang
ché @ kiém tra sy ting hodc giam su biéu hién dugc cam tng bdi TSLP cla cac diu
chuin bé mit té bao CD40 vi/hoic CD80 hogc dé kidm tra céc thc dung doi v6i sy ndi

nhép ctia CD127 hodc dé kiém tra cac tac dung doi vé&i su biéu hién cua céc integrin
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a4, B7 va 04/p7. Céac thr nghiém nay cé thé dugc thuc hién mot cach thuén tién vi du
trén céc dia 96 15 d& cho phép sang loc nhanh va hiéu qua mot s6 luong 16n cac khang
thé émg vién va viéc doc ra c6 thé dugc thyc hién bing cach nhuém mién dich cb dién
va phan tich dém té bao theo dong. Do d6, sang ché d& cap dén phuong phap chon loc
cac khang thé, cac manh lién két khang nguyén ctia ching hodc dai phan tir khéc,

phuong phap nay chira hodc gdm it nhit mot trong sd céc budc sau:

a. Kiém tra (vi du nhu duoc md ta trong 0, 0, 0 va/hogc 0) ddi véi dai phan tir vé
kha ning lién két ctia dai phan tir nay véi CD127, cu thé 13 v&i khang nguyén
ctia né nhu duoc bdc 16 & day;

b. Kiém tra (vi du nhu dugc mé ta trong 0 va/hodc 0) s ndi nhap cua CD127 duogc
cam Ung bdi sy 6 mét clia dai phéin tir trong t& bao bidu hién CD127,

c. Kiém tra (vi du nhu dugc mé ta trong 0 va/hodc 0) sy tre ché boi dai phan tir sy
ndi nhép ctia CD127 duge cam Ung boi IL7 trong cac t& bao biéu hién CD127;

d. Kidm tra (vi du nhu trong 0, 0 va/hodc 0) su gia ting sy trudng thanh cta cac
DC cam tmg béi TSLP voi sy ¢6 mét clia dai phén tir;

va tlly y bao gdm it nhat mot trong sb cac budce sau:

e. Kiém tra (vi du nhu trong 0, 0 va/hodc 0) su tc ché boi dai phén tir dbi voi su
truyén tin hidu cam tmg boi IL-7, cu thé 13 sy phosphoryl hda STATS;

f. Kiém tra (vi du nhu trong 0, 0 va/hodc 0) su tic ché bai dai phén tir d6i véi su
san sinh TARC dugc cam ung boi TSLP;

g. Kiém tra (vi du nhu trong 0, 0 va/hodc 0) sy e ché boi dai phan tir dbi voi su
bidu hién cia integrin a4, B7 va/hodc a4/B7, cu thé 1 sw bidu hién trén bé mit
t& bao & cac lympho bao T;

h. Kiém tra (vi du nhu trong 0, 0 ) su pha v& bdi khang thd dbi véi lién két cta

CD127 véi chudi ye, cu thé 14 véi sy c6 mit cta IL-7.

M3i buée trong s6 cac bude kiem tra ndy dugc theo sau bang viéc chon loc mot

hodc nhiéu dai phan tir c6 cac dau hiéu chirc ning mong mudn, nhu duoc boc 10 & day.

Nhu néu trén, néu mong mudn 1a khang thé nhan biét epitop chira c4c trinh tw ma
khong lién k& trong trinh tu ctia CD127, thi ¢6 thé kiém tra lién tuc su nhan biét ctia
(hoiic su lién két v6i) céc manh ciia epitop chira (hodc chii yéu chira) trinh tu lién ké
don ctia CD127. Vi dy, néu mong mubn thu duoc khéng thé nhén biét epitop chira cac

trinh tw SEQ ID No:115, SEQ ID No:116 va SEQ ID No:117, thi ¢6 thé thir nhét 13
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chon loc céc khang thé nhan biét epitop chit yéu chita SEQ ID No:116, va sau do thir
hai 1a chon loc, trong s6 céc khang thé dugc chon 14n thir nhat nay, cac khang thé nhan
biét epitop chi yéu chira SEQ ID No:115, va sau d6 chon loc, trong s6 céc khang thé
duoc chon 14n thir hai ndy, cac khang th8 nhan biét epitop chu yéu chira SEQ ID
No:117. R& rang 13, thi tu chon loc c6 thé duoc cai bién 50 véi thir ty nay, thir t nay

dugc cung clp & ddy chi 12 mot vi du.

Muc dich khéc cta sang ché 13 dugc phiam chira dai phan tir clia sing ché, voi ta

duoc, trong d6 duge phdm nay tlly ¥ con chira thanh phén hoat tinh khc.

Sang ché con @& cap dén ché pham chira thanh phén hoat tinh 14 dai phan ti cia
sang ché hodc dugc phdm nhu duge quy dinh trén ddy, dudi dang phdi ché thich hop
dé kiém soat su séng s6t hodc sy m& rong cla cac té bao duwong tinh véi CD127 nguoi,
cu thé 13 céc t& bio thuc hién duong tinh véi CD127 ciia ngudi, dic bidt 1a sy song sot
hodc sy mo rong cua cac té bao T ghi nhé CD127+, dic biét 14 cac té bao T ghi nhé ma
duong tinh c& véi CD127 va CD8, hodc duong tinh ca vai CD127 va CD4, khi dugc
dung cho ngudi bénh. Theo phuong an cu th8, ché phim chira dai phan tir ciia sdng ché
Jam thanh phin hoat tinh 1a du6i dang phdi ché thich hop dé kiém soét sy biét héa

va/hodc su truong thanh cua cac t€ bao dudi gai khi dugc ding cho bénh nhén.

Ché phém ctia séng ché c6 thé con chira hop chit bd sung c6 tic dung diéu bién
mién dich tri liéu, cu thé 13 trén cac té bao lién quan dén su di tmg hoic sy tu mién.
Nham muc dich minh hoa, cac chit didu bién mién dich vi du duoc quan tdm 1a 1a cac
khéng thé don dong khéc huéng dich cac té bao T, nhu céc khang thé khang CD3,
khang ICOS hoiic khang CD28 hoiic céc protein téi tb hop hodc céc khéng thé hudng
dich céc t& bao phu nhu céc khang thé khang CD40 hodc CTLA4Ig.

Sang ché ciing lién quan dén khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia nd
hozic phén tir khim nhu duge quy dinh hoic minh hoa ¢ day, dé str dung lam thanh
ph?ln hoat tinh trong ché phém phéi hop hodc ché d6 tri liéu bd sung cho bénh nhin can
diéu tri. Sang ché cling du tinh viéc st dung dai phan tir, axit nucleic, té bao hodc dong
té bao cua sang ché 1am thanh phén c6 hoat tinh tri liéu trong ché phdm phéi hop hodc

trong ché do tri lidu bd sung cho bénh nhin can diéu tri.

Dai phén tlr theo sang ché, axit nucleic, vecto, té bao, dong té bao, duoc phém

hodc ché phém nhu dugc quy dinh ¢ day la cu thé duoc dé xuit dé st dung cho ngudi
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bénh d& didu tri c4c tinh trang bénh 1y bi anh huéng bdi cac dép tmg mién dich, dac
bidt 14 béi céc dép tmg cia cac t& bao T ghi nhé. Do do, c4c tic gia sing ché d dé xudt
rang khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia nd, phéan tir kham theo sdng ché,
dugc phdm hodc ché phdm nhu dugce quy dinh & ddy dugc sir dung d& diéu tri c4c bénh
tw mién hoiic di tng cu thé 12 c4c rdi loan da di tng, cc réi loan rudt hodc sy thai ghép
hodc dé diéu tri bénh bach cu nhu bénh bach cAu lypho bao cép (vi du T-ALL) hodc
u lympho nhu u lympho Hodgkin, hogc didu tri bénh ung thu nhu bénh ung thu vi két
hop véi cac té bao CD127+, bénh ung thu thin, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu phéi, bénh ung thu tuyén tuy, hodc dé diéu tri bénh u lympho té bao T & da, nhu u
lympho Sezary, hodc dé diéu tri bénh bach céu dang lympho bao cép v6i su dot bién
tang chirc nang cta con dudng IL-7-R/TSLP.

Theo cac phuong an khéc, sang ché d& cap dén viéc str dung cac dai phén tir nhur
duge quy dinh & day d& 1am nghéo céc té bao duong tinh v6i CD127 trong khi bao t6n
duoc céc té bio am tinh véi CD127.

- Theo cac phuong an khéc, sang ché dé cap dén viéc st dung céc dai phén tir nhu
duoc quy dinh & day d& ngan chin su biét hoa va/hodc su md rong va/hodc su trudng
thanh cuia céc t& bao duong tinh v6i CD127, cu thé 13 su biét hoa, su m& rong, hodc sy
truéng thanh cam tng boi IL-7 va/hodc TSLP, trong khi ¢6 it hodc khong c6 tac dung
truc tiép dbi véi cac té bao Am tinh véi CD127.

Theo phuong an cu thé, sang ché d& cap dén viée str dung céc dai phén tir duge
quy dinh & day 2 loai triv/trung hoa céc té bao T chuyén cAn va céc té bao T ghi nhé
bang cach can thiép vao su truyén tin hidu duge cam ng boi IL-7, trong khi van bao

ton cac t€ bao Treg.

Theo phuong 4n cu thé, séng ché con dé cap dén viéc sir dung cac dai phén tir
duoc quy dinh & day d& 1am nghéo céc quin thé phu ctia cac lympho bao, hodc cac
quén thé t& bao khac bidu hién CD127 (gdm céc lympho bao T va B binh thudng hodc
bénh 1y, cac t& bao NK, cc té bo dudi gai va cac loai t€ bao khac gdm céc té bao biéu
md) nho tac dong gay doc té bao cta cac khang thé, c6 thé nhung khéng chi 1a théng
qua ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity: tinh gay doc t& bao phu thudc
khéng thé) va tiy y thong qua CDC (Complement-Dependent Cytotoxicity: tinh gy
ddc t& bao phu thude bd thé).
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Theo cac phuong 4n trén, séng ché cling dy tinh viéc str dung c6 the ap dung doi
véi cac axit nucleic, cac vecto, cac té bao, cac dong t€ bao va cac che phim cla sang

che.

Thuat ngft “diéu tri” hodc “didu tri tri liéu”, c6 nghia 1a cac bude ding duoc thuc
hién dan dén viéc cai thién tinh trang 14m sang cta dong vt hodc bénh nhin can diéu
tri, ddi tugng ma bi (cac) rdi loan két hop v6i con duong IL-7, tic la lién quan dén hoat
holic tang sinh clia c4c t& bao duong tinh véi CD127. Viée diéu tri niy nhim céi thién
tinh trang 14m sang cta dong vat hodc bénh nhén, béng cach loai bo hodc lam thuyén
giam cac triéu ching két hop véi (cac) 11 loan lién quan dén con dudng IL-7, tic 1a
lién quan dén sy hoat héa hogc tang sinh clia cac té bao duong tinh v4i CD127. Theo
phuong an duge uu tién, viéc diéu tri theo séng ché gitp hdi phuc stc khoe. Theo
phuong an dugc uu tién, viée diu tri nay khong c6 tac dung tiéu cyc khong mong
mubn do sy trudng thanh cla cac té bao mién dich gia ting, cu thé 1a su truong thanh
clia cac té bao dudi gai.

Séng ché gdm viéc sir dung céc dai phén tir trong viéc didu tri c4c tinh trang bénh
Iy lién quan dén sy thay ddi d4p tmg mién dich & bénh nhan dén dén tinh trang dung
nap mién dich trdi hodc, nguoc lai, thiéu su dung nap khi d6 viée kiém soat mirc dan
{mg mién dich s& 1a cAn thiét ciing nhu sy phé hily céc té bao duong tinh véi CD127 4c
tinh.

Séang ché d& xuét cc bién phap thich hop dé str dung trong céc tinh trang bénh ly
nhu cac tinh trang bénh ly cam Umg boi su thai ghép, cac bénh tu mién, cac bénh di
g, cic bénh duong ho6 hép, cac bénh nhiém virut man tinh, bénh u lympho, bénh bach
ciu hoidc cac bénh ung thu khac gbm céc tinh trang bénh 1y do céc khéi u rén (vi du
bénh ung thu vi1) trong d6 céc tinh trang bénh ly nay 1a két hop véi cac té bao duong
tinh véi CD127 ciling nhu con dudng truyén tin hiéu IL-7 va trong d6 su gia ting sy
trudng thanh ctia céc té bio dudi gai phai dugc tranh.

Theo phuong én cu thé, sang ché dé cap dén viéc sir dung dai phan tir, axit nucleic,
té bao, dong t& bao hoic ché phém clia sang ché cho bénh nhan dé diéu tri bénh tu mién
hodc bénh di tmg hoiic dé didu tri bénh bach cAu nhw bénh bach cau lympho bao cén
hodic d& didu tri u lympho, hogc d& didu trj bénh ung thu, hogc dé diéu tri bénh nhiém
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virut man tinh, hosc d diéu tri bénh cdc bénh viém, hodc de di€u tri bénh cac bénh

duong ho hép, hoidc dé didu tri céc tridu chiing lién quan dén sy ghép tang.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén phwong phéap didu tri bao gdm viéc
dung dai phan tir, axit nucleic, té bao, dong té bao hoic ché phim ciia sing ché cho
bénh nhan d& didu tri bénh ty midn hodc bénh di g hoc dé diéu tr bénh bach cau
nhu bénh bach cAu lympho bao cép ho#ic dé diéu tri u lympho, hogc dé didu tri bénh
ung thu, hodc dé didu tri bénh nhidm virut man tinh, hogc dé diéu tri bénh cac bénh
viém, holic d& didu tri bénh céc bénh dudng hd hip, hode dé didu tri cac trigu ching

lién quan dén su ghép tang.

Céc diu hiéu va cac tinh chét bd sung clia sang ché s& 13 rd rang tir phan Vi du
thuc hién sédng ché va Mo ta vén tit cac hinh v& dudi day.
M@ ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién su rc ché truyén tin hiéu IL-7R. Su tGc ché ctia IL-7 duoc cadm tmg
bdi lympho bao T pSTATS+ theo cach dap Umg lidu d6i véi cac khang thé don dong
khang IL-7Ra ngudi. N13B2 (hinh vuéng), N13E5 (hinh tron) va N13K12 (hinh tam
giac). pSTATS (%) : ty 1€ (%) cua cac té bao dwong tinh v4i phospho-STATS, nhx
duoc do béng FACS. Su uc ché phu thudc lidu ddi véi su phosphoryl hoa STATS la
twong ty nhau dbi v6i ba dong, tht ca ba dong nay déu trc ché su phosphoryl hoa mot
céch hiéu qua & ndng d6 50ng/ml (mirc e ché khoang 50%) va mdt cach hoan toan &

ndng d§ 100 dén 500ng/ml (mitc e ché > 95%).

Fig.2 thd hién sy trc ché sy truyén tin hiéu IL-7R bdi mAb N13B2. Hg truc nhu
trén Fig.1. (A) Su trc ché ctia IL-7 cam tng bdi lympho bao T pSTATS5+ theo cach dap
tmg lidu dbi v6i mAb N13B2 (hinh vuéng) so véi mAb MD707-3 (hinh tron), ca hai
ddu trén mo hinh loai gim nhim. (B) Thir nghiém gidng nhu & (A) v6i cc dang kham
IgG1 ngudi (hinh vudng) va IgG4 ngudi (hinh tron) ctia N13B2 véi sy c6 mit cua IL-
7 ti td hop clia ngudi véi ndng d6 0,1ng/ml (ky hiéu tring) hodc Sng/ml (ky hiéu den).
N13B2 ¢6 hidu qua hon trong viéc e ché STAT 5 so véi MD707-13 (muc e ché
~50% & ndng d6 N13B2 100ng/ml, so véi MD707-13 1000ng/mL), trong khi cac kiéu
phu IgG khac nhau cua N13B2 thé hién hiéu lyc rc ché kha sanh.

Fig.3 thé hién: (A) céc thir nghiém lién két trén khang thé N13B2 khang CD127
ctia chu6t cdng. Khang thé N13B2 hogc MD707-1 dugc tiém 1én khang nguyén cb dinh
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bdi CD127 & ndng dd khic nhau. Resp. diff: Chénh 1&ch dap ung (Response
difference). Thoi gian: gidy (tdng thoi gian: 20 phut). Blk: trong (blank: khéng c6
khang thd). Cac dudng cong két hop va phan ly dugc phén tich v6i m6 hinh "chét phan
tich héa tri hai" trén phan mém BlAeval 4. Két qua duoc biéu thi trong bang 1 dudi

day.

Bang 1: Két qua ctia c4c thir nghiém lién két

Ka(IMs) |Kd(l/s) |KA(IM) |KD M)
MD707-1 | 2,66B+05 |1,21E-04 |2,19E+09 | 4,56E-10
N13B2 2,01E+05 | 1,60E-05 |1,26E+10 | 7,96E-11

Bang 2: Kd ctia N13B2 va céc thé kham ctia né duge md ta trong (A) trong thir

nghiém riéng

Khang thé (11</§/[15) Kdl (1/s) 1(1;{“{};( (Eﬁ) KD (M)
N13B2 chudt cbng | 9,63E+04 | 4,75B-06 | 115 | 2,03E+10 | 4,93E-11
N13B2-G1 1.49E+05 | 5,62E-05 | 109 |2,65E+09 | 3,77B-10
N13B2-G4 2 .01E+04 | 341E-06 | 94,9 | 5,89E+09 | 1,70E-10

Fig.4 thé hién hoat tinh khang CD127 ctia khang thé N13B2 méi dugc do bang
thir nghiém ELISA st dung khang nguyén hCD127 tai t6 hop. OD 450nm: mét dd
quang (optical density: OD) & 450nm. A. Hoat tinh lién két CD127 ctia N13B2 (hinh
tron den) duge so voi khang thé dugce san sinh trude d6 (MD707-1 (hinh thoi trang), 3
(hinh tam gidc tring) va 6 (hinh vudng den)). N13B2 thé hién 12 chit gén két hiéu qua
nhét trong thir nghiém nay. B. Hoat tinh dbi v&i CD127 gitta cac dang N13B2 khéc
nhau (chudt cdng, IgG1 (hinh tron) hodc IgG4 (hinh vudng)) duge so sanh. Khong thiy
¢6 khéc biét dang k& v& hoat tinh lién két.

Bang 3: ED50 ctia cac khang thé duoc chon

ED 50 (ng/ml)
N13B2 65,64
MD707-1 122,93
MD707-3 293,32
MD707-6 2789,41
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St cMD707-3-G1 16,1
cN13B2-G1 12
cN13B2-G4 12,6

Fig.5 thé hién su san sinh TARC (Thymus and Activation-Regulated Chemokine,
CCL17) dugc cam ung boi TSLP va su biéu hién cia cua dAu chuin bé mit t& bao
CD80 boi cc té bao dudi gai thude tiry. Khong: khong kich thich. LPS: kich thich bing
lipopolysacarit. TSLP: kich thich bang TSLP. A) Dinh lugng su san sinh TARC trén
dich ndi bing ELISA; va B) sy biéu hién CD80 trén b mit t& bao bing phwong phap
dém t& bao theo dong dbi véi cac té bao dudi gai CD1C+ trong méau nguoi duge nudi
cly trong 24 gid bang mdt minh mdi trudng, 1pg/ml LPS hodc 15ng/ml TSLP. Sé lieu
13 tri s6 trung binh + sai s chuén hoic ndng d¢ trung binh (SEM) tir 3 thir nghiém ddc

A

lap.

Fig.6 thé hién su tc ché su san sinh TARC dugc cam ung boi TSLP béng cac
khéng thé khang CD127 ngudi. Su dinh lvgng muic san sinh TARC bing phuong phip
ELISA trén dich ndi cta cac t& bao dudi gai CD1C+ trong mau nguoi dugc nudi cly
trong 24 gid v6i 15ng/ml TSLP va ndng d6 khac nhau cua cac khang thé khang CD127
nguoi: Khing thé N13B2 (hinh tron), MD707-6 (hinh tam gi4c) va khang TSLP lam
dbi chimg (X). S6 lidu 12 dai dién ctia ba thir nghiém doc 1ap tir ba ngudi cho mau khéc
nhau. N13B2 chi ¢ ché rit nhe su cam ting tiét TARC (mic trc ché ~20% & né‘)ng do
6ug/mL), trong khi MD707-13 va khdng TSLPR la cac chét trc ché hiu qua hon (mic
trc ché 14n luot 14 ~50% va ~70%).

Fig.7 thé hién tic dung cla cac khang thé khang CD127 d6i v6i su biéu hién
CD80 va CD40 duoc cam Gng bdi TSLP, diu chudn cta sw truéng thanh céc t& bao
du6i gai. Cac té bao duoc hoat héa bang TSLP & ndng dd 15ng/ml trong 24 gid. Caz
khéng thé khang CD127: N13B2, MD707-3 v MD707-6 dugc bd sung vao dich ndi &
ndng do 6pg/ml. Su bidu hién CD8O (A) va CD40 (B) & bé mit té bao dugc phén tich
bing FACS. Dit liéu I dai dién cta 3 thir nghiém ddc 1ap va dugc bieu thi dudi dang
% s0 v6i bidu hién & céc t& bio dbi chimg (méi truong = khong khang thé, véi TSLP).
Chi ¢6 N13B2, trong sb cc khang thé dugc kiém tra, khong lam ting su biu hién trén

b3 mit té bio ciia CD40 va CD80 & céc té bao duge xir 1y bang TSLP.
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Fig.8 thé hién muc gdy doc té bao phu thudc khang thé (Antibody-dependent
cellular cytotoxicity: ADCC) cta khang thé N13B2 kham (IgG1 hoic IgG4) khang
CD127 ngudi. Cac té bao NK ngudi duge st dung lam céic té bao thuc hién (effector:
E) dugc U trong 4 gid véi dong té bao BAF/3 dugc chuyén nhiém bang CD127 ngudi
lam céc t& bao dich (ty 16 10 té bao thuc hién trén 1 té bao dich) va v&i ndng dd khac
nhau cta IgG1 N13B2 kham (hinh vudng den), IgG4 N13B (hinh vudng tring) hoic
MD707-3 kham (X). Phin trim mérc gdy déc t€ bao dic hiéu duoc xac dinh bang su
giai phéng 51Cr.

Fig.9 thé hién hiéu lyc clia cdc mAb N13B2 chudt cong khang CD127 trong viée
cai thién bénh viém rudt két duoc cam Ung béng cach hoa hoc trén chudt nhét suy gidm
mién dich dugc lam giéng nhu cia nguodi. Su séng sot (A) va su thay dbi vé trong
luong (B) duge gidm sat hang ngay tir ngay 0, bat dau didu tri hoa hoc bang axit 2,4,6-
trinitrobenzensulfonic (TNBS), ma gy ra su viém rudt két ning khi dugc dung trong
truc trang, sau khi tiém PBS (duong lién / hinh tam gidc den) hogc khéng thé N13B2
khéng IL7R o (dudng nét dit, hinh tam gidc tréng). Trén (B), mdi diém thé hién s lidu
trong lugng trung binh (+/- SEM); n =6 dbi v6i nhém Hu-TNBS + PBS va n = 6 dbi
v6i nhom TNBS + khéng IL-7Ra. Su séng sét duge gia ting va sy giam trong lugng

duoc giam di & nhom duoc xir ly.

Fig.10 thé hién trinh tu nucleotit va axit amin ctia cac chudi VH va VL cua th3
kham N13B2_GIM. Cac chubi Fc dugc in dudi dang chit thuong, ba CDR trong mdi
trinh tu 1a dugc gach chén. DAu hoa thi (¥) biéu thi codon két thuc trong trinh ty axit
amin.

Fig.11 thé hién trinh tw nucleotit vi axit amin ciia thé kham N13B2_G4M. Céc
chudi Fc dugc in duéi dang chit thuong, ba CDR trong mdi trinh tur 13 dugc gach chén.
DAu hoa thi (*) biéu thi vi tri ctia codon két thic trong trinh ty axit amin.

Fig.12 thé hién trinh tu axit amin ctia ba chudi Fc khéac ctia ngudi (IgGl, IgG2 va
1gG4) va ctia chubi Fe ciia khang thé N13B2 chudt cong (IgG1).

Fig.13 thé hién thir nghiém lién két khang CD127 ELISA: phit CD127Fc nguoi
va duoc phét hién bang khéng thé khang kappa nguoi. Hoat tinh khang CD127 cta
khéang thé N13B2 méi dugc do bing thir nghiém ELISA sir dung khing nguyén
hCD127 tai t6 hop. Hoat tinh CD127 gifta cic dang khang thé N13B2 khac nhau (wt
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(X), céc khéng thé IgG4 duge 1am giéng nhu cia ngudi hl (hinh vudng den), h2 (hinh
tron tring) hodc h3 (hinh tam gidc den)) duge so sanh. OD: mét do quang.

Bang 4: ED 50 ctia cac khang thé duogc chon

ED 50 (ng/ml)
N13B2 wt 3
N13B2-hl 2,4
N13B2-h2 0,6
N13B2-h3 0,6

Fig.14 thé hién su (e ché P-STATS bing khang thé khang CD127 A. Su tc ché
P-STATS5 dugc cam tng boi IL7 béng cac mAb N13B2 dugc lam giéng nhu clia ngudi
trén lympho bao T (N13B2 hl (hinh vudng den), h2 (hinh tron trdng) va h3 (hinh tam
giac den) theo cach thirc phu thude lidu va duoc so sanh véi khang thé N13B2 wt chudt
cbng (X) véi su c6 mat cia IL-7 téi t6 hop ctia ngudi 0,1ng/ml. B. Cac khéng thé khéng
CD127 khéc nhau tir cic qué trinh san sinh khang thé trude d6 duoc so sanh vé kha
nang uc ché P-STATS5 phu thudc IL7 ctia ching: MD707 3 (hinh tron), MD707 4 (hinh
tam giac) va MD707 13 (hinh vudng).

Bang 5: IC 50 ctia c4c khing thé dugc chon

IC 50 (ng/ml)
N13B2 wt 50,2
N13B2-hl 63,8
N13B2-h2 18,7
N13B2-h3 212

Fig.15 thé hién thir nghiém d6 6n dinh ctia khang thé khang CD127 dugc lam
gidng nhu ciia ngudi so véi khang thé cta chudt cdng khang CD127. Céc ndng d6
khang thé duoc do bing ELISA sau 7 ngdy ¢ 37°C ( N13B2wt chudt cdng (+) hoic
N13B2 h3 duoc lam gidng nhu ctia ngudi (hinh vudng)) va & -80°C (N13B2wt chuot
cdng (X) hodc N13B2 h3 dugc lam giéng nhu cua ngudi (hinh tam giic)) va sau bdn
su kién déng bang/lam tan bang (hinh thoi).
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Bang 6: Hoat tinh li€n két ctia cac khang thé sau 7 ngay & 37°C hodc ¢ -80°C va sau

4 su kién dong/tan bang

ED 50 (ng/ml)
N13B2 wt_bao quan & -80°C 3,6
N13B2 wt_bao quan 7 ngay ¢ 37°C 3,5
N13B2-h3 bao quan & -80°C 1,3
N13B2-h3_bao quan 7 ngay ¢ 37°C 1,1
N13B2-h3_4x déng bang va lam tan bang | 1,7

Bang 7: Thtr nghiém d6 bn dinh ctia khang thé khang CD127 ngudi dugc lam gibng
nhu cla ngudi so voi khang thé khang CD127 ngudi cia chudt cbng. Phan tich bang
cach loc gel dbi véi su tao thanh két tu sau khi 1 trong 7 ngay & 37°C hodc & -80°C.

N13B2-wt N13B2-h”
D7 &-80°C | D7 ¢ 37°C | D7 & -80°C | D7 ¢ 37°C
% két tu 3 4 2,8 3,2
% monome 97 96 97,2 96,8

Fig.16 thé hién cac thir nghiém canh tranh va ndi nhip bing s dém té bao. Cac
té bao don nhan mau ngoai bién ctia ngudi duge 1 véi mot s6 mADb khang CD127, trong
30 phit & 4°C (c6t gach bong) hodc ¢ 37°C (cdt mau den) hodc & 37°C trong 30 phut
ma khéng ¢6 IL-7 va sau d6 trong 15 phut véi Sng/ml IL-7 tai td hop ctia ngudi (cot
mau xdm): (A) 10ug cac dong MD707-5, MD707-12 hogc MD707-13 hodc N13B2-
G4 kham; (B) 50ng N13B2, H3L4 dong HAL hoac 1A11 ho#c moi trudong lam dbi
ching. Sau do6 cac t& bao duoc nhudm & 4°C bang cac mAb khang CD127 ngudi c6
bén trén thi trudong dé danh gia sy biéu hién chudi alpha ctia thy thé IL-7 tai mitc mang
té bao.

Cac khang thé MD707-5, MD707-12 va MD707-13 gdy cam tng sy ndi nhap cta
thu thé & 37°C cing hodc khong cing v6i IL-7, trong khi N13B2-G4 kham khong gay
cam (g, Khang thd HAL gdy cm tng giam sy biéu hién trén bé mat té bao ctia CD127
trong diéu kién bét ky. Két qua & 4°C chira rang khang thé 1A11 canh tranh nhe véi
khang thé duoc sir dung dé danh dAu, trong khi HAL thé hién sy canh tranh manh mé
va N13B2 khong canh tranh. & 37°C, khong thiy c6 vét nhudm trén bé mit té bao véi

su c6 mit ctia HAL, trong khi 1A11 m{t minh giy cdm Ung gidm manh sy biéu hién
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trén bd mit t6 bao cia CD127 va khi két hop véi IL-7, sy biéu hién trén bé mit té bao
dwoc giam khoang 90%. Ngugc lai, N13B2 khong lam giam sy biéu hién trén bé mit
t& bao ciia CD127 & 4°C, va ciing khong gy cam (mg gidm sy biéu hién trén bé mit té
bao ctia CD127 khi str dung mdt minh, va né e ché su giam quan sat dugc khi c6 mat

cua IL-7.

Fig.17 thé hién: (A) nghién ctru duoc dong hoc va duoc lyc hoc cla viée ding
mAb N13B2 va MD707-13 trén céc loai linh truong khong phai ngudi. Cac con khi
{u ché (papio anubis) dwoc didu tri trong tinh mach bing N13B2-IgG1 10mg/kg (n=3,
hinh vudng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron den) hodc MD707-13-IgG4 (n=3, hinh
tron tréng). Nong do ctia mAb khang CD127 trong huyét thanh dugc giam sat bang
ELISA. (B) song song, thé hién su biéu hién ctia CD127 trén bé mit ctia cac lymphp
bao T huyét dugc gidm sat bing cach dém t€ bao theo dong va dugc chun hoa dén
muc do duoc trude khi ti€ém mAb (duge biéu thi bing dudng nét dut). * p<0,05. Téng
mitc huyét twong 1a cé thé so sanh duoc theo thoi gian d6i véi tAt ca ba khang thé. Su
biéu hién trén bé mit t6 bao ctia CD127 bj gidm xubng sau khoang 8 ngay diéu tri béang
MD707-13, trong khi khong thy c6 su giam khi didu tri bing dong bét ky trong s6 cac
dong N13B2 duoc kiém tra.

Fig.18 thé hién cac con khi dau cho (papio anubis) dugc didu tri trong tinh mach
bang N13B2-IgG1 10mg/kg (n=3, hinh vudng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron den)
hoic MD707-13-IgG4 (n=3, hinh tron tréng). Tan sult cac lympho bao T didu hoa
(CD3+ CD4+ CD25high Foxp3+) trong mau va cac hach bach huyét (duge biéu thi
dudi dang % ciia céc t& bao T dwong tinh voi CD4) cling nhu s6 lugng tuyét dbi ctia
cac lympho bao T didu hoa (duoc bidu thi dudi dang té bao/mL) duoc gidm sat & ngay
0 va 2 tudn sau khi ding cdc mAb. ** p<0,01, *** p<0,001. T4t ca ba khéng thé déu
gia tdng tdng sb lugng céc té bao T diéu hoa trong mau va gia tang ty 1¢ cac té bao T

diéu hoa trong ca mau va cac hach bach huyét.

Fig.19 thé hién su tc ché in vitro sy biéu hién integrin a4, B7 va a4/B7. A. thé
hién phan trim ctia lypho bao T ngudi duong tinh voi 04 va duong tinh vdi 04/B7, sau
9 ngay nudi cdy cling hogc khong cling véi Sng/ml cua IL-7 ngudi, thir nghiém bang
FACS. B. gibng nhu trén, véi ndng d6 mAb N13B2 thé hién duge bd sung vao mdi
truong & ngay 0. Cac dudng nét dut thé hién mirc co s& trong didu kién dbi ching

(khong c6 IL-7 va mAb N13B2). Muc tang biéu hién cac integrin o4, 7 va a4/B7 dugc
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cam Ung boi IL-7 duge ngén chan bing mAb N13B2 dugc lam gibng nhu ctia ngudi

in-vitro (n6 dugc ngan chan hoan toan & ndng d6 khéng thé khoang ~2pg/mL).

Fig.20 thé hién su tc ché in vivo su biéu hién integfin a4, p7 va ad/B7. 40 x 10°
t& bao don nhin mau ngoai bién cua ngudi dugce tiém vao trong phiic mac cua chuot
nhét suy gism mién dich dwoc chiéu xa (chudt nhat dugc lam bét hoat chudi gama cua
thy thé TL-2/NOD/SCID). Phin trim ctia céc lympho bio T duong tinh v6i B7 huyét
(trai) va thd cAy ghép cac lympho bao T ngudi duong tinh v6i B7 (phai) sau hai tuln
didu tri bing dung dich dém dbi chimg (n=5) hodc mAb N13B2 (5mg/kg, n=5), dugc
danh gi4 bing FACS. ** p< 0,01. N13B2 lam gidm déng ké ty 1& cla cdc té bao T
duong tinh v&i B7, va thé cy ghép clia cée té bao T duong tinh véi B7.

Fig.21 thé hién tic dung ctia khang thé N'13B2 trén md hinh DTH (Delayed-Type
Hypersensitivity: qua man mudn), md hinh bénh vay nén in vivo. Cac con khi dau ché
(papio anubis) dugc ching ngira BCG (Bacillus Calmette-Guerin) dugc thir thach bang
su tiém trong chéan bi 2000 (A) hogc 1000 (B) don vi tubeculin tinh khiét & gay cam
ting dap Gmg qua min mudn va dudng kinh ctia ban do duoc ghi lai mdi ngay (d4u hoa
thi; dudong nét dit). Mot thang sau, cac con vat nay dugc diéu tri trong tinh mach bé'mg
10mg/kg N13B2-IgG1 (n=3, hinh vu6ng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron den) hodc
MD707-13-IgG4 (n=3, hinh tron tring). Bon gid sau khi ding cidc mAb, céc con vat
nay dugc thir thach 1An nita bang su tiém trong chan bi 2000 (A) hodc 1000 (B) don vi
tubeculin tinh khiét d& gay cam ng déap Gng qua méan mudn va dudng kinh ctia ban do
duge ghi lai m3i ngay (dudng nét lién). Khéng thé N13B2 ma khong phai MD707-13,
trc ché dép tng ciia cac lympho bao ghi nhé, nhu duge do bang dudng kinh ctia ban 4o

sau 1an thir thach tht hai.

Fig.22 thé hién cac con khi d4u cho (papio anubis) dugc diéu tri trong tinh mach
bing 10mg/kg ctia N13B2-IgG1 (n=3, hinh vuéng den), N13B2-IgG4 (n=3, hinh tron
den) hoic MD707-13-IgG4 (n=3, hinh tron tring) hodc dung dich dém dbi chimg (n=3,
dudng nét dut). Bén gid sau, cdc con vat ndy duge nhén liéu tiém trong tinh mach 1,5ml
céc t& bao hdng ciu cta ctru (sheep red blood cells: SRBC) & ndng d6 10%. Do chuin
IgG d#c hiéu khang SRBC duoc giam sat 1 tudn va 2 tuln sau khi tiém SRBC va duoc
chudn héa dén cac do chudn coa ching & ngay 0. * p<0,05. N13B2, ma khong phai

"MD707-13, tic ché déap tng mién dich thé dich, nhu duoc do bang do chuén IgG dsc

hiéu.
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Fig.23 thé hién trinh tu protein ciia S228P_h3 IgG4 VH N13B2 duoc 1am gidng
nhu ctia ngudi: trinh tw duge bdi mau xam 1a cac CDR, céc axit amin dugc gach chan
va bdi dam 13 duge dot bién (V421, A54S, D82N, M108L), trinh tu dugc gach chén Ia
trinh tu IgG4 duoc dot bién (S228P). '

Fig.24 thé hién trinh ty protein ctia Ckappa_h3 VL N13B2 duoc 1am giéng nhur
clia ngudi: trinh ty dugc bdi mau xam la cac CDR, cac axit amin dugc gach chan va
bdi dam la dugce dot bién (V541, Y77F, F93Y+ N31Q, S59T), trinh tu dugc gach chan
13 trinh tu IgG4 dugc dot bién (S228P).

Fig.25 thé hién N13B2 bao vé chéng chét trén md hinh chudt nhét bi bénh viém:
bénh manh ghép khang lai ky chi dugc cam Umg trén chudt nhét duoc 1am giéng nhu
clia ngudi (xem 0). Phdn trdm s6 chudt nhit NSG sbng s6t duogc tiém bang 50 triéu
PBMC ngudi vao ngay 0 khong duge diéu tri (hinh vudng mau tréng, n=14) hogc dugc
diéu tri ba 1An mot tudn bang cach tiém trong phiic mac. 5mg/kg N13B2 kham (hinh

tron den, n=19).

Fig.26 thé hién N13B2 dic biét ngin chin sy viém rudt két trén md hinh chudt
nhét bi bénh viém (xem 0). Tai thdi diém lam chét nhe nhang (tic 12 tai thoi diém giam
25% trong luong hodc 100 ngay sau khi tiém), sy tham nhidm t& bao viém vao mdi md
ctia chudt nhit NSG duoc tiém 50 triéu PBMC ngudi ¢ ngay 0 va dugc didu tri (mau
den) hodc khdng duoc diéu tri (mau tring) ba 1in mdi tudn bang 5mg/kg N13B2, dugc
phén tich béng phuong phip md hoc trén céc lat 10um duge nhudm bang hematoxilin
va eosin. Két qua duoc thé hién nhu sau: A. Rudt két, B. Rudt, C. Gan va D. Phdi. S6

liéu 1a tri sb trung binh +/- SEM cta it nhit n=8 con trén mdt nhém.

Fig.27 th hién cac mién epitop trén protein CD127 (Uniprot P16871) ma duogc
nhan biét bdi khang thé N13B2. Céc axit amin duéi phong chit boi dam tuong ung véi
cac trinh tu tao thanh epitop cdu dang duogc nhan biét boi N13B2; cac axit amin dugc
b6i nén mau x4m 12 quan trong d6i v6i twong tac voi IL-7; cac axit amin ma dugc gaeh

ngang qua cAu thanh peptit tin hidu cua CD127.

Fig28 thd hién tht nghiém ddng két tia mién dich cia phuc hop
CD127/IL7/CD132 véi cac khang thé khang hCD127 (0). Céc lan: 1- PBL mot minh,
2- PBL+IL7, 3- PBL+IL7+N13B2, 4- PBL+IL7+MD707-13, 5- CD132-Fc (72Kda)
hodc CD-127-Fc (80KDa). Su ddng két tha mién dich cta cic mau trén cdt khang



29307

hCD127 (MD707-9). Céc san phém rira gidi duoc phan tich bing cach thAm tich
Western véi (A) khéng thé tho khang CD132 ngudi duge phét hién bing khang thé dé
khang tho dugc danh dAu bing peroxidaza hodc véi (B) khang th8 chudt céng khang
CD127 nguoi va duge phét hién bang khing thé Iira khang chudt cbng dugc danh ddu

bang peroxidaza.
Vi du thyc hién siang ché

Vi du 1: Didu ché va chon loc cac Mab khang CD127 ngudi méi

Céc con chudt cdng dugc gay mién dich bing hCD127-Ig tai td hop (hCD127
duogc dung hop véi manh 4n dinh cta globulin mién dich - Sino Biologicals, Béc Kinh,
Trung Qudc; s6 tham chiéu 10975-H03H) va céc khang thd don dong dugc din Xuat
theo cac k¥ thuit thong thuong. Phuong thitc gdy mién dich duge st dung 13 nhu sau:
Thé kham Fe CD127 t4i td hop (10975-HO03H Sino Biological, Béc Kinh, Trung Qudc)
duoc st dung dé gay mién dich céc con chudt cdng thude chung LOU/C Igkla. Nam
muoi microgam protein dugc tao huyén phu trong t& dugc Freund day da (Complete
Freund Adjuvant) va dugc ding dudi da. Sau 20 ngay, thuc hién tiém goi lai protein
duoc tao huyén phu trong ta duoc Freund khong dy du. Viée tiém goi lai tvong tu
khéc duge thyc hién vao ngay 60 va viéc tiém ting cuong duoc thuc hién vao ngay 90

bang 100 microgam protein, 4 ngay truéc khi thu gom cac té bao lach.

Khéi té bao lai duge thu 1y bing cach dung hop céc té bao lach don nhan véi té
bao u t& bao midn dich cta chudt cong LOU: IR983F, 1a dong té bao khang azaguanin
va khéng tiét, theo quy trinh di dugc mo ta (Chassoux et al, 1988). Dau tién, khéi té
bao lai dugc sang loc theo kha nang clia cac khang thé don dong dugc tiét trong viéc
lién két voi phan tir CD127 tai td hop (thé kham Fc CD127; 10975-HO3H, Sino
Biological, Béc Kinh, Trung Qudc).

Sau khi chon loc, khéi t& bao lai dugc nudi cAy trong méi trudong DMEM day do.
Dich ndi dugc cb béng cach siéu loc (Centramate, Pall) va dugc tinh ché bang ai luc
dua trén phuong phap sic ky Protein G (HiTrap, GeHealthcare). Thuc hién rira giai
bing dung dich dém rtra giai glyxin 0,1M d6 pH 2,8. Céc globulin mién dich tinh khiét
thu duoc dugc danh gia vé hoat tinh khang CD127 ngudi trong thit nghiém ELISA.
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Trong s6 cac dong duge chon dAu tién, dugc chon dua trén sy nhan biét béng cac
khang thé dugce tiét cia CD127 tai td hop, 2 dong dugc chon loc tiép bﬁng cich dém té
bao theo dong theo sw nhan biét cia CD127 dugc bidu hién béi céc té bao T ctia ngudi

va theo tinh chit dbi khang ctia chiing lién quan dén TSLP.

Céc khéang thé dugc san sinh va kiéu phy ctia ching cling nhw céc 4i lyc clia ching
dugc dic trung hoa bang phép do cong hudng plasmon bé mit sir dung cong nghé

BlIAcore.

Vi du 2: Danh gia kha ning nhan biét rCD127 ciia cdc Mab khang h-CD127 bing
phuong phap ELISA

hCD127 t4i t5 hop (Sino Biologicals, Béc Kinh, Trung Qudc; s6 tham chiéu
10975-H08H) dugc cb dinh héa trén nhya va céc 1iéu Mab gia ting dugc bd sung vao
dé do kha ning lién két. Sau khi @ va rira, khang thé chudt nhit khéang chudi kappa
chudt céng duge dénh ddu bing peroxidaza (AbdSerotec) duoc bd sung vao d6 va duge
phat hién bang c4c phuong phép théng thuong. Kha nang lién két duoc x4c nhan ddi

v6i mdi khang thé.
Vi du 3: Uc ché sy truyén tin hiéu IL7 (pSTATS5)

Céc té bao bach ciu don nhin to méu ngoai bién ctia ngudi (Human peripheral
blood monocytic cell: PBMC) dugc thu hoach bang gradien Ficoll tir nhiing ngudi tinh
nguyén vién khoe manh dugc 0 trong mdi truong khong huyét thanh véi ndng do khac
nhau ctia cac khang thé can quan tAm trong 15 phit ¢ nhiét d6 trong phong, trude khi
0 biang 0,1 hodc 5Sng/ml ctia IL-7 tai t6 hop ctia ngudi (rhIL-7; AbD Serotec, s6 tham
chiéu PHP046) trong 15 phut & 37°C. PBMC khéng dugc xit Iy bang rhIL-7 duge phén
tich 1am tin hiéu nén, trong khi c4c té bao dugc xi Iy bang IL-7 khong c6 khang thé
duoc dung lam dbi chimg 4m. Sau d6 PBMC nhanh chéng duge lam déng lanh va rira
bang dung dich d¢m FACS dé chdm dat phan mg. Sau d6 cac té bao duoc 0 trong 15
phut bing dung dich Cytofix/Cytoperm lanh (BD Bioscience, s6 tham chiéu 554722),
rtra hai 14n bang dung dich dém Perm/Wash (Bd Bioscience) va nhudm béng khéng thé
khang CD3 FITC ngudi (Bd Bioscience sb tham chiéu 557694) trong 30 phit trén da.
Sau d6 PBMC duoc rira hai 14n biang dung dich dm Perm/Wash va dugc tao tinh thAm
trong dung dich dém BD Perm III (Bd Bioscience, s6 tham chiéu 558050) trong 30
phut. Sau do6 cac t6 bao duoc rira hai lan trong dung dich dém FACS (va/hodc PBS vo6i
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1% BSA va 0,1% azit) va dugc 1 trong 30 phut & nhiét d6 trong phong véi khang thé
khang pSTATS ngudi Alexa 647 (BD Bioscience, s tham chiéu 612599). Céc mau
dugc phan tich trén thiét bi FACS BD CANTO II. Nhu duoc thé hién trén 0 va 0,
N13B2 va céc khéng thé kham thu duoc tir 46 (N13B2-G1 va N13B2-G4) la céc chét
{tc ché manh su phosphoryl héa STATS5; v6i mic trc ché trén 50% & céc nf“mg do thép
nhu 50ng/ml vi mitc te ché trén 80% (ddi véi 0,1ng/ml IL-7) hodc trén 90% (ddi voi
5ng/ml IL-7) & cc ndng d6 khang thé thdp nhu 100ng/ml.

Vi du 4: Nong d6 ban trc ché (IC50) ctia céc khang thé khang IL-7Ra ngudi khac nhau

duoc thé hién trén bang 1.

Bang 8: IC50 ctia cac khang thé khang CD127 khac nhau d6i v6i P-STATS cam Ung
bdi 100 pg/ml rhIL7

1C50 N13B2 |NI3E5 |NI3K12 |MD707-3 [N13B2-G1 |N13B2-G4
pg/ml 43 50 62 1090 28 37

Vi du 5: Thir nghiém ndi nhép IL7R béng cach x4c dinh ham luong flo té bao

Thir nghiém ndi nhép co thé duoc thuc hién béng cach sir dung kinh hién vi déng
tu nhu duge mo ta chi tiét trong phan Vit lidu va phu'th phap cua Henriques et al
(2010) va Luo et al. (2011). Pé quan sét sy ndi nhap ctia CD127 véi su véng mit clia
IL-7, chc khang thé hN13B2, H3L4 dong HAL (Patent M§ s6 8,637,27) hodc 1A11
(cong b6 don quéc 1€ s6 W02011094259) & ndng dd cubdi cung 12 50ng/ml, (hodc cac
khéng thd MD707-5, MD707-12, MD707-13 hodic N13B2-G4 & ndng df cudi cing 1
10pg/ml, dugc 0 véi PBMC nguoi (100000 té bao/18) trong mdi trudng khong chira
huyét thanh (TexMACS, Miltenyi Biotec) trong 30 phut ¢ 4°C hodc 37°C. Bé quan sat
su ndi nhip cua CD127 véi su Véng mit cta IL-7, cac diéu kién trudc khi G twong tu
duoc str dung & 37°C cung voi cac khang thé v sau d6 cac té bao duoc kich thich bang
117 t4i t& hop (AbD Serotec, sb tham chiéu PHP046) & ndng d6 0,1ng/ml trong 15 phut
& 37°C. Phan tng duge chdm dirt & 4°C, va cc & bao dugc rira 3 1an bang PBS-
19%BSA-0,1% azit truée khi nhudm véi khang thé khang CD127 duge dénh ddu bang
PE (dong hIL7R-M21, BD Bioscience, s6 tham chiéu 557938) duoc pha lodng & mirc
1/10 trong PBS-1%BSA-0,1% azit va dugc U 15 phut ¢ 4°C. Sau khi rira, c4c té bao
dugc phén tich bang céch x4c dinh ham luong flo té bao bang té bao ké CantoIl (BD
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Biosciences). Céc két qua dugc thé hién duéi dang 0 12 dai dién ctia ba thir nghiém doc

A

lap.

Phuong phap ndy 1a dé dang stra lai cho hop véi cac dia 96 156 dé thuc hién sang
loc va d& chon loc céc khang thé ma phong bé su ndi nhap CD127 phu thudc hodc
khong phu thudc vao IL7.

Vi du 6: Thir nghiém 4i luc khang thé khang CD127

Ai luc ctia khang thé khang hCD127 dugc do bang phuwong phip cdng huong
plasmon bé mit trén Biacore 3000 (GE Healthcare).

Chip CM5 (GE healthcare) duoc hoat hoa bang cach tiém hdén hgp NHS / EDC
trong 7 phut. CD-127Fc (500pg/mL) duoc pha lodng trong dung dich dém maleat SmM
d6 pH bang 6,2 va gbc este sucxinimit dugc tiém vao d6 cho dén khi tin hiéu 300RU
mic vao. Cac gbc phan tng ty do dugc 1dm v6 hoat bing cach tiém dung dich
etanolamin 1M d6 pH béng 8,5. Cac khang thé duoc tiém trén CD 127 duoc ¢ dinh
héa v6i khoang ndng d6 duoc quy dinh trong phan két qua. Téc do tiém duoc dit &
mttc 40pL/phit, su két hop duge do trong 3 phut va su phan ly duge do trong 10 phe.
Gitta mbi chu trinh phan tich, chip dugc phuc hdi bang cach tiém dung dich MgCl12 5M
trong 60 gidy.

Céc db thi dap tmg theo thoi gian thu dugc dugc phan tich véi m6 hinh "chéit phan

tich hoa trj hai" trén phin mém BlAeval 4.

Nhu duge thé hién trén 0 va 0 trong d6, N13B2 tir chudt céng va dang dugc kham
ctia n6 thé hién 4i luc cao d6i véi CD127, véi KD ndm trong khoang tir 4,9E-11 M dén
8.E-11 M (N13B2 tir chudt céng), 3,77.E-10 (N13B2-G1) va 1,70.E-10 (N13B2-G4).
Khang thé MD707-1 tir chuét céng thé hién &i luc dbi véi CD127 thip hon so véi
N13B2 tir chudt cong.

Vi du 7: Hoat tinh lién két khang thé khang CD127

D&i v6i thir nghiém ELISA loai kep, khéng thé lira khang IgG nguoi (Fe déc hiéu)
dugc phu & ndng d6 1,2pg/ml 1&n dia P96 va cac khang thé duoc tinh ché duoc b sung
dé do ndng do6 theo ham sé ctia khoang chudn. Sau khi 0 va rira, khang thé chudt nhit
khéng chudi nhe ctia ngudi, kappa dic hiéu, (Abcam, s6 tham chiéu ab79115 hodc
Effimune, dong NaM76-5F3) cong voi khang thé lira khang chudt nhit dugc ddnh déu
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bang peroxidaza (Jackson Immunoresearch, s& tham chiéu 715-036-151) dugc bd sung

vao va duoc phat hién bang cac phuong phép thong thuong.

Hoat tinh lién két ctia khang thé khang hCD127 dugc d4nh gid béng thir nghiém
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay: thir nghiém hép phu mién dich lién két
enzym). D5i véi thir nghiém ELISA, hCD127 t4i t8 hop (Sino Biologicals, Béc Kinh,
Trung Qudc; sb tham chiéu 10975-HO8H) duge ¢d dinh héa trén nhua & ndng 46
1pg/ml va khang thé duoc tinh ché duge bd sung vao d8 do murc 1ién két. Sau khi 11 va
rira, khang thé chu6t nhit khang chudi kappa chudt céng duoc danh dau bang
peroxidaza (AbdSerotec) dugc bd sung vao @6 va duge phat hién bing cac phuong

phép thong thuong.

Nhu duoc thé hién trén 0 va 0, hoat tinh lién két ctia khang thé N13B2 nhu dugc
do bang phuong phap ELISA 14 cao, véi ED50 = 65,6ng/mL (ED50< 75ng/ml va ED50
< 100ng/ml) di véi khéng thd N13B2 chudt cong khang hCD127 va ED50 la
12,0ng/ml va 12,6ng/ml (ED50 < 15ng/ml) dbi v6i hai khang thé kham duogc din xuéit
tr N13B2 (cN13B2-G1 va cN13B2-G4).

Vi du 8: Thir nghiém d6 6n dinh

Céc khang thé dugc lam gidng nhu clia ngudi va khang thé kham dugc tinh ché
N13B2-G1 duge 0 & 37°C hoic & -80°C trong 7 ngay. Hai thir nghi¢ém duoc sir dung
& do d6 bn dinh cta khang thé: lién két khang thé khang CD127 bang thir nghiém
ELISA, v su tao thinh khéi két tu bing cach loc gel. Déi véi thir nghiém ELISA hoat
tinh, hCD127 t4i td hop (Sino Biologicals, Béc Kinh, Trung Quée; sé tham chiéu
10975-H08H) dwoc ¢b dinh héa trén nhya & ndng d6 1ug/ml va céc dich pha lodng clia
dich ndi dugc bb sung vio dé do murc lién két. Sau khi 0 va rira, khéng thé chudt nhit
khéang chudi nhe cua ngudi (kappa dac hi¢u) cong voi khang thé Iira khang chudt nhét
dugc danh d4u bing peroxidaza dugc bd sung va duge phat hién béng cic phuong phép
thong thudng. bpé phén tich sy tao thanh khdi két tu, mau dugc phan tich trén cot sic
ky loc gel (Superdex 200, 10/300GL, GeHealthcare) dé tach va danh gia khéi két tu va

monome tir cic mau.

Vi du 9: Su sén sinh TARC cam tmg bdi TSLP va sy biéu hién cac déu chudn té bao

dudi gai trudng thanh CD80 va CD40.
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Cac t& bao dudi gai thude tiy (DC) duge phan 14p bing CD1c (BDCA-1)+ kit
phan 1ap té bao dudi gai (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dic) tir mau cia nhiing
tinh nguyén vién khée manh (Etablissement Frangais du Sang, Nantes, Phap). Cac té
bao dudi gai thude tity duoc nudi cy trong RPMI chira 10% huyét thanh thai bo, 1%
pyruvat, 1% Hepes, 1% L-glutamin va 1% penixilin-streptomyxin. Cac té bao duogc
gieo cdy & muc 5.104 t& bao/I8 trong cac dia phing 96 16, v6i sy c6 mat ctia TSLP
(15ng/ml), LPS (1pg/ml) hodic mét minh mdi trudng nudi cly, va bd sung céc khang
thé chudt céng khang CD127 ngudi & cac ndng d6 khac nhau. Tai thoi diém 24 gio
nudi cdy, cac té bao dugc phan tich béng céch dém té bao theo dong dbi véi cac du
chuén b& mit t& bao CD8O0 clia sy trudng thanh (khang CD80-V450 (BD#560442) va
cac dich ndi duoc thu gom va phan tich kha ning san sinh TARC bang thir nghiém
ELISA (c4c hé théng R&D, Minneapolis, MJ).

Kha néng rc ché su san sinh TARC cam ting béi TSLP dugc danh gid bang cach
do murc san sinh nay nhu néu trén véi su Véng mat ctia khéng thé hodc véi su c6 mit
ctia N13B2 hoic MD707-6 hodc khing thé khang TSLPR c6 trén thi trudng
(R&Dsystems s6 tham chiéu AF981) & ndéng dd 1pg/ml hodc 6pg/ml. Nhu dugc thé
hién trén 0, N13B2 tc ché su san sinh TARC cam ting bdi TSLP trén 25% & céc ndng
d6 thip nhu 1pg/mL, tic 12 hiéu qua nhu MD707-6 & ndng d6 nay.

Kha ning trc ché cac ddu chuén bé mit t& bao CD40 va CD80 cam tmg béi TSLP
dwoc dénh gi4 bing cach do mirc bidu hién ndy nhu néu trén (d6i véi CD40, khang thé
(khang CD40-FITC tlr Beckton Dickinson s6 tham chiéu 555588) dugc sit dung trong
cac didu kién twong tu nhu cic diéu kién néu trén dbi VC’ﬁ CD80) voi su Véng mit cla
khang thé (muc biéu hién duogc chuén héa & mirc 100% trong diéu kién nay) hodc véi
su ¢6 mit cta cac khang thé N13B2, MD707-3 hosic MD707-6 & ndng d6 6ug/ml. Nhu
duoc thé hién trén 0, ca MD707-3 v MD707-6 déu gdy cam tng sy tang muc biéu
hién CD40 va CD80, trong khi MD707-3 1 chét e ché tot ddi v6i su hoat héa STATS
va chét gén két tt dbi voi CD127 (0 va 0) va MD707-6 14 chét trc ché manh d6i véi su
san sinh TARC cam tmg bdi TSLP (0). Mic ting 12 it nht 20% d6i véi CD8O0 va 50%
dbi voi CD40. Nguge lai, khang thé cua sang ché, N13B2, khong 1am gia ting mirc
biéu hién cia CD40 hodc CD80 cam tmg boi TSLP. Thay vao do, cac mutc biéu hién
nay la thép hon véi sy c6 mit ctia TSLP va khang thé so vai trudng hop voi su c6 mat

cua mot minh TSLP.
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Vidu 10: Tinh gy doc té bao phu thuc khéng thé (ADCC) ctia cic Mab khang CD127
nguoi

ADCC c6 nghia 1a vi sy lién két ctia khang thé vé6i epitop dugc biéu hién trén cac
té bao dich va su tuyén thém phu thudc vao Fc sau do6 cac té bao mién dich thuc hién
bidu hién céc thy thé Fe (chi yu 13 cac t€ bao NK va céc lympho bao duge hoat héa),

dAn dén su tiéu diét cac té bao dich chi1 yéu bang cac co ché dua trén granzym/perforin.

Céc t& bao thuc hién 1 c4c té bao NK ngudi méi so cAp duoc phan tich tir cac té
bao don nhin mau ngoai vi béng cach chon loc 4m tinh st dung céc hat tir tinh (kit
phan tach NK, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dirc) va thiét bi phén loai té bao
AutoMACS. Cac té bao NK duoc i1 qua dém & 37°C, 5% CO2, trong moi truong RPMI
1640 (Life Technologies, Carlsbad, California) dugc bd sung 10% FBS (Life
Technologies), 100 TU/ml penixilin (Life Technologies), 0,1 mg/ml streptomyxin (Life
Technologies), 2mM L-glutamin (Life Technologies) va 150 IU/ml IL-2 nguoi (Roche,
Basel, Thuy S§). Céc t bao dich (dong té bao BAF/3 duge chuyén nhiém bang CD127
ngudi  (Park et al, 2000)) dugc danh ddu bing 100uCi (3,7 MBq) cua 51Cr
(PerkinElmer) trong 1 gid & 37°C va duge rra nam 14n bang méi trudng nudi cdy. Céc
té bao dich dugc 1 bang cac khang thé pha loding hodc bang ta dugc (mdi trudng nudi
cly) trong 15 phut & nhiét d6 trong phong va 10 000 té bao duge cho vao trong dia day
hinh chit U 96 13. Céc t& bao T thuc hién duge bd sung véi ty 18 t& bao 10:1 (thé tich
cudi cung: 200pl) trong thoi gian G 4 gid ¢ 37°C. Sau do tdng cong 25l dich ndi dugc

thu hoach va duge dém bang bd dém gama (Packard Instrument).

C4 Mab MD707-3 ¢6 ngudn gbc tir chudt céng va Mab N13B2-G1 kham (do d6
c6 mién Fc typ IgG1) déu goi ra ADCC. N13B2-G4 kham (c6 mién Fe typ IgG4) khong
thd hién hoat tinh ADCC bat ky va duoc st dung lam ddi chimg &m. Thu vi 13, khong
¢6 méi twong quan true tiép giita & luc, kha ning lién két va céc tinh chét ADCC, diéu
nay chi ra ring céc tinh chét ADCC khéng thé du bao dugc tir cac phén tich kha néng

lién két.
Vi du 11: Céc nucleotit va céc trinh tu axit amin clia cic Mab khang CD127 nguot

Céc ving VH va VL cua dong N13B2 dugc gidi trinh tu bang cach st dung cong
nghé PCR RACE. Ngén gon 13, toan by ARN dugc chiét, duoc phién ma ngugc va
c¢ADN thu duoc dugc poly-adenyl hoa & dlu 3’ cua cac phan t st dung dATP va
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enzym transferaza diém cudi. Phan tmg PCR 35 chu trinh d4u tién duoc thuc hién st
dung doan mdi neo oligodT va enzym Herculease (Stratagene). PCR 35 chu trinh th
hai duoc thuc hién st dung céc doan mdi neo PCR duqc'léng ghép. Sau do san phim
PCR thu duoc dugc tach dong TA trong E. Coli va sau khi chon loc trén ampixilin, cac
khuén lac thu dugc dugce sang loc b%mg sy dinh hinh enzym giGi han va dugc xen doan

cADN @3 dugc giai trinh tu.

Vi dy 12: Su lam gibng nhu cta ngudi

Su lam gidng nhu ctia ngudi d6i v6i khang thé don dong N13B2 ctia chudt duoc
thuc hién bang cach str dung cdng nghé ghép CDR chudn. Nguyén tic ctia phuong phap
nay 12 tai tao hinh khang thé ngudi sao cho né chi chia cac ving quyét dinh bd ctru
(complementarity determining regions: CDRs) tir khang thé don dong clia chudt nhim
khong chi giam kha nang sinh mién dich ctia khang thé & ngudi ma con cai thién cac
tinh chét sinh 1y ctia phan tir dugc ghép CDR.

Sy lam gidng nhu clia ngudi bing cach ghép CDR yéu cdu 1a cac gbe lién két
khang nguyén tir khang thé me cua chudt dugc giit lai trong phién ban dugc lam gibng
nhu ctia nguoi. Cac gbc 1ién ké véi cac CDR, goi 1a céc gbc "Vernier", dugc phat hién
la taic dong dén céc cdu dang CDR va tinh chinh sy nhdn biét khang nguyén. Chothia
and Lesk, (1987) di phan lap cac cu dang CDR theo céc gbc "hop chudn", mét sb gbc
nay dugc nam trong ban than cdc CDR, va mét s6 gbc khac ndm trong cac ving khung.
Do @6, viéc nhéan dién cac géc “Vernier” va “hgp chuin” nay 13 budc quan trong.
Phuong thic dugc st dung 13 dya trén phuong phap dugce khai pha boi Greg Winter va
céc cong su (Paus and Winter, 2006) tai Hoi d(‘“)ng nghién ctru y khoa, Cambridge, Anh
va st dung céc gbc CDR duge quy dinh boi Kabat.

Viéc chon céc viing nhin khung ctia ngudi ma trén d6 cac ving CDR N1 3B2 cua
chudt céng duoc ghép dugc thuc hién béng céch tra ctru co s& dit liéu cac gen V cua
ngudi va chudt IMGT sir dung IgBLAST — cdng cu dugc phét trién tai NCBI dé tao
diéu kién thuan loi cho viéc phén tich céc trinh ty Vﬁng'bién dbi globulin mién dich
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast ; Ye et al., 2013) v6i cac trinh ty VH va VL cla
N13B2 chubdt céng lam dit liéu dAu vao. Ngoai ra, chién lwoc dugc 4p dung & ddy st
dung céc trinh ty dong mAm clia ngudi ma 1 céc trinh tu tw nhién clia ngudi khong

chtta cé4c thé siéu dot bién dugc phét hién trong trinh tu protein va trinh ty dugc din
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xuét tir cADN. Céc gen dong mam tuong ty nhit véi céc trinh tw VL va VH ctia chudt
cbng thuong duge chon. Cac ving khung nhdn VH va VL cta dong mim ciia ngud’
dwoc nhan dién bing cach sip xép thing hang céc trinh tw VH va VL clia khéang thé
N13B2 me va dua trén cac tiéu chudn sau: 1. D9 twong ddng vé trinh tu qua khung
va cac CDR 1a nhu dugc quy dinh béi Kabat, 2. Cac gbc mit phan gi6i ndi chudi twong
dbng va tuong thich, 3. Cac vong hd tro voi cac ciu dang CDR me hop chudn va cac

goc Vernier.

Vai trinh ty dugc lam gibng nhu ctia ngudi khac nhau duge kiém tra dbi voi
N13B2 dé chon ra trinh tu t8t nhét, trinh ti ndy van gitt kha ning lién két va hoat tinh
sinh hoc. Péi véi cac bién thé duge 1am giéng nhu ciia ngudi ctia N13B2, trinh t bién
dbi ctia chudi ning duge 1am gidng nhu cta ngudi (VH) clia khing thé N13B2 dugc
tach dong bang EcoRV trong plasmit biu hién pFuseCHIg-hGle4 (Invivogen,
Toulouse) chita c4c mién CH1-CH2-CH3 cua hlgG1, duoc dot bién & E333A dé gia
taing ADCC. Trinh ty bién dbi ctia chudi nhe duoc 1am gidng nhu ctia ngudi (VL) cia
khang thé N13B2 dugc tach dong bang BsiWI trong plasmit biéu hién pFuse2CLIg-hk
(Invivogen, Toulouse) chira CLkappa clia nguoi.

Trong céc té bao COS, cic tac gia sang ché da ddng chuyén nhiém, bang phuong
phap lipofectamin, plasmit chira VH-hFcG1 bing plasmit chita VL-CLk. Sau qué trinh
{1 48 dén 72 giv, dich ndi duge thu hdi va tinh ché bing 4i luc bing phuong phap sic
ky Protein G (HiTrap, GeHealthcare) voi dung dich dém rira giai glyxin 0,1M d6 pH
bing 2,8. Khéng thé da tinh ché dugc thim tach trong PBS va ¢d. Chiing dugc dinh
lugng bang phuong phép ELISA kep va dugc kiém tra trong thtr nghiém hoat tinh d6i
véi khang nguyén CD127.

Vi du 13: Thir nghiém céac khang thé khang IL7Ro. trén IL-7 trén cdc md hinh bénh
viém khéc nhau in vivo

Nhim kiém tra tic dung ctia khang thé dbi khang trong viéc gy cam mg bénh
viém rudt két & cac con chubt nhit NSG dugc lam gidng nhu clia ngudi, cac tac gia
sang ché d3 thyc hién mot chudi céc thir nghiém trén md hinh TNBS, céc thir nghiém
nay da thé hién tic dung cé thé do dugc. Viée str dung cac hapten nhu TNBS (axit
2.4,6-trinitrobenzen sulfonic) cho phép gy cam tng su bét chudc md hinh mién dich

hoc (Nancey et al., 2008). Bénh viém rudt két duoc giy cam ing & cac con chudt nhét
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béng cach ding trong truc trang chit TNBS (Sigma Chemical, L’Isle d'Abeau Chesne,
Phdp) da dugc hoa tan trong etanol & ngay 0 trén bén con chudt duge lam gidng nhu
clia ngudi. Ban dau, cic con chudt nhét nay duogc giy mé bang cach hit hdn hop khi.
Vao ngay 7, cac con chudt ndy dugce lam chét trong diéu kién gy mé bang céch ngd
d6c CO2 d& dimg cho mdt vai thir nghiém (dit liéu khdng dugc thé hién). Mot sb con

chu6t bi chét truée ngay 7 vi diém 14m sang ctia chung kém.

Do d6, hai nhém chudt nhét méi duoc didu tri béng PBS hodc béng cac litu tiém
210uL N13B2 khang IL7Ra & ndng d6 0,7mg/mL mdi 2 ngdy bét diu tir ngay trude
khi xir Iy TNBS. Céc phuong phéap phan tich twong tu dugc thuc hién d6i v6i cac khang
thé duoc tao ra trong qua trinh khai thdc mé hinh nay.

Sau d6 céc tac gia sang ché d3 kiém tra hidu luc khang thé N13B2 trén m6 hinh
chudt nhit mic bénh manh ghép khang lai ky chii (GVHD) duoc lam gidng nhu cta
ngudi. M6 hinh nay bt chuéc bénh viém toan bd. Mot s6 con chudt nhat NOD/scid/IL-
2Ry-/- (NSG) 7 dén 12 tudn tudi (Charles River, L’arbresle, Phap) duoc chidu xa (3Gy)
va duge truyén trong phiic mac (intraperitonealy: i.p.) 50 triéu PBMC ngudi tir cac
ngudi cho khoe manh nhu da dugc md ta boi Poirier et al., 2012. Sau do, cac con chudt
nay duogc duy tri trong cac diéu kién vo triung va duoc gidm sét ba 1An mot tudn v& tién
trién trong luong va danh gia 1am sang. Nhém d6i ching khong dugc didu tri sau khi
truyén cac té bao va nhém didu tri nhan, tir ngdy 0 va ba 1an mdi tudn, céc liéu tiém i.p
mAb N13B2 kham 5mg/kg. Chén dodn GVHD dugc dua ra d6i véi con chudt khi mite
giam trong lugng 14 20%. Céc con chudt dugc phat hién 1a giam trong luong trén 25%,
va céc con chudt sdng sét sau 100 ngay tir ngdy 0 dugc lam chét nhe nhang. Sau khi
1am chét nhe nhang, cac md rudt két, rudt, gan va phéi duoc dong bang trong nito 16ng
va Tissu-tek dé phan tich md hoc. Cac phan déng bang (10pm) tir cdc mé nay duos
1am kho bang khong khi & nhiét do trong phong trong 1 gi¢ trudce khi cb dinh hoa bang
axeton trong 10 phut & nhiét d6 trong phong va sau d6 dugc nhudém bang dung dich

hematoxylin va eosin. Két qua duge thé hién trén 0 va 0.

Vi du 14: Phan tich céc thong s6 1am sang khéc nhau

Kha ning sbng sét (0A): c4c tac gia sang ché danh gia ty 18 sdng s6t theo viée XU
ly hoa chét va viéc st dung khang thé khang IL7Ra. Phan tram sdng sét c6 xu hudng

quan trong hon d61 v&i nhom Hu-TNBS + IL7Ra so v&i nhém Hu-TNBS + PBS (0A).
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Thuc vay, céc tac gid sang ché d3 quan sét thiy rang 100% s& chudt nhét thudc nhém
Hu-TNBS + IL7Ra sdng s6t dén 5 ngay trong khi & nhém Hu-TNBS + PBS, ba con
chubt da phai duoc 1am chét nhe nhang trudc J5.

Trong luong (0B): trong cdc nhém duge xir Iy TNBS tir ngay 0 tiém trong truc
trang 5% TNBS / etanol 50%, céc tac gia sang ché d3 quan sat thdy su giam trong lugng
1én téi 20% dbi v&i ca hai nhém. Tuy nhién, & nhém Hu-TNBS + IL7Ra, cic con chudt
téng trong luong tir J3 trong khi & nhém Hu-TNBS + PBS, sy giam trong luong van
tiép tuc (OB). Can luu ¥ ring cac con chudt phai bi lam chét dé thu thap dit liéu sinh

hoc va quy trinh trong thoi han dai hon s€ xdc nhén sy 14y lai trong luong.

Kha ning sdng sét (0): cac tic gia sang ché danh gia ty 1& sbng sot theo viée tiém
PBMC ciia ngudi (phat tridén GvHD) va vie st dung khang thé N13B2 khang IL7Ra.
Ty 1€ céc con vat séng s6t & cac con chudt duge diéu tri béng khang thé 12 t5t hon 30%
50 v6i & cac con chudt ddi chimg (ty 18 chét ctia cac con chudt dbi ching 13 100% sau
60 ngay). Két qua nay thé hién ring khang thé N13B2 bao v¢ khing lai GVHD va sy
chet.

Sy tham nhidm mé (0): rudt két, rudt, gan va phdi tir cdc con chudt bi chét va cac
con chudt séng sot (nhung duoc lam chét nhe nhang) dugc diéu tri hodc khong duoc
didu trj dugc phan tich mé hoc vé ty 18 thdm nhidm € bao viém cla ching (diém mé
hoc dugc xac dinh). Cac tac gia sang ché d3 quan sat thdy rang rudt két cta con chudt
duoge didu tri bing N13B2 c6 muic thim nhidm té bao it hon so v6i d6i chimg. Khong
thiy c6 khéc biét & rudt, gan va phdi gitta hai didu kién. |

Cac con chudt duge didu tri bing N13B2 thé hién ty 18 sbng s6t 30% so véi 6i
chimg. Mtrc thdm nhiém té bao dic trung cho sy viém la khoéng duoc cai bién bing
viée diéu tri trong cac mo rudt, gan va phdi, diéu nay thé hién rang trong mo hinh viém
nay N13B2 khong bao vé khang lai sur viém & cac m6 nay. Tuy nhién, N13B2 da gay
cam Ung sy giam 50% murc thdm nhidm té bao & rudt két. Tac dung ndy c6 thé c¢6 tuong
quan véi hoat tinh ciia khang thé N13B2 dbi véi sy biéu hién integrin 04p7 nhu dugc
thé hién trén Fig.19 va Fig.20. Thyc vdy, integrin 04p7 dugc phat hién 1a dong vai tro
quan trong trong viéc tr& vé ctia cac lympho bao duge hoat hoa vé rudt. Do d6, su giam
su biéu hién ctia integrin cam tmg boi khidng thé N13B2 c¢6 thé chiu trach nhiém cho

sy giam mirc thAm nhiém té bao quan sat duoc & rudt két (Fig.26). Nén nh4n manh ring
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sy khong bao vé & rang & cac md khéc c6 thé 1 cu thé dbi véi mo hinh duge sir dung
& day, va s& khong din dén két luan rang tac dung bao vé cia khang thé chi han ché &
rudt két. Cu thé 13, kha ning séng s6t cao hon rit nhidu ctia cac con chudt dugc diéu tri
thé hién ring téc dung bo vé clia khang thé ¢6 tac dong tich cuc manh dbi voi @én tinh

trang chung cuia céc con chudt.
Vi du 15: Hiéu luc in vivo cua khang thé khéng dugc ndi nhap
Pong vat

Céc con khi ddu ché (Papio anubis, tir CNRS Primatology Center, Rousset, Phap)
13 am tinh d6i voi tht ca cac kiém tra kiém dich, gdm kiém tra tubeculin trén da. Céc
con khi nay dugc nhdt & khu dong vat 16n ctia phong thi nghiém ctia céc tic gia theo
céc khuyén nghi ciia Institutional Ethical Guidelines ctia Institut National de la Santé
Et de la Recherche Médicale, Phap. T4t ca céac thir nghiém dugc thuc hién trong diéu
kién gdy mé chung béng Zoletil (Virbac, Carron, Phap). Cac nghién ctru duge dong
hoc va dugc lyc hoc dugce thyc hién trong sudt céac thir nghiém DTH trén ndm con khi
dAu ché nhan lidu bolus trong tinh mach cua N13B2-IgG1 hogc N13B2-IgG4 hodc
MD707-13-IgG4 véi lugng 10mg/kg .

Chuiing ngtra BCG va thir nghiém DTH

Theo Poirier et al, (Poirier et al., 2011), cac con khi d4u ché duoc giy mién dich
trong chan bi (intradermally: i.d.) hai l4n bing vicxin truc khudn Calmette—Guérin
(BCG) (01 ml; 2-8 ¥ 105 UFS; Sanofi Pasteur MSD, Lyon, Phép) & vung phia trén
ctia dui, 4 va 2 tuln trudce khi kidm tra DTH trén da. D& khao sat tinh min dich té bao
T d3c hiéu voi khang nguyén trude khi kiém tra DTH trén da, su gy mién dich thanh
cong dugce xac nhin bang thir nghiém vét mién dich duogc lién két enzym interferon
(IFN)-g (interferon (IFN)-g enzyme-linked immunospot: ELISPOT) (kit ELISPOT
IFN-g loai linh truéng khoéng phai ngudi; R&D Systems, Minneapolis, MN, M¥) d6i
vGi PBMC méi duoc phén 14p, theo cdc hudng din ctia nha san xuit. Cac phén Ung
trong chan bi (Intradermal reaction: IDR) dugc thyc hién véi céc 14n tiém trong chan
bi cip d6i véi hai lidu (1000 UT hogc 2000 UI) dén xuét protein duge tinh ché bing
tuberculin (tuberculin-purified protein derivative: PPD; Symbiotics Corporation, San

Diego, CA, M$) véi luong 0,1ml trong da trén lung phai cia cac con vit. Dung dich
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nuée mudi (0,1ml) duge sit dung 1am ddi chiing 4m. Céc phén tng cua da & cac vi tri
tiém duoc do sit dung thude cip vudng. Pudng kinh ctia mdi vét ban ctimg dugc do béi
hai quan sat vién tir cdc ngay 3 dén 8, va duge xem nhu 14 duong tinh néu dudng kinh
> dmm. Tri s6 trung binh cua cac s6 liéu doc duge duge ghi lai. Sinh thiét da tr vi tri
DTH hodc dbi ching (nudc muéi) duoc thuc hién & ngay 4 trén mot cap doi va duogc
dat trong hop chét Tissue Tek Sakura Finetek, Villeneuve d’Ascq, Phép) ¢ nhiét d6 cét
tbi wu (optimal cutting temperature: OCT) (48 phén tich héa md mién dich. IDR thir
hai dugc thuc hién sau thoi gian thanh loc 3 tudn va c4c con vat nhan mot liéu tiém
trong tinh mach ctia cac khang thé CD127 kham (N13B2-IgG1 hodc N13B2-IgG4 hodc
MD707-13-IgG4) véi luong 10mg/kg 1 ngdy trude khi thir thach 14n thir hai bang PPD.
IDR thir ba duoc thuc hién sau thoi gian thanh loc 3 dén 6 tuln nita va cac con vat duoc
dé khong didu tri. Trong mot s6 truomg hop, IDR thit tu dugc thue hién sau thoi gian

thanh loc 3 thang khac va cac con vat cling dugc dé khéng diéu tri.

Vi du 16: Biéu hién a4f7 trén bé mit té bao T in vitro va in vivo trén md hinh chudt
nhit

DPé do mirc biéu hién a4B7 cam ung boi IL7 tai bé mit t& bao T, lympho bao T
clia nguoi dudc kich thich trong 9 ngay & 37°C, v6i IL7 (AbD Serotec, s6 tham chiéu
PHP046) & ndng d6 5Sng/ml. Phan tng duge chdm dirt & 4°C, va dugc rira trude kki
duge nhudm bang khang thé khang a4 dugc danh déu bing PerCP/Cy5 (BD Bioscience
563644 dong 9F10 ) va khang th khang B7 duoc dénh déu bang PE (BD Bioscience,
dong FIB504). Céc t& bao duong tinh dbi véi integrin a4 va sau d6 1a céc té bao duong
tinh vai 7 dugce do bang cach dém té bao theo dong. Khang thé N13B2 duoc 1am
gidng nhu ctia ngudi duge bd sung vao ngay 0 vao mdi truong té bao & ndng d6 khac

nhau tr 0,01 dén 20ug/ml.

In-vivo, 40 x 10° té bao don nhan méu ngoai bién cia ngudi duge tiém vao trong
phuic mac ctia chudt suy giam mién dich duoc chiéu xa (chudt duge lam bt hoat chudi
gama cua thu thé IL-2/NOD/SCID). Hai tudn sau khi diéﬁ tri bﬁng dung dich dém d6i
ching (n=5) hodc mAb N13B2 (5mg/kg, n=5), phan trim s6 lympho bao T duong tinh
v6i B7 trong mau duoc do bang cach dém té bio theo dong va thé cdy ghép cla cic
lympho bao T duong tinh vé6i p7 duge do bing cach dém t& bao theo dong. Thé ciy
ghép nay dugc do bing cach dém t& bao theo dong bing cach phan biét té bao duong
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tinh v&i CD45 ngudi véi céac t€ bao duong tinh véi CD45 chudt nhét str dung c4c khang
thé diic hidu (PECy7 khéng CD45 ngudi ctia BD, s6 tham chiéu 57748, va PerCPCy5.5
khéng CD45 chuét nhit ciia BD, s6 tham chiéu 550994) sau d6 céc t& bao duong tinh
v6i B7 ngudi duge phén tich (BD Bioscience, dong FIB504).

Vi dy 17: Dinh hinh khéng thé st dung phuong phép vi mang peptit

Céac vi mang peptit PepStarTM cua Technologies chira cac peptit tbng hop dugc
tinh ché dugc dan xuit tir cac khang nguyén hodc cac nguén khéc ma duoc cb dinh hoa
mdt cach chon loc hoa hoc va cong hda tri trén bé mat thay tinh. Géc lién két wa nude
duoc t8i wu héa dugce chén vao gitra bé mit thay tinh va trinh ty peptit duoc dAn xuét
tir khang nguyén d8 tranh 4m tinh gia do tr& ngai khong gian. Déi v6i cac nguyén nhan
vé mat k¥ thuat, tat ca cic peptit d&u chtra glyxin dau C. Cac thir nghiém dinh hinh ddi
v6i céc mAu duoc thuc hién trén thu vién peptit gdm 52 peptit. Danh sich dy du vé

céc peptit dugc thé hién dudi day:

Béang 9: Danh séch céc peptit dugc st dung trong céc thir nghiém vi mang peptit

SEQ s SEQ . SEQ N
D Trinh tu D Trinh tw D Trinh ty
58 |[ESGYAQNGDLEDAEL | 76 [FIETKKFLLIGKSNI 94 |HDVAYRQEKDENKWT

59 |AQNGDLEDAELDDYS | 77 |KKFLLIGKSNICVKV 95 |YRQEKDENKWTHVNL

60 |DLEDAELDDYSFSCY | 78 |LIGKSNICVKVGEKS 96 |KDENKWTHVNLSSTK

61 |AELDDYSFSCYSQLE 79 |SNICVKVGEKSLTCK 97 |KWTHVNLSSTKLTLL

62 |DYSFSCYSQLEVNGS 80 |VKVGEKSLTCKKIDL 98 |VNLSSTKLTLLQRKL

63 |SCYSQLEVNGSQHSL 81 [EKSLTCKKIDLTTIV 99 |STKLTLLQRKLQPAA
64 |QLEVNGSQHSLTCAF 82 |TCKKIDLTTIVKPEA 100 |[TLLQRKLQPAAMYEI
65 |[NGSQHSLTCAFEDPD 83 |IDLTTIVKPEAPFDL 101 [RKLQPAAMYEIKVRS
66 |[HSLTCAFEDPDVNTT 84 |TIVKPEAPFDLSVIY 102 |PAAMYEIKVRSIPDH

67 |CAFEDPDVNTTNLEF 85 |PEAPFDLSVIYREGA 103 |[YEIKVRSIPDHYFKG

68 |DPDVNTTNLEFEICG 86 |FDLSVIYREGANDFV 104 |VRSIPDHYFKGFWSE

69 |NTTNLEFEICGALVE 87 |VIYREGANDFVVTFN 105 |PDHYFKGFWSEWSPS

70 |LEFEICGALVEVKCL 88 |EGANDFVVTFNTSHL 106 [FKGFWSEWSPSYYFR

71 [ICGALVEVKCLNFRK 89 |DFVVTFNTSHLQKKY 107 [WSEWSPSYYFRTPEI

72 |LVEVKCLNFRKLQEI 90 |TFNTSHLQKKYVKVL 108 [SPSYYFRTPEINNSS

73 |KCLNFRKLQEIYFIE 91 |SHLQKKYVKVLMHDV | 109 |YFRTPEINNSSGEMD

74 |FRKLQEIYFIETKKF 92 |[KKYVKVLMHDVAYRQ

75 |QEIYFIETKKFLLIG 93 |[KVLMHDVAYRQEKDE
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Téng sb 9 miu duoc U trén céc 14t vi mang st dung Multiwell-format. Déi vei
khang thé N13B2 va cac miu khac, 4 ndng d6 khac nhau dugc ap dung (10, 1, 0,1 va
0,01 pg/ml). Mot mau 4 d6i chimg 4m (chi c¢6 khang thé thir cip) duoc thuc hién song
song. Céc protein IgG clia ngudi va chudt nhét duoc déng c¢b dinh doc theo mdi bd cac
peptit dé déng vai trd 1am cac d6i chimg thir nghiém. T4t ca cac cong doan 01 duoc thuc
hién song song nhau st dung hai lat. Hai peptit-mini-array trén mdi 14t duoc st dung
nhu 13 mAu G déi chimg bing cach 4p dung khang thé pht hién duoc danh déu huynh
quang mgt minh dé danh gia sy lién két duong tinh gia d61 v6i cac peptit. Sau khi rira
va lam khd céc lat, ching dugc quét bang may quét laze d§ phén giai cao & budc song
635nm dé thu duoc céc anh vé cudng d§ huynh quang. Céc anh nay duoc dinh luong
8 tao ra tri sb pixel trung binh cho mdi peptit. Khang thé tht cdp khang IgG chudt
(JIR 212-175-082) dugc danh diu bing Cy5 & ndng do 1ug/ml. Céc dung dich dém va
cac dung dich Dung dich dém duoc sir dung 1a dung dich dém TBS gém 0,05%
Tween20 (JPT) va dung dich dém thir nghiém T20 (Pierce, SuperBlock TBS T20,
#37536). Bude tiép nhan va phén tich dugc thuc hién béng cach stir dung céc vi mang
Peptide (JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, Dirc; 16 #2668, budng 1 Multi-Well,
May quét Axon Genepix 4200AL, phin mém nhén biét diém GenePix va Microsoft
Excel, R

Vidu 18: Lap ban dd epitop bang cach phan tich phd khdi

Phuong phép phd khdi duoc st dung dé nhan dién epitop cAu dang. Viéc giai trinh
tu epitop duoc thuc hién bing cach sir dung may do phd khéi MALDL Thiét bi nay
cho phép trinh tu peptit thudc khoang gifta 800 va 4000 Dé. Viéc thity phén protein can
quan tdm cho phép cét protein ndy thanh cdc manh nhé (cac epitop tiém nang). Ly
tudng 13, enzym thiy phan phai cit cang gin véi cac bién cla epitop cang tbt. Viec
chon enzym thily phin phai duoc thuc hién theo tAn sudt cét ctia enzym trong trinh tiy
clia protein tai t6 hop. Buéc thity phén thr hai dugc xem nhu la dé giam kich c& cta
céc epitop thu duoc khi két thiic budc thiy phén thi nhat. Tly thudc vao enzym dugce
chon, cac bién dang s& khac nhau dang ké. Enzym c6 sy phan b6 t6t nhét vé cac san
phim thity phén trén trinh tw nay la chymotrypsin. Enzym thit hai v6i tAn suét cét hop
1y v& duoc phan b t6t trén trinh tw cAn quan tim 13 Glu C.
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Vi epitop 1a thé ciu dang nén dugc vu tién 1a sy thily phén phic hop trong qua
trinh sc ky &i lyc. Sy nhén dién trinh tu can quan tAm duoc dya trén viéc bdo v€ epitop
khéang lai sy thlly phdn nho enzym bang su tao thanh phitc hop khang nguyén-khiang
thé. Sau khi trai qua budc sic ky 4i lyc va thiy phan, cac manh cia epitop duge rira
gidi va duoc gidi trinh tu bing phuong phap phd khéi (MALDI-TOF-TOF Bruker).
CAu tric 3D cta protein cin quan tim 1a c6 sin va dugc so sanh véi cac két qua thu

duoc.

Uniprot P16871 [21-239] (Seq ID No:114): twong ung vdi mién topd ctia phan

don vi alpha ctia thu thé Interleukin-7 ctia ngudi hién dai:

ESGYAQNGDLEDAELDDYSFSCYSQLEVNGSQHSLTCAFEDPDVNTTNLEFEI
CGALVEVKCLNFRKLQEIYFIETKKFLLIGKSNICVKVGEKSLTCKKIDLTTIV
KPEAPFDLSVIYREGANDFVVTFNTSHLQKKYVKVLMHDVAYRQEKDENK
WTHVNLSSTKLTLLQRKLQPAAMYEIKVRSIPDHYFKGFWSEWSPSYYFRTP
EINNSSGEMD

In silico, c4c lua chon enzym thity phan CD127 1a (xem céc axit amin dugc gach
chan trén ddy trong trinh tu twong tng v&i Seq ID No:114): Chymotrypsin dugc chon
lam enzym thuy phén. Vi tri cit (cac dudng nét dam), sb peptit, tAn suét cit 13 thich
hop. Enzym Glu-C dugc chon lam enzym thity phan th hai. Sb peptit thu dugc voi
trong lugng nim trong khoang tir 800 dén 4000Da 13 thich hop. Tan suét cit Glu-C va
vi tri cac diém cét (duong manh) 1a thich hop. Quy trinh duoc st dung la thong thuong
va d3 bidt 1o dbi voi nguoi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy va dugc md ta
trong Suckau et al, 1990 va Papac et al, 1994.

V4t liéu va céc chét phan ing: M4y do phd khéi MALDI-TOF/TOF 1II de Bruker;
cic cOt Hitrap NHS (Ref: 17-0716-01 —GE healthcare); Chymotrypsin
(Ref:11418467001 —Roche); Glu C (Ref:11420399001 —Roche); Zip/TIP C18
(Ref:ZTC18S096-Millipore); Amoni bicacbonat (Ref: 09830 —Sigma); Glyxin
(Ref:G7126 —Sigma); NaCl (Ref : 27800.360 —~VWR).

Pha 1: Thuy phén protein va khang thé tu do trong dung dich. Thiy phén trong
dung dich khang nguyén va khang thé tu do bang chymotrypsin hodc Glu C trong 1
gid, 2 gio, 3 gio, 4 giv, 5 giv va qua dém & nhiét d6 trong phong hodc 37°C. Phan tich
céc peptit d thuy phan duoc thyc hién bang phuong phép phd khdi (MS) dbi véi céc
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peptit d thiy phan. Céc thir nghiém ndy cho phép thiét 14p céc diéu kién thich hop vé
su thiy phan bing enzym (thdi gian va nhiét d). Muc dich 14 ¢6 sw thiy phan du dbi
v6i khang nguyén, trong khi tic dong dén chu triic ctia khéng thé cang it cang t6t. Cac
didu kién t8i wu duge xac dinh la: Thiy phan bang chymotrypsin : 1 gi¢' & nhiét do
trong phong; thily phin bang Glu-C: qua dém & 37°C. MB&i san phim thity phan cta
khang nguyén va khang thé dugc phan tich bing phuong phép phd khéi MALDI-TOF
/ TOF.

Pha 2: Thuy phén hoan toan d61 v6i toan bd phitc hgp Ac két ndi + toan bd khang
nguyén. Viéc két hop clia khéng thé don dong N13B2-G1 khang CD127 (16 210415)
duoc thuc hién trén ¢t Hi-Trap NHS theo thu tuc chudn. Viée bét gitlt mién dich d6i
v6i khang nguyén trén cot ndy duge thuc hién trong 1 gid, cho phép tao ra phirc hop
khang nguyén-khang thé. Hidu suét két hop khang thé N13B2-G1 trén bdn cot Hi-Trap
NHS 14 nhu sau: 84%, 84%, 83% va 83%. Thu duoc cac hidu suit két hop gidng nhau

va nhat quan.

Viéc thay phan phttc hop duge thuc hién véi ty 18 1/50, hoic 1mg enzym cho
50mg khang thé, & nhiét do va trong thoi gian xac dinh béﬁg su kiém soét néu trén. Sau
dé cdt duoc ria b??mg dung dich dém rira (amoni bicacbonat 25mM) dé loai bo va thu
hdi cac peptit khang nguyén khong lién két. Budc rira trong dung dich nude mubi dém
(PBS-2M NaCl) ciing dugc thyuc hién dé loai bo cac peptit khong déc hiéu. Sau khi rira,
viéc rira giai duge thyc hién bang dung mdi rtra giai (Glyxin S50mM, pH bang 2) dé
chiét mét cach dic hiéu va thu héi cac peptit lién két mot cach dic hidu (céc peptit nay

dugc du doan la twong g voi epitop).

Phén tich MALDI: céc phén doan rira va rira gii dugc cb bing phuong phép séc
ky ky nudc trén nén C18. Sau d6 chung dugc phéan tich béng phuong phéap phd khdi
MALDI-TOF / TOF. Phuong phép phén tich MS ¢6 thd do chinh x4c khdi lugng cua
céc peptit va viéc so sanh cac khéi luong thuc nghiém véi céc khéi lwong 1y thuyét ctia
peptit thu dugc tir sy thily phan in silico khang nguyén tu do cho phép nhén dién cac
peptit; MS/phén tich MS ¢6 thé duoc thuc hién dé x4c nhén trinh tu clia peptit néu can.

Phd cua san phim rtra gii sau khi thity phén béng chymotrypsin phéat hién sy c6

mit cia cac peptit véi khdi luong: 912,49; 1086,47; 1843,03; 2104,16; 1944,97,

-81-



29307

1564,73; 1835,97; 2022,05; 2424,22 va 2858,42Da, cac khbi lugng niy c6 thé tuong

ing véi céac peptit khang nguyén trong 0 dudi déy.

Béng 10: Céc peptit thu dugc sau khi thity phén bang chymotrypsin (cac trinh tu duoc

bao vé khoi sy phan gidi protein)

Khéi lugng Trinh tu SEQ ID
(Da) No:
912,49 FIETKKF 115
1843,03 RKLQEIYFIETKKF 118
2104,16 NFRKLQEIYFIETKKF 119
1944,97 DLSVIYREGANDFVVTF 120
1564,73 VVTFENTSHLQKKY 121
1835,97 EIK VRSIPDHYFKGF 122
2022,05 EIKVRSIPDHYFKGFW 123
242422 EIKVRSIPDHYFKGFWSEW 124
2858,42 EIK VRSIPDHYFKGFWSEWSPSY 125
1086,47 FKGFWSEW 126

Phd ctia san phdm rira gidi sau khi thily phén bang Glu-C phat hién sy ¢6 mit clia
cac peptit thily phén cua céc protein dugc cac tic gid quan tdm v6i khéi luong 1a
1200,43; 1309,68; 2108,97; 2191,04; 2699,43; 3170,68 va 3264,70Da c6 thé twong ting

v6i cac peptit khang nguyén trong 0 dudi day.

Béng 11: Céc peptit thu dugc sau khi thity phén bang Glu-C (céc trinh ty dugc bao vé

khoi sy phén giai protein)

Khbi luvong (Da) Trinh tu SEQ ID No:
2699,43 TYFIETKKFLLIGKSNICVKVGE 127
3264,70 KSLTCKKIDLTTIVKPEAPFDLSVIYRE 128
2191,04 LTTIVKPEAPFDLSVIYRE 129
1309,68 APFDLSVIYRE 130
3170,68 NKWTHVNLSSTKLTLLQRKLQPAAMYE 131
2108,97 IKVRSIPDHYFKGFWSE 132
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Hai budc thity phan cho phép céc tac gia nhan dién dugc ba diém (0 dudi day)
lién quan dén su tuong tac gifta hN13B2 va khédng nguyén CD127. Céc peptit thu dugc

tir dung dich rira d&m muéi dugc loai trir d€ gi6i han cdc trinh tu cin quan tAm.

Béng 12: Céc trinh tu cua céc peptit CD127 nguoi duogc bao vé bing N13B2 khéng

lai su phan giai protein

A (SEQ ID No:115) FIETKKF
B (SEQ ID No:116) DLSVIY
C (Seq ID No: 117) FKGF

Viéc vé& ban dd epitop ctia khang thé N13B2 ddi véi khang nguyén CD127 th?
hién 3 trinh tu khac nhau quan trong ddi véi hoat tinh khang thé ddi voi con duong
IL7/CD127 (Fig.27). Bing phuong phap phan tich tinh thé hoc 3D dbi véi twong téc
IL.7/CD127 (McElroy et al, Structure 2009, PDB:3DI2), hai trong sb céc trinh tu (Seq
ID N°115 va ID N° 117) 13 gin nhau v& mat c4u triic va dugc dinh vi trong ving tham
gia vao su lién két ctia IL7 véi CD127. Trinh tu duwoc nhéin dién tht ba (seq ID N°116)
duoc dinh vi & didm 2b ctia mién D2 cta thu thé, mién duoc du doén 13 twong tic vé6i
CD132, chudi gama cua thy thé (Walsh et al, 2012). N13B2 nhén biét epitop chu dang
trén CD127 dugc dinh vi ¢ 2 phﬁn cla protein ma Urc ché su twong tac IL7-CD127 va
su tao thanh heterodime CD127-CD132. Lién két ciia N13B2 phai lam mét 6n dinh sy
tao thanh ctia "phic hop chudi IL7/g/IL7Ra béc ba" nhu dugc du doan béi Walsh ST,
didu nay phong bé su ndi nhap ctia phirc hop.

Vidu 19: Két qua

Nhu d& duoc mo ta (Henriques et al., 2010), IL-7 mdt minh gdy cam Ung ndi
nhap mot cach nhanh chéng (30-40%) chudi alpha ciia thy thé IL-7 (CD127) & bé mit
ctia cac lympho bao T, su ndi nhap nay la cAn thiét ddi véi su truyén tin hidu qua trung
gian IL-7. O ddy, c4c tac gid sang ché d3 mé ta ring mAb N13B2 ngin chin su ndi
nhap cam tng bdi IL-7 ctia CD127 va khong gy cam Ung sy ndi nhap nay bdi chinh
n6 (0). Nguoc lai, cac tac gia sing ché mé ta rang khang thé khang CD127 ngudi, dong
1A11 ctia GSK (cong bd don qubc té s6 W02011094259) da lam giam mot cach dot
ngdt sy biéu hién ctia CD127 & bé miit cta cac lympho bao T khi 4p dung mdt minh
hoc két hop v6i IL-7 & 37°C (0). Tac dung nay dugc quan sat bang cach sir dung cach
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nhudm khac bing mot sb khang thé khang IL7R c6 trén thi trudng (eBioRDR5 va
MB15-18C9, dit liéu khong duoc thé hién). Sau khi cho céc con linh trudng khdng phai
ngudi ding trong tinh mach mAb N13B2 kham (duoc dinh dang voi mién Fc ctia IgG1
hodc IgG4 nguoi) & ndng d6 10mg/Kg, cac tac gia séng ché d3 khéng do duge su gidm
mitc biéu hién CD127 & bé mit ctia cac lympho bao T trong thoi gian 2 tuln theo ddi
(0B). Nguoc lai, trén cac con linh truong khong phai nguoi khéc dugc diéu tri song
song béng cach dung trong tinh mach 10mg/kg khang thé khang CD127 ngudi, dong
MD707-13 (dugc dinh dang v6i mién Fe ciia IgG4 ngudi; cong bd don quéc té sb
WO02013/056984), céc tac gia sang ché d4 quan sét thiy su giam dang ké (60%) cuia
CD127 & bé mit cia cac lympho bao T (0B). Sy ndi nhdp nay ctia CD127 sau sy lién
két cia mAb khang CD127 ngudi trén cac lympho bao T cling da dugc cong bb trude
day bdi nhom Pfizer, trong d6 ho dd mo ta rang mAb khang CD127 ngudi ctia ho (dong
HAL-H3L4, Patent My s6 8,637,273) gy cam ting mdt cach dédng k& su noi nhap
CD127 ex-vivo trén c4c t& bao méau clia ngudi va ciia con linh truéng khong phai nguoi,
cing nhu in-vivo sau khi cho céc con linh truéng khong phai nguoi dung trong tinh

mach (Kern et al., 2013).

Trong cong bb gin day ctia Kern et al. (Kern et al., 2015), su luu tri ciia CD127
duoc nghién ctru va cdc thir nghiém canh tranh duoc thuc hi¢n. Dong HIL-7R-M21
khang CD127 ctia BD Biosciences d dugc chimg minh la canh tranh v6i khang thé
HAL/Ab1 (ctia nhém Pfizer) trong viéc lién két véi CD127. Nhu dugc thé hién trén 0
ctia sang ché, khéng thé HAL (dong H3L4, patent M§ s6 8637273) dugc so v6i N13B2
va 1A11 v& su bidu hién va ndi nhap ctia CD127. Céc két qua nay thé hién sy canh
tranh gitta khéng thé HAL va HIL-7R-M21, diéu nay x4c nhén sb liéu ctia Kern et al,
2015. Tuy nhién, N13B2 khéng canh tranh v6i HIL-7R-M21. Kern et al. cling ching
minh ring HAL/Ab béng ban than nd, gay cam Ung in vivo su didu hoa xubi chiéu ctia
sur bidu hién CD127 & bé mit té bao tir 4 dén 8 ngay sau khi tiém. Céc két qua d6 1a c6
thé so sanh véi cac két qua dugc thé hién trén OB cla sang ché véi dong MD707-13.
Fig.17B thé hién su didu hoa xudi chidu ctia sy biéu hién CD127 & bé mat té bao 4 dén
10 ngay sau khi tiém khang thé. Tac dung in vivo ndy c6 thé c6 tuong quan véi sy ndi

nhap phu thuéc MD707-13 in vitro cia CD127 vao té bao dugc quan sat.

Nghién ctru epitop bang phwong phap phd khdi va vi mang peptit di nhan dién
epitop cAu dang dugc nhan biét bdi N13B2 trén CD127. Epitop nay dugc dinh vi trong
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cac mién D1 va D2, nguoc lai véi cac khang thé trong linh vyc k¥ thudt ndy ma nhén
biét epitop duge dinh vi chi & D1 (0). Hon nita, 0 chi ra rang cac khang thé trong linh
vuc ndy gy cam g sy ndi nhép ciia CD127, trong khi N13B2 thi khong. Do do, cac
tac gia sang ché da két luan ring tinh chét khong gAy cam ting su ndi nhip CD127 cla
N13B2 I3 ¢6 tuong quan véi tinh chat nhan biét epitop dugc dinh vi ca & mién D1 va
mién D2 ciia né.

Nhin chung, céc két qua nay va cac két qua duge bio céo trude day thé hién ring
cac mAb khang CD127 ngudi (dong 1A11, cac dong HAL/Abl1 va H3L4 va dong
MD707-13) duge mé ta 1a lam phong bé lién két ctia IL-7 trén thu thé IL-7, con gy
cam Ung su ndi nhap chudi alpha cta thy thé TL-7 ma duoc két hop va can thiét cho
viéc truyén tin hi€u thu thé IL-7. Nguoc lai va theo cach bét ngd, mAb N13B2 cé tinh
chét vo song 12 khdng gy cam ng sy ndi nhdp CD127 va né ngin chdn sy ndi nhdp
cam tmg boi IL-7 nay. Céac két qua nay c6 tuong quan véi sy quan sat rang mAb cam
tng ndi nhap CD127 (vi dy, dong MD707-13), ma la hitu hiéu in vitro dé ngan chin
su truyén tin hiéu thu thé IL-7 (vi dy, sy phosphoryl héa STATS5, 0B), 1a khong thé in
vivo ngan chan dap tmg mién dich té bao ghi nh¢ (0) hogc d4p tmg mién thé dich (0).
Nguoc lai, céc tac gia sang ché mé ta ring mAb N13B2, ma phong bé mét cach hitu
hiéu su truyén tin hiéu thy thé IL-7 (su phosphoryl héa STATS) nhung kh6ng gdy cam
{ng su ndi nhap CD127 ex vivo trén céc lympho bao T clia ngudi va in vivo & cac dong
vat linh truéng khong phai nguoi, ngén chin cac dap ing té bao ghi nhé qua min mudn
(0) ciing nhu sy gdy mién dich khang lai cac t& bao hong cau ngoai lai ciia ciru (0). Mic
di khong thdy 6 sy khac biét gitta céc kidu phy ciia N13B2 déi véi viée kiém soét dép
g ghi nhé thé dich, cic tic gia sang ché vn luu ¥ rdng N13B2 dugc dinh hinh béng
IgG4 1a hiéu qua hon trong viéc ngén chin cac dap Ung té bao ghi nh¢ so véi IgGl.
Khoéng thiy c6 su khéc biét vé& ndng d6 huyét thanh va sy phoi nhiém mAb giita cic
con vat duoc didu tri bﬁng MD707-13 va duge diéu tri béng N13B2. Tuong tu, cac tac
gia sang ché ciing quan sat thdy su ting dang ké cac lympho bao T diéu hoa & céc con
vat duge diéu tri bing mAb N13B2 hoic mAb MD707-13 (0).

IL-7 nguodi cam ung su biéu hién manh mé& clia c4c integrin a4 va 7 in vitro trén
cac t& bao lympho T clia ngudi va lam ting mot cach dot ngdt tAn sudt cia cac té bdo
lympho T cta nguoi biéu hién céc integrin a4, B7 va a4/B7 (0), cac chit cén thiét cho

céc té bao lympho T tr& vé va cin thiét cho su luu lai & c4c mo6 khong phai dang lympho
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nhu rudt, nfo va da (Gorfu et al., 2009, DeNucci et al., 2009). Do d6, cic tac gia sang
ché quan sat thiy ring mAb N13B2 tic ché mét cach phuy thude lidu in vitro ca su biéu
hién cua a4 va B7 cling nhu giam tAn sudt ctia cac lympho bao T ngudi duong tinh véi
a4 va céc lympho bao T ngudi duong tinh véi 04/B7 (0B). Tuong tu, sau khi duoc
truyén tir céc t& bao don nhan méu ngoai vi clia nguoi vao chugt nhit suy giam mién
dich, cac tac gia di quan sat thdy rang khang thé N13B2 1am giam mot cach déng ké
va nhanh chéng phén trim s6 lympho bao T duong tinh v6i B7 cling nhur s6 luong (thé
chy ghép trong chan bi) cita céc t& bao ndy sau mét (s liéu khong dwoc thé hién) va
hai tudn didu tri (0). Céc két qua thu dugc trén hai m6 hinh viém khéc nhau thé hién
ring khéng thé N13B2 khang IL7Ra c6 thé 14 tic nhan diéu trj hidu qua dbi voi cac

bénh viém va cu thé 12 bénh viém rudt két.

Vi du 20: Sén sinh epitop c4u dang

Céc peptit CLIPS c6 thé duge stt dung dé bét chudc mot cach thich hop cAu trae
bac hai va bic ba ty nhién cia khang nguyén nhim dich ma céc peptit CLIPS nay thanh
céc chit sinh mién dich hoat tinh va c6 hiéu lyc ma gy cam ung cac khang thé mong
mudn (Boshuizen et al, 2014). Céng nghé CLIPS bao gdm su (da) vong hoa céc peptit
tuyén tinh thong qua phan tmg véi thue thé cimg nhé (khung hoa hoc) ma mang 2,3
hoic 4 diém neo. C4c diém neo nay phan tng riéng v6i mot kiéu nhém chirc clia peptit
(tirc 1a céac thiol) va lién két v6i peptit thong qua cac lién két da cong hoa tri. Peptit nay
glp lai xung quanh khung va néi 16ng d6 linh hoat trong khi tir tir tudn theo ciu tric ba

chiéu dinh 13, véi thuc thé khung & tAm giong nhu “con nhén trén mang nhén”.

Coéng nghé nay st dung cac khung phu hop, tdng hop hoan toan. Céac khung
CLIPS thay ddi chu yéu & kich ¢&, tinh phan cuc, do cing, d6 hoa tan, nhém chire
ning, va khoang cach ‘kéo dai-SS’. Cac khung nay dugc sir dung d8 ghn vao cac dau
16ng 180 ctia peptit. Khi duge dinh vi mét cach thich hop trong trinh tur peptit, peptit
CLIPS thu duoc c6 thé giéng véi cAu triic 3D cla ving tuong ung trén protein nguyén
ven hon rat nhiéu so véi trinh tu myén tinh. Su vong hoa béng CLIPS c6 thé dugc thuc
hién trén cac gbc L-xystein ty nhién, va ca trén cac D- va L- (homo)xystein duoc dua
vao bdi con ngudi gin nhu & vi trf mong mudn bt ky trong trinh tu. Do do, cAu tric
va kich thudc ctia céc peptit duoc thuc hién CLIPS c6 thé dugc thay doi tiy ¥. Phan
tmg vong hoa kéo dai khéng 1au hon 30 phit, thuc hién & nhiét d§ trong phong va
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khong can loai xtc tic bét ky. Hon nita, n6 c6 thé dugc 4p dung trong diéu kién nuéc
hoan toan va do pH trung tinh (7,5-8,0) va do d6 co thé tuong thich v6i cac hé sinh hoc
khé nhay, nhu céac thé thuc khudn. Cubi cling 13, phan tng c6 thé duoc thuc hién & cac
didu kién pha lodng cao (10-100 pM), ma thuc d4y san luong cao clia cac san phim
vong va tranh sy tring hop. Cong nghé nay 1a kha linh hoat, va v6 song vi tinh d& &p

dung ctia no.

Vi nd luc tai dung c4 epitop tuyén tinh va epitop khong lién tuc cho khang thé
khéng thu thé, cic peptit chdng chép multime dugc tbng hop truc tiép trén céc dia
polypropylen c6 kich ¢& nhu thé tin dung véi ddu C dugc lién két cong hoa tri véi day
ctia m3i 15 3ul (455 13 trén mot dia), va mdi 18 chira peptit khac nhau. Trong mdi peptit
trong sd cac peptit don mién, cdu dixystein vong héa dugc tao thanh dé chén vong
cudng €p vao trong céc peptit duoc ghn v6i dia nay. Teeling et al, 2006, giai thich cach
san sinh c4c peptit vong hoa béng cac peptit can quan tAm nhim muc dich ti tao epitop
khong lidn tuc duoc nhan biét boi khang thé cn quan tim. Ngén gon 13, dixystein duge
gin véi dia chira c4c peptit dAu tién duoc tdng hop bing céc xystein dat cach quang tir
4 dén 13 aa doc theo peptit nay, vi dy, CXXXXC-dia, XXX CXXXXCXXXXXXdia,
hodc CXXXXC-dia, v.v.. Sau d6 cac peptit ndy dugce vong hoa bang cach xt Iy véi a,a-
dibromoxylen trong dung dich nude d8 tao ra cac vong xystein chia s6 lwong axit amin
khac nhau. Quy trinh cai bién héa hoc nay tao ra nhidu vong 4n dinh hon so véi viée

tao cac clu disulfua. (Niederfellner et al, 2011)

Vi du 21: Ddng két tha mién dich CD127 va yc

Dé kidm tra téc dung ctia N13B2 va clia céc khang thé c6 trong linh vye nay doi
v6i su lién két ciia CD127 v6i chudi yc, thir nghiém dong két tha mién dich dugc thuc
hién trén céc té bao duoc kich thich béng IL-7 va dugc 4 véi sy véng mit ctia cac khang
thé holic v6i su cb mit clia cac khang thé MD707-13 hodc céc khéng the N13B2. Véi
su Véng mat cua cac khang thé, CD127 va yc duoc thé hién 13 déng két ta mién dich.
Viéc 1 céc té bao v6i MD707-13 khong ngén chan su ddng két tiia mién dich nay, trong
Khi 0 véi N13B2 din dén khong c6 sy ddng két tia mién dich ndy. Do d6 khang thé
clia sang ché 13 c6 kha ning pha v& lién két ctia CD127 véi chudi ye, trong khi céc

khang thé trong linh vuc nay khong cé ddu hiéu nay.
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D& ddng két tna mién dich phirc hgp CD127-CD132-IL7 véi sy ¢6 mit clia khang
thé khang CD127, PBL ngudi dugc 1 v6i khang thé khang hCD127 clia chudt céng
(N13B2 chuét céng hoic MD707-13 & ndng d6 10pg/ml) trong 30 phit & 37°C, trude
khi kich thich bing IL7 (AbD Serotec, s6 tham chiéu PHP046) & ndng d6 Sng/ml trong
15 phut & 37°C. Phan tng dugc chdm dat & 4°C, va dugc rira hai 1an bing PBS lanh
truéc khi bd sung dung dich dém phan giai tir kit ddng két tha mién dich (kit Pierce
Direct IP, s6 tham chiéu 26148).

C6t tinh ché khang thé khang CD127 ngudi duge chuin bi véi kit dong két tia
mién dich (kit Pierce Direct IP, s6 tham chiéu 26148). Cot nay dugc két hop véi 75ug
khéng thé khdng CD127 ngudi khong canh tranh ciia chudt (Effimune, MD707-9), theo
thit tuc duge d& nghi bdi nha san xuAt. San phm dung giai dugc tinh ché so bd trén cot
khong két hop dé loai bé céc chét gin két khong ddc hiéu. Sau d6, san phim dung giai
duoc bd sung vao cdt khang CD127 va duoc 1 trong 2 gid & 4°C, trong didu kién lic
tron. Cot dugc rira hai 14n bang dung dich dém rura, va sau dé dugc rira giai bang dung
dich dém rira giai. Mau thu hdi duge duoc phan tich bing phuong phép thim tach

Western.

Déi voi phuong phap thAm tach Western, gel SDS-Page duoc chuén bi (10% dé
phan giai, 4% dé sip xép gel, v6i d6 day 1,5mm) va 50ul san phim rira giai dd bién
tinh (qué trinh bién tinh: DTT 0,1M va 10 phit & 95°C) duge bd sung vao mbi 16.
Protein tai tb hop CD127Fc¢ (Sino Biologicals, Béc Kinh, Trung Qudc; sb tham chiéu
10975-HO8H) va CD132F¢ (Sino Biologicals, Bic Kinh, Trung Qudc; s6 tham chibu
10555-H02H) duoc bd sung (5ug/1d) lam d6i ching cho viéc phat hién bing phuong
phéap thAm tach Western. Sau khi di cu trong 1 gi¢ 30 phut & 200V, va truyén 1én mang
nitroxenluloza trong 35 phut & 20V, viéc lam bdo hoa dugc thuc hién trong 2 gio &

nhiét d6 trong phong trong 5% sita.

D& khéi dong qua trinh phét hién, khang thé thé khang CD132 ngudi (anticorps-
en-ligne, France, s6 tham chiéu ABIN741840) dugc bd sung vao & ty 18 1/50 qua dém
& 4°C, sau d6 duoc phét hién bing khang thé dé khéng tho duge dénh diu bing
peroxidaza (Jackson Immunoresearch, s6 tham chiéu 111-035-144) & ty 1& 1/2000 trong
1 git & nhiét d6 trong phong. Sau khi khir lai héa, mang dugc u bang khang thé chuot
cbng khang CD127 nguoi (Effimune, MD707-9) & ty 1€ 1/200 qua dém ¢ 4°C, va dugc
phét hién bing khang thd 1ra khang chudt cdng dugc danh dAu bing peroxidaza
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(Jackson Immunoresearch, s6 tham chiéu 712-035-153) & ty 1& 1/1000 trong 1 gid &
nhiét do trong phong. DPéi v6i mdi qu4 trinh phat hién, ECL (Thermo Scientific, )
tham chiéu 34080) dugc sit dung dé phét hién peroxidaza bing phan tng quang héa,

va két qua duoc doc bing may anh Fuji 4000.

0 thé hién két qua cta sy ddng két tha mién dich phitc hop CD127/IL7/CD132.
Céc tac gia sang ché di quan sat thiy rang chudi CD132 (60 KDa) ddng két tia voi
CD127 trong diéu kién bat ky trir trub‘hg hop trong d6 céc té bao dugc bang khéng
th& N13B2 (28A). Tuy nhién, trong mdi didu kién, CD127 (70KDa) dugc két tha mién
dich tét bang khang thé MD707-9 nhu duoc thé hién trén OB, didu nay chi ra ring
N13B2 va MD707-13 khong canh tranh véi MD707-9 trong viéc nhéin biét CD127.
Khang thé N13B2 trc ché sy tao thanh phirc hop CD127/CD132 v6i sy ¢6 mat cta IL-
7. Céc két qua nay 14 nhit quéan véi su lap ban dd epitop ctia khang thé N13B2 trén
CD127, didu nay chi ra ring N13B2 lién két trinh tu axit amin trong vi tri 2b trong
mién D2 ctia chudi IL7R alpha (Walsh et al, Immunol rev. 2012).

N6i chung, cac két qua nay thé hién ring khéng thé N13B2 14 chét d6i khang cta
su tuong tac IL7/CD127 ciing nhu 13 chit dbi khang cta su tuong tic CD127/CD132
& vi tri 2b v6i sw c6 mit ctia IL-7, diéu ndy c6 thé giai thich hoat tinh tc ché clia khéng
thé dbi v6i sw ndi nhap ctia CD127 quan sét dugc véi cic khang thé khang CD127
va/hodc IL7 tir linh vuc nay.

Céc phuong an dugc danh sé dudi day cAu thanh céc phuong 4n dugc vu tién cua
sang ché.

1. Khéang thé hozc manh lién két khédng nguyén ctia né hozc gia khang thé lién két
khang nguyén ma lién két mot cach dic hidu véi CD127 va khong gy cam tng su ndi

nhap ctia CD127.

2. Khéng thé hoic manh lién két khdng nguyén hozc gia khang thé ctia chiing, cu

thé 13 theo phuong 4n 1, ma tc ché sy ndi nhap cam tmg bdi IL7 cua CD127.

3. Khang thé hoic manh lién két khéang nguyén hoic gia khang thé ctia chiing theo
phuong 4n 1 hodc 0 trong d6 mirc biéu hién trén bé mit té bao ctia CD127 trén céc té
bao duge xir Iy bing IL-7 véi sy ¢ mit ciia khdng thé hoic manh 13 it nhat 80%, tot
hon 13 it nhit 90% cua mitc biéu hién ctia nd trén cac té bao dugc U véi su véng mit

ctia khang thé.
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4. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né ma lién két mot cach dic
hidu v6i CD127 va nhd d6 pha v& su lién két ctia CD127 v6i chudi ye théng thudng

cta céc thy thé xytokin.

5. Khéng thé hodc manh lién két khéang nguyén clia né theo phuong an 1 dén 0,
ma pha v& sy lién két ciia CD127 véi chudi yc thong thudng cla cc thu thé xytokin

khi duoc lién két véi CD127.

6. Khang thé hoic méanh lién két khing nguyén ctia né theo phuong 4n bét ky
trong s6 cac phuong an 0 hoic 0, v6i sy c¢6 mit cia nd lugng yc dugc lién két vai
CD127 14 dudi 80%, tot hon 14 dudi 50%, tham chi t6t hon nita 1a dudi 25% hogc 10%
cua lugng do duogc khi Véng mat cac khang thé dudi cac didu kién twong tu khac, cu
thé 1a trong d6 phép do ndy duogc thuc hién trén cdc san phidm dung giai té bao chira
cac phttc hgp phén tir chtra CD127 tir cac t& bao nguyén ven biéu hién thy thé IL7 & bé

mit té bao, duoc 01 v&i su ¢6 mit clia hodc vang mat cta cac khang thé nay.

7. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén hoic gia khéng thé ctia ching theo
phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n trén, ma 13 chét d6i khang cua sy truyén tin
hiéu IL-7R cam ung béi IL-7.

8. Khang thé hoic méanh lién két khang nguyén hoic gia khang thé ctia ching, cu
thé 1a theo phuong 4n bit ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, ma lién két mot cach dic
hiéu va/hodic da dugc d& xuit 1a khang khang nguyén theo phuong 4an bét ky trong sb

cac phuong an tir 0 dén 0 hoic epitop ctia khang nguyén ndy.

9. Khang thé hodc manh lién két khdng nguyén hodc gia khéng thé ctia chiing, ma
lién két mot cach dic hidu véi CD127, cu thé 1a theo phuong 4n bt ky trong s cac
phuong 4n trén, ma khong lam ting su trudng thanh ctia cac t& bao dudi gai cam g
bdi TSLP.

10. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén hoic gia khang thé ciia chiing
theo phuong 4n bt ky trong s6 céc phuong 4n trén ma vc ché su biéu hién ctia cic
integrin a4, B7 va/hodc a4/B7.

11. Khang thé hosc manh lién két khang nguyén hoic gia khang thé ctia chling
theo phuong 4n 0 ma e ché sy biéu hién cta cac integrin a4, 7 va/hodc 04/B7 in vivo,

cu thé 13 & cé4c té bao T ctia ngudi duge tiém vao chudt nhat suy gidm mien dich.
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12. Khang thé hogc manh lién két khang nguyén hodc gia khang thé ctia chiing,
ma lién két mét cach dic hiéu véi CD127, cu thé 13 theo phuong 4n bét ky trong s6 cac
phuong éan trén, chira chudi VH chira it nh4t mot trong sb cac trinh tu axit amin dudi
day:

- VHCDRI1 SEQ ID No:10;

- VHCDR2 SEQ ID No:12;

- VHCDR3 SEQ ID No:14 hodc SEQ ID No:48; hodc
- VH SEQ ID No:22

va/hodc chudi VL chua it nhét mét trong sb cac trinh tyu axit amin:

- VLCDRI SEQ ID No:16 hodc SEQ ID No:50;
- VLCDR2 SEQ ID No:18 hodc SEQ ID No:52;
- VLCDR3 SEQ ID No:20; hodc

- VL SEQ ID No:24.

13. Khéang thé hodc manh hodc gia khang thé cua ching theo phuong 4n 0 ma
chira it nhAt hai, ba, bdn ho#ic nim trinh tw CDR dugc chon tir nhém gém VHCDRI1
SEQ ID No:10, VHCDR2 SEQ ID No:12, VHCDR3 SEQ ID No:14 hodc SEQ ID
No:48 , VLCDR1 SEQ ID No:16 hoic SEQ ID No:50, VLCDR2 SEQ ID No:18 hodc
SEQ ID No:52 va VLCDR3 SEQ ID No:20.

14. Khéng thé hosic manh hodc gia khang thé clia chung theo phuong 4n 0 ma
chira tht ca séu trinh ty CDR VHCDRI SEQ ID No:10, VHCDR2 SEQ ID No:12,
VHCDR3 SEQ ID No:14 hogc SEQ ID No:48, VLCDR1 SEQ ID No:16 hodc SEQ ID
No:50, VLCDR2 SEQ ID No:18 hodc SEQ ID No:52 va VLCDR3 SEQ ID No:20.

15. Khang thé theo phuong 4n 0 trong d6

- chudi VH gém chudi VH véi trinh tu ctia SEQ ID No:2 hodc cia SEQ ID No:6
hoic ctia SEQ ID No:54 hoic chira trinh tu ctia SEQ ID No:22 hogc cua SEQ ID No:36
hoic ctia SEQ ID No:38 hoac cia SEQ ID No:40; va

- chudi VL gdm chudi VL véi trinh tu ctia SEQ ID No:4 hoic ctia SEQ ID No:56
hodc chira trinh tuy ctia SEQ ID No:24 hodc ctia SEQ ID No:42 hodc ctia SEQ ID No:44
hodc ctia SEQ ID No:46.
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16. Khang thé theo phwong an bt ky trong sd cac phuong 4n trén ma 14 khéng
thé kham hodc khang thé duoc 1am gibng nhur ctia ngudi hoic khéng thé dugc khir mién

dich.

17. Khéang thé theo phuong 4n 13 ma 1a khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi
va duoc khir mién dich, trong d6 chudi nang c6 trinh ty ctia SEQ ID No:52 va chudi

nhe c¢6 trinh tu cia SEQ ID No:54.

18. Dai phan tir ma 1a phéan tr kham chira khang thé hozc manh lién két khang
nguyén hodc gid khang thé ctia chiing theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong dn
trén, trong d6 khang thé nay dugc két hop v6i phan tir khac vé mit chirc ning, phan ti
kham nay 1a protein kham dung hop hodc thé lién hop thu dugc tir viéc lién két cong

héa tri nhém hogic phan tir héa hoc, nhu polyme PEG hoc khang thé duge danh dau.

19. Pai phén tir theo phuwong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n trén, trong d6 dai

phan tir nay la affitin hodc anticalin.

20. Pai phan tir, cu thé 13 khang th ho#ic manh lién két khang nguyén hoic gia
khang thé ctia chiing, theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n trén ma lién két
v6i CD127 véi Kd nhé hon 5E-10 M, ddc biét 1a nhé hon 1E-10 M, ddc biét 1a nho hon
S5E-11 M.

21. Pai phan tir, cu thé 1a khang thé hodc manh lién két khéang nguyén hoic gia
khang thé ctia ching, theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n trén ma thé hién

hoat tinh gy doc té bao dbi véi céc té bio duong tinh véi CD127.

22. Pai phén ti, cu thé 13 khang th8 hodic méanh lién két khang nguyén hodc gia
khang thé ctia chiing, theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n trén ma khong
lam gia tdng sy truong thanh cla cac té bao dudi gai cim ung boi TSLP, trong do sw
gia tang su truong thanh té bao dudi gai cam ting béi TSLP duge danh gid bang cach
x4c dinh su biéu hién ting clia d4u chuin bé mit t& bao CD40 va/hosc CD8O trén cac
té bao dwong tinh v6i thu thé TSLP duge xit Iy bing TSLP va bang dai phén t& ndy so

v6i cac t& bao chi duoc xtr Iy bang TSLP.

23. Dai phéan tir, cu thé 12 khang thé hoic manh lién két khang nguyén hoic gia
khang thé cta chiing, theo phuong 4n 0 trong d6 su biéu hién ctia CD80 bi gia ting
khoéng khéng 16n hon 25%, tét hon 1a khéng 16n hon 10%, & céc té bao duong tinh
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v6i thu thé TSLP duge xtt 1y bing TSLP va bing dai phan tir niy, so vdi céc té bao chi
duoc xir Iy bang TSLP.

24. Pai phan t, cu thé 13 khang thé hodc manh lién két khang nguyén hodc gia
khéang thé ctia ching, theo phuong 4n 0 trong d6 su biéu hién ctia CD80 1 khdng bi
gia ting ho#c dugc lam gidm & cac té bao duong tinh v6i thu thé TSLP duge xit Iy béng

TSLP va bing dai phan tir ndy, so véi cac té bao chi dugc xir ly bang TSLP.

25. Dai phén i1, cu thé 1a khang thé hodc manh lién két khang nguyén hoic gia
khéng thé ctia chiing theo phuong 4n 0 trong d6 su biéu hién ctia CD40 bi gia ting
khéng nhiu hon 50%, t&t hon 13 khong nhidu hon 25%, & céac t& bao dwong tinh véi
thu thé TSLP duge xtr ly béng TSLP va bé‘mg dai phén tr nay so véi cac té bao chi dugc
xtr Iy biang TSLP.

26. Pai phan tir, cu thé 14 khang thé hoic manh lién két khang nguyén hoic gia
khéng thé ctia ching, theo phuong 4n 0 trong d6 su biéu hién ctia CD40 1a khong bi
gia ting hodc dugc lam giam & cac té bao duong tinh v6i thu thé TSLP duoc xir Iy bing

TSLP vi bing dai phan ti ndy, so véi céc té bao chi duge xtr 1y bang TSLP.

27. Phan tir axit nucleic md héa khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia

no, hodc dai phén tir theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n trén.

28. Phan tir axit nucleic theo phuwong 4n 0 trong d6 phén tir ndy mé hoéa axit amin
duoc chon tir nhom bao gém SEQ ID No:2; SEQ ID No:4; SEQ ID No:6; SEQ ID
No:8; SEQ ID No:10;SEQ ID No:12;SEQ ID No:14;SEQ ID No:16;SEQ ID
No:18;SEQ ID No:20; SEQ ID No:22; SEQ ID No:24; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38;
SEQ ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQ
ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54 va SEQ ID No:56.

29. Phan tir axit nucleic theo phuong 4n 0 trong d6 phéan tir ndy dugc chon tur
nhém bao gém SEQ ID No:1; SEQ ID No:3; SEQ ID No:5; SEQ ID No:7; SEQ ID
No0:9;SEQ ID No:11;SEQ ID No:13;SEQ ID No:15; SEQ ID No:17; SEQ ID No:19;
SEQ ID No:21; SEQ ID No:23; ; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ
ID No:41; SEQ ID No:43; SEQ ID No:45; SEQ ID No:47; SEQ ID No:49; SEQ ID
No:51; SEQ ID No:53 va SEQ ID No:55.
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30. Vecto d& tach dong va/hoidc dé biéu hién polynucleotit theo phuong an bét ky
trong sb cac phuong an 0 dén 0, d3c biét 1a plasmit, thich hgp dé tach dong va/hoic
biéu hién & c4c té bao dong vat c6 vi.

31. Té bao hodc dong té bao duoc tai td hop véi polynucleotit theo phuong 4n bat

ky trong s cac phuong an 0 dén 0, diic biét 14 t& bao hodc dong té bao dong vat c6 vi.

32. Dugc phdm chira dai phan tiz, cu thé 13 khang thé hoic manh lién két khang
nguyén hoic gia khang thé ctia ching, theo phuong an bat ky trong sb cac phuong an

1 dén 0, v6i ta duoc, trong d6 duge phdm nay tily y con chira thanh phén hoat tinh khéc.

33. Duoc phim chira thanh phin ¢6 hoat tinh trj liéu 13 dai phan ti, cy thé 1a khang
thé hodc manh lién két khdng nguyén hozc gia khang thé cta ching, theo phwong 4n
bat ky trong sb céc phuong 4n 1 d&én 0 hodc duge phim theo phuong 4n 0 dudi dang
phéi ché thich hop d& kiém soét su biét hoa/su trudng thanh t€ bao dudi gai khi dugc
dung cho ngudi bénh.

34, Dugc phim theo phwong 4n 0 hogc 0, trong d6 duoc phim nay con chira hop
chét bd sung c6 tac dung didu bién midn dich tri liéu cu thé 1 trén cAc t& bao c6 lién
quan dén bénh tw mién hodc bénh di img, bénh bach ciu nhu bénh bach cau lympho
bao cép, u lympho, bénh ung thu, bénh nhiém virut man tinh, c4c bénh viém, su ghép
tang, bénh dudng hd hap hodc chimg tw mién. '

35. DPai phén ti, cy thé 13 khéng thé hoic manh lién két khang nguyén hoic gia
khéng thé ctia ching theo phwong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n 1 dén 0 hodc axit
nucleic theo phuong 4n bt ky trong sd cac phuong 4n 0 dén 0 hozc t& bao hodc dong
té bao theo phuong 4n 0 dé sir dung 1am thanh phin c6 hoat tinh trj lidu trong ché phim

phédi hop hodc trong ché d6 tri liéu bd sung cho bénh nhan can diéu tri.

36. Dai phéan ttr, cu thé 1a khang thé hoic manh lién két khang nguyén hoic gia
khéng thé ctia ching theo phwong 4n bét k¥ trong s6 cac phuong 4n 1 dén 0 hoic axit
nucleic theo phuong 4n bét ky trong s& cac phuong 4n 0 dén 0 hozic té bao hodc dong
té bao theo phwong an 0 hodc duge phim theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong

4n 0 dén 0 dé st dung trong viéc didu tri bénh nhan, cy thé 13 ngudi bénh, bi bénh.

37. Pai phén ti, cu thé 1 khang th8 hodc manh lién két khang nguyén hoic gia

khéng thé ctia ching theo phuong 4n bat ky trong sb cac phwong 4n 1 dén 0 hoic axit
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nucleic theo phwong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n 0 dén 0 hoic té bao hodc dong
t& bao theo phuong 4n 0 hoic dugc phdm theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong
4n 0 dén 0 d& str dung trong viéc diéu tri bénh nhan, cu thé 14 ngudi bénh, c6 nguy co

bi bénh.

38. Pai phan ttr, axit nucleic, té bao, dong té bao hoic duoc phdm dé st dung theo
phuong 4n 0 va/hodc phuong an 0, trong d6 bénh nay la bénh tu mién, cu thé 13 bénh
viém kh6p dang thép, bénh da xo cling, bénh tiéu dudng typ I, bénh viém tuyén giap

tu mién va bénh luput.

39. Pai phén ttr, axit nucleic, té bao, dong t& bao hodc duogc phém dé sir dung theo
phuong 4n 0 va/hodc phuong an 0, trong d6 bénh nay la bénh viém, cu thé 14 bénh IBD
va bénh viém nio tuy.

40. Pai phan ttr, axit nucleic, té bao, dong té bao hodc dugc phém dé st dung theo

phuong 4n 0 va/hodc phuong an 0, trong d6 bénh nay 1a bénh di tmg.

41. Pai phén tir, axit nucleic, té bao, dong té bao hodc duogc phém dé sir dung theo

phuong 4n 0 va/hodc phuong 4n 0, trong d6 bénh nay 1a bénh ung thu.

42. Dai phén i, axit nucleic, t bao, dong té bao hodc duoc phdm dé sir dung theo

phuong 4n 0 vi/hodc phuong 4n 0, trong d6 bénh nay la bénh dudng hé hip.

43. Dai phén ttr, axit nucleic, té bao, dong t& bao hoic duogc phém dé str dung theo
phuong an 0 va/hodc phuong 4n 0, trong d6 bénh nay lién quan dén, cu thé 13 hau qua

cua su ghép tang.

44, Phuong phap didu tri bao gém cho bénh nhén bi hodc ¢ nguy co bi bénh dung
dai phan tir, cu thé 13 khang th8 hoac manh lién két khang nguyén hoic gia khang thé
ctia chiing theo phuong 4n bat ky trong s cac phuong 4n 1 dén 0 hoic axit nucleic theo
phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 0 dén 0 hodc t& bao hoic dong té bio theo

phuong 4n 0 hoic dugc pham theo phuong dn bét ky trong sb céc phuong 4n 0 dén 0.
45. Phuong phéap diéu trj theo phuong 4n 0, trong d6 bénh nay 1a bénh tu mién,
cu thé 13 bénh viém khép dang thip, bénh da xo ctng, bénh tiéu duong typ I, bénh
viém tuyén giap tur mién va bénh luput.
46. Phuong phap didu tri theo phuong 4n 0, trong d6 bénh duogc néu la bénh viém,
cu thé 13 bénh IBD va bénh viém ndo tuy.
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47. Phuong phap didu tri theo phuong 4n 0, trong d6 bénh duoc néu 1a bénh di
ung.

48. Phuong phap diéu tri theo phwong 4n 0, trong d6 bénh dugce néu 1a bénh ung
thu.

49. Phuong phap didu tri theo phuong 4n 0, trong d6 bénh dugc néu 1a bénh duong
hé hap.
50. Phwong phép didu tri theo phuong 4n 0, trong d6 bénh duge néu 1a ¢6 lién

quan dén, cu thé 13 hau cua cta sy ghép tang.

51. Dai phén tir, cu thé 1a khéng thé hodc manh lién két khang nguyén hodc gia
khéng thé ctia chiing theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n 1 dén 0 hoic axit
nucleic theo phuong an bét ky trong s cac phuong 4n 0 dén 0 hoic t& bao hoic dong
té bao theo phwong an 0 hozic duge phim theo phuong an bat ky trong s cac phuong
4n 0 dén 0 dé sir dung trong viéc diéu tri bénh nhan, cu thé 12 ngudi bénh, can ghép

tang va/hodc duge ghép tang va/hodc bénh nhan da ghép tang.

52. Phuong phap didu tri bao gdm cho bénh nhén can ghép tang va/hoic c6 thé
duoc ghép tang va/hodc bénh nhan da ghép tang dung dai phén tir, cu thé 1a khéng thé
hogc manh lién két khang nguyén hoic gia khéng thé ctia chiing theo phuong 4n bét ky
trong sd céc phuong 4n 1 dén 0 hoic axit nucleic theo phuong 4n bét ky trong sb cac
phuong an 0 dén 0 hodc té bao hodc dong & bao theo phuong 4n 0 hodc dugc phim
theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 0 dén 0.

53. Khang nguyén trong d6 epitop gbm hodc chira céc trinh tu tir vi tri 2b cia
CD127, cu thé 14 chira it nhit 3, 4, 5, 6 hodic 7 axit amin lién tiép tir vi tri 2b cia CD127.

54. Khang nguyén theo phuong an 0, trong d6 epitop gdm hodc chira céc trinh tu
tir vi trf gdm cdc axit amin 109 dén 127 ctia SEQ ID No:114, cy thé 14 tir vi trf gdm céc
axit amin 110 dén 125, 112 dén 125, 112 dén 120, cu thé 1a chtra it nhét 3, 4, 5, 6 hoc
7 axit amin lién tiép tir vi tri d4 néu.

55. Khang nguyén theo phuong an bét ky trong s cac phuong 4n 0 hogc 0, trong
dé epitop chua it nhét 3, 4, 5, 6 hodc 7 axit amin lién tiép cua CD127, céc axit amin

lién tiép ndy chira P112 va/hodc L115.
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56. Khang nguyén theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n 0 dén 0, trong
dé epitop gém hoi#c chira trinh ty ctia SEQ ID No:116, cu thé 14 chira trinh tu ctia SEQ
ID No:86.

57. Khang nguyén theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n 0 dn 0, trong
d6 epitop con chita cac trinh ty, cu thé 13 it nhét 3, 4, 5, 6 hodc 7 axit amin lién tiép, ti
mién D1 ctia CD127, cu thé 14 tir cac axit amin 1-98 ctia SEQ ID No:114.

58. Khang nguyén theo phuong 4n 0, trong d6 epitop chia trinh ty cia CD127
nguoi chira hodc gém trinh tu ctia SEQ ID No:115, cu thé 14 chira hoic g(‘”)m SEQ ID
No:110

59. Khang nguyén theo phuong an bat ky trong sd ééc phuong an 0 dén 0, trong
do epitop con chira céc trinh tu, cu thé 12 it nhét 3, 4, 5, 6 hoic 7 axit amin lién tiép, tir
cac axit amin 180-220 ciia SEQ ID No:114, cu thé 1a trong d6 céc trinh tu dd néu tur
cac axit amin 180-220 cua SEQ ID No:114 gé)m hodc chira trinh ty cia SEQ ID No:117,
cu thé 1a chita hodc gdm SEQ ID No:111.

60. Khang nguyén theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong &n tix 0 dén 0, trong
d6 epitop gdm hoic chira cac trinh tu ctia CD127 nguoi gbm:

- trinh tu ctia SEQ ID No:110 hojc trinh tu ctia SEQ ID No:115;
- trinh tu ctia SEQ ID No:111 ho3c trinh tu ctia SEQ ID No:117; va

- trinh tu ctia SEQ ID No:86 hodc trinh tu ctia SEQ ID No:116.

61. Khing nguyén theo phuong an bét ky trong sd céc phuong 4n 0 dén 0, trong
d6 epitop khong chira nhidu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tip tir trinh tu cia céc axit
amin 99-108 ctia SEQ ID No:114 va/hodc khong chira nhiéu hon 3, 4 hoic 5 axit amin
lién tiép tir trinh tur clia céc axit amin 128-179 cua SEQ ID No:114, va/hodc khong chira
nhiéu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép tir trinh tu clia c4c axit amin 220-239 ctia SEQ
ID No:114, cu thé 1 khong chira nhiéu hon 3, 4 hodc 5 axit amin lién tiép tr trinh tu
bét ky trong sb céc trinh tu axit amin d4 néu ctia SEQ ID No:114.

62. Khang nguyén theo phuong an bét ky trong s6 céc phuong 4n 0 hogc 0, trong
d6 trinh tu epitop ctia CD127 ngudi chira SEQ ID No:110 khong kéo dai dé chira cac
axit amin lién k& véi trinh tu d4 néu trong trinh ty cia CD127 nguoi khoang trén 1 axit

amin dau N ho#c trén 7 axit amin dau C.
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63. Khang nguyén theo phuong an 0, trong d6 trinh tu epitop ctia CD127 ngudi
chira SEQ ID No:110 khong kéo dai dé chira axit amin bit ky trong sb c4c axit amin
diu N va/hoic ddu C 1ién k& v6i trinh tur d néu trong trinh ty CD127 ngudi.

64. Khang nguyén theo phuong an bét ky trong s cic phwong 4n 0 dén 0, trong
d6 trinh tur epitop ctia CD127 ngudi chira SEQ ID No:111 khong kéo dai dé chira cac
axit amin lién k& véi trinh tw da néu trong trinh tu cia CD127 ngudi khoéng trén 30

axit amin diu N hodc trén 30 axit amin dau C.

65. Khang nguyén theo phuong 4n 0, trong d6 trinh tur epitop cia CD127 nguoi
chira SEQ ID No:111 khong kéo dai dé chira axit amin bit ky trong sb cc axit amin

diu N va/hodc ddu C 1ién ké v6i trinh tu d3 néu trong trinh ty CD127 nguoi.

66. Khang nguyén theo phuong an bat ky trong s cac phuong 4n 0 dén 0, trong
d6 epitop 14 epitop cAu dang, cu thé 1a trong d6 céc peptit tir CD127 dugc chira trong
epitop nay la dudi céu dang ma bat chudc cu dang cla cac peptit tuong Ung trong
CD127 tu nhién hodc mién ngoai bao cuia no, cu thé 13 trong CD127 duéi dang monome
ctia né khéng cod phéi tir, dudi dang duoc lién két voi yc cta nd va/hodc dudi dang dugc
lién két v6i IL7 ctia no.

67. Khang nguyén theo phuong an 0, trong do epitop 1a epitop cAu dang, trong d6
céc peptit tir CD127 dugce lién két v6i khung phén tir citng ma gift cho chung dudi chu
dang mong mudn, cu thé 14 khang nguyén nay thu dugc bﬁng cach sir dung cOng nghé
CLIPS.

68. Epitop nhu dugc quy dinh theo phuong an bét ky trong s& cac phuong 4n 0
dén 0.

69. Axit nucleic mi hoa khang nguyén nhu dugc quy dinh theo phuong an bét ky
trong sd cac phuong 4n 0 dén 0.

70. Phuong phép san xuét khéng thé bao gdm budc gdy mién dich dong vat khong
phai ngudi khang lai khdng nguyén nhu dugc quy dinh theo phuong an bét ky trong 6
cac phuong 4n 0 dén 67.

71. Phuong phap chon loc khang th8, manh cua khang thé hoic gia khang thé, cu
thé 14 khang thé thu dugc theo phuwong an 0 hodic manh ciia gid khdng thé ciia ching,

bao gdm budc thir nghiém kha ning lién két ctia khang thé nay véi it nhit mot khang
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nguyén nhu dugc quy dinh theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n 0 dén 67, cu
thé 14 trong d6 phwong phép nay gbm mét sb bude lién tuc, mdi budc thir nghiém kha

ning lién két v6i peptit riéng biét chira trinh tu lién ké don ctia CD127.

72. Phuong phap chon loc dai phén tir, cu thé 13 khang thé, cu thé 12 khang thé
thu duoc theo phuong an 0, hodc manh lién két khéang nguyén hoic gia khang thé nay,
bao gdm hozic gdm budc kiém tra kha ning lién két ctia dai phan tir v6i CD127, cu thé
14 v6i khang nguyén ctia n6 nhu duge quy dinh theo phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n 0 dén 67 va tiy ¥ chon loc céc dai phan tir theo phuong 4n 0.

73. Phuong phéap chon loc dai phan tir theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong
an 71 hoic 0, trong d6 khang nguyén chita mot sb peptit khong 1ién k& ctia CD127 va
trong d6 phuong phép nay bao gdm mét s budc, mdi bude nay gdm viéc kiém tra kha

ning lién két chia dai phéan tir v6i mot trong sd céc peptit d3 néu ctia CD127.

74. Phuong phap, cu thé 14 theo phuong 4n bét ki trong s cac phuong 4n 71 dén
0, chon lgc dai phén tir, cu thé 13 khang thé, cu thé 13 khang thé thu duoc theo phuong
4n 0, hosc manh lién két khang nguyén hoic gia khang thé nay, bao gbm hoic gbm
bude kiém tra sy ndi nhap ctia CD127 trén céc t& bao biéu hién CD127 duogc cam tng

béi su ¢b mat cua dai phén tir theo phuong an .

75. Phuong phap, cu thé 13 theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an 71 dén
0, chon loc dai phan tir, cu thé 1a khang thé, cu thé 1a khang thé thu duoc theo phuong
4n 0, hodic manh lién két khang nguyén hodc gia khang thé nay, bao gdm hoic gdm
budc kiém tra su ttc ché boi dai phan tir d6i v&i sy ndi nhap ctia CD127 duoc cdm ing
boi IL7 trén céc té bao bidu hién CD127 va tlly y chon loc céc dai phén ti theo phuong
an 0.

76. Phuong phép, cu thé 1a theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n 0 dén
0, chon loc dai phan t, cu thé 1a khéang thé, cu thé 1a khang thé thu duoc theo phuong
4n 0, hodc manh lién két khang nguyén hogc gid khang thé nay, bao gdm hoic gbm
budc thir nghiém kha ning ctia dai phén tlr nay trong viéc pha vd sy lién két ctia CD127
véi chudi yc nho sy lién két ctia n6 v6i CD127.

77. Phuong phap, cu thé 1 theo phuong 4n bat ky tfong s6 cac phuong 4n 71 dén
76, chon loc dai phén tir, cu thé 1 khéng thé, cu thé 13 khang thé thu dugc theo phuong

4n 0, hodc manh lién két khang nguyén hodc gia khang th nay, bao gém hoic gbm

-90-



29307

budc kiém tra sy gia ting su truong thanh ctia cic DC dugc cam g boi TSLP véi sy
c6 mit cta dai phén tr va tiy y chon loc cac dai phan tir theo phuong an bét ky trong

s6 cac phuong 4n 0 d&én 0.

78. Phuong phép theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 71 dén 0, trong

d6 phuong phap niy con gdm mét hodc nhiéu bude dudi day:

a. Kiém tra sy trc ché boi dai phén tr dbi véi su truyén tin hiéu cam Ung boi IL-
7, cu thé 13 sy phosphoryl héa STATS;

b. Kiém tra su Gc ché béi dai phan tir dbi véi su san sinh TARC duoc cam g
boi TSLP;

c. Kidm tra sy trc ché boi dai phén t dbi voi sy bidu hién cta integrin a4, P7

va/hodc a4/B7, cu thé 12 sy biéu hién trén bé mit té bao & cac lympho bao T;
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YEU CAU BAO HQ

1. Khéang thé phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ciia né ma gin két dic hidu
véi CD127 ctia ngudi, trong d6 khang thé hosic méanh lién két khang nguyén ciia n6 niy
chtra chudi VH chtta it nhit mot trong s6 cac trinh tu axit amin sau:

(a) VHCDRI1 cua SEQ ID NO:10;

(b) VHCDR2 cta SEQ ID NO:12; va

(c) VHCDR3 cua SEQ ID NO:14 hodc ctia SEQ ID NO:48;

va chudi VL chira it nhit mot trong sb cac trinh ty axit amin duéi déy:

(d) VLCDRI ctia SEQ ID NO:16 hodc ctia SEQ ID NO:50;

(e) VLCDR2 ctia SEQ ID NO:18 hodc ctia SEQ ID NO:52; va

(f) VLCDR3 cta SEQ ID NO:20.

2. Khang thé phan lap hoic manh lién két khang nguyén clia né theo diém 1, trong d6
khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay 1a khang th8 kham hodc khang thé

duoc lam giéng nhu cta ngudi hodc khang thé khir mién dich.

3. Duoc pham chira khéng thé phan 14p hozc manh lién két khang nguyén cta n6 theo

diém 1.

4. Khang thé phéan 1p hodc manh lién két khang nguyén clia n theo diém 1, trong d%
chtra séu trinh ty CDR c4u thanh tr VHCDR1 SEQ ID NO:10, VHCDR2 SEQ ID
NO:12, VHCDR3 SEQ ID NO:48, VLCDRI1 SEQ ID NO:50, VLCDR2 SEQ ID
NO:52, va-VLCDR3 SEQ ID NO:20.

5. Khang thé phan 14p hodc méanh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6
khang thé hogc méanh lién két khang nguyén ctia n6 nay 13 cht @i khang cua su truyén

tin hiéu IL-7R dugc cam ung boi IL-7.
6. Khang thé phan 14p hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, ma khong

lam gia ting su truong thanh cua cac té bao dudi gai cdm tmg bdi TSLP (Thymic

Stromal Lymphopoietin).
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7. Khang thé phan 14p hodc manh lién két khéng nguyén ctia né theo diém 1, ma khong
gy cim Ging su ndi nhap ctia CD127 & t& bao dwoc 1 v6i khang thé hodc manh lign két
khang nguyén clia n6 nay so vdi cac té bao dugc 1 khi khong c6 khang thé hoic manh

lién két khang nguyén cuia n6 nay.

8. Khang thé phan 14p hosc manh lién két khing nguyén cta né theo diém 1, trong d6
v&i su ¢6 mit ctia IL7 va khang thé hodc méanh lién két khang nguyén clia né su biéu
hién CD127 trén b& mit t& bao ciia ching khéng bi giam dang ké va/hogic sy ndi nhép
ctia CD127 bi rc ché so véi céc té bao duge 1 véi interleukin 7 (IL-7) va khi khong ¢6

khéng thé hoic manh lién két khéng nguyén ctia n6 nay.

9. Khéng thé phén 14p hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1 chira:
(i) chudi nzng c6 trinh ty cia SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38, hodc
SEQ ID NO:40; va
(ii) chudi nhe c6 trinh ty ctia SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, hogc
SEQ ID NO:46.

10. Khang thé phan 14p hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1 chira:
(i) chudi ning c6 trinh ty ctia SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:6, hodc SEQ ID NO:54;
va
(i) chudi nhe c6 trinh ty cua SEQ ID NO:4 hozc SEQ ID NO:56.

11. Phan tir axit nucleic t4i td hop duge phén 18p, trong d6 phén tir axit nucleic nay bao

gdm phén tir axit nucleic tai t6 hop ma hoa chubi VH va/hodc VL ctia khang thé hozc

manh lién két khang nguyén theo diém 1.
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DANH MUC TRINH TU

PatentIn phién ban 3.5

Trinh ty nhén tao

Trinh tu tdng hop
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KHANG THE PHAN LAP GAN KET DPAC HIEU VOI CD127, PHAN TU AXIT NUCLEIC
HOP VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
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Asp
Asp
90

Phe
Ser
Lys
Tyr
Ser
170
Ser
Thr

Lys

Cys

Pro
250
Cys

Trp

-112-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asn

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

vVal

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

vVal

220
Ala

Pro

Val

vVal

Gln
Leu
Leu
45

Pro
Arg
Thr
Phe
Thr
125
Ser
Glu
His
ser
Cys
205

Glu

Pro

Lys
Val

Asp
285

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Asp
110
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
190
Asn

Pro

Glu

Asp

Asp
270
Gly

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
175
Val
Val

Lys

Leu

Thr
255
Val

Val

Gly

Tyr

Val

vVal

Phe

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu



29307

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
290 295
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
305 310
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
325
Ile Ala Lys Thr Ile Ser Lys Ala
340
Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
355 360
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
370 375
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
385 390
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
405
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
420
Met His Glu Ala Leu His Asn His
435 440
Ser Pro Gly Lys
450
<210> 3
<211> 645
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 3
gacatccaga tgacacagtc tccagcttcc
atcgaatgtc gaacaagtga ggacatttac
gggaaatctc ctcagctcct ggtctatagt
cggttcagtg gcagtggatc tggtacacag
gaagatgtcg caagttattt ctgtcaacag
gggaccaagc tggagatcaa acggacggtg
tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa
ctgagctcecge ccgtcacaaa gagcttcaac
<210> 4
<211> 214
<212> PRT

Arg Glu Glu
His
315
Lys

Val Leu
Asn
330
Gly

sSer
Lys Gln
345
Glu

Glu Met

Phe Tyr Pro

Glu Asn
395

Leu

Asn
Phe Phe
410
Gly Val
425

Tyr

Asn

Thr Gln

ctgtctgcat
aatggtttag
gcaaatagct
tattctctca
tattacgatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcct
aggggagagt

113-

Gln Asn
300

Gln

Tyr

Asp Trp

Ala Leu Pro
Glu
350

Asn

Pro Arg

Thr Lys

365
Asp

Ser Ile

380
Tyr

Lys Thr

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys
430
Ser Leu

445

Lys

ctctgggaga
catggtatca
tacatattgg
agataaacag
atccgctcge
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

Ser Thr
Asn
320
Pro

Leu

Ala
335
Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro
400
Leu Thr
415
Ser Val

Ser Leu

aactgtcacc
gcagaagcca
ggtcccatca
cctgcaattt
gttcggttct
cttcccgceca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645



<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ala

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Tle
Thr
Ala
Ser
50

Gly
AsSp
Phe
Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

gcggtgcage tggtggagtc
tcctgtgecag tctcaggatt
ccaaagaagg gtctggaatg
ccagactccg tgaagggccyg

Trinh tu

Trinh tu

Gln
vVal
Trp
35

Ala
Ser
Val
Gly
val
115
Ser
Gln
vVal
Leu
Glu
195

Arg

5
1350

ADN

Met
Thr
20

Tyr
Asn
Gly
Ala
Ser
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

Trinh tu

Trinh tu

29307

nhdn tao

tdéng hop

Thr Gln Ser Pro

Ile Glu Cys Arg

Gln Gln Pro
40

Ile

Lys

His
55
Tyr

Ser Leu

Thr Gln
70

Tyr

Ser
Ser Phe
85

Gly

Cys

Thr Lys Leu

Ile Phe Pro
120

Leu

Pro
Val Leu
135
Asp

Cys

Val
150
Gln Asp

Lys Asn
Glu
165
Leu

Ser

Ser Lys Ala

Thr His Gln Gly
200

Glu Cys

nhdn tao

téng hop

tgggggaggc
cactctcagt
ggtcgcaacc
cttcactatc

Ala Ser Leu
10

Thr Ser Glu

25

Gly

Lys Ser

Gly Val Pro
Ile
75

Tyr

Leu Lys

Gln Gln
90
Glu Ile
105

Ser

Lys

Asp Glu

Asn Asn Phe

Ala Gln
155

Ser

Leu
Lys Asp
170
Asp Tyr Glu
185
Leu

Ser Ser

ctagtgcagc
gactattaca
attagtgcca
tccagagatyg

114-

Ser Ala Ser

Asp Ile Tyr
30
Gln Leu
45

Arg

Pro
Ser Phe
60

Asn

Ser Leu

Tyr Asp Tyr
Val
110

Lys

Arg Thr

Gln Leu
125
Tyr Pro
140

Ser

Arg

Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys
190
Val Thr

205

Pro

ctggagggtc
tggcctgggt
gtgggctcag
atgcaaaaag

Leu
15
Asn

Gly
Gly
Leu Val
Ser Gly
Phe

80
Leu

Gln

Pro
95
Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala
Gln
160

Ser

sSer

Leu
175
Val Tyr

Lys Ser

cctgaaactce
ccgccaggcet
aacttactat
gagcctcttc

60
120
180
240



ctgcaaatga
tctgcacact
tcctcagceta
tccgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca
gagtccaaat
tcagtcttcce
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

gaggggaatg
aagagcctct

<210> 6

<211> 449
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Trin

<400> 6

Ala Val

Ser Leu Lys

Met Ala
35
Ile

Tyr
Ala Thr
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Pro

Gly Gln Gly
115
Val Phe
130

Ala

Ser

Ala Leu

Trinh tu

Gln

ccagtctgaa
atggttttaa
gcaccaaggg
cagccgccect
actcaggcgc
tctactcecct
cctgcaacgt
atggtcccce
tgttcccccec
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tcttctecatyg
ccetgtcetcec

h tu

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Ala

Phe Thr

Thr Ser
85

Met Ser
100
Val Met

Pro Leu

Gly Cys

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Val

Ala

Leu

29307

gtctgaggac
ctactttgat
cccatcggtce
gggctgcctg
cctgaccagc
cagcagcgtg
agatcacaag
atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccegte
caaaggcctce
gccacaggtg
gacctgecctyg
gcagccggag
cctctacagce
ctcegtgatyg
gggtaaatga

nhidn tao

téng hop

Ser Gly

Ala Val

Gln Ala
40
Gly Leu
55
Ser Arg

Lys Ser

His Tyr

Thr Val
120
Pro Cys
135

Val Lys

Gly
ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Gly
105
Ser

Ser

Asp

acggccactt
tactggggcc
ttcceceectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccageac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccgtcecctceca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccyg
catgaggctc

Gly Leu
10
Gly Phe

Lys Lys

Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp

Asp
90
Phe Asn

Ser Ala

Ser

Arg

Tyr Phe

-115-

attactgtgc
aaggagtcat
cgccctgetce
acttccccga
ccttcececggce
cctccagcag
ccaaggtgga
ctgagttcct
tgatctccceg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcccea
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

Val Gln Pro

Thr Ser
30
Glu

Leu
Gly Leu
45
Tyr Pro
60
Lys

Asp

Arg Ser

Ala Thr Tyr

Tyr Phe Asp
110
Thr Lys
125

sSer

Ser

Thr
140
Pro

Glu

Glu Pro

aagaccgatg
ggtcacagtc
caggagcacce
accggtgacyg
tgtcctacag
cttgggcacg
caagagagtt
ggggggacca
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcecce
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacacag

Gly
15
Asp

Gly
Tyr
Trp Val
val

Ser

Phe
80
Cys

Leu

Tyr
95
Tyr Trp

Gly Pro

Ser Thr

Vval Thr

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



145
val

Ala

val

His

Gly

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

ser

Ala

Lys

Ser

Val

Pro

Lys

210

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

Asn
Gln
180
Ser
Ser
Cys
Leu
Glu
260
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Ser
165
Ser
sSer
Asn
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Gln
Gly
Pro
sSer
405

Glu

His

150
Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyxr

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

29307

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Thr
Tyr
185
Lys
Asp
Ala
Pro
Val
265
val
Gln
Gln
Gly
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

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

<220>
<223>

<400>

7
645
ADN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu tdng hop

-116-

Ser
170
Ser
Thr
Lys
Pro
Lys
250
val
ASp
Phe
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

ser

155
Gly

Leu

Tyxr

Arg

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Arg

Cys

Leu

Val

Ser

Thr

Val

220

Phe

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

ser

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

His
Ser
Cys
205
Glu
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
sSer
Gln
vVal
365
val
Pro
Thr
Val

Leu
445

Thr
Val
190
Asn
Ser
Gly
Met
Gln
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430

Ser

Phe
175
Val
Val
Lys
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



gacatccaga
atcgaatgtc
gggaaatctc
cggttcagtg
gaagatgtcg
gggaccaagc
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctecgce

tgacacagtc
gaacaagtga
ctcagctceccet
gcagtggatc
caagttattt
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

29307

tccagcttcce
ggacatttac
ggtctatagt
tggtacacag
ctgtcaacag
acggacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgtctgcat
aatggtttag
gcaaatagct
tattctctca
tattacgatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgect
aggggagagt

ctctgggaga
catggtatca
tacatattgg
agataaacag
atccgectcege
ctgtcttcat
gcctgectgaa
tccaatcggg
gcctcagecag
gcgaagtcac
gttag

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

<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Thr

Leu Ala
Ser
50

Gly

Tyr

Ser
65
Glu Asp

Ala Phe

Pro Ser
Ala
130
val

Thr

Lys
145
Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

8
214
PRT

Trin

h tu

Trinh tu

Gln
Val
Trp
35

Ala
Ser
Val
Gly
Val
115
ser
Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

Met
Thr
20

Tyr
Asn
Gly
Ala
Ser
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

nhan tao

tdng hop

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Glu

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ile

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

-117-

Ala
Thr
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Ser
10

Ser
Lys
Val
Lys
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170

Tyr

Ser

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Asn

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala
Ile
Gln
45

Arg
Ser
Asp
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190
Thr

aactgtcacc
gcagaagcca
ggtcccatca
cctgcaattt
gttcggttct
cttcececgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacyg
ccatcagggc

Leu
15
Asn

Gly

Gly

Leu Val

Ser Gly

Gln Phe
80
Pro Leu
95
Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Gln
160

sSer

Ser

Leu
175
Val Tyr

Lys Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645
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210
<210> 9
<211l> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 9
ttcactctca gtgactatta catggcc
<210> 10
<211> 9

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 10

Phe Thr Leu Ser Asp Tyr Tyr Met Ala

1 5
<210> 11
<211> 51

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 11
accattagtg ccagtgggct cagaacttac tatccagact ccgtgaaggg c

<210> 12
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty téng hop

<400> 12
Thr Ile Ser Ala Ser Gly Leu Arg Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

-118-



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

<220>
<223>

<400>

13
39
ADN

Trinh tu

Trinh tu

13

29307

nhén tao

tbéng hop

ccgatgtctg cacactatgg ttttaactac tttgattac

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

<220>
<223>

<400>

14
13
PRT

Trinh tu

Trinh tu

14

Pro Met Ser Ala

nhén tao

téng hop

His Tyr Gly Phe Asn Tyr Phe Asp Tyr
5 10

nhdn tao

téng hop

cgaacaagtg aggacattta caatggttta gca

1

<210> 15

<211> 33

<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 15

<210> 16

<211> 11

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 16

nhén tao

téng hop

Arg Thr Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Gly Leu Ala

1

<210>

17

5 10

-119-

39

33



<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 17

agtgcaaata gcttacatat t
<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhn tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 18

Ser Ala Asn Ser Leu His Ile
1 5

<210> 19

<211> 27

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu tédng hop

<400> 19

caacagtatt acgattatcc gctcgeg
<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 20

29307

Gln Gln Tyr Tyr Asp Tyr Pro Leu Ala

1 5

<210> 21
<211> 366
<212> ADN

-120-

21

27



29307

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu tdng hop

<400> 21

gcggtgcage tggtggagtc tgggggaggce

tcctgtgecag tctcaggatt cactctcagt

ccaaagaagg gtctggaatg ggtcgcaacc

ccagactccg tgaagggccg cttcactatc

ctgcaaatga ccagtctgaa gtctgaggac

tctgcacact atggttttaa ctactttgat

tcctea

<210> 22

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Trinh tu tdng hop

<400> 22

Ala Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Val

20

Tyr Met Ala Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ala Thr Ile Ser Ala Ser Gly Leu

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Thr Ser Leu Lys Ser

85
Ala Arg Pro Met Ser Ala His Tyr
100

Gly Gln Gly Val Met Val Thr Val
115 120

<210> 23

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Trinh tu téng hop

ctagtgcagc
gactattaca
attagtgcca
tccagagatyg
acggccactt
tactggggcc

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Lys Lys

Arg Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp AsSp

Glu Asp
90
Gly Phe Asn
105

Ser Ser

-121-

ctggagggtc
tggcctgggt
gtgggctcag
atgcaaaaag
attactgtgc
aaggagtcat

Val Gln Pro

Thr Ser
30
Glu

Leu

Leu
45

Gly
Tyr Pro
60
Lys

Asp

Arg Ser

Ala Thr Tyr

Tyr Phe Asp

110

cctgaaactc
ccgeccaggcet
aacttactat
gagcctctte
aagaccgatg
ggtcacagtc

Gly
15
Asp

Gly
Tyr
Trp Val
Ser Val
Phe

80
Cys

Leu

Tyxr
95

Tyr Trp

60
120
180
240
300
360
366



29307

<400> 23
gacatccaga tgacacagtc tccagcttcc
atcgaatgtc gaacaagtga ggacatttac
gggaaatctc ctcagctcct ggtctatagt
cggttcagtg gcagtggatc tggtacacag
gaagatgtcg caagttattt ctgtcaacag
gggaccaagc tggagatcaa acgg
<210> 24
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu tdéng hop
<400> 24
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Thr val Thr Ile Glu Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ser Ala Asn Ser Leu His Ile
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser
65 70
Glu Asp Val Ala Ser Tyr Phe Cys
85
Ala Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu
100
<210> 25
<211> 993
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 25
gctagcacca agggcccatc ggtcttcccc
ggcacagcgg ccctgggctg cctggtcaag
tggaactcag gcgccctgac cagcggcegtyg
ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc

ctgtctgcat
aatggtttag
gcaaatagct
tattctctca
tattacgatt

Ala Ser Leu
10

Thr

25

Gly

Ser Glu

Lys Ser

Gly Val Pro
Ile
75

Tyr

Leu Lys

Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc

gtgccctcca

-122-

ctctgggaga
catggtatca
tacatattgg
agataaacag

atcecgctcge

Ser Ala Ser

Asp Ile Tyr
30
Gln Leu
45

Arg

Pro
Ser Phe
60

Asn

Ser Leu

Tyr Asp Tyr

Arg

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtect

gcagcttggg

aactgtcacc
gcagaagcca
ggtcccatca
cctgcaattt
gttcggttct

Leu
15
Asn

Gly
Gly
Leu Val
Ser Gly
Phe

80

Leu

Gln

Pro
95

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca

cacccagacc

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240



tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtcet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc
<210> 26

<211> 330
<212> PRT

<213> Trin

<220>
<223> Trin

<400> 26

Ala Thr
1

Ser

Ser

Thr Ser

Glu
35
His

Phe Pro

Val
50
Ser

Gly
Leu Ser
65

Tyr

Ile Cys

Lys Val Glu

Ala Pro
115
Lys

Pro

Pro
130
Val

Lys

Val Val

145

Tyr Val Asp

Glu Gln Tyr

His Gln Asp

195

acgtgaatca
acaaaactca
tcectettecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccceceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggcteccett
acgtcttctc
tctecectgte

h tu

h tu

Lys Gly
Gly
20

Pro

Gly
Val
Thr Phe
vVal Vval
Val

85
Lys

Asn

Pro
100
Glu Leu

Asp Thr

Asp Val

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

29307

caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctecacce
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcagcceg
cttcctctac
atgctcegtyg
tccgggtaaa

nhin tao

téng hop

Ser Val

Ala Ala

Val Ser
40
Ala Val
55
Val Pro

His Lys

Cys Asp

Gly Gly
120
Met Ile
135

His Glu

150

Val
165
Ser

Gly

Asn
180

Trp Leu

Glu

Thr

Asn

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

200

aacaccaagg
ccgtgeccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctceccagecce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

Phe Pro Leu
10

Leu Gly

25

Trp

Cys

Asn Ser

Leu Gln Ser
ser
75

Asn

Ser Ser
Ser
90

Thr

Pro
Lys His
105
Pro

Ser Val

Ser Arg Thr
Glu
155

Lys

Asp Pro
Ala
170
Val

Asn

Val
185
Glu

Ser

Tyr Lys

123-

tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
¢gcgggagga
aggactggct
ccatcgcgaa
tgcecccecatce
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

Ala Pro Ser

Leu Val Lys
30
Ala Leu
45

Gly

Gly
Ser Leu
60

Leu

Gly Thr

Thr Lys Val

Thr Pro
110
Phe

Cys
Phe Leu
125
Pro Glu Val
140
Val

Lys Phe

Thr Lys Pro
Thr
190

Val

Val Leu

Cys Lys

205

agttgagccc
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcecteceegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

Ser
15
Asp

Lys
Tyr
Thr Ser
Ser

Tyr

Thr
80
Lys

Gln

Asp
95
Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp
160
Arg Glu
175
Val Leu

Ser Asn

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
993



Ala
210

Lys Leu
Gln
225
Met

Pro Arg

Thr Lys

Pro Ser Asp

Asn Tyr Lys

275

Leu Tyr Ser
290

Val Phe

305

Gln

Ser

Lys Ser

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

27
984
ADN

Trin

<220>
<223> Trin
<400> 27

gctagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttecctgttcee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcageccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct
ctctcecetgt

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

28
327
PRT

<220>

Pro Ala

Glu Pro

Pro

Gln

29307

Ile Ala
215

Val Tyr

230

Gln
245
Ala

Asn

Ile
260
Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Val

Val

Pro

Thr

Val

Ser Leu

Glu Trp
Val
280
Asp

Pro

val
295

Met His

310

ser
325

Leu

h tu

h tu

agggcccatc
ccetgggetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtagatca
ccccatgecce
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcecctcecac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctyg
atgggcagcc
tcttectcecta
catgcteccgt
ctccgggtaa

Leu

Ser Pro

nhén tao

téng hop

ggtcttcccce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagce
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
ccteccegtece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag
atga

Trinh tu nhén tao

Lys Thr Ile

Thr Pro
235
Leu

Leu
Thr Cys
250
Glu Ser
265

Leu

Asn

Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu
315
Gly Lys

330

ctggcgecect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcece
ccgegggagyg
caggactggc
tccatcgaga
ctgccccecat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca

-124-

Ser Ala

220

Lys

Pro Ser Arg

Val Lys Gly

Gln Pro
270

Ser

Gly

Gly
285
Gln

Asp
Trp Gln
300
His

Asn His

gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagag
tcctgggggg
ccecggaccec
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgccteeegt
agagcaggtg
accactacac

Lys Gly

Glu
240

Glu

Phe
255
Glu

Tyr
Asn
Phe Phe
Asn

Gly

Thr
320

Tyxr

cacctcecgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcaggagggyg
acagaagagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
984



<223> Trinh tu

<400> 28

Ala Ser Thr Lys
1

Ser Thr Ser Glu

20
Phe Pro Glu Pro
35
Gly Vval His Thr
50

Leu Ser Ser Val
65

Tyr Thr Cys Asn

Arg Val Glu Ser
100

Glu Phe Leu Gly

115
Asp Thr Leu Met
130

Asp Val Ser Gln

145

Gly Val Glu Val

Asn Ser Thr Tyr
180

Trp Leu Asn Gly

195
Pro Ser Ser Ile
210

Glu Pro Gln Val

225

Asn Gln Val Ser

Ile Ala Val Glu
260

Thr Thr Pro Pro

275
Arg Leu Thr Val
290
Cys Ser Val Met
305

Leu Ser Leu Ser
<210> 29
<211> 321

tdng hop

Gly

Ser

val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Val

Asp

His

Pro
325

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310
Gly

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295

Ala

Lys

29307

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
vVal
Thr
vVal
185
Cys
Ser
Pro
val
Gly
265
Asp

Trp

His

Pro
10

Gly
Asn
Gln
sSer
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

-125-

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
val
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
vVal
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

sSer
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
ASp
95

Ala
Pro
Val
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



29307

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 29
acggtggctg caccatctgt cttcatcttc
actgcctcectg ttgtgtgect gctgaataac
aaggtggata acgccctcca atcgggtaac
aaggacagca cctacagcct cagcagcacc
cacaaagtct acgcctgcga agtcacccat
ttcaacaggg gagagtgtta g
<210> 30
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 30
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
1 5
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
20
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
35 40
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr
50 55
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
65 70
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
85
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
100
<210> 31
<211> 330
<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 31

ccgccatcetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

Ile Phe
10

Cys

Pro

Val
25
Lys

Leu

Val Asp

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys
75
His Gln
90

Cys

Thr

Glu
105

126-

atgagdagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgceecegt

Pro Ser Asp

Asn Asn
30

Leu

Leu

Ala
45

Asn

Ser
60
Ala

Lys Asp

Asp Tyr

Gly Leu Ser

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

Glu
15
Phe

Gln

Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys
80
Ser Pro

95

60
120
180
240
300
321



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305
Gln

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

vVal

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyxr

290

Phe

Lys

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

<220>

Thr

ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

32
326
PRT

Lys
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Trinh tu

29307

Gly Pro Ser Val Phe Pro

Gly Thr Ala Ala Leu Gly
25
Val Thr Val Ser Trp Asn
40
Phe Pro Ala Val Leu Gln
55
Val Thr Val Pro Ser Ser
70
Val Asn His Lys Pro Ser
85 90
Lys Ser Cys Asp Lys Thr
105
Leu Leu Gly Gly Pro Ser
120
Thr Leu Met Ile Ser Arg
135
Val Ser His Glu Asp Pro
150
Val Glu val His Asn Ala
165 170
Ser Thr Tyr Arg Val Val
185
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
200
Ala Pro Ile Glu Lys Thr
215
Pro Gln Val Tyr Thr Leu
230
Gln Val Ser Leu Thr Cys
245 250
Ala Val Glu Trp Glu Ser
265
Thr Pro Pro Val Leu Asp
280
Leu Thr Val Asp Lys Ser
295
Ser Val Met His Glu Ala
310
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

nhdn tao

-127-

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300
His

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<223>

<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Thr
Pro
Thr
Val
145
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
225
Gln
Ser
Thr
Leu
Ser

305

Ser

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Thr

Val

Val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

Val

Val

Pro

Thr

290

vVal

Leu

<210>
<211>

32

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

Val

Phe

Gly

195

Ile

val

Ser

Glu

Pro

275

vVal

Met

Ser

33
327

Trinh tu

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Arg
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Met
AsSp
His

Pro

tdéng hop

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310
Lys

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

29307

val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Val
Phe
120
Pro
Val
Thr
val
Cys
200
sSer
Pro
Val
Gly
Asp
280

Trp

His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Glu
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly

Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
Val
Phe
Pro
170
Thr
Val
Thr
Arg
Gly
250
Pro
Ser

Gln

His

-128-

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300
Thr

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
vVal
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285

vVal

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
vVal
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

175

ASp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

sSer

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

ser

Ser

PRT

Trinh tu

Trinh tu

33

Thr

Ser

Glu

35

His

ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

Val

Pro

275

Thr

val

Leu

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
180
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
260
Pro
val

Met

Ser

nhén tao

téng hop

Gly

Ser

val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Tle

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyxr

Leu

245

Trp

Val

Asp

His

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310
Gly

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

29307

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val
Thr
Val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp

Trp

His

Pro
10

Gly
Asn
Gln
sSer
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

-129-

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300
Tyr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

vVal

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



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

<220>
<223>

<400>

Ala
Leu
Phe
Gly
Thr
65

Thr
Ile
Gly
vVal
Ile
145
vVal
Ser
Leu
Ser
Pro
225
Glu
Tyr

Thr

Leu

Glu

Lys

Pro

Val

50

Ser

Cys

val

ser

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

His

Val

val

Pro

Asn
290

34
326
PRT

Trinh tu

Trinh tu

34

Thr Thr

Ser Asn
20

Glu Pro

35

His Thr

Ser Val

Asn Val

Pro Arg
100

Glu Val

115

Thr Ile

Gln Asp

Val His

Phe Arg
180

Gly Arg

195

Ile Glu

Val Tyr

Ser Ile

Glu Trp
260

Pro Thr

275

Val Lys

325

nhdn tao

tdng hop

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

Ala

85

Asn

Ser

Thr

Asp

Thr

165

Ser

Thr

Lys

Thr

Thr

245

Gln

Met

Lys

Pro

Met

Thr

Pro

vVal

70

His

Cys

Ser

Leu

Pro

150

Ala

val

Phe

Thr

Met

230

Cys

Met

Asp

Glu

Ser

Val

Val

Ala

55

Pro

Pro

Gly

Val

Thr

135

Glu

Gln

Ser

Arg

Ile

215

Ser

Met

Asn

Thr

Lys
295

29307

Val
Thr
Thr
40

Val
Ser
Ala
Gly
Phe
120
Pro
Val
Thr
Glu
Cys
200
Ser
Pro
Val
Gly
Asp

280
Trp

Tyr
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Ser
ASp
105
Ile
Lys
His
Arg
Leu
185
Lys
Lys
Thr
Lys
Gln
265

Gly

Gln

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Thr
sSer
90

Cys
Phe
Val
Phe
Pro
170
Pro
Val
Pro
Lys
Gly
250
Pro

Ser

Gln

-130-

Leu

Cys

Ser

ser

Trp

75

Thr

Lys

Pro

Thr

Ser

155

Pro

Ile

Thr

Glu

Glu

235

Phe

Gln

Tyr

Gly

Ala
Leu
Gly
Gly
60

Pro
Lys
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Leu
Ser
Gly
220
Glu
Tyr
Glu

Phe

Asn
300

Pro
Val
Ala
45

Leu
Ser
val
Cys
Lys
125
Val
Phe
Glu
His
Ala
205
Arg
Met
Pro
Asn
Leu

285
Thr

Gly
Lys
30

Leu
Tyr
Gln
Asp
Ile
110
Pro
val
val
Gln
Gln
190
Ala
Thr
Thr
Pro
Tyr
270

Tyr

Phe

Thr
15

Gly
Ser
Thr
Thr
Lys
95

Cys
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Phe
Gln
Gln
Asp
255
Lys

Ser

Thr

Ala

Tyr

Ser

Leu

Val

80

Lys

Thr

AsSp

Asp

Asp

160

Asn

Trp

Pro

Val

Asn

240

Ile

Asn

Lys

Cys



Ser Val Leu His

29307

305 310
Ser His Ser Pro Gly Lys
325
<210> 35
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu tdéng hop
<400> 35
caggtgcagc tggtcgaatc tggagggggt
tcatgcgccg tctcagggtt cacactgtcect
ccaggcaagg gactggagtg ggtcgccact
cctgatagtg tgaagggaag gttcacaatt
ctgcagatga atagcctgag agcagaagac
agcgctcact atggcttcaa ctactttgat
tccage
<210> 36
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 36
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val
20
Tyr Met Ala Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Thr Ile Ser Ala Ser Gly Leu
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Pro Met Ser Ala His Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

315

ctggtcaagc
gactactata
atctctgcta
tcacgggacyg
accgccgtcet

tattgggggc

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Arg Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asp

Glu Asp
90
Gly Phe
105

Ser

Asn

Ser

-131-

ccggagggtce
tggcttgggt
gtggcctgag
atgcaaaaaa
actattgcgce
agggtaccct

Val Lys Pro
Ser
30

Glu

Thr Leu
Leu
45

Pro

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Val Tyr

Tyr Phe Asp

110

Glu Gly Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu

320

actgcgtctyg
gcgacaggca
gacctactat
ctccectgtac
ccgcccaatg
ggtgacagtc

Gly
15
Asp

Gly

Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp

60
120
180
240
300
360
366



29307

<210> 37

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Trinh tu téng hop

<400> 37

caggtgcagc tggtcgaatc tgggggggga

tcatgtgcecg tctcaggctt tacactgage

ccaggcaagg gactggagtg ggtgtctact

cctgacagtg tcaagggaag gttcacaatc

ctgcagatga acagcctgag agccgaagac

tccgcacact atggcttcaa ttactttgat

tccage

<210> 38

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<2éO>

<223> Trinh tu tdng hop

<400> 38

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val

20

Tyr Met Ala Trp Ile Arg Gln Ala
35 40

Ser Thr Ile Ser Ala Ser Gly Leu

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85
Ala Arg Pro Met Ser Ala His Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

<210> 39

<211> 366

<212> ADN

ctggtcaaac
gactactata
atttctgcca
tcacgggata
accgctgtgt
tattgggggc

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro

Gly Lys

Arg Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Gly Phe
105

Ser

Asn

Ser

-132-

ccggaggctce
tggcatggat
gtggcctgag
acgctaaaaa
actattgcgc
agggtaccct

Val Lys Pro

Thr sSer
30
Glu

Leu

Leu
45
Pro

Gly

Tyr Asp

60

Lys .Asn Ser

Ala Val Tyr

Tyr Phe Asp

110

actgcgtctg
ccgacaggca
gacctactat
ttccctgtac
tcgeccaatg
ggtgacagtc

Gly Gly
15
Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp

60
120
180
240
300
360
366



29307

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 39
caggtgcagce tggtcgaatc agggggggga
tcatgtgccg tcectcaggett cacactgagce
ccaggcaagg gactggagtg ggtgtctact
cctgacagtg tcaagggaag gttcacaatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaagac
tccgcacact atggcttcaa ttactttgat
tcecagce
<210> 40
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 40
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val
20
Tyr Met Ala Trp Ile Arg Gln Ala
35 40
Ser Thr Ile Ser Ala Ser Gly Leu
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Pro Leu Ser Ala His Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120
<210> 41
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop

ctggtcaaac
gactactata
atttctgcca
tcacgggata
accgctgtgt
tattgggggc

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro

Gly Lys

Arg Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Gly Phe
105

Ser

Asn

Ser

-133-

ccgggggctce
tggcatggat
gtggcctgag
acgctaaaaa
actattgcgc
agggtaccct

Val Lys Pro

Thr Ser
30
Glu

Leu

Leu
45
Pro

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Val Tyr

Tyr Phe Asp

110

actgcgtctg
ccgacaggca
gacctactat
ttccetgtac
tcgcccactg
ggtgacagtc

Gly
15
Asp

Gly

Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp

60
120
180
240
300
360
366



29307

<400> 41
gaaattgtga tgactcagtc tcccgctacc ctgtcagtct
ctgtcctgec gaacctcaga agatatctac aacgggctgg
ggacaggccc ctaggctgcect ggtgtactcc gctaattcectce
cggttctctg gtagtggcte aggaactgag tataccctga
gaagacttcg cagtgtactt ttgccagcag tactatgatt
gggaccaagg tcgagatcaa g
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 42
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser Glu
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Ser Ala Asn Ser Leu His Ile Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr
85 90
Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 43
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 43
gaaatcgtga tgactcagtc tcctgctact ctgtcecegtgt
ctgtecctgte gtacctccga agatatttac aacgggctgg
ggacaggccc ctaggctgct gatctactce gctaattctce
cggttctectg gtagtggctc aggaactgag tttaccctga
gaagacttcg cagtgtacta ttgccagcag tactatgatt

-134-

ctcceggcega
cttggtatca
tgcacatcgg
caatctccag
atcccctggce

Ser Val Ser

Asp Ile Tyr

30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg

60

Ser

Phe

Ser Leu

Tyr Asp Tyr

cccectggtga
cttggtatca
tgcacatcgg

caatttccag
atccecetgge

acgtgctacc
gcagaagccce
cattccagca
cctgcagagc
ctttggcgga

Pro
15
Asn

Gly

Gly

Leu Val

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Leu

95

acgtgctact
gcagaagccc

cattccagca

cctgcagagce
ctttggcgga

60
120
180
240
300
321

60
120
180

240
300



29307

gggaccaagg tcgagatcaa a

<210> 44
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhadn tao
<220>
<223> Trinh tyu tdng hop
<400> 44
Glu Ile vVal Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ser Ala Asn Ser Leu His Ile
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 45
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 45
gaaattgtga tgactcagag ccctgctaca
ctgtcctgte gcacctcaga agatatttac
ggacaggccc ctaggctget gatctactcc
cggttctctg gtagtggctc aggaaccgag
gaagacttcg cagtgtacta ttgccagcag
gggacaaagg tcgagatcaa a
<210> 46
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>

Ala Thr

10

Leu

Thr
25
Gly

Ser Glu

Gln Ala

Gly Ile Pro

Thr Ile
75
Tyr

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

ctgtcegtcea
caggggctgg
gctaacactc
tttaccctga
tactatgatt

-135-

Ser Val Ser

Asp Ile Tyr
30
Leu

Pro Arg

45
Ala Arg
60

Ser

Phe

Ser Leu

Tyr Asp Tyr

gccctggaga
cttggtatca
tgcacatcgg
caatttccag
atccecctggce

Pro
15
Asn

Gly

Gly

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Leu

95

acgtgctaca
gcagaagccce
cattccagca
cctgcagtct
ctttggcgga

321

60
120
180
240
300
321



<223>

<400>

Trinh tu

46

Glu Ile Val Met

1

Glu Arg Ala Thr

Leu Ala Trp Tyr

Tyr Ser Ala Asn

50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Ala Phe

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

<220>
<223>

<400>

20
35
Gly Gly
100
477
39
ADN
Trinh tu
Trinh tu
47

29307

téng hop

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

Leu Ser Cys Arg Thr Ser Glu
25

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala

40
Thr Leu His Ile Gly Ile Pro
55
Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
70 75

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

85 90

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

nhan tao

téng hop

ccactgtccg cacactatgg cttcaattac tttgattat

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

<220>
<223>

<400>

48
13
PRT

Trinh tu

Trinh tu

48

Pro Leu Ser Ala

1

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

49
36
ADN

Trinh tu

nhidn tao

téng hop

ser

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asp

His Tyr Gly Phe Asn Tyr Phe Asp Tyr

5 10

nhan tao

-136-

Ser
Tyr
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Pro

15

Gln

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Gly

Ile

Gly

Ser

80
Leu

39



29307

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 49

tgtcgcacct cagaagatat ttaccagggg ctggct

<210> 50
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 50

Cys Arg Thr Ser Glu Asp Ile Tyr Gln Gly Leu Ala

1 5 10
<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 51

tccgctaaca ctctgcacat c
<210> 52

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 52

Ser Ala Asn Thr Leu His TIle
1 5

<210> 53
<211> 1350
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

-137-



<223>

<400> 53

caggtgcagc
tcatgtgececg
ccaggcaagg
cctgacagtg
ctgcagatga
tcecgecacact
tccagcgcta
tcecgagagca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
aagacctaca
gagtccaaat
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

gaggggaatg
aagagcctct

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

54
449
PRT

<220>
<223>
<400> 54
Gln Val Gln
1
Ser Leu Arg
Met Ala
35
Thr Ile

50
Gly Arg

Tyr

Ser

Lys
65

Trinh tu

Trinh tu

tggtcgaatc
tctcaggcett
gactggagtg
tcaagggaag
acagcctgag
atggcttcaa
gcaccaaggg
cagccgcecect
actcaggcgc
tctactccct
cctgcaacgt
atggtccccce
tgttcceccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcageccet
agagcaatgg
gcteccttett
tcttctcatg
ccectgtcetcee

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Ile

Ser Ala

Phe Thr

Glu

Cys

Arg

sSer

Ile
70

29307

Trinh tyu tdng hop

agggggggga
cacactgagc
ggtgtctact
gttcacaatc
agccgaagac
ttactttgat
cccatecggte
gggctgcctg
cctgaccage
cagcagcgtg
agatcacaag
atgcccacca
aaaacccaag
cgtgageccag
taatgccaag
cctcacegtce
caaaggccte
gccacaggtg
gacctgectg
gcageccggag
cctctacagce
ctcegtgatg
gggtaaatga

nhéan tao

tdéng hop

Ser Gly

Ala Val

Gln Ala
40
Gly Leu
55

Ser Arg

Arg

Asp

ctggtcaaac
gactactata
atttctgcca
tcacgggata
accgctgtgt
tattgggggc
ttceceectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgceccagcecac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccgtecteca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg
catgaggctc

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Thr Tyr

Ala
75

Asn

138-

ccgggggcte
tggcatggat
gtggcctgag
acgctaaaaa
actattgcgce
agggtaccct
cgccctgete
acttccccga
ccttecceceggce
cctccagcag
ccaaggtgga
ctgagttcct
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccecatccca
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca

Val Lys Pro

Thr Ser
30
Glu

Leu

Leu
45
Pro

Gly
Tyr Asp
60
Lys

Asn Ser

actgcgtctg
ccgacaggca
gacctactat
ttcecctgtac
tcgeccactg
ggtgacagtc
caggagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacg
caagagagtt
ggggggacca
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacacag

Gly Gly
15
Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

vVal

Ala

Val

His

Gly

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gln

Arg

Gln

vVal

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Pro

vVal

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>

Met

Pro

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

195

Pro

Pro

Phe

Pro

vVal

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

55

Asn
Leu
100
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
180
sSer
Ser
Cys
Leu
Glu
260
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Ser
85

Ser
Leu
Leu
Cys
Ser
165
Ser
Ser
Asn
Pro
Phe
245
val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Gln
Gly
Pro
Ser
405

Glu

His

Leu
Ala
Val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Arg
His
Thr
Pro
135
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

29307

Ala

Tyr

Val

120

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Lys

Val

Tyxr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Glu
Gly
105
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
185
Lys
Asp
Ala
Pro
val
265
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Asp
90

Phe
Ser
Arg
Tyr
Ser
170
Ser
Thr
Lys
Pro
Lys
250
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

-139-

Thr

Asn

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Arg

Cys

Leu

Ala

Tyr

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Val

220

Phe

Thr

Val

Val

sSer

300

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

val
Phe
Thr
125
sSer
Glu
His
Ser
Cys
205
Glu
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Ser
Gln
val
365
val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Tyr
Asp
110
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
190
Asn
ser
Gly
Met
Gln
270
val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430

Ser

Tyxr
95

Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
175
Val
Val
Lys
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



29307

<211> 642

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Trinh tu tdéng hop

<400> 55

gaaattgtga tgactcagag ccctgctaca

ctgtcctgte gcacctcaga agatatttac

ggacaggccc ctaggctgct gatctactcce

cggttctcectg gtagtggctc aggaaccgag

gaagacttcg cagtgtacta ttgccagcag

gggacaaagg tcgagatcaa aacggtggct

gatgagcagt tgaaatctgg aactgcctct

agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat

agtgtcacag agcaggacag caaggacagc

agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc

agctcgecceg tcacaaagag cttcaacagg

<210> 56

<211> 213

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Trinh tu téng hop

<400> 56

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Ser Ala Asn Thr Leu His Ile

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

85
Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn

130 135

ctgtcecgtcea
caggggctgg
gctaacactc
tttaccctga
tactatgatt
gcaccatctg
gttgtgtgcc
aacgccctcec
acctacagcc
tacgcctgeg
ggagagtgtt

Thr
10
ser

Ala Leu

Thr Glu
25
Gly

Gln Ala

Gly Ile Pro
Ile
75

Tyxr

Leu Thr
Gln
90

Ile

Gln

Glu
105
Asp

Lys

Glu Gln

Asn Phe Tyr

-140-

gccctggaga
cttggtatca
tgcacatcgg
caatttccag
atccecctgge
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac

aagtcaccca

ag

Ser Val Ser

Asp Ile Tyr

30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg Phe

60

Ser

Ser Leu

Tyr Asp Tyr
Ala
110

Ser

Thr Vval

Leu Lys
125
Arg

Pro Glu

140

acgtgctaca
gcagaagccce
cattccagca
cctgcagtcet
ctttggcgga
ccegecatcet
cttctatccce
ctcccaggag
cctgacgctg
tcagggcctg

Pro
15
Gln

Gly

Gly

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Leu
95
Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



val
145
Ser
Thr

Cys

Asn

Gln

vVal

Leu

Glu

Arg
210

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

<400>

Trp

Thr

Thr

val
195
Gly

57
439
PRT
Homo

57

Glu Ser Gly

1
Asp

His

Leu

Phe

65

Leu

Thr

Phe

Thr

His

145

Val

Pro

Phe

Pro

Ile

225
Cys

Tyr

Ser

Glu

50

Arg

Ile

Cys

Asp

Phe

130

Asp

Asn

Ala

Lys

Glu

210

Ser

vVal

Ser
Leu
35

Phe
Lys
Gly
Lys
Leu
115
Asn
val
Leu
Ala
Gly
195
Ile

Ile

Leu

Lys
Glu
Leu
180

Thr

Glu

Val
Gln
165
Ser

His

Cys

Sapiens

Tyr

Phe

20

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

100

Ser

Thr

Ala

sSer

Met

180

Phe

Asn

Leu

Trp

Ala

Ser

Cys

Ile

Gln

Ser

85

Ile

Val

Ser

Tyr

Ser

165

Tyr

Trp

Asn

Ser

Lys

Asp
150
Asp

Lys

Gln

Gln

Cys

Ala

Cys

Glu

70

Asn

Asp

Ile

His

Arg

150

Thr

Glu

Ser

Ser

Phe

230
Lys

Asn

Ser

Ala

Gly

Asn
Tyr
Phe
Gly
55

Ile
Ile
Leu
Tyr
Leu
135
Gln
Lys
Ile
Glu
Ser
215

Phe

Arg

29307

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Gly
Ser
Glu
40

Ala
Tyr
Cys
Thr
Arg
120
Gln
Glu
Leu
Lys
Trp
200
Gly

Ser

Ile

Leu

Asp

Tyr

185
Ser

Asp

Gln

25

Asp

Leu

Phe

val

Thr

105

Glu

Lys

Lys

Thr

val

185

Ser

Glu

val

Lys

Gln
Ser
170

Glu

Ser

Leu
10

Leu
Pro
Val
Ile
Lys
90

Ile
Gly
Lys
Asp
Leu
170
Arg
Pro
Met

Ala

Pro

-141-

Ser
155
Thr

Lys

Pro

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

75

Val

vVal

Ala

Tyr

Glu

155

Leu

Ser

Ser

Asp

Leu

235
Ile

Gly

Tyr

His

Val

Asp
Val
Val
Val
60

Thr
Gly
Lys
Asn
Val
140
Asn
Gln
Ile
Tyr
Pro
220

Leu

Val

Asn

ser

Lys

Thr
205

Ala

Asn

Asn

45

Lys

Lys

Glu

Pro

Asp

125

Lys

Lys

Arg

Pro

Tyr

205

Ile

Val

Trp

Ser
Leu
Val

190
Lys

Glu
Gly
30

Thr
Cys
Lys
Lys
Glu
110
Phe
vVal
Trp
Lys
Asp
190
Phe
Leu

Ile

Pro

Gln
Ser
175

Tyr

Ser

Leu

15

Ser

Thr

Leu

Phe

Ser

95

Ala

Val

Leu

Thr

Leu

175

His

Arg

Leu

Leu

sSer

Glu
160
Ser

Ala

Phe

Asp

Gln

Asn

Asn

Leu

80

Leu

Pro

Val

Met

His

160

Gln

Tyr

Thr

Thr

Ala

240

Leu



Pro

Asn

His

Gln

305

Gly

Thr

Asn

Asp

Leu

385

Leu

Ile

Ser

Asp
Leu
Arg
290
AsSp
Gly
Pro
Val
Cys
370
Leu
Gln

Leu

Ser

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

<220>
<223>

<400>

His

Asn

275

vVal

Thr

Asp

Glu

Ser

355

Arg

Ser

Ser

Thr

Phe
435

58
15
PRT

Lys
260
Val
Asp
Phe
Val
Ser
340
Ala
Glu
Leu
Gly
Ser

420
Tyr

Trinh tu

Trinh tu

58

Glu Ser Gly Tyr

1

<210> 59

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 59

245
Lys

Ser
Asp
Pro
Gln
325
Phe
Cys
Ser
Gly
Ile
405

Leu

Gln

nhdn tao

tdng hop

Thr
Phe
Ile
Gln
310
Ser
Gly
Asp
Gly
Thr
390
Leu

Gly

Asn

Leu
Asn
Gln
295
Gln
Pro
Arg
Ala
Lys
375
Thr
Thr

ser

Gln

29307

Glu

Pro

280

Ala

Leu

Asn

Asp

Pro

360

Asn

Asn

Leu

Asn

His
265
Glu
Arg
Glu
Cys
Ser
345
Ile
Gly
Ser

Asn

Gln
425

250
Leu

Ser

Asp

Glu

Pro

330

Ser

Leu

Pro

Thr

Pro

410
Glu

Cys

Phe

Glu

Ser

315

Ser

Leu

Ser

His

Leu

395

Val

Glu

Lys

Leu

Val

300

Glu

Glu

Thr

Ser

Val

380

Pro

Ala

Ala

Lys

Asp

285

Glu

Lys

Asp

Cys

Ser

365

Tyr

Pro

Gln

Tyr

Pro
270
Cys
Gly
Gln
Val
Leu
350
Arg
Gln
Pro

Gly

Val
430

255
Arg

Gln

Phe

Arg

Val

335

Ala

Ser

Asp

Phe

Gln

415
Thr

Ala Gln Asn Gly Asp Leu Glu Asp Ala Glu Leu

5

nhan tao

tdng hop

10

-142-

15

Lys
Ile
Leu
Leu
320
Ile
Gly
Leu
Leu
Ser
400

Pro

Met



Ala Gln Asn Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

60
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

60

Asp Leu Glu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

61

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

61

Ala Glu Leu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

62
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

62

Asp Tyr Ser Phe

1

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

<220>
<223>

63
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

29307

Asp Leu Glu Asp Ala Glu Leu Asp Asp Tyr Ser
5 10 15

nhédn tao

tdng hop

Ala Glu Leu Asp Asp Tyr Ser Phe Ser Cys Tyr
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

Asp Tyr Ser Phe Ser Cys Tyr Ser Gln Leu Glu
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Ser Cys Tyr Ser Gln Leu Glu Val Asn Gly Ser
5 10 15

nhdn tao

téng hop

-143-



<400>

63

Ser Cys Tyr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

64
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

64

Gln Leu Glu Val

1

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

<220>
<223>

<400>

65
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

65

Asn Gly Ser Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

66
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

66

His Ser Leu Thr

1

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

<220>
<223>

67
15
PRT
Trinh tu

Trinh tu

29307

Gln Leu Glu Val Asn Gly Ser Gln His Ser Leu
5 10 15

nhin tao

téng hop

Asn Gly Ser Gln His Ser Leu Thr Cys Ala Phe
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

His Ser Leu Thr Cys Ala Phe Glu Asp Pro Asp
5 10 15

nhan tao

téng hop

Cys Ala Phe Glu Asp Pro Asp Val Asn Thr Thr
5 10 15

nhdn tao

téng hop

-144-



<400>

67

Cys Ala Phe Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

68

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

68

Asp Pro Asp Val

1

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

<220>
<223>

<400>

69

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

69

Asn Thr Thr Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

70
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

70

Leu Glu Phe Glu

1

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

<220>

71
15
PRT

Trinh tu

29307

Asp Pro Asp Val Asn Thr Thr Asn Leu Glu Phe
5 10 ) 15

nhdn tao

téng hop

Asn Thr Thr Asn Leu Glu Phe Glu Ile Cys Gly
5 10 15

nhén tao

téng hop

Leu Glu Phe Glu Ile Cys Gly Ala Leu Val Glu
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Ile Cys Gly Ala Leu Val Glu Val Lys Cys Leu
5 10 15

nhan tao
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<223> Trinh tu

<400> 71

Ile Cys Gly Ala

1

<210> 72

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tuy
<220>

<223> Trinh tu
<400> 72

Leu Val Glu Val

1

<210> 73

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 73

Lys Cys Leu Asn

1

<210> 74

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 74

Phe Arg Lys Leu
1

<210> 75

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu

29307

tdéng hop

Leu Val Glu Val Lys Cys Leu Asn Phe Arg Lys
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Lys Cys Leu Asn Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile
5 10 15

nhan tao

téng hop

Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu
5 10 15

nhan tao

téng hop

Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu Thr Lys Lys Phe
5 10 15

nhan tao

-146-



<220>
<223> Trinh tu
<400> 75

Gln Glu Ile Tyr

1

<210> 76

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 76

Phe Ile Glu Thr

1

<210> 77

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 77

Lys Lys Phe Leu

1

<210> 78

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 78

Leu Ile Gly Lys

1
<210> 79
<211> 15

29307

tdng hop

Phe Ile Glu Thr Lys Lys Phe Leu Leu Ile Gly
5 10 15

nhin tao

téng hop

Lys Lys Phe Leu Leu Ile Gly Lys Ser Asn Ile
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

Leu Ile Gly Lys Ser Asn Ile Cys Val Lys Val
5 10 15

nhén tao

téng hop

Ser Asn Ile Cys Val Lys Val Gly Glu Lys Ser
5 10 15

-147-



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu

79

Ser Asn Ile Cys

1

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

<220>
<223>

<400>

80

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

80

Val Lys Val Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

81

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

81

Glu Lys Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

82

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

82

Thr Cys Lys Lys

1

29307

nhan tao

téng hop

Val Lys Val Gly Glu Lys Ser Leu Thr Cys Lys
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Glu Lys Ser Leu Thr Cys Lys Lys Ile Asp Leu
5 10 15

nhén tao

téng hop

Thr Cys Lys Lys Ile Asp Leu Thr Thr Ile Val
5 10 15

nhan tao

téng hop

Ile Asp Leu Thr Thr Ile Val Lys Pro Glu Ala
5 10 15

-148-



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

<220>
<223>

<400>

83
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

83

Ile Asp Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

84
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

84

Thr Ile Val Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

85
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

85

Pro Glu Ala Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

86
15
PRT

Trinh tuw

Trinh tu

86

29307

nhan tao

téng hop

Thr Ile Val Lys Pro Glu Ala Pro Phe Asp Leu
5 10 15

nh8n tao

téng hop

Pro Glu Ala Pro Phe Asp Leu Ser Val Ile Tyr
5 10 15

nhén tao

téng hop

Phe Asp Leu Ser Val Ile Tyr Arg Glu Gly Ala

5 10 15

nhan tao

téng hop

-149-



Phe Asp Leu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

87

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

87

Val Ile Tyr Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

88

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

88

Glu Gly Ala Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

89

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

89

Asp Phe Val val

1

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

<220>
<223>

90
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

29307

Val Ile Tyr Arg Glu Gly Ala Asn Asp Phe Val
5 10 15

nhan tao

tdéng hop

Glu Gly Ala Asn Asp Phe Val Val Thr Phe Asn
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Asp Phe Val Val Thr Phe Asn Thr Ser His Leu
5 10 15

nhan tao

tdéng hop

Thr Phe Asn Thr Ser His Leu Gln Lys Lys Tyr
5 10 15

nhén tao

tdng hop

-150-



<400>

90

Thr Phe Asn Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

91
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

91

Ser His Leu Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

92
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

92

Lys Lys Tyr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

93
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

93

Lys Val Leu Met

1

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

<220>
<223>

<400>

94
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu

94

29307

Ser His Leu Gln Lys Lys Tyr Val Lys Val Leu
5 10 15

nhan tao

téng hop

Lys Lys Tyr Val Lys Val Leu Met His Asp Val
5 10 15

nhén tao

téng hop

Lys Val Leu Met His Asp Val Ala Tyr Arg Gln

5 10 15

nhédn tao

tdéng hop

His Asp Val Ala Tyr Arg Gln Glu Lys Asp Glu
5 10 15

nhén tao

téng hop

-151-



His Asp Val Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

95

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

95

Tyr Arg Gln Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

96

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

96

Lys Asp Glu Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

97

15

PRT
Trinh tuy

Trinh tu

97

Lys Trp Thr His

1

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

<220>
<223>

98

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

29307

Tyr Arg Gln Glu Lys Asp Glu Asn Lys Trp Thr
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

Lys Asp Glu Asn Lys Trp Thr His Val Asn Leu
5 10 15

nhdn tao

tdéng hop

Lys Trp Thr His Val Asn Leu Ser Ser Thr Lys
5 10 15

nhan tao

téng hop

Val Asn Leu Ser Ser Thr Lys Leu Thr Leu Leu
5 10 15

nhédn tao

téng hop

-152-



<400>

98

Val Asn Leu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

99

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

99

Ser Thr Lys Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

100

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

100

Thr Leu Leu Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

101
15
PRT
Trinh tu

Trinh tu

101

Arg Lys Leu Gln

1

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

102
15
PRT

Trinh tu

29307

Ser Thr Lys Leu Thr Leu Leu Gln Arg Lys Leu
5 10 15

nhén tao

téng hop

Thr Leu Leu Gln Arg Lys Leu Gln Pro Ala Ala
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

Arg Lys Leu Gln Pro Ala Ala Met Tyr Glu Ile
5 10 : 15

nhan tao

téng hop

Pro Ala Ala Met Tyr Glu Ile Lys Val Arg Ser
5 10 15

nhan tao

-153-



<220>
<223> Trinh tu
<400> 102

Pro Ala Ala Met

1

<210> 103
<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 103

Tyr Glu Ile Lys

1

<210> 104
<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tuy
<400> 104

Val Arg Ser Ile

1

<210> 105
<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh ty
<400> 105

Pro Asp His Tyr

1
<210> 106
<211> 15

29307

tdng hop

Tyr Glu Ile Lys Val Arg Ser Ile Pro Asp His
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Val Arg Ser Ile Pro Asp His Tyr Phe Lys Gly
5 10 15

nhén tao

tdng hop

Pro Asp His Tyr Phe Lys Gly Phe Trp Ser Glu
5 10 15

nhin tao

téng hop

Phe Lys Gly Phe Trp Ser Glu Trp Ser Pro Ser
5 10 15
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu

106

Phe Lys Gly Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

107

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

107

Trp Ser Glu Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

108
15
PRT

Trinh tu

Trinh ty

108

Ser Pro Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

109

15

PRT
Trinh tu

Trinh tu

109

Tyr Phe Arg Thr

1
<210>

110

29307

nhén tao

tdng hop

Trp Ser Glu Trp Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg
5 10 15

nhan tao

tdng hop

Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile
5 10 15

nhdn tao

tdng hop

Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile Asn Asn Ser Ser
5 10 15

nhédn tao

téng hop

Pro Glu Ile Asn Asn Ser Ser Gly Glu Met Asp
5 10 15

-155-



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys Cys
1

Lys Lys
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

31

PRT
Trinh tu
Trinh tu
110

Leu Asn
Phe Leu

20

111

31

PRT
Trinh tu
Trinh tu
111

Tyr Glu Ile Lys

1

Trp Ser

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ser
1
Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

50
Leu Ser
65

Glu Trp
20

112

327

PRT

Trinh tu

Trinh tu
112
Thr Lys
Ser Glu
20
Glu Pro
35

His Thr

Ser Val

nhdn tao

téng hop

29307

Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu Thr

5

10

15

Leu Ile Gly Lys Ser Asn Ile Cys Val Lys Val

nhdn tao

tdng hop

25

30

Val Arg Ser Ile Pro Asp His Tyr Phe Lys Gly Phe

5

10

15

Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile
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VH-FcG1M (E333A) - ADN
GCGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTAGTGCAGCCTGGAGGGTC
CCTGAAACTCTCCTGTGCAGTCTCAGGATTCACTCTCAGTGACTATTACATGGC
CTGGGTCCGCCAGGCTCCAAAGAAGGGTCTGGAATGGGTCGCAACCATTAGT
GCCAGTGGGCTCAGAACTTACTATCCAGACTCCGTGAAGGGCCGCTTCACTAT
CTCCAGAGATGATGCAAAAAGGAGCCTCTTCCTGCAAATGACCAGTCTGAAGT
CTGAGGACACGGCCACTTATTACTGTGCAAGACCGATGTCTGCACACTATGGT
TTTAACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGGTCACAGTCTCCTCAgcta
gcaccaagggcccatcggtcticccectggeaccetcctccaagageacctetgggggeacageggecctggge
tgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegecctgaccageggegtgeac
accttccecggcetgtectacagtectcaggactctactccctcagcagegtggtgaccgtgeccteccageagettggg
cacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaa
atcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcetggggggaccgteagtcttectettce
ccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagecac
gaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagecgegge
aggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtccetcaccgtcctgcaccaggactggetgaatggcaag
gagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccageccccatcgcgaaaaccatctccaaagecaaaggg
cagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctg
acctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgeecgtggagtgggagageaatgggcagecggagaaca
actacaagaccacgcctceegtgetggactccgacggctecttcttectctacagcaagcetcaccgtggacaagac
caggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggcetctgcacaaccactacacgcagaaga
gcctetecctgtctccgggtaaatga

VL-CLKAPPA - ADN
GACATCCAGATGACACAGTCTCCAGCTTCCCTGTCTGCATCTCTGGGAGAAAC
TGTCACCATCGAATGTCGAACAAGTGAGGACATTTACAATGGTTTAGCATGGTA
TCAGCAGAAGCCAGGGAAATCTCCTCAGCTCCTGGTCTATAGTGCAAATAGCT
TACATATTGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACACAGTATT
CTCTCAAGATAAACAGCCTGCAATTTGAAGATGTCGCAAGTTATTTCTGTCAAC
AGTATTACGATTATCCGCTCGCGTTCGGTTCTGGGACCAAGCTGGAGATCAAA
CGGacggtgg ctgcaccatctgtcttcatcttccegecatctgatgagcagttgaaatctggaactgectetgtigtg
gcotgctgaataacttctatcccagagaggcoaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaact
cccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccetgacgetgage
aaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatoagggcctgagctcgcccgtcacaa
agagcttcaacaggggagagtgttag

VH-FcG1M (E333A) - Protein
AVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAVSGETLSDYYMAWVRQAPKKGLEWVATISASGLRTYYPDSVKGRF
TISRDDAKRSLFLOMTSLKSEDTATYYCARPMSAHYGFNYFDYWGQGVMVTVSSastkgpsviplapssks
sggtaaIgclvkdyfpepvtvswnsgaItsgvhtfpavlqssglyslssvvtvpssslgtqtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscd
kthtcppcpapellggpsvflfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvy
svltvihgdwlngkeykckvsnkalpapiaktiskakggprepqvytippsreemtkngysltclvkgfypsdiavewesngq
pennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvm healhnhytgkslslspgk*

VL-CLKAPPA - Protein
DlQMTQSPASLSASLGETVTIECRTSEDIYNGLAWYQQKPGKSPQLLVYSANSLHIGVPSRFSGSGSGTO
YSLKINSLQFEDVASYFCQQYYDYPLAFGSGTKLEIKRtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvelinnfypreakvaw
kvdnalgsgnsgesvteqdskdstyslsstitiskadyekhkvyacevthaglsspvtksfnrgec*

Fig.10
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VH-FCG4M (S228P) - ADN _
GCGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTAGTGCAGCCTGGAGGGT
CCCTGAAACTCTCCTGTGCAGTCTCAGGATTCACTCTCAGTGACTATTACAT
GGCCTGGGTCCGCCAGGCTCCAAAGAAGGGTCTGGAATGGGTCGCAACC
ATTAGTGCCAGTGGGCTCAGAACTTACTATCCAGACTCCGTGAAGGGCCGC
TTCACTATCTCCAGAGATGATGCAAAAAGGAGCCTCTTCCTGCAAATGACCA
GTCTGAAGTCTGAGGACACGGCCACTTATTACTGTGCAAGACCGATGTCTG
CACACTATGGTTTTAACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGGTCAC
AGTCTCCTCAgctagcaccaagggcccateggtettcceectggegecctgetccaggageaccteeg
agagcacagccgcoctgggCtgcotggtoaaggactacttccccgaaccggtgaoggtgtcgtggaactcag
gcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcag cgt
ggtgaccgtgccctccageagcettgggcacgaagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaac
accaaggtggacaagagagttgagtccaaatatggtcccccatgcccaccatgcccagcacctgagttcctg
gggggaccatcagtcttcctgttcccoccaaaacccaaggacactctcatgatctcccggacocctgaggtca
cgtgcgtggtggtggacgtgagccaggaagacoccgaggtccagttcaactggtacgtggatggcgtggag
gtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagoagttcaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcac
cgtcctgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccgtcct
ccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagagccacaggtgtacaccctgcccccatc
ccaggaggagatgaccaagaacoaggtcagCctgacctgcctggtcaaaggcttotaccccagcgacatcg
ccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcocgtgCtggactccg
acggctccttcttcctctacagcaggctaaccgtggacaagagcaggtggcaggaggggaatgtcttotcatg
ctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtotccgggtaaatga
VL-CLKAPPA - ADN
GACATCCAGATGACACAGTCTCCAGCTTCCCTGTCTGCATCTCTGGGAGAA
ACTGTCACCATCGAATGTCGAACAAGTGAGGACATTTACAATGGTTTAGCAT
GGTATCAGCAGAAGCCAGGGAAATCTCCTCAGCTCCTGGTCTATAGTGCAA
ATAGCTTACATATTGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTAC
ACAGTATTCTCTCAAGATAAACAGCCTGCAATTTGAAGATGTCGCAAGTTATT
TCTGTCAACAGTATTACGATTATCCGCTCGCGTTCGGTTCTGGGACCAAGCT
GGAGATCAAACGGacggtggctgcaccatctgtcttcatcticccgecatctgatgageagttgaaatct
ggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataa
cgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcaoctacagcctc
agcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatc
agggcctgagctcgeecgtcacaaagagettcaacaggggagagtgttag

VH-FCG4M (S228P) - Protein
AVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAVSGFTLSDYYMAWVRQAPKKGLEWVATISASGLRTYYPDSVKG
RFTISRDDAKRSLFLQMTSLKSEDTATYYCARPMSAHYGFNYFDYWGQGVMVTVSSastkgpsvpra
pcsrstsestaaIgclvkdyfpepvtvswnsgaItsgvhtfpavlqssglysIssvvtvpssslgtktytcnvdhkpsntkvdk
rveskygppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevtevvvdvsged pevafnwyvdgvevhnaktkpree
qfnstyrvvsvltvlhqdwlngkeykckvsnkglpssiektiskakgqprepqutlppsqeemtknqultclvkgfyps
diavewesnggpennykttppvldsdgsfflysritvd ksrwaegnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk™
VL-CLKAPPA - Protein
DIQMTQSPASLSASLGETVTIECRTSEDIYNGLAWYQQKPGKSPQLLVYSANSL
mGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQFEDVASYFCQQYYDYPLAFGSGTKLEIKR
tvaapsvfifppsdeqlksgtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalqsgnsqesvteqdskdstyslsstltlska
dyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec*

Fig.11
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Cac trinh tw Fc

laG1 ngwei  (Uniprot P01857):
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK

19G2 nguwoi  (Uniprot P01859):
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTIS
KTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDISVEWESNGQPENN
YKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

1aG4 ngwei  (Uniprot P01861):
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCP
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSLGK

laG1 chuét (Uniprot P20759) dugc str dung trong N13B2
AETTAPSVYPLAPGTALKSNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGALSSGVHTFP
AVLQSGLYTLTSSVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRNCGGDCKP
CICTGSEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISQDDPEVHFSWFVDDVEV
HTAQTRPPEEQFNSTFRSVSELPILHQDWLNGRTFRCKVTSAAFPSPIEKTISKP
EGRTQVPHVYTMSPTKEEMTQNEVSITCMVKGFYPPDIYVEWQMNGQPQE
NYKNTPPTMDTDGSYFLYSKLNVKKEKWQQGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPGK

Fig.12
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TTIVKPEAPFDLSVIYREGANDFVVTENTSHLQKKYVKVLM
HDVAYRQEKDENKWTHVNLSSTKLTLLORKLQPAAMYEIKV
7] PSYYFRTPEINNSSGEMDPILLTIS
ILSFFSVALLVILACVLWKKRIKPIVWPSLPDHKKTLEHLC
KKPRKNLNVSFNPESFLDCQIHRVDDIQARDEVEGFLODTFE
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