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Linh vuc ki thuat dwoce dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc cong nghé y sinh hoc va nghién ctru thiét ké
khéng thé nhan hoa, va cu thé 1a khang thé lién két dic hiéu véi PD-1 va cdc doan
chirc nang cta no.

Tinh trang k§ thuit ctia sang ché

Protein gdy chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-1) 1a phan tir kiém soat mién
dich duoc dua ra gan day tham gia vao viéc diéu hoa qua trinh hoat hoa té bao T, n6 ¢
thé diéu chinh cudong d6 va thoi gian cua céc dap img mién dich. Trong diéu kién binh
thuong, PD-1 c6 thé 1am trung gian va duy tri phan Gng dung nap tu mién dich cla co
thé va ngin nglra sy hoat hda qua muc hé mién dich trong qué trinh phan Ung viém
gdy ton thuong md, c6 tac dung tich cuc d8 khong xay ra cac bénh tu mién. Trong didu
kién bénh ly, PD-1 lién quan dén tinh mién dich cta khéi u cling nhu sy xudt hién va
phat trién cac bénh ty mién khic nhau (Anticancer Agents Med Chem. 2015;
15(3):307-13. Hematol Oncol Stem Cell Ther. Thang 3.2014; 7(1):1-17. Trends Mol
Med. Thang 1.2015; 21(1):24-33. Immunity. 25.7.2013; 39(1):61-73. J Clin Oncol.
10.6.2015; 33(17):1974-82).

PD-1 thudc ho CD28. Nhung khéc véi cac thanh vién khic ctia ho CD28 nhu
CTLA4 c6 thé tao thanh dime cong héa tri duoc lién két bang lién két disulfua, PD-1
ton tai dudi dang monome. Ciu tric cua PD-1 chi yéu bao gém ving gidng ving bién
ddi cta globulin mién dich ngoai bao, ving xuyén mang ky nudc va ving ndi bao, va
vung ndi bao nay cé hai vi tri phosphoryl héa doc 1ap, hai vi tri nay lan luot 12 motif
trc ché dua trén tyrosin cta thu thé mién dich va motif chuyén dbi dya trén tyrosin cia
thu thé mién dich. Qu4 trinh biéu hién PD-1 14 qué trinh cam tng va chu yéu xay ra
trén bé mat té bao T duoc hoat hoa va ca trén té bao B, té bao NK, bach cAu don nhén,
va té bao DC. Phéi tir ctia PD-1 bao gdm PD-L1 (phdi tr kiém soat su chét theo
chuong trinh 1), PD-L2 (phdi tir kiém soét su chét theo chuong trinh 2), va céc phéi tir
cua n6 thudc ho B7. PD-L1 ¢é thé dugc cam tmg va biéu hién trén céc bé mat té bao
mién dich khac nhau bao gé)ln té bao T, té bao B, bach ciu don nhan, dai thuc bao, té

bao DC, va té bao ndi md, té bao biu bi, v.v.. trong khi PD-L2 ¢6 thé dugce cam (ng
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va biéu hién trén mot sb t& bao mién dich bao gé)m dai thuc bao, té bao DC, té bao B
(Autoimmun Rev, 2013, 12(11): 1091-1100; Front Immunol, 2013, 4: 481. Nat Rev
Cancer, 2012, 12(4): 252-264; Trends Mol Med. thang 1.2015; 21(1):24-33).

Trong cac nghién ctru vé khéi u di phat hién duoc rang PD-L1 dugc biéu hién &
murc cao trén bé mit té bao cia cac khéi u khac nhau, bao gdbm u melanin, bénh ung
thu phéi, bénh ung thu than, bénh ung thu vi, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu
¢d tr cung, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu thue quan, bénh ung thu da day,
bénh ung thu tuy, va bénh ung thu rudt, trong khi PD-L2 duogc biéu hién & muc cao
trén bd mat té bao cta u limphd té bao B. Do PD-L1 hogc PD-L2 dugc bicu hién &
mtc cao, té bao u lién két voi PD-1 trén té bao T, va truyén tin hi€u Gc ché mién dich,
dan t6i tinh dung nap mién dich ciia co thé ddi voi té bao u, diéu nay co loi cho qua
trinh sinh trudng va di cén cua té bao u. Sy biéu hién ¢ mirc cao cla phéi t PD-1 co
lién hé chit ch& vai tién luong x4u va tinh khang thudc & cac bénh nhan co khéi u
(Hematol Oncol Stem Cell Ther., thang 3.2014; 7(1):1-17). Ngoai ra, cdc nghién ctu
cling phat hién dugc réng su biéu hién duoc diéu chinh tang ctia PD-1 trén bé mat té
bao T, dic biét la trén bé mit té bao T tham nhiém bén trong té bao u, cling c6 lién
quan chét ché dén tién luong xAu (Trends Mol Med., thang 1.2015; 21(1):24-33).

Didm noéng gin day 1a phat trién cac khang thé phong bé con dudng truyén tin
hiéu PD-1/PD-L dé chdng lai khéi u. V& mit 1am sang, cdc khang thé phong bé PD-
1/PD-L c6 hai d4u hiéu khac biét: truée hét, hidu qua khong chi gi6i han & loai khoi u
nhat dinh, hiéu qua khang u manh va kéo dai dat dugc trong pho khéi u rong, khi viée
danh gia 1am sang lién quan dén ngay cang nhiéu loai khdi u, ddu hiéu nay s& duoc
kiém chung thém. Thr hai 14 d§ an toan cua cdc khang thé nay 1a kha tbt, va chi co
mdt sb tac dung phu lién quan dén mién dich, thay vi céac tac dung phu phd bién cua
mot s6 thudc hoéa tri lidu va thube huéng dich, nhu mét moi, giam té bao bach cau, hoi
dAu, tiéu chay va phat ban. Khang thé PD-1 Nivolumab da dugc dua ra thi trrong aé
didu tri u melanin giai doan tién trién, bénh ung thu phdi té bao khong nhd va bénh
caxinom té bao thin, va Pembrolizuamb da dugc dua ra thi truong dé didu tri u
melanin giai doan tién trién va bénh ung thu phoi té bao khong nho. Vén dé can lvu y
la hidu qua khdng u tét nay ciia khéng thé phong bé PD-1/PD-L chi ¢6 thé ¢6 loi cho
mot s& luong nhé bénh nhén, da sb cac bénh nhan bi khang thudc bim sinh, hodc s& bi

tinh trang khang thudc thir cdp (Oncology (Williston Park), thang 11.2014;28 Suppl
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3:15-28).

Do do, sang ché da duoc dé& xult mot cach cu thé.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dua trén khing thé don dong gbc ctia chuot nhét khang PD-1 cla
ngudi c6 kha ndng lién két dic hidu véi protein PD-1 cua ngudi thu dugc bang cach
tao dong, xac dinh va phan tich chu tric gen dé xac dinh ving CDR cua né, thiét ké
khang thé thé kham va khang thé nhan hoa twong tng, thiét 14p hé biéu hién té bao c6
nhan dién hinh twong Gmg va tao ra va tinh ché khang thé thé kham va khang thé nhan
héa nay.

Dé dat dugc muc dich néu trén cla sng ché, cac giai phap k¥ thuat sau duoc
thuc hién:

Khéang thé c¢6 kha nang lién két dac hiéu v6i PD-1 va doan chitc ndng cua no,
trong d6 khang thé hodc doan chirc ning nay chira chudi nhe va chudi ning;

chudi nhe chra ving CDR chudi nhe bao gém ving CDR-L1, CDR-L2 va
CDR-L3; chudi niang chita ving CDR chudi ning bao gbdm ving CDR-H1, CDR-H2
va CDR-H3;

trinh tu axit amin cta cdc ving CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3 duoc néu
twong tmg trong SEQ ID NO: 1, 5 va 6, hodc dugc néu tuong tng trong SEQ ID NO:
2.5 va 6, hodc dugc néu twong g trong SEQ ID NO: 3, 5 va 6, hodc dugc néu tuong
tmg trong SEQ ID NO: 4, 5 va 6; trinh tu axit amin cta cac ving CDR-H1, CDR-H2,
va CDR-H3 duoc néu tuong ung trong SEQ ID NO: 7, 8 va 9.

Tét hon néu khang thé hodc doan chirc ning ciia né bao gdm khang thé thé
kham PD-1 va doan chtrc ndng ctia nd, va khang thé nhan héa PD-1 va doan chttc nang
ctia no. Tac 1 ciing ¢6 thé hiéu rang khang thé hodc doan chirc ning cla nd bao gbm
khéng thé thé kham PD-1 va doan chtrc nang ctia nd, hodc khang thé hodc doan chirc
ning clia nd bao gb6m khéng thé nhan hoa PD-1 va doan chitc ning ctia no.

Trong linh vuc nay da biét 5 14 ca tinh ddc hiéu va 4i luc lién két cua khang thé
duoc quyét dinh chu yéu bdi ving CDR, va trinh ty axit amin cua vung khong phai
viing CDR ¢6 thé duoc thay dbi d& dang theo cde ky thuat da biét r5 dé thu duge bién
thé ¢6 hoat tinh sinh hoc giéng nhau. Theo sang ché, cac bién thé khang thé don dong
¢6 trinh tu CDR gibng véi trinh tw CDR ctia khang thé nhan héa néu trén, do vy,

ching c6 hoat tinh sinh hoc gidng nhau.
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Tét hon néu khang thé va doan chirc nang ciia ndé nhu mo t& ¢ trén, trong do
khang thé nay chira trinh ty ving hing dinh ciia globulin mién dich bt ky duge chon
tir nhom bao gdm IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM, IgE va IgD cua nguoi.

Tét hon néu khang thé va doan chirc ning ctia né nhu md ta & trén, trong do
doan chtrc nang nay bao gém mot hodc nhiéu doan dugc chon tir nhém bao g61n
F(ab'),, Fab', Fab, Fv, scFv, khang thé hai gid va don vi nhan biét t6i thiéu ciia khang
thé.

“Poan chirc ning” theo sang ché dé chi cu thé 1a doan khéang thé ¢6 tinh dic
hidu v6i PD-1 gidng véi tinh ddc hiéu cua khang thé gbc. Ngoai céc doan chirc nang
néu trén, doan bét ky ma thoi gian ban hily ctia né tang lén cling co thé dugc bao ham
trong sang ché.

scFv (sc = soi don), khéng thé hai gi4 (khéng thé dime).

Cac doan chtrc nang nay thuong c6 tinh ddc hiéu lién két gibng nhu khéang thé
ma tir d6 chung dugc tao ra. Tur nhitng diéu dugc mo ta trong ban mo ta sang ché,
chuyén gia trong linh vuc nay co thé hiéu duoc doan khang thé theo sang ché va didu
ché doan chirc nang néu trén bang phuong phap nhu cit bang enzym (bao gdm pepsin
hoic papain) va/hodc phuong phép phan ct hoa hoc lién két disulfua.

Doan khang thé ciing c6 thé thu dugc bang cich tbng hop peptit bang k¥ thuét
di truyén tai td hop, ky thudt nay ciing la da biét doi v6i ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, hodc bang thiét bi tdbng hop peptit tw dong nhu thiét bi tong hop
peptit tw dong la san pham ctia Applied BioSystems chang han.

Tét hon néu khang thé va doan chirc nang ciia n6 nhu mo ta ¢ trén, trong do
trinh ty axit amin cia vung bién ddi chudi nhe va ving bién ddi chudi ning cta khang
thé thé kham PD-1 va doan chirc ning ctia né dugc néu tuong Gmg trong SEQ ID NO:
10 va SEQ ID NO: 14, hodc dugc néu twong ung trong SEQ ID NO: 11 va SEQ ID
NO:14, hoic dugc néu tuong Ung trong SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 14, hoac
duoc néu trong tng trong SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14.

Tét hon nita néu khang thé va doan chtrc nang cia né nhu mo ta ¢ trén, trong doé
trinh ty axit amin cta vung hing dinh chudi nhe va ving hing dinh chudi ning cta
khang thé thé kham PD-1 va doan chirc ning cta n6 dugc néu tuong g trong SEQ
ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16.

Tét hon néu khang thé va doan chirc nang cta n6 nhu md ta ¢ trén, trong doé
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ving khung chudi nhe cta khang thé nhan hoa PD-1 va doan chirc ndng cua né chtra
ving FR-L1, FR-L2, FR-L3 va FR-L4, va vung khung chudi ning cua khang thé nhan
héa PD-1 va doan chitc ning cta nd chtra ving FR-H1, FR-H2, FR-H3 va FR-H4;

FR-L1 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17 va trinh ty
axit amin nay cé su thay thé sau day hodc t6 hop cuia chiing:

axit amin thtt nhat D duoc thay bang E;

axit amin tht hai V dugc thay bang I;

axit amin th@ mudi ba L dugc thay bing V;

axit amin th mudi chin A dugc thay bang V;

FR-L2 dugc chon tlr trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 18 va trinh ty
axit amin nay co6 su thay thé sau ddy hodc t6 hop clia chiing:

axit amin thir séu P duogc thay bang S;

axit amin thtt bay G dwgc thay bang H;

axit amin thtt chin A dugc thay bang S;

FR-L3 dugc chon tlr trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 19 va trinh ty
axit amin nay c6 su thay thé sau day hoic to hop cia chung:

axit amin thir hai muoi hai L dugc thay bang V;

axit amin thtr hai muoi tu P dugc thay béng T;

axit amin tht hai muoi tdm A dugc thay bang G;

axit amin thtt ba muoi mét F dugc thay bang Y;

FR-L4 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20 va trinh ty
axit amin nay co su thay thé sau day hodc td hop ctia chiing:

axit amin thir bay V dugc thay bang L;

FR-H1 duoc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 21;

FR-H2 dugc chon tlr trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 22 va trinh tu
axit amin nay co su thay thé sau day hoic td hop ctia ching:

axit amin th nam A dugc thay bing T;

axit amin tht mudi bén A duge thay bang S;

FR-H3 duoc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va trinh tu
axit amin nay c6 su thay thé sau day hodc td hop cuia chiing:

axit amin thr muoi hai N dugc thay bé‘mg T;

axit amin tht mudi bdn Y dugce thay béng H;
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axit amin th mudi tam N dugc thay bing S;

FR-H4 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 24.

Thong thuong, khi ghép cac ving CDR cua khang thé cua chudt vao ving
khung ctia ngudi, viée chon ving khung cua ngudi ¢6 mirc do twong ddng trinh ty cao
s& ¢o ty 1€ thanh cong chic chin. Tuy nhién, cac nghién ctru d4 chiing minh ring nhidu
bién thé ghép CDR cn co dot bién nguoc dé khoi phuc hoat tinh nhét dinh ctia khang
thé. Lam thé nao dé chon viing khung ding ctia ngudi 12 nit that chinh.

CDR 1a vi tri thich hop chinh dé lién két khang nguyén, nhung trong phén 16n
cac truong hop, FR (ving khung) ¢ anh hudng quan trong dén cdu dang cta vi tri lién
két. Theo sang ché, dé thu dugc khang thé& nhan hoéa c6 ai luc cao, vung FR thich hop
duoc chon va gde FR thich hgp duoc dot bién ngugc thanh axit amin ban dau cta
chudt hodc axit amin & ngudi va c6 cung chic nang.

Tét hon néu trinh ti viing bién dbi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa PD-1 va
doan chirc ning ctia n6 1a trinh tu duoc chon tir SEQ ID NO: 25 dén 36;

t&t hon néu trinh ty ving bién dbi chudi nang ctia khang thé nhan hoa PD-1 va
doan chtrc ning cua no 12 trinh ty dugc chon tir SEQ ID NO: 37 dén 42;

t&t hon nita néu trinh ty ving bién dbi chudi nhe cua khang thé nhan héa PD-1
va doan chirc ning ctia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 25; trinh tw ving bién d6i
chudi nang twong ung duoc néu trong SEQ ID NO: 37;

theo cach khéc, trinh tir ving bién dbi chudi nhe cua khang thé nhan hoéa PD-1
va doan chirc nang ctia n6 dugc néu trong SEQ ID NO: 25; trinh tu ving bién do6i
chudi nang twong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 38;

theo cach khac, trinh ty vung bién ddi chudi nhe cua khang thé nhan hoa PD-1
va doan chuc ning cua n6 duge néu trong SEQ ID NO: 29; trinh ty vung bién ddi
chudi ning twrong tng duge néu trong SEQ ID NO: 38;

theo cach khéc, trinh tu vung bién ddi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa PD-1
va doan chuc ning ctia né dugc néu trong SEQ ID NO: 30; trinh tu vung bién doi
chudi ning trong tng duge néu trong SEQ ID NO: 38;

theo céch khac, trinh tw ving bién ddi chudi nhe cua khang thé nhan hoa PD-1
va doan chirc nang ctia n6 dugc néu trong SEQ ID NO: 31; trinh tw ving bién d6i
chudi ning turong ing dugce néu trong SEQ ID NO: 38;

theo cach khdc, trinh tu ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa PD-1
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va doan chirc nang ctia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 26; trinh tu ving bién do6i
chudi nang twong tmg dugc néu trong SEQ ID NO: 38;

theo cach khéc, trinh tu ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa PD-1
va doan chitc ning ciia né dwgc néu trong SEQ ID NO: 28; trinh tu ving bién ddi
chudi ning twong tng duoc néu trong SEQ ID NO: 40;

theo cach khac, trinh tu ving bién dbi chudi nhe cia khang thé nhan héa PD-1
va doan chuc ning cua n6 dugce néu trong SEQ ID NO: 25; trinh ty vung bién d6i
chudi nang tuong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 40;

theo cach khéc, trinh tu ving bién déi chudi nhe ctia khang thé nhan héa PD-1
va doan chirc ning cta n6 dugce néu trong SEQ ID NO: 29; trinh ty vung bién dbi
chudi ning tuwong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 40;

theo cach khéc, trinh tu ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé nhan hoéa PD-1
va doan chirc ning ctia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 30; trinh ty vung bién dbi
chudi ning tuong tmg dugc néu trong SEQ ID NO: 40;

theo cach khac, trinh tu vung bién ddi chudi nhe cua khang thé nhan hoa PD-1
va doan chirc nang ctia né dugce néu trong SEQ ID NO: 31; trinh tu ving bién d6i
chudi ning twong tng duge néu trong SEQ ID NO: 40;

theo cach khac, trinh ty ving bién ddi chudi nhe cua khang thé nhan hoa PD-1
va doan chic nang cia nd duge néu trong SEQ ID NO: 28; trinh ty ving bién doi
chudi nang twong tmg dugc néu trong SEQ ID NO: 38;

theo cach khac, trinh tu ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa PD-1
va doan chirc nang ctia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 27; trinh tu vung bién dbi
chudi ning twong ng duge néu trong SEQ ID NO: 39;

theo cach khéc, trinh tuy ving bién dbi chudi nhe cua khang thé nhan hoa PD-1
va doan chirc niang cua n6 dugce néu trong SEQ ID NO: 32; trinh tu vung bién d6i
chudi nang tuong tmg dugc néu trong SEQ ID NO: 39;

theo cach khac, trinh tu ving bién ddi chudi nhe ctia khéng thé nhan hoa PD-1
va doan chirc nang ctia né duge néu trong SEQ ID NO: 33; trinh ty vung bién ddi
chudi ning tuong tng duge néu trong SEQ ID NO: 39;

theo cach khac, trinh ty ving bién dbi chudi nhe cua khang thé nhan héa PD-1
va doan chuc ning ctia n6 dugc néu trong SEQ ID NO: 34; trinh tu ving bién do6i

chudi nang tuong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 39;
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theo cach khac, trinh tu ving bién dbi chudi nhe cta khang thé nhan hoa PD-1
va doan chic ning cta nd duge néu trong SEQ ID NO: 35; trinh tu vung bién ddi
chudi nang twong ung dugc néu trong SEQ ID NO: 41;

theo céch khac, trinh tu viing bién ddi chudi nhe cta khang thé nhan hoa PD-1
va doan chuc ning ctia né dugc néu trong SEQ ID NO: 36; trinh tu ving bién doi
chudi ning twong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 42;

t5t hon nita néu trinh ty axit amin cta ving hang dinh chudi nhe va ving hing
dinh chudi ning cta khang thé nhan hoa PD-1 va doan chtrc ning cia nd dugc néu
trong SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16 tuong Ung.

Cén luu y rang ngoai céc trinh trinh tu axit amin néu trén theo sang ché, viéc
tao ra cac khang thé thé kham va khang thé nhan hoa c6 thé dat dugc bing phuong
phap b4t ky ma nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét, nhu bing
cach thiét ké khang thé nhan hoa tai td hop dua trén cac viung CDR duoc gidi trinh tu
clia khang thé cia chudt, khang thé ciia chudt nay duwoc tiét ra boi té bao u tiy cia
chu6t duoc gy mién dich hodc boi té bao u tiy dugc dung hop voi t€ bao lach cta loai
khéc dugc dung hop voi té bao u tiy. Chuot duoc gy mién dich ¢6 thé bao gdm chudt
chuyén gen c6 locut globulin mién dich cta nguoi co thé truc tiép tao ra khang thé cla
nguodi. Mot phuong 4n ¢ thé thuc hién khéc c6 thé bao gom sang loc thu vién bang
céich st dung k thudt biéu hién trén thé thuc khuan.

Phan tir axit nucleic duge phan 1ap, phan tir nay duge chon tu:

A) ADN hoic ARN ma héa khang thé va doan chirc ning ctia n6é nhu mo ta ¢
trén; va

B) axit nucleic bd sung cho axit nucleic dugce xac dinh trong muc A).

Vecto chita phan tit axit nucleic nhu mo ta & trén.

Sang ché con dé cap dén it nhAt mot ciu tric nhadn ma hoa phén tir axit nucleic
nhu mo ta & trén, tdt hon 13 vecto, t8t hon nita 1a vecto biéu hién, nhu plasmit, dugc
mo ta theo mot phuong 4n cua sang ché.

Té bao chi dugc bién nap bang vecto nhu mo ta & trén.

Té bao chu nay 1a t& bao c6 nhan dién hinh, nhu t& bao cua dong vat ¢ vu.

Phuong phap tao ra khang thé c¢6 kha ning lién két dac hidu véi PD-1 va doan
chtrc nang cua n6 bao gdm cic bude sau déy:

nudi cdy té bao chii nhu md ta ¢ trén trong mdi truong va trong diéu kién nuoi
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cy thich hop; va

thu hdi khang thé tao ra va doan chirc ndng cua n6 tir moi truong nudi cdy hoic
tir té bao cha dugc nudi cy.

Ché pham chira khang thé néu trén va/hodc doan chirc ning cua no, hodc hdn
hop cta khing thé nay va céc thanh phan khac, hodc hdn hop ctia doan chirc ndng cua
khang thé nay va céc thanh phin khéc, lam thanh phan hoat tinh.

Tét hon néu ché phdm nhu md ta & trén, khang thé va doan chirc ning ciia nd
duge lien két v6i it nht mot chat chin doan va/hoge chét didu trj dé tao ra thé 1ién hop
mién dich.

Tét hon néu chit chdn doan 1a mot hodc nhidu chit dugc chon tir nhom bao
gdm chat ddng vi phong xa, chét twong phan phong xa, ion thuan tir, kim loai, chét
danh diu huynh quang, chit danh diu phat quang hoa hoc, chit tuong phan siéu am,
va chit cam quang.

Tét hon néu chét dﬁ“)ng vi phéng xa 1a mot hodc nhiéu chét duge chon tir nhom
bao gdm "°In, 'In, 177Lu, '8F, S°Fe, 62Cy, 4Cu, 7Cu, Ga, #Ga, %Y, 2Y, 9Zr, *mT,
%Te, mTe, 1207, 1237, 124, 1257, 13T, 154158y, 2p, 11C, BN, 150, 1%6Re, 18Re, 'Mn,
52mMn, $3Co, "As, 7Br, "°Br, $#mRb va %3Sr.

T4t hon néu ion thuan tr 14 mdt hodc nhiéu ion dugc chon tir nhom bao gém
crom (III), mangan (II), st (IID), sat (IT), coban (II), niken (II), ddng (II), neodymi
(II1), samari (I11), yterbi (III), gadolini (IIL), vanadi (II), tebi (II), dysprosi (III), holmi
(IIT) va erbi (III).

Tét hon néu chit danh du huynh quang 1a mot hodc nhiéu chét duoc chon tur
nhom bao gé)m Alexa 350, Alexa 405, Alexa 430, Alexa 488, Alexa 555, Alexa 647,
AMCA, aminoacridin, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, BODIPY-FL, BODIPY-
R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, 5-carboxy-4', 5'-diclo-2',7'-dimetoxyfloresxein,
5-carboxy-2',4',5',7'-tetraclofloresxein, 5-carboxyfloresxein, 5-carboxyrodamin, 6-
carboxyrodamin, 6-carboxytetrametylrodamin, thudc nhuém xanh Cascade, Cy2, Cy3,
Cy5, Cy7, 6-FAM, dansyl clorua, floresxein, HEX, 6-JOE, NBD (7-nitrobenzo-2-oxa-
1,3-diazol), Oregon xanh 14 cdy 488, Oregon xanh la cdy 500, Oregon xanh 14 cay
514, thudc nhudm xanh ngoc, axit phtalic, axit terephtalic, axit isophtalic, cresol tim
bén, cresyl tim, cresyl xanh da troi  twoi, axit 4-aminobenzoic, erythrosin,

phtaloxyanin, azomethin, Xyanin, xantin, sucxinyl floresxein, kim loai dat hiém
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cryptat, tri-bipyridyldiamin oxim, hgp chit europi cryptat hodc chelat, diamin,
dixyanin, thudc nhudm xanh da troi La Jolla, alophycoxyanin, alocoxyanin B,
phycoxyanin C, phycoxyanin R, thiamin, R-phycoerythrin, C-phycoxyanin,
phycoerythrin R, REG, rodamin xanh la cay, rodamin isothioxyanat, rodamin do,
ROX, TAMRA, TET, TRIT (tetrametylrodamin isothiol), tetrametylrodamin va thudc
nhudm dé Texas.

Tét hon néu chét didu tri 12 mot hodc nhidu chét dugc chon tir nhom bao gém
khéng thé tran, chit doc té bao, duoc chét, chét déng vi phong xa, nguyén tt bo, chét
didu bién mién dich, chét chng chét té bao theo chuong trinh, chét diéu tri cdm quang,
thé lién hop mién dich va oligonucleotit.

Tt hon néu duge chét 1a mét hoic nhiéu chit dugc chon tr nhom bao gé)m
methotrexate, flouraxil, mercaptopurin, hydroxyure, cytarabine, nito mu tac,
xyclophosphamit, thiotepa, cisplatin, mitomyecin, bleomycin, camptothecin,
podophyllotoxin, actinomycin D, doxorubicin, daunorubicin, vinblastine, paclitaxel,
cephalotaxus alkaloit va L-asparaginase.

Tbt hon néu oligonucleotit 1a mdt hodc nhiéu oligonucleotit dugc chon tr nhom
bao gdm shRNA, miRNA va siRNA. |

Tét hon néu chat didu bién mién dich 1a mot hodc nhidu chit dugce chon tir
nhém bao gdm xytokin, chemokin, yéu t6 sinh truéng té bao gbe, lymphotoxin, yéu tb
tao mau, yéu t6 kich thich tao cum (colony stimulating factor: CSF), interferon,
erythropoietin, thrombopoietin, yéu t6 hoai tir khdi u (tumor necrosis factor: TNF),
interleukin (IL), yéu td kich thich tao cum bach cAu hat (granulocyte-colony
stimulating factor: G-CSF), yéu td kich thich tao cum bach ciu hat-dai thuc bao
(granulocyte macrophage-colony stimulating factor: GM-CSF) va yéu té sinh truéng
té bao gc.

Trong do, t5t hon néu xytokin nay la mot hodc nhiéu chit duoc chon tir nhom
bao gdm hormon sinh trudng ctia nguoi, N-methionyl hormon sinh truéng ctia nguoi,
hormon sinh trudéng cia bo, hormon tuyén can giép, thyroxin, insulin, proinsulin,
relaxin, prorelaxin, hormon kich thich bao tring (follicle-stimulating hormone: FSH),
hormon kich thich tuyén gidp (thyroid stimulating hormone: TSH), hormon tao thé
vang (luteinizing hormone: LH), yéu td sinh trudéng gan, prostaglandin, yéu t6 sinh

tredng nguyén bio soi, prolactin, lactogen nhau thai, protein OB, yéu t6 hoai tit khéi u

-11-



36395

a, yéu t hoai tir khdi u B, chét trc ché Mullerian, peptit lién quan dén gonadotropin
cda chudt, inhibin, activin, yéu td sinh trudong ndi mod mach, integrin, thrombopoietin
(TPO), NGF-p, yéu t sinh truéng tiéu cau, TGF-0, TGF-B, yéu té sinh truong gidng
insulin 1, yéu td sinh truéng gidng insulin II, erythropoietin (EPO), yéu tb gay tao
xuong, interferon-o, interferon-P, interferon-y, dai thuc bao-CSF (M-CSF), IL-1, IL-
la, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-
15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-21, IL-25, LIF, FLT-3, angiostatin, thrombospondin,
endostatin, yéu té hoai ti khdiuva LT.

T6t hon néu chemokin 12 mot hodc nhidu chét duoc chon tir nhém bao gém
RANTES, MCAF, MIP1-a, MIP1-B, va IP-10.

Tt hon néu chit ddng vi phong xa 1a mot hodc nhidu chit dugc chon tir nhom
bao gdm "In, AL, "7Lu, 2B, 2124 213B;, 211 A, ©2Cu, 9'Cu, Y, 'Z1, 'L, 133 32p,
3P, 415¢, M Ag, 7Ga, 153Sm, 16'Tb, 152Dy, 14Dy, 1610, 196Ho, '86Re, '$Re, 1°Re, 21'Pb,
212pp,, 23Rqa, 25Ac, T7As, ¥Sr, Mo, 'Rh, 149pm, 199Ky, 19Ty, 58Co, ®'mBr, “mTe,
103mRh, 199Pt, 119Sb, mOs, 1°Ir, 21%Rn, 2'*Po, 2y 255Fm, 11C, BN, 150, ™Br, %A,
19Ay, 24Ac, 7Br, PmiIn, *Ru, “Ru, 3Ry, 105Ry, 'Hg, 2%Hg, 'mTe, PmTe,
125mTe, 165Tm, 6"Tm, '%Tm, '97Pt, 1%Pd, 142Pr, 143py. 16T}, S7Co, 38Co, 51Cr, ¥Fe, 7Se,
201, 7Br va 'Yb.

St dung ché pham nhu dugc mo ta ¢ trén dé san xuit thudc dé phong va/hodc
diéu tri bénh tu mién, phan (ng mién dich chéng lai manh ghép, bénh di tmg, bénh
nhiém tring, bénh thoai hoa than kinh, hodc khéi u.

Tét hon néu bénh tu mién 12 mot hodc nhiéu bénh dugc chon tir nhém bao gdm
bénh viém khép, bénh viém da khop dang thdp, bénh véy nén, bénh xo clng rai rac,
bénh viém rudt két man loét, bénh Crohn, bénh luput ban do toan than, bénh viém cau
than, bénh giéng bénh co tim gidn, hoi chimg Sjogren, bénh viém da tiép xtc di ung,
bénh viém da co, bénh xo cimg bi, bénh viém da dong mach quanh dong mach, bénh
thép khép, bénh bach bién, bénh dai thao duong phu thudc insulin, hoi chirng Behcet
va bénh viém tuyén gidp man tinh.

Tét hon néu bénh thoi héa than kinh 1 mét hodic nhiéu bénh dwge chon tu
nhoém bao g&n bénh Parkinson, bénh Huntington, bénh Machado-Joseph, bénh xo
cimg c¢dt bén teo co va bénh Creutzfeldt-Jakob.

Tt hon néu khéi u 12 mot hozc nhiéu khoi u dugc chon tir nhom bao gdbm bénh
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bach cau, u limphd, u tly, u ndo, bénh caxinom té bao vay ving du va ¢b, bénh ung
thu phéi té bao khong nho, bénh caxinom mili hong, bénh ung thu thuc quan, bénh ung
thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu gan, bénh ung thu
kéttnxctrang,bénhyungtthvﬁ,bénhyungtthbuéngirﬁng,bénh&ungthurcétﬂfcung,
bénh ung thu mang trong tir cung, bénh sacém tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét,
bénhungthubangquang,bénhcaxhunntébéothén,VéurndanhL

Str dung khang thé va doan chtrc ning cta né nhu duge mo ta & trén dé san xuét
thudc dé phong va/hodc didu tri bénh ty mién, phan Ung mién dich chdng lai manh
ghép,b@ﬂldiﬁng,bénhrﬁﬁénluung,bénhthoéihéathénldnh,Vékhéiu.

Thuée dé phong va/hodc didu tr bénh tu mién, phan tng mién dich chdng lai
manh ghép, bénh di tng, bénh nhiém tring, bénh thodi hoa thin kinh, hodic khdi u,
thudc nay chitra khang thé c6 kha ning lién két dic hiéu voi PD-1 va doan chirc ning
¢6 thé lién két diic hidu véi PD-1 ctia nd nhu md ta ¢ trén, va chit mang dugc dyng.

Theocédnkhégthuécnﬁych&achéphénlnhu1n6té61r&1véch&nnangduqc
dung.

0 day, thuat nglt “duoc dung” dé chi hop chét chdp nhan dugc vé& mit sinh ly
khi n6 duoc st dung cho ngudi, va khong gy ra phan ung di ing nhu rdi loan da day
ru@@chéngrnéthoécph&nﬁngdiﬁngkhéc,hoacphélﬁngdi&ngtoanthéntuongtu
v6i cac phan ing di img nay.

Theo sang ché, “chit mang dugc dung” bao gbm, nhung khong chi giéi han 6,
chét két dinh (nhu xenluloza vi tinh thé, alginat, gelatin va polyvinylpyrolidon), chat
don (nhu tinh bdt, sucroza, glucoza va axit lactic khan), chit phan rd (nhu PVP lién két
ngang, tinh bt natri carboxymetyl lién két ngang, natri croscarmeloza va
hydroxypropyl xenluloza dugc thé & muc thip), chit 1am tron (magie stearat, nhom
stearat, bot talc, polyetylen glycol, natri benzoat), chit thim wét (nhu glyxerin), chat
hoat dong bé mit (nhu rugu xetylic), va chét 1am ting kha nang hép thu, chét diéu vi,
chétlénlngot,chétphaloﬁng,chétbao,vxa

Str dung khéang thé va doan chtrc ning cta nd nhu duge mo ta ¢ trén dé phong
va/hodc didu tri bénh ty mién, phan tmg mién dich chong lai manh ghép, bénh di img,
bénhrﬂﬂén1hﬁng,bénhthoéihéathénldnh,hoackhéiu.

Tét hon néu bénh tu mién 1a mot hodc nhiéu bénh duogc chon tir nhém bao gé)m

bénh viém khép, bénh viém da khop dang thap, bénh véy nén, bénh xo clng rai réc,
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bénh viém rudt két man loét, bénh Crohn, bénh luput ban do toan than, bénh viém cau
than, bénh giéng bénh co tim gidn, hoi chimg Sjogren, bénh viém da tiép xtc di Ung,
bénh viém da co, bénh xo cing bi, bénh viém da dong mach quanh dong mach, bénh
thép khdp, bénh bach bién, bénh dai thido duong phu thudc insulin, hoi chirng Behcet
va bénh viém tuyén gidp man tinh.

Tét hon néu bénh thoai héa thin kinh 1a mét hodc nhiéu bénh dugc chon tr
nhém bao g61n bénh Parkinson, bénh Huntington, bénh Machado-Joseph, bénh xo
ctng cdt bén teo co va bénh Creutzfeldt-J akob.

Tét hon néu khéi u 13 mdt hodc nhidu khdi u duoc chon tir nhém bao g@)m bénh
bach cu, u limphd, u tuy, u ndo, b¢nh caxinom té bao vay vung dAu va cb, bénh ung
thu phdi té bao khong nho, bénh caxinom miii hong, bénh ung thu thuc quan, bénh ung
thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu gan, bénh ung thu
két truc trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu budng trirg, bénh ung thu c¢b tir cung,
bénh ung thu mang trong tir cung, bénh sacdm tr cung, bénh ung thu tuyén tién liét,
bénh ung thu bang quang, bénh caxinom té bao than, va u melanin.

Phuong phéap phong va/hodc didu tri bénh tu mién, phan Gng mién dich chéng
lai manh ghép, bénh di ng, bénh nhiém tring, bénh thodi hoa than kinh, hodc khdi u,
bao gdm viéc cho d6i tuong cin phong va/hodc diéu tri bénh st dung thudc theo séng
ché.

Tét hon néu d6i twong néu trén 1a ngudi.

Mo ta vin tit cac hinh vé

Dé minh hoa rd hon cac phuong 4n cu thé theo sang ché hodc céc giai phap k¥
thuét trong linh vuc thong thuong, cdc hinh v& dugc str dung trong cac phuong an cy
thé hodc phan md ta linh vuc thong thudng nay s& dwoc mo ta van tat dudi day, va rd
rang 1a cac hinh v€ trong phin mo ta sau ddy la mot s phwong 4n cla sing ché va
ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé tao ra cdc hinh v& khac dua
trén cac hinh v& nay ma khong can sang tao bat ky.

Fig.1 thé hién hoat tinh lién két voi PD-1 cia ngudi cua khang thé don dong
duoc tiét boi dong $6 2 mo ta trong vi du 1.

Fig.2 thé hién hoat tinh phong bé PD-1/PD-L1 cta khang thé don dong dugc
tiét boi dong s6 2 theo vi du 1.

Fig.3 thé hién hoat tinh lién két véi PD-1 cua nguoi cua khang thé don dong
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thé kham khang PD-1 ctia ngudi theo vi du 3.

Fig.4 thé hién tinh dc hiéu loai clia khang thé don dong thé kham khang PD-1
cua nguoi theo vi du 4.

Fig.5 thé hién tinh ddc hiéu lién két ciia khéng thé don dong thé kham khéng
PD-1 cta nguoi theo vi du 4.

Fig.6 thé hién hoat tinh phong bé PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2 ctia khdng thé don
dong thé kham khang PD-1 clia ngudi theo vi du S.

Fig.7 thé hién hoat tinh diéu hoa chirc ning té bao T cia khang thé don dong
thé kham khang PD-1 cta nguoi theo vi du 6.

Fig.8 thé hién dudng cong ndng do-thdi gian cia khang thé don dong thé kham
khang PD-1 cuia ngudi sau mot 14n tiém tinh mach cho chudt theo vi du 7.

Fig.9 thé hién hiéu qua khéng u in vivo clia khang thé don dong thé kham
khang PD-1 cua ngudi theo vi du 8.
M5 ta chi tiét sang ché

Sau day, cdc phuong 4n cua sang ché s& dugc md ta chi tiét dya vao cac hinh
v&. Tuy nhién, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu duoc ring céc
phuong an sau day chi dé minh hoa sang ché va khong duge dy dinh lam gi¢i han
pham vi cua sang ché. Pbi voi cac phuong an trong do didu kién cu thé khong dugc
chi 16, cac phuong 4n nay dugc thuc hién theo diéu kién thong thuong hode didu kién
dwoc khuyén cao bdi nha san xuit. D6i véi cac phuong an stir dung chét phan tng hodc
thiét bi ma nha san xuét khong dugc chi ra thi chiung déu 1a cdc san phdm c6 bén trén
thi truong.
Vi du 1. Didu ché khang thé don dong ctia chudt khang PD-1 clia ngudi
1.1. Gay mién dich dong vat

Chuot cai BALB/c, 6 dén 8 tudn tudi mua cia Beijing Huafukang
Biotechnology Co., Ltd. dugc sir dung lam dong vat thtr nghiém. Mot tuan sau khi
chudt dugc lam quen véi moi truong, bt diu gdy mién dich. Pé gay mién dich lan
d4u, 100pg protein PD-1-Fc tai td hop ctia ngudi duge tron ky voi ta chét Freund day
du (Sigma-Aldrich, ma san phdm trong catalog F5881) dé tao thanh nhil twong, nhil
twong nay duge tiém trong mang bung cho chuot. Hai tudn sau, viéc gdy mién dich
nhic lai duoc thuc hién. P& gy mién dich nhéc lai, 50pg protein PD-1-Fc tai td hop

ciia ngudi duge tron k§ voi ta chét Freund khong ddy du (Sigma-Aldrich, ma san
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phdm trong catalog F5806) dé tao thanh nhii twong, nhil tuong nay dugc tiém trong
mang bung cho chudt. Viéc gay mién dich dugc nhic lai theo cach gidng nhu trén hai
tuAn mot 14n, tong cong ba lan. Vao ngay thu bay sau 1an gy mién dich cudi clng,
mau dugc 14y tir dam r4i tinh mach sau 8 mét ctia chudt va ly tdm d8 tach huyét thanh,
va d6 chudn khang thé dugc x4c dinh bang thir nghiém ELISA. Chudt ¢6 do chuén cao
dugc chon dé lai dé tao ra té bao lai. Ba ngay trude khi lai, 50pg protein PD-1-Fc tai t6
hop ctia ngudi duge tiém trong mang bung cho chudt ma khong cé chét phu trg. Vao
ngay thuc hién qua trinh lai, lach dugc 14y ra trong didu kién vo tring dé didu ché hon
dich t& bao lach dé sir dung.
1.2. Pidu ché € bao lai

Té bao u tiy SP2/0 trong pha sinh truéng logarit dugce ly tdm & tbe dd 1000
vong/phut trong 5 phut, dich ndi bé mat dugc tach ra, va t& bao dugc tao hdn dich
trong moi truong DMEM khong day du (Gibco, mé san pham trong catalog 11965) va
dém s6 té bao. T bao cin thiét duge thu hdi, rira hai 14n bing moi trudong nudi chy
khong ddy di. Pdng thoi, hdn dich té bao lach thu duge tir chudt sau khi gy mién
dich dugc rira hai 14n bing mdi trudong nudi cdy khong day du. Té bao u thy va té bao
lach duge tron & t 18 1: 10 hoc 1: 5, va dwoc rira mot 1an bing moi trudng nudi cly
khong day du trong éng ly tim bang chét déo dung tich 50ml, va sau d6 ly tdm & tbe
d6 1200 vong/phut trong 8 phut. Dich ndi b& mit dugc tach ra va pipet Pasteur duge
str dung dé loai bd chét 1ong con lai. Ong ly tdm dugc v nhe trén 1dong ban tay dé lam
cho cac t& bao két tia toi va déu, va sau do dng nay duge cho vao bé cach thiry & 40°C
dé gia nhiét so bd. 1ml PEG-4000 45% (d6 pH= 8,0, Sigma, ma san phdm trong
catalog P7181) dé gia nhiét trudce t6i 40°C duge bd sung bang pipet loai 1ml & thoi
diém khoang 1 phut (v6i thoi gian t6i wu 12 45 gidy), khudy nhe bang pipet khi bd sung
(khudy bang pipet), cac hat nhin thdy can dugc quan sat bing mit thuong. 20-30ml
moi truong khong dly di da duoc gia nhiét trude t6i 37°C dugce bd sung vao éng bang
pipet loai 10ml trong 90 gidy dé dung tac dung cua PEG, va dé yén & nhiét do 20 dén
37°C trong 10 phut. Ong nay dugc ly tdm & tdc dd 1000 vong/phut trong 5 phut, va
dich ndi bé mat duoc tach ra. 5Sml moi truong HAT (DMEM + HAT, Sigma, ma san
pham trong catalog H0262-10VL) duoc bd sung vao, va té bao két tua dugc tron nhe
(nh¢ 1a khong dugc thdi manh dé lam tach cac té bao dung hop) dé tao ra hon dich tron

ky. Moi truong HAT duge bd sung thém cho dén thé tich 80-100ml (ndng dd té bao
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lach duge pha t6i 1-2 x 10%/ml). Hon dich nay duge cho vao dia nudi cy té bao co 96
15, m&i 15 0,1ml; va dia c6 24 15, mdi 18 1,0-1,5ml. Céc dia nay dugc u trong ti ap &
nhiét do 37°C, 6% CO2. No6i chung, sdu dia c6 96 18 duoc st dung. Sau 5 ngay, 1/2
moi truong dugc thay bang moi truong HAT méi. Sau 7 dén 10 ngay, moi truong HAT
duoc thay bang mdi truong HT (DMEM + HT, Sigma, ma san pham trong catalog
H0137-10VL). Qué trinh sinh truéng cta té bao lai duge quan sat déu dan, va dich ndi
bé mit duoc thu hoi dé phat hién khang thé sau khi dat mirc d6 nhap dong té bao dat

t61 1/10 ho#ic cao hon. Cac cym duong tinh dugc phat trién va dong lanh.

1.3. Sang loc va xac dinh dong

Thtr nghiém ELISA dugc st dung dé sang loc khang thé khang PD-1 clia nguoi
tir dich ndi bé mit nudi cdy té bao lai. PD-1 tai td hop clia ngudi (san phim cta Sino
Biological Inc., ma san pham trong catalog 10377-H08H) duoc phu trén dia ELISA 96
13 ¢6 kha nang hép phu cao cung véi dung dich dém carbonat c¢6 do pH=9,6, ndng do
chét phu 1a 1pg/ml, luong chéat phu 1a 100 ul/18, va qua trinh phu duge thue hién &
nhiét do 4°C qua dém. Dia duoc rira nam lan bang PBST, khéa bang PBST chira 1%
BSA v6i luong 300 pl/1d, va sau do G ¢ nhigt do 25°C trong 1 gio. Pia nay dugc rua
nim 14n bang PBST. Cac mau 100pl dich ndi bé mit nudi cdy va mau dbi chimg huyét
thanh duong tinh duoc bd sung vao mdi 16 tuong Gmg, va sau d6 dia dugc u ¢ 25°C
trong 1 gi¢. Dia nay duoc rira nam 1in bang PBST. Sau d6, 100ul khéang thé khang IgG
cua chudt dugc danh dAu bing peroxidaza cdy cu cai cay (Abeam, ma san pham trong
catalog Ab7068) dugc pha lodng theo ty 16 1:10000 trong PBST chtra 1% BSA dugc
bd sung vao mbdi 18, va sau d6 dia duge G ¢ nhiét do 25°C trong 1 gio. Bia nay duogc
rira nam 14n bang PBST. Chét nén so mau TMB duoc bd sung véi luong 100 ul/1d va
& nhiét do trong phong trong 10 phat. Qud trinh hién mau dugc két thic bang cach bd
sung dung dich H2SO4 1M v6i lugng 100 nl/16. Nang suat hip thu & 450nm dugc doc
trén may doc vi dia. Cac dong duong tinh co thé tao ra khang thé khang PD-1 cua
ngudi dugc chon dua trén gid tri doc & OD 450nm.

Viéc cac khang thé khdng PD-1 ctia nguoi tao ra boi cac dong duong tinh ¢é thé
ngan chan sy lién két caa PD-1/PD-L1 hay khong dugc xac dinh bang thir nghiém
ELISA. PD-1-Fc téi t& hop ctia ngudi duge pht trén dia ELISA 96 16 c6 kha nang hép
phu cao cung v6i dung dich dém carbonat c6 do pH=9,6, néng do chét phu la 1pg/ml,
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luong chét phi 1a 100 ul/15, va qué trinh phu duge thyuc hién ¢ nhiét do 4°C qua dém.
Pia duoc rira nim l4n bing PBST, khoa bang PBST chira 1% BSA véi luong 300
ul/1d, va sau do 0 ¢ nhiét do 25°C trong 1 gio. Dia ndy dugc rira nam 14n bang PBST.
50pl mAu khéng thé khang PD-1 cla ngudi va mau dbi chimg duong duge bd sung vao
mdi 18 tuwong tng, va sau d6 PD-L1 dugc dénh diu bing biotin dugc bd sung & ndng
d6 20nM (ndng dd cudi 10nM), véi lugng 50ul/13, va sau d6 G ¢ 25°C trong 90 phut.
Dia nay dugc rira ndm 14n bang PBST. Tiép d6, Streptavidin-HRP (BD Pharmingen,
ma san phim trong catalog 554066) pha lodng ¢ ty 18 1:1000 trong PBST chira 1%
BSA duge bd sung voi lugng 100 ul/18, va sau d6 u & 25°C trong 1 gid. Pia nay duoc
rita ndm 1an bang PBST. Chét nén so mau TMB duoc bd sung véi lugng 100 ul/16 vau
& nhiét do trong phong trong 10 phit. Qué trinh hién mau duoc két thiic bang cach bd
sung dung dich H2SO4 IM véi lugng 100 nl/16. Nang suét hip thu & 450nm dugc doc
trén may doc vi dia. Khang thé khang PD-1 cua ngudi c6 thé rc ché su lién két PD-1-
Fc/ PD-L1 duoc danh dAu bang biotin dugc xac dinh la c6 hoat tinh trung hoa. Cac
dong duong tinh ¢o6 thé tao ra khang thé trung hoa khéang PD-1 cta ngudi duge chon
dua trén kha nang rc ché.

Nhu duoc thé hién trén Fig.1, dong s6 2 ¢6 hoat tinh lién két manh véi PD-1
cua ngudi; nhu duogc thé hién trén Fig.2, dong s6 2 ciling c6 hoat tinh trc ché kha manh
d6i véi su lién két PD-1/PD-L1 clia nguoi.

1 4. Giai trinh tu khang thé don dong

Céc dong c¢6 ca hoat tinh lién két khang nguyén va hoat tinh trung hoa khang
nguyén thu dugc bing cach sang loc duge giai trinh tw ADN cla khang thé. mARN
trong té bao trudc hét duoc tach chiét bang cach st dung kit tinh ché RNAprep
(Tiangen, DP430). Céc budc tién hanh 1a nhu sau: 1x107 té bao duoc ly tAm & tdc do
300% g trong 5 phut va dugc thu hdi trong dng ly tAm, va toan bd dich ndi bé mit duge
hat than trong. Budc phan giai duoc thuc hién ngay. Day cta dng ly tAm dugc gd nhe
dé 1am toi vién von té bao, 600ul dung dich dém phén giai RL dwoc bo sung vao va
xoay tron dng. Toan b dung dich duge chuyén sang cdt loc CS (cot loc CS duoc dat
trong 6ng thu gom), ly tdm & tbc d6 12000 vong/phut (~13400x g) trong 2 phit, va
nuée loc duge thu hdi. Mot 1an thé tich etanol 70% (thudng 1a 350ul hodc 600pl) duge
bd sung vao nudc loc, tron k¥, dung dich thu duoc va chét két tia duoc chuyén vao cot

hép thu CR3 (cot hép thu CR3 dugc cho vao éng thu gom), ly tdm & tbe do 12000
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vong/phut (~13400% g) trong 30 dén 60 gidy, chat thai long trong dng thu gom dugc
loai b6, cot hip thu CR3 dugc dua tré lai vao ong thu gom. 350pl dung dich da loai
protein RW1 dugc bd sung vao cot hép thu CR3, ly tdm & tdc dd 12000 vong/phut
(~13400x g) trong 30-60 gidy, chét thai léng trong dng thu gom duge loai bo, cot hép
thu CR3 dugc dua trd lai vao 6ng thu gom. 80ul dung dich lam viéc DNaza I duoc bd
sung vao phan gifta cta cot hip thu CR3 va cdt CR3 nay duoc dé yén & nhiét do trong
phong trong 15 phit. 350ul dung dich da loai protein RW1 dugc bd sung vao cdt hap
thu CR3, ly tAm & téc do 12000 vong/phut (~13400% g) trong 30-60 gidy, chat thai
long trong bng thu gom duoc loai bo, cdt hép thu CR3 duoc dua trd lai vao dng thu
gom. 350ul dung dich rita RW dugc bd sung vao cdt hép thu CR3 (kiém tra xem etanol
da duge bd sung trude khi st dung chua), cot CR3 nay dugc dé yén & nhiét do trong
phong trong 2 phit, ly tim & téc do 12000 vong/phut (~13400% g) trong 30 dén 60
gifly, chat thai 16ng trong dng thu gom duoc loai bo, cot hép thu CR3 dugc dua trd lai
vao bng thu gom. Cot CR3 nay duge ly tm & toe do 12000 vong/phit (~13400x g)
trong 2 phut, va chat thai dugc loai bé. Cot hép thu CR3 duge dé & nhiét do trong
phong trong vai phut dé dung dich ria con lai trong chét hap thu kho hoan toan. Cot
hdp thu CR3 duoc chuyén vao éng ly tim moi khong chira RNaza, 30 dén 100pl
ddH,0 khong chira RNaza dugc bd sung vio, 6ng nay dugc dé yén & nhiét do trong
phong trong 2 phit, va sau d6 ly tam ¢ tdc do 12000 vong/phut (~13400x g) trong 2
phat dé thu dugc dung dich ARN.

Soi thir nhit ctia cADN dugc téng hop bang cach sir dung kit QuantScript RT
(Tiangen, KR103). Cac bude thuc hién 1a nhu sau: ARN khuon dugce lam tan bang trén
nude da, doan mdi, hdn hop 10 x RT (chira RNasin va DTT), hdn hop dNTP siéu tinh
khiét, ddH,0 khoéng chira RNaza duoc lam tan bang ¢ nhiét do trong phong (15 dén
25°C), va cho 1én nude da ngay sau khi lam tan bang. Mdi dung dich duoc tron k¥
bang thiét bi tron xody trudc khi st dung, dng duoc ly tam trong thoi gian ngin dé thu
hdi chét 1ong con lai trén thanh 6ng. Hon hop hé phién ma ngugc (kit tong hop soi thir
nhét ctia cADN Tiangen Bio Quant, ma sd trong Catalog KR103-04; 2pl dung dich
dém phién ma nguoc 10x, 2ul dNTP siéu tinh khiét, 2pl doan mdi ngau nhién, 1pl
enzym phién ma nguoc) duge didu ché theo bang 1. Hon hop nay dugc tron ky, thoi
gian tron xody la khong 1én hon 5 phut; va sau d6 ly tAm trong thoi gian ngén va cho

1én nudc da. Cudi cing, ARN khudn (50ng dén 2pg) duoc bd sung vao hdn hop, tron
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k¥, thoi gian tron xody 1a khong 16n hon 5 gidy, ly tAm trong thoi gian ngin dé thu hi
chét 16ng con lai trén céc thanh cla bng, 1 & 37°C trong 60 phut. Soi thu nhét cta
cADN duoc tao ra bang cach phién ma ngugc duge st dung cho phan tmg PCR sau
do.

Céac doan mdi str dung trong phéan tng PCR la nhu dugc thé hién trong bang 1.

Poan mdi VH
F1:GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGACCTAGCCTGGTG
R1:AGGT(C/G)(A/C)AACTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R2:AGGT(C/G)(A/C)AGCTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R3:AGGT(C/G)CAGCTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R4:CCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTCGTTTT
F2:ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC
F3:CTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA
F4:AGGGGCCAGTGGATAGACTGATGG
F5:AGGGACCAAGGGATAGACAGATGG
R5:(G/C)A(A/G)GT(A/T/C/G)A/C)AGCTG(G/ C)AG(G/C)AGTC
R6:(G/C)A(A/G)GT(A/T/C/G)A/C)AGCTG(G/ C)AG(G/C)AGTC(A/T)GG
Poan mdi VL
R1:GGTGATATCGTGAT(A/G)AC(C/A)CA(G/A)GATGAACTCTC
R2:GGTGATATC(A/T)TG(A/C)TGACCCAA(A/T)CTCCACTCTC
R3:GGTGATATCGT(G/T)CTCAC(C/T)CA(A/G)TCTCCAGCAAT
F1:GGGAAGATGGATCCAGTTGGTGCAGCATCAGC
F2:GGATACAGTTGGTGCAGCATC
R4:GA(C/T)ATTGTG(A/C)T(G/C)AC(A/C)CA(A/G)(A/ T)CT(A/C)CA

Khi cdc doan mdi duoc st dung, doan mdi nguoc bét ky trong s6 cac doan moi
VH c6 thé duoc st dung cung voi doan moi xudi bat ky; theo cach twong tu, doan moi
ngugc bét ky trong s& cac doan moi VL ciing ¢6 thé dugc st dung cung voi doan moi
xudi bit ky. Bing dich thu dugc bing cach khuéch dai PCR duge tao dong vao vecto
pGEM-T. Dong don dugc chon dé giai trinh tyw ADN.
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Vi du 2. Pidu ché khang thé don dong thé kham khang PD-1 ctia ngudi

Trinh ty axit amin cia vung bién ddi chudi nhe cua khang thé thu duoc béng
cach khuéch dai PCR duoc néu trong SEQ ID NO: 10, va trinh ty axit amin cia vung
bién ddi chudi ning cua khang thé duge néu trong SEQ ID NO: 14. Trinh ty cua ving
quyét dinh tinh bd trg c6 thé thu dugce bang cach loai bé trinh ty viing khung ra khoi
trinh ty ving bién dbi cia chudt; trong d6 céc trinh ty axit amin cla ba ving quyét
dinh tinh bd trg CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, 5 va 6 tuong tng; trinh ty axit amin cla ba viung quyét dinh tinh bd trg CDR-
H1, CDR-H2, CDR-H3 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 7, 8 va 9 tuong
tng. Céc trinh ty ving bién d6i néu trén duge tao dong vao vecto bidu hién cta té bao
¢6 nhan dién hinh X0GC, trinh ty axit amin cia vung hing dinh chudi nhe ctia khang
thé duge néu trong SEQ ID NO: 15, va trinh ty axit amin cua ving hing dinh chudi
ning cua khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 16. Vecto biu hién chudi nhe cta
khéng thé (chidu dai ddy du chia chudi nhe nay la vung bién ddi chudi nhe ctia khang
thé lien két v6i SEQ ID NO: 15) va chudi nang (chiéu dai ddy du cia chudi nang nay
la ving bién d6i chudi ning ciia khang thé lién két voi SEQ ID NO: 16) duge chuyén
nhidm vao dong té bao 293F (té bao FreeStyle™ 293-F, ma san pham trong catalog
R79007, Invitrogen). Té bao dugc ciy chuyén mot ngay trude khi chuyén nhiém. Vao
ngay chuyén nhiém, té bao duoc thu hoach bang cach ly tAm va sau do tai tao hén dich
trong mdi trudng biéu hién FreeStyle™ 293 méi (mdi truong biéu hién FreeStyle™
293, mi sén phdm trong catalog 12338001, Gibco) O mat do 200x10° t& bao/ml.
Plasmit duoc bd sung dua trén thé tich chuyén nhiém t&i ndng do cudi 36,67 pg /ml,
tron nhe; sau d6 PEI mach thang (polyetylenimin mach thang, trong luong phan tir
25000, ma san phim trong catalog 43896, Alfa Aesar) duge bd sung toi ndéng do cubi
55 pg/ml, trdn nhe. Sau do, té bao dugc cho vao may lic & tbe dd 120 vong/phut va u
& nhiét dd 37°C trong 1 gid. Sau do, thé tich chuyén nhiém glp 19 14n ctia moi trudng
méi duge bd sung vao va té bao duoc nudi cdy lién tuc & 37°C trong may lic & toe do
120 vong/phut. Dich ndi bé mat nudi ciy sau khi chuyén nhiém 5 dén 6 ngay dugc thu
hdi bang cach ly tAm.
Vi du 3. Hoat tinh lién két va dong hoc cua khang thé don dong thé kham khang PD-1
clia nguoi

Hoat tinh lién két cta khang thé don dong thé kham khang PD-1 ciia ngudi voi
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khang nguyén cta nd 1a PD-1 clia ngudi duge xac dinh bang thir nghiém ELISA. PD-1
t4i td hop clia ngudi (san phim cua Sino Biological Inc.,) dugc phu trén dia ELISA 96
15 ¢6 kha nang hip phu cao cung v6i dung dich dém carbonat cd do pH=9,6, ndng dd
chét phu 13 1pg/ml, lwong chét pht 1a 100 pl/1d, va qué trinh phu duge thyc hién 6
nhiét d6 4°C qua dém. Pia dugc rira ndm lan bang PBST va khéa bing PBST chtra 1%
BSA vé6i lugng 300 pl/16, va sau do i ¢ nhigt do 25°C trong 1 gid. Bia nay duoc rua
nim lan bang PBST. Khang thé don dong dbi chimg Pembrolizumab va cac mau
khang thé don dong thé kham khang PD-1 cta ngudi duge pha loang theo loat trong
PBST chita 1% BSA duoc bd sung vao véi lugng 100yl cho mdi 16, i & 25°C trong 1
gid. Pia nay dugc rira nam 14n bang PBST. Sau do, 100ul khang thé khang IgG cula
nguoi dugc danh dAu bang peroxidaza cy cu cai cay (Chemicon, ma san phim trong
catalog AP309P) da dugc pha lodng theo ty 1¢ 1:2000 trong PBST chira 1% BSA dugc
b6 sung vao mdi 16, i & nhiét do 25°C trong 1 gid. Pia nay duoc rira nam 14n bang
PBST. Chit nén so mau TMB dugc b sung véi lwgng 100 /18 va i & nhiét do trong
phong trong 10 phtt. Qud trinh hién mau duoc két thuc bang cach bd sung dung dich
H,SO4 1M vé6i lwong 100 pl/15. Nang sut hdp thu & 450nm duge doc trén méy doc vi
dia.

K&t qua 1a nhu dugc thé hién trén Fig.3, khang the don dong thé kham khang
PD-1 cta nguoi c6 ai luc lién két tét v6i PD-1 ctia nguoi, ai lyc ndy twong tu v6i hoat
tinh lién két cia Pembrolizumab.

Pong hoc cla qué trinh lién két ctia khang the don dong thé kham khéng PD-1
cua ngudi v6i khang nguyén ciia né la PD-1 cua nguoi dugce phat hién bang céch st
dung thiét bi Biacore X100. Thiét bi nay sir dung k§ thuat cong hudng plasmon bé mit
quang hoc dé phat hién sw lién két va phén ly gifta phan ti lién két trén chip cam ng
va mau phan tich. Cac chip CM5 (GE Healthcare, BR-1000-12) duoc sir dung. Quy
trinh thtr nghiém van tét 12 nhu sau: khang thé thé kham khang PD-1 dugc pha loang
toi 2 pg/ml bing dung dich dém lam viéc (1xHBS-EP + 10mM HEPES, 150mM
NaCl, 3mM EDTA, 0,05% cht hoat dong bé mat P20, do pH =7.4), sau d6 phun & tbc
d6 10 pl/phut 1én chip CM5 da lién két v6i IgG khang ngudi, dé trong 60 gidy. Trong
pha lién két, khang nguyén PD-1 dugc pha loang thanh nhidu nong do bang dung dich
dém lam viéc, va dugc phun & téc do 30pl/phut trong 180 gidy. Trong pha phan ly, thoi
gian phén ly 1a 1200 gidy. Dung dich glyxin (GE Healthcare, BR-1003-54) duogc st
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dung d& tai sinh trong 30 gidy & toc do 10 ul/phut. Phuong phép thir nghiém dbi véi
khéng thé dbi ching 1a twong tu, chi khéc 1a thoi gian phén ly duge didu chinh thanh
600 gidy. Hing sb téc do lién két va hang s6 toc d phan ly duoc phén tich va tinh todn
bang chuong trinh phan mém danh gia Biacore X100. Xem bang 2 v& hing s6 tdc do
lien két, hing sb téc do phan ly va hing s cén bang phan ly cta cac khang thé thé
kham khéng PD-1 cta ngudi. Cac dir liéu nay ching t6 ring so voi Pembrolizumab,
sau khi lién két v6i khang nguyén PD-1, khang thé don dong thé kham khang PD-1
cia nguoi co thé duy tri trang thai lién két trong thoi gian dai hon va khong dé dang bi
phan ly, diéu nay gop phéan rat 16n vao chirc ndng sinh hoc cua no.
Bang 2. Dong hoc qué trinh lién két ctia khang thé thé kham khang PD-1 cia ngudi

v6i PD-1 cua nguoi

Mau Kon (1/Ms) Kofr (1/s) Kp (nM)
Pembrolizumab 3,731E+5 | 2,708E -3 7,257

Khang thé thé kham khang PD-1 | 2,150E+5 | 2,950E - 4 1,372

ctia nguoi

Vi du 4. Tinh dac hiéu loai va tinh dac hiéu lién két ctia khéng thé don dong thé kham
khang PD-1 ctiia nguoi

Tinh dic hiéu loai clia khang thé don dong thé kham khang PD-1 cla nguoi
dugc xac dinh béng thir nghiém ELISA. PD-1 tai td hop ctia nguoi, PD-1 cta khi, PD-
1 ctia chuodt va PD-1 cta chudt nhit (tat ca du 12 san phim cta Sino Biological Inc.)
duogc phu trén dia ELISA 96 15 ¢6 kha nang hip phu cao cing véi dung dich dém
carbonat ¢6 do pH=9,6, ndng do chit phu 1a 1pg/ml, luong chét phu 1a 100 /15, va
qua trinh pht duoc thyc hién ¢ nhiét d6 4°C qua dém. Dia dugc rira nam 14n bang
PBST va khoa bang PBST chta 1% BSA v6i lugng 300 nl/15, va sau d6 0 ¢ nhiét do
25°C trong 1 gio. Pia ndy dugc rira nam 1in bang PBST. Khang thé ddi chung va mau
khang thé don dong thé kham khang PD-1 ctia ngudi duge pha lodng theo loat trong
PBST chita 1% BSA duoc bd sung vao véi lugng 100pl cho moi 16, & & 25°C trong 1
gi0. Pia nay dugc rira nam 1an bang PBST. Sau d6, 100ul khang thé khang IgG cta
nguoi duge danh dAu bang peroxidaza cdy ct cai cay (Chemicon, mé san phdm trong
catalog AP309P) da dugc pha loang theo ty 1€ 1:2000 trong PBST chira 1% BSA dugc
bd sung vao mdi 18, va sau d6 dia dugc u ¢ nhiét do 25°C trong 1 gid. bia nay duoc

rita nam 14n bing PBST. Chét nén so mau TMB dugc bo sung voi lugng 100 nl/16 va i
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& nhiét do trong phong trong 10 phut. Qua trinh hién mau duoc két thuc bang cach bd
sung dung dich HoSO4 1M véi lugng 100 pl/15. Nang sudt hip thu & 450nm dugc doc
trén may doc vi dia.

Tinh dic hiéu lién két cta khang thé don dong thé kham khang PD-1 clia ngudi
duoc xéc dinh bing thir nghiém ELISA. PD-1 téi t6 hop cla ngudi, CD28, CTLA4,
ICOS, BTLA, PD-L1, PD-L2, CD80, CD86, B7-H2 (tat ca ddu 1a san pham cua Sino
Biological Inc.) dugc phu trén dia ELISA 96 15 ¢6 kha nang hép phu cao cung voi
dung dich dém carbonat c6 dd pH=9,6, nong dd chét phi 1a 1pg/ml, luong chat phu la
100 ul/lS, va qud trinh pht duge thuc hién ¢ nhiét do 4°C qua dém. Dia dugc rira nam
lan bing PBST va khoa bang PBST chira 1% BSA véi lugng 300 ul/1d va duge u &
nhiét do 25°C trong 1 gio. Pia ndy duge rira nam lan bing PBST. Khang thé dbi ching
va mAu khang thé don dong thé kham khang PD-1 cuia nguoi da dugc pha lodng trong
PBST chta 1% BSA duogc bd sung vao v6i lugng 100pl cho mdi 16, & & 25°C trong 1
gid. Pia nay dugc rira ndm 14n bang PBST. Sau d6, 100ul khéng thé khang IgG cla
nguoi duge danh dAu bang peroxidaza cy cu cai cay (Chemicon, ma san phdm trong
catalog AP309P) da dugc pha loang theo ty 1¢ 1:2000 trong PBST chita 1% BSA duoc
bd sung vao mdi 15, 0 & nhiét do 25°C trong 1 gio. Dia nay dugc rtra ndm lan bang
PBST. Chat nén so mau TMB dugc bd sung voi lugng 100 (/15 va u ¢ nhiét do trong
phong trong 10 phut. Qud trinh hién mau duoc két thic bang cach bd sung dung dich
H>SO4 1M vé6i luong 100 /1. Nang sudt hip thu & 450nm dugc doc trén may doc vi
dia.

Két qua 1a nhu duoc thé hién trén Fig.4, khang thé don dong thé kham khang
PD-1 ctia nguoi ¢ thé lién két v6i PD-1 cua ngudi va PD-1 cia khi véi ai luc gidng
nhau, nhung khong lién két v6i PD-1 ctia chudt va chuot nhit cho thiy rang né c6 tinh
dc hiéu loai. Ngoai ra, nhu dugc thé hién trén Fig.5, khing thé don dong thé kham
khéng PD-1 ciia ngwdi con c6 tinh dac higu lién két rat t6t, n6 chi lién két v6i PD-1 ma
khong lién két v6i cac thanh vién khac ctia ho CD28 hodc ho B7.

Vi du 5. Hoat tinh phong bé PD-1 va phdi tir cia khéng thé don dong thé kham khang
PD-1 cta nguoi

PD-1-F t4i td hop ciia ngudi duge phi trén dia ELISA 96 16 ¢6 kha ning hép
phu cao cung v6i dung dich dém carbonat ¢6 46 pH=9,6, ndng do chét phu 1a 1pg/ml,
lwong chat phu 1a 100 uL/18, va qua trinh phi duge thye hién & nhiét do 4°C qua dém.
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Pia nay dugc rira nam lin bing PBST va khoa bing PBST chira 1% BSA v6i luong
300 wl/1d va duge u & nhiét do 25°C trong 1 giv. Pia nay dugc rira nam l4n bang
PBSTXBA&ldéichﬁngduongvﬁrn&ukhéngthékhmugPD-lcﬁangudiduqcbésung
véi luong 50ul cho mdi 18, Va sau d6 PD-L1 danh déu bang biotin duoc b6 sung &
ndng do 20nM (ndng do cudi 10nM), hogc PD-L2 danh diu bing biotin & nong do
320nM (ndng dod cubi 160nM) véi lugng 50pl cho mdi 16, 0 & nhiét do 25°C trong 90
phat. Pia ndy dugc rira nam lan bing PBST. Tiép @6, Streptavidin-HRP (BD
Pharmingen, mé san pham trong catalog 554066) pha lodng & ty 1€ 1:1000 trong PBST
chira 1% BSA dugc bd sung véi lugng 100 ul/18, t & 25°C trong 1 gio. Dia nay dugc
rtra nam 1an bang PBST. Chét nén so mau TMB dugc bd sung véi luong 100 ul/1d vau
& nhiét do trong phong trong 10 phut. Qué trinh hién mau dugc két thuc bang cach bd
sung dung dich H>SOs 1M v6i lugng 100 pl/16. Nang sut hip thu & 450nm dugc doc
trén may doc vi dia.

Két qua 12 nhw dugc thé hién trén Fig.6, khang the don dong thé kham khing
PD-1 ciia ngudi ¢6 hoat tinh phong bé PD-1/PD-L1 va PD-1/PD-L.2 gibng véi hoat
tinh ciia Pembrolizumab.

Vi du 6. Hoat tinh didu hoa chuc ning té bao T cua khang thé don dong thé kham
khang PD-1 ctia nguoi

PBMC st dung trong thr nghiém nay 1a san phim ctia Lonza, md san pham
trong catalog CC-2702.

Cam ung té& bao DC biang PBMC: PBMC dugc tdi tao hdn dich bang mdi
truong ddy di (RPMI 1640 + 10% FBS), sau d6 rira mot ]in bang moéi truong khong
chﬁa,huyétthanh;té bao duoc tai tao hdn dich trong mdi truong khong chira huyét
thanh, va cdy vao binh nu6i cdy té bao, va sau do 1 & nhiét do 37°C trong ta 4p chira
5% CO,. Sau 90 phut, té bao khong dinh bam va moi truong duoc loai bd; bach ciu
don nhan dinh bam duoc nudi cdy trong moi trudong ddy du chtra 100 ng/ml GM-CSF
va 100 ng/ml IL-4, va moi truong dugc thay sau 3 ngay. Sau khi t& bao duge nudi cdy
trong 3 ngay nita, mdi trudong dugc thay bang mdi trudong day du chra 100 ng/ml GM-
CSF, 100 ng/ml IL-4 va 20 ng/ml TNF-alpha va nudi cdy trong mot ngay nita dé hoan
thanh qué trinh cam Gng té bao DC. Té bao T dugc phan 1ap tir PBMC co ngudn gbc
c4 thé khac: té bao T dugc phan lap bang cach st dung kit phan 1ap té bao T 1a san
phdm ctia Miltenyi Biotech (ma sén pham trong catalog 5150414820) theo hudng dan
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d6i v6i quy trinh thir nghiém cu thé. Té bao DC truéng thanh dd duge cdm Ung duoc
céy vao dia c6 96 16 & mat do 10000 t& bao cho mdi 19, va té bao T phan lap dugc bd
sung & mat do 100000 té bao cho mdi 16; va sau do mau can thr nghiém dugc b6 sung
vao va u trong 120 gi¢ v6i nhau. Khi két thic qua trinh 0, dich ndi bé mit dugc thu
hdi, va luong IL-2 va IFN-gama (IFN-y) dugc phat hién bang cach st dung kit ELISA
1a san phim cia RayBiotech.

Két qua la nhu dugc thé hién trén Fig.7, trong hé MLR, khéng thé don dong thé
kham khang PD-1 cta ngudi 1am tdng mic do tiét TL-2 va IFN-gama (IFN-y) va ¢o
tac dung diéu hoa hoat tinh chirc ning cia té bao T tuong tu khi so sanh véi
Pembrolizumab.

Vi du 7. Nghién ctru duge dong hoc ctia khang thé don dong thé kham khang PD-1 cla
nguoi ¢ chudt

Chuét cai SD, 6 dén 8 tudn tudi mua cia Beijing Huafukang Biotechnology Co.,
Ltd. dugc st dung lam dong vat thir nghiém. Mot tuan sau khi chudt nay dugc thich
nghi v6i mdi truong, chudt dugce chia ngau nhién thanh cac nhom, mdi nhém ba con.
Khéng thé don dong thé kham khang PD-1 ctia ngudi va khang thé don dong dbi
chirmg Pembrolizumab dugc st dung twong Ung & lidu 20 nmol/kg bang cach tiém mot
lidu qua dudng tinh mach. O thoi diém 0, 5 phut, 30 phut, 1 gio, 4 gio, 8 giv, 24 gio,
48 giv, 72 giv, 96 gio, 120 gio, 168 gio, 216 giv, 264 giod, 312 gio sau khi su dung,
miu mau sau & mét duge ldy ma khong chéng dong, va mau méu nay dugc dé yén &
nhiét do trong phong trong 30 phut dén 1 gio; sau khi dong, mau mau dugc ly tdm &
tbc dd 3000 vong/phut trong 104phﬁL1n§u.huyétthanhthu.duqc dugc dong lanh ¢
nhiét do -80°C va bdo quan dé thtr nghiém.

Nbdng db khang thé don dong thé kham khang PD-1 ctia nguoi va khang thé don
dong d6i chimg Pembrolizumab trong huyét thanh dugc xac dinh bang thir nghiém
ELISA. N6i mdt cach ngan gon, protein PD-1 tdi td hop clia ngudi duge phu lén dia
ELISA ¢6 kha niang hap phu cao cing vé6i dung dich dém carbonat c6 d6 pH=9,6 &
nhiét dd 4°C qua dém. Dia nay dugc ria bang PBST. Dé ngan su lién két khong dic
hiéu, dia dugc khoa béng PBST chia 5% bot sita khong béo, va sau do rua béng
PBST. Sau d6, mAu huyét thanh can thit nghiém duge pha loang bang PBST chira 10%
huyét thanh chudt hdn hop va 1% BSA duoc bd sung vao va u & nhiét do 25°C trong 1
gio, va dia dugc rua bang PBST. Khang thé khang IgG cua nguoi duoc danh déu bang

-26-



36395

peroxidaza cdy cu cai cay (Chemicon, ma san phdm trong catalog AP309P) pha lodng
trong PBST chira 5% b0t sita gdy duoc bd sung vao, i & nhiét 4o 25°C trong 1 gio, sau
d6 dia duge rira bing PBST. Cubi cung, qud trinh hién méau duge thuc hién bang cach
sir dung chét nén so mau TMB & nhiét do trong phong trong 10 phit. Qué trinh hién
mau duoc két thic bang cch bd sung dung dich HaSO4 IM v6i lugng 100 ul/18. Nang
sudt hép thu & 450nm dugc doc trén may doc vi dia.

Két qua 1a nhu duge thé hién trén Fig.8, mot lidu tiém 20 nmol/kg qua dudng
tinh mach cua khing thé don dong thé kham khang PD-1 cla nguoi hodc khéng thé
don dong ddi chirmg Pembrolizumab c¢6 duong cong ndng do-thdi gian va dit 1iéu duge
dong hoc gidng nhau & chudt. Cac thong sb duoc ly cta khang thé don dong thé kham
khang PD-1 ctia ngudi 1a nhu sau: thoi gian ban huy ti2 1a 212 gid; dién tich duéi
duong cong nong do-thoi gian AUCo-312 giv 1 33967 nM.gid; ndng do ban dau ude tinh
Co 12 464nM: thé tich phan bd bidu kién Vd 1a 118 ml/kg; mte 49 thanh thai CL la
0,39 ml/gidvkg; thoi gian luu trung binh MRTeuéi cung la 119 gio.

Vi du 8. Hiéu quéa khang u clia khang thé don dong thé kham khang PD-1 ctia nguoi in
vivo

Tac dung Urc ché qua trinh sinh trudng cta khang thé don dong thé kham khang
PD-1 ctia ngudi dbi véi khéi u ghép khac loai HCC827 duogc cdy vao chudt nhan héa
bang PBMC dugc phat hién trong vi du nay.

Chudt cai suy giam mién dich NCG, 6-8 tudn tudi, mua cia Nanjing Galaxy
BioPharma Co., Ltd., dugc st dung lam chudt thtr nghiém. Mot tudn sau khi chuot
dugc thich nghi v6i moi truong, mdi con chudt duge ciy 1x 107 té bao ung phoi té bao
khong nho & nguoi HCC827 (san pham cta basic Medical Cell Center of the Institute
of Basic Medical Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences). Khi kich thude
khéi u dat t6i khoang 100mm>, chudt dugc chia thanh cic nhém theo kich thude khoi
u, 6 con mdt nhom, bao gdm nhém db6i chtng st dung dung mdi, nhém st dung khéng
thé don dong thé kham khang PD-1 cua ngudi va nhom st dung Pembrolizumab. Mbi
con chuodt duogc tiém tinh mach 5x 106 té bao PBMC ctia nguoi dé nhan hoa hé mién
dich, va sau d6 dung moi hodc khang thé duoc st dung theo kiéu nhom, lidu st dung
12 70 nmol/kg qua dudng trong mang bung. Chudt duge st dung hai 1An mét tudn
trong ba tuan. Tt ngay st dung, kich thude khbi u duoc do ba lan mot tudn, duong

kinh dai nhit “a” va chiéu rong “b” dugc do, kich thude khoi u dugc tinh nhu sau:
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(mm?) = (a x b?)/2.

Két qua 12 nhu dugc thé hién trén Fig.9, khéng thé don dong thé kham khang
PD-1 clia ngudi ¢6 hoat tinh khang u va tc ché qua trinh sinh truong cla té bao ung
thu phdi té bao khong nhé HCC827 duge ghép & chudt duge nhan héa bing PBMC,
cho thdy ring né c6 hiéu qua khang u tuong dwong hodc manh hon mot chit so voi
hiéu qua khéng u cua Pembrolizumab.
Vi du 9. Didu ché khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 clia ngudi

Khéang thé don dong nhan héa khéng PD-1 ciia ngudi dugc didu ché theo
phuong phép ciia Leung va cac ddng tac gia (Molecule Immunol, 1995, 32: 1413-27).

Khuon nhan héa phit hop nhét v6i trinh tu ving bién ddi ctia khang thé cla
chudt nhit duoc chon tr co s¢ dir liéu Germline. Khuon cia vung bién d6i chudi nhe
1a IGKV3-11*01, trinh tu cua né dugc néu trong SEQ ID NO: 43; khuon cua vung
bién d8i chudi nang 1a IGHV3-23*04, trinh tw ciia n6 dugc néu trong SEQ ID NO: 44.
Céc vung CDR cta khudn dd chon cua ngudi dugc thay bang cac ving CDR cua
khang thé ctia chudt nhit. Ving bién doi chudi nhe cua khang thé nhan hoa ghép thu
duoc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 45, va vung bién d6i chudi ning cta khang thé
nhén hoa ghép thu dugce co trinh tu néu trong SEQ ID NO: 46. Céc vi tri trén SEQ ID
NO: 45 va SEQ ID NO: 46 duoc chon dé gay dot bién ngugc va vi tri NQS trén ving
CDR1 cua SEQ ID NO: 45 dugc chon dé gay dot bién dé loai bd vi tri glycosyl hoa co
thé xay ra. Trinh ty ving CDR-L1 thu duoc duoc néu trong SEQ ID NO: 2, hodc SEQ
ID NO: 3, hoic SEQ ID NO: 4; trinh tw ving bién ddi chudi nhe thu dwgc duge néu
trong SEQ ID NO: 25 dén 36; trinh tu ving bién ddi chudi ning thu dugc dugc néu
trong SEQ ID NO: 37 dén 42. Ving bién doi chudi nhe dugc lién két v6i ving hing
dinh chudi nhe (SEQ ID NO: 15) d¢ thu dugc trinh tu ¢6 chiéu dai ddy du twong Ung
ctia chudi nhe; ving bién ddi chudi nang duoc lién két v6i ving hing dinh chudi ning
(SEQ ID NO: 16) dé thu dugc trinh trinh tw 6 chidu dai dAy du tuong tng cla chudi
ning. Trinh ty nhan hoa c6 thé st dung thu dugc bang cach sang loc 4i luc va do 6n
dinh. Sau khi sang loc ai luc va do 4n dinh, thong tin vé trinh tuy ving bién d6i chudi

nhe va chudi ning thu dugc cua cac trinh tv nhan héa dugce thé hién trong bang 3.
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Bang 3
VL SEQ ID NO:
Khang thé don dong thé kham | 10
AH00290 / 25
AH00291/
AHO00296
AH00293 26
AHO00294 27
AHO00295 28
AHO00298
AH00291-N26Q/ 29
AH00296-N26Q
AH00291-N26S/ 30
AH00296-N26S
AH00291-S28A/ 31
AH00296-S28A
AH00294-N26Q 32
AHO00294-N26S 33
AHO00294-S28A 34
BMIII 35
BMIV 36
VH SEQ ID NO:
Khang thé don dong thé kham 14
AH00290 37
AH00291 / 38
AH00293/
AH00298/
AHO00291-N26Q/
AH00291-N26S/
AHO00291-S28A
AH00294 / 39
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AH00294-N26Q/
AH00294-N26S/
AH00294-S28A
AH00295 / 40
AH00296/
AH00296-N26Q/
AH00296-N26S/
AHO00296-S28A
BMIII 41
BMIV 42

Vi du 10. Hoat tinh sinh hoc ctia khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 ctua nguoi
in vitro

Hoat tinh sinh hoc in vitro ctia khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 cua
nguoi duge xac dinh, bao gém hoat tinh lién két v6i PD-1 clia nguoi va hoat tinh e
ché ddi vai sy lién Kkét PD-1/PD-L1. Céc trinh tu nhan hoa duoc thir nghiém bao gbm:
AH00290, AH00291, AH00293, AH00294, AH00295, AH00296, AH00298, BMIIL,
BMIV, AHO00290-N26Q, AH00291-N26S, AH00291-S28A, AH00294-N26Q,
AH00294-N26S, AH00294-S28A, AH00296-N26Q, AH00296-N26S, AH00296-
S28A; phuong phap xdc dinh 1a phuong phap ELISA, va quy trinh thir nghiém cu thé
1a gidbng nhu phuong phap xac dinh khang thé don dong thé kham khang PD-1 cla
nguoi.

Két qua thir nghiém duoc thé hién trong bang 4. So voi khang thé don dong thé
kham khang PD-1 cta ngudi néu trén, tAt ca cac trinh tu nhan hoa dugc thir nghiém
déu duy tri duoc hoat tinh kha tdt, cho théiy hoat tinh lién két PD-1 manh va hoat tinh
Grc ché dbi v6i su lién két PD-1/PD-L1.
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Bang 4. Hoat tinh lién két v6i PD-1 va hoat tinh tr ché dbi v6i su lién két PD-1/PD-

L1 cta khang thé nhan hoa khang PD-1 ctia nguoi

Hoat tinh lién két Hoat tinh trc ché
Mau voi PD-1 PD-1/PD-L1
(ECs0, nM) (ICs0, nM)
Khéang thé don dong thé
kham 0,031 1,453
AH00290 0,024 1,086
AH00291 0,025 1,105
AH00293 0,026 1,201
AH00294 0,032 1,350
AH00295 0,025 1,188
AH00296 0,027 1,207
AH00298 0,028 1,215
BMIII 0,034 1,197
BMIV 0,028 1,298
AH00291-N26Q 0,046 1,569
AH00291-N26S 0,039 1,431
AH00291-S28A 0,042 1,361
AH00294-N26Q 0,041 1,491
AH00294-N26S 0,043 1,479
AH00294-S28A 0,047 1,464
AH00296-N26Q 0,044 1,274
AHO00296-N26S 0,037 1,066
AH00296-S28A 0,048 1,755 B

Vi du 11. Phat hién d tinh khiét va do 6n dinh nhiét cia khang thé don dong nhan hoa
khang PD-1 cua ngudi bang phuong phap sdc ky chit 1éng tinh ning cao loai trir kich
thude (Size-exclusion High-performance Liquid Chromatography: SE-HPLC)

Cot sic ky TSKgel SuperSW3000 (mé san pham trong Catalog: 0018675) duoc
st dung. Pha dong 1a 0,Imol/l dung dich dém phosphat (NaH,PO4-NapHPO4), 0,1
mol/l dung dich dém natri sulfat, 46 pH =6,7; tbc @6 dong 1a 0,35 ml/phut; nhiét dd cot
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1a 25°C; nhiét @& khéi mau 12 4°C; budc song phat hién la 280nm. Mau dugce pha
loang bang dung dich dém mau t6i 1 mg/ml, va th& tich bom mAu 1a 5Sul. Két qua thu
nghiém duoc xir ly bang thiét bi sdc ky chét 16ng tinh ning cao Agilent 1260, va do
tinh khiét dugc tinh bang ty 1& phén trdm cta dinh chinh bang cach st dung phuong
phap chuén héa dién tich. Khang thé don dong nhén hda khang PD-1 cua ngudi thu
duge & trén duge phén tich do tinh khiét bing phuong phap SE-HPLC. DPé xé4c dinh do
bn dinh nhiét cua cac khang thé don dong nay, céc méau dugc dé trong diéu kién nhiét
do cao 40°C, va mau dugc phén tich bang phuong phap SE-HPLC & tudn tht hai va
tudn thi 4 tuong Gng dé quan sat do 6n dinh nhiét, va két qua 1a nhu duoc thé hién
trong bang 5 dudi ddy. TAt ca cdc khang thé nhan héa khang PD-1 cla ngudi déu c6 dd
bn dinh tét va dang ké trir AH00296-S28A.

Bang 5. Do n dinh nhiét ctia khéng thé don dong nhan héa khang PD-1 cua ngudi &

40°C xac dinh bing phuong phap SE-HPLC

Khang thé don dong nhan hoa khéng PD-1 Do tinh khict theo phuone
9 - phap SE-HPLC (%)
cua neiol T=0 | Tudn2 | Tuén4
BMIII 9923 | 98,16 | 9578
BMIV 98,19 | 9842 | 94,80
AH00290 98,97 | 98,04 | 94,73
AH00291 9930 | 9822 | 9587
AH00293 97,79 | 96,55 | 94,32
AH00294 98,77 | 97,68 | 96,52
AH00295 9924 | 98,16 | 96,17
AH00296 99.63 | 98,55 | 96,73
AH00298 9934 | 98,13 | 95,87
AH00291-N26Q 98,55 | 98,56 | 97,90
AH00291-N268 99.05 | 99,08 | 98,50
AH00291-S28A 98,95 | 98,89 | 98,40
AH00294-N26Q 99.14 | 99,08 | 98,64
AH00294-N26S 9923 | 99,19 | 98,64
AH00294-S28A 9930 | 99,33 | 98,69
AH00296-N26Q 99,10 | 99,10 | 98,27
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AH00296-N26S 99,60 99,59 98,96
AH00296-S28A 99,70 84,38 62,42

Vi du 12. Xéc dinh chi s& Tm cua khang thé don dong nhén héa khang PD-1 cua
nguoi

Nhiét do néng chay (Tm) cta khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 cua
ngudi dugc xac dinh bang phuong phap do huynh quang bang cich quét vi phan
(Differential Scanning Fluorimetry: DSF). DSF 1a phuong phip phat hién qua trinh
bién chit do nhiét cta protein trong mau béng cach loi dung su thay ddi cuong do
huynh quang cua chét chi thi huynh quang dé xac dinh nhiét do bién chét protein. Chét
phéan Umg str dung 1a thubéc nhudm huynh quang protein mau da cam SYPRO (Sigma-
Aldrich, M¥, ma san phém trong catalog S5692; ndéng dd 5000 trong DMSO). May
PCR thoi gian thuc AB 7500 1a san phdm ctia Applied Biosystems, Inc., Mgy. Thubc
nhuoém huynh quang protein dugc pha loang theo ty 1 1:50 bang dung dich dém mau
va lul thuéc nhudm da pha lodng duge tron v6i 19ul dung dich protein, nén ty 1¢ pha
loang cudi cua thubc nhudém huynh quang la 1:1000. Thubc nhudm huynh quang da
pha lodng dugc bd sung vao dia c6 96 15, va ba 16 song song duoc 4n dinh cho mdi
mau. Pia duoc bit kin bing mang bit kin quang hoc, ly tim & tbe @6 1000 vong/phut
trong 2 phut dé loai bo bot khi. Chuong trinh RT-PCR dugc dit nhu sau: duong cong
néng chay dugc dit theo kiéu lién tuc, khoang nhigt do quét la 25 dén 99°C, toc do gia
nhiét 1a 1% (khoang 1°C/phut), va sau d6 la 25°C trong 2 phut. Dit liéu dugc ghi trong
qué trinh gia nhiét, nhom su dung thudc nhudm chi bao duoc dit 1a “ROX”, nhém dap
tat dugc dit 1a “khoéng” va thé tich phan ung la 20ul. Nong d6 mau 1a 1 mg/ml, va
dung dich so sanh la dung dich dém mAiu. Pudng cong huynh quang va dao ham bac
nhét duge v& dd thi bang cich st dung chwong trinh phan mém Protein Thermal
Shift™ phién ban 1.3. Trong thtr nghiém DSF, nhiét do didm gitta ctia dinh chuyén hoa
thir nhét ctia protein thuong dugc cho 1a nhiét do bién tinh cia do 4n dinh nhiét cta
protein. Chi s6 Tm cua khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 cta nguoi duoc Xac
dinh va két qua 1a nhu dugc thé hién trong bang 6 dudi day. Tht ca cac khang thé don

dong nhan héa khang PD-1 ciia ngudi déu c6 chi s& Tm kha tbt.
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Bang 6. Chi s Tm ctia khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 cua nguoi

Khang thé don dong nhan hoa khang PD-1 ciia nguoi Chi s6 Tm
BMIII 70,7°C
BMIV 65,2°C

AH00290 66,5°C
AHO00291 67,7°C
AH00293 69,1°C
AH00294 67,9°C
AHO00295 70,5°C
AH00296 70,0°C
AHO00298 67,9°C
AHO00291-N26Q 68,5°C
AHO00291-N26S 67,8°C
AH00291-S28A 68,8°C
AH00294-N26Q 66,6°C
AH00294-N26S 65,9°C
AHO00294-S28A 68,4°C
AH00296-N26Q 67,6°C
AH00296-N26S 70,1°C
AHO00296-S28A 69,1°C

Vi du 13. Phat hién chit ddng phan mang dién tich ctia khang thé don dong nhan hoa
khang PD-1 cua nguoi béng phuong phép sic ky trao dbi cation (Cation Exchange
Chromatography: CEX)

Cot séc ky trao ddi cation MabPac SCX-10 dugc st dung, 4mm x 250mm (ma
san phém trong Catalog: 78655). 20 mmol/l axit 2-(N-morpholin) etansulfonic (MES)
(pH= 5,6) v 60 mmol/l natri clorua dugc sir dung lam pha dong A; 20 mmol/l MES
(pH= 5,6) va 300 mmol/l natri clorua dugc st dung lam pha dong B. Tbc do dong 1a
0,5 ml/phut; nhiét do cft 1a 25°C; nhiét do khébi mau 13 4°C; budc séng phat hién la
280nm; thé tich nap mAu 1a 50pl (1 mg/ml); qué trinh rira gidi duge thyc hién theo
gradien tuyén tinh tir 5 dén 50% trong 60 phut. Két qua thir nghiém duoc xir ly bang
hé théng may tinh séc ky chét 1éng tinh ning cao Agilent 1260, va ty 1& phan trim cia
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dién tich dinh dugc tinh bing phuong phap chudn héa dién tich. Cac khang thé don
dong nhan héa khang PD-1 ctia ngudi duoc phat hién bang phuong phap CEX. Dé xac
dinh d6 dn dinh hoa hoc cua céc khang thé don dong ndy, cac mAu néu trén dugc dé
trong diéu kién nhiét d6 cao 40°C, va cac mau dugc léy & tun tht hai va tuin thir 4
twong tmg dé phat hién bang phuong phap CEX, va su thay ddi ty 18 cua cac bién thé
mang dién tich dugc quan sat. Két qua 1a nhu duoc thé hién trong bang 7. T4t ca cac
khang thé nhan hoa khdng PD-1 cla ngudi co ty 1€ twong d6i thip cua cic bién thé
mang dién tich trtr AH00296-S28A.

Bang 7. Su thay ddi ty 18 cac bién thé mang dién tich cua khang thé don dong nhan
héa khang PD-1 ctia ngudi & 40°C dugc xédc dinh bang phuong phap CEX

Su thay dbi ty 1& ctia cac bién thé mang dién tich
Vi T=0 Tuan 2

3111?11111 Din})l axit E;;g gllfrllhh Binﬁl axit ?;22
w | W | | |
BMIII 68,2 18,2 13,6 64,0 22,8 13,2
BMIV 64,9 21,1 14,0 58,0 27,1 14,9
AH00290 65,6 20,1 14,3 61,5 25,8 12,7
AH00291 66,6 20,0 13,4 61,5 24,8 13,7
AH00293 692 20,7 10,1 62,6 26,7 10,7
AH00294 68,4 17,8 13,8 63,5 22,3 14,2
AHO00295 65,8 17,3 16,9 59,1 24,8 16,1
AH00296 66,9 19,3 13,8 59,7 25,2 15,1
AH00298 66,1 19,4 14,5 62,7 22,2 15,1
AH00291-N26Q | 77,2 8,8 14,0 73,8 10,8 15,4
AHO00291-N26S 77,6 8,2 14,2 71,6 11,4 17,0
AH00291-S28A | 74,6 8,5 16,9 71,9 10,4 17,9
AH00294-N26Q | 74,9 7,7 17,4 71,1 10,8 18,1
AH00294-N26S 78,0 7,7 14,3 73,2 11,2 15,6
AH00294-S28A | 77,9 72 14,9 73,8 72 14,9
AH00296-N26Q | 78,8 7,4 13,8 72,6 12,4 14,9
AH00296-N26S 76,9 7,3 15,8 70,6 12,6 16,8
AH00296-S28A | 78,1 7.4 14,5 54,2 22,9 23,0
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Cudi cing, can hiéu rang cac phuong 4n néu trén chi duge sir dung dé minh hoa
giai phap ky thuat cta sang ché thay vi lam gi¢i han n6; méc du sang ché da dugc mo
ta chi tiét dua vao cac phuong 4n néu trén, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy can hidu rang cac giai phéap k§ thuat mo ta trong cac phuong an néu trén co thé
duoc cai bién hodc mot b hoac tAt ca cac dau hiéu ky thuét c thé dugc thay thé theo
cach twong dwong; va tuy nhién cc cai bién hoic thay thé nay s& khong lam cho ban
chét ctia cac giai phap k¥ thuét twong tng di chéch khoi pham vi cua céc giai phap k¥
thudt cta cdc phuong an cla sang ché.

Kha nang 4p dung trong cdng nghiép: khang thé va doan chirc ning cia no theo
sang ché c6 thé lién két dic hiéu voi PD-1, va co thé duoc str dung dé phong va/hodc
diéu tri bénh tu mién (vi du, bénh viém khép, bénh viém da khép dang thép, bénh vay
nén, bénh xo cling rai rac, bénh viém rudt két man loét, bénh Crohn, bénh luput ban do
toan than, bénh viém ciu than, bénh giéng bénh co tim gifn, hoi ching Sjogren, bénh
viém da tiép xtc di tng, bénh viém da co, bénh x0 ctng bi, bénh viém da dong mach
quanh dong mach, bénh thép khép, bénh bach bién, bénh dai thao dudong phu thudce
insulin, hdi ching Behcet va bénh viém tuyén gidp man tinh), phan Gng mién dich
chéng lai manh ghép, bénh di tmg, bénh nhiém tring, bénh thoi hoa than kinh (vi dy,
bénh Parkinson, bénh Huntington, bénh Machado-Joseph, bénh xo cung cOt bén teo
co, bénh Creutzfeldt-Jakob) va khdi u (vi du, bénh bach clu, u limpho, u tuy, u néo,
bénh caxinom té bao vay vung dau va cd, bénh ung thu phoi té bao khong nho, bénh
caxinom m{ii hong, bénh ung thu thyc quin, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy,
bénh ung thu tai mét, bénh ung thu gan, bénh ung thu két truc trang, bénh ung thu vu,
bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu ¢d tir cung, bénh ung thu mang trong tir cung,
bénh sacdm tr cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang, bénh

caxinom té bao than, va u melanin) v.v..
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé c6 kha ning lién két dic hiéu v6i PD-1 hodc doan chirc ndng cua no,
trong do khang thé nay hodc doan chtrc nang cia nd bao gdm ving bién ddi chudi nhe
va ving bién ddi chudi ning;

ving bién ddi chudi nhe bao gdm chudi nhe CDR gdm ¢6 CDR-L1, CDR-L2 va
CDR-L3;

ving bién ddi chudi ning bao gdm chudi ngng CDR gbm c6 CDR-H1, CDR-H2
va CDR-H3;

cac trinh tu axit amin cia CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3 lan lugt dugc néu
trong SEQ ID NO: 1, 5 va 6, hodc 14n luot dugc néu trong SEQ ID NO: 2, 5 va 6, hoac
14n luot duoc néu trong SEQ ID NO: 3, 5 va 6, hodc lan luot duge néu trong SEQ 1D
NO: 4,5 va6;va |

céc trinh ty axit amin cia CDR-HI, CDR-H2, va CDR-H3 lan lugt dugce néu
trong SEQ ID NO: 7, 8 va 9.

2. Khang thé hodc doan chirc nang cia no6 theo diém 1, trong do khéang thé nay bao
gdm trinh ty vung hang dinh bét ky dugc chon tir nhom gbm co 1gGl, IgG2, 1gG3,
IgG4, IgA, IgM, IgE va IgD clia nguoi.

3. Khang thé hodc doan chtrc nang cia nd theo diém 1, trong d6 doan chirc ndng dugc
chon tir nhom gdm c6 F(ab'), Fab', Fab, va doan kv, ho#c trong d6 khang thé nay Ia

khang thé scFv.

4. Khang thé hodc doan churc ning cia né theo diém 1, trong d6 cac trinh ty axit amin
cua vung bién ddi chudi nhe va ving bién dbi chudi ning lan luot duoc néu trong SEQ
ID NO: 10 va SEQ ID NO: 14, hodc 1an luot duge néu trong SEQ ID NO: 11 va SEQ
D NO: 14, hogc lan lugt dugce néu trong SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 14, hodc lan
luot duge néu trong SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14.

5. Khang thé hodc doan chtrc nang ctia n6 theo diém 1, trong d6 vung khung chudi nhe
ctia ving bién ddi chudi nhe bao gdm FR-L1, FR-L2, FR-L3 va FR-L4, va ving khung
chudi ning ciia ving bién déi chudi nang bao gdm FR-HI, FR-H2, FR-H3 va FR-H4;
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FR-L1 dugc chon tir trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17 va trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17 nhung c¢6 mot hodc nhiéu su thé doan sau
day:

axit amin tht 1 D dugc thay thé bang E;

axit amin thtt 2 V duogc thay thé bang I;

axit amin thr 13 L dugc thay thé béng Y; va

axit amin thtt 19 A dugc thay thé bang V;

FR-12 duoc chon tir trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18 va trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18 nhung c6 mot hodc nhiéu su thé doan sau
day:

axit amin thtt 6 P duoc thay thé bang S;

axit amin th 7 G duogc thay thé bé“mg H; va

axit amin thtt 9 A duoc thay thé bang S;

FR-L3 dugc chon tir trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 19 va trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 19 nhung ¢6 mot hodc nhiéu su thé doan sau
day:

axit amin thtr 22 L duoc thay thé bang V;

axit amin tht 24 P duoc thay thé bang T;

axit amin thir 28 A duoc thay thé bang G; va

axit amin thtr 31 F duoc thay thé bang Y;

FR-L4 duoc chon tir trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 20 va trinh
ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 20 nhung c6 axit amin tha 7 Y dugc thay thé
béng L;

FR-HI c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 21;

FR-H2 duogc chon tir trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 22 va trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 22 nhung c6 mot hodc nhiéu su thé doan sau
day:

axit amin tht 5 A dugc thay thé bang T; va

axit amin tht 14 A duoc thay thé béng S;

FR-H3 duoc chon tir trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 23 va trinh

tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 23 nhung c6 mot hodc nhiéu sy thé doan sau
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axit amin thr 12 N duoc thay thé bé‘mg T;

axit amin tht 14 Y duogc thay thé b:?lng H; va

axit amin thtt 18 N dugc thay thé bang S; va

FR H4 c6 trinh tu axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 24.

6. Phan tir axit nucleic dd phén tach duge chon tu:

A) ADN hodc ARN, mai héa khang thé hodc doan chtrc nang cua no theo diém
1;va

B) axit nucleic bd trg cho axit nucleic nhu duoc xdc dinh & A).
7. Ché pham chtra khang thé hoiic doan chirc nang cta no theo diém 1.

8. Ché pham theo diém 7, trong d6 khang thé hodc doan chirc nang ctiia n6 dugc lién
Kt v6i it nhit mot tic nhan chin don va/hogc tac nhan diéu trj dé tao thanh the lién

hop mién dich.

9. Ché phim theo diém 8, trong d6 it nhat mdt tic nhan chén doan dugc chon tir nhom
bao gdm chét ddng vi phong xa, chit twong phan phéng xa, ion thuan tir, kim loai, chat
danh ddu huynh quang, chAt déanh déu phat quang hoa hoc, tdc nhén tuong phan siéu

am, va chat cam quang.

10. Ché phém theo diém 8, trong do it nhat mot tdc nhan diéu tri dugc chon tir nhém
bao gdm khang thé tran, chit gay doc t& bao, dugc chat, chit ddng vi phong xa,
nguyén tr bo, chét didu bién midn dich, chit chéng su chét té bao theo chuong trinh,

thudc diéu tri cdm quang, thé lién hop mién dich va oligonucleotit.

11. Thudc diéu tri mot hodc nhiéu khéi u, chtra khang thé hodc doan chirc niang cia né
theo diém 1, va chét mang duoc dung;

trong d6 mot hodc nhiéu khéi u dugc chon tir nhom g61n cd bénh bach ciu, u
lympho, u tuy, u ndo, caxinom té bao vay vung dAu va cd, bénh ung thu phoi khong
phai t& bao nho, caxinom miii hong, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu da day,
bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu gan, bénh ung thu két
trang, bénh ung thu v, bénh ung thu buéng trimg, bénh ung thu ¢b tr cung, bénh ung
thu ndi mac t cung, bénh sacom tit cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu

bang quang, caxinom te bao than, va u melanin.
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12. Khang thé hoic doan chuc nang cta no theo diém 1, trong d6 khang thé nay 1a

khang thé nhan hoa.

13. Khang thé hodc doan chuc nang cia né theo diém 1, trong d6 khéng thé nay la

khang thé thé kham.

14, Khang thé hodc doan chirc ning cta n6 theo diém 1, trong d6 khang thé nay la

khang thé dic hiéu kép.

15. Khang thé hodc doan chtrc ning cta né theo diém 1, trong d6 cac trinh ty axit amin
ctia ving bién dbi chudi nhe va viing bién d6i chudi nang lan luot dugce néu trong SEQ

ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16.

16. Khang thé hodc doan chirc ning clia n6 theo diém 5, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 25 va trinh tw ving bién doi chudi nang bao gdbm SEQ ID
NO: 37.

17. Khang thé hodc doan chirc ndng ciia né theo diém 5, trong d6 ving bién d6i chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 25 va trinh tur ving bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 38.

18. Khang thé hodc doan chtrc ning cia né theo diém 5, trong d6 vang bién d6i chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 29 va trinh tw ving bién di chudi nang bao gbm SEQ ID
NO: 38.

19. Khang thé hodc doan chirc ning ciia n6 theo diém 5, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 30 va trinh ty ving bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 38.

20. Khéng thé hodc doan chtrc ning cua né theo diém 5, trong d6 ving bién d6i chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 31 va trinh tu ving bién d6i chudi ning bao gom SEQ ID
NO: 38.

21. Khang thé hodc doan chirc ndng ctia n6 theo diém 5, trong d6 vung bién dbi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 26 va trinh ty ving bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 38.

22. Khang thé hodc doan chirc ndng ctia n6 theo diém 3, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 28 va trinh tu ving bién dbi chudi ngng bao gdm SEQ ID
NO: 40.
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23. Khang thé hodc doan chirc ning ctia nd theo diém 5, trong d6 vung bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 25 va trinh ty ving bién ddi chudi ning bao gém SEQ ID
NO: 40.

24. Khang thé hodc doan chirc nang ctia né theo diém 5, trong d6 vung bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 29 va trinh ty ving bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 40.
25. Khang thé hodc doan chirc nang clia nd theo diém 5, trong d6 vung bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 30 va trinh ty ving bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID
NO: 40.

26. Khang thé hodc doan chirc nang clia n6 theo diém 3, trong d6 vang bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 31 va trinh ty ving bién d6i chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 40.

27. Khang thé hodc doan chirc ning ctia n6 theo diém 5, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 28 va trinh tu ving bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID
NO: 38.

28. Khang thé hodc doan chirc nang cta né theo diém 5, trong d6 vang bién ddi chudi
nhe bao gém SEQ ID NO: 27 va trinh ty ving bién d6i chudi ning bao gém SEQ ID
NO: 39.

29. Khang thé hodc doan chtrc ndng ciia no theo diém 3, trong d6 vung bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 32 va trinh ty ving bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID
NO: 39.

30. Khang thé hodc doan chirc ning ctia nd theo diém 5, trong d6 vung bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 33 va trinh ty ving bién ddi chudi nidng bao gdm SEQ ID
NO: 39.
31. Khang thé hodc doan chirc nang ctia n6 theo diém 5, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 34 va trinh ty ving bién d6i chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 39.
32. Khang thé hodc doan chtrc nang ctia nd theo diém 5, trong d6 vang bién d6i chudi
nhe bao g@)m SEQ ID NO: 35 va trinh tuy ving bién d6i chudi ning bao gém SEQ ID
NO: 41.
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33. Khang thé hodc doan chirc nang ctia nd theo diém 5, trong d6 ving bién dbi chudi
nhe bao gdm SEQ ID NO: 36 va trinh tw ving bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID
NO: 42.

34, Khang thé ndy hodc doan chirc nang cla né theo diém 5, trong d6 khang thé nay
hodc doan chtrc nang ctia nd bao gdm ving héng dinh chudi nhe gbébm SEQ ID NO: 15
va ving hing dinh chudi nang gdm SEQ ID NO: 16.
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1

<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 10

Asp Ile val

1

Asp Ser val

Leu His Trp
35

Arg Phe Ala
50

tao

Asp

tao

Phe

tao

Gly

tao

TYr

tao

Leu

Ser

20

Tyr

sSer
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Asn Trp Pro Leu Thr

5

5

Ser Ser Tyr Gly Met Ser
10

Gly Gly Arg Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Met Lys
5 10 15

Thr Met
5

Thr Gln

Leu Ser

GIn Gln

Gln Ser

Asp

Ser

cys

Arg

Ile
55

TYyr

Pro

Arg

ser

40

ser

Ala Thr Leu
10

Ala Asn Gln
25

His Glu Ser

Gly Ile Pro
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Sser val Thr

Ser Ile Ser
30

Pro Arg Leu
45

Ser Arg Phe
60

Pro Gly
15
Asn Asn

Leu Ile

ser Gly



Ser Gly Ser

65

Glu

Thr

Asp Phe

Phe Gly

<210> 11
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhan

<400> 11

Asp

1

Asp

Leu

Arg

ser

65

Thr

Ile val

Ser val

His Trp

35

Phe Ala
50
Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

<210> 12

<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan

<400> 12

Asp

1

AsSp

Leu

Arg

Ser
65

Ile val
Ser val
His Trp
35
Phe Ala

50

Gly Ser

Gly

Gly

Ala
100

tao

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
100

tao

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Thr
Met

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Met

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Asp
70

TYyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp
70

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

cys

Arg

Ile

55

Phe

Thr

cys

Leu

Pro

Arg

ser

40

Ser

Thr

cys

Leu

Pro

Arg

ser

40

Ser

Thr
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Leu Ser

Gln Gln
90

Ala Thr
10

Ala GlIn
25

His Glu

Gly Ile

Leu Ser

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala Ser
25
His Glu

Gly Ile

Leu Ser
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75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile
75

Ile Asn Ser val Glu Thr
80

Asp Asnh Trp Pro Leu
95

ser

Ser

Pro

ser

60

Asn

Asp

Ser

Ser

Pro

ser

60

Asn

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

val

Ile

Arg

45

Arg

ser

Thr Pro
15

Ser Asn
30

Leu Leu

Phe Ser

val Glu

Trp Pro
95

Thr Pro
15

Ser Asn

30

Leu Leu

Phe Ser

val Glu

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr
80



Glu Asp Phe
Thr phe Gly

<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 13

Asp Ile val
1
Asp Ser val

Leu His Trp
35

Arg Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr phe Gly

<210> 14
<211> 117
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 14
Glu val Gln
1

Ser Leu Lys
Gly Met Ser
35
Ala Ser Ile
50

Lys Gly Arg
65

Gly

Ala
100

tao

Leu

ser

20

TYyr

Ser

Gly

Gly

Ala
100

tao

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Met
85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Met

85

Gly

Gln

Ser

val

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

cys

Arg

Gly

Ile
70

Phe

LyS

Ser
Cys
Arg
Ile
55

Phe

Phe

Lys

Ser
Ala
GIn
Gly

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Arg

ser

40

ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Thr

40

Arg

Arg
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Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala Asn
25

His Glu

Gly Ile

Leu Ser

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Gly Gly
10

Ser Gly
25
Pro Glu

Tyr Thr

Asp Asn

-52-

Ser Asp Ash Trp Pro Leu
95

Lys

Leu

Gln

ser

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Asn

Asp

val

Thr

Arg

Tyr

Lys

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Thr

Ser

30

Leu

Phe

val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Asn

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

15

ser

Trp

Ser

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

Leu

Gly

TYyr

val

Met

His
80



Leu Gln Met

val Tyr Glu
val Thr val
115
<210> 15
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 15

Arg Thr val
1

Gln Leu Lys

Tyr Pro Arg
35

Ser Gly Asn
50

Thr Tyr Ser
65

Lys His Lys

pro val Thr
<210> 16
<211> 327
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 16

Ala Ser Thr
1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu
35

Gly val His
50

Leu Ser Ser
65

Ser

Tyr

100

Ser

tao

Ala

Ser

20

Glu

ser

Leu

val

Lys
100

tao

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Ser
85
Phe

ser

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Gly

Ser

val

Phe

val
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Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
90 95

Tyr Thr Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser
105 110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

val

ser

55

Thr

cys

Asn

Ser

Ala

val

Ala

55

val

val

ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Ala

ser

40

val

Pro

Phe Ile
10

val val
25

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu

val Thr

90

Gly Glu

Phe Pro
10

Leu Gly
25
Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser
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Phe

cys

val

Gln

Ser

75

His

cys

Leu

cys

Ser

Ser

Ser
75

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Ala

Leu

Gly

ser

60

Leu

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

cys

Lys

Leu

Leu

Thr

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

ser
95

ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

ser

Glu

80

Ser

Arg

Tyr

Ser

ser

Thr
80



Tyr

Arg

Glu

Asp

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Thr

Arg

305

Leu

Thr

val

Phe

Thr

130

val

val

Ser

Leu

ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

ser

ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

cys

Glu

Leu

115

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

195

ser

Gln

val

val

Pro

275

Thr

val

Leu

17
23
PRT

Nhan

17

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

val

Met

Ser

tao

val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

TYyr

Leu

245

Trp

val

Asp

His

Leu
325

Asp

Tyr

Pro

Ser

150

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

His

Gly

ser

Ala

val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Lys

Pro

val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

ITe

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu
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Pro ser
90

Pro Cys

105

Phe Leu

Pro Glu

val Gln

Thr Lys

val Leu

185

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

val Lys

250

Gly GlIn

Asp Gly

Trp GlIn

His Asnh

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Pro

ser

Glu

His
315

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

val

ser

Phe

Glu

Phe

LysS

cys

Pro

125

cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

val

Pro

110

Lys

val

TYyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

val

Gln

Asp
95

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

Phe

Lys

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

ser
320



Asp val val
1

Glu Arg Ala
<210> 18
<211> 15
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 18

{rp Tyr Gln

<210> 19
<211> 32
<212> PRT

<213> Nhén
<400> 19

Gly Ile Pro
1

Leu Thr Ile

<210> 20
<211> 10
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 20

Phe Gly Gly
1

<210> 21
<211> 25
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 21

Glu val Asn
1

Ser Leu Arg

<210> 22
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 22

Trp val Arg
1

Leu

Thr
20

GlIn

tao

Ala

ser
20

tao

tao

Leu

Leu
20

tao

Gln

Thr

Leu

Lys

Arg
5

Ser

val

ser

Ala

Gln

Ser

Pro

Phe

Leu

Lys

Glu

cys

Pro
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Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10

cys

Gly

Ser

Glu

val

Ser

Ala

Gly

GIn

Gly

Pro

Glu

Gly

Ala

Lys

15

Ala Pro Arg Leu Leu Ile Arg
10 15

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Glu Asp Phe Ala val Tyr Phe Cys
25 30

Ile Lys

Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

ser
25

Gly Leu Glu Trp val Ala
10
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Arg Phe
1
Met Asn

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

Trp Gly
1

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

Asp Ile
1

Glu Arg
Leu His

Arg Phe
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

<210>
<211>
<212>

<213>
<400>

Asp Ile
1

23
32
PRT

Nhan
23

Thr

Ser

24
11
PRT
Nhan
24

GIn

25
107
PRT
Nhan
25

val

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

26
107
PRT

Nhan
26

val

tao

Ile

Leu
20

tao

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Ser

Arg

Thr

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Arg

Ala

Leu

Gln

sSer

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Asp

Glu

val

ser

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

AsSn

Asp

Thr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Pro
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ser

Thr
25

val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Lys
10

Ala

ser
10

Thr

10

Asn

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Thr
10
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Asn

val

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

ser

Lys

Leu

Asn Leu Tyr Leu
1

Gln

Tyr Tyr Cys val Tyr
30

Ser Leu Ser Pro
15

Ser Ile Ser Asn
30

Pro Arg Leu Leu
45

Ala Arg Phe Ser
60

Ser Ser Leu Glu

Asp Ash Trp Pro
95

Ser Leu Ser Pro
15

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly



Glu Arg
Leu His

Arg Phe
50

ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

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

Asp val
1

Glu Arg
Leu His

Arg Phe
50

ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

<210>
<211>
<212>

<213>
<400>

Glu val
1

Ala

Trp
35

Ala

ser

Phe

Gly

27
107
PRT
Nhan
27

val

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

28
107
PRT

Nhan
28

val

Thr

20

TYyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

TYyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Leu

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Ser

GlIn

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

ser

Gln

ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Lys

ser

cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Arg

Pro

40

Ser

Thr

cys

val

Pro

Arg

Pro

40

ser

Thr

Cys

val

Pro
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Ala

25

Gly

Gly

Leu

GlIn

Glu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GIn

Glu
105

Ala

Asn

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Asn

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Thr
10
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Gln Ser Ile

Ala Pro Arg
45

Pro Ala Arg
60

ITe Ser Ser
75

Ser Asp Asn

Lys

Leu Ser Leu

Gln Ser 1Ile

Ala Pro Arg
45

Pro Ala Arg
60

Ile Ser Ser
75

Ser Asp Asn

Lys

ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Pro

15

Asn

Leu

ser

Glu

Pro
95

Asn

Gly
Pro

80

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Leu Ser Leu Ser Pro Gly

15



Glu Arg Ala

Leu His Trp
35

Arg Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
<210> 29
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 29

Asp Ile val
1
Glu Arg Ala

Leu His Trp
35

Arg Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
<210> 30
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 30

Asp Ile val
1

Glu Arg Ala

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr
20

Leu

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Thr
val

85

Gly

Thr

Leu

ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

ser

ASp

70

TYyr

Thr

Ser

cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

ser

cys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

cys

val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

cys

val

Pro

Arg
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Ala Asn

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala GIn
25

Gly GlIn

Gly Ile

Leu Thr

GIn Gln
90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala Ser
25
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GlIn

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Ser Ile Ser
30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Asp Asn Trp

Ser Leu Ser

Ser Ile Ser
30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Asp Asn Trp

Asn

Leu

sSer

Glu

Pro
95

Pro

15

Asn

Leu

ser

Glu

Pro
95

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Asn

Gly

Pro
80

Leu

Ser Leu Ser Pro Gly
15

Gln Ser Ile Ser Asn Asn
30



Leu His

Arg Phe
50

Sser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

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

Asp Ile
1

Glu Arg
Leu His

Arg Phe
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

<210>
<211>
<212>

<213>
<400>

Asp val
1

Glu Arg

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

31
107
PRT
Nhan
31

val

Ala

Trp

35

Ala

ser

Phe

Gly

32
107
PRT

Nhan
32

val

Ala

TYyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr
20

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

GIn

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Ser

Asp

70

TYyr

Thr

Gln

Ser

Gln

ser

Asp

70

TYyr

Thr

Gln

Ser

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

sSer

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

cys

Pro

40

ser

Thr

Cys

val

Pro

Arg

Pro

40

ser

Thr

cys

val

Pro

Arg
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Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ala
25

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Thr
10

Asn

Gln

Thr

Gln
90

Thr
10

Gln
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Ala Pro Arg
45

Pro Ala Arg
60

Ile Ser Ser
75

Ser Asp Asn

Lys

Leu Ser Leu

Gln Ala Ile

Ala Pro Arg
45

Pro Ala Arg
60

ITle Ser Ser
75

Ser Asp Asnh

Lys

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

Glu

Pro
95

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Leu Ser Leu Ser Pro Gly
15

GIn Ser Ile Ser Asn Asn
30



Leu His Trp
35

Arg Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 33
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 33

Asp val val
1

Glu Arg Ala

Leu His Trp

35

Phe Ala

50

Arg

ser ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

34

107
PRT
Nhan
<400> 34

Asp val val
1

Glu Arg Ala

Leu His Trp
35

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

TYyr

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

GlIn

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

cys

Lys

Pro

40

ser

Thr

Cys

val

Pro

Arg

Pro

40

ser

Thr

Cys

val

Pro

Arg

Pro
40
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Gly GlIn

Gly Ile

Leu Thr

Gln
90

Glu
105

Thr
10

Ala

Ala
25

ser
Gly Gln
Gly
Thr

Leu

Gln
90

Gln

Glu Ile

105

Thr
10

Ala

Ala
25

Asn

Gly Gln
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Ala Pro

Ala
60

Pro

Ile
75

Ser
Ser

Asp

Lys

Leu Ser

Gln Ser
Ala

Pro

Ala
60

Pro

Ile
75

Ser
ser

Asp

Lys

Leu Ser

Gln Ala

Ala Pro

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Leu

Ile

Arg
45

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Glu Pro

80

Leu

Pro
95

Trp Leu

Pro
15

Ser Gly

Ser Asn Asn

30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Glu Pro

80

Leu

Pro Leu

95

Trp

Ser Pro Gly

15

Ser Asn Asn
30

Leu Leu Ile



Arg Phe Ala

50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 35
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 35
Asp val val
1
Glu Arg val

Leu His Trp
35

Arg Phe Ala

50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 36
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 36
Asp val val
1

Glu Arg val

Leu His Trp
35

Ser

Gly

Ala

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

tao

Leu

Thr

20

TYyr

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

ser

ASp

70

Tyr

Thr

Gln

ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Lys

Ser

Thr

cys

val

Pro

Arg

Pro

40

ser

Thr

cys

Leu

Pro

Arg

Ser
40
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Gly Ile

Leu Thr

GIn GlIn
90

Glu ITe
105

Ala Thr
10

Ala Asn
25

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

GIn Gln
90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala Asn
25

His Gln
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Pro

Ile

75

ser

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

ser

Lys

Leu

GlIn

Ser

Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Glu Pro
80

Asp Asn Trp Pro Leu
9

Sser val Ser Pro Gly
15

Ser Ile Ser Asn Asn
30

Pro Arg Leu Leu Ile
45

Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser val Glu Pro
80

Asp Ash Trp Pro Leu
95

ser val Ser Pro Gly
15

Ser Ile Ser Asn Asn
30

Pro Arg Leu Leu Ile
45



Arg Phe Ala

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
<210> 37
<211> 117
<212> PRT
<213> Nhan
<400> 37

Glu val Asn
1

Ser Leu Arg

Met Ser

35

Gly

Ser Ile

50

Ser

Lys Gly Arg

Leu GIn Met

val Tyr Glu

val
115

val Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

38
117
PRT

Nhan
<400> 38

Glu val Asn
1

Ser Leu Arg

Gly Met Ser
35

Ser

Gly

Gly

Gly

tao

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

tao

Leu

Leu

20

Trp

Ile
55

Gln Ser

Thr Asp Phe

70

val Phe

85

Tyr

Gly Thr Lys

val Ser

Ser Cys Ala

val Arg Gln

Gly Gly Gly

55

Ile
70

Thr Ser

Ser Leu

85

Arg

Phe Tyr Thr

ser

val Glu Ser
5

Ser Cys Ala

val Arg Gln

ser

Thr

cys

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Met

Ala
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Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

ser

25

Pro

Tyr

ASp

Glu

Gly

Ser
25

ITe Pro

60

Ile
75

Thr

Gln
90

Ser

Ile Lys

Gly val

10

Leu

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Thr Tyr Tyr

60

Ser
75

Ash Lys

Asp Thr Ala

90

Tyr Trp Gly

Gly Leu val
10

Gly pPhe Thr

Ala Pro Gly Lys Gly

40
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Ala Arg Phe Ser

Ser Ser val

Asp Ash Trp

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

GlIn

Gln

Phe

Leu
45

Gly

Thr
80

Glu

Pro Leu

95

Pro Gly Gly

15

Ser Ser

30

Tyr

Glu Trp val

Asp Ser Met

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr

95

cys

Gly Thr Leu

Pro Gly Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp val



Ala

Lys

65

Leu

val

val

Ser

50

Gly

Gln

TYyr

Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

39
117
PRT

Nhan

39

Glu val Asn

1

Ser

Gly

Ala

val

val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Tyr

Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

val
115

40
117
PRT
Nhan

40

Glu val Asn

1

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

ser

tao

lLeu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

ser

tao

Leu

Gly Gly Gly
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Phe Tyr Thr

Ser

val Glu Ser

Ser Cys Ala

val Arg Gln

Gly Gly Gly
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Phe Tyr Thr

ser

5

Arg

Arg

Ala

Met

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Met
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Tyr Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asp Tyr
105

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly
Tyr Thr
Asp Asn
Glu Asp

90

Asp Tyr
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Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

TYyr

ser

75

Thr

Trp

Tyr
60
Lys

Ala

Gly

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Pro

Asn

val

GlIn

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Gln

Asp

Asn

Tyr

Gly

Pro

ser

30

Glu

Asp

Asn

Tyr

Gly
110

Ser Met

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Leu

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp val

Ser Met

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Leu

val Glu Ser Gly Gly §1y Leu val Gln Pro §1y Gly
0 5



Ser Leu

Gly Met

Ala Ser
50

Lys Gly

Leu GIn

val Tyr

val Thr

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

Glu val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Ser

50

Lys Gly

Leu Gln

val Tyr

val Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

41
117
PRT
Nhan
41

Asn

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

42
117
PRT

Nhan

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

ser

tao

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

TYyr

100

ser

tao

ser Cys

val Arg

Gly Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Phe Tyr

Ser

val Glu

ser Cys

val Arg

Gly Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Phe Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Met

Gly

Ala

Thr

40

Arg

Arg

Ala

Met
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ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

105

Gly

ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Asp

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr
60

Ser Lys
75

Thr Ala

Trp Gly

Leu Vval

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

ser Lys
75

Thr Ala

Trp Gly

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Gln

ser

30

Glu

Asp

Thr

TYyr

Gly

Pro

ser

30

Glu

Asp

Asn

Tyr

Gly

ser

Trp

ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

ser

Leu

Tyr

95

Thr

Tyr

val

Met

Tyr

Cys

Leu

Gly

Tyr

val

Met

Tyr

cys

Leu



<400> 42

Glu
1
Ser

Gly

Ala

val

val

val Asn

Leu Arg

Met Ser

35

Ser Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Tyr Glu

Thr val
115

<210> 43
<211> 96
<212> PRT

<213> Nhan

<400> 43

Glu
1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ile val
Arg Ala
Ala Trp

35
Asp Ala
50

Gly ser

Asp Phe

<210> 44
<211> 99
<212> PRT

<213> Nhan

<220>

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

ser

Tyr

Ser

tao

Leu

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

tao

val

5

Ser

val

Gly

Thr

ser

85

Phe

Ser

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

val
85

Glu

cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Ser

Ala

GlIn

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ser

cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ala

Thr

40

Arg

Arg

Ala

Met

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys
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Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Tyr Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

Asp Tyr

Ala Thr
10

Ala Ser
25

Gly GlIn
Gly Ile

Leu Thr

GIn Gln
90
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Leu val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala

Trp Gly

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Pro Ala
60

ITe Ser
75

Arg Ser

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Gln

Leu

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Asn

Tyr

Gly
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

15

Ser

Leu

ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

val

Met

His

80

cys

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



<221>
<222>
<223>

<400> 44
Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Ala Ile
50
Lys Gly Arg

Leu GIn Met

Ala Lys Xaa

<210> 45
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhén
<400> 45
Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

Leu His Trp
35

Tyr Phe Ala

50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 46
<211> 117
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

tao

Leu

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gly

dic diém khac
(99)..099)
Xaa co thé 1a axit amin ty nhién

val

5

Ser

val

Gly

Thr

Ser
85

Thr

Leu

GlIn

Gln

Thr

val

85

Gly

Glu

Cys

Arg

sSer

Ile

70

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

cys

Lys

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Arg

Pro

40

ser

Thr

cys

val
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Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

ser Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Ala Thr
10

Ala Asn
25

Gly GIn

Gly Ile

Leu Thr

Gln GlIn

90

Glu Ile
105

-66-

bat

Leu

Phe

Lys

Tyr

ser

75

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

ser

Lys

ky

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Gly

15

ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu



<213>

<400>

Nhan

46

Glu val Gln

1

ser

Gly

Ser

Leu

Ala

val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

tao

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

Asn

TYyr

100

Ser

val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Glu

cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

ser

Ala

Gln

Gly

55

ser

Arg

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Met
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Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr
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Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Gln

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

15

ser

Trp

ser

Leu

Tyr

Thr

Gly

Tyr

val

Met

TYyr

80

cys

Leu





