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Linh vic k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé don dong TREM-1 va qua trinh tao dot bién cta
axit amin mang dién tich &m dac hiéu va khong mang dién tich c6 lién quan tGi qua trinh
tu twong tac clia khang thé don dong TREM-1 hoic TREM-1 mAb véi qua trinh tuong
tac TREM-1 dé lam giam d6 nhét cia dung dich mAb va duy tri i lyc dich, va dugc
pham chira khang thé nay. |

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

TREM-1 1a thu thé hoat héa dugc biéu hién trén bach ciu don nhan, dai thuc bio
va bach cau trung tinh. Céc té bao nay déng vai trd quan trong trong bénh viém man tinh
bang cach giai phong xytokin va cac chét trung gian khac giy ra chimg viém. Su biéu
hién cia ARN théng tin va protein cia TREM-1 dugc diéu hoa ting & dbi twong bi bénh
v6i RA va IBD, va cac té bao dwong tinh véi TREM-1 s& tich liiy & céc vi tri viém, lién
quan t&i mure d6 trdm trong ciia bénh. Protein nhan biét peptidolycan 1 (PGLYRP1) biéu
hién chi yéu béi cac bach cu trung tinh di duge hoat héa 13 phdi tir v6i TREM-1 va
truyén tin hiéu TREM-1 trong khi gén két.

In vitro, du dinh TREM-1 gy tiét xytokin tién viém k& ca TNF, IL-8, va protein
héa bach ciu don nhan-1. Ngoai ra, sy truyén tin hiéu TREM-1 phéi hop v6i nhiéu thu
.thé tuong tu Toll (TLR) dé 1am tang manh hon nita qua trinh truyén tin hién siéu viém.
Két qua 13, diéu nay lam diéu hoa ting muc bidu hién TREM-1, khién cho chu trinh nay
tr& nén khong thich hgp 1am ning thém chimg viém. P c6 nhiéu bang chimg chi ra ring
cic TLR gbp phan vio qua trinh phét trién va tién trién cua bénh viém man tinh nhu RA

- va IBD. v

WO 2013/120553 dé cap dén khang thé don dong khang TREM-1 nhéan tao ma G
ché ca chirc nang TREM-1 cta ngudi 13n cua khi dudi dai. Tuy nhién, ddc tinh dd nhot
clia cac khang thé don dong khang TREM-1 c6 thé can tr& qua trinh san xuét san phim
thudc & ndéng d6 >50mg/mL va ¢ thé han ché viéc thiét lap liéu t6i wu v& mat 1am sang.
Lidu cao (mét vai mg/kg) clia protein didu tri bénh thudong 13 can thiét dé thu duoc tac
dung thich hop vé mit 1am sang va do phan 16n c4c thudc diéu tri bénh nay dugc sir dung

bang cach phan phéi dudi da, nén viéc tu ding thude diéu tri bénh nay cho ddi twong bi
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bénh bi giéi han & thé tich < 1,5mL (Shire et al., J. Pharm. Sci. 2004, 93, 1390-1402).
Viéc phat trién ché phim protein v6i ndng d6 cao cho ddi tugng bi bénh tu ding 13 tré
ngai chung trong viéc san xuit va phan phéi khi ché phdm protein 1am ting dd nhét cua

dung dich thu dugc.

Viéc phan bd dién tich ciia khang thé don dong d& duge nghién ctru vé su anh
vhuc’mg dén d6 nhét cia dung dich mAb (Ydav et al., Mol. Pharmaceutics 2012, 9, 791-
802). Ngoai ra, di nhan thiy ring su tuong tic dién tich yéu, khong dic hiéﬁ van c6 mit
trong cac dung dich pha lodng 1am 4nh huéng dén d6 nhét ciia cac dung dich mAb ¢b dic
(Connolly et al., Biophys. I., 2012, 103, 69-78.). Cac phuong thirc didu tri d 1am giam
d6 nhét ciia dung dich mAb 13 can dua cac thé dot bién trao ddi dién tich hudng vi tri ma
pha v& cic twong tic ndi phin tir dién tich-dién tich truc tiép (Ydav et al., Mol.
Pharmaceutics 2012, 9, 791-802) hodc bd sung mudi hodc ion trai du (Liu et al., J.
Pharm. Sci. 2005, 94, 1928-1940; Yadav et al., J. Pharm. Sci. 2010, 99, 1152-1168;
Yadav et al., J. Pharm. Sci. 2012, 101, 998-1011; Kanai et al., J. Pharm. Sci. 2008, 97,
4219-4227) vao. Tuy nhién, viéc bd sung cic mudi va ion trai ddu cé thé gay ra tac dung
phu cho d6i tugng bi bénh lién quan téi ndng do siéu osmol/kg dung dich di duoc st

dung.

Sang ché boc 16 khang thé TREM-1 duoc tao ra béng cach tao ddt bién dic hiéu vi
tri cia CDR ctia WO 2013/120553 d& duoc boc 16 12 khang thé don dong 01070 khéng
TREM-1 nhéﬁ tao. Cac khang thé di dugc boc 16 khong pha v qua trinh tur tuong tac
dién tich-dién tich ndi phan t& mAb truc tiép c6 dac tinh dd nhét thich hop va duy tri
- duge dic tinh gin két dich. Pic tinh d6 nhét thich hop cho phép san phdm thube & ndng
d6 cao c6 thé 13 can thiét dé sir dung trong diéu tri bénh va duoc phim. Cac khéang thé
nay c6 thé c6 anh huéng quan trong dén chat luong cudc séng ciia cac ddi trong bi bénh
nhiém khudn hodc bénh viém man tinh nhu bénh viém khép dang thip, bénh khép vay
nén va bénh viém ruét. |
Ban chét ky thuét cia sang ché

Theo khia canh thir nhit, sang ché d& cap dén khang thé don dong khang TREM-1
c6 dic tinh d6 nhét trong khoang ky vong db6i véi cac khang thé don dong monome va

phong bé chirc ning ctia TREM-1 véi mirc d6 manh nhu khang thé don dong 0170 cia
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WO 2013/120553. Hon nita, d8i v6i didc tinh d nhét c6 loi ctia cac bién thé khang thé
don dong theo sang ché, d4 nhan thiy rang cac bién thé nay khong dbi khang véi thu thé
TREM-1. -

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé hodc méanh ciia nd c6 kha
nang gin két va phong bé TREM-1, khac biét & chd khang thé nay, hodc méanh cia no, c6
" @ nh6tnhd hon 5 cP & ndng do bang 80mg/mL, tbt hon néu nhoé hon 4 cP.

Khang thé hoic méanh ciia n6 ¢6 thé chira bién thé ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ
'ID NO.3, trong d6 mot hodc nhidu géc mang dién tich 4m trong ving CDR1 v CDR3 c6
trinh tut nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc thé bang cac gbc axit amin khong mang dién
tich, nhu dugc néu trong ban mé ta ndy.

Khang thé hodic méanh ciia n6 c6 thé chira bién thé ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.3, trong d6 phenylalanin & vi tri 32 cua trinh '[l_‘l’ nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc
tao dot bién thanh axit amin dugc chon tir céc géc axit amin glyxin, serin, threonin,
. Xystein, alanin, valin, leuxin, isoleuxin va metionin, t6t hon néu duoc chon tir alanin,
| glyxin, serin valin va leuxin, t5t hon nita néu trong d6 F32 cta trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.3 duoc tao dot bién thanh alanin hodc serin.

Khang thé hodc manh cia n6 ¢ thé chira bién thé ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ
~ID NO.2, trong d6 mét gbc bit ky trong sb cac gbc Y32, R52, S55, S$56, N57, A59,
M102, 1104 va R106 cua trinh ty nhu né€u trong SEQ ID NO.2 hoac F32, D33, Y34, Y53,
R54, D98 cua trinh ty néu tfong SEQ. ID NO 3 (c4c thé dot bién “twong tac Fab-Fab™)
dugc thé b?mg axit amin khac, nhu axit amin ty nhién, t5t hon néu géc axit amin duoc-
chon tir nhom bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin,
arginin, tryptophan, histidin va tyrosin. ,

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén khang thé hodc méanh cua n6 ¢ kha
ning gin két dic hidu va phong bé TREM-1 c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 va
chtra c4c bién thé ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID NO.3 hoéc ca hai
trinh tu ndy, trong d6 cac bién thé nay dugc chon tir nhém bao gdm céac thé dot bién
“tuong tac Fab-Fab” , thé dot bién “tuong tac Fab-TREM-1" va thé dot bién dang “mang
dién tich” cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID NO.3 (bang 1).

Theo mét phuong 4n ctia khang thé theo sang ché hoic manh cia n6, mot hoic

nhiéu gbc mang dién tich 4m trong vimg CDR1 va CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ
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ID NO.3 duge thé bang cac gbe axit amin khéng mang dién tich. Theo mot phuong an,
gbc mang dién tich 4m trong ving CDR1 va CDR3 c6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID

NO.3 nay dugc thé bang cac gdc axit amin khong mang dién tich.

Theo mét phuong 4n, khang thé theo sang ché hoic manh cia n6 chira bién thé c6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 mot gbc bét 'ky trong sd cac gbc dang
“mang dién tich” D1, D30, D33, D74, D98, E27, E97 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 duoc tao dot bién thanh géc axit amin duoc chon tir nhom bao gém glyxin, alanin,
serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin. Theo mét phuong én, nhiéu hon
mot géc “méang dién tich” D1, D30, D33, D74, D98, E27, E97 cua trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.3 duoc tao dot bién thanh géc axit amin dugc chon tir nhém bao gém glyxin,

alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin.

Theo mdt phuong 4n, mét trong s E27 va E97 cua cac Vung CDRI1 va CDR3 ¢o6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc thé bang gdc axit amin khéng mang dién tich,
nhu axit amin dugc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin,
threonin, xystein, va tyrosin. Bing cach vi du, E27 cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.3 ¢6 thé khong dugc tao dot bién va E97 c6 thé dugc tao dot bién béng axit amin
duoc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein,
va tyrosin, t6t hon nita néu bang axit amin dwgc chon tir nhém bao gdm serin va
glutamin. Theo cach khéc, E97 cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 c6 thé khong
dugc tao dot bién va E27 c6 thé dugc thé Béng axit amin duoc chon tir nhém bao gdm
glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin, tét hon nita néu

béng axit amin dugc chon tir nhdm bao gom serin va glutamin.

Theo mdt phuong én, cd E27 va E97 cua céc vung CDR1 va CDR3 c6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.3 duoc thé bang cac gdc axit amin khéng mang dién tich, nhw axit
amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin,
xystein, va tyrosin. Br:fmg cach vi du, E27 cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 c6 thé
dugc bién ddi thanh glutamin va E97 cia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 c6 thé
duoc thé biang axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, serin, asparagin, glutamin,
threonin, xystein, va tyrosin, tbt hon nira néu bang axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm

serin va glutamin.
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Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh cua n6 chaa
bién thé ¢6 trinh tw néu trong SEQ. ID. NO 2, trong d6 mdt gbc bat ky trong sd cac gbe
Y32, R52, S55, S56, N57, A59, M102, 1104 va R106 cua trinh tg nhu néu trong SEQ ID
NO.2 hoac F32, D33, Y34, Y53, R54, D98 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 (thé
dot bién “twong tac Fab-Fab”) dugc thé bang axit amin khac, nhu axit amin tu nhién, tdt
hon néu gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin,

glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin.

Theo mot phuong an cia khéng thé theo sang ché hoic manh cta nd, it nhat mot
géc trong s6 cac géc A59 va N57 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 dugc tao dot
bién thanh gdc axit amin, nhu axit amin tu nhién, tdt hon néu axit amin dugc chon tir
nhém bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin,
tryptophan, histidin va tyrosin, t6t hon nita néu serin hoc tyrosin. Bang cach vi du, A59
cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢ thé khong dugce tao dot bién va N57 c6 thé
duoc tao dot bién thanh gdc axit amin khac, nhu axit amin tu nhién, tdt hon néu duogc
chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin,
arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, t5t hon nita néu serin hozc tyrosin. Theo cach
khac, N57 cua trinh tu nhu néu trdng SEQ ID NO.2 ¢6 thé khong dugc tao dot bién va
A59 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 c6 thé dugc tao dot bién thanh géc axit
amin khac, nhu axit amin tu nhién, t6t hon néu duoc chon tir nhém bao gdm glyxin,
alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va
tyrosin, t6t hon nita néu serin hodc tyrosin. Theo phuong 4n khéc, ca A59 1an N57 clia
trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.2 dugce tao dot bién thanh géc axit amin khac, nhu
axit amin tu nhién, tdt hon néu duge chon tir nhém bao gé)m glyxin, alanin, serin,
asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, t&t

hon nita néu serin hodc tyrosin.

Theo mét khia canh khéc, sng ché dé cap dén kha ning danh gia tién 1am sang cai
thién thu dugc bang cach dua cac thé dot bién huéng vi tri trong SEQ ID NO.3 trong cc
gbc axit amin “twong tic Fab-TREM-1” dé thu duoc 4i luc mAb dbi véi TREM-1 cuia khi
dudi dai twong tw nhu dbi véi TREM-1 ctia ngudi c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.1, vi du trong d6 gbc Phe ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc thé bang
Ala hodc Ser. "



33606

Do d6, sang ché dé cép dén khang thé hodc manh cta no, trong d6 gbe axit amin
“twong tac Fab-TREM-17, F32 ctia trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.3, dugc thé bing
géc axit amin duoc chon tr nhém bao g6m glyxin, alanin, serin, threonin, prolin va

xystein.

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& cap dén tac dung két hop ciia céc dic tinh
vé d6 nhét cai thién va kha ning danh gié tién 1am sang céi'thién thu dugc bang cach dua
cac thé dot bién huéng Vl tri trong SEQ ID NO.2 & bé mat chung mAb-TREM-1 dé tao ra
~ dugc 4i lyc mAb déi v6i khi dudi dai twong tw nhu 4i lyc tOn tai d6i v6i TREM-1 ciia
ngudi cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 (vi dy, nhu dugc néu trén) két hop vé6i viée
thé cac gbc mang dién tich 4m trong cac ving CDR1 va CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong

SEQ ID NO.3 bing cac gbc axit amin khong mang dién tich (vi du, nhu duoc néu trén).

Theo khia canh bt ky trong s cac khia canh néu trén, sang ché dé cip dén khang

thé hodc manh cda né trong do:

i) it nhit mot gbc mang dién tich 4m cia cac vimg CDR1 va CDR3 ¢6 trinh ty nhw
néu trong SEQ ID NO.3 duge tao dot bién thanh gde axit amin duge chon tir nhém bao

gom glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin; va

ii) it nhat mot gdc trong s6 cac gbe Y32, R52, S55, S56, N57, A59, M102, 1104 va
R106 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc F32, D33, Y34, Y53, R54, D98 cua
trinh tu nhu néu trong SEQ 1D NO.3 (thé ot bién “twong tac Fab-Fab”) duogc tao dot
bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin,
glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, va tryptophan, histidin va tyrosin.

Theo mdt phurong 4n, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh cia né trong do:

i) mot hodc ca hai E27 14n E97 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc tao
dot bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin,
asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin; va

ii) mot hodc ca hai A59 14n N57 ciia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 dugc tao
d6t bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin, serin,
asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, tdt

hon nifa néu serin hodc tyrosin.
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Sang ché ciing d& cap dén khang thé hoic manh cta né chia trinh tir bét ky trong
s6 céc trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.4 dén 16.

MBS ta viin tit cic hinh vé

Fig.1 1a db thi thd hién dic tinh dd nhét caa cac bién thé khang thé don dong
khang TREM-1 va dudng cong theo ham s mii ciia chiing.

Fig.2 1a d thi thé hién kha ning cia cac bién thé khang thé don dong 0170 dé trc
ché qua trinh truyén tin hiéu TREM-1 cta ngudi trong dong t€ bao chi thi TREM-1 cua
ngudi (BWZ’36/hTREM-1) di dugc kich thich béi PGN va (A) PGLYRPI téi td hop
hogc (B) PGLYRPI dugc biéu hién bi cac bach cau trung tinh da dugc hoat héa (sb
luong trung binh ctia cac ngudi cho N).

Fig.3 1 db thi thé hién kha ning cta c4c bién thé khéng thé don dong 0170 dé e
ché qu4 trinh truyén tin hiéu TREM-1 cta khi dudi dai trong dong té bao chi thi TREM-1

ctia khi dudi dai (TE426.27) di dugc kich thich béi PGN va PGLYRPI t4i t6 hop.

Fig.4 1a d thi thé hién kha ning cua c4c bién thé khang thé don dong 0170 dé
ché qua trinh giai phéng TNFa ra khéi dai thuc bao M2 bi giam oxy huyét di dugc kich
thich boi PGN va PGLYRP! tai t6 hop.

Fig.5 1a db thi thé hién kha nang gin két trén dia d6i khang ctia cac bién thé khang
thé don dong 0170 dé giai phong TNF ra khoi dai thue bao M2 bi giam oxy huyét. MAb
1278 (R&D) dugc sir dung 1am khang thé di chtng duong tinh.

Fig.5 1a biéu db thé hién ban kinh thiy dong cua cac bién thé khang thé don dong
khang TREM-1 so v6i khang thé don dong 0170.

M@ ta chi tiét sang ché
“Céc trinh ti duge sir dung trong sang ché

SEQ ID NO.1 13 trinh ty axit amin cia TREM-1 thé dai ctia nguoi.

SEQ ID NO.2 14 trinh tir axit amin céia chudi ning ctia khang thé nhan tao TREM-
1 (khang thé don dong 0170 cia W02013/120553).

SEQ ID NO.3 12 trinh tir axit amin cia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0170 ctia W0O2013/120553).
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SEQ ID NO.4 13 trinh tir axit amin ctia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0317, E27Q, E97S). i

SEQ ID NO.5 1a trinh ty axit amin ctia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0318, E27Q, E97Q).

SEQ ID NO.6 14 trinh tur axit amin ctia chudi nhe ciia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0319, E97S). '

SEQ ID NO.7 14 trinh tu axit amin cia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0320, E97Q).

SEQ ID NO.8 14 trinh tyr axit amin ctia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0321, E27Q).

' SEQ ID NO.9 12 trinh tir axit amin ctia chudi nhe ctia khang thé nhan tao TREM-1
(khang thé don dong 0322, F32A).

SEQ ID NO.10 13 trinh tir axit amin cta chudi nhe cta khang thé nhan tao TREM-
1 (khang thé don dong 0323, F328S).

SEQ ID NO.11 13 trinh ty axit amin cta chudi néﬁg ctia khang thé nhan tao
TREM-1 (khang thé don dong 0324, A59Y).

SEQ ID NO.12 13 trinh tr axit amin ca chudi ning cta khang thé nhan tao
TREM-1 (khang thé don dong 0325, N57S).

' SEQ ID NO.13 13 trinh tr axit amin cta chudi ning cta khang thé nhan tao
TREM-1 (khang thé don dong 0326, A59Y, NS57S).

SEQ ID NO.14 13 trinh tir axit amin ctia chudi nhe cta khang thé nhan tao TREM-
1 (khang thé don dong 0330, F32A, E27Q, E97Q).

SEQ ID NO.15 1a trinh tu axit amin cia chudi ning cta khang thé nhan tao
TREM-1 (khang thé don dong 0332, A59Y; 0332 13 mAb két hop cia trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.15 nhu HC va SEQ ID NO.5 nhu LC, Bang 1).

SEQ ID NO.16 13 trinh tir axit amin ctia chudi ning cia khang thé nhan tao
TREM-1 (khang thé don dong 0333, A59Y; 0333 12 mAb két hop cua trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.16 nhu HC va SEQ ID NO.14 nhu LC, Bang 1).
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SEQ ID NO.17 14 trinh tir axit amin cia cTREM-1 ¢6 chiéu dai diy du.
SEQ ID NO.18 14 chudi ning ctia ving Fab ctia khang thé don dong 0170.
SEQ ID NO.19 14 chudi nhe ctia viing Fab khang thé don dong 0170.

TREM-1 1a protein xuyén mang dugc cAu thanh béi 234 axit amin, bao gém mot
mién globulin mién dich ngoai bao va dudi bao chit ngin ma khong cé motip truyén tin
hi€u 16 rang. Khi. dugc hoat héa, TREM-1 lién két véi protein thich tng truyén tin hiéu
chira ITAM, DAP12. Qua trinh truyén tin hiéu x4y ra & phia sau c6 thé bao gdm qu4 trinh
hoat héa yéu té phién ma NFAT, 1am diéu hoa ting qua trinh san sinh xytokin tién viém.

Sang ché dé cap dén khang thé c6 kha ning gin két dac hidu va phong bé chirc
ning ciia TREM-1. C4c khang thé theo sang ché c6 thé phong bé chirc nang ciia TREM-1
bang cach 1am giam/phong bé qua trinh hoat héa va truyén tin hiéu xiy ra & phia sau
TREM-1.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé phong bé TREM-1 bang mdt hodc két hop mot
vai co ché khac nhau, phong bé TREM-1 truc tiép hodc gian tiép. Vi du, cac khang thé
theo sang ché c6 thé ngan khong cho phdi tir tw nhién cia TREM-1, protein nhan biét
peptidoglycan 1 (PGLYRP1), tao phic chirc ning véi TREM-1 vid/hoic khang thé theo
sang ché c6 thé phong bé TREM-1 bing cach ngin khong cho cic phan tir TREM-1 riéng
ré€ tao ra cac dime hodac multime. Qud trinh dime hdéa hodc multime héa TREM-1 c6 thé
dugc 1am giam hodc ngin can bdi cac khang thé TREM-1 c6 kha ning gin két véi mot
phin TREM-1 ma theo c4ch khac c6 thé nam trén bé mit chung cia dime TREM-1, nho
d6 ngan khong cho cac phan tir TREM-1 riéng ré lién két véi phan tir khc.

Qu4 trinh dime hoéa hodc multime héa TREM-1 c¢6 thé duoc 1am gidm hoic ngéan
can boi khang thé TREM-1 ma gay anh hudng dén su tuong tic cia TREM-1 v6i phdi tir
ctia nd. Céc khang thé theo sang ché c6 thé phong bé qué trinh hoat héa gy ra béi
PGLYRPI1 cia TREM-1. PGLYRP1 1a protein mach dai c6 196 axit amin, dugc bao toan
& muc cao, dugce ciu thanh boi peptit tin hiéu va mién gin két véi peptidoglycan, duogc
biéu hién trong bach cau trung tinh va duoc giai phong trong qué trinh hoat héa ching.
Céc khang thé theo sang ché c6 thé didu hoa ting qua trinh giai phéng xytokin tién viém
ra khoi céc tiy bao. Cac khang thé theo sang ché c6 thé phong bé qua trinh giai phong
TNF, MIP-1beta, MCP-1, IL-1beta, GM.CSF, IL-6 va/hodc IL-8 ra khéi dai thuc bao,
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bach cu trung tinh, té bao mo hoat dich va/hodc té bao chi thi, nhu dugc néu trong ban
mo ta nay.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé ¢6 kha ning gin két v6i ca TREM-1 ciia ngudi

1an TREM-1 tir c4c loai khac khong phai nguoi. Do @6, thuat ngit “TREM-17, nhu dugc
sir dung trong ban md ta ndy, bao ham dang c6 mit trong tr nhién bit ky cia TREM-1 ¢6
thé c6 nguén géc tir sinh vat thich hop bét ky. Vi duy, TREM-1 dugc st dung nhu néu -
trong ban mo ta nay cd thé 12 TREM-1 ciia dong vat c6 xuong séng, nhu TREM-1 d(}ng
vat c¢6 vi, nhu TREM-1 tir dong vét linh trudng (nhu ngudi, tinh tinh, khi dudi dai hodc
khi néu); loai gam nhim (nhu chuot nhét hodc chudt), dong vat gam nhim (nhu tho),
hodc dong vat co guéc chan (nhu bo, ctru, lgn hodc lac da). Tét hon, néu TREM-1 c6
‘trinh te nhu néu trong SEQ ID NO.1 (TREM-1 cta nguoi). TREM—I c6 thé 13 dang
trudng thanh cia TREM-1 nhu protein TREM-1 ma dién ra qu4 trinh sau phién m3 trong
té bao thich hop. Vi du, protein TREM-1 truéng thanh nay cé thé dugc glycosyl hoa.
TREM-1 ¢6 thé 13 protein TREM-1 c6 chiéu dai diy du.

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé don dong, tirc 14 ching ¢ ngudn gbc
truc tiép hodc gian tiép tir mot dong ciia lymphd bao B. Khang thé TREM-1 c6 thé dugc
tao ra, dugc sang loc va dugc lam sach béng cach str dung, vi du, cac phuong phép duogc
mo ta trong Vi du cuia WO2013/120553. Tom lai, chudt nhét thich hop nhu chudt nhét
khéng cé (knock-out - KO) TREM-1 hoic TREM-1/TREM-3 c6 thé dugc tao mién dich
v6i TREM-1, té bao biéu hién TREM-1 hoic t6 hop ciia hai loai ndy.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé da dong, tirc 13 hén hop chira
khang thé don dong theo sang ché.

Viée sang loc so cAp dich ndi chira t& bao lai c6 thé duoc thyc hién bing cach st
dung ELISA hodc FMAT truc tiép va viéc sang loc thir ce“ip c6 thé duge thuc hién béng
cach sir dung phan tich té bio theo dong chay. Sau d6, dich ndi chira té bao lai duong tinh

c6 thé duge sang loc trong thir nghiém gen chi thi.

Céac khang thé c6 thé dugc bicu hién tai t0 hgp trong c4c té bao cua sinh vat nhan
so hodc sinh vat c6 nhan dién hinh. Sinh vat nhén so t€ bao co thé 13 E. coli. T€ bao cta
sinh vét c6 nhan dién hinh c6 the 13 t€ bao cia nam men, cdn trung hodc dong vat c6 vu,

nhu t& bao c6 ngudn gbe tir sinh vét 13 dong vat linh truéng (nhu ngudi, tinh tinh, khi
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duoi dai hodc khi nau), loai gam nhim (nhu chudt nhét hoac chudt), dong vat gam nhim
(nhu tho) hodc dong vat co guéc chan (nhu bo, ctru, lon hodc lac da). Dong té bao thich
hop ctia dong vat c6 vi bao gdm, nhung khong chi gidi han &, t& bao HEK293, té bao
CHO va té bao HELA. Khang thé8 TREM-1 ciing c¢6 thé dugc tao ra bing cac phuong
phap da biét d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, nhu biéu hién thé

thuc khuan hodc biéu hién nam men.

Mot khi dugc tao ra, cac khang tﬁé c6 thé duge sang loc dé gz“'ln két véi, vi du,
TREM-1 ¢6 chiéu dai ddy da hodc thé dot bién ciia ching bang cach sir dung cac phuong
phap dugc md ta trong phan vi du thuc hién sang ché cia W02013/120553.

Khang thé TREM-1 chtrc ning theo sang ché 1a cac khang thé c6 kha ning gin két
ddc hiéu v6i TREM-1 va cé hiéu qua trong qud trinh hoat héa TREM-1 va qua trinh
truyén tin hiéu xay ra & phia sau bang cach phong bé hoic kich thich TREM-1 va trong
ban md ta nay, ching dugc goi 1a “khang thé TREM-1 chiic ning”. Phuong phap nhan
dién khang thé TREM-1 chirc ning bao gdm céc budc: (a) nudi cdy té bao thir nhét biéu
hién TREM-1, protein tin hiéu va cu tric théng bao; (b) xac dinh hoat tinh cua t& bio
thir nhét nay khi té bao nay dugc @ véi chét cai bién TREM-1; (c) cho ddng mdi trudong
nudi cy cta budc (b) tiép xtic véi khang thé TREM-1; va (d) x4c dinh xem hoat tinh ctia
té bao thir nhit ndy c6 yéu hon hay manh hon so véi hoat tinh xac dinh dugc & budc (b)
hay khong.

“Té bao thir nhat” ctia budc (a) ¢ thé 1a t& bao c6 ngudn gbe tir qua trinh tao mau,
nhu té bao iy, nhu té bao T. Protein tin hiéu ctia bude (a) cb thé 1a protein tin hiéu bat ky
c6 kha ning tao phtrc véi TREM-1. Protein tin hiéu thich hgp bao gdm DAP10, DAP12,
TCR zeta, Fc gama RIII va thu thé Fc, hoic mot phin cta chung. CAu triic théng béo cia
bude (a) cb thé 13 ciu triic bat ky c6 kha ning hoaf héa thong qua protein tin hi€u va tao
ra tin hiéu c6 thé nhan biét dugc. Céu tric théng bao thich hop baz) gbm yéu t6 phién ma
va gen thong tin. Protein tin hi€u c6 thé 13 tin hiéu thong qua yéu tb phi€én ma dugc chon
tir nhém bao gf“)m NFAT va NFkB. Gen chi thi 1a gen ma khong dugc biéu hién trong tu
nhién trong té bio thir nhit ndy va c6 thé 13, nhung khong chi gi6i han &, gen ma hoéa p-
galactosidaza, luxiferaza, protein phat huynh quang mau xanh 14 (GFP) hoac

chloramphenicol transferaza. Té bao thir nhat ndy cé thé dugc chuyén nhiém véi yéu t6
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phién m3 va gen chi thi bing cach sir dung cac phuong phép da biét trong linh vuc k¥
thuét nay.

“Té bao chi thi BWZ/hTREM-1” va “t& bao chi thi TE426.27” dugc mo ta trong

cac vi du thuc hién sang ché 1a mot vi du vé “t€ bao thir nhat”.

Chat cai bién cta bude (b) c6 thé 1a phdi tir TREM-1 hoic bach cau trung tinh
dugc hoat héa. “Khang thé TREM-1” ctia budc (c) c6 thé 12 dich ndi thé lai dac higu v6i
TREM-1 hoic khang thé di dugc 1am sach. Hoat tinh dugc xac dinh & budce (d) 1a tin
hidu tao ra boi cdu trac thong bao. Vi du vé qua trinh truyén tin hidu nay 13 viéc phat

quang giy ra bdi qua trinh tao ra LacZ (B-lactamaza luxiferaza) gy ra bo1 NFAT.

Phuong phép nay c6 thé duoc diéu chinh dé xac dinh khang thé TREM-1 phong
bé. Phuong phap nhén dién khang thé TREM-1 phong bé bao gdm cac bude: (a) nudi ciy |
té bao thur nhit biéu hién TREM-1, protein tin hiéu va c4u tric thong bao; (b) xac dinh
hoat tinh cta t& bao thir nhit niy khi té bao ndy dwoc @ vdi bach ciu trung tinh di dugc
hoat hoa; (c) cho ddng méi trudng nudi cdy cua t& bao thir nhat nay va bach ciu trung
tinh d& duoc hoat héa tiép xuc v6i khang thé TREM-1; va (d) xac dinh xem hoat tinh cta
té bao thir nhit nay c6 yéu hon so vé6i hoat tinh x4c dinh dugc & budc (b) hay khong.

Phwong phép niy ciing c6 thé dugc didu chinh dé x4c dinh khang thé TREM-1
kich thich. Phuong phép nhan dién khang thé TREM-1 kich thich bao gbm céc bude: (a)
nudi cdy té bao thir nhét biéu hién TREM-1, protein tin hidu va cdu triic thong bao; (b)
x4c dinh hoat tinh cta té bao thir nhit nay; (c) tiép xac/i t& bao niay véi khang thé
TREM-1; va (d) x&c dinh xem hoat tinh cua té bao thtr nhat nay c¢6 manh hon so véi hoat
tinh xac dinh dugc & bude (b) hay khong.

Sang ché dé cap dénAkhéng thé TREM-1 phong bé c6 thé duoc hhén dién bing
phuong phép, nhu dugc néu trong ban md ta nay, nhén dién khang thé phong-bé. Khi
duoc thir nghiém bang cach st dung phuong phép néu trong ban mo ta ndy va trong cac
vi du thuc hién sang ché, khang thé theo sang ché c6 thé, & ndng d6 nhé hon 50pg/mL,
nhu nhé hon 40pg/mL, nhu nho hon 30pg/mL, nhu nho hon 20pug/mL, nhu nhé hon
10pg/mL, nhu nhé hon 5pg/mL, nhu nhé hon 1pg/mL - c6é kha ndng lam gidm hoat tinh
cta t& bao thtr nhit xudng 50%, nhu 60%, nhu 70%, nhu 80%, nhu 90%, nhu 95%, nhu

100%. Khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha ning lam mét hoan toan hoat tinh cua té

-13-



33606

bao thr nhat nay. Khi duoc thir nghiém bing cach str dung phwong phap néu trong ban
mo t& nay va trong céc vi du thuc hién sang ché, khang thé theo sang ché c6 thé, & néng
d6 nhd hon 1ug/mL - nhu nhé hon 0,9pug/mL, nhu nhé hon 0,8pg/mL, nhu nhé hon
0,7ug/mL, nhu nhé hon 0,6pg/mL, nhu nhé hon 0,5pg/mL, nhu nh6 hon 0,4pg/mL, nhu
nhé hon 0,3pg/mL, nhu nhé hon 0,2pg/mL - c6 kha ning 1am mét hoat tinh cua t& bao
thit nhét.

Sang ché ciing dé cap dén khang thé TREM-1 phong bé c6 thé duge nhan dién
bang cac cach khac khong phai phuong phap néu trong ban mé ta nay.

Thuét ngit “khang thé” dugc st dung trong ban mé ta dé chi protein, c6 ngudn gbc
tir trinh tu globulin mién dich dong phoi, cé kha nang gén két ddc hiéu véi khang nguyén
(TREM-1) hodc mét phan ciia ching. Thuit ngit ne‘ly cling dugc stir dung trong ban mo ta
dé chi khang thé c6 chiéu dai déy da thudc nhom hoic isotyp bat ky (tic 13 IgA, IgE,
IgG, IgM va/hodc IgY) va chudi don hoic manh bat ky ctia n6. Khang thé gin két dic
hiéu véi khang nguyén, hodc mdt phan clia né, hoic cé thé gan két v6i khang nguyén do,
hodc mot phan cua ching, hodic nd ¢ thé gin két véi sd luong gidi han cac khang
nguyén ddng nhét, hoic cic phan ciia ching. Céac khang thé c6 chidu dai diy du thuong
chira it nhit bén chudi polypeptit: hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) duoc ndi véi
nhau béi lién két disulfua. Mot phan nhém globulin mién dich ciia chat ding trong dugc
phim cuy thé 13 ho IgG. O ngudi, nhém IgG c6 thé duoc phan nhém tiép thanh 4 phan
nhom: IgGl, IgG2, IgG3 va IgG4, dua trén trinh tw ciia ving hang dinh cta chudi ning
ctua ching. Cac chudi nhe c6 thé duoc chia thanh hai loai, kappa va lamda, dua trén su
khac nhau vé thanh phin trinh tu cia chung. Cac phéan tir IgG dugc ciu thanh boi hai
chudi ning, dugc nodi lién két bsi hai hodic nhiéu lién két disulfua, va hai chudi nhe, mdi
chudi nay dwoc gin vao chudi ning boi lién két disulfua. Chudi ning co thé chira ving
bién dbi (VH) ciia chudi ning va tdi da ba ving hing dinh (CH) ctia chudi ning: CHI,
CH2 va CH3. Chudi nhe c6 thé chira ving bién dbi (VL) ctia chudi nhe va ving hing
dinh cua chudi nhe (CL). C4c ving VH va VL c6 thé dugc phan nhém tiép thanh cac
ving cia siéu bién, dugc goi 13 viing xac dinh bd sung (CDR), dugc nim rai rdc véi cac
viing duge bao toan nhidu hon, duoc goi 12 ving khung (FR). Cac ving VH va VL nay
thuong cdu thanh béi ba CDR va bbn FR, duoc sip xép tir diu tan cing amino dén dau

tan cung carboxy theo thi tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Céac vung
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siéu bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe tao ra mién [gin két] c6 kha ning twong tic
v6i khang nguyén, trong khi d6 ving hang dinh cia khang thé c6 thé gin két globulin
mién dich v§i md hoic yéu t§ chu, bao gdm nhung khong chi gidi han &, cac té bao khac
nhau cia hé mién dich (€ bao tac dong), thu thé Fc va thanh phin thir nhét (Clq) cia hé

bd tro truyén théng.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc phan lap. Thuat ngit “khang thé phan
1ap” dugc sit dung trong ban mé ta dé chi khang thé dugc phan tach va/hodc thu hdi tir
cac thanh phan khac trong moi truong ma trong d6 né duge tao ra vi/hozic 1am sach khéi

hén hop chira cac thanh phan c6 mit trong mdi trudng ma trong d6 n6 da dugc tao ra.

Céc manh gin két véi khang nguyén nhét dinh ciia cac khang thé c6 thé 13 thich
hop theo sang ché, vi di thdy rang chirc ning gin két v6i khang nguyén nay ciia khang
thé c6 thé duge thuc hién bdi cac manh cla khéng thé c6 chiéu dai dﬁy dd. Thuat ngtr
“manh gin két v6i khang nguyén” cia khéng' thé duoc str dung trong ban mo ta dé chi
mdt hodc nhidu manh cia khang thé van c6 kha ning gan két dic hiéu véi khang nguyén,
nhu TREM-1, nhu dwoc néu trong ban md ta ndy. Vi du vé manh gin két véi khang
nguyén bao gdbm cac méanh Fab, Fab’, F(ab),, F(ab’),, F(ab)S, Fv (thudng 14 cic mién VL
va VH cta mdt nhanh cua khéng thé), Fv chudi don (scFv; xem, vi du, cc bai bao: Bird
et al., Science 1988; 242:42S-426; va Huston et al. PNAS 1988; 85:5879-5883), dsFv, Fd
(thudong 13 mién VH va CHI), va dAb (thudong 1a mién VH); cac mién VH, VL, VhH, va
V-NAR; phan tir hda tri mot chl'ra chudi VH don va VL don; tiéu thé, ludng thé, tam thé,
tir thé, va cac thé kappa (xem, vi du, bai bao: Ill et al., Protein Eng 1997;10:949-57); IgG;
IgNAR ctia lac d3; cling nhu mot hodc nhiéu CDR phan 14p hodc paratop chirc ning,
trong d6 CDR phan 14p hoic cac gbc hodc polypeptit gan két véi khang nguyén c6 thé
duge ndi hodc lién két voi nhau dé tao ra manh khang thé chirc ning. Cac manh khang
thé khac nhau di duoc mé ta hoic xem xét trong, vi du, bai bao: Holliger and Hudson,
Nat Biotechnol 2005; 2S:1126-1136; W02005040219, va cong bd don yéu ciu cip
patent M§ 20050238646 va 20020161201. Cac manh khang thé nay c6 thé thu dugc bang
cach st dung k¥ thuat thong thuong da biét d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt ndy, va cac manh nay co thé dugc sang loc dé st dung theo cung cach

nhu khang thé nguyén ven.
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Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé cia ngudi hodc khang thé nhén tao.
Thuit ngit “khang thé cta ngudi”, nhu duoc sir dung trong ban mé ta ndy, duoc dy dinh
dé k& ca cac khang thé co vung bién ddi trong d6 it nhit mot phin cia ving khung
va/hodc it nhét mot phan ctia ving CDR cé ngudn gbc tir trinh tu globulin mién dich
dong phdi ciia ngudi. (Vi du, khang thé cta ngudi cé thé co ving bién dbi, trong d6 ca
ving khung 14n ving CDR c¢6 ngudn gbc tir trinh t globulin mién dich dong phéi cia
ngudi). Hon thé nira, néu khang thé chtra ving hang dinh, thi ving hing dinh nay ciing
c6 ngudn gbe tir trinh tr globulin mién dich dong phdi ctia ngudi. Cac khang thé cua
ngudi theo sang ché ¢ thé ké ca cac gbc axit amin khong dugc mi hda boi trinh tur
globulin mién dich dong phéi ctia ngudi (vi du, cac thé dot bién duge dua vao boi qua
trinh tao dot bién ngau nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc béi thé dot bién x6ma in

vivo).

Khang thé nay cua nguoi c6 thé 1 khang thé don dong cia nguoi. Khang thé don
dong nay ctia nguoi co thé duoc tao ra boi thé lai, ma ké ca té bao B thu dugce tir dong vat
chuyén gen kh(”)ng phai 12 ngudi, vi dy, chudt nhat chuyén gen, c6 bd gen chira gen
chuyén chira chudi ning ciia ngudi va gen chuyén chtra chudi nhe du:éc ngung tu thanh té

bao bt dong.

‘Céc khang thé cia nguoi c6 thé dugc phéan tach tir cac thu vién trinh tu dugc xay
dung dua vao viéc lya chon trinh ty dong phéi cia nguoi, dugc da dang hoda tiép vO1i tinh

da dang trinh ty tu nhién va téng hop.

Céac khang the ctia ngudi cd thé dugc tao ra bang cach tao mién dich in vitro cla

lymphd bao clia ngudi, tiép d6 13 bién nap cac lymphé bio ndy véi virut Epstein-Barr.

Thuat ngit “dan xuét khang thé cta ngudi” duge st dung trong ban mo ta dé chi
dang cai bién bat ky ctia khang thé cia ngudi, nhu thé tiép hop ciia khang thé nay va chét
khac hoic khang thé.

Thuit nglt “khéng thé nhan tao” duoc sit dung trong ban mo ta dé chi khang thé
thé kham cua ngudi/khong phai cua ngudi chira mét hodc nhiéu trinh ty (ving CDR hoic
cac phan ciia n6) c6 ngudn gbc tir globulin mién dich khong phai cia ngudi. Do do,
khang thé nhén tao 13 globulin mién dich ctia ngudi (khang thé nhén), trong d6 it nhat cac

goc tir vung si€u bien doi ctia thé nhan nay dugc thay thé bang cac goc tir ving si€u bién
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d6i cta khang thé tir cac loai khong phai ctia ngudi (khang thé cho) nhu tir chudt nhit,
chudt, thé hodc dong vét linh truéng khong phai ngudi, c6 do dic hiéu, ai luc, thanh phan
trinh tr va tinh ning mong mudn. Trong mét vai trudng hop, cac gde FR cta globulin
mién dich ctia nguoi duqé thay thé bang cac gbc khong phai ctia ngudi twong tmg. Vi du
v& viée cai bién nhu vay 13 dua mot hodc nhidu thé dot bién ngugc, thudng 13 cac gde axit
amin c6 ngudn gbc tir khang thé cho. Qua trinh nhn tao ciia khang thé c6 thé dugc thuc
hién bing cach st dung k¥ thuit tai td hop da biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay (xem, vi du, Antibody Engineering, Methods in Molecular Biology,
vol. 248, do Benny K. C. Lo bién tip). Khung nhén ctia ngudi thich hop dbi véi ca mién
bién dbi cua chudi nhe 14n chudi ning c6 thé duoc nhén dién boi, vi dy, tinh twong dong
trinh tu hodic cAu trac. Theo cach khac, khung nhén cb dinh c6 thé duge st dung, vi dy,
dua trén kién thic vé dic tinh cAu trac, sinh Iy va héa sinh. Cac khung nhan c6 thé 1a
dong phoi dan xuét ho#ic ¢6 ngudn gdc tir trinh tu khang thé truéng thanh. Ving CDR tir
khang thé cho c¢6 thé duoc van chuyén bang cach ghép CDR. Khang thé nhan tao dugc
ghép voi CDR c6 thé duoc t6i wu hoa tiép vé, vi du, ai luc, tinh ning va dic tinh sinh ly
béng cach nhan dién céac vi tri khung quan trong trong d6 viéc dua vao lai (tao dot bién
nguoc) gbe axit amin tir khang thé cho anh hudng c6 1oi t6i cac dic tinh ciia khang thé
nhan tao. Ngoai khang thé cho c6 ngudn gbc tir cac thé dot bién nguoc, khang thé nhan
tao c6 thé duogc tao ra biang k¥ thuat di truyén bang cach dua cac gbc dong phéi trong
ﬁ‘mg CDR hodc ving khung, loai bd céc epitop sinh mién dich, tao dot bién huéng vi tri,

tao d6t bién ai luc v.v..

Hon thé nita, khang thé nhan tao c6 thé chira cac gbc khong duge tim thiy trong
khang thé nhan hoic trong khang thé cho. Cac cai bién nay dugc tao ra @ loc tiép tinh
ning cia khang thé. N6i chung, khang thé nhén tao chira it nhit mot - thuong 13 hai -
mién bién d6i, trong d6 tit ca hodc hiu nhu tit ca cac ving CDR tuong tng véi ving
CDR ciia globulin mién dich khong phai ctia ngudi va trong d6 tit ca hodc hau nhu tit ca
cac ving CDR ctia cac gbc FR c6 trinh tur globulin mién dich ctia ngudi. Khang thé nhan
tao c6 thé, tuy ¥, con chira it nhit mot phan ving hing dinh (Fc) ctia globulin mién dich,

théng thudng ving cia globulin mién dich ctia ngudi.
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Thuat ngtt “din xuit khang thé nhan tao” duoc sit dung trong ban mé ta dé chi
dang cai bién bét ky ciia khang thé nhén tao, nhu thé tiép hop ctia khang thé niy va chit
khac hoic khang thé.

Thuét ngit “khang thé thé kham” dugc sir dung trong ban md ta dé chi khang thé
ma céc gen ctia chudi ning va chudi ning dugc xay dung, théng thuong biang ky thuétA di
truyén, tir cc gen ctia ving bién dbi va ving hing dihh ctia globulin mién dich c6 ngudn
gbc tir cac loai khac nhau. Vi du, céc doan bién ddi cia gen tir khang thé don dong cia

chudt nhat c6 thé dugce ndi véi cac doan on dinh ctia nguoi.

Ving d& tao tinh thé cia manh (“ving Fc”/’mién Fc¢”) ciia khang thé 13 ving cé
dau N cta khang thé, chta cac mién dn dinh CH2 va CH3. Mién Fc c6 thé tuong tac véi
thu thé bé mit t& bio duoc goi 1 cac thu thé Fc, ciing nhu mot sb protein cua the
complement h¢. Viung Fc 1am cho céc khang thé twong tac v6i the mién dich hé. Theo
mot khia canh ctua sang ché, cac khéng thé c6 thé 1a dugc tao ra béng k¥ thuat di truyén
dé k& ca céc cai bién trong ving Fc, thong thuong dé bién d6i mot hodc nhiéu cac dic
tinh chirc ning ciia n6, nhu thoi gian ban thai cta huyét thanh, c¢b dinh bd thé, gin két voi
thu thé Fc, én dinh protein va/hodc doc tinh té bao phu thudc khang nguyén, hoic cac
thiéu hut caa chung, khong ké céac loai khac. Hon thé nira, khang thé theo sang ché c6 thé
duoc cai bién héa hoc (vi du, mot hodc nhiéu géc héa hoc ¢6 thé duge gén vao khang thé)
hodc cai bién dé bién dbi qué trinh glycosyl hod ciia nb, tiép theo dé bién ddi mot hoic
nhidu dic tinh chirc ndng cua khéang thé nay. Khang thé IgG1 ¢6 thé mang mién Fc cai
bién chira mot hodic nhiéu, va c6 18 tit ca cac thé dot bién sau ma 1am giam &i luc 14n luot
d6i voi cac thu thé Fc nhit dinh (L234A, L235E, va G237A) va lam giam qu4 trinh c6
dinh bd thé gay ra béi C1q (A330S va P3318S), (danh sé gbc theo chi s6 EU).

Isotyp ctia khang thé theo sang ché c6 thé 1a IgG, nhu IgG1, nhu IgG2, nhu IgG4.
Néu mubn, nhém khang thé c6 thé “dugc chuyén ddi” béi ky thuat da biét. Vi dy, khang
thé duoc tao ra ban du 13 phan tir IgM c6 thé 13 nhém duge chuyén ddi thanh khang thé
IgG. K§ thuat chuyén dbi nhém ciing c6 thé duge st dung dé chuyén mot phan nhém IgG
thanh phan nhém khéc, vi du: tir I[gG1 thanh IgG2 hodc 1gG4; tir IgG2 thanh IgG1 hodc
IgG4; hodc tir IgG4 thanh IgG1 hodc IgG2. K§ thuit tao cac khang thé dé tao ra phan tix
kham chtra ving hing dinh, bang cach két hop cac ving tir cac phan nhém IgG khéc

nhau, ciing c6 thé dugc thuc hién.
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Theo mdt phuong 4n, viung ban 1 cia CH1 duge cai bién sao cho sb luong céc
gbc xystein trong ving ban 18 dugc bién ddi, vi du, duge ting 1én hodc giam xudng.
Phuong phép ndy dugc mo ta tiép dé minh hoa trong Patent My sb 5,677,425 cua

Bodmer va céc dong tac gia.

Ving hing dinh c6 thé dugc cai bién dé én dinh khang thé, vi du, 1am giam nguy
co khéng thé héa tri hai tach thanh hai manh VH-VL héa tri mot. Vi dy, trong ving hing
dinh IgG4, gbc S228 (danh sb gbc theo chi sé EU) c6 thé duge tao dot bién thanh gbc
prolin (P) dé 6n dinh qua trinh tao ra cdu disulfua & bén trong chudi ning & ving ban 18

(xem, vi du, Angal et al., Mol Immunol. 1995; 30: 105-8).

Céc khang thé hoic cac manh ciia chiing ciing ¢6 thé dugc xac dinh dbi v6i ving
xéc dinh bd sung (CDR) ciia chiing. Thuét ngit “ving xac dinh bd sung” hodc “ving siéu
bién ddi” dugc sir dung trong ban méd ta dé chi cic ving cua khang thé trong d6 céc gbc
axit amin c6 lién quan téi qua trinh gén két khang nguyén dugc dit vao vi tri. Ving siéu
bién dbi hoac CDR c6 thé duoc nhan dién 13 cic ving cé tinh bién ddi 16n nhét khi dudi
thfmg’ axit amin ctia mién bién dbi khang thé. Dit liéu c6 thé duoc st dung dé nhan biét
CDR nhu dir li€u Kabat, CDR, vi du, dugc xac dinh khi so sanh cac géc axit amin 24-34
(L1), 50-59 (L2) va 89-97 (L.3) ctia mién bién dbi chudi nhe va 31-35 (H1), 50-65 (H2)
va 95-102 (H3) trong mién bién ddi chudi ning; (Kabat et al. 1991; Sequences of
Proteins of Immunilogical Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242). Theo cach khac, cac CDR cé thé duoc xéc dinh
13 cac gbc tir “vong siéu bién” (cac gbe 26-33 (L1), 50-52 (L2) va 91-96 (L3) trong mién
bién ddi chudi nhe va 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) trong mién bién d6i chudi
ning; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol 1987; 196: 901-917). Thong thuong, viéc danh sb
cac gdc axit amin trong viing ndy dugc thuc hién bang phuong phap duoc md ta trong tai
lidu néu trén ctia Kabat va cac dong tac gia. Thuat ngit “vi tri Kabat”, “gbc Kabat”, va
“theo Kabat” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi hé théng danh s thtr ty dbi v6i mién
bién ddi chudi nang hoic mién bién dbi chubi nhe. Bing cach sir dung hé théng danh sb
thir tu Kabat, trinh tuy axit amin tuyén tinh thyc cda peptit cd thé chta mot vai hoidc céc
axit amin bd sung tuwong g véi viée rit ngin, hoic cai xen vao, khung (FR) hoic CDR
ctia mién bién ddi. Vi du, mién bién d6i chudi ning cé thé k& ca cac doan cai xen axit

amin (gbc 52a, 52b va 52¢ theo Kabat) sau gbc 52 cia CDR H2 va céc gbc duoc cai xen
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(vi du, cac gbc 82a, 82b, va 82¢ v.v. theo Kabat) sau gdc 82 cia chudi ning FR. Cac gbc
danh sé Kabat c6 thé dugc xac dinh dbi voi khang thé dua ra bang cach dudi thing & cac
* ving c6 tinh trong ddng trinh tu ciia khang thé véi trinh tu danh sé Kabat “tiéu chuin”..
Thuat ngir cac g ciia “ving khung” hoic “FR” dugc st dung trong ban mo ta dé
chi cac gbc axit amin cia VH hodc VL ma khong nam trong CDR, nhu dugc x4c dinh

trong ban mo ta nay.

Khang thé khang thé don dong 0170 c6 trinh t chudi nang bién ddi nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.2 va trinh tu chudi nhe bién d6i nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.3. Khang thé theo sang ché c6 thé chira trinh trr chudi ning bién d6i nay va/hoic trinh
tw chudi nhe bién d6i ndy. Khang thé khang thé don dong 0170 c6 trinh tw CDR c6 mit &
axit amin 31 dén 35, 50 dn 68 va 101 d&n 110 cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2
va axit amin 24 dén 38, 54 dn 60 va 93 dén 101 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3.

Chudi ning ctia khang thé theo sang ché c6 thé chira trinh tr CDRI1 chira axit amin
31 dén 35 (TYAMH) nhu néu trong SEQ ID NO.2, trong d6 mét trong sd céc axit amin
nay c6 thé duge thé bang axit amin khéc.

Chudi ning ctia khang thé theo sang ché c6 thé chira trinh tw CDR2 cua axit amin
50 dén 68 (RIRTKSSNYATYYADSVKD) nhu néu trong SEQ ID NO.2, trong d6 mét,
hai hodc ba axit amin nay c6 thé dugc thé béng axit amin khéc.

Chudi ning cua khang thé theo sang ché éé thé chira trinh ty CDR3 ciia axit amin
101 dén 110 (DMGQRRQFAY) nhu néu trong SEQ ID NO.2, trong d6 mét, hai hoic ba
axit amin ndy c6 thé dugc thé bing axit amin khéc.

ChuSi nhe cua khang thé theo séng ché c6 thé chira trinh te CDRI1 cua axit amin
24 dén 38 (RAgESVDTFDYSFLH) nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 mot, hai hoac
ba axit amin nay c6 thé duoc thé bang axit amin khéc.

Chudi nhe cuiia khang thé theo sang ché c6 thé chtra trinh tw CDR2 ciia axit amin
54 dén 60 (RASNLES) nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 mdt hodc hai axit amin

nay c6 thé dugc thé bang axit amin khéc.
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Chudi nhe cta khang thé theo sang ché ¢ thé chira trinh tw CDR3 cilia céc axit
amin 93 dén 101 (QQSNEDPYT) nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 mot hodc hai

axit amin nay cé thé dugc the bang axit amin khac.

Khéng th8 khang thé don dong 0170 c6 trinh trr chudi ning nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO.2 va trinh tw chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.3. Khang
thé theo sang ché c6 thé chura trinh tu chudi ning niy hoic trinh tu chudi nhe nay. Chudi
ning hodc chudi nhe ciia khing thé theo sang ché, hoiic ca hai, c6 thé 1a bién thé cia
khang thé don dong 0170. Khang thé khang thé don dong 0170 c6 trinh tu CDR c6 mit &
axit amin 31 dén 35, 50 dén 68 va 101 dén 110 ctia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2
va axit amin 24 dn 38, 54 dén 60 va 93 dén 101 cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.3. Khéng thé theo sang ché ¢6 thé chira 1, 2, 3, 4, 5 hodic tht ca 6 trinh tw CDR nay.

Chudi ning cua khang thé theo sang ché c¢6 thé chira trinh tw CDRH3 ctia axit
amin 101 dén 110 (DMGIRRQFAY) nhu néu trong SEQ ID NO.2, trong d6 mot, hai

hoic ba axit amin nay c6 thé dugc the bang axit amin khéc.

Thuat ngit “khang nguyén” dugc st dung trong ban mo ta dé chi toan bod phan tir
sir dung cho qua trinh tao mién dich cho dong vat c6 xuong séng c6 kha ning tao mién
dich d8 tao ra khang thé (Ab) nhén biét Ag nay. Trong ban md ta ndy, Ag dugc goi theo
c4ch rong hon va thudng duge du dinh dé bao gdm cac phan tir dich duge nhan biét dic
hiéu béi Ab, nhd d6 ké ca cac méanh hodc chét co tac dung gidng phan tir duge st dung
trong qua trinh tao mién dich, ho#c qua trinh khéc, vi du, biéu hién thé thuc khuin, dugc

st dung dé tao ra Ab.

Thuét ngit “epitop” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi qua trinh twong tac phan
tir gifta “polypeptit gin két voi khang nguyén”, nhu khang thé (Ab), va khang nguyén
tuong Gng cua no6 (Ag). Noi chung, “epitop” dugc st dung trong ban mo ta dé chi khu
vuc hodic ving trén Ag ma Ab gin két ddc hiéu véi, tirc 13 khu vue hodc ving tiép xtic vét
Iy v6i Ab. Viéc tiép xuc vat ly co thé dugc xac dmh theo tiéu chudn khac nhau (vi duy,
khoang cich ngudng 2-6A, nhu 3A, nhu 4 A, nhu 5A; hodc kha ning dé tiép can dung
moi) déi v6i nguyén tit trong phan t Ab va Ag. Epitop protein cé thé chira cac gde axit
amin trong Ag c6 lién quan truc tip trong viéc lién két v6i Ab (con dugc goi 12 thanh

phan tao mién dich vuot trdi clia epitop ndy) va cac goc axit amin khac, ma khong lién
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quan truc tiép trong viéc gan két, nhu cic goc axit amin cua Ag ma bi phong bé mdt cach
hiéu qué bdi Ab, tirc 1a cac goc axit amin trong “bé mit loai trir dung moi” va/hodc “dau

vét” cua Ab.

Thuat nglt “epitop” dugc st dung trong ban mo ta dé chi c4 hai loai ving gén két
trong ving cu thé bit ky cia TREM-1 gin két dic hiéu véi khang thé TREM-1. TREM-1
c6 thé chtra nhiéu epitop khac nhau, c6 thé bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, epitop
cdu trac duge cdu thanh boi mdt hodc nhidu axit amin khong lién tuc nim gin nhau trong
ciu tric TREM-1 trudng thanh va epitop sau phién mi duoc cAu thanh béi, toan bd hodc

mot phén, cAu triic phén tir duoc lién két héa tri voi TREM-1, nhu nhém hydrat cacbon.

Epitop d6i véi cip khang thé (Ab)/khang nguyén (Ag) nhét dinh c6 thé duge mo ta
va dugc dic trung & cac muc dd khac nhau bang cach st dung nhiéu phuong phap lap
ban dd epitop thir nghiém va trén may tinh. Cdc phuong phap thit nghiém bao gbm tao
dot bién, khao sat tinh thé bang tia X, quang phd cong huéng tir hat nhan (NMR), phd
khdi trao dbi hydro doteri (HX-MS) va cac phuong phép gin két canh tranh khac nhau;
céc phuong phap ma di biét trong linh vuc nay. Pbi véi mdi phuong phap dua vao
nguyén Iy duy nhit, viéc mo ta epitop dugc lién két chit ché véi phuong phap ma né da
dugc xac dinh. Do do, tuy thudc vao phuong phap lap ban dd epitop dugc st dung,
epitop dbi vdi cap Ab/Ag nhit dinh c6 thé dugc mb ta khac nhau.

O muc dd duge néu chi tiét nhit cua no, epitop dé tuong tac gitta Ag va Ab c6 thé
duoc md ta bing cac toa do khong gian xac dinh sy tiép xic nguyén tir c6 mit trong qua
trinh twong tdc Ag-Ab, ciing nhu théng tin vé sy déng gop tuong d6i ctia chuing v6i nhiét
dong hoc gin két. O mirc d6 kém chi tiét hon, epitop c6 thé dugc dic trung boi cac toa dd
khong gian x4c dinh sy tiép xtc nguyén tir gitta Ag va Ab. O mtrc dd kém chi tiét hon
nita, epitop co thé dugc dic tﬁmg bdi cac géc axit amin ma n6 chtra nhu dugc xac dinh
béi tiéu chuén cu thé nhu khoang cach giﬁ’a. hodic kha ning dé tiép can dung méi cia
nguyén tir trong phirc hop Ab:Ag. O mic d kém chi tiét hon nira, epitop c6 thé dugc dic
trung thong qua chirc nang, vi du, bang cach gin két canh tranh véi Ab khac. Epitop ciing
c6 thé duoc xac dinh phd bién hon khi chira cac gbc axit amin dé thay thé béi axit amin

khAc s& lam thay d6i dic diém tuong tac giita Ab va Ag.
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Trong ban mo ta nay, cAu trac tinh thé c6 nguén géc tir tia X dugc xac dinh boi toa
d6 khong gian cia phirc hop gitta Ab, vi du, manh Fab, va Ag ctia nd, thudt ngit epitop
trong ban md ta ndy, néu khong c6 quy dinh cu thé khac hoic ddi 1ap véi sang ché, duge
x4c dinh cu thé 13 cac gbc TREM-1, khac biét & chd c6 nguyén tir ning (tirc 13 nguyén tir
khong phai hydro) ndm trong khoang cach ciia, vi du, 4 A tir nguyén tir ning trong Ab.

Tir thuc té ring viéc mo ta va dinh nghia ciia epitop, phu thudc vao phuong phép
1ap ban dd epitop di ding, thu duqé & cac mirc d6 khac nhau, sau d6 so sanh cac epitop
d6i v6i cac Ab khac nhau trén cing mot Ag c6 thé duoc tién hanh tuong tu & cac mirc do
~ khéc nhau.

Epitop dugc mo td & mic d) axit amin, vi du dugc xac dinh tur c4u trac tia X, 12
gibng nhau néu ching chtra cing mdt bd gdc axit amin. Nhan thdy ring cac epitop 1a
chdng 1én nhau néu it nhit mot axit amin cé chung cac epitop. Epitop dugc phéan tach

(duy nhét) néu gdc axit amin khéng c6 chung epitop.

Epitop ciing c6 thé duge xac dinh mot cach gian tiép, bang so sanh dong hoc gin
két cua cac khang thé véi TREM-1 kiéu hoang cta ngudi vdi cac bién thé TREM-1 cia
ngudi c¢6 thé dot bién alanin trong cac epitop du doan. Viéc giam 4i luc hoic mét kha
ning gin két cia khang thé véi cac bién thé cia TREM-1 ciia ngudi trong d6 gde axit
amin duoc thé bang gbc alanin ching t6 ring axit amin dot bién g6ép phan vao su tuong
tac gitta khang thé nay véi TREM-1 kiéu hoang ciia ngudi. Phuong phap nay dua ra viée
nhan biét epitop 4m tinh. Phuong phap giy can trd viée xac dinh epitop mot cach hiéu
qua do trén thue té ring viée 161 gép nép hoic khong gip nép protein ¢ thé thu dugc két
qua tuong tu do khéng c6 qua trinh twong tac. Phan tich nay c6 thé duge bd sung bing
cach so sanh 1oi ich ctia phan tich tao dot bién chirc ning clia protein huéng dich gen truc
giao (vi du, TREM-1 ctia khi dudi dai), néu .t(k)n tai khang thé phan tng ngang. Viéc so
sanh nay s& x4c dinh dugc su khac nhau v epitop giira khéng thé khong phan ing ngang
v6i, vi du, TREM-1 cua khi dubi dai va khang thé phan tmg ngang.

Viéc nhan biét gian tiép epitop ciing c6 thé tao ra bing xac dinh kha ning gin két
ctia khang thé (hodc manh khang thé) vai cac bién thé cia khang thé kiéu hoang (TREM-
1). Néu khang thé hoic manh cia né gin két véi, vi du, TREM-1 ciia ngudi chir khong

phai khi dudi dai va néu khang thé nay hodc manh cia chung c6 kha nang gén két voi
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bién thé dugc 1am gidng mot phin cta ngudi cia TREM-1 ctia khi dudi dai thi n6 lai ¢6
kha ning gin két, ching to ring gdc axit amin duoc thé 13 quan trong cho qua trinh twong
tac cta khang thé voi khang nguyén. Theo cling céch, 4i luc gia ting dbi vé6i cac bién thé
nhan tao cia TREM-1 ctia khi dudi dai, cia khang thé TREM-1 khang ngudi (hozfic manh
Fab ctia n6) c6 kha ning gin két yéu hon so véi TREM-1 ctia khi dudi dai so véi TREM-
1 ctia nguoi, c6 thé cung cip thong tin vé tinh ddng nhit ciia cac gbe tao nén epitop gin

Kkét.

Mirc d6 anh hudng cia cac thé dot bién twong tu trén khang thé phan ing ngang
nhit dinh bat ky 1am cho né c6 thé phan biét gitra viéc gip nép 15i protein (mét kha ning
gén két v6i ca hai khang thé) va mét sy twong tac trong TREM-1 ctia ngudi (gin két véi
mot trong s cac khang thé va mat kha nang gin két voi khang thé khac), dong thoi cung
cép thong tin khong rd rang vé su khac nhau vé epitop giita khang thé khong phan tng

ngang v6i khang thé phan tmg ngang ¢ mirc 4o axit amin.

Cac khang thé theo sang ché cé thé c6 kha niang gan két voi cac bién thé cua

TREM-1 ctia nguoi nhu dugce xac dinh b?mg cach st dung, vi du, cong hudng tir bé mit.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha niang gin két cac bién thé cia TREM-1

cua khi dudi dai nhu dugc xéc dinh béng cach str dung, vi du, cong hudng tur bé mit.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha niang gin két dic hiéu v6i TREM-1, trong
d6 khang thé nay c6 kha niang gin két dic hiéu (i) it nhat mot gdc axit amin duoc chon tir
nhém bao gdm A21, T22, K23, L.24, T25, E26, va (ii) it nhit mot gdc axit amin dugc
chon tir nhém bao gbm A49, S50, S51, Q52, K53, A54, W55, Q56, 157, 158, R59, D60,
G61, E62, M63, P64, K65, T66, L67, A68, C69, T70, E71, R72, P73, S74, K75, N76,
S77, H78, P79, V80, Q81, V82, G83, R84, 185 va (iii) it nhat mot gbc axit amin duoc
chon tir nhém bao gdm C113, V114, 1115, Y116, Q117, P118 va P119 cia, TREM-1 cta
nguoi.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha ning gin két dic hiéu polypeptit chira axit
amin D38 dén F48 cta trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.1 (TREM-1 ctia ngudi), nhu
dugc xac dinh béng cach st dung, vi du, HX-MS hoéc nhiéu xa tia X.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 epitop chira mot, hai, ba, bon, ndm, sau, bay

hoic tit ca cac gbc axit amin D38, V39, K40, C41, D42, Y43, T44 va L45 cia trinh tu
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nhu néu trong SEQ ID NO.1 (TREM-1 ciia ngudi) va mét, hai hodc tit ca cac gbe axit
amin duoc chon tir nhém bao gdm E46, K47 va F48 cua trinh t nhu néu trong SEQ ID
NO.1 (TREM-1 cua nguoi), nhu dugce xac 7dinh bf‘mg cach st dung, vi du, HX-MS hodc
nhiéu xa tia X.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 epitop chira mot, hai, ba hodc tit ca cac gde axit
amin duogc chon tir nhém bao gém D42, E46, D92 va H93 cua trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.1 (TREM-1 ciia ngudi), nhu duge xac dinh bing céch sir dung céc bién thé

ctia TREM-1 va cong hudng tir bé mit.

Khang thé theo sang ché c6 thé co epitop chira it nhit cac gbc axit amin E46
va/hodc D92 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 (TREM-1 cua nguoi), nhu duge -

xéc dinh bang cach sir dung cc bién thé cia TREM-1 va cong hudng tir bé mit.

Khang thé theo sang ché c6 thé con chira mét, hai hoac tt ca cac gbc axit amin
duogc chon tir nhém bao gdm 1.31, 186 va V101 cia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.1
(TREM-1 cua nguoi).

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha ning gin két dic hiéu polypeptit chira cac
| gbc axit amin E19 dén 126 ctia TREM-1 ciia khi dudi dai (SEQ ID NO.17), nhu dugc
“xé4c dinh biang cach st dung, vi du, HX-MS hoic nhiéu xa tia X.

Khang thé theé sang ché c6 thé c6 kha nang gin két ddc hiéu TREM-1 ciia nguoi,
trong d6 epitop cua khéng _thé nay chira mot, hai, ba, bdn, nim, sau, bay, tdm, chin hodc
tht ca céc géc axit amin dugc chon tr nhom bao gém V39, K40, C41, D42, Y43, 145,
E46, K47, F48 va A49 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 kha niang gén két dic hiéu TREM-1 clia ngudi,
trong d6 epitop ciia khang thé nay chira tD42 cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.1.
Khéng thé theo sang ché ¢ thé c6 kha ning gin két dic hidu véi TREM-1 cia ngudi, )
trong d6 epitop ciia khang thé nay chira E46 ciia trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.1.
Epitop cua khang thé nay c6 thé chira V39, C41, D42, Y43, L45 cia trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO.1. Epitop ctia khang thé néy c6 thé chira E46, K47 va A49 cua trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.1. Epitop cta khang thé nay cé thé con chira F48 cta trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.1.
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Pinh nghia vé& thuat ngit “paratop” c6 ngudn gdc tir dinh nghia néu trén vé
“epitop” bang cach dao ngugc cach nhin. Do d6, thuat ngit “paratop” duoc sir dung trong
ban mb ta d& chi khu vuc hodc ving trén khang thé ma khang nguyén gin két dic hiéu
v6i né, tirc 13 né 1am cho tiép xuc vat Iy v6i khang nguyén nay.

Trong ban md ta ndy, ciu tric tinh thé c6 ngudn gde tir tia X, dugc xac dinh boi
tc_)a d6 khong gian ctia phic hop giita khang thé, nhu manh Fab, va khang nguyén ctia no,
thuat ngir paratop trong ban md ta nay, néu khong c6 quy dinh cu thé hoic déi lap v6i
sang ché, dugc xé4c dinh cu thé 13 cac gbe khang nguyén duge dic trung bdi c6 nguyén tir
ning (tirc 13 nguyén tir khong phai hydro) nam trong khoang cach 13 4A tinh tir nguyén tr
nang trong TREM-1.

Epitop va paratop dbi véi cip khang thé (Ab)/khang nguyén (Ag) nhét dinh c6 thé
duoc nhan dién bang céc phuong phap tﬁéng thuong. Vi dy, viéc dinh vi thong thuong
ca epitop c6 thd duge xac dinh bing cach danh gid kha niang gin két ctia khang thé véi
cac manh hoic bién thé polypeptit TREM-1 khac nhau. Axit amin dic hiéu trong TREM-
1 tiép xtic v6i khang thé (epitop) va axit amin ddc hiéu trong khang thé tiép xuc véi
TREM-1 (paratop) ciing c6 thé dwoc xac dinh bang cach st dung cac phuong phép thong
thuong. Vi du, khang thé va phan tir dich c6 thé dugc két hop va phic hop Ab:Ag c6 thé
duoc tao tinh thé. CAu tric tinh thé ciia phirc hop nay c6 thé dugc xac dinh va sir dung dé
" xéc dinh vi tri dic hidu ctia qua trinh tuong tac gitta khang thé va dich ciia né.

Céc khang thé gin két v6i cing mot khang nguyén c6 thé duge dic trung vé kha
nang gin két ciia chung ddng thoi v6i v6i khang nguyén thong thudng va ¢ thé duoc goi
13 “gin két canh tranh”/”tao ngan”. Trong ban mé ta nay, thudt ngit “tao ngan” sir dung
@& chi phwong phap nhoém cac khang thé gén két véi ciing mot khang nguyén. “Tao ngin”
cac khang thé co6 thé duoc dua trén gin két canh tranh ctia hai khang thé v6i khang |
nguyén théng thuong cia ching trong cac thir nghiém dua trén k¥ thuat tiéu chuin nhu
cong hudng tir bé mat (SPR), ELISA hozc phan tich té bao theo dong chay.

“Ngan” cta khang thé dugc x4c dinh bang cach st dung khang thé tham chiéu.
Néu khéang thé thtr hai khong gin két v6i gén két v6i khang nguyén tai cing thﬁri diém
v6i khang thé tham chiéu, thi khang thé thir hai nay thudc cling mét “ngin” v6i khang thé
tham chiéu nay. Trong truong hop ndy, khang thé tham chiéu va khang thé thir hai gin
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két canh tranh v6i ciing mot phin khang nguyén va dugc xem 13 “khang thé canh tranh”.
Néu khang thé thir hai c6 kha ning gin két v6i khang nguyén tai cing thoi didm véi
khang thé tham chiéu, thi khang thé thir hai nay thudc “ngin” riéng biét. Trong truong
hop héy, khang thé tham chiéu va khang thé thir hai khong gin két canh tranh v6i cing
mdt phan khang nguyén va dugc xem 13 “khang thé khong canh tranh”.

Viéc “tao hgén” khang thé khéng cung cip truc tiép thong tin vé epitop. Khang
thé canh tranh, tc 13 c4c khang thé thudc cing mot “ngan” cé thé ¢ cac epitop giéng
nhau, epitop chdng lip hoic thdm chi 1a cic epitop riéng r&. Trong trudng hop sau néu
khéng thé tham chiéu gin két v6i epitop ctia né trén khang nguyén di vao khong gian can
thiét dbi voi khang thé thir hai dé tiép xtic epitop ctia né trén khang nguyén nay (“can try

khong gian”). Khang thé khong canh tranh thuong cé cac epitop riéng ré.

Khéng thé theo sang ché c6 thé canh tranh véi khéng thé don dong 0170 dé gin
két v6i TREM-1 cta ngudi. Khang thé theo sang ché ¢6 thé canh tranh voi khang thé don
dong 0170 dé gin két voi TREM-1 ctia khi dudi dai. Mit khac, khang thé theo sang ché

c6 thé thudc cing mot “ngan” voi khang thé don dong 0170.

Thuét ngit “4i lyc gin két” dugc sit dung trong ban md ta dé chi viéc xac dinh do
manh ctia qua trinh trong tac khong cong hoa tri gita hai phan tir, vi du, khang thé, hoic
manh cta ching, va khang nguyén. Thuit ngir “ai luc gin két” dugc st dung dé mo ta

qua trinh tuorig tac hoa tri mot (hoat tinh ndi tai).

Ai luc gén két gifra hai phan tir, vi du, khang thé, hoic manh cta ching, va khang
nguyén, théng qua qué trinh tuong tac hoa tri mot cé thé duge xac dinh bang cach do
hing sé phan ly can bing (Kp). Tiép theo, Kp c6 thé duge xac dinh bang cach do dong
hoc clia viéc tao ra va phan ly phtrc hop, vi du, bing phuong phap SPR. Hing sb téc do
twong Ung v6i qué trinh lién két va phan ly phirc hop hoa tri mét 1an luot dwgc goi 1a
hing s6 tdc do lién két k; (hoic k,,) va hing s téc dd phéan ly k4 (hodc ko). Kp c6 lién
quan dén k, va kg thong qua dalmg thac Kp = k3 / k.

Bing cach dinh nghia néu trén, i lyc gin két co lién quan t6i sy twong tac phén tir
khéc nhau, nhu so sanh 4i luc gin két cia khang thé khac nhau dbi véi khang nguyén
nhét dinh, c6 thé dugc so sanh bﬁng cach so sanh tri sé6 Kp d6i véi phtrc hop khang
thé/khang nguyén nhit dinh.
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Khang thé theo sang ché c6 thé gin két TREM-1 cia ngudi véi 4i lue (Kp) 12 1 x
107 M hozc nhé hon, 1 x 10°*M hozc nhé hon, hodc 1 x 10°M hodc nhé hon, hodc 1 x 107
%M hodc nhé hon, 1 x 10"'M ho#ic nhoé hon, 1 x 10"*M hosc nhoé hon hoic 1 x 10°M
hodc nhé hon, nhu duqc xé4c dinh bing cach st dung cong hudng tir bé mit. Khang thé
theo sang ché c6 thé gin két véi TREM-1 cta khi dudi dai véi i luc (Kp) 1a 1 x 10'M
hodc_nhé hon, 1 x 10®*M hoidc nho hon, hodc 1 x 10°M hodc nhé hon, hodc 1 x 107'°M
" hogc nhé hon, 1 x 10™'M hogc nhé hon, 1 x 10"°M hodc nhd hon hogc 1 x 107°M hodc

nhé hon, nhu duoc xac dinh béng cach str dung cong hudng tr bé miit.

Thuét ngir “dd dic hidu gin két” duge st dung trong ban mé ta dé chi qua trinh
tuong tac cia phan tir nhu khang thé, hodc manh cta chiing, véi khdng nguyén duy nhét
don 18, hodc v6i sb luong giéi han khang nguyén ddng nhét & muc cao (hoic epitop).
Tréi lai, cac khang thé c6 kha ning gin két dac hiéu véi TREM-1 khong c¢6 kha ning gin
két phan tir khong cung loai. Cac khang thé theo sang ché khong thé c6 kha ning gin két
v6i Nkp44, protein lién quan t6i té bao tiéu diét tw nhién p44 .

Do dic hidu cta qua trinh trong tic va tri sé ciia hang sé gin két can bang c6 thé
duge xac dinh truc tiép bing cic phuong phap da biét. Cac thir nghiém tiéu chuin dé
danh gia kha ning gin két cta phdi tir (nhu cac khang thé) véi dich ciia chung 13 d3 biét
trong linh vuc nay va bao gém, vi du, ELISA, thAm Tay, RIA, va phan tich té bao theo
dong chay. Pong hoc gin két va ai luc gin két ciia khang thé ciing c6 thé duoc danh gia

~ bang cac thir nghiém tiéu chuin da biét trong linh vuc nay, nhu SPR.

Thir nghiém gén két canh tranh c6 thé duoc thuc hién trong d6 qué trinh gin két
ctia khang thé voi dich dugc so sanh véi qua trinh gan két ciia dich bai phéi tir khac cta
dich d6, nhu khang thé khac.

Theo mét khia canh khac, sang ché d& cap dén ché phim va san phim chira phan -
ttr theo sang ché, nhu khang thé TREM-1, polynucleotit, vecto va té bao dugc néu trong
ban md ta ndy. Vi du, sang ché d& cap dén dugc phim chira mét hodic nhidu khang thé

TREM-1 theo sang ché, duoc bio ché cung v6i chat mang duge dung.

Do d6, sang ché d& cap dén dugc phim chira khang thé TREM-1 nay & ndng do
ndm trong khoang tir 0,25mg/mL dn 250mg/mL, nhu nong dd nim trong khoang tir 10
dén 200mg/mL, va trong d6 dwoc phim nay ¢6 do pH ndm trong khoang tir 2,0 dén 10,0,
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nhu do pH nam trong khoang tur 4,0 dén 8,0. Dugc phém nay cé thé con chira mot hodc
nhiéu hé dém, chét bao quan, chét déng truong, chét cang hoa, chét 6n dinh va/hodic chit
hoat dong bé mat, cling nhu td hop khéc nhau cta ching. Viéc sir dung chét bao quan,
chét dang truong, chit cang héa, chét én dinh va chét hoat dong bé mit trong duoc phim
1a da biét dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§y thuat. Tai liéu vién dan
c6 thé 13 tai liéu cia Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19™ edition,

1995.

Theo mét phuong 4n, duoc phdm 13 duoc phdm dang nuéc. Duge phim ndy
thuong 13 dung dich hodc hdn dich, nhung ciing c6 thé 13 thé keo, thé phan tan, nhii
tuong, va thé nhiéu pha. Thuét ngit “duoc phdm dang nudc” duge xac dinh 13 duge phdm
chira it nhat 50% khoi luong nude. Tuong tu, thudt nglt “dung dich nudc” duge xac dinh
13 dung dich chira it nhit 50% khéi lwong nuée, va thut ngir “hdn dich nude” dugce xéac

dinh 13 hdn dich chira it nhét 50% khéi luong nude.

Theo phuong an khac, dugc phim 13 duge pham dong khd, ma nhan vién y t& hodc

d6i tugng bi bénh bd sung dung méi va/hodic chit pha lodng trude khi sir dung.

Theo mot khia canh khac, duge phdm chita dung dich nuéc ctia khang thé nay, va
dung dich dém, trong d6 khang thé ndy & ndng d6 khoang 1mg/mL hoidc 16n hon, va
trong d6 dugc phdm nay c¢6 do pH nim trong khoang tir 2,0 dén 10,0, nhu d6 pH nim
trong khoang tir 4,0 dén 8,0. |

Khang thé TREM-1 theo sang ché va dugc phim chira cac khang thé ndy c6 thé
dugc st dung dé diéu tri bénh viém nhu cac bénh sau: bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh
viém loét rudt két man tinh, hdi ching rudt kich thich, bénh viém khép dang thép, bénh
vay nén, bénh khép vay nén, bénh luput ban d6 hé théng, bénh viém than do luput, bénh
déi thdo duong typ I, bénh Grave, bénh xo cling rai rac, bénh‘ viém co tim tu mién, bénh
Kawasaki, bénh dong mach vanh, bénh tic nghén duong phdi man tinh, bénh phdi té bao
ké; bénh viém tuyén giép tu mién, bénh x0 cing bi, bénh xo cting toan than, bénh viém

“xuong khép, bénh viém da di tng, bénh bach bién, bénh manh ghép chéng lai vat chaq,
hoi chimg Sjogrens, bénh viém than tr mién, hdi chimg Goodpasture, bénh viém da day
than kinh khir myelin, bénh di Gng, bénh hen va cac bénh tu mién khac gay ra ching

viém cap tinh hodc man tinh.
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Céc khang th TREM-1 theo sang ché c6 thé 1a thich hop dé str dung trong diéu tri
cho d6i tugng bi bénh viém rudt. Bénh viém rudt 13 bénh c6 thé anh huéng dén mét phin
bét ky ctia duong da day-rudt tir miéng to hdu mon, giy ra nhidu triéu chung. Bénh viém
rudt chi yéu gay ra chimg dau bung, bénh tiéu chay (c6 thé chay méau), non hoic st can,
nhung ciing ¢6 thé gay ra cac bién chimg bén ngoai dudng da day-rudt nhu ching phat
ban trén da, bénh khép, bénh viém mét, mét moi va gidm tép trung. Péi tuong bi bénh
viém rudt c¢6 thé dugc chia thanh hai nhém chinh, nhém bi bénh kviém loét rudt két man
tinh va nhém bi bénh Crohn. Thong thudng, bénh Crohn lién quan dén rudt hdi va rudt
két, n6 c6 thé anh hudng dén ving rudt bat ky nhung thuong khong lién tuc (cac ving
trung tAm ctia bénh lan ra khip rudt). Bénh viém loét rudt két man tinh thuong lién quan
dén truc trang (rudt két) va xuit hién lién tuc hon. O bénh Crohn, ching viém thuong
xuyén qua thanh rudt, dan dén 4p-xe, 0 va hep, trong khi d6 & bénh viém loét rudt két
mén tinh, chimg viém thudng chi gidi han & niém mac. Khéng c6 dugc pham hoic viée
diéu tri béng phau thuit dbi v6i bénh Crohn, trong khi d6 mdt vai d6i tugng bi bénh viém
loét rudt két mén tinh c6 thé duogc tri bang cach phau thuat cat rudt két. Lua chon diéu tri
bi gidi han & viéc kiém soat triéu chimg, duy tri su mién giam va phong tai phat. Hiéu
qua & bénh viém rudt trén 1am sang ¢ thé duoc xac dinh bang cach giam chi s hoat
dong ctia bénh Crohn (CDAI) d6i v6i CD duge dénh s trén thang diém dwa vao cac thir
nghiém trong phong thir nghiém va bang cau hoi vé chit lugng cudc séng. O md hinh
dong vat, hidu qua dugc xac dinh phd bién nhét béi sy ting trong lugng ciing nhu chi s6
hoat dong ctia bénh (DAI), 1 su két hop cta d6 dic cia phan, trong lwong va méau trong
phén.

Céc khang thé TREM-1 theo sang ché c6 thé 13 thich hop dé sir dung trong diéu tri
cho dbi tuong bi bénh viém khép dang thip. Bénh viém khép dang thip 13 bénh toan than
anh hudng mot phan chir khong phai toan bd co thé va 1a mét trong sb cac dang phd bién
nhéit cia bénh khép. N6 dugce dic trung bdi chung viém ¢ khép, gy dau, cang, néng, do
va sung. Bénh viém 13 hiu qua ciia cc t& bao viém lan téa t6i cac khdp, va cac té bao
viém nay giéi. phéng enzym c6 thé 1am tiéu xuong va sun. Do d6, bénh viém nay cé thé
1am tén thwong xuong va sun mot cach nghiém trong va 1am pha hiy khép va gay dau
trdm trong, khong k& cc anh hudng sinh 1y hoc khac. Khép lién quan c6 thé bi bién dang

va duoi thang, dan dén dau va giadm kha nang di chuyen.
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C6 mot vai mé hinh dong vat bi bénh viém khép dang thap da biét trong linh vuc
nay. Vi du, trong md hinh bénh khép lién quan dén colagen (CIA), chudt nhit bi bénh
viém khép tuong tu nhu bénh viém khép dang thip nguoi. Do CIA déu c6 cac d4u hiéu
mién dich va bénh Iy tuong tw nhu RA, nén ddy 1a mé hinh thich hop dé sang loc cac hop
chét chéng viém tiém ning & ngudi. Hiéu qua & mo hinh nay duge xac dinh béi mirc
giam sung & khép. Hiéu qua & bénh RA trén 1am sang dugc xac dinh bang kha niang lam
giam triéu chimg & d6i twong bi bénh ma d3 dugc xac dinh bang viéc két hop ciia murc do
sung khdp, téc do ling hdng ciu, ndng do protein hoat tinh C va ndng do ctia cac yéu t6

trong huyét thanh, nhu khang thé protein khang xitrulin.

Céc khang thé TREM-1 theo sang ché c6 thé 13 thich hop dé sir dung trong diéu tri
cho d6i trong bi bénh vay nén. Bénh vay nén 13 16i loan viém gay ra béi té bao T trén da,
c6 thé gy kho chiu dang ké. N6 12 bénh ma hién nay chua c6 phuong phap chita tri va né
anh hudng & moi d6 tudi. Mic du cac dbi twong méic bénh vay nén nhe c6 thé thuong
kiém soét duoc bénh bang cac thube dung tai chd, nhung hon mot triéu d6i twong bi bénh
trén toan thé gi6i van can diéu tri b?mg tia cyuc tim hodc tri liéu e ché mién dich toan
than. Péang tiéc 13, su bét tién va nguy co clia blic xa tia cuc tim va ddc tinh ciia nhiéu
phuong phép diéu tri 1am gi6i han viéc st dung ching trong thoi gian dai. Hon nita, d6i
tuong bj bénh thudng bi tai phat bénh vay nén, va trong mét sb truong hop bi phan ung
nhe sau khi ngimg tri liéu bang cach &c ché mién dich. M6 hinh vé bénh vay nén gin ddy
d3 duoc phat trién dua trén viée chuyén té€ bao CD4+ T gidng nhu bénh vay nén &
nguwofi va do d6 c6 thé dugc st dung dé x4c dinh hop chét thich hop dé st dung trong
diu tri bénh vay nén (Davenport et al., Internat. Inmunopharmacol 2:653-672, 2002).
Hiéu qua trong m6 hinh nay dugc x4c dinh bz‘iﬁg mirc thuyén gidam bénh trén da bang
cach st dung hé théng ghi didm. Tuong tu, hi¢u qua & d6i tugng bi bénh dugc x4c dinh

bang mirc-thuyén giam bénh trén da.

Céc khang thé TREM-1 theo sang ché c6 thé 13 thich hop dé sir dung trong diéu tri
cho dbi tuong bi bénh khép vay nén. Bénh khdp vay nén (PA) 13 loai bénh viém khép
xuit hién & mot nhém ddi twgng bi bénh bi bénh vay nén. O cac ddi twong bi bénh nay,
bénh hoc/triéu chiing trén da thuong di kém véi su sung khép twong tu nhu tri€u chiing
xudt hién & bénh viém khép dang thip. N6 dic trung & cac ving khong déu, ting dan, do

cua ching viém da kém theo tréc vdy. Bénh vdy nén thudong dnh hudng dén cac dau
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khuyu tay va dau géi, da dau, rén va quanh b phan sinh duc hodc hdu moén. Khoang 10%
d6i tuong bi bénh bi bénh vay nén ciing bi cac ching viém lién quan & cac khép cua

chung.

Thuat ngir “diéu tri” dugc sir dung trong ban md ta dé chi qué trinh diéu tri bénh
cho ngudi bat ky hodc dong vét khac c6 nhu ciu can didu tri. Dy dinh ring dbi twong nay
can phai duoc kham strc khoe bai nhan vién y té hodc béc si thiry, 1a ngudi dua ra chin
doan tam thoi hodic chin doan chinh thire ¢6 thé chi ra réng viée str dung viéc diéu tri ndy
1a thich hgp cho strc khée ciia ngudi hodc dong vat khac. Thoi gian va muc dich cua viée
diéu tri nay c6 thé thay ddi & cac dbi tuong khac nhau, theo nhiéu yéu t6, nhu tinh trang
strc khoe hién tai ciia d6i tuong. Do dé, viée didu tri nay cé thé 12 phong ngira, giam dau,

tri¢u ching va/hodc chita tri.

Theo sang ché, viéc phong ngira, giam dau, triéu ching va/hoic chita trj ¢6 thé thé

hién céc khia canh riéng r€ cia sang che.

Khang thé theo sang ché ¢ thé dugc st dung ngoai dudng tiéu héa, nhu dudng
tiém tinh mach, nhu dudng tiém bap, nhu dudong tiém dudi da. Theo cach khéc, khang thé
theo sang ché c6 thé dugc sir dung khong phai ngoai dudng tiéu héa, nhu qua dudng
miéng hodc khu tri. Khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé phong ngira. Khang

thé theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu trj (theo yéu ciu).

Theo khia canh thir nhét ctia sang ché, nhén thiy viéc thé cac gdc mang dién tich
am cla cac {fl‘mg CDRI1 va CDR3 c¢¢ trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 (chudi nhe
bién ddi ciia khang thé don dong 0170) anh huéng dén do nhét cua khang thé don dong.
Theo khia canh thir nhit ndy ciia sang ché, khang thé don dong theo sang ché la bién thé
ctia khang thé don dong 0170 c¢6 chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi nhe ctia khang
thé don dong 0170, tirc Ja trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, chtra cac thé dot bién
trong d6 cac gdc mang dién tich 4m trong ving CDR1 va CDR3 c6 trinh tr nhu néu
trong SEQ ID NO.3 dugc thé bang cac gbc khéng mang dién tich. Do d6, theo mot khia
canh, sang ché d& cap dén bién thé khang thé don dong 0170 bao gdm viéc thé gbe bat ky
hoc két hop céc gbc bat ky trong sb cac gbe D1, D30, D33, D74, D98, E27, E97 cia
trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.3 v6i gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gém

glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin. Nhu dugc chi
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dinh theo cach khéac, phuong 4n quan tAm ctia sang ché dé cap dén khang thé hoic méanh
ctia né chira trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.2 (hozc bién thé cta n6) nhu chudi ning
va chudi nhe chira bién thé c6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 trong d6 gdc bat ky
hoic két-hop cac gbe bat ky trong sb cac gbec D1, D30, D33, D74, D98, E27, E97 cua
trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc tao dot bién thanh gdc axit amin dugc chon tir
nhém bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin.
Céc thé dot bién nay dugc goi 14 cac thé dot bién dang “mang dién tich”. Theo phuong 4n
duoc wu tién, it nhat mot hodc ca hai E27 13n E97 cua céc vung CDR1 va CDR3 ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc thé bang cac gbc axit amin khong mang dién tich,
nhu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin,
threonin, xystein, va tyrosin. theo phuong an dugc uu tién, E27 cua cadc ving CDR1 va
CDR3 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc tao dot bién thanh glutamin va E97
dugc thé béng axit amin dugc chon tir nhom bao gém glyxin, alanin, serin, asparagin,
glutamin, threonin, xystein, va tyrosin, t6t hon nita néu bang axit amin dugc chon tir
nhém bao gdém serin va glutamin. Theo phuong an khac, E27 van khong duoc tao dot
bién va E97 dugc tao dot bién béng axit amin dugc chon tir nhoém bao gém glyxin,
alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin, tét hon nira néu bang axit
amin dugc chon tir nhém bao gdm serin va glutamin. Theo phuong 4n khéc, gbc E97
khong dugce tao dot bién va E27 dugc thé béng axit amin duoc chon tir nhém bao gém
glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin, t6t hon nira néu

bang axit amin dugc chon tir nhdm bao gom serin va glutamin.

Khia canh khéc theo sang ché 13 dwa vao su quan sat rang dime Fab-Fab dugc tao
ra do su twong tac trong ving paratop. So mAb chira hai Fab, nén nhén thiy ring mAb cé
thé duoc multime hoa, c6 thé anh huéng dén cac dic tinh vé& d6 nhét. Do d6, khia canh
khac cua sang ché dé cap dén gbc dot bién trong ving twong tac Fab-Fab cia trinh tw nhu
néu trong SEQ ID NO.2 (ttrc 13 trong ving chudi ning bién déi ctia khang thé don dong
0170) dé khir qué trinh dime héa Fab-Fab. Cac thé dot bién ndy dugc goi 14 cac thé dot
bién “tuong tac Fab-Fab”. Do d6, theo mdt khia canh, séﬂg ché @& cap dén viéc thé mot
gbc bt ky trong sb cac gbe Y32, R52, S55, S56, N57, A59, M102, 1104 va R106 cia
trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc F32, D33, Y34, Y53, R54, D9S8 cua trinh tu
néu trong SEQ. ID NO 3 bang gbc axit amin duge chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin,
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serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va
tyrosin. Nhu dugc chi dinh theo cach khic, phuong 4n quan tdm ciia sang ché dé cap dén
khang thé hodc manh ctia n6 chira bién thé c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, trong
d6 mot gbe bat ky trong sb cac gbe Y32, R52, S55, $56, N57, A59, M102, 1104 va R106
cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc F32, D33, Y34, Y53, R54, D98 cua trinh
tu néu trong SEQ. ID NO 3 (thé dot bién “twong tac Fab-Fab”) dugc thé bang axit amin
khac, nhu axit amin tu nhién, tétlhorn néu géc axit amin dugc chon tir nhém bao gém
glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan,
histidin va tyrosin. Tét hon, néu it nhat mét trong sb cac géc A59 va N57 SEQ ID NO.2
dugc tao dot bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin,
asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, tdt
hon nita néu serin hodc tyrosin. theo mot phuong an, A59 khéng duoc tao dot bién va
N57 duoc tao dot bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin,
serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va
tyrosin, t6t hon nita néu serin hoic tyrosin. Theo phwong 4n khéc, N57 khong dugc tao
dot bién va A59 duoc tao dot bién thanh gbe axit amin duoc chon tir nhém bao gbm
glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan,
histidin va tyrosin. Theo it nhat mot phuong 4n, ca A59 1an N57 dugc tao dot bién thanh
gbc axit amin duoc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin,
threonin, xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, t5t hon nita néu serin

hodc tyrosin.

Theo phuong 4n quan tim, i) it nhit mét géc mang dién tich 4m cta cic ving
CDRI1 va CDR3 c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc tao dot bién thanh gbc axit
anﬁn dugc chon tir nhém bao gff)m glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin,
xystein, va tyrosin va ii) it nhdt mét gbc trong sé cac gbe Y32, R52, S55, S56, N57, A59,
M102, 1104 va R106 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc F32, D33, Y34, Y53,
R54, D98 ciia trinh trr néu trong SEQ. ID NO 3 (thé d6t bién “twong tac Fab-Fab”) dugc
tao dot bién thanh géc axit amin dugc chon tir nhém bao gém glyxiﬁ, alanin, serin,

asparagin, glutamin, threonin, xystein, lysin, arginin, va tryptophan, histidin va tyrosin.

Theo phuong 4n thich hop, mdt hodc ca hai E27 1an E97 cua trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.3 dugc tao dot bién thanh gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
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glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin, xystein, va tyrosin va mot hodc ca hai
A59 1an N57 ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 duogc tao dot bién thanh géc axit
amin dugc chon tir nhém bao gdm glyxin, alanin, serin, asparagin, glutamin, threonin,

xystein, lysin, arginin, tryptophan, histidin va tyrosin, tot hon nita néu serin hodc tyrosin.

Khia canh khéc theo sang ché duoc dya trén su quan sat rang viéc thé Ala & vi tri
Y90 cua trinh tg néu trong SEQ. ID NO 1 cia TREM-1 s& cai thién dugc ai luc cua trinh
tu néu trong SEQ. ID NO 3 ddi véi TREM-1. Nhan thdy ring Y90 tuong tic véi gde
phenylalanin ctda trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3. Viéc tao dot bién cua trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.3 @& cai thién su twong tac Fab-TREM-1 duogc goi 12 cac thé dot
bién tuong tic Fab-TREM-1. Theo mdt phuong 4n cta khia canh ndy clia sang ché’,‘
phenylalanin & vi tri 32 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc tao dot bién thanh
axit amin duoc chon tir cac gdc axit amin glyxin, serin, threonin, xystein, alanin, valin,
leuxin, isoleuxin v metionin, t6t hon néu dugc chon tir alanin, glyxin, serin valin va
leuxin. Theo phuong 4n quan tdm, F32 cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc tao

d6t bién thanh alanin hodc serin.

Cac thé dot bién dang mang dién tich trong CDR1 va CDR3 c6 trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO.3 1am giam ban kinh thiiy dong (Rh), ddng thoi cac thé dot bién trong
ving tuong tac Fab-Fab duoc ting 1én Rh (Fig. 6). Cac thé dot bién & vi tri “twong tac
Fab-TREM-1” khéng anh huéng dén Rh va anh huéng rit it t6i d6 nhot (Fig. 6 va Fig.1,
Béng 3C va 3E).

Bang 1: M6 ta khai quat cac bién thé khang thé don dong cé trinh trr nhu néu trong
SEQ ID NO.(0170) duorc tao ra. L = chudi nhe, H = chudi ning.

, Thé dot bién voi
Khéng thé don Trinh tw | SEQIDNO.2 | Chudi

dong hoic 3
0317 SEQ ID NO.4 va 2 E27Q, E97S L
Thé dot bién 0318 SEQIDNO.5va2 | E27Q,E97Q L
dang mang dién 0319 SEQ ID NO.6 va 2 E97S L
tich 0320 SEQ ID NO.7 va 2 E97Q L
- 0321 SEQ ID NO.8 va 2 E27Q L
Thé dot bién 0324 SEQ ID NO.11 va 3 A59Y H
twong tic Fab- 0325 SEQ IDNO.12 va 3 N57S H
Fab 0326 SEQ ID NO.13 va 3 A59Y, N57S H
Thé dét bién 0322 SEQ ID NO.9 va 2 F32A L
twong tac Fab- 0323 SEQ ID NO.10 va 2 F32S L

TREM-1
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. F32A, E27Q,
Thé dot bién dang 0330 SEQIDNO.14 va2 E970Q L
mang dién tich va . R AS59Y/E27Q,
thé dot bién trong 0332 SEQIDNO: 15va5 E97Q H/L
tac Fab-TREM-1 X AS9Y/F32A,
0333 SEQID NO.14 va 16 E27Q, E97Q H/L

P06 nhét duge xac dinh di véi cac bién thé khang thé don dong 0170 bang cach

Iwu bién DLS hodc vi luu bién va nhan thdy rang ca thé dot bién dang “mang dién tich”

13n thé d6t bién “twong tac Fab-Fab” déu lam giam d6 nhét. Nhan thiy bién thé khang thé
don dong 0318, bao gdm céc thé dot bién dang mang dién tich E27Q va E97Q ¢6 do nhét

thap nhét.

DPong hoc gan két ciia cac bién thé khang thé don dong 0170 hudng dich TREM-1-
Fc cia nguoi va TREM-1-Fc cta khi duoi dai lan luot duge xac dinh. Nhan théy tht ca

céc bién thé khang thé don dong 0170 c6 4i luc twong ty huéng dich TREM-1-Fc cia

ngudi. Pang quan tdm 13, nhan thiy bién thé khang thé don dong, SEQ ID NO.9 chura thé
dot bién “tuong tic Fab-TREM-1” ¢6 4i luc gia ting huéng dich TREM-1-Fc cia khi
dudi dai (Bang 2).

Béang 2: Ai lyc cia cic bién thé khang thé don dong khang TREM-1 lan luot
huéng dich TREM-1-Fc cta nguoi va TREM-1-Fc cua khi dudi dai.

_ TREM-1-Fc ciia ngudi TREM-1-Fc ciia khi dudi dai
Khang the ka . KD ka . KD
don dg(‘)ng (Umili giay) | “4VEY) | vy | (/mili giay) | V) |
0170 3E+06 SE-04 0,1 0,3E+06 4E-04 2
0317 4E+06 6E-04 0,2 0,3E+06 7B-04 3
0318 3E+06 7E-04 0,2 0,3E+06 7B-04 2
0319 4E+06 6B-04 0,2 0,3E+06 6E-04 2
0320 4E+06 7E-04 0,2 0,2E+06 6E-04 3
0321 3E+06 6B-04 0,2 0,3E+06 6E-04 2
0322 3B+06 " 3E-04 0,1 0,6E+06 1E-04 0,1
0323 2E+06 6E-04 0,3 0,4E+06 2E-04 0,6
0324 3E+06 8E-04 0,3 0,2E+06 6E-04 4
0325 4E+06 3B-04 0,08 | 02E+06 6E-04 1
0326 3E+06 7B-04 0,2 0,2E+06 3B-04 5
0330 2E+06 3B-04 0,1 0,6E+06 7B-05 0,1
0332 3E+06 1E-03 0,4 0,2E+06 8E-04 4
0333 2E+06 5E-04 0,3 0,4E+06 1E-04 0,3

Theo mot phuong an vé 4i luc cai thién huéng dich TREM-1 va c6 d6 nhét thép,
cac thé dot bién tir SEQ ID NO.9 duoc két hop v6i cac thé dot bién trong SEQ ID NO.5
dé tao ra chudi nhe tir SEQ ID NO.14 va cac thé dot bién tir chudi nhe tir SEQ ID NO.14
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dugc két hop tiép v6i cac thé dot bién chudi ning tir SEQ ID NO.16. Ai luc gia ting
huéng dich TREM-1-Fc ctia khi dudi dai dugc duy tri d6i v6i cac bién thé khang thé don
dong chira cac thé dot bién két hop ciia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.14 va céc thé

- d6t bién khong anh huéng tiéu cuc t6i 4i luc huéng dich TREM-1-Fc ciia ngudi. Do do,
cac phuong 4n bao gdm cac thé dot bién dang “mang dién tich” 14n thé dot bién “twong
tac Fab-TREM-1” duoc du tinh trong sang ché, ciing nhu cic phuong 4n ké ca cac thé
dot bién dang “mang dién tich” 1an cac thé dot bién “twong tic Fab-Fab” cling nhu céac
phuong 4n ké ca thé dot bién “twong tac Fab-Fab” 1in thé dot bién “twong tac Fab-
TREM-1” va cic phuong 4n bao gdm thé dot bién “twong tic Fab-Fab”, thé dot bién
“twong tac Fab-TREM-1” va thé dot bién dang “méng dién tich”.

Bang 3A: P9 nhét theo ndng do protein ciia khang thé don dong 0170, 0317 va

0318
Khang thé don dong
0170 0317 0318
Nongdd | D6 | Nongds | Po | Nongdo | Do
protein nhét protein nhét protein nho6t
(mg/ml) | (cP) | (mgml) | (cP) | (mg/ml) | (cP)
100,0 26,0 85,0 2,9 85,0 1,9
80,0 14,5 63,8 2,2 63,8 1,9
60,0 6,0 425 1,9 425 2,0
40,0 3,1 17,0 1,3 17,0 1,2
20,0 1,6 10,2 1,2 10,2 1,2
12,0 1,3 3.4 1,1 3,4 1,2
4,0 1,1 0,0 1,0 0,0 1,0
0,0 0,9

Béang 3B: Do nhét theo ndng d9 protein ciia khang thé don dong 0319 va 0320 va

321.
Khéng thé don dong
0319 0320 0321
Nongdo | Do | Nong do Do Néngdo | Do
protein | nhdt protein nhot protein | nhdt
(mg/ml) | (cP) | (mg/ml) (cP) (mgmL) | (cP)
85,0 2,2 107,0 7,8 | 106,0 5,9
63,8 23 80,3 3,7 79,5 3,0
42,5 2,0 53,5 2,5 53,0 2,0
17,0 1,2 26,8 1,6 - 26,5 1,6
10,2 1,1 13,4 1,3 13,3 1,2
3,4 1,1 6,7 1,2 6,6 1,1
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0,0 1,0 3,3 1,1 3,3 1,1
0,0 1,0 0,0 0,9

Bang 3C: Do nhét theo ndng d6 protein cia khang thé don dong 0322, 0323 va

324,
Khing thé don don ,
0322 _ 0323 _ 0324
Nong do bo Nong d9 bo Nong dd bo
protein nhot protein nhét Protein nhét
(mg/ml) | (cP) | (mg/ml) | (cP) | (mg/ml) | (cP)
100,0 16,4 101,0 21,3 103,0 54
75,0 4,9 75,8 11,3 77,3 3,1
50,0 3,3 50,5 3,7 51,5 2,2
25,0 2,0 25,3 2,6 25,8 1,6
12,5 1,6 12,6 2,0 12,9 1,4
6,3 1,4 6,3 1,4 6,4 1,3
3,1 1,3 32 1,2 3,2 1,2
0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,9

Bang 3D: Do nhét theo ndéng dd protein ctia khang thé don dong 0325, 0326 va
0330.

Khéng thé don don
0325 0326 _ 0330
Nong do Po Nong do b6 Nong do Do
protein | nhdt protein nhét protein nhot
(mgml) | (cP) | (mgml) | (cP) | (mg/ml) | (cP)
95,0 7.8 109,0 1,5 104,5 3,8
71,3 3,7 81,8 3,1 50,5 2,1
475 2,3 54,5 2,2 23,9 1,4
23,8 1,6 27,3 1,6 9,4 1,3
11,9 1,3 6,8 1,5 4,7 1,1
5,9 1,3 3,4 1,1 1,9 1,1
3,0 1,2 0,0 0,9 1,0 1,3
0,0 1,0 '

Bang 3E D6 nhét theo ndng dd protein ctia khang thé don dong 0332 va 0333.

Khing thé don dong
_ 0332 _ 0333

Nong d6 o Nong do bd
protein nhét Protein nhot
(mg/ml) | (cP) | (mgml) | (cP)
114,1 5,9 113,2 5,2

53,6 2,1 47,1 2,1

22,2 2,2 24,9 2,0

9,0 2,2 9,0 1,8
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4,6 1,8 4,5 1,5
1,9 1,2 1,8 1,6
1,1 1,1 0,9 1,4

Sang ché ciing dé cap dén cac phuong an khéng gidi han sau:

1. Khang thé hoic manh ciia n6 c6 kha ning gin két va phong bé TREM-1 c6

trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1, khéc biét & chd khang thé nay, hodc manh cua no,
" ¢6 @ nhét nhd hon 5 cP & ndng d6 S0mg/mL, nhu nhé hon 4 ¢P, tét hon néu nhé hon 3
cP (trong d6 phuong phap xac dinh d6 nhét theo cac diéu kién vé ndng dd protein bing

thong thudong hodc nhu dugc néu trong bdn mo ta nay.)

2. Khang thé hodc manh ciia né c6 kha ning gin két va phong bé TREM-1, khéc
biét & chd khang thé nay, hodc méanh cta no, c6 dé nhét nhd hon 5 cP & ndéng do béng
80mg/mL, t&t hon néu nho hon 4 cP (trong d6 phuong phap xac dinh d6 nhét theo céac
diéu kién vé ndng dd protein bang théng thuong hodc nhu duge néu trong ban md ta
nay.)

3. Khéng thé hodc manh ciia n6 theo cac phuong an 1 hoic 2, trong d6 khang thé
nay hodc méanh ctia n6 phong bé chirc ning cia TREM-1 véi KD d6i voi SEQ ID NO.1 13
nhé hon 0,5 nM, nhu nhé hon 0,4 nM, tot hon néu of 0,3 nM hozc nhé hon.

4. Khang thé hodc manh ctia né, trong d6 khang thé nay hodc méanh ciia né gin két
canh tranh vé6i khang thé don dong 0170 dé gin két voi SEQ ID NO.1 va c6 dic tinh do
nhét sao cho: ‘

(a) khang thé nay hoic manh ciia n6 c6 do nhét nhé hon 5 cP & ndng do
50mg/mL, nhu nhé hon 4 cP, t5t hon néu nhé hon 3 ¢P ; hodc

(b) khang thé nay hodc manh ctia n6, c6 do6 nhét nhd hon 5 cP & ndng do bing
80mg/mL, t6t hon néu nho hon 4 cP.

5. Khang thé hoic manh cta n6 c6 kha ning gin két dic hiéu va phong bé TREM-
1, trong d6 khang thé nay hodic manh ciia n6 ¢ cac thé dot bién “twong tac Fab-Fab” c6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2.

6. Khang thé hoic manh cia n6 c6 kha ning gin két dic hiéu va phong bé TREM-
1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1, trong d6 khang thé nay hodc manh cta né cd

cac thé dot bién dang “mang dién tich”, nhu trong d6 it nhit mot trong sé gbc mang dién
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tich am ciia CDR1 va CDR3 ¢6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc thé bing cac

gbc khong mang dién tich.

7. Khang thé hoic manh cua n6 theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n cia
sang ché, trong d6 axit amin mang dién tich 4m duoc thé bing cac gbc axit amin c6 thé
tao ra phan gin két v6i hydro, nhu tao dot bién gdc Asp hodc Glu véi gbe bat ky trong sb
cac gbc Asn, Gln, Ser va Thr. |

8. Khang thé hodc manh ctia né theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an cua
sang ché c6 d6 nhat thip hon so véi khang thé don dong 0170, nhung van cé KD dbi vai
SEQ ID NO.1 of nhé hon 0,5 nM.

9. Khang thé hoic manh ctia n6 theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n cia
sang ché c6 d6 nhét thip hon so véi khang thé don dong 0170, KD déi véi SEQ ID NO.1
1a nhé hon 0,5 nM va KD déi véi SEQ ID NO.17 1a nhé hon 0,6 nM, bang céch thé axit
amin khong mang dién tich cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 va/hodc 3, c6 lién
quan trong qué trinh “twong tic Fab-Fab” véi axit amin ¢ vi tri hodc kha ning gin két

v6i hydro thay dbi.

10. Khang thé hoic manh ctia n6 theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n
ctia sang ché c6 kha ning gin két dic hiéu va phong bé TREM-1 c6 trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.1 va chira c4c bién thé c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoic
SEQ ID NO.3 hoic ca hai trinh ty ndy, trong d6 cac bién thé nay dugc chon tir nhém bao
gdm céc thé dot bién “turohg tac Fab-Fab”, thé dot bién “twong tac Fab-TREM-1” va thé
dot bién dang “mang dién tich” c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoic SEQ ID
NO.3.

11. Khang thé hoic manh ciia n6 theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n
ctia sang ché chira thé dot bién “twong tac Fab-TREM-1”, nhu trong d6 géc. Phe cua trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 dugc thé bﬁng Ala hoic Ser.

12. Khéang thé hoic manh ctia n6 theo phuong 4n bt ky trong sé cac phuong 4n
cla sang ché ma canh tranh v6i SEQ ID NO.2 hoic 3 dé gin két véi SEQ ID NO.1 va c6
epitop chira mot, hai, ba, bbn, nim, sau, bay hoic tht ca céac géc axit amin D38, V39,
K40, C41, D42, Y43, T44 va L45 va mot, hai hodc tit ca cac gbc axit amin E46, K47,
F48 ctia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1. '
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13. Khang thé hoic manh cta n6 theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n
cla sang ché, ma canh tranh gin két véi SEQ ID NO.3, va chira LC c6 mot hoic ca hai
gbc glutamat (E) & cac vi tri 27 va 97 cua trinh tw nhir néu trong SEQ ID NO.3 dugce tao
dot bién thanh serin (S) hodc glutamin (Q), nhu trong d6 E27Q, E97S, nhu trong d6 ca
hai E27 14n E97 duoc tao dot bién thanh glutamin hoac trong d6 E27 khong dugc tao dot
bién va E97 dugc tao dot bién thanh S (E27, E97S), hoic trong do E27 khong dugc tao
dot bién va E97 dugc tao dot bién thanh Q (E27, E97Q), hoic trong d6 E97 khdng dugc
tao dot bién va E27 dugc tao dot bién thanh Q hodc S, t6t hon nita néu thanh Q (E27,
E97Q).

14. Khang thé hodic méanh ciia n6 theo phwong 4n bit ky trong sé cac phuong an
ctia sang ché chira trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 phenylalanin & vi tri 32
(F32) duoc tao dot bién, nhu dwoc bién dbi thanh A (khang thé don dong 0322) hoidc
thanh S (khang thé don dong 0323).

15. Khang thé hoic méanh cta n theo phu:ong 4n bt ky trong sb cic phuong an,
chira trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.2 trong d6 mot hodc ca hai gbc N57 14n gbc A59 '
dugc tao dot bién, nhu trong dé gbe A59 duoc tao dot bién thanh tyrosin, hoic trong d6
gbc N57 duoc tao dot bién thanh serin, hoidc trong do gbc N57 duoc tao dot bién thanh

serin va géc A59 dugc tao dot bién thanh tyrosin.

16. Khang thé hodc méanh ctia né chira bién thé ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.2, trong d6 axit amin khéng mang dién tich ¢6 lién quan dén qué trinh twong tac Fab-
Fab dic hiéu dugc thé bing axit amin c¢6 kich ¢& hodc kha ning gin két véi hydro thay
d6i, nhu trong d6 alanin (A) hodc asparagin (N) duoc thé bang bat ky mot trong sb Ser,
Thr, Phe, Tyr va Trp.

17. Khang thé hodc manh cta né chira bién thé c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 va canh tranh gin két v6i SEQ ID NO.3, trong 6 mot hodc ca hai gbc glutamat
(E) o cac Vi.tri 27 va 97 cta trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.3 duoc tao dot bién thanh
serin (S) hodc glutamin (Q), nhu trong d6 ca hai E27 va E97 dugc tao dot bién thanh
glutamin (318), hodc trong d6 E27 khong dugc tao dot bién va E97 dugc tao dot bién
thanh S (E27, E97S), hodc trong d6 E27 khong dugc tao dot bién va E97 dugc tao dot

-41-



33606

bién thanh Q (E27, E97Q), hoic trong d6 E97 khéng duoc tao dot bién va E27 dugc tao
dot bién thanh Q hoic S, t&t hon nita néu thanh Q (E27, E97Q).

18. Khang thé hodc manh ctia n6 chira bién thé c6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.2 va canh tranh gin két v6i SEQ ID NO.2, trong d6 mot hodic ca hai gbc N57 va gbe
A59 dugce tao dot bién, nhu trong d6 gé’c A59 duge tao dot bién thanh tyrosin, hodic trong
d6 gbc N57 duoc tao dot bién thanh serin, hoic trong d6 ca hai gbc N57 duoc tao dot
bién thanh serin va géc A59 dugc tao -d(f)t bién thanh tyrosin.

19. Khang thé hodc manh cta n6 chira trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.4.
20. Khang thé hoic manh ctia n6 cha trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.5.
21. Khang thé hoic manh ciia né chtra trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.6.
22. Khang thé hodc manh cta né chira trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.7.
23 Khang thé hoic méanh ciia n6 chira trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.8.
24. Khang thé hoic manh ciia né chira trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.9.
25. Khang thé hoic manh ctia n6 chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.
26. Khéng thé hodic manh ciia né chira trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.11.
27. Khang thé hoic manh ciia né chira trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.12.
28. Khang thé hoic manh ciia né chira trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.13.
29. Khang thé hoic manh cia n6 chira trinh ty nhﬁ: néu trong SEQ ID NO.14.
30. Khang thé hodc méanh ctia n6 chira trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.15.
31. Khang thé hodc manh cta n6 chira trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.16.

_ 32. Khang thé hoic manh ciia n6 chira trinh tu bét ky mot trong sb cac trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.4 dén 16.

33. Ché phdm chira khang thé theo phuong 4n bt ky trong s cac phuong an tir 1
dén 32. ’ |

34. Khang thé theo phuong 4n bt ky trong sé cac phuong 4n tir 1 dén 32 dé sir

dung 1am thubc.
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35. Khang thé theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 32 sir dung
dé diéu tri bénh dugc chon tir bénh viém hodc bénh ty mién.

36. Khang thé theo phuong an 35, trong d6 bénh dugc chon tir nhém bao gdém -
bénh viém khép dang thip va bénh viém rudt.

37. St dung khang t_hé theo phuong 4n bit ky trong sd cac phuong an tir 1 dén 32,
dé san xuét thubc diéu tri bénh dwgc chon tir nhom bao gdm bénh viém hodc bénh tir
" mién.

38. Str dung theo phuong én 37, trong d6 bénh dugc chon tir nhém bao gém bénh

viém khép dang thap va bénh viém rudt.

39. Phuong phéap diéu tri bénh dugc chon tir bénh viém hodc bénh tu mién bao
gdm buéce sir dung khang thé theo sang ché (nhu khang thé theo phuong an bat ky trong
sO cac phuong 4n tir 1 dén 32), ché phdm chira khang thé theo sang ché, hoic thubc chira

khang thé theo sang ché.
Vi du thue hién séang ché
Vi du 1: Ban kinh thity dong va do nhét ctia cac bién thé khang thé don dong 0170

Nhin thdy ban kinh thay dong coa. khang thé don dong0170 trong
W02013/120553 14 cao hon (9-10 nm) so véi mong mudn (5-6 nm). Ban kinh thuy dong
duogc xac dinh bang cach phan tich dong luc tan xa 4nh sang c6 st dung dia 96 giéng c6
trang bi may doc dia DynaPro (Wyatt Inc.). Cac dia st dung la cic dia thir nghiém
Corning 3540 (Corning). Téng thé tich miu khoang 20uL va nhiét d6 dugc duy ti &
25°C dbi v6i cac bién thé khang thé don dong 0170 (Fig.6).

Céac thé dot bién dang mang dién tich trong CDR1 va CDR3 ciia chudi nhe bién
ddi 1am giam Rh xubng ndéng d6 mong mudn déi véi cac khang thé don dong monomer,
dong thoi céc thé dot bién trong ving twong tic Fab-Fab dugc coi Ia 1am ting Rh. Céc
thé dot bién & vi tri trong tdc Fab-TREM-1 khong 1am anh hudng dén Rh.

Do nhét duogc xdc dinh di v6i cac bién thé khang thé don dong 0170 0317, 0318,
0319, 0320, 0321, 0322, 0323, 0324, 0325, 0326 va 0330 bang DLS. Béan kinh thiy dong
dugc xéc dinh trén may doc dia Wyatt DynaPro c6 st dung vi dia polystyren khong dugc

xir ly, mau den, day trong sudt Corning 3540 va hinh ciu ¢& nano polystyren tron do
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Phosphorex Inc. cung cip c6 hdwdng kinh trung binh 13 206,5 nm (ma san phdm 106).
M4u protein dugc chuyén vao dia Corning 3540 va ddy bang nip & dinh. Cac miu nay
dugc ly tAm va ban kinh thily dong ctia miu protein ndy dugc x4c dinh trong may doc dia
Wyatt DynaPro DLS. Mdi giéng dugc bd sung 0,5uL hat polystyren va dugc tron nhé
bang pipet. Pia nay dugc ly tAm lai va ban kinh thity dong cua cac hat nay dugc xéc dinh
trong may doc dia Wyatt DynaPro DLS.

bo nhét ctia mau protein dugc tinh toan nhu sau

do nhét(protein) = (ban kinh thiy dong(hat, don vi do)xd¢ nhét(dung dich
dém))/ban kinh thily dong (hat, tri s thuc)

trong d6 do nhét (protein) 1a d nhdt tinh dugce cia dung dich protein, ban kinh
thuy dong(hat, don vi do) 1a ban kinh thiy dong x4c dinh dugc cia hat polystyren trong
dung dich protein, 30 nhé6t (dung dich dém) la d6 nhét cia dung dich dém va ban kinh
thity dong(hat, tri s6 thuc) 13 dudong kinh trung binh thuc cua cac hat ndy [He et al., Anal
Biochem, 399, 141-143, 2010].

Do nhét duge xac dinh bang cach phan tich vi luu bién dbi véi cac bién thé khang
thé don dong 0170 0332 va 0333. Dé phan tich luu bién, bom tiém 250 pl Hamilton LT
(Hamilton-Bonaduz Inc) vé6i kim tiém 30G Novofine gan vao dugc st dung. Bom tiém
nay dugc dit trén gid d& bang nhom tuy chinh duoc kep chit voi nén. Pittong tru cua
bom tiém dugc st dung do TAXTPlus Texture Analyzer cung cip, do luc thu dugc
pitténg tru ndy véi toc do tiém da dugc xac dinh truée. Mdi miu duge thir nghiém v6i ba
tbc do tiém khac nhau. Téc d6 dau trugt va luc do duge duge st dung dé 14n luot tinh
toan toc do dich chuyén va ing suét cit. Do nhét c6 thé duge thé hién lién quan t6i toc

d6 dich chuyén nhu sau:
Mprotein = Tw/Y = (APDAL)/((32QUnD* ))

trong d6 Mprotein 1 A0 nhét cuia dung dich protein, y 1a tbe do dich chuyén biéu kién,

Tw 12 ing sudt cit, P 13 4p sudt thu duoc tir lac di chuyén pitténg tru, Q 14 tdc d6 chay

theo thé tich cta dich 16ng di qua kim tiém mao quan va D va L 1a duong kinh trong va

chiéu dai, tuong Ung cua mao quan (Allahham et al., 2004; Intl J Pharm 270, 139-148).
| DO nh6t, Nprotein duge tinh todn tir cac tri sb6 da biét D, L va Qvatri s6 do duoc P.
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Phén tich ndy chi ra rang ca hai thé dot bién dang “mang dién tich” 13n thé dot
bién “twong tac Fab-Fab” déu 1am giam d6 nhét (Fig.1). Nhan thdy rang bién thé khang
thé don dong c6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.5, bao gdm cac thé dot bién dang
mang dién tich E27Q va E97Q c6 d6 nhdt thip nhét.

Vi du 2: Pong hoc ciia cac bién thé khang thé don dong 0170

Dong hoc gin két ciia cac bién thé khang thé don dong 0170 huéng dich TREM-1-
Fc ctia ngudi va TREM-1-Fc cta khi dudi dai 14n luot duoc xac dinh. Nghién ciru vé kha
ning gin két dugc thuc hién trén may phan tich ProteOn Analyzer (BioRad) x4c dinh su
tuong tac clia phan tir theo thoi gian thuc bang cich cong huéng tir bé mit. Cac thir
nghiém duoc tién hanh & 25°C va cac miu duogc bao quan & 15°C trong ngin dung mau.
Tin hiéu (RU, don vi ddp tmg) dugc thong bao bsi ProteOn c6 lién quan mat thiét dén
khéi Iwong trén bé mit chip cam Gng riéng & & sdu dong té bao song song nhau. Khang
thé don dong Fc khang ngudi hoic da dong Fc khang loai gim nham tir kit bét giit Fc ctia
ngudi hodc ciia chudt nhit Biacore duge bit dong theo huéng nim ngang trén cic dong
té bao cua chip cam tmg GLM theo huéng din ctia nha san xuit. Nong do bt dong cudi
clng ciia khang thé bt gitr 13 khoang 2600-6000 RU trong mdi thir nghiém. Qua trinh bt
gitt khang thé khang hTREM-1 duoc biéu hién tdi t6 hop hodc don dong cua chudt di
duoc 1am sach dugc thuc hién bing cach pha lodng cac khang thé nay téi ndng do 5-10
nM trong dung dich dém chay (10mM Hepes, 0,15M NaCl, 5mM EDTA, chét hoat dong
bé miat P20 0,05%, do pH=7,4), tiép d6 1a tiém theo huéng thing ding véi tde do
30pL/phit trong 60 gidy, dé tao ra cac diém bén trong tham chiéu nim lién ké vai tit ca
cac dong t& bao chi véi khang thé khang Fc d duoc bit dong. Thong thudng, thu duoc
ndng do bét gitr cudi ciia cac khang thé thir nghiém khoang 100-300 RU va tri s6 Rmax
cta dich phan giai 13 30-90 RU. Qua trinh gin két cta céc protein hTREM-1 hoic
¢TREM-1 dugc thuc hién bang cach tiém dich phan giai (khang nguyén) 1én tit ca cac
dong té bao theo hudng ndm ngang dé phan tich so sanh kha ning gin két véi khang thé
khang TREM-1 d3 dugc bit giit khac nhau so véi kha niang gin két véi diém bén trong
tharh chiéu. Céc protein hTREM-1 hoic cTREM-1 dugc pha lodng theo ddy 1:3 dén 1,2-
100 nM hoic vao dung dich dém chay, dugc tiém véi tde dd 100pL/phit trong 250 gidy
va dé phan ly trong 600 gidy. B& mit GLM dugc tai tao sau mdi chu ky tiém dich phan
gi4i bang cach tiém hai 1an, mdi 14n 18 gidy 10mM Glyxin, d6 pH=1,7 va 50mM NaOH
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& 100pL/phat. Bu6e tai tao nay loai bé duge khang thé khang TREM-1 va protein
TREM-1 d3 duoc gin két bt ky tir bé mit khang thé bét gitr d3 duoc bat dong va dé tién
hanh qua trinh gin két tiép theo ctia cip miu twong tac tiép theo. Qua trinh tai sinh khong
loai bé duoc khang thé khang Fc bit gitr di dugc bét dong truc tiép tir bé mit chip.

Ai luc gin két giita khang thé va khang nguyén duoc dinh lugng bang cach xac
dinh hiang sé phan ly can bang (Kp)da dugc xac dinh bang cach do dong hoc ciia quéi
trinh tao ra va phén ly phirc hgp. Hing s6 tbe d6 twong tng v&i qua trinh lién két va phan
ly phtrc hop hoa tri mét nhu k, (tbc d6 lién két) va ky (tbc d6 phan ly) duoc dua ra bing
cach tich hop dir liéu vao md hinh Langmuir theo ty 1 1:1 bang cach sir dung phdn mém
danh gia ProteOn dé phan tich dit liéu. Kp c6 lién quan dén k, va k, théng qua ding thic
Kp =kq4/Kk,.

Puong cong gin két duge xtr Iy bang cach tham chiéu kép (trir tin hidu bé mat
‘tham chiéu cling nhu dung dich dém tring dé tiém cho khang thé khdng TREM-1 da
duoc bt gift) trude khi phan tich dir liéu. Pudng cong nay ¢ thé cho phép hiéu chinh su

nhiéu ctia thiét bi, dich chuyén khdi va d6 1éch trong khi tiém mau.

Nhén thdy tit ca cac bién thé khang thé don dong 0170 c6 ai luc huéng dich
TREM-1-Fc cia ngudi twong tu nhu khang thé don dong 0170. Pang quan tdm 13, cac
bién thé khang thé don dong chira thé dot bién “twong tac Fab-TREM-1”, nhu khang thé
don dong 0322, ¢6 ai luc ting cuong huéng dich TREM-1-Fc ctia khi dudi dai (Bang 2).

Vi du 3: Pong hoc va d6 nhét ciia khang thé don dong 0330 va khang thé don
dong 0333

Dé nd luc tao ra mAb c6 ca 4i luc cai thién huéng dich TREM-1 ciia khi dubi dai
va d6 nhét !thép, céc thé dot bién tir SEQ ID NO.9 dugc két hop véi cac thé dot bién
trong SEQ ID NO.5, c¢6 d6 nhét thip nhét trong s6 cac bién thé khang thé don dong 0170
va c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11, ma nhé4n thdy c6 anh huéng nhe d6i véi do
nhét. Ai lyc gia ting huéng dich TREM-1-Fc ctia khi dudi dai dugc duy tri dbi voi bién
thé khang thé don dong chira cac thé dot bién két hop (khang thé don dong 0330 va
khang thé don dong 0333) va cac thé dot bién nay khong 1am anh huong dén ai luc
huéng dich TREM-1-Fc ciia ngudi. Do nhét ciia khang thé don dong0330 va khang thé
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don dong 0333 duoc giam dang ké so v6i khang thé don dong 0170 cia WO2013/120553
(Fig.1).
Vi du 4: Nudi cAy dong té bao BWZ’36/hTREM-1 én dinh

Té bao chi thi BWZ/hTREM-1 duoc nuéi cdy trong RPMI 1640 w/o phenol do
(m3 san phdm 11835, Gibco, Carlsbad CA, USA), c¢6 bd sung 10% FCS (ma san phim
16140-071, Gibco, New York, USA), 1% Pen/Strep (md san pham 15070-06, Gibco),
Natri Pyruvat ImM (m3 san phim 11360, Gibco), 5 uM -2ME (m3 san pham 31350-010,
Gibco) va L-Glutamin 2mM (m3 san phim 25030, Gibco). Khéng can cac dia dic hiéu
hodc viéc phii. 10mL Versene (ma san pham 15040, Gibco) dugc bd sung vao dé tach
cac t& bao ndy ma sau d6 dugc chuyén vao 6ng, duoc ly tim 1200 vong/phut trong 5 phut
va rira trong RPMI m&i 1640 w/o phenol dé. Sau d6, cac té bao nay duge sir dung ngay

trong thir nghiéfn hodc nudi ciy lai dé ciy truyén tiép.
Vi du 5: Mo ta chirc niing ctia cac bién thé khang thé don dong 0170

Kha ning trc ché qua trinh truyén tin hiéu TREM-1 ciia ngudi cia cac bién thé
khang thé don dong khang TREM-1 0170 dugc x4c dinh bang cach sir dung dong té bao
chi thi (BWZ’36/hTREM-1) duoc cung cdp bai Bioxell. Dong té bao chi thi ndy dugc
kich thich béi PGN va phéi tir TREM-1 PGLYRP1 1a protein tai t6 hop hodc biéu hién
bdi cac bach cau trung tinh da duogc hoat hoéa trude khi u béng khang thé don dong. Nhéan
thdy kha ndng trc ché qud trinh truyén tin hiéu TREM-1 ctia c4c bién thé 12 thich hop trén
1am sang va & mic trung binh so v&i khang thé don dong 0170 cia WO2013/120553
(Fig. 2A va B).

Tuong ty, kha ning tc ché qua trinh truyén tin hiéu TREM-1 caa khi dudi dai
dugc x4c dinh dbi voi ba bién thé khang thé don dong 0170 v&i do nhét thip nhét va
quan s4t thiy hai bién thé c6 4i luc gia ting huéng dich TREM-1 ctia khi dudi dai. Trong
" thir nghiém ndy st dung ong té bao chi thi TE 426.27 da duoc thiét 14p, quan sat thiy kha
ning tc ché cua cic bién thé khang thé don dong va khang thé don dong 0170 cia
W02013/120553 1a twong tur nhau (Fig.3).

Ngoai ra, kha ning phong bé qua trinh giai phong TNFa ra khoi cac € bao gbc tir
vét cho khoe manh cia cac bién thé khang thé don dong dugc dénh gia. Trong thir

nghiém nay, cac bach ciu don nhan duoc biét hoa thanh dai thuc bao M2 trong diéu kién
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giam oxy huyét d& lam ting mac biéu hién TREM-1 va dugc hoat héa véi PGN va
PGLYRP1 t4i td hop trude khi  bang khang thé don dong. Nhan thiy cac bién thé khang
thé don dong c6 hiéu luc tuong tu nhu 0170 trong viée e ché qua trinh giai phong TNFa
do TREM-1 gy ra ra khoi dai thuc bao M2 bi giam oxy huyét (Fig. 4).

Vi du 6: C4u tric tinh thé ctia phtrc hgp Fab 0170-Fab 0170

Kha ning twong tac cta khang thé don dong 0170 phan tir boi tinh tu tuong tac
dic hiéu duoc danh gia bang cach phén tich tinh thé cta cdu tric tinh thé Fab 0170-Fab
0170.

Vit liéu: Vung Fab khang thé don dong 0170 (SEQ ID NO.18 va SEQ ID NO.19)
trong dung dich dém chira 10mM phosphat, 2,68mM KCl, 140mM NaCl, d6 pH=7,4 &
ndng do protein bing 8,5mg/mL.

Phuong phap: Ving Fab khang thé don dong 0170 duoc két tinh trong thir nghiém
dung hop dang hoi giot treo bang cach tao cin bang giita giot chtra 2uL dung dich protein
duogc trén v6i 2uL dung dich du trit v6i 0,5mL dung dich duy trit bao gdm 20% (khéi
luong/thé tich) PEG 8000, 200mM K,HPO,. Tinh thé duoc chuyén vao giot chira 2pL
35% (khdi luong/thé tich) PEG3350, 200mM K,HPO, va dugc dua 1én vong litholoop
duong kinh 0,2 mm (Molecular Dimensions Limited) va 1am lanh nhanh trong nito long.

Dit liéu vé nhifu xa tia X duogc thu thap & Truong dai hoc MAXLAB 911-2, Lund,
Thuy Pién bing cach sit dung dong dong khd nhanh Cryo duoc van hanh & 100 K. Hinh
anh vé dir liéu thd duoc biéu thi, tich hop va dugc chia ty 1é bang cach sir dung géi
chuong trinh XDS (Kabsch, Acta Crystallogr. D66, 133-144 (2010)). Nhom khong gian
ctia tinh thé 13 P2(1)2(1)2(1), véi cac thong sb v& 6 don vi, a= 624 A, b=110,9 A, c =
158,4 A. Dit liéu thu thap @ phén giai 2,40 A. Céu trac nay duoc giai thich bang cach
thay thé phan tir bang cach st dung phan mém Phenix (Adams et al., Acta Crystallogr.
D66, 213—221 (2010)) nhu dugc thuc hién trong bd chuong trinh CCP4i (Potterton et
al., Acta Crystallogr. D59, 1131-1137 (2003)). C4c mé hinh nghién ciru 13 cac cAu tric
ctia chudi ning tir dau vao pdb 1ADO. pdb (mirc d@ tuong ddng 85%) va chudi nhe tir dau
vao pdb 2QRG (94% identity). Viéc 1am sach c4u tric duge thuc hién bang cach sir dung
Refmac5 (Murshudov et al., Acta Crystallogr. D53, 240-255 (1997)) tir b chuong trinh
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CCP4i. Phién ban Coot 7 (Emsley et al., Acta Crystallogr. D66, 486-501 (2010)) duogc st

dung dé tai tao va phé chuén ciu tric bang tay.
Két qua va thao luan

Céu trac tinh thé cia ving Fab cua khang thé don dong 170 chira bén phan tir Fab
trong don vi khéng dbi ximg (chudi ning dugc danh déu 13 A va C, chudi nhe dugc d4nh
ddu 1a B va D). Phan tir Fab dugc déng géi & dang dime v6i cac ving gén két v6i khang
nguyén cia mot phan tir Fab tuong tac voi khang nguyén gin két ving clia phan tir Fab
khac. N6 khong thé chira va 1am sach xystein cubi cting tir SEQ ID NO.19 trong céu tric
tinh thé mic di mong mubn ring né nim trong lién két disulphua véi Xys tir SEQ ID
NO.18 tir chudi ning. Nhén thdy ring luong du mét d6 dién tir 2Fo-Fc va Fo-Fc nam
trong khu vuc ndy, va lién két disulphua c6 thé c6 mit trong bd phu cia phéan tir Fab.
Khéng thy tin hiéu sigmaa dang ké 1am anh huéngt 6i mat do dién tir 2Fo-Fe déi véi cac
gbc G26, K78-N79, 1104-R105 va S138-E141 tir SEQ ID NO.18 trong chudi A trong don
vi khong dbi xing va dbi v6i E1, G26-F 27, M102-R105, S136-E141, S195-K200 tir
SEQ ID NO.18 trong chudi C trong phén t Fab khac trong don vi khong d6i ximng.
Sigmaa dang ké anh huéng dén mat do dién tir 2Fo-Fc ciing bi khuyét ddi véi cac gbe
D30-Y34 tir SEQ ID NO.19 trong chudi D. Cac gbc nay khéng nim trong ciu tric tinh
thé nhung lai lién quan t6i phén tich twong tic ctia phan tir cia bé mit chung Fab-Fab
bang cach xép chdéng voi ciu tric tinh thé cua khang thé don dong 0170 cia
WO02013/120553 boc 16 chu tric tinh thé ciia khang thé don dong 01070 khang TREM-1

nhan tao.

Céc thong sb chét luong vé ciu triic cia manh Fab khang thé don dong 0170 chi ra
rang yéu t§ R toan phin cta cAu tric nay = 24% va yéu td R tw do = 30%. Hé sb tuong
quan toan phan 1 0,93 va chi s6 chinh x4c vé& thanh phan nhi€u xa, DPI = 0,3 A
(Cruickshank, Acta Crystallogr. D55, 583-601 (1999)). P 1éch cin béac hai cta chiéu dai
lién két trong ciu tric nay thu dugc tir chiéu dai lién két 1i twong = 0,025 A va d6 léch
cin béc hai tir goc lién két 1y twong =2,326° (Engh and Huber, Acta Crystallogr. A47,
392-400 (1991)). '

Phan tich khoadng c4ch ndi phan tir dugce thuc hién béng cach str dung chuong trinh

NCONT trong b9 chuong trinh CCP4 (Potterton et al., Acta Crystallogr. D59, 1131-1137
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(2003)) v6i diém cat 13 4A dbi v6i khoang cach noi phén tir (Béng 4). Phan tich nay
ching minh ring cac gbc axit amin N57 va A59 tir SEQ ID NO.2 thudc nhém axit amin

33606

c6 lién quan t6i qua trinh twong tic Fab-Fab trong céu tric tinh thé.

Bang 4. Qua trinh tuong tac Fab-Fab du doan dua trén su chdng 1ip cta ciu tric
tinh thé ciia khang thd don dong 01070 khang TREM-1 nhan tao di dugc boc 16 trong
WO02013/120553 véi cAu tric tinh thé ctia ving Fab cta khéng thé don dong 0170 quan

sat dugc theo sang ché.

Axit amin nguon, Fab 1 | Axit amin dich, Fab 2
(Chudi A va B) (Chudi C va D)
F32 SEQ ID NO.3 Y32 | SEQIDNO.2
F32 SEQIDNO.3 | M102 | SEQIDNO.2
D33 SEQ ID NO.3 Y53 | SEQIDNO.3
Y34 SEQ ID NO.3 Y34 | SEQIDNO.3
Y34 SEQ ID NO.3 R54 | SEQIDNO.3
D98 SEQ ID NO.3 S55 | SEQIDNO.2
R52 SEQ ID NO.2 S55 | SEQIDNO.2
R52 SEQ ID NO.2 S56 | SEQIDNO.2
S55 SEQ ID NO.2 A59 | SEQIDNO.2
S55 SEQ ID NO.2 R52 | SEQIDNO.2
S56 SEQ ID NO.2 S56 | SEQIDNO.2
N57 SEQ ID NO.2 S56 | SEQIDNO.2
N57 SEQ ID NO.2 N57 | SEQIDNO.2
N57 SEQ ID NO.2 A59 | SEQIDNO.2
A59 SEQ ID NO.2 S55 | SEQIDNO.2
A59 SEQ ID NO.2 S56 | SEQIDNO.2
A59 SEQ ID NO.2 N57 | SEQIDNO.2
1104 | SEQIDNO.2 1104 | SEQIDNO.2
1104 |- SEQIDNO.2 | R106 | SEQIDNO.2
R106 | SEQIDNO.2 F32 | SEQIDNO.3
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YEU CAU BAO HO
1. Khéang thé hodc manh ctia n6 chita VL va VH, trong d6 VL 13 VL trong chudi nhe
dugce chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID
NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10, va SEQ ID NO.14 va VH 1a VH
trong chudi ning dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.11, SEQ ID
NOJLSEQHDNOJLSEQH)NOJiVﬁSEQH)NOJ&
2. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira viing hang dinh.
3. Khang thé theo diém 2, trong d6 ving hing dinh nay 13 IgG1, IgG2, hoic IgG4.
4. Khéng thé theo diém 1, trong d6 VL 1a VL ciia chudi nhe c6 trinh tr nhu néu trong
SEQ ID NO.5 va VH 1a VH cta chudi nang co6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.2.
5. Khang thé theo diém 4, trong d6 khang thé ndy chira ving hing dinh of TgG4.
6. Khang thé theo diém 4, trong d6 khang thé nay chira chudi nhe va chudi ning, trong d6
chudi nhe nay chira chudi nhe c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5 va chudi niang nay
chira chudi nang c6 trinh tuy nhu néu trong SEQ ID NO.2.
7. Khang thé hodc manh cia n6 theo diém 1, trong 6 VL 1a VL ctia chudi nhe ¢6 trinhl’a_r
nhu néu trong SEQ ID NO.4 va VH 13 VH cuia chudi niing c6 trinh tir nhu néu trong SEQ
ID NO.2.
8. Khang thé hodc manh cta no theo diém 1, trong d6 VL 13 VL cua chudi nhe ¢6 trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.6 va VH 1a VH cuia chudi nang co trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.2.
9. Khéng thé hodc manh cta noé theo diém 1, trong @6 VL 1a VL cua chudi nhe c6 trinh tu
- nhu néu trong SEQ ID NO.7 va VH 1a VH cua chudi nang co trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.2.
10. Khang thé hoic méanh ctia n6 theo diém 1, trong d6 VL 12 VL ctia chudi nhe ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.8 va VH 1a VH cua chudi ning c6 trinh tw nhu néu trong
SEQ ID NO.2.
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11. Khang thé hoic manh ciia né theo diém 1, trong d6 VL 13 VL ctia chudi nhe ¢6 trinh
tr nhu néu trong SEQ ID NO.9 va VH 13 VH cua chudi ning c6 trinh tw nhu néu trong
SEQ ID NO.2.

12. Khang thé hodc manh cia n6 theo diém 1, trong d6 VL 1a VL ctia chudi nhe ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.10 va VH 13 VH ctia chudi ning c6 trinh tu nhu néu frong
SEQ ID NO.2. |

13. Khang thé hodc manh cta n6 theo diém 1, trong d6 VL 13 VL ciia chudi nhe c¢6 trinh
ty nhu néu trong SEQ ID NO.14 va VH 13 VH cua chudi ning c6 trinh ti nhu néu trong
SEQ ID NO.2.

14. Khang thé hoic méanh cta né theo diém 1, trong @6 VL 13 VL ctia chudi nhe ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.5 va VH 13 VH cua chudi ning c6 trinh ty nhu néu trong A
SEQ ID NO.15.

15. Khéng thé hodc manh ctia né theo didm 1, trong d6 VL 1a VL cua chudi nhe ¢6 trinh
ty nhu néu trong SEQ ID NO.14 va VH 13 VH cua chudi ning c6 trinh ti nhu néu trong
SEQ ID NO.16.

16. Khang thé hodc manh cta né chira VL va VH, trong d6 VL 1a VL trong chudi nhe ¢6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 va VH 13 VH trong chudi ning dugc chon tir nhém
bao gbm SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID
NO.16. '

17. Khang thé theo diém 16, trong d6 khang thé nay chira ving hang dinh.

18. Khang thé theo diém 17, trong d6 ving hing dinh nay 13 IgG1, IgG2, hoic IgG4.

19. Khang thé hodc méanh ctia né theo diém 16, trong d6 VL 1a VL cua chudi nhe ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 va VH 13 VH ctia chudi ning ¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.11. '

20. Khang thé hoic manh ctia né theo diém 16, trong d6 VL 1a VL ctia chudi nhe c6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 va VH 1a VH cua chudi ning c6 trinh tw nhu néu trong
SEQ ID NO.12.
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21. Khéang thé hoic manh ctia n6 theo diém 16, trong d6 VL 1a VL cua chudi nhe c6 trinh
ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 va VH 1a VH ctia chudi ning c6 trinh t nhu néu trong
SEQ ID NO.13.
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Khéng thé don dong
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DANH MUC TRINH TU

<110> NOVO NORDISK A/S
<120> KHANG THE GAN KET VA PHONG BE TREM-1
<130> P45251W0O-PJG
<150> EP14177547.8
<151> 2014-07-17
<150> EP14194893.5
<151> 2014-11-26
<160> 19
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 234
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 1
Met Arg Lys Thr Arg Leu Trp Gly Leu Leu Trp Met Leu Phe Val Ser
1 5 10 15
Glu Leu Arg Ala Ala Thr Lys Leu Thr Glu Glu Lys Tyr Glu Leu Lys
20 25 30
Glu Gly Gln Thr Leu Asp Val Lys Cys Asp Tyr Thr Leu Glu Lys Phe
35 40 45
Ala Ser Ser Gln Lys Ala Trp Gln Ile Ile Arg Asp Gly Glu Met Pro
50 55 60
Lys Thr Leu Ala Cys Thr Glu Arg Pro Ser Lys Asn Ser His Pro Val
65 70 75 80
Gln Val Gly Arg Ile Ile Leu Glu Asp Tyr His Asp His Gly Leu Leu
85 ’ 90 95
Arg Val Arg Met Val Asn Leu Gln Val Glu Asp Ser Gly Leu Tyr Gln
100 105 110
Cys Val Ile Tyr Gln Pro Pro Lys Glu Pro His Met Leu Phe Asp Arg
115 120 125
Ile Arg Leu Val Val Thr Lys Gly Phe Ser Gly Thr Pro Gly Ser Asn
130 135 140
Glu Asn Ser Thr Gln Asn Val Tyr Lys Ile Pro Pro Thr Thr Thr Lys
145 150 155 160
Ala Leu Cys Pro Leu Tyr Thr Ser Pro Arg Thr Val Thr Gln Ala Pro
165 170 175
Pro Lys Ser Thr Ala Asp Val Ser Thr Pro Asp Ser Glu Ile Asn Leu
180 ’ 185 190
Thr Asn Val Thr Asp Ile Ile Arg Val Pro Val Phe Asn Ile Val Ile
195 200 205
Leu Leu Ala Gly Gly Phe Leu Ser Lys Ser Leu Val Phe Ser Val Leu
210 215 220
Phe Ala Val Thr Leu Arg Ser Phe Val Pro
225 230
<210> 2
<211> 448
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Chudi ning cia khing th& nhan tao TREM-1
<400> 2 .
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Arg Thr Lys Ser Ser Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Ala
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 R 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Asp Met Gly Ile Arg Arg Gln Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125
Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175
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Val
Pro
Lys
Pro
225
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu

Leu
Ser
Pro
210
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Asp
Glu
Asp
Lys
Arg
65

Ser
Glu
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Ile
Arg
Tyr
Leu
50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
355
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn
435
3

218
PRT

Ser
180
Ser
Asn
Pro
Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu

420
His

Trinh ty

Chudi
(1)..(218)
Chudi nhe cta khidng th& nhan

3
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys

4

218
PRT

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180

Tyr

Ser

Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
325
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
405

Gly

Tyxr

Gly
Gly
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
390
Phe

Asn

Thr

Leu
Thr
Val
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys
Gln
Met
Pro
375
Asn
Leu

Val

Gln

nhén tao

Thr
5
Ile
Leu
Tyr
Ser
Glu
85
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

Gln
Asn
His
Arg
Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser
Val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Trinh ty nhdn tao

Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
440

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe

120
Val

Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Ser
185
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185
Thr

Glu

Chudi nhe clia khing thé& nhan

Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410

Cys

Leu

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

tao

Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

33606

Ser
Cys
Glu
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro
Thr

Val

Leu

TREM-1

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

TREM-1

Val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln
Val
285
Tyr
Gly
Ile
vVal
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

-63-

Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

350
Leu

Trp
Val
Asp
His

430
Leu

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val

Glu

Lys
335

Thr-

Thr

Leu
Lys
415
Glu

Gly

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Gly
Phe
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro



<400>

Asp
1
Glu
Asp
Lys
Arg
65
Ser
Ser
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Ile
Arg
Tyr
Leu
50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp
1

Ile

4
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys

5

218
PRT

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180

Tyr

Ser

Trinh tu

5
Val

Glu Arg Ala

Asp
Lys
Arg
65

Ser
Gln
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Tyr
Leu
50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile Val

1

Ser
35
Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys
6

218
PRT

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180
Tyr

Ser

Thr
Ile
Leu
Tyr
Ser
Glu
85

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu

165
Ser

Ala“

Phe

Gln
Asn
His
Arg
Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser
Val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

nhdn tao

Thr Gln Ser

5
Ile

Leu
Tyr
Ser
Glu
85

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

Asn
His
Arg
Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

Cys
Trp
Ala
55

Ser
Val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Trinh ty nhén tao

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe

120
Val

Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe

120
Val

Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185

Thr

Glu

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185

Thr

Glu

Chudi nhe cta khang tH& nhan

6

Glu Arg Ala

Asp Tyr Ser

35

Lys Leu Leu

50

Leu Thr Gln Ser Pro Asp

5

Thr Ile Asn Cys Arg Ala

20

25

Phe Leu His Trp Tyr Gln

40

Ile Tyr Arg Ala Ser Asn

55

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

tao
Ser
10

Ser

Gln

Leu

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

33606

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

TREM-1

Leu
Glu
Lys

Glu

Ala

Ser

Pro

Ser
60

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
205

Val
Val
Gly

45
Gly

-64-

Ser
Asp
30

Gln
Val

Thr

Gln

Ile

110
Asp

Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln

Val

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Leu
15
Thr

Pro

Pro

Gly
Phe
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly.
Phe
Pro
Asp
Ser
80
Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly
Phe
Pro

Asp



Arg
65

Ser
Ser
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyxr
His

Val

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp
Glu
Asp
Lys
Arg
65

Ser
Gln
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Ile
Arg
Tyr

Leu

‘50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys

130
Arg

Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys
7

218
PRT

Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180
Tyr

Ser

Ser
Glu
85

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr

Cys

Asn

Ser
Val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Trinh ty nhén tao

Gly Thr
Ala Val

Gln Gly
105

Phe Ile

120

Val Val

Trp Lys
Thr Glu

Thr Leu
185

Val Thr

200

Gly Glu

Chudi nhe cta khéng thé& nhéan

7
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115

Ser

Glu

Asn Ser

Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp
1
Glu
Asp
Lys
Arg
65

Ser

Glu

Ile
Arg
Tyr
Leu
50

Phe

Leu

Asp

Leu

Val
195
Lys

8
218
PRT

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180
Tyr

Ser

Thr
5
Ile
Leu
Tyr
Ser
Glu
85
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

Gln Ser Pro Asp

Asn
His
Arg
Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

Cys
Trp
Ala
55

Ser
Val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Trinh tu nhén tao

Arg Ala
25

Tyr Gln

40

Ser Asn

Gly Thr
Ala Val

Gln Gly
105

Phe Ile

120

Val Val

Trp Lys
Thr Glu

Thr Leu
185

Val Thr

200

Gly Glu

Chudi nhe cua khéﬂg th& nhan

8
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser

Gln

Pro

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly

Ala

Tyr
100

Thr
5

Ile
Leu
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

Gln
Asn
His
Arg
Gly
70

Asp

Phe

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser

Val

Gly

Pro Asp

Arg Ala
25

Tyr Gln

40

Ser Asn

Gly Thr
Ala Val

Gln Gly
105

Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
vVal
Gln
170
Ser
His

Cys

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

33606

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

TREM-1

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys

Pro

Leu

Asp
155
Asp
Lys

Gln

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

TREM-1

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

Leu

Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

-65-

Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr

Gln

Ile
110

Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly
Phe
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly
Phe
Pro
Asp
Ser
80

Asn

Arg



Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg

145

Gly Asn

Tyr Ser
His Lys

Val Thr
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile

Glu Arg
Asp Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp
Thr Val
Leu Lys

130

Pro Arg
145

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120
Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
135
Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
150
Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165
Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185
Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195 200
Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
215
9
218
PRT :
Trinh tu nhan tao

Chudi nhe cta khing thé nhan
9

Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp

5
Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala
20 25

Ser Phe Leu His Trp Tyr Gln
35 ’ 40

Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn

55
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85

Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile

115 120

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val

135
Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
150

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu

Tyr Ser
His Lys

Val Thr
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile

Glu Arg
Asp Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp
Thr Val
Leu Lys

" 130

Pro Arg
145

165
Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185
Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195 200
Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
215
10
218
PRT
Trinh ty nhédn tao

Chudi nhe cta khang thé nhan

10

Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp

5

Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala
20 25

Ser Phe Leu His Trp Tyr Gln

35 40

Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn

55
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
70
Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85

Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile

115 120

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val

135
Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
150

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu

165

Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys

Val

Gln
170

33606

Pro Pro

Leu Leu
140

Asp Asn

155

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

TREM-1
Leu Ala
Glu Ser
Lys Pro
Glu Ser
60
Phe Thr
75
Tyr Cys
Lys Leu
Pro Pro
Leu Leu
140
Asp Asn
155
Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

TREM-1

Leu Ala
Glu Ser
Lys Pro

Glu Ser
60

Phe Thr

75

Tyr Cys

Lys Leu
Pro Pro

Leu Leu
140

Asp Asn

155

Asp Ser

Ser
125
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn

Ala

Lys

-606-

Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn

Leu

Asp

Glu
Phe
Gln
Ser
175

Glu

Ser

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln

Ser
175

Gln
Tyr
Ser
160
Thr

Lys

Pro

Gly
Ala
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly
Ser
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser

160
Thr



Tyr Ser
His Lys

Val Thr
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1
Ser Leu

Ala Met

Gly Arg
50

Ser Val

65

Ala Tyr

Tyr Cys

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu

195

Lys Ser Phe Asn Arg
215

11

448

PRT

Trinh ty nhén tao

Chudi ning cta khang
11
Gln Leu Val Glu Ser
5
Lys Leu Ser Cys Ala
20
His Trp Val Arg Gln
35
Ile Arg Thr Lys Ser
55
Lys Gly Arg Phe Thr
70
Leu Gln Met Asn Ser
85
Thr Arg Asp Met Gly
100

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

Val Phe
130

Ala Leu

145

Ser Trp

Val Leu
Pro Ser

Lys Pro
210

Pro Pro

225

Val Phe

Thr Pro
Glu Val

Lys Thr
290

Ser Val

305

Lys Cys

Ile Ser
Pro Pro

Leu Val
370

Asn Gly

385

Ser Asp

Arg Trp
Leu His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

115
Pro Leu Ala Pro Cys
135
Gly Cys Leu Val Lys
150
Asn Ser Gly Ala Leu
165
Gln Ser Ser Gly Leu
180
Ser Ser Leu Gly Thr
195
Ser Asn Thr Lys Val
215
Cys Pro Pro Cys Pro
230
Leu Phe Pro Pro Lys
245
Glu Val Thr Cys Val
260
Gln Phe Asn Trp Tyr
275
Lys Pro Arg Glu Glu
295
Leu Thr Val Leu His
310
Lys Val Ser Asn Lys
325
Lys Ala Lys Gly Gln
340
Ser Gln Glu Glu Met
355
Lys Gly Phe Tyr Pro
375
Gln Pro Glu Asn Asn
390
Gly Ser Phe Phe Leu
405
Gln Glu Gly Asn Val
420
Asn His Tyr Thr Gln
435
12
448
PRT
Trinh ty nhédn tao

Chudi ndng cta khang

12

Gln Leu Val Glu Ser
5

Thr
Val

200
Gly

thé
Gly
Ala
Ala
40

Ser
Ile
Leu
Ile
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
440

thé

Gly

33606

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

185

190

Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

Glu

Cys

nhadn tao TREM-1

Gly

Ser

25

Ser
Asn
Ser
Lys
Arg
105
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Arg
Thr
90

Arg
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410
Cys

Leu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Asp
75

Glu
Gln
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

Val
Thr
Gly
Thr
60

Asp
Asp
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro
Thr

Val

Leu

nhé&n tao TREM-1

Gly Gly Leu Val

10

205

Gln
Phe
Leu
45

Tyr
Ser
Thr
Ala
Lys
125
Glu
Pro
Thr
Val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln
Val
285
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Gln

-67-

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Tyr
110
Gly
Ser
Val
Phe
Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

350
Leu

Trp
Val
Asp
His

430
Leu

Gly
15

Thr
Trp
Ala

Asn

Val
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro

175
Thr

Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415
Glu

Gly

Gly
Tyr
Val
Ala
Thr
80

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Pro Gly Gly

15



Ser
Ala
Gly
Ser
65

Ala
Tyr
Gln
Val
Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Pro

225
Val

Thr

Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu

Leu
Met
Arg
50

Val
Tyr
Cys
Gly
Phe

130
Leu

Trp
Leu
Ser
Pro
210
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Glu
Ser
Ala
Gly
Ser
65

Ala
Tyr

Gln

Val
Leu
Met
Arg
50

Val
Tyr
Cys

Gly

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu
Thr
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
355
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn
435

13

448
PRT

Leu
20

Trp
Arg
Gly
Gln
Arg
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
Pro
Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu

420
His

Ser
Val
Thr
Arg
Met
85

Asp
Val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
325
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
405

Gly

Tyr

Cys Ala
Arg Gln

Lys Ser
55

Phe Thr

70

Asn Ser

Met Gly
Thr Val

Pro Cys
135

Val Lys

150

Ala Leu

Gly Leu
Gly Thr

Lys Val
215

Cys Pro

230

Pro Lys

Cys Val
Trp Tyr

Glu Glu
295

Leu His

310

Asn Lys

Gly Gln
Glu Met
Tyr Pro
375
Asn Asn
390
Phe Leu
Asn Val

Thr Gln

Trinh ty nhén tao

Chudi ning cia khing

13
Gln

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu

Thr

Thr
115

Leu

Leu
20
Trp

Arg
Gly
Gln
Arg

100
Leu

Val
5
Ser
Val
Thr
Arg
Met
85
Asp

Val

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
Lys Ser
55

Phe Thr
70

Asn Ser

Met Gly

Thr Val

Ala
Ala
40

Ser
Ile
Leu
Ile
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
440

thé
Gly
Ala
Ala
40

Ser
Ile
Leu

Ile

Ser
120

Ser
25

Ser
Ser
Ser
Lys
Arg
105
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

Gly
Gly
Tyr
Arg
Thr
90

Arg
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410

Cys

Leu

Phe
Lys
Ala
Asp
75

Glu
Gln
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

33606

Thr
Gly
Thr
60

Asp
Asp
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro
Thr

Val

Leu

nhdn tao TREM-1

Gly Gly Leu Val

Ser
25

Ser
Ser
Ser
Lys
Arg

105
Ser

10
Gly

Gly
Tyr
Arg

Thr
90

‘Arg

Ala

Phe
Lys
Tyr
Asp
75

Glu

Gln

Ser

Thr
Gly

Thr
60

Asp

Asp
Phe

Thr

Phe
Leu
45

Tyr
Ser
Thr
Ala
Lys
125
Glu
Pro
Thr
Val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln
Val
285
Tyxr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Gln
Phe
Leu
45

Tyr
Ser
Thr

Ala

Lys
125

-68-

Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Tyr
110
Gly

Ser

‘Val

Phe
Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

350
Leu

Trp
Val
Asp
His

430
Leu

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Tyr

110
Gly

Thr
Trp
Ala
Asn
Val
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415

Glu

Gly

Gly
15
Thr

Trp
Ala
Asn

Val
95

Trp

Pro

Tyr
Val
Ala
Thr
80

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Gly
Tyr
Val
Ala
Thr
80

Tyr
Gly

Ser



Val
Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Pro
225
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu

Phe
130
Leu

Trp
Leu
Ser
Pro
210
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp
1
Glu
Asp
Lys
Arg
65
Ser
Gln
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Ile
Arg
Tyr
Leu
50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>

Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
355
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn
435
14

218
PRT

Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
Pro
Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu

420
His

Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
325

Lys

Glu

Phe’

Glu
Phe
405
Gly

Tyr

Pro Cys
135

Val Lys

150

Ala Leu

Gly Leu
Gly Thr

Lys Val
215

Cys Pro

230

Pro Lys

Cys Val
Trp Tyr
Glu Glu
295
Leu His
310
Asn Lys
Gly Gln
Glu Met
Tyr Pro
375
Asn Asn
390
Phe Leu
Asn Val

Thr Gln

Trinh ty nhén tao

Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
440

Arg
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

Chudi nhe cta khang th& nhan

14
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys

15
448

Leu Thr Gln Ser

Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180
Tyr

Ser

5
Ile

Leu
Tyr
Ser
Glu
85

Thr
Pro

Thr

Lys

Glu

165
Ser

Ala

Phe

Asn Cys
His Trp

Arg Ala
55

Gly Ser

70

Asp Val

Phe Gly
Ser Val
Ala Ser
135
Val Gln
150
Ser Val
Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg
215

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
120
Val
Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185
Thr

Glu

Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410

Cys

Leu

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

Thr
Pro
155
Vval
Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

33606

Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro

Thr

Val

Leu

TREM-1

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

Glu
Pro
Thr
Val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln
Val
285
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu

Ser
Val
Phe
Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

350
Leu

Trp
Val
Asp
His

430
Leu

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

205

-69-

Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415
Glu

Gly

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Gly
Ala
Pro
Asp
Ser
80
Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1
Ser

PRT

15
Gln
Leu Lys
His
35
Ile

Ala Met

Gly Arg
50
Ser Val
65

Ala

Lys

Tyr Leu

Tyr Cys Thr

Gln Thr
115
Pro

Gly
Val Phe
130
Ala Leu
145
Ser

Gly

Trp Asn

Val Leu Gln
Ser
195

Ser

Pro Ser
Pro
210
Pro

Lys

Pro
225
Val

Cys

Phe Leu

Thr Pro Glu

Glu Val Gln
275
Thr Lys
290

Val

Lys
Ser Leu
305
Lys

Cys Lys

Ile Ser Lys
Ser
355

Lys

Pro Pro
Val
370
Gly

Leu
Asn Gln
385
Ser

Asp Gly

Arg Trp Gln
Asn
435

16

448

PRT

Leu His
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Leu Lys

16
Gln

His
35
Ile

Ala Met

Gly Arg

50
Ser Val
65

Lys

Val Glu
5
Ser

Leu

Leu
20

Trp

Cys

Val Arg

Arg Thr Lys
Phe
70

Asn

Gly Arg

Gln Met
85
Arg Asp Met
100
Leu

Val Thr

Leu Ala Pro
Val
150

Ala

Cys Leu

Ser Gly
165
Ser Ser
180

Ser

Gly

Leu Gly

Asn Thr Lys

Pro Pro Cys
230
Phe Pro Pro

245.
Val Thr
260

Phe

Cys

Asn Trp

Pro Arg Glu

Thr Val Leu

310

Val Ser Asn
325

Ala Lys

340

Gln

Gly

Glu Glu

Gly Phe Tyr

Glu Asn
390
Phe

Pro

Phe
405
Gly

Ser

Glu
420
His

Asn

Tyr Thr

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Arg Thr Lys

Gly Arg Phe
70

Trinh tu nhén tao

Chudi n&ng cta khiang

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Thr
Ser
Gly
Val
Cys
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys
Gln
Met
Pro
375
Asn
Leu

Val

Gln

Trinh tu nhé&n tao

Chudi n#ng ctia khing

Ser
Ala
Gln
Ser

55
Thr

thé

Gly Gly Gly Leu Val

Ala
Ala
40 -
Ser
Ile
Leu
Ile
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
440

thé
Gly
Ala
Ala
40

Ser

Ile

33606

nhdn tao TREM-1

10

Ser Gly Phe

25
Ser

Gly Lys

Asn Tyr Tyr

Ser Arg Asp
75
Thr Glu
90

Arg

Lys
Arg Gln
105
Ser

Ala Ser

Arg Ser Thr

Phe Pro
155
Val

Tyr
Ser Gly
170
Ser Leu Ser
185

Thr

Tyr Thr

Lys.Arg Val

Glu Phe
235
Thr

Pro
Lys Asp
250
Val Asp
265

Asp

Val

Gly Val

Phe Asn Ser
Leu
315

Ser

Asp Trp
Pro
330
Glu

Leu
Arg Pro
345
Lys

Asn Gln

Asp Ile Ala

Thr Thr
395
Leu

Lys
Ser Arg
410
Ser Cys Ser
425
Ser

Leu Ser

Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Tyr

Gly

Thr
60
Asp

Tyr

Ser Lys

Asp Thr Ala

Phe Ala Tyr

110

Thr Lys Gly
125

Ser Glu Ser

140

Glu

Pro Val

His Thr Phe

Val val
190
Val

Ser

Asn
205
Ser

Cys

Glu
220
Leu

Lys

Gly Gly

Leu Met Ile

Gln Glu
270

His

Ser

Val
285
Tyr

Glu

Thr
300
Asn

Arg

Gly Lys

Ser Ile Glu

Gln Val Tyr
350
Ser Leu
365

Glu

Val

Val
380
Pro

Trp

Pro Val

Thr Val Asp
His
430
Leu

Val Met

Ser
445

Leu

nhdn tao TREM-1

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Ser Gly Lys

Asn Tyr Tyr

Ser Arg Asp
75

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Tyr

Gly

Thr
60
Asp

Tyr

Ser Lys

-70-

Gly
15
Thr

Trp
Ala
Asn

Val
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415

Glu

Gly

Gly
15
Thr

Trp
Ala

Asn

Gly
Tyr
Val
Ala
Thr
80

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Gly
Tyr
Val
Ala

Thr
80



Ala
Tyr
Gln
Val
Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Pro
225

Val

Thr

Glu

Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu

<210>

Tyr
Cys
Gly
Phe

130
Leu

Trp
Leu
Ser
Pro
210
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp

His

<211>
<212>

<213>

<400>

Met
Glu
Glu
Ala
Ile
65

Val
Val
Val
Cys

Asn
145

Leu
Glu

Asn

Arg
Leu
Gly
Asn
50

Leu
Gly
Gln
Ile
Leu
130
Ser
Gly

Ser

Val

Leu
Thr
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
355
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
435

17
233
PRT
Macaca fascicularis
17

Lys
Arg
Gln
35

Ser
Ala
Arg
Met
Tyr
115
Val

Thr

Pro
Thr

Thr
195

Gln
Arg
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
Pro
Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu

420
His

Thr
Ala
20

Thr
Arg
Lys
Ile
Thr
100
Gln
Val

Gln

Arg

Val
180
Asp

Met
85

Asp
Val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
325
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
405
Gly

Tyr

Arg
5
Thr
Leu
Lys
Thr
Thr
85
Asn
His
Thr
Asn
Tyr
165

Val

Ile

Asn
Met
Thr
Pro
Val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
390
Phe

Asn

Thr

Leu
Thr
Glu
Ala
Glu
70

Leu
Leu
Pro
Lys

Val
150

Thr
val

Ile

Ser
Gly
Val
Cys
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys
Gln
Met
Pro
375
Asn
Leu

Val

Gln

Trp
Glu

Val

Trp
55

Arg
Glu
Gln
Lys
Gly
135
Tyr
Ser

Ser

Arg

Leu
Ile
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
440

Gly
Leu
Lys
40

Gln
Pro
Asp
Val
Glu
120

Ser

Arg

Pro
Thr

Val
200

Lys
Arg
105
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

Leu
Thr
25

Cys
Lys
Ser
Tyr
Glu
105
Ser

Ser

Thr

Arg

Pro
185
Pro

Thr
90

Arg
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410

Cys

Leu

Leu
10

Glu
Asp
Met
Glu
Pro
90

Asp
His
Gly
Pro
Thr
170

Gly

Val

Glu

Gln

Ser

Thr

Pro

33606

Asp
Phe
Thr
Ser

140
Glu

155

val
Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

Trp
Glu
Tyr
Glu
Asn
75

Asp
Ser
Val

Thr

Ser
155

Val
Ser

Phe

His
Ser
Cys
Glu
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro
Thr

Val

Leu

Met
Lys
Ala
Gly
60

Ser
His
Gly
Leu
Pro
140
Thr
Thr

Glu

Asn

Thr
Ala
Lys
125
Glu
Pro
Thr
val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln
Val
285
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Leu
Tyr
Leu
45

Lys
His
Gly
Leu
Phe
125
Gly

Thr

Gln
Ile

Ile
205

-71-

Ala
Tyr
110
Gly
Ser
Val
Phe
Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg

Lys

Glu

Tyr
350
Leu
Trp
Val
Asp
His
430
Leu

Phe
Glu
30

Glu
Met
Pro
Leu
Tyr
110
Asn

Ser

Ala

Ala

Asn
190
Val

Val
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415

Glu

Gly

Val
15

Tyr
Lys
Pro
Val
Leu
95

Gln
Pro
Ser
Lys
Pro
175

Leu

Ile

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Ser
Lys
Tyr
Lys
Gln
80

Gln
Cys
Ile

Glu

Ala
160

Pro
Thr

Ile



Val Ala Gly Gly

210

Ala Val Thr Leu

225

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Glu
1
Ser
Ala
Gly
Ser
65
Ala
Tyr
Gln
Val
Ala
145
Ser
Val

Pro

Lys

Val
Leu
Met
Arg
50

Val
Tyr
Cys
Gly
Phe

130
Leu

Trp
Leu
Ser

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp
1
Glu
Asp
Lys
Arg
65
Ser
Glu
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

Val

Ile
Arg
Tyr
Leu
50

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

18
219
PRT

Trinh tu

ciu truc

18
Gln

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu
Thr
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser

19

218
PRT

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Gly
Gln
Arg
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180

Ser

Asn

Trinh tu

ciu trtc

19
Val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

195
Lys

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala
Tyr
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180

Tyr

Ser

33606

Phe Leu Ser Lys Ser Leu Val Phe Ser Val Leu Phe

215
Arg Ser Phe Gly
230

nhén tao

Pro

bidu hién &8 k&t tinh

Val Glu Ser Gly
5 .
Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala
‘ 40

Thr Lys Ser Ser

55

Arg Phe Thr Ile
70

Met Asn Ser Leu

85

Asp Met Gly Ile

Val Thr Val Ser
120

Ala Pro Cys Ser

135
Leu Val Lys Asp
150

Gly Ala Leu Thr

165

Ser Gly Leu Tyr

Leu Gly Thr Lys

200

Thr Lys Val Asp
215

nhén tao

Gly
Ser
25

Ser
Asn
Ser
Lys
Arg
105
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
185

Thr

Lys

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Arg
Thr
90

Arg
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu

Tyr

Arg

bidu hién @& k&t tinh

Thr Gln Ser Pro
5
Ile Asn Cys Arg

Leu His Trp Tyr
40
Tyr Arg Ala Ser
55
Ser Gly Ser Gly
70

Glu Asp Val Ala
85

Thr Phe Gly Gln

Pro Ser Val Phe
120

Thr Ala Ser Val

135
Lys Val Gln Trp
150

Glu Ser Val Thr

165

Ser Thr Leu Thr

Ala Cys Glu Val

200

Phe Asn Arg Gly
215

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185
Thr

Glu

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
CYS
Val
Gln
170
Ser
His

Cys

Leu
Phe
Lys
Ala
Asp
75

Glu
Gln
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser

Thr

Val

Leu

Glu

Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp

Lys

Gln

220

Val
Thr
Gly
Thr
60

Asp
Asp
Phe
Thr
Ser

140
Glu

His

Ser

Cys

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Tyr
Ser
Thr
Ala
Lys
125
Glu
Pro
Thr

Val

Asn
205

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

-72-

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Tyr
110
Gly
Ser
Val
Phe
Val

190
Val

Ser
Asp
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

Gly
15
Thr

Trp
Ala
Asn

Val
95

Trp
Prc
Tﬁr
Thr
Pro
175

Thr

Asp

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Gly
Tyr
Val
Ala
Thr
80

Tyr
Gly
Ser
Ala
vVal
160
Ala

Val

His

Gly
Phe
Pro
Asp
Ser

80
Asn

Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro





