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(54) KHANG THE B7-H3, MANH GAN KET KHANG NGUYEN CUA NO VA DUQC
PHAM CHUA KHANG THE B7-H3, MANH GAN KET KHANG NGUYEN CUA
NO
(57) Séang ché de xuat khang thé B7-H3, manh gan két khang nguyén cua no va viéc sur
dung no trong y té. Hon nira, sang ché mo ta dugc pham chira khang thé B7-H3 hodc manh
gan két khang nguyén cua no, va viéc st dung ching lam dugc pham Cu thé hon, sang ché
dé cap dén viéc str dung khang thé B7-H3 ngudi hodc manh gin két khang nguyén ciia nd
dé san xut duoc pham dé diéu tri cac bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén B7-H3.
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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé B7-H3 hoic méanh gan két khang nguyén ciia né,
sang ché dé cap tiép dén khang thé nguoi chita ving CDR ctia khéng thé B7-H3, sang
ché cling @& cap dén dugc pham chira khang thé B7-H3 hodc ménh gan két khéang
nguyén cua no, va viéc str dung né lam tac nhin chin doan va tic nhan diéu tri cac bénh

lién quan dén B7-H3.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Dép ing mién dich qua trung gian té bao T déng vai trd cuc ky quan trong trong
qué trinh chdng khéi u cta sinh vat, tuy nhién su hoat héa va su tang sinh cac té bao T
can khéng chi tin hiéu khang nguyén dwgc nhan ra boi thu thé té bao T (TCR), ma con
can tin hiéu thir hai dugc cung cép béi cac phan ttr ddng kich thich. Cac phén tr cua ho
B7 thudc siéu ho globulin mién dich phan tir ddng kich thich. Ngay cang nhiéu céc
nghién ctru d4 cho thiy rang cac phan tir cia ho nay déng vai tro diéu hoa quan trong

d6i véi chirc ning mién dich binh thudng va tinh trang bénh hoc trong sinh vit nay.

B7-H3 la thanh vién cta ho B7 va thudc loai protein xuyén mang typ I, ma chira
peptit tin hiéu & dau tan ciing amino, viing bién dbi (variable region-IgV) va ving hing
dinh (constant region-IgC) gidng globulin mién dich ngoai bao, ving xuyén mang, va
vung dudi bao twong c6 45 axit amin (Tissue Antigens. 2007 Aug; 70(2): 96-104). Hién
nay, B7-H3 c6 hai loai bién thé ghép ndi, B7-H3a va B7-H3b. Vung ngoai bao ctia B7-
H3a bao gdm hai khu vuc globlulin min dich 1a IgV-IgC (ciing dugc biét 1a 2IgB7-H3),
trong khi ving ngoai bao ctia B7-H3b bao gdm bdn khu vuc globulin mién dich 1a IgV-
IgC-IgV-IgC (ciing dugc biét 1a 4IgB7-H3).

Protein B7-H3 khong dugc biéu hién hodc bi€u hién kém trong cac mo va céc té
bao binh thudng, nhung bi€u hién cao trong nhiéu mé khdi u khac nhau va duoc twong
quan chat ché véi su tién trién khoi u, su tién lugng va kha ning song ctia ngudi bénh.

Da duoc thong bao 14m sang rang B7-H3 dugc biéu hién qua mtrc trong nhiéu loai bénh
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ung thu, dic biét 1a trong ung thur phdi té bao khong nho, ung thu thin, ung thu
biéu mb duong niéu, ung thu rudt két-thing, ung thu tuyén tién liét, u nguyén
bao dém thin kinh dém da dang, ung thu budng trimg va ung thu tuyén tuy (Lung
Cancer. 2009 Nov; 66(2): 245-249; Clin Cancer Res. 2008 Aug 15; 14(16): 5150-
5157). Ngoai ra, cling dd dugc thong béo trong tai liéu nay ring trong ung thu
tuyén tién liét, mirc biéu hién cia B7-H3 ¢ tuong quan duong tinh véi tinh ac
tinh bénh ly 14m sang (nhu thé tich khéi u, sy x4m l4n vung ngoai tién liét tuyén
hodc diém sé Gleason), va ciing lién quan dén tién trién bénh ung thu (Cancer
Res. 2007 Aug 15; 67(16):7893-7900). Tuwong tur, trong u nguyén bao dém thin
kinh dém da dang, su biéu hién ctia B7-H3 ¢6 lién quan nghich chiéu véi ty 1€
sdng khong bénh, va trong ung thu tuy, sw biéu hién ctia B7-H3 ¢6 lién quan véi
su di can hach bach huyét va su tién trién bénh. Do d6, B7-H3 duoc xem la diu

chuan xac dinh khoi u méi va dich chita tri tiém nang.

Hién nay, cé céc chién lugc didu tri ddc hiéu vadi dich B7-H3 cho céc
nghién ciru tién 14m sang, vi duy, cic khang thé c6 dich 1a B7-H3 chudt sé tdng
cudng cac té bao T dwong tinh-CD8 tham nhifm trong khdi u va we ché sy ting
truéng khdi u (Mod Pathol. 2010 Aug; 23(8): 1104-1112). Hon nita, sang ché s6
WO 2008/066691 chi ra rang cac khang thé nhan dién bién thé B7-H3 B7-H3a
tic ché hiéu qua chdng khéi u in vivo trén ung thu tuyén. Trong céc nghién ciru
lam sang, ADC ctia khéng thé B7-H3 chudt duge ndi véi I'3! ¢6 hoat tinh phong
xa trc ché dang ké su tang truéng cta u nguyén bao thin kinh & ngudi bénh (J
Neufooocol 97(3):409-18 (2010)). Tuy nhién, cic khang thé B7H3 hién nay dang
nghién ctru 12 céc khang thé dugc 1am phi hop véi ngudi ma da duge cai bién
bang k¥ thuat di truyén bang cach 1am bién dbi cac khang thé chudt dé phu hop
v6i nguoi. Tuy nhién, cac khing thé dugc lam phit hop v6i ngudi sau khi gay
mién dich c6 tinh sinh mién dich cao hon so véi cic khang thé ngudi hoan chinh
ma khong chira cac thanh phan khang thé chudt bit ky. N6 1a yéu t6 bét loi trong

g dung cho nguoi.

K§ thuat biéu hién thuc khuin thé d& cap dén su dung hop cta protein

hodc polypeptit ngoai sinh véi protein v6 ngoai ctia thuc khuén thé, dé biéu hién
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protein ngoai sinh trén bé mit cta thuc khuin thé nay. Thu vién khang thé thuc khuén
thé 1 thur vién khang thé dugc thiét 1ap bing cach két hop k§ thuat biéu hién thyc khuin
thé, k¥ thuat khuéch dai PCR va k¥ thuét biéu hién protein.

Loi ich 16n nhét ctia thu vién khang thé thuc khuén thé 13 dé didu ché khang thé
ngudi hoan chinh bing cich bit chudc ba qua trinh san xuét khang thé in vivo khong
cAn gy mién dich in vivo. Ngoai ra, thu vién khang thé thuc khuin thé c6 c4c hiru ich
sau: 1) Pat dugc su thong nhit ciia genotip va phenotip; ngoai ra, phuong phéap thi
nghiém 13 don gidn va nhanh, trong khi phuong phép san xuit khang thé truyén théng
bang cong nghé té bao lai mét vai thang; nhung nguoc lai cong nghé thu vién khang thé
chi mét rat it tudn. 2) San phdm dugc bidu hién 12 khang thé ngudi hoan chinh, va trong
lugng phan tr cda né 1a nhd, khang thé nay duogc biéu hién chu yéu & dang céac doan
hoat tinh Fab va scFv; va khi so sanh véi khang thé hoan chinh, n6 ¢6 su hitu ich hién
nhién & kha ning thdm qua md. 3) Dung lugng sang loc 13 16n: cong nghé té bao lai
duoc sir dung dé sang loc trong sé hang ngan dong té bao v6 tinh, nhung cong nghé thu
vién khang thé ¢6 thé duogc str dung dé chon loc tir hang triéu hogic hang ngan triéu phan
tir; do ¢6 nhiéu loai khang thé hon s& thu dugc. 4) Ung dung rong rii: st dung hé théng
biéu hién clia sinh vat chwa c6 nhan dién hinh tao ra nhiéu hiru ich r& rang hon trong
viéc san xuidt quy md Ién (Curr Opin Biotechnol. 2002 Dec;13(6):598-602;
Immunotechnology, 2013, 48(13) 48(13): 63-73).

Hién nay, cac sang ché nhu WO02008100934, WO02010096734,
WO02012147713, WO2015181267, W02016044383 v.v... dd thong bao vé cac khang
thé B7-H3, tuy nhién hau hét trong s6 chung 1 khang thé chudt hodc cic khang thé
dwoc 1am phit hop véi ngudi; va hau hét trong sd ching vén 13 trong giai doan thir
nghiém lam sang I va giai doan phat hién, trong nudc hodc ¢ nude ngoai, khong mot
dugc chét khang thé c6 dich 1a B7-H3 nao 14 sin c6 trén thi trudong; vi vAy cAn thiét phat
trién thém nita khang thé nguoi hoan chinh B7-H3 c6 hoat tinh cao hon, ai luc cao va

d6 6n dinh cao dé diéu tri cac bénh va ung dung lién quan.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Mot muc dich clia sang ché 1 cung cép khang thé don dong hodc manh gin két

khang nguyén cua né lién két véi (céc) trinh tu axit amin hodc cau tric ba chiéu cia
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ving ngoai bao ctia B7-H3. Hon nita, muc tiéu khac ciia sing ché 13 sang loc va
thu dugc céc khang thé ngudi hoan chinh khang lai B7-H3 ngudi ¢6 d6 én dinh
cao va hoat tinh manh ma canh tranh véi khang thé don dong hodc cdc manh

khang thé ctia né.

Hon nita, séng ché d& xuét ADN ma héa khang thé nay, vecto chira ADN
nay, thé bién nap thu dugc nho su bién nap vecto nay, phuong phép san xuit
khang thé hoic manh khang thé cta né sir dung thé bién nap nay, va tac nhan
chan doan hoic tac nhén diéu tri trong d6 khang thé nay hodc manh khéng thé

ctua n6 dugc st dung lam hoat chat.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khang thé B7-H3 ho#ic méanh gin
két khang nguyén cia né lién két véi B7-H3 ngudi, trong d6 khang thé B7-H3
hodc manh gan két khang nguyén ctia né dugc chon tir mot bét ky trong sb khang
thé don dong hoic manh gin két khang nguyén clia n6 co cac dic sau tir (i) dén
(ii):

(i) khang thé don dong hodc méanh gin két khang nguyén cda nod, chira
mot hodic nhiéu trinh tu vung CDR dugc chon tir cdc trinh tu sau hodc dugc chon

tir cac trinh tu axit amin c6 it nhit 95% trinh tu giéng v0i trinh tu sau:

trinh ty HCDR vung bién dbi chudi nang cua khang thé nhu dugc thé hién
trong trinh tu SEQ ID NO: 10, 11 va 12; va trinh ty axit amin LCDR viing bién
ddi chudi nhe ctia khang thé nhw dugc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO: 13,
14 va 15;

(ii) khéng thé don dong hoic manh gin két khang nguyén cta né, chira

mot hodic nhidu trinh tu vung CDR dugc chon tir céc trinh tu sau hodc dugc chon

trinh ty HCDR viing bién dbi chudi ning ctia khang thé nhw dugc thé hién
trong trinh tu SEQ ID NO: 16, 17 va 18; va trinh ty LCDR vung bién dbi chubi
nhe ctia khang thé nhu dwogc thé hién trong trinh tr SEQ ID NO: 19, 20 va 21.

Trong phuong 4n uu tién, khang thé B7-H3 hodc manh gin két khang

nguyén clia n6 theo sang ché duoc dé xuit, trong d6 khang thé don dong nay 1a
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khang thé t4i t6 hop.

Trong phwong 4n uu tién, khang thé B7-H3 hodc manh gin két khang nguyén
clia n6 theo sang ché duoc @& xuit, trong d6 khang thé don dong nay 13 khang thé t4i tb

hop cua nguodi hodec manh gan két khang nguyén cua no.

Trong phwong 4n uu tién, khdng thé B7-H3 hodc manh gin két khang nguyén
ctia n6 theo sang ché dugc dé xut, trong d6 cac trinh tr khung (framework-FR) cta céc
ving bién ddi chudi niang va chudi nhe cta khang thé tai tb hop ciia ngudi dugc bt
ngudn twong tng tr chudi ning va chudi nhe dong mim cta ngudi, hodc trinh ty dot
bién clia no.

Trong phuong 4n wu tién, khang thé B7-H3 hoic méanh gin két khang nguyén
ctia n6 theo sang ché dugc dé xuét, trong d6 khang thé tai td hop ctia ngudi chira ving
bién dbi chubi niang nhu dugc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO: 6 hodc 8 hodc bién
thé clia n6; trong d6 bién thé nay co tir 1-10 su thay thé axit amin trong trinh ty ving

bién ddi chudi nang nhu dugc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO: 6 hoic 8.

Trong phuong 4n wu tién, khang thé B7-H3 hoic méanh gin két khang nguyén
ctia n6 theo sang ché duoc dé xuét, trong d6 khang thé tai td hop ctia ngudi chira ving
bién dbi chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh ty SEQ ID NO: 7 hodc 9 hodc bién thé
clia no; trong d6 bién thé nay c6 tir 1-10 su thay thé axit amin trong trinh ty ving bién

d6i chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu SEQ ID NO: 7 hodc 9.

Trong phwong 4n uu tién, khang thé B7-H3 hodc manh gin két khang nguyén
clia n6 theo sang ché dugc d& xuit, trong d6 khang thé B7-H3 nay chtra thém ving cb
dinh ciia khang thé ngudi, vu tién 13 khang thé B7-H3 nay 1a khang thé c6 chiéu dai
hoan chinh chira trinh tw chudi ning va chudi nhe nhu dugc thé hién tuong tmg trong
trinh ty SEQ ID NO: 22 va 23,; hodc khang thé c6 chiéu dai hoan chinh chtra trinh tu
chudi ning va chudi nhe nhu dugc thé hién tuong tng trong trinh tw SEQ ID NO: 22 va
26; hodc khang thé c6 chidu dai hoan chinh chta trinh tu chudi nang va chudi nhe nhu

dugc thé hién twong tng trong trinh ty SEQ ID NO: 24 va 25.

Trong phuong 4n uu tién, khang thé B7-H3 hoic manh gin két khang nguyén

cha né theo sang ché dugc dé xuit, trong d6 manh gin két khang nguyén dugc chon tir
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nhom bao gdm Fab, Fab', F(ab')2, khang thé chudi don (single-chain antibody-
scFv), viing V dugc dime hoa (diabody), ving V dugc 1am n dinh bang lién két

disulfit (disulfide-stabilized V region -dsFv) va peptit chira CDR.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit khang thé B7-H3 phan tach hoic
ménh gin két khang nguyén ciia n6, dic trung & chd né canh tranh véi khang thé
B7-H3 hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 nhu dugc mé ta trén day dé lién

két voi B7-H3 nguoi.

Sang ché cling d& xuit duoc phim chtra luong khang thé B7-H3 hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6 theo sang ché hiru hiéu dé diéu tri bénh, va

mot hodc nhiéu chét mang, chét pha lodng hodc t4 dugc dugce dung.

Sang ché ciing dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa khang thé B7-H3 hoic

manh gan két khang nguyén ctia n6é nhu dugc mo ta trong sang ché nay.

Sang che cling d¢ xuat vecto tai to hop chira phén tir axit nucleic nhu dugc
mo ta trén day.

Sang che cling dé xuat t€ bao chi dugc bi€n nap vecto tai to hgp nhu dugce
mo ta trén day, té bao chi dugc chon tir nhém bao gom céc té bao ti€n nhan va
cac t€ bao c6 nhan, uu ti€n la cac t€ bao c¢6 nhan, uvu tién 1a t€ bao dong vat co

vi hoac t€ bao nam men.

Sang ché ciing d& xuit phuwong phap san xuit khang thé hoic manh gin
két khang nguyén cta n6 theo sang ché, trong d6 phuong phéap nay bao gdbm nudi
cdy té bao chi nhu dugc mod ta trén ddy trong méi trudng dé tao thanh va tich
lity khang thé B7-H3 hodc manh gin két khang nguyén ctia n theo sang ché, va
thu hdi khang thé tich liiy nay hodc méanh gin két khang nguyén ciia né tir moi

trrdong nudi cay.

Sang ché ciing d& xudt phwong phap phat hién bang mién dich hoic do
B7-H3, trong d6 phuong phap nay bao gdm sir dung khang thé B7-H3 hoic manh
gin két khang nguyén cia n6 nhu duge mo ta trong sang ché nay.

Sang ché ciing dé xuét tic nhan phan tng dé phét hién hoic do B7-H3

ngudi, trong d6 tac nhan phan tng nay chira khang thé B7-H3 hodc manh gin

_7-
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két khang nguyén cia n6é nhu dugc mo ta trong sang ché nay.

Sang ché ciing @& xuét tic nhan chin do4n dé& phat hién bénh lién quan dén té
bao duong tinh B7-H3, tic nhan chin doan nay chira khang thé B7-H3 hodc méanh gin

két khang nguyén ciia né nhu dwoc md ta trong sang ché nay.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap chin doan bénh lién quan dén té bao duong
tinh B7-H3, phwong phap nay bao gém phat hién hoic xac dinh B7-H3 hoic té bao
dwong tinh B7-H3 bang cach st dung khang thé B7-H3 hodc méanh gén két khéng

nguyén ciia né nhu duge mo ta trong sang ché nay.

Theo khia canh khéc, sang ché ciing d& xuét viéc sir dung khang thé B7-H3 hoic
ménh gin két khang nguyén cia n6 nhu dugc mé ta trong sang ché nay dé bao ché tac

nhan chin do4n bénh lién quan dén té bao dwong tinh B7-H3.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap tiép dén tac nhan diéu dé didu trj bénh lién
quan dén té bao dwong tinh B7-H3, tac nhan diéu tri nay chia khang thé B7-H3 hoic
manh gan két khang nguyén cia né nhu dugc mo ta trong sang ché nay, hoic chira duogc

phém nhu dugc mo ta trén day, hodc phan tlr axit nucleic nhu dugc mé ta trén day.

Sang ché ciing d& xuit phwong phap didu tri bénh lién quan dén té bao duong
tinh B7-H3, phwong phap niy bao gdm kich thich giy ra lam chét té bao céc t& bao
duong tinh B7-H3 bang cich st dung khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua
no6 nhu dugc mo ta trong sang ché nay, hodc dugc phém nhu duge mo ta trén day, hodc

phén tlr axit nucleic nhu duge mo ta trén day.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap tiép dén viéc str dung khang thé hoic manh
gin két khang nguyén ctia n6, hodc dugc phim, hogic phén tir axit nucleic nhu duge md
ta trong sang ché nay dé bao ché cac tac nhan didu tri dé didu tri cac bénh lién quan dén
té bao dwong tinh B7-H3.

Mo ta vin tit hinh vé

Fig. 1: Kha ning lién két ctia cac khang thé khac nhau véi khang nguyén 2Ig-
B7-H3 nguoi;

Fig. 2: Kha ning lién két ciia cac khang thé khac nhau véi khang nguyén 4Ig-
B7-H3 nguoi;
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Fig. 3: Kha nang lién két chéo cua cic khang thé khac nhau véi khang
nguyén B7-H3 chudt;

Fig. 4: Kha ning lién két cua cac khang thé khac nhau véi cac té bao
U8TMG;

Fig. 5: Hiéu qua nhip ndi bio cua cac khang thé khac nhau trén cac té bao
U8TMG.

MG ta chi tiét sang ché
1. C4c thuat ngit

Pé hiéu d& dang hon sang ché nay, cac thuét ngit khoa hoc va ky thuat
nhét dinh dugc dinh nghia cu thé dudi day. Trir khi duge chi dinh cu thé khéc
dau do trong tai liéu nay, tAt ca céc thudt ngtt k¥ thuat va khoa hoc khac duogc sir
dung & dy c6 nghia dugc hiéu théng thuong béi ngudi c6 trinh do trung trong

nganh thudc linh vurc sang ché nay.

Nhu dugce sir dung & day, ma ba chit cai va ma mot chit cai cho céc axit

amin dugc md ta & ddy trong J. biol. chem, 243, p3558 (1968).

Nhu dugc sit dung & day, "khang thé" dé cap dén globulin mién dich, ciu
tric gdm bbn chudi peptit dugce nbi v6i nhau bang cac lién két disulfit gitra hai
chudi ning gibng nhau va hai chudi nhe gidng nhau. Cac ving cb dinh chudi
ning cta globulin mién dich thé hién c4c thanh phﬁn axit amin khac nhau va va
cac thu ty 16p, do do trinh dién céc loai tinh khang nguyén khac nhau. Do dé,
globulin mién dich ¢6 thé dugc chia thanh nim loai, hodc dugce goi la cac isotyp
globulin mién dich, cu thé 1 IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, twong tmg véi chudi
ning , 8, v, a va . Theo thanh phan axit amin ving khép cia né va sb va vi tri
ctia c4c lién két disulfit trong chudi ning, typ gidng nhau Ig c6 thé dwoc chia
thanh cac dudi 16p, vi du, IgG cd thé duoc chia thanh IgG1, IgG2, IgG3, valgG4.
Céc chudi nhe c6 thé duogc chia thanh chudi hodc A, do cac vung ¢b dinh khac

nhau. Mbi IgG trong s6 nam typ c6 chubi « hodc .

Trong sang ché nay, chudi nhe khang thé nhu dwoc mé ta & ddy chira thém

ving ¢6 dinh chudi nhe, trong d6 viing ¢ dinh chudi nhe nay chira chudi «, A

-0
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nguoi hodce chudt hodc bién thé cla né.

Trong sang ché nay, chudi ning khang thé nhur duge mo ta & ddy chira thém ving
cb dinh chudi nang, trong d6 viing ¢b dinh chudi ning nay chira IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4

nguoi hodce chudt hodc bién thé cta né.

Trinh tw cta khoang 110 axit amin gin v6i dau tan cing N ctia chudi ning va
chudi nhe khang thé, thay dbi nhiéu, duoc biét 1a ving bién dbi (ving Fv); trinh tur cac
axit amin con lai gin vé6i dau tin cing C 13 kha 6n dinh, duge biét 1a ving cb dinh.
Ving bién dbi chira ba ving siéu bién (hypervariable region-HVR) va bén ving khung
(FR) ¢6 trinh tir kha bao thil. Ba ving siéu bién xé4c dinh tinh dic hiéu ctia khang thé,
cling duogc biét 1a viing x4c dinh bd sung (complementarity determining region-CDR).
MB&i ving bién dbi chudi nhe (light chain variable region-LCVR) va mdi ving bién d6i
chudi ning (heavy chain variable region-HCVR) bao gdm ba ving CDR va bén ving
FR, theo trat tu trinh ty tir diu tan cung amin dén diu tan cung carboxyl 1a: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Ba CDR chudi nhe d& cép dén LCDR1, LCDR2, va
LCDR3; ba CDR chudi niing d& cip dén HCDR1, HCDR2 va HCDR3. S6 va vi tri cia
cac gde axit amin ciia CDR trong cac ving LCVR va HCVR ctia khang thé hoac manh
gin két khang nguyén & day tuan theo tidu chudn danh sd Kabat di biét (LCDR1-3,
HCDR2-3), hoic tudn theo tiéu chuin danh s6 Kabat va Chothia (HCDR1).

Thuat ngit "khang thé ngudi" va "khang thé bit ngudn tir ngudi" duge st dung
c6 thé thay dbi cho nhau va dé cap dén khang thé chira mot hozic nhiéu ving bién ddi
va ¢b dinh dwoc bit ngudn tir trinh tr globulin mién dich ngudi. Trong phuong 4n wu
tién do cta sang ché, tit ca ving bién dbi va ¢b dinh nay duoc bit ngudn tir cac trinh t
globulin min dich ngudi, nghia 13, " khang thé bt ngudn tlir ngudi hoan toan" hoic
"khang thé ngudi hoan chinh". Cac khang thé nay c6 thé thu dugc theo nhiéu cach khac
nhau, bao gdm céc khang thé thu duoc bang cach sir dung k§ thuit biéu hién thuc khuin
thé, bao gdm phan 14p té bao B tir PBMC, 14 lach, md hach bach huyét cia ngudi va
xay dung thu vién khang thé nguoi trén thuc khuan thé mot soi ty nhién, hodc biang
cach gdy mién dich chudt chuyén gen biéu hién chudi ning va nhe khéng thé nguoi va

sang loc.

Thuét ngit "khang thé chudt" duge sit dung trong séng ché nay d& cap dén khang
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thé don dong khang lai B7-H3 ngudi duoc didu ché theo kién thiic va k¥ nang trong
nganh. Trong qué trinh diéu ché, ddi twong thir nghiém duoc tiém khang nguyén B7-
H3, va sau d6 khéi té bao lai nay biéu hién cac khéng thé c6 trinh tu hodc dic diém chirc
ning mong mudn duge phan tach. Trong phuong 4n wu tién theo sang ché, khang thé
B7-H3 chudt hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 chira thém ving cb dinh chudi
nhe cua chudi kappa, lambda chudt hodc bién thé cia no, hodc chira thém ving cb dinh

chubi ndng cua IgG1, 1gG2, IgG3 chudt hodc cac bién thé cua no.

Thuit ngit “khang thé kham”, 1a khang thé duoc tao thanh bing cach dung hop
ving bién dbi ciia khang thé chudt véi ving ¢ dinh cta khang thé ngudi, dé 1am giam
dap tng mién dich gy ra boi khang thé chudt. Dé tao ra khang thé kham, khdi té bao
lai tiét khang thé don dong chuot duogc tao ra, va gen vung bién dbi dugc tao dong don
tinh tir cac té bao lai ciia chudt, va sau d6 gen ving cb dinh ctia khang thé ngudi mong
mudn duoc tao dong don tinh, va ndi véi cac gen vung bién ddi cta chuodt dé tao thanh
gen kham ma c6 thé sau d6 duoge cai vao trong vecto biéu hién, va cudi cung biéu hién
phan tir khang thé kham nay trong hé thong c6 nhan hodc tién nhan. Trong phwong an
wu tién theo sang ché, chudi nhe ctia khang thé kham B7-H3 chtra thém ving cb dinh
chudi nhe c6 ngudn gbe tir chudi kappa, lambda ngudi hoic bién thé cia nd. Chudi ning
ctia khang thé kham B7-H3 chira thém ving cb dinh chudi ning c6 ngudn gbc tir IgG1,
IgG2, IgG3 hoic IgG4 ngudi hodc bién thé cua nd, va wu tién 1a chia ving ¢b dinh
chudi ning c¢6 ngudn gde tir IgG1, IgG2 hoic IgG4 ngudi, hodc bién thé cta IgG1, IgG2

hodc IgG4 ¢6 dot bién axit amin (nhu dot bién YTE hodc dot bién sau).

Thuat ngit "khéng thé duoc bién dbi gidng ngudi”, cling duge biét 1 khang thé
ghép CDR, d& cap dén khang thé duoc tao ra bing cach ghép céc trinh tr CDR chudt
vao trong khung ving bién ddi ctia khang thé ngudi (nghia 14 khang thé dugc tao ra
trong c4c typ khac nhau ctia céc trinh tir khung khang thé dong mam ngudi). Khang thé
duoc bién dbi gibng ngudi khic phuc duge dap tng do c4 thé khac loai gy ra béi khéng
thé kham mang khi lugng 16n c4c thanh phén protein chudt. Céc trinh tur vung khung
ndy c6 thé thu dugc tir co sé dit liéu ADN d duge cong bd bao gdm céc trinh tu gen
khang thé dong mam hoic cac trinh ty tham chiéu d& duoc cong bd. Vi du vé trinh tur

ADN dong mam cua cdc gen ving bién d6i chudi niing va chudi nhe ngudi c6 thé duoc
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tim thdy trong vi du co s& dit 1idu trinh trr dong mam ngudi "VBase" (sin c6 trén Internet
& dia chi www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), cling nhu dugce tim théy trong Kabat, EA, et

al, 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th edition.

Viéc ghép CDR c¢6 thé 1am giam 4i lwc ctia khang thé B7-H3 hodc manh gén két
khang nguyén ctia n6 véi khang nguyén nay, do cac gbc ving khung tiép xtc véi khang
nguyén ndy. Su twong tic ndy c6 thé 1a két qua cua sy siéu dot bién trong cac té bao
soma. Do d6, ¢6 thé van can thiét phai ghép céc axit amin ving khung thé cho nay 1én
trén khung ctia cac khang thé duoc 1am phi hop véi ngudi. Cac gbce axit amin tir khang
thé B7-H3 khong phai ctia ngudi hodc méanh gin két khang nguyén ciia n6 tham gia vao
gan két khang nguyén c6 thé dugc xac dinh bang cach xem xét cac trinh tir va cac cdu
tric viing bién d6i khang thé don dong chudt. Mdi gbc trong khung cho CDR ma khéc
v6i dong mam c6 thé dugc xem 1a thich hop. Néu dong mam gin nhét khong thé dugc
xé4c dinh, trinh tu c6 thé dugce so sanh v6i trinh ty binh thudng cia typ phu hodc trinh
tir ctia chudt véi ty 18 phin trim tuong ddng cao. Cac gbc hiém thay trong khung duge
cho 12 két qua cia qua trinh siéu bién soma va do d6 déng vai trd quan trong trong lién

Kkét.

Thuét ngft "manh gén két khang nguyén" hodc "manh chirc ning" ctia khéng thé
@& cap dén mot hodc nhidu méanh cua khang thé ma van gitr dugc kha nang lién két dac
hidu v6i khang nguyén (vi du, B7-H3). D4 thiy rang cic manh ciia cic khang thé co
chidu dai hoan chinh ¢6 thé dugc sir dung cho chirc ning gin két khang nguyén ctia cac
khang thé. Céac vi du v& cdc méanh gén két nay dugc bao gbm trong thuat ngit "méanh
gin két khang nguyén" ciia khang thé bao gdm: (i) manh Fab, manh hoa tri mot bao
gbm khu vuc VL, VH, CL va CHI; (ii) manh F(ab'),, manh hoa tri hai bao gébm hai
manh Fab dugc nbi voi nhau bang cac lién két disulfit trong viing khép, (iii) manh Fd,
bao gdbm khu vuc VH va CHI; (iv) méanh Fv, bao gdm khu vire VH va VL 1a mot nhénh
ctia khang thé; (v) khu vuc don hoic manh dAb (Ward et al. (1989) Nature 341: 544-
546) bao gdm khu vuc VH; va (vi) viing x4c dinh bd sung (CDR) tach biét; hoic (vii)
két hop ctia hai hodic nhidu CDR tach biét dugc nbi khong bat budc bang doan nbi téng
hop. Hon nita, mdc du khu vec VL va khu vuc VH ctia manh Fv dugc mé héa béi cac

gen tach biét, chung c¢6 thé dugc ndi bing doan nbi tong hop st dung phurong phép tai
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tb hop sao cho chung c6 thé tao ra chudi don protein v6i phén tir héa tri mdt bang cach
ndi khu vuc VL va VH (duoc goi 1a Fv chudi don (single-chain Fv-scFv); xem vi du,
Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci
USA 85: 5879-5883). Céc khang thé chudi don nay c6 thé ciing nhim dé dugc dua vao
trong thuat ngft "manh gin két khang nguyén" cia khang thé. Cac manh khang thé nay
thu dugc sit dung céc k§ thuat thong thuong dwoc biét trong nganh, va sang loc chic
ning cia cdc manh dugc sir dung theo cach twong ty nhw cac khang thé nguyén ven.
Céc vi tri gén két khang nguyén c6 thé dugc tao ra bang cic k§ thuat ADN t4i t6 hop
hoic bang cach pha v globulin mién dich nguyén ven bang phuong phép héa hoc hoic
enzym. Céc khang thé c6 thé & dang phenotyp khéc nhau vi dy, khang thé IgG (vi du,
typ phu IgGl, IgG2, 1gG3 or IgG4), IgA1, IgA2, IgD, IgE hodc IgM.

Céc méanh gan két khang nguyén theo sang ché bao gom Fab, F(ab'),, Fab', khang
thé chudi don (scFv), ving V duoc dime hoéa (diabody), ving V dugc 6n dinh bang lién

két disulfit (disulfide-stabilized V region-dsFv), peptit chira CDR, v.v...

Fab 1a manh khang nguyén c6 trong lugng phén tir khoang 50.000 va c6 hoat
tinh gin két khang nguyén, manh nay thu dwoc bang cach xit ly phén tit khang thé IgG
bang proteaza papain (cit gdc axit amin & vi tri 224 cia chudi H), trong d6 khoang mdt
nira cia phia du tan cing N ctia chudi H va toan bd chudi L dugc lién két bang lién két
disulfit.

Fab theo sang ché c6 thé dwoc san xuét bang cach xit Iy cac khang thé don dong
theo sang ché nhan biét dic hiéu B7-H3 nguodi va lién két v6i trinh tu axit amin ving
ngoai bao hoic cu triic ba chiu ciia n6 bang papain. Hon nita, Fab c6 thé dugc tao ra
bang cach cai ADN m4 héa Fab cuia khang thé vao trong vecto biéu hién tién nhén hoic
vecto biéu hién ¢6 nhin va dua vecto nay vao trong té bao tién nhan hoic té bao ¢ nhan

d& biéu hién Fab nay.

F(ab'), 12 méanh khang thé thu dwoc bing cach cat phan dudi cia hai lién két
disulfit trong viing khép IgG bang pepsin. N6 c6 trong luong phan tir 1a khoang 100.000
va hoat tinh gin két khang nguyén, va cha hai ving Fab duogc lién két & vi tri khép

nay.

F(ab'"), theo sang ché c6 thé duoc tao ra bing cach xir Iy khang thé don dong theo
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sang ché ma nhén biét dic hiéu B7-H3 nguoi va lién ket voi trinh ty axit amin ving
ngoai bao hodc cau tric ba chi€u clia n6 bang pepsin. Hon nita, F(ab')z cé thé dugc tao

ra bing cach lién két Fab' dugc mo ta dudi day bang lién két thioete hogc lién két disulfit.

Fab' 1a manh khéang thé c6 trong lugng phan tir 1a khoang 50.000 va c6 hoat tinh
gin két khang nguyén. N6 thu dugc bang cach cit lién két disulfit trong viing khép clia
F(ab'), dugc d& cap trén day. Fab' theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang cach xtt ly
F(ab"); theo sang ché ma nhan biét dac hiéu B7-H3 ngudi va lién két véi trinh tyr axit
amin ving ngoai bao hoiic ciu tric ba chiéu cia né bing tic nhan khir (nhu

dithiothreitol).

Hon nita, Fab' c6 thé dugc tao ra bang cach cai ADN ma hoa manh Fab' cua
khang thé vao trong vecto bi€u hién ti€n nhan hodc vecto bi€u hién c6 nhan va dua

vecto ndy vao trong t& bao tién nhan hoic té bao c6 nhan d biéu hién Fab' nay.

Thudt ngit "khang thé chudi don", " Fv chudi don" hodc "scFv" dé cap dén phan
ttr chtra khu vuc bién ddi chudi nang khang thé (hodc vung; VH) va khu vuc bién d6i
chudi nhe khang thé (hodc vung; VL) dugc lién két béng doan ndi. Céc phén tir scFv
nay cé chu trac chung: NH»-VL-doan ndi-VH-COOH hoic NH>-VH-doan n6i-VL-
COOH. Cac doan ndi thich hop trong nganh bao gdm trinh ty axit amin GGGGS duoc
lap lai hodc cac bién thé cia n6, vi du bién thé co tir 1-4 su lip lai (Holliger et al. (1993),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444 -6448). Cac doan ndi khac c6 thé dugc si dung
trong sang ché nay dugc mo ta trong Alfthan et al. (1995), Protein Eng. 8: 725-731,
Choi et al. (2001), Eur. J. Immunol. 31: 94-106, Hu et al. (1996), Cancer Res. 56: 3055-
3061, Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293: 41-56 va Roovers et al. (2001), Cancer

Immunol.

scFv theo sdng ché co thé duoc taora béng cac budc sau: thu cADN ma héa VH
va VL ciia khang thé don dong theo sang ché ma nhan biét dac hidu B7-H3 nguoi va
lién két v&i trinh tu axit amin ving ngoai bao hodc cAu tric ba chiéu cia no; xay dung
ADN ma héa scFv nay; xen ADN nay vao trong vecto bidu hién tién nhan hoic vecto
biéu hién c6 nhan; va sau d6 dua vecto biéu hién niy vao trong té bao tién nhan hoc té

bao c6 nhan de bicu hién scFv nay.

Piabody 12 méanh khang thé trong d6é scFv dugc dime héa, va 1a manh khéng thé
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c6 hoat tinh gén két khang nguyén hoa tri hai. Trong hoat tinh gin két khang nguyén

héa tri hai nay, hai khang nguyén nay c6 thé 1a gidng nhau hoic khac nhau.

Piabody theo sang ché c6 thé dugc tao ra bing cac bude sau: thu cADN ma hoa
VH va VL ctia khéng thé don dong theo sang ché ma nhén biét ddc hiéu B7-H3 ngudi
va lién két v6i trinh tu axit amin vung ngoai bao hoic cAu triic ba chiéu cia no; xay
dung ADN mi hoa scFv sao cho chiéu dai ctia doan nbi peptit 12 8 hodc cac gbe axit
amin it hon; xen ADN nay vao trong vecto biéu hién tién nhan hoic vecto biéu hién c6
nhén; va sau d6 dua vecto biéu hién nay vao trong té bao tién nhan hoic t€ bao c6 nhan

@& biéu hién diabody nay.

dsFv thu duoc bang cach thay thé mot gde axit amin trong mdi VH va VL bing
gbc xystein, va sau d6 ndi cac polypeptit ndy théng qua lién két disulfit gitra hai gbc
xystein. Gdc axit amin nay dugc thay thé bang gdc xystein c6 thé duoc chon dya trén
du doan cAu tric ba chiéu khang thé cta khang thé theo vphuong phép da biét (Protein
Engineering, 7, 697 (1994)).

dsFv theo sang ché c6 thé duoc tao ra béng cac budc sau: thu cADN ma héa VH
va VL cta khang thé don dong theo sang ché ma nhan biét dic hidu B7-H3 ngudi va
lién két vdi trinh tu axit amin vung ngoai bao hoic cAu trac ba chiéu cia no; xay dung
ADN ma héa dsFv; xen ADN nay vao trong vecto biéu hién tién nhan hoic vecto biéu
hién c6 nhan; va sau d6 dua vecto biéu hién nay vao trong t€ bao tién nhan hoic té bao

c6 nhén de bicu hién dsFv nay.

Peptit chira CDR dugc x4y dung béng mdt hozc nhidu ving CDR ctia VH hoic
VL. Cac peptit chita mot vai CDR ¢6 thé duge ndi truc tiép hoic théng qua doan ndi

peptit thich hop.

Peptit chira CDR theo séang ché c¢6 thé duoc tao ra bing cac budc sau: xiy dung
ADN mé héa cac CDR ctia VH va VL cia khang thé don dong theo sang ché ma nhan
biét dzc hidu B7-H3 ngudi va lién két vai trinh ty axit amin ving ngoai bao hoic cdu
tric ba chiéu cia nd; xen ADN nay vao trong vecto biéu hién tién nhan hoic vecto biéu
hién c6 nhan; va sau d6 dua vecto biéu hién nay vao trong té bao tién nhan hodc té bao
c6 nhan d& biéu hién peptit ndy. Peptit chira CDR c6 thé ciing dugc tao ra bing cic

phuong phap tdng hop héa hoc nhu phuong phap Fmoc hozc phirong phép tBoc.
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Thuét ngit "CDR" d& cdp dén mot trong sb sau viing siéu bién trong khu vuc bién
ddi ciia khang thé ma ban du dong gép vao lién két khang nguyén. Mdt trong sb cac
dinh nghia duogc st dung thong dung nhét cho sdu CDR dugc dé xuit boi Kabat E.A. et
al. (1991) Sequences of proteins of immunological interest. NIH Publication 91-3242.
Nhu dugce str dung & ddy, dinh nghia Kabat v& CDR chi 4p dung cho CDR1, CDR2 va
CDR3 ctia khu vuc bién dbi chudi nhe (CDR L1, CDR L2, CDR L3 hogc L1, L2, L3),
cling nhr CDR2 va CDR3 cuia khu vue bién ddi chudi ning (CDR H2, CDR H3 hodc
H2, H3).

Thut ngit "khung khang thé" nhu duoc st dung & ddy, d& cap dén phan ciia khu
vuc bién ddi VL hodc VH, ma déng vai trd 13 gian khung cho vong gin két khang
nguyén (CDR) ctia khu vire bién ddi. Can thiét n6 1 khu vuc bién ddi khong c6 cac

CDR.

Thuét ngit "epitop" hoic "yéu t§ xac dinh khang nguyén" d& cap dén vi tri trén
khéng nguyén dé globulin mién dich hodc khang thé lién két v&i (vi du, vi tri ddc hiéu
trén phén tir B7-H3). C4c epitop thudng bao gbm it nhét 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 hoic 15 axit amin lién k& hoic khong 1ién ké trong cAu hinh khong gian duy nhit.
Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G.
E. Morris, Ed. (1996).

Céc thuat nglt "lién két dic hiéu", "lién két chon loc", "gén két mot cach chon
loc" va "gin két dic hiéu" @& cép dén lién két ctia khang thé véi epitop trén khang
nguyén da duge xac dinh trude. Thong thuong, khang thé nay gin két véi 4i luc (KD)
14 nhé hon khoang 10”7 M, nhu x4p xi nhé hon khoang 108 M, 10 M hoic 10"1°M hoic
it hon.

Thuat ngit "KD" hogc "Kd" dé cdp dén hang s6 cin bang phan ly dbi vai tuong
tac khang thé-khang nguyén cu thé. Dién hinh 13, khang thé theo sang ché gin két véi
B7-H3 vé6i hing sd can bang phan ly (KD) 1a nhé hon khoang 107 M, nhu nhé hon
khoang 10 M, 10 M hodc 1071 M ho#c it hon, vi du, nhu dugc x4c dinh sit dung céc
ky thuat cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance-SPR) trong thiét bi
BIACORE.

Thuét ngit "lién két canh tranh" dé cap dén khang thé nhan biét va lién két véi
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cling epitop (ciing dugc biét 1 yéu & xac dinh khang nguyén) hoic phin clia n6 ciia
viing ngoai bao ctia B7H3 ngudi khi khang thé duge nhan biét bai khang thé don dong
theo sang ché. Khang thé lién két vdi cung epitop gibng nhu khang thé don dong theo
sang ché dé cap dén khang thé nhan biét va lién két vdi trinh tu axit amin cia B7-H3

ngudi dugc nhan biét boi khang thé don dong theo sang ché.

Thuét ngft "phan tir axit nucleic" nhw duge st dung & diy dé cip dén phén tir
ADN va phan tir ARN. Phan tir axit nucleic c¢6 thé 13 soi don hoic soi kép, nhung uvu
tién 1a ADN sgi kép. Axit nucleic dugc "li€n két hoat dong" khi né dugc dit trong mbi
quan hé chirc nang véi trinh tu axit nucleic khac. Vi du, néu gen khoi dau hoic gen ting
cudng anh hudng dén sy dich ma trinh tuy ma hoa, gen khéi dau hodc gen ting cudng

nay la duoc lién két hoat dong véi trinh ty ma hoa.

Thuat ngft "vecto" d& cap dén phan tir axit nucleic ¢6 kha ning van chuyén axit
nucleic khic ma da dugc nbi véi vecto nay. Theo mot phuong an, vecto 1a "plasmit" d&
cap dén vong tron ADN sgi kép ma c6 thé dugc ndi trong d6 doan ADN bd sung. Theo
phuong an khéc, vecto 1a vecto virut, trong d6 manh ADN bd sung c6 thé duoc ndi vao
trong hé gen virut. Cac vecto dugc boc 16 & day c6 kha ning tir sao chép trong té bao
chi ma cac vecto nay dugc dua vao (vi du, vecto vi khuin c¢6 diém khéi dau sao chép
ctia vi khuan va vecto dong vét c6 vii episom) hodc ¢6 thé duoc xen vao trong hé gen
ctia té bao chii ngay khi dua vao trong t& bao chil, nhdr d6 duoc sao chép cliing véi hé

gen cua t€ bao chu (vi dy, vecto dong vat cé vl khong phéi episom).

Céc phuong phap san xuit va tinh ché khang thé va cac manh gan két khang
nguyén duoc biét nhidu trong nganh, nhuw Cold Spring Harbor Antibody Technical
Guide, Chapters 5-8 va 15. Vi du, chudt dwoc giy mién dich bang B7-H3 ngudi hoidc
ménh cta né, va khang thé thu duoc c6 thé dugc hdi tinh, tinh ché, va phan tich trinh tu
bang cach sir dung phuong phap thong thudng duoc biét trong nganh. Manh gén két
khang nguyén c6 thé ciing duogc tao ra bang phuong phap théng thuong. Cac khang thé
hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché dugc cai bién bang k¥ thuat di truyén
dé thém mot hodc nhidu ving FR nguoi trong ving CDR khéng phai ctia ngudi. (Cac)
trinh trr dong mam FR ngudi ¢6 thé thu duge bang cach dudi thang dong mam khu vuc

bién ddi ctia khang thé nguoi trong co s dit liéu gen va phan mém MOE tir trang web
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ImMunoGeneTics (IMGT) tai http://imgt.cines.fr hodc tir tap chi the Journal of
Immunoglobulins 2001ISBN012441351.

Thuét ngit "té bao chi" dé cap dén té bao ma da duoc dua vao trong d6 vecto
biéu hién. Céc té bao chu c6 thé bao gEA)m t€ bao vi khuén, vi sinh véat, thuc vat hoac
dong vat. Vi khuin min cam dugc bién nap bao gﬁ“)m cac thanh vién cda ho
Enterobacteriaceae, nhu cac ching clia Escherichia coli hodc Salmonella; Bacillaceae
nhu Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus va Haemophilus influenzae. Céc vi
sinh vat thich hop bao gdm Saccharomyces cerevisiae va Pichia pastoris. Cac dong té
bao chit dong vt thich hop bao gdm dong té bao trimg chudt hamster Trung Qubc-CHO

(Chinese hamster ovary cell line) va céc té bao NSO.

Khang thé cai bién bang k¥ thuat di truyén hoic méanh gin két khang nguyén
theo sang ché c6 thé dugc tao ra va tinh ché bing cac phuong phéap thong thuong. Vi
du, (céc) trinh ty cADN ma hoéa chudi ning va chudi nhe ¢ thé duoc tach dong va téi
t hop vao trong vecto biéu hién GS. Vecto biéu hién gobulin mién dich t4i t4 hop nay
c6 thé duoc chuyén nhiém bn dinh trong té bao CHO. Céc hé théng biéu hién dong vat
¢6 i tao ra sy glycosyl hoa cac khang thé, dic biét 1a & vi tri dAu tan ciing N bao thu
cao trong ving Fc. Cac dong don tinh n dinh thu dugc bang cach biéu hién cac khang
thé cac khang thé lién két dac hiéu véi B7-H3 nguoi. Cac dong duong tinh duge nhan
1én trong mdi trudng khong chira huyét thanh trong thiét bi phan tmg sinh hoc dé san
xuét khang thé. Mbi truong nudi cdy chira khang thé dwoc tiét ra nay c6 thé dugc tinh
ché bﬁng k§ thuat thong thuong. Vi du, qua trinh tinh ché dugc thuc hién st dung cot A
hodc G Sepharose FF dd dugc can bang bang dém twong thich. Cac thanh phén lién két
khong dic hiéu dugc loai bé bang cach rira. Khang thé lién két nay duoc rira giai bang
phuong phap gradient pH, va cic méanh khang thé nay duoc phét hién bang SDS-PAGE
va duge thu lai. Khang thé nay c6 thé dugc loc va cd dic bing phuong phap thong
thuong. Két tu c6 thé hoa tan va cc multime c6 thé ciing dugc loai bd bing cac phuong
phap thong thudng nhu trao ddi khong loai trir kich c& hodc trao ddi ion. Céc san phdm

can duoc 1am lanh ngay lap tirc & mic -70°C, hodc 1am kho lanh.

"Dung" va "diéu tri", khi duoc ap dung cho dong vat, nguoi, d6i tugng thi nghiém,

té bao, mo, co quan, hodc dich sinh hoc, d€ cdp deén su ti€p xtc cua tac nhan hodc ché
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phém chin doan, diéu tri, dugc ly ngoai sinh véi dong vat, nguoi, dbi tuong, t€ bao, mo,
co quan, hodc dich sinh hoc nay. "Dung" va "didu tri" c6 thé dé cap, vi du, dén céc
phuong phap diéu tri, duge dong hoc, chin doan, nghién ctru va thi nghiém. Diu tri
cho té bio bao gdm tiép xuc tac nhan voi té bao nay, cling nhu tiép xtic chit phan ung
v6i dich, trong d6 dich nay tiép xuc voi té bao nay. "Dung" va "diéu tri" cling c6 nghia
1a didu tri in vitro va ex vivo, vi du, cho té bao béng tac nhén, ché phém gén két, chin
doéan hoac béng té bao khac. "Piéu tri", khi dugc ap dung cho ngudi, dong vét hodc dbi
tuong nghién ciru, dé cap dén diéu tri chira bi, cac phuong phap phong bénh hodc ngan

ngua, cac rng dung nghién ctru va chan doan.

"Pidu tri" nghia 14 ding tac nhan didu tri, nhu ché phim chira hop chét bét ky
trong s6 cac hop chit gin két theo sang ché, bén trong hodc bén ngoai cho bénh nhén
c6 mot hodc nhidu triéu chimg bénh ma tic nhan nay da biét 13 ¢6 hoat tinh diéu tri.
Pién hinh 13, tic nhan nay dugc ding véi khdi lwong hitu hiéu dé 1am thuyén giam mot
hozc nhiéu triéu ching bénh trong ngudi bénh hodc nhém duge didu tri, dé lam giam
tién trién cta (cac) triéu chimg nay hoic dé ngin ngira tién trién cia bénh dén mirc do
c6 thé do dugc vé mat 1am sang bét ky. Khéi lugng tdc nhan diéu trj 14 hiru hiéu dé lam
thuyén giam triéu chimg bénh cu thé bét ky (ciing dugc dé cap 1a "khéi lugng hiru hidu
dé diéu tri bénh") co thé thay dbi theo cac yéu t§ nhu tinh trang bénh, d) tudi va trong
lwong clia ngudi bénh, va kha niang cia tac nhan dé gay ra dap img mong mudn & ngudi
bénh. Liéu tridu ching bénh c¢6 duoc thuyén giam hay khong thi ¢6 thé dwoc dénh gia
bang phép do 14m sang bét ky dugc chi dinh béi bac s§ hodc nha cung cp dich vu cham
soc stc khoe dé danh gia mic do trim trong hodc tinh trang tién trién cua tridu chiing
nay. Ngay ca khi phrrong an theo sang ché (vi du, phwong phap diéu tri hoic san pham)
1a khong hitu hiéu trong viéc didu tri 1am thuyén gidm (c4c) triéu chiing bénh dich trong
mdi bénh nhén, nén lam thuyén gidm (cac) triéu chimg bénh dich nay véi sd lugng
ngudi bénh c6 ¥ nghia théng ké nhu duoc x4c dinh bang thir nghiém théng ké da biét
trong nganh nhu thir nghiém t-Student, thit nghiém chi binh phuong, thit nghi€ém U theo
Mann va Whitney, thir nghiém Kruskal-Wallis (thit nghiém H), thit nghi€ém Jonckheere-

Terpstra va thtt nghiém Wilcoxon.

"Thay dbi bao thi" hodic "su thay thé hoic thay thé bao thu " dé cap dén céac su
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thay thé c4c axit amin trong protein bang axit amin khac c6 cac dic diém twong tur (v
du, su tich dién, kich thuéc chubi bén, tinh ki nuée/tinh wa nuée, ciu hinh va do khong
mém déo cia chudi chinh, v.v...), sao cho céc su thay dbi nay co thé dugc tao ra thuong
xuyén ma khong 1am thay dbi hoat tinh sinh hoc ctia protein nay. S& dugc danh gia béi
chuyén gia trong linh vuc trong nganh, nhin chung su thay thé mot axit amin trong ving
khong quan trong ctia polypeptit s& khong 1am anh hudng nhiéu dén hoat tinh sinh hoc
(xem, vi duy, Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The
Benjamin/Cummings Pub. Co., Page 224, (xuit ban 14n tht 4)). Hon nita, c4c su thay
thé bdi cac axit amin tuong tu v& mat ciu tric hodc chire nang 1a khé c6 kha nang xay

ra sy pha v hoat tinh sinh hoc.

"Khdi luong" bao gdm khéi lwong thich hop dé 1am thuyén giam hoic ngin ngira
triéu chirng hodc tinh trang bénh ly. Khéi luong hitu hiéu cling c6 nghia 1a khéi lugng
thich hgp dé cho phép hodc dé dang chin doan. Khéi lwong hitu hiéu cho ngudi bénh
cu thé hodc dbi twong thu y cu thé c6 thé thay d6i phu thudc vao cac yéu t6 nhu: tinh
trang bénh cin duoc didu tri, tinh trang strc khée tng thé ciia ngudi bénh, dudong ding
va lidu dung, va mtc do nghi€ém trong cua cac tdc dung phu. Khbi lugng hitu hiéu co6
thé 1a lidu ding t6i da hodic ché do lidu thi da nhung tranh duge dang ké cac tac dung

phu hodc hiu qua gay doc.

"Ngoai sinh" dé cdp dén chat ma dugc tao ra bén ngoai co the sinh vat, t€ bao
hodc nguoi, phu thugc vao hoan canh. "Noi sinh" dé cap dén chat tao ra trong t€ bao,

co thé sinh vat hoic nguoi hodc phu thudc vao hoan canh.

"Gidng" d& cép dén mirc d6 gibng nhau cia trinh tu gitta hai trinh tu
polynucleotit hodc hai trinh tu polypeptit. Khi cac vi tri trong hai trinh ty dugc so sanh
O cung vi tri bazo hodc dudi don vi monome axit amin, vi du, néu mdi vi tri cta hai
phéan tir ADN ca hai déu 12 adenin, cic phan tir nay duoc xem 1a trong dong & vi tri nay.
Phin trim gidng nhau gifra hai trinh tur 1 gia tri bang tong sd cac vi tri tvong ddng hoic
gibng nhau cung c6 mit chung & hai trinh ty chia cho sb vi tri dugc so sanh x 100. Vi
du, trong sy sap xép thing hang t6i wu (cac) trinh tu, néu cé 6 vi tri giéng nhau hoic
twong dong trong s6 10 vi trf gifra hai chudi, thi hai trinh ty nay dwoc cho 14 ¢6 su tuong

ddng 60%:; néu c6 95 vi tri gidng hodc twrong ddng trong s6 100 vi tri gifta hai trinh ty,
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thi hai trinh tu ndy dwgc cho 1a ¢é su tuong dong 12 95%. Nhin chung, so sanh dugc
thuc hién khi phén trim tuong ddng tdi da thu dwoc bing cach sip xép thing hang hai

trinh tu.

Nhu duge st dung & day, cac su thé hién "té bao", "dong t€ bao" va "dich nuoi
cy té bao" dugc sir dung c6 thé hoan ddi cho nhau, va tit ca cac thuat ngit nay bao gdm
thé hé con ciia chiing. Do 6, cac tir "thé bién nap" va "té bao dwoc bién nap" bao gdbm
céc té bio thir nghiém dau tién va cac dich nudi cdy tir cac té bao nay, khong ké dén sb
1an cdy truyén. Nén ciing duge hiéu rang tat ca cac thé hé con c6 thé khong gidng chinh
x4c vé trinh tu ADN do cac dot bién cha y hodc vo tinh. Thé hé con ddt bién c6 chic
ndng hodc hoat tinh sinh hoc tuong tu khi dugc sang loc té bao duoc bién nap ban dau
ciing dugc bao gdbm. Trong trudong hop tén khac nhau, ¢6 thé dugc hiéu d& dang tir noi

dung nay.

Nhu duwge st dung & day, "phan tng chudi polymeraza-polymerase chain
reaction" hoac "PCR" dé cap dén quy trinh hodc k¥ thudt ma mdt khéi lugng nhé phﬁn
axit nucleic, ARN, va/hoic ADN cu thé dugc khuéch dai nhu dugc mo ta vi du trong
Patent M§ No. 4,683,195. Nhin chung, cin thiét phai thu dwoc thong tin di truyén tir
doan cudi hodc phia ngoai viing dich, nhd @6 cac doan mdi oligonucleotit c6 thé dugce
thiét ké; cac doan mdi nay la giéng hodc tuong tu véi cac soi dbi 18p ctia khuon dugce
khuéch dai. Cac nucleotit diu tan ciing 5' clia hai doan mdi c6 thé 14 giéng vé6i dau tan
cung cua vat liéu can duogc khuéch dai. PCR c6 thé dugc st dung dé khuéch dai cac
trinh tw ARN déc hiéu, céc trinh ty ADN déc hi¢u tir ADN hé gen, va cADN dugc sao
chép ttr trinh ty ARN té bao téng sb, thuc khudn thé hoic trinh tu plasmit, v.v... Mot
cach tong thé xem, Mullis et al. (1987) Cold Spring Harbor Symp. Ouant. Biol. 51:263;
Erlich ed., (1989) PCR TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.). PCR dugc st dung &
day duoc xem 1a vi du (nhung khong phai 13 duy nhit) vé phuwong phap phan tng
polymeraza axit nucleic dé khuéch dai mau thir nghiém axit nucleic, phuong phép nay
bao gdm st dung axit nucleic da biét 1am doan mdi va polymeraza axit nucleic dé

khuéch dai hodc tao ra phan axit nucleic cu thé nay.

"Tuy y" hodc "mdt cach tuy y" nghia 1a sy ki€n hodc tinh huéng dugc mo ta sau

d6 ¢6 thé (nhung khong nhat thiét) xay ra, bao gdm trong d6 sw kién hoc tinh hubng
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xay ra hogc khong xay ra. Vi dy, "ty ¥ chira tir 1-3 viing bién dbi chudi ning khang
thé" nghia 12 ving bién dbi chudi ning khéng thé c6 trinh tu dic hiéu c6 thé nhung

khong nhét thiét phai c6 mat.

"Dugc phadm" nghia 12 hdn hop chira mot hodc nhidu hop chit dwoc mb ta & day
hodc mubi duge dung/sinh ly dung hoic tién dugc chét cia né, cling v6i cac thanh phan
héa hoc khéc, nhu chét mang va dugc dung/sinh ly dung. Muc dich cia dugc phém la
@& ting cudng ding cho co thé sinh vat va d& dang hép thu cac thanh phin c6 hoat tinh

va nho d6 st dung hoat tinh sinh hoc.

Hon nita, sang ché d& cip dén phuong phap phat hién bing mién dich hodc x4c
dinh B7-H3, chit phan tmg d& phat hién bang mién dich hodc do B7-H3, phuong phép
@& phét hién bang mién dich hodc xdc dinh t& bao biéu hién B7-H3, va tdc nhan chin
doan dé chin doan bénh lién quan dén té bao duong tinh B7-H3, chira khang thé don
dong hoic manh khang thé theo sang ché ma nhéan biét dic hiu B7-H3 ngudi va lién
két v6i trinh ty axit amin viing ngoai bao hodic cAu tric ba chidu cia né, 1am thanh phén

hoat tinh.

Trong sang ché nay, phuong phéap d& phat hién hoic xac dinh khéi lwong B7-H3
c6 thé 13 phuong phap da biét bat ky. Vi du, bao gdm su phat hién mién dich hodc thur

nghiém.

Su phat hién mién dich hodc thir nghiém nay 1a phwong phap dé phat hién hoic
xac dinh khéi lugng khang thé hodc khang nguyén bang cach str dung khang nguyén
hodc khang thé duge danh diu. Cac vi du vé sy phat hién mién dich hodc thir nghiém
bao gdm phwong phap khang thé mién dich duoc danh d4u bing chét c6 hoat tinh phéng
xa (radioactive substance labeled immunological antibody method-RIA), thir nghiém
mién dich enzym (enzyme immunoassay-EIA hodc ELISA), thtr nghiém mién dich
huynh quang (fluorescent immunoassay-FIA), thir nghiém mién dich phéat quang,

phwong phap thidm western, cac phuong phép hoa ly, v.v...

Cac bénh dugc dé cap trén day dé cap dén té bao duong tinh B7-H3 c6 thé dugc
chin doan bang cach phat hién hoic x4c dinh céc té bao biéu hién B7-H3 bing cach sir

dung céc khang thé don dong hosic manh khang thé ctia n6 theo sang ché.
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Dé phat hién t& bao biéu hién polypeptit nay, phuong phap phat hién bing mién
dich c6 thé duoc sir dung va uu tién 12 phuong phap két tia mién dich, phuwong phép
nhudm té bao huynh quang hodc nhudm héa mé mién dich v.v... c6 thé duoc sit dung.
Hon nita, phwong phap nhudm khéng thé huynh quang v.v... st dung hé théng
FMAT8100HTS (Applied Biosystem) c6 thé dugc sir dung.

Trong sang ché nay, mau séng dé phat hién hoic xac dinh B7-H3 khong bi gidi
han cu thé vi n6 c6 thé chira té bao biu hién B7-H3, nhu té bao md, mau, huyét tuong,

huyét thanh, dich tuy, nudc tiéu, phan, dich mé hozc dich nudi cay.

Téc nhén chan doan nay chira khang thé don dong hodc méanh khang thé ctia n6
theo sang ché co6 thé chura thém tac nhan d& thuc hién phan tng khang nguyén-khang
thé hodc chét phan (mg dé phat hién phan tng nay phu thudc vao phuong phap chan
doan mong mudn. Tac nhan @& thuc hién phan Gmg khang nguyén-khang thé nay bao
gdm cac dém, cac mubi, va tac nhan twong ty. Cac chit phan tng dé phat hién bao gdbm
cac chat phan tmg duoc st dung thong thudng trong phuong phap phét hién mién dich
hodc phép do, nhu khang thé thir cip duoc ddnh ddu ma nhan biét khang thé don dong
ndy, cac manh khang thé hoic doan ndi ctia nd, co chit twong tmg véi chit danh diu
V.V...

Sang ché ciing dé cap dén phwong phéap diéu tri bénh lién quan dén cac té bao
dwong tinh B7-H3 ngudi, dic biét 1a trong diéu tri bénh ung thw va tridu chiing viém.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché du¢c md ta tiép dudi ddy lién hé dén vi dy, tuy nhién pham vi cia sang
ché khong bi giéi han. Trong céc vi du clia sang ché, trong d6 cac diéu kién cu thé khong
duge mb ta, thi nghiém thuong duoc tién hanh dudi cac diéu kién thong thudong nhu
dugc mod ta trong Cold Spring Harbor Antibody Technology Laboratory Manual,
Molecular Cloning Manual, hodc duéi céc diéu kién duoc dé xuét boi nha san xuit vat
liéu hodc cac san phdm thd. Trong d6 ngudn chat phan Gng khong duoc dua ra cu thé,
cac chét phan tmg 13 cdc chét phan (mg théng thudng sin c6 trén thi truong.

Vi dy 1. Piéu ché khang nguyén B7-H3 va protein dé phat hién

Thiét ké khang nguyén B7-H3
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B7-H3 ngudi nhu duge thé hién trong trinh ty SEQ ID NO: 1 duge st dung lam
khuén cho B7-H3 theo sang ché, va trinh tur axit amin ciia khang nguyén nay va protein
dé phat hién dugc dua vao trong sang ché nay dugc thiét ké. Trir khi dwoc chi dinh khac,
khang nguyén B7-H3 sau 1a B7-H3 nguoi.

Protein ¢6 chidu dai hoan chinh B7-H3 ngudi: B7-H3 (SEQ ID NO: 1):

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWECLIGALEVOVPEDPVVALVGTDATLCCSES
PEPGESLAQLNLIWOLTDTKOLVHSFAEGODOGSAYANRTALFPDLLAOGNASL

RLORVRVADEGSFTCEVSIRDEGSAAVSLQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVT
ITCSSYQGYPEAEVFWODGOGVPLTGNVTTSOMANEQGLEDVHSILRVVLGAN

GTYSCLVRNPVLOQDAHSSVTITPQRSPTGAVEVOVPEDPVVALVGTDATLRCSF
SPEPGESLAQINLIWOLTDTKOLVHSFTEGRDOGSAYANRTALFPDLLAQGNASL
RLORVRVADEGSETCEVSIRDEGSAAVSLOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVT
ITC SSYRGYPE AEVFE WODGQGVPLTGNVI’ TSQMANEQGLFDVTISVLRVVLGAN

CWRKIK QSC&EI;-NAGAI:DQDG&GE GSKTA LQPLKHS.DSA.&:DDGQ!:IA
Luuy:
Phén dugc gach chan kép 12 peptit tin hidu (Peptit tin hiéu: 1-28);

Phén dugc gach chén la 14 khu vuc ngoai bao cia B7-H3 (LLa khu vuc ngoai bao:
29-466), trong d6 29-139 14 khu vuc 1 typ-V gidng Ig, va 145-238 1a khu vuc 1 typ-C2
gibng Ig; 243-357 1a khu vuc 2 typ-V gidng Ig, 363-456 1a khu vuc 2 typ-C2 gidng Ig;

Phén nét dit 12 phin khu vuc xuyén mang (Khu vuc xuyén mang: 467-487);
Phan in nghiéng 13 khu v ndi bao (Khu vuc bao chit: 488-534).

Trinh tu axit amin chiu dai hoan chinh B7-H3 chudt (SEQID NO: 2)

SPEPGE QLAOL\H IWOLTDTKOLVHSFTEGRDOGSAYSNRTALEPDLIL, VOGNAS

LRLORVRVTDEGSYTCFVSIQODFDSAAVSLOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGN
MVTITCSSYQGYPEAEVEFWKDGOQGVPLTGNVTTSOMANERGLFDVHSVILRVV
LGANGTYSCL VRNPVLOODAHGSVTITGOPLTF’PPEAL\VV TV GL SVCLVVLL_\‘{'

Luuy:

Phan dugc gach chan kép 12 peptit tin hiéu (Peptit tin hiéu: 1-28);
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Phan dugc gach chén 13 1 khu vuc ngoai bao cia B7-H3 (La khu vuc ngoai bao:
29-248), trong d6 29-139 14 khu vuc typ V gidng Ig, va 145-238 1a khu vuc typ C2
gibng Ig;

Phan nét durt 1a phin khu vire xuyén mang (Khu vuc xuyén mang: 249-269);

Phén in nghiéng 14 khu vyre ndi bao (Khu vure bao chit: 270-316).

Khang nguyén B7-H3 ngudi (SEQ ID NO: 3) duoc sit dung dé sang loc va phat
hién 14 san phim thwong mai (R&D cat# 1949-B3-050/CF, duoc viét tit 1a 2Ig-B7-H3),
va trinh tu 13 nhu sau: |

LEVOVPEDPVVALVGTDATLCCSESPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKOQLVHSFAEG
ODOGSAYANRTALFPDLLAQOGNASLRLORVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVS

LOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVEFWODGOGVPLTG
NVITSOMANEQGLEFDVHSILRVVLGANGTYSCLVRNPVLOODAHSSVTITPOR

SPTG-HHHHHH

Luu y: Phan duge gach chan 13 ving ngoai bao ciia B7-H3; phan in nghiéng 1a

dau chuan dudi His.

Khéng nguyén B7-H3 ngudi (SEQ ID NO: 4) duoc sir dung dé phat hién 14 san
phdm thwong mai (SinoBiological cat # 11188-HO8H, dwgc viét tit 1a 4I1g-B7-H3), va

trinh tu 1a nhu sau:

LEVOVPEDPVVALVGTDATLCCSESPEPGESLAQLNLIWOLTDTKOL VHSFAEG
ODOGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVS
LOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVEWOQDGQGVPLTG
NVITSOMANEQGLEDVHSILRVVLGANGTYSCLVRNPVLOODAHSSVTITPOR
SPTGAVEVOVPEDPVVALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQILNLIWOLTDTKOLVH
SETEGRDOGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRVADEGSFTCEVSIRDEGS
AAVSLOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVEWQDGQGV
PLTGNVTTSOMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTYSCLVRNPVLOODAHGSVTI
TGOPMT-HHHHHH

Luu y: Phin duge gach chan 14 ving ngoai bao ciia B7-H3; phan in nghiéng 12

dau chuan duo6i His.

Khang nguyén B7-H3 chudt (SEQ ID NO: 5) dugc st dung dé sang loc va phat
hién 14 san phdm thuong mai (R&D cat#1397-B3-050/CF), va trinh ty 1a nhu sau:
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VEVOVSEDPVVALVDTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKOL VHSFTEG
RDOGSAYSNRTALFPDLLVOGNASLRLORVRVTDEGSYTCFVSIODFDSAAVSL
QVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGNMVTITCSSYOQGYPEAEVEFWKDGQGVPLTGN

VITSOMANERGLFDVHSVLRVVLGANGTYSCLVRNPVLOODAHGSVTITGOPL
TE-HHHHHH

Luu ¥: Phin duge gach chén 13 viing ngoai bao ctia B7-H3; phan in nghiéng 12

d4u chuédn dusdi His.
Vi du 2. Sang loc (cac) trinh tw dwong tinh lién két dic hiéu véi B7-H3 nguoi

Céc té bao B dugc phéan 14p tir PBMC ngudi, 14 1ach va mo hach bach huyét, va
ARN duoc chiét dé xay dung thu vién khang thé thuc khuin thé scFv nguyén thé (dung
lwgng 3,2x101%). Thu vién khang thé thuc khuén thé scFv nguyén thé dugc xay dung
ndy duoc dong goi dé tao thanh cac hat thuc khudn thé, va sau d6 dwa dén budc sang
loc bang phuong phéap pha 16ng. Thuc khuén thé nay da duoc lién két véi B7-H3 duge
biotinyl hoa trong pha léng, va sau d6 tach bang cAc hat tir tinh streptavidin. Pé thu
dwoc (cac) trinh tu duong tinh lién két véi B7-H3 ngudi (R&D cat# 1949-B3-050/CF),
B7-H3 nguoi duge biotinyl hoa duge st dung @& sang loc, va 500 dong té bao don tinh
duoc ldy va dong goi vao trong cac khang thé scFv thuc khuén thé dé thir nghiém ELISA
thue khudn thé. Hoat tinh lién két ciia thyc khuan thé don dong v6i B7-H3 ngudi (R&D
cat# 1949-B3-050/CF) va B7-H3 chudt (R&D cat#1397-B3-050/CF) dugc thir nghiém
tach biét: 1 pg/ml B7-H3 ngudi hoac B7-H3 chudt va 1% BSA dugc phi 1én dia ELISA,
b6 sung phan thyc khudn thé ndi duge pha loang & ty 1& 1:1 bing dém phong bé, va
duoc phét hién bang HRP khang-M13; c4c dong don tinh ¢6 gi tri ELISA OD450 16n
hon 0,5, ¢6 céc ty 1€ gifta cac gia tri ELISA OD450 dé gan két véi B7-H3 ngudi hodc
chudt v6i gia tri ELISA OD450 dé gén két véi 1% BSA 16n hon 2,0 dugc chon loc, va
thu duoc 9 dong don tinh.

Vi du 3. X4y dung cac khang thé don dong c6 chiéu dai hoan chinh

Khéng thé c6 chiéu dai hoan chinh dwoc xay dyng cho 9 dong don tinh nay thu
duoc béng céach sang loc thu vién thuc khudn thé, va sau d6 hai khang thé (twong ting
12 h1702 va h1703) duge xac nhan dé c6 4i lwc manh bang thir nghiém gén két ELISA.
Quié trinh x4y dung khang thé don dong ¢6 chiéu dai hoan chinh 12 nhu sau:
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Dura trén (céc) trinh t khang thé scFv thu duoc bang cach sang loc thure khuin
thé, cac doan mdi duogc thiét ké dé x4y dung manh gen VH/VK/VL ctia mdi trinh tur
khéng thé chudi don bing PCR. Cac ving bién d6i chudi ning va chudi nhe ciia h1702
va h1703 thu duoc.

>trinh tir viing bién d6i chudi ning h1702

OVOLVOSGGGVVOPGTSLRLSCAASGEIESSSAMHWVRQOAPGKGLEWVAVISYDGS
NKYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSARLYASFDYWGQG
ALVTVSS

SEQID NO: 6
> trinh ty viing bién ddi chudi nhe h1702
QTVVIQEPSFSVSPGGTVILTCGLSSGSVSTSHYPSWYQQOTPGQAPRMLIYNTNITRS

SGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCAIHVDRDIWVFGGGTKLTVL
SEQIDNO: 7

> trinh tu ving bién ddi chudi ning h1703

QVOLOESGGGLYQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVROAPGKGLEWVSAISGSGG
STYYADSVKGRYTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDIAVYYCAKGVGPVHALDVWGQOG
TTVIVSS

SEQID NO: 8
> trinh ty ving bién ddi chudi nhe h1703
DIRLTOSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISTYILNWYQQKPGKAPILLINAVSGLQSGVP

SRFSGSGSGTHFTLTITSLOPEDFATYYCQQSYSTPMWTFGQGTKVEIK
SEQID NO: 9

Luu y: Trat tu 1a FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, c4c chit in nghiéng
trong trinh tu cac trinh ty FR, va céc trinh tw CDR dugc gach chén.

Céac trinh tw CDR trong chudi nhe va chudi ning ctia mdi khang thé dugc thé

hién trong bang 1.

Bang 1. Cac ving CDR ctia mdi chudi ning va nhe
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Khang
, HC LC
the
GFIFSSSA SGSVSTSHY
HCDRI SEQIDNO: 10 LCDRI SEQID NO: 13
ISYDGSNK NTN
HCDR2 LCDR2
1702 SEQ ID NO: 11 SEQIDNO: 14
ARSARLYASFEDY ATHVDRDIWV
HCDR3 ey LCDR3
SEQ ID NO: 12 SEQID NO: 15
GFTFSSYA QSISTY
HCDRI1 A _ LCDRI1
SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 19
' ISGSGGST AVS
1703 HCDR2 § o LCDR2 |
SEQ ID NO: 17 SEQID NO: 20
HCDR3 AKGVGPVHALDV LCDR3 QOQSYSTPMWT
SEQ IDNO: 18 SEQ ID NO: 21

Ving bién ddi ctia khang thé sau d6 duoc tai t6 hop twong ddng v6i manh gen
ving ¢b dinh (CHI-FC/CL) dé xay dung khang thé hoan chinh VH-CHI-FC/VK-
CL/VL-CL.

Céc khang thé hoan chinh duoc x4y dung h1702-IgG1, h1703-IgG1 céc trinh tu

la nhu sau:

h1702-I1gG1:

Trinh tu axit amin chudi ning h1702-IgG1: (SEQ ID NO: 22)
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QVQLVQSGGGVVQPGTSLRLSCAASGFIFSSSAMHWVRQAPGKGLEW VAV
ISYDGSNKYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVY YCARSARLYA
SFDYWGQGALVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVYNHKPSNTKY
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Trinh ty axit amin chudi nhe h1702: Lamada (SEQ ID NO: 23)

QTVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSHYPSWYQQTPGQAPRMLIY
NTNTRSSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCATHVDRDIWVEGGGT
KLTVLGQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVK.
AGVETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTE
CS

h1703-IgG1:
Trinh ty axit amin chudi ning h1703-IgG1: (SEQ ID NO: 24)

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYYADSVKGRYTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKGVGP
VHALDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Trinh ty axit amin chudi nhe h1703: Kappa (SEQ ID NO: 25)

DIRLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISTYLNWYQQKPGKAPILLINAVSG
LQSGVPSRFSGSGSGTHFTLTITSLQPEDFATYYCQQSYSTPMWTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

bé cai thién thém nita do on dinh cua khéng the, cic axit amin cua trinh tu chuoi

nhe h1702 dugc gy dot bién, trong d6 dot bién dic hiéu bao gdm gdc axit amin thir
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nhit Q & dau tan cung N ciia chudi nhe duge thay béng D, géc axit amin thir nhit S &

dAu tan cing C bi x6a, d& thu dugc khang thé don dong n dinh va dbng nhét hon.

Trinh tu axit amin chudi nhe h1702-1 c6 céc su thay dbi bé‘mg dot bién: (SEQID
NO: 26)

DTVVTQEPSESVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSHYPSWYQQTPGQAPRMLIY
NTNTRSSGVPDRFESGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCAIHVDRDIWVFGGGT
KLTVLGQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDEYPGAVIVAWKADGSPVK
AGVETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTE
C

Vi du 4. Biéu hién va tinh ché cic khang thé ngudi hoan chinh

Céc plasmit biéu hién chudi ning va nhe ctia khang thé dugc chuyén nhiém twong
g vao trong cac té bao HEK293E véi ty 18 1a 1,5:1, va phén nbi dich nudi cay té bao
dugc thu lai sau 6 ngay, va loai bd manh vun té bao béng ly tdm tdc d6 cao, va tinh ché
duoc thuc hién b%mg cOt Protein A. Cot nay dugc rora b%mg PBS cho t6i khi s6 doc A280
giam xudng dudng co sé. Protein dich duoc rira giai bang dung dich rira giai axit c6 pH
nam trong khoang tir pH 3,0 - 3,5 va trung hoa bang Tris-HCI 1M, pH 8,0-9,0. Mau
dugc rira giai dugce co6 dac thich hop va dugc tinh ché tiép bang sic ky gel Superdex
200 (GE) dugc can b??mg bﬁng PBS dé loai bo khéi két tu. Pinh monome duoc thu lai
va chia thanh céc phan bing nhau dé sir dung.
Hiéu suét va hiéu qua c6 loi clia cic khang thé theo sdng ché dwogc phét hién bing cac
phuong phap thir nghiém sau:
Vi du thir nghiém 1. Thir nghiém gin két ELISA

Pé thir nghiém kha nang lién két cia khéng thé B7-H3 duoc sang loc véi céc
dang B7-H3 nguoi khac nhau in vitro, 21g-B7-H3 nguoi (Cat.#1949-B3-050/CF, R&D)
va 4Ig-B7-H3 nguoi (Cat# 11188-HO8H, Sino Biological) dugc sit dung cho céc thir
nghiém gan két in vitro.

Protein B7-H3 nguoi (2Ig/4lg) duoc pha lodng dén ndng d6 1 pg/ml bang dém
PBS, pH 7,4 (Sigma, P4417-100TAB), va dugc cho vao dia Elisa 96-16 v6i thé tich 100
ul/16 (Corning, CLS3590-100 EA), va dé & 4°C qua dém, trong tir 16-20 gid. Sau khi
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loai bé chit léng, dung dich phong bé sita khong kem 5% (bot sita khong kem
GuangMing) duoc pha lodng bang dém PBST (pH 7,4 PBS chtra 0,05% Tween-20)
duoc bd sung véi 120 pl/1d, va i hdn hop nay & 37°C trong 2 gid dé phong bé. Két thic
khoang thoi gian phong bé, loai bé dung dich phong bé, va rira dia nay 4 14n bang dém
PBST. Sau d6, 100p1/16 khang thé B7-H3 tuong ting bing hang loat dd pha lodng dugc
b sung. Ndng d6 ban ddu 13 1 pM, sau d6 pha lodng bang dém PBST dén 8 gradient,
va i & 37°C trong 1 gid trong thiét bi 4. Sau khi 1, loai bé dung dich phan tng trong
dia, va rira dia nay 4 1an bang PBST. Manh Fey IgG ngudi khang dé dwgc danh diu
HRP dac hiéu khéng thé thir hai (Jackson Immuno Research, 109-005-008) pha lodng
bang PBST (1:4000) duoc bd sung véi 100ul/18, va duge 1 trong 1 gidr & 37°C. Sau khi
rira dia nay 4 1an bing PBST, chét nén tao mau TMB (KPL, 52-00-03) duoc bd sung
vé6i 100 pl/1d, v trong 3-5 phut & nhiét do trong phong, va H2SO4 1M dugc bd sung véi
100 pl/15 @& dirng phan tmg nay. Poc gia tri hap thu st dung may doc vi dia NOVOSta
& 450 nm, va gi4 tri EC50 cho lién két gitta khang thé va khang nguyén dugc tinh toén.
Céc két qua dugc thé hién trong bang 2, Fig. 1 va Fig. 2.

Bang 2. Kha nang lién két cia cac khang thé khac nhau véi 21g-B7-H3 ngudi va
khang nguyén 41g- B7-H3

EC50 21g-B7-H3 nguoi (nM) 41g-B7-H3 nguoi ‘(nM)
h1702 0,11 0,16
h1703 10,28 2,10

Cac két qua nay cho thay ring h1702 va h1703 c6 kha ning gan két y nghia véi
c4 hai 2Ig-B7-H3 va 41g-B7-H3 ngudi, va h1702 c6 kha ning gin két manh hon.

Vi du thit nghiém 2. Thir nghiém lién két chéo véi B7-H3 c6 ngudn goc tir cac loai

khac nhau

Dé thir nghiém kha ning gin két cia khang thé B7-H3 duoc sang loc v6i B7-H3
c6 ngudn gde tir cac loai khac nhau in vitro, B7-H3 chudt (Cat. #1397-B3-050/CF, R&D)

duoc st dung cho céc thir nghiém gén két in vitro.
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Protein B7-H3 ¢6 ngudn gbc tir cac loai khac nhau (B7-H3 chudt) dugc pha lodng
dén ndng d6 1 pg/ml bang dém PBS, pH 7,4 (Sigma, P4417-100TAB), dugc cho vao
dia vi chun 96-15 véi thé tich 100 pl/1d (Corning, CLS3590-100 EA), va dugc dat &
4°C qua dém trong 16-20 gid. Sau khi loai b6 chét long, dung dich phong bé 5% sita
khong kem (b0t sita khéng kem GuangMing) pha lodng bang dém PBST (pH 7,4 PBS
chira 0,05% Tween-20) dugc bd sung v6i 120 pl/1d, va & hén hop nay & 37°C trong 2
gid dé phong bé. Két thiic khoang thoi gian phong bé, loai bo dung dich phong bé, va
rira dfa nay 4 1in bing dém PBST. Sau d6, 100 1/ khang thé B7-H3 tuong g & ndng
d6 ban dau 1a 1 uM duoc cho vao, pha lodng bing dém PBST dén 8 gradient, va 0 &
37°C trong 1 gid trong thiét bi 1. Sau khi @, loai bd dung dich phan tng trong dia, va
rira dia nay 4 14n bang PBST, va khang thé thtr cAp dic hiéu manh Fey khang IgG nguoi
ctia cru duge danh ddu HRP (Jackson Immuno Research, 109-005-008) pha logng bang
PBST (1:4000) dugc bd sung véi 100 pl/1d, 1 trong 1 gidy & 37 °C. Sau khi rira dia nay
4 1An bing PBST, chét nén tao mau TMB (KPL, 52-00-03) dugc bd sung véi 100 pl/1d,
U trong 3-5 phut & nhiét d6 trong phong, va H2SO4 1M duoc bd sung voi 100 pl/16 dé
dirng phan tng nay, doc gia tri hép thu st dung may doc vi dia NOVOSta ¢ 450 nm, gia
tri EC50 cho lién két gitta khang thé va khang nguyén dugc tinh ton (cc két qua duogc

thé hién trong bang 3 va Fig. 3).

Bang 3. Kha nang lién két ctia cdc khang thé khac nhau vé6i khang nguyén B7-H3

chudt
EC50 B7-H3 chuft (nM)
h1702 18,12
h1703 86,68

Cac két qué nay cho thdy ring kha ning lién két cia h1702 va h1703 véi B7-H3

chudt 12 yéu, cho thiy rang hai khang thé don dong lién két dic hidu v6i B7-H3 nguoi.
Vi du thit nghiém 3. Thir nghiém Biacore vé 4i lwe khing thé

Ai lyc phan tmg ctia khéng thé khang B7-H3 véi B7-H3 ngudi va chudt duogc
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xac dinh st dung thiét bi Biacore, GE.

Chip cam bién sinh hoc Protein A (Cat. # 29127556, GE) dugc sit dung dé ghi
lai 4i lwc khéi lwong nhéit dinh khang thé dugc thir nghiém. Mot loat khang nguyén 2Ig-
B7-H3 ngudi (Cat. #1949- B3-050/CF, R&D), khang nguyén 41g-B7-H3 nguoi (Cat.
#11188-HO8H, Sino Biological) hoac khang nguyén B7-H3 chudt (Cat. # 1397-B3-
050/CF, R&D) dugc pha lodng & cic ndng d khac nhau dugc cho chay qua bé mat ciia
chip nay. Tin hiéu phan tmg thoi gian thuc dwgc phét hién bang cach st dung thiét bi
Biacore (Biacore T200, GE), dé thu duoc cac dudong cong lién két va phan ly. Sau khi
hoan thanh mdi chu trinh phan ly, rira chip sinh hoc va tai tao béng dung dich téi tao
glyxin- axit hydrocloric (pH 1,5) (Cat.#BR-1003-54, GE). Pém duogc st dung trong thi
nghiém nay 1a dung dich dém HBS-EP (pH 7,4) (Cat. # BR-1001-88, GE).

Dit liéu thi nghiém duogc didu chinh bang phin mém GE phién ban danh gia BIA
4.1 trong md hinh Langmuir (1:1) d& thu dugc céc gia trj ai lyc. Cac két qua thi nghiém

duoc thé hién trong cac bang 4-6.

Bang 4. Ai lyc phan tng ciia cic khéng thé khac nhau véi khang nguyén 2Ig-B7-H3

nguoi
Khang thé Khang nguyén Ai luc (M)
h1702 7,97E-7
21g-B7-H3 nguoi
h1703 4,48E-7

Béng 5. Ai lyc phan tng cua cac khang thé khac nhau véi khang nguyén 4Ig-B7-H3

nguoi

Khang thé | Khang nguyén Ai luc (M)

h1702 | 8,55E-9
41g-B7-H3 ngudi
h1703 -
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Bang 6. Ai luc phan ing cua cac khang thé khac nhau véi khang nguyén B7-H3 chudt

Khang thé Khang nguyén Ai luc (M)

h1702 1,47E-6
B7-H3 chudt

h1703 5,02E-7

Céc két qua 4i luc trong thir nghiém Biacore cho thdy rang h1702 c6 4i lwc manh
véi 41g-B7-H3 nguoi, dat & mire nM, trong khi &i luc véi 21g-B7-H3 ngudi hodc B7-
H3 chudt kha 13 yéu hon; h1703 ¢6 4i luc yéu hon véi 41g-B7-H3 ngudi, 2Ig-B7-H3
ngudi va B7-H3 chudt.

Vi du thir nghiém 4. Thir nghiém gin két t& bao in vitro

Trong thi nghiém nay, lién két ciia khang thé dwoc danh gia dua trén cuong do
tin hidu huynh quang cta khang thé lién két trén bé mit té bao. Sau khi  10pg khéng
thé so clp v6i 2x10° cac té bao USTMG trén d4 trong 30 phut, loai bé khang thé du
bang cach rira. U cac té bao nay bang Fc IgG ngudi khang APC (Biolegend, 409306)
trong 30 phut & nhiét o trong phong, va sau d6 loai bé khang thé du, doc tin hiéu huynh
quang trén bé mit t& bao st dung BD Verse (cac két qua duge thé hién trong Fig. 4).
Cac két qua nay cho thiy rang h1702 lién két dic hidu véi USTMG té bao khéi u bidu
hién qua muc B7-H3.

Vi du thir nghiém 5. Thit nghiém nhép néi bao in vitro

Trong thi nghiém nay, hiéu qua nhép ndi bao ctia khing thé dugc danh gia dua
trén cuong do tin hi¢u huynh quang xéac dinh khéng thé hip thu. Khang thé B7-H3 nay
va Fc IgG nguoi khang APC (Biolegend, 409306) dugc tron véi ty 1€ mol 1a 1:2 va dugc
U trén dé trong 15 phit. Sau khi 4 hdn hop khang thé nay véi 2x10° té bao USTMG trén
d4 trong 30 phut, loai bo khang thé du bing cach rira, va sau do chuyén té bao nay sang
mdi trudong duge 1am 4m trude & 37°C, va i & 37°C twong Gng trong 0, 15, 30, 60 va
120 phat. Ly tAm céc té bao nay va tai tao huyén phu trong dém rira giai khang thé dé
gifi sach cac khang thé. Sau khi 0 trong 7 phut & nhiét do trong phong, loai bé dém rira

giai khang thé bing cach rira, va doc tin hiéu huynh quang ndi bao sir dung BD Verse
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(cac két qua dugce thé hién trong Fig. 5). Cac két qua nay cho thdy rang ca hai h1702 va
h1703 duoc nhdp ndi bao hiéu qua vao trong céac t€ bao sau khi lién két véi té bao

U87MG.
Vi du thit nghiém 6. Panh gia T1/2 trén chudt rat SD

4 chudt rat SD (duoc mua tir JSJ Experimental Animal Co., Ltd.), 2 con duc va
2 cpm ci dugc duy tri trong chu trinh sang/tdi dugc didu chinh & 12/12 gid, véi nhiét
d6 khong dbi 1a 24+3°C, d6 4m 13 50-60%, va tu do tiép c4n véi thirc dn va nude. Vao
ngay lam thi nghiém, cac con chudt rat SD dugc tiém tic nhan thir nghi€ém vao trong

tinh mach dudi véi lidu lwong 13 3 mg/kg va thé tich tiém 13 5 ml/kg.

Thoi gian 14y méau: Vao ngady ding thir nhit, mau dwoc 13y tir tinh mach day mit
sau 5 phut, 8 h, 24 h, 2 ngay, 3 ngay, 5 ngay, 8 ngay, va 15 ngay sau khi dung, 200 uL
mdi l4n (twong dwong voi 100 pL huyét thanh); Pat cdc mAu mau thu thap duge & nhiét
do trong phong trong ntra gid cho téi khi méu dong, va sau do ly tAm ¢ 10.000 x g trong
10 phit & 4°C. Thu thip phin ndi va bao quan ngay 1ap tirc & -80°C. Ndng do khang
thé B7-H3 nay trong huyét thanh dugc do bang ELISA, v thuc hién phan tich PK. Céc

két qua nay duoc thé hién trong bang 7.

Bang 7. T12 ctia khang thé B7-H3 trong chudt rat SD

Téc nhan dugc
Puodng diung Ti2 (trung binh+SD, h)
thr nghiém
h1702 IV (3 mg/kg) 185+17

Céc két qua nay cho thdy ring thoi gian bén hily ctia khéng thé theo sang ché
trong chudt rat 13 khoang 185 h (7,7 ngay).
Vi du thit nghiém 7. Do én dinh vét Iy ciia khang thé B7-H3

DSC duge st dung dé phat hién do én dinh nhiét ctia cic khéng thé khéc nhau,
va d6 dn dinh nhiét nay trong cac hé thong dém khic nhau dudi cac diéu kién pH khéc
nhau dugc so sanh. Céac hé théng dém dién hinh twong tmg véi cic pH khac nhau 12 10

mM PB (pH 7) va 10 mM Axetat (pH 5,2). Hoa tan mAu nay trong dém twong tng, va
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n@)ng d6 mau duoc kiém soat & khoang 1mg/ml. Phat hién dugc thuc hién st dung
MicroCal* VP-Capillary DSC (Malvern). Tru6c khi phat hién, mbi mau va dém trong
duge tach khi bing thiét bi tach khi chan khong trong tir 1 dén 2 phit. 400 pl mau hodc
dém tréng dugc bd sung vao mdi 16 cta dia mau (nap thiét bi 13 300 pl). Hai cip cubi
ciing ciia cic dia 18 duge bd sung twong tmg vai 1a Decon 90 14% va ddH,O dé 1am
sach. Sau khi nap dia miu nay, tAm phti nhya mém duge dit 1én. Nhiét dd quét bt dau
tir 25°C va két thuc & 100°C. Téc d6 quét 12 60°C/h. Cac két qua duge thé hién trong
bang 8. Trong mot vai hé théng thir nghiém, ca hai h1702 va h1703 thé hién d6 én dinh

nhiét tdt.

Bang 8. Céc két qua DSC ctia cac khang thé khac nhau

Miu | Pém Tm-bit  dau | TM (°C)
°C)

pH7,0 65,82 77,51
h1702

pH 5,2 65,59 78,97

pH7,0 61,33 73,19
h1703

pH 5,2 60,65 75,71

D tinh khiét ciia mAu nay duge theo dai bing SEC-HPLC d kiém tra do 6n
dinh dudi didu kién ndng d6 nhét dinh. Nhu vi du v& diéu kién, ndng 6 mAu duoc kiém
soat & khoang 40-50 mg/ml. Do 6n dinh cta céc khéng thé khac nhau dugc so sanh
trong hé théng PBS (pH 7,4) va hé théng axit axetic/sucroza pH 5,2 ¢ 4°C, 30°C, 40°C
trong mot thang bao quan. B tinh khiét cta khéng thé duoc kiém tra st dung cot HPLC
protein Xbridge BEH SEC 200A (Waters). Sau mot thdng kiém tra, ca hai h1702 va
h1703 thé hién d6 bn dinh t6t. Cac két qua duoc thé hién trong bang 9.

Béng 9. Cac két qua vé& d6 6n dinh cho cac khéng thé khac nhau

4°C/thang/dd tinh | 30°C/thang/dd tinh | 40°C/théng/do tinh
Kkhiét khiét khiét
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h1702/ axit axetic 99,25% 98,68% 97,85%
h1702/PBS 99,21% 98,07% 96,34%
h1703/ axit axetic 99,31% 99,04% 98,38%
h1703/PBS 99,18% 98,56% 96,99%

Céc két qua nay cho thay rang ca hai h1702 va h1703 thé hién d6 én dinh tuyét

voi trong ca hai dém axit axetic va PBS.
Vi du thir nghiém 8. P4 én dinh héa hoc ciia khang thé B7-H3

Sy thay d6i hoa hoc sau khi diéu ché héa hoc 14 mét trong nhing 1y do théng
thuong dan dén van dé vé& do 6n dinh cua san phém, dac biét 1a mirc dd khir nhém amin,
su 0xy hoa hodc su thay dbi isome hoa & mot sb géc axit amin trong ving CDR. Céc su
thay ddi nay nén duoc tranh hodc giam bét. 500 pg khang thé duge thi nghiém duge
hoa tan trong 500 pl PBS pH 7,4, va duoc dua sang bé nudc & 40°C; 14y cac mau & cac
ngay 0, 10, va 20, cho céc thi nghiém thity phan bang enzym. 100 pg miu dugc 13y &
céc thoi diém khac nhau va hoa tan trong 100 pl dung dich 0.2 M His-HCI, 8 M Gua-
HCI, pH 6,0; bd sung 3 pl 0,1 g/mL DTT, va dugc dua sang bé nuéc & 50°C trong 1 giod;
sau do, siéu-loc cic mau nay hai 1an bﬁng dung dich 0,02 M His-HCL, pH 6,0, va bd
sung 3 pL 0,25 mg/mL trypsin. Thiy phan hdn hop niy qua dém & 37°C trong bé nuéc.
Céc vi tri thay dbi tiém tang dugc phén tich bang may do phd khéi (cac két qua duoc
thé hién trong bang 10) st dung Agilent 6530 Q-TOF. Cac két qua nay cho th_éy ring
h1702 va h1703 dugce mb ta trong sang ché nay khong c6 xu huéng gia ting dang ké vé
sy khir nhom amin, sy 60Xy hoa hodc tinh khong déng nhét, cho thiy ring céc phan tir

néy co6 dd on dinh héa hoc tuyét voi.

Bang 10. B¢ on dinh héa hoc cia cac khang thé khac nhau

Miu | LC/HC | Vi ti/ihay déi | DO D10 D20
L M4S/ oxi oa | 2.82% | 2.9% | 2.83%

h1702 | |
HC | M34/oxihoa |3.52% | 3.46% | 3,38%
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M83/ 6xi hoa | 0,98% 1,01% 0,01%

M34/ 6xihéa | 1,93% 2,62% 2,16%
h1703 | HC

M83/ 6xi héa | 1,96% 2,62% 2,8%

Vi dy thit nghiém 9. D$ 6n dinh ciia khang thé h1702-1

Chubdi nhe kiéu lambda c6 nhiéu hon mot axit amin S & du tin cung C so véi
kiéu kappa, va su can tré khong gian cua S c6 thé 13 yéu tb gay ra su khong 6n dinh cia
lién két disulfit bén trong chudi giita chudi nhe va ning. Axit amin S tin cling c6 thé
duoc loai bo br?mg tach don tinh dong phan tir, va d6 én dinh cta khang thé dudi didu

kién kiém s& dugc cai thién dang ke.

Khi axit amin thir nhét & dau tAn cing N cta chudi nhe 13 khang thé tran la Q, su
tao vong mét phan s& cling x4y ra trong khang thé nay, va din dén gia tdng tinh khong
dong nhét v& dién tich ciia mAu, anh huéng dén tinh khong 6n dinh cua cOng thuc va
san phdm. Axit amin thir nhAt Q & dau tan cing N dugce gly dot bién thanh D bang tach
dong don tinh phan tir dé loai bo su dong vong khong hoan toan va cai thién dang ké
tinh 6n dinh cia khang thé nay. Su thay ddi trén khong anh hudng déang ké dén ai luc
ctia khang thé tai td hop bang cong nghé di truyén véi khang nguyén cuia no.

D¢ 6n dinh ctia h1702 va h1702-1 dugc thit nghiém bing phuong phép phén tich
SEC, CE-SDS khoéng khtt (pH 9,0) va IEX.

Phat hién SEC: Séc ky Waters 2695 va cft Xbridge BEH 200A SEC da duoc st
dung. Nap 50 pg khang thé, va thyc hién rira giai st dung pha di déng PBS trong
gradient c¢§ dinh.

Phuong phap CE-SDS NR:

Céc mlu dugc xtr Iy sir dung Kit phan tich Beckman SDS-MW. B6 sung dung
dich dém vao 100 pg khang thé duoc thir nghiém duoc bién tinh bang cach gia nhiét
trong dém mau nhu dugc mo ta trong quy trinh. Thu thap dit liéu st dung thiét bi dién

di mao mach PAR00.

-38-



38338

Phuong phap IEX:

Sic ky Waters Acquity H-Class va ¢t Thermo MAbPac SCX-10 dugc sir dung.
Nap 50 pg khang thé duoc thi nghiém, va 4p dung gradient tuyén tinh, sir dung Kit ¢¢m
gradient pH CX-1 lam pha dong; tin hidu cuc tim & chiu dai 280 nm dugc thu thap.

Béng 11. So sanh d6 6n dinh ctia h1702 va h1702-1

SEC CE-SDS (pH9.0) | IEX
h1702 100% 71,21% 40,5%
h1702-1 100% 94,67% 86,21%

Mac du sang che dad duge mo ta chi ti€t bang cc Fig. va cac phuong 4n dic hiéu
dé hiéu rd rang, ban mo ta va cac phuong an khong nén dugc hiéu 1am gi6i han pham
vi clia sang che. Tat ca ndi dung cia céc tai lidu va tai lidu patent dugc vién din & day

dugc dwa vao bang cach vién dan toan bo ndi dung cia noé.
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Yéu cau bio ho

1. Khang thé khang B7-H3 don dong hoic doan gin két khang nguyén cia no, lién két véi B7-
H3 nguoi, bao gdm:

(i) ving bién dbi chudi ning khang thé bao gdm HCDR1, HCDR2, va HCDR3 c6 trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10, 11 va 12; va

ving bién ddi chudi nhe khéng thé bao gdbm LCDR1, LCDR2, va LCDR3 ¢6 trinh t axit amin
n€u trong SEQ ID NO: 13, 14 va 15;

(ii) ving bién dbi chudi ning khang thé bao gdm HCDR1, HCDR2, va HCDR3 c¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 16, 17 va 18; va

ving bién d6i chudi nhe khang thé bao gdm LCDR1, LCDR2, va LCDR3 c6 trinh tur axit amin
néu trong SEQ ID NO: 19, 20 va 21.

2. Khang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gin két khang nguyén cta né theo didm 1,
trong d6 khéng thé khang B7-H3 don dong 13 khang thé t4i t& hop.

3. Khang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gin két khang nguyén cta né theo diém 2,
trong d6 khang thé khang B7-H3 don dong 1a khang thé tai t6 hop ngudi hodc doan gén két

khang nguyén ctia no.

4. Khéang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gin két khang nguyén ctia n6 theo diém 3,
trong d6 céc trinh ty ving khung (FR) ctia cdc ving bién ddi chudi ning va chudi nhe cta
khang thé ngudi t4i td hop duoc bit ngudn twong tmg tir chudi ning va chudi nhe dong mam

nguoi, hodc trinh tu dot bién cua nd.

5. Khang thé khang B7-H3 don dong hozc doan gin két khang nguyén cua né theo diém 4,
trong d6 khang thé ngudi tai td hop chira ving bién dbi chudi ning nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 6 hoic 8 hoc bién thé ciia n6; trong d6 bién thé nay ¢ sy mat,
su thay thé hodc su bd sung 1-10 axit amin trong ving bién dbi chudi nang c6 trinh ty néu trong

SEQ ID NO: 6 hoic 8.

6. Khang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gan két khang nguyén cua né theo diém 4,
trong d6 khang thé ngudi tai td hop chira viing bién dbi chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh

tu néu trong SEQ ID NO: 7 hoic 9 hodc bién thé cua no: trong d6 bién thé nay c6 su mit, sy
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thay thé hodc su bd sung 1-10 axit amin trong viing bién d6i chudi nhe c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 7 hodc 9.

7. Khang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gén két khang nguyén cta n6 theo diém 1,
trong d6 khéng thé khang B7-H3 don dong chira thém ving hing dinh khang thé nguoi.

8. Khéng thé khang B7-H3 don dong hodc doan gén két khang nguyén cua n6 theo diém 1,
trong d6 khang thé khang B7-H3 don dong 13 khang thé c6 chiéu dai hoan chinh chita chudi
ning va chudi nhe nhu dugc thé hién twong ung trong trinh tw néu trong SEQ ID NO: 22 va 23,
hoc khang thé ¢ chidu dai hoan chinh chita chudi ning va chudi nhe nhu duoc thé hién tuong
g trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 22 va 26, hodc khang thé c6 chidu dai hoan chinh
chtta chudi ning va chudi nhe nhu duoc thé hién twong ung trong trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 24 va 25.

9. Khang thé khang B7-H3 don dong hozic doan gin két khang nguyén ciia né theo diém 1,
trong d6 doan lién két khang nguyén duge chon tir nhém bao gdm Fab, Fab', F(ab")2 va khang
thé chudi don (scFv), ving V dime hoéa (diabody), va vimg V dugc én dinh bing lién két
disulfua (dsFv).

10. Duoc phdm chira khéi lugng hiru hiéu dé diéu trj bénh khéng thé khéng B7-H3 don dong
hoic doan gin két khang nguyén ciia n6 theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 9, va mot

hozic nhiéu chét mang, chit pha loéng hodc ta dugc dugc dung.

11. Phan tir axit nucleic ma héa khang thé khang B7-H3 don dong hodc doan gén két khang

nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9.
12. Vecto tai t6 hop chira phan tir axit nucleic theo diém 11.

13. Té bao cha dugc bién nap vecto tai t hop theo diém 12, trong d6 té bao chu nay duogc chon

tr nhdm bao gdm t€ bao tién nhén va té bao nhin chuan.

14. Té bao cha theo diém 13, trong do t& bao chu nay 1a té bao dong vét c6 vi hoic té bao nim

men.
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15. Phuong phép san xuét khang thé hoic doan gin két khang nguyén ctia n6 theo mét diém
bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, trong d6 phuong phap nay bao gdm:

nudi cdy té bao chi theo diém 13 trong dich nudi ciy dé tao thanh va tich tu khang thé khang
B7-H3 don dong hoic doan gin két khang nguyén ciia n6 theo mét diém bét ky trong s cac
diém tir 1 dén 9, va

thu hdi khang thé hoic doan gén két khang nguyén ctia n6 duge tich tu tir dich nudi cAy nay.
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Danh muc trinh tvw

<110> JIANGSU HENGRUI MEDICINE CO.,LTD; SHANGHAI HENGRUI PHARMACEUTICAL
CcO.,LTD

<120> KHANG THE B7-H3 HOAC MANH GAN KET KHANG NGUYEN CUA NO VA DUQC PHAM
CHUA KHANG THE B7-H3 HOAC MANH GAN KET KHANG NGUYEN CUA NO

<130> 780019CPCT
<160> 26

<170> SIPOSequencelListing 1.0

<210> 1
<211> 534
<212> PRT

<213> Nguoi

<220>
<221> PEPTIT
<223> Trinh ty axit amin cé chidu dai hoan chinh B7H3 ngudi

<400> 1
Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala
1 5 10 15
Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gln
20 25 30
Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu
35 40 45
Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn
50 55 60
Leu Ile Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Ala
65 70 75 80
Glu Gly Gln Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85 90 95
Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val
100 105 110
Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser Ile Arg Asp
115 120 125
Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys
130 135 140
Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 160
Val Thr Ile Thr Cys Ser Ser Tyr Gln Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165 170 175
Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
180 185 190
Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser Ile Leu
195 200 205
Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn
210 215 220
Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Ser Ser Val Thr Ile Thr Pro Gln
225 230 235 240
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Arg Ser Pro Thr Gly Ala Val Glu Val Gln Val Pro Glu Asp Pro Val
245 250 255
Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg Cys Ser Phe Ser Pro
260 265 270
Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu Ile Trp Gln Leu Thr
275 280 285
Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Thr Glu Gly Arg Asp Gln Gly
290 295 300
Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gln
305 310 315 320
Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly
325 330 335
Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser Ile Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val
340 345 350
Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu
355 360 365
Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr Val Thr Ile Thr Cys Ser
370 375 380
Ser Tyr Arg Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val Phe Trp Gln Asp Gly Gln
385 390 395 400
Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr Ser Gln Met Ala Asn Glu
405 410 415
Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser Val Leu Arg Val Val Leu Gly Ala
420 425 430
Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp
435 440 445
Ala His Gly Ser Val Thr Ile Thr Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro Pro
450 455 460
Glu Ala Leu Trp Val Thr Val Gly Leu Ser Val Cys Leu Ile Ala Leu
465 470 475 480
Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg Lys Ile Lys Gln Ser Cys
485 490 495
Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu Gly
500 505 510
Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu Asp
515 520 525
Asp Gly Gln Glu Ile Ala
530

<210> 2

<211> 316

<212> PRT

<213> Chudt Mus musculus

<220>
<221> PEPTIT
<223> Trinh tu axit amin cé chiéu dai hoan chinh B7H3 chudt

<400> 2

Met Leu Arg Gly Trp Gly Gly Pro Ser Val Gly Val Cys Val Arg Thr

1 5 10 15

Ala Leu Gly Val Leu Cys Leu Cys Leu Thr Gly Ala Val Glu Val Gln
20 25 30
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Val
Arg
Leu
65

Glu
Pro
Arg
Phe
Pro
145
Val
Phe
Ser
Arg
Pro
225
Pro
Val
Lys

Asp

Ser
305

Ser
Cys
50

Ile
Gly
Asp
Val
Asp
130
Ser
Thr
Trp
Gln
Val
210
Val
Leu
Cys
Ile
Gly

290
Glu

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Leu Glu Val Gln Val Pro Glu Asp

1

Glu
35

Ser
Trp
Arg
Leu
Thr
115
Ser
Met
Ile
Lys
Met
195
Val
Leu
Thr
Leu
Lys
275
Asp
Asn

3

223
PRT

Trinh ty nhdn tao

Asp
Phe
Gln
Asp
Leu
100
Asp
Ala
Thr
Thr
Asp
180
Ala
Leu
Gln
Phe
vVal
260
Gln
Gly

Lys

PEPTIT
Khang nguyén

3

Pro
Ser
Leu
Gln
85

Val
Glu
Ala
Leu
Cys
165
Gly
Asn
Gly
Gln
Pro
245
Val
Ser

Glu

Glu

5

Val
Pro
Thr
70

Gly
Gln
Gly
Val
Glu
150
Ser
Gln
Glu
Ala
Asp
230
Pro
Leu
Cys
Gly

Asp
310

B7H3 ngudi:

Val
Glu
55

Asp
Ser
Gly
Ser
Ser
135
Pro
Ser
Gly
Arg
Asn
215
Ala
Glu
Leu
Glu
Ser

295
Asp

Ala
40

Pro
Thr
Ala
Asn
Tyr
120
Leu
Asn
Tyr
Val
Gly
200
Gly
His
Ala
Val
Glu
280
Lys

Gly

Asp Ala Thr Leu Cys Cys Ser Phe

20

Ala Gln Leu Asn Leu Ile Trp Gln

35

40

38338

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ala
105
Thr
Gln
Lys
Gln
Pro
185
Leu
Thr
Gly
Leu
Ala
265
Glu

Thr

Gln

Val
Phe
Gln
Ser
90

Ser
Cys
Val
Asp
Gly
170
Leu
Phe
Tyr
Ser
Trp
250
Leu
Asn

Ala

Glu

Asp
Ser
Leu
75

Asn
Leu
Phe
Ala
Leu
155
Tyr
Thr
Asp
Ser
Val
235
Val
Ala
Ala

Leu

Ile
315

2Ig-B7H3

Thr
Leu
60

Val
Arg
Arg
Val
Ala
140
Arg
Pro
Gly
Val
Cys
220
Thr
Thr
Phe
Gly
Arg

300
Ala

Pro Val Val Ala

10

Ser Pro Glu Pro

25

Leu Thr Asp Thr

-47-

Asp
45

Ala
His
Thr
Leu
Ser
125
Pro
Pro
Glu
Asn
His
205
Leu
Ile
Val
Val
Ala

285
Pro

Leu

Gly

Ala
Gln
Ser
Ala
Gln
110
Ile
Tyr
Gly
Ala
Val
190
Ser
Val
Thr
Gly
Cys
270
Glu

Leu

vVal

Thr
Leu
Phe
Leu
95

Arg
Gln
Ser
Asn
Glu
175
Thr
Val
Arg
Gly
Leu
255
Trp

Asp

Lys

Gly
15

Leu
Asn
Thr
80

Phe
Val
Asp
Lys
Met
160
Val
Thr
Leu
Asn
Gln
240
Ser
Arg

Gln

Pro

Thr

Phe Ser Leu

30

Lys Gln Leu Val

45



His
Thr
65

Leu
Ser
Pro
Pro
Glu
145
Asn
His
Leu

Ile

Ser
50

Ala
Gln
Ile
Tyr
Gly
130
Ala
Val
Ser

Val

Thr
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Leu Glu Val Gln

1
Asp

Ala
His
Thr
65

Leu
Ser
Pro

Pro

Glu
145

Ala
Gln
Ser
50

Ala
Gln
Ile
Tyr
Gly

130
Ala

Phe Ala
Leu Phe
Arg Val

Arg Asp
100

Ser Lys

115

Asp Thr

Glu Val
Thr Thr

Ile Leu
180

Arg Asn

195

Pro Gln

4

439

PRT
Trinh tu

PEPTIT

Khang nguyén

4

Thr Leu
20

Leu Asn

35

Phe Ala

Leu Phe

Arg Val

Arg Asp
100

Ser Lys

115

Asp Thr

Glu Val

Glu Gly Gln Asp
55
Pro Asp Leu Leu
70
Arg Val Ala Asp
85
Phe Gly Ser Ala

Pro Ser Met Thr
120

Val Thr Ile Thr

135
Phe Trp Gln Asp
150

Ser Gln Met Ala

165

Arg Val Val Leu

Pro Val Leu Gln

200

Arg Ser Pro Thr
215

nhén tao

Val Pro Glu Asp
Cys Cys Ser Phe

Leu Ile Trp Gln
40
Glu Gly Gln Asp
55
Pro Asp Leu Leu
70

Arg Val Ala Asp
85

Phe Gly Ser Ala

Pro Ser Met Thr
120
Val Thr Ile Thr
135
Phe Trp Gln Asp
150

B7H3 nguoi:

38338

Gln
Ala
Glu
Ala
105
Leu
Cys
Gly
Asn
Gly
185
Gln

Gly

Gly
Gln
Gly
90

Val
Glu
Ser
Gln
Glu
170
Ala

Asp

His

Ser
Gly
75

Ser
Ser
Pro
Ser
Gly
155
Gln
Asn

Ala

His

4Ig-B7H3

Pro
Ser
25

Leu
Gln
Ala
Glu
Ala
105
Leu

Cys

Gly

Val
10

Pro
Thr
Gly
Gln
Gly
90

Val
Glu

Ser

Gln
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Val
Glu
Asp
Ser
Gly
Ser
Ser
Pro
Ser

Gly
155

Ala
60

Asn
Phe
Leu
Asn
Tyr
140
Val
Gly
Gly
His

His
220

Ala
Pro
Thr
Ala
60

Asn
Phe
Leu
Asn
Tyr

140
Val

Tyr
Ala
Thr
Gln
Lys
125
Gln
Pro
Leu
Thr
Ser

205
His

Leu
Gly
Lys
45

Tyr
Ala
Thr
Gln
Lys
125
Gln

Pro

Ala
Ser
Cys
Val
110
Asp
Gly
Leu
Phe
Tyr
190

Ser

His

Val
Phe
30

Gln
Ala
Ser
Cys
Val
110
Asp
Gly

Leu

Asn
Leu
Phe
95

Ala
Leu
Tyr
Thr
Asp
175
Ser

Val

His

Gly
Ser
Leu
Asn
Leu
Phe
95

Ala
Leu
Tyr

Thr

Arg
Arg
80

Val
Ala
Arg
Pro
Gly
160
Val
Cys

Thr

Thr
Leu
Val
Arg
Arg
80

Val
Ala
Arg

Pro

Gly
160



Asn
His
Leu
Ile
Glu
225
Ser
Trp
Arg
Leu
Ala
305
Ser
Met
Ile
Gln
Met
385
Val

Leu

Thr

Val
Ser
Val
Thr
210
Asp
Phe
Gln
Asp
Leu
290
Asp
Ala
Thr
Thr
Asp
370
Ala
Leu

Gln

His

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Val Glu Val Gln Val

1

Thr
Ile
Arg
195
Pro
Pro
Ser
Leu
Gln
275
Ala
Glu
Ala
Leu
Cys
355
Gly
Asn
Gly
Gln

His
435
5

222
PRT

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

420
His

Ser
165
Arg
Pro
Arg
Val
Glu
245
Asp
Ser
Gly
Ser
Ser
325
Pro
Ser
Gly
Gln
Asn
405
Ala

His

Gln
Val
Val
Ser
Ala
230
Pro
Thr
Ala
Asn
Phe
310
Leu
Asn
Tyr
Val
Gly
390
Gly
His

His

Met
Val
Leu
Pro
215
Leu
Gly
Lys
Tyr
Ala
295
Thr
Gln
Lys
Arg
Pro
375
Leu
Thr
Gly

His

Trinh ty nhédn tao

PEPTIT
Khadng nguyén

5

5

Asp Ala Thr Leu Arg

20

Ala Gln Leu Asn Leu

35

Ala
Leu
Gln
200
Thr
Val
Phe
Gln
Ala
280
Ser
Cys
Val
Asp
Gly
360
Leu
Phe

Tyr

Ser

B7H3 chudt

Ser Glu Asp

Cys Ser Phe

Ile Trp Gln

40

38338

Asn Glu
170

Gly Ala

185

Gln Asp

Gly Ala
Gly Thr

Ser Leu
250

Leu Val

265

Asn Arg

Leu Arg
Phe Val

Ala Ala
330

Leu Arg

345

Tyr Pro

Thr Gly
Asp Val
Ser Cys

410

Val Thr
425

Gln
Asn
Ala
Val
Asp
235
Ala
His
Thr
Leu
Ser
315
Pro
Pro
Glu
Asn
His
395

Leu

Ile

Gly
Gly
His
Glu
220
Ala
Gln
Ser
Ala
Gln
300
Ile
Tyr
Gly
Ala
Val
380
Ser

Val

Thr

Pro Val Val Ala

10

Ser Pro Glu Pro

25

Leu Thr Asp Thr

-49-

Leu
Thr
Ser
205
Val
Thr
Leu
Phe
Leu
285
Arg
Arg
Ser
Asp
Glu
365
Thr
Val

Arg

Gly

Leu
Gly

Lys
45

Phe
Tyr
190
Ser
Gln
Leu
Asn
Thr
270
Phe
Val
Asp
Lys
Thr
350
Val
Thr
Leu

Asn

Gln
430

val

Asp
175
Ser
Val
Val
Arg
Leu
255
Glu
Pro
Arg
Phe
Pro
335
Val
Phe
Ser
Arg
Pro

415
Pro

Asp
15

Val
Cys
Thr
Pro
Cys
240
Ile
Gly
Asp
Val
Gly
320
Ser
Thr
Trp
Gln
Val
400

Val

Met

Thr

Phe Ser Leu

30

Gln Leu Val



His Ser
50

Thr Ala

65

Leu Gln

Ser Ile
Pro Tyr

Pro Gly
130

Glu Ala

145

Asn Val

His Ser
Leu Val

Ile Thr
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val
50

Phe Thr
Leu Phe
Arg Val

Gln Asp
100

Ser Lys

115

Asn Met

Glu Val
Thr Thr

Val Leu
180

Arg Asn

195

Gly Gln

6

119

PRT
Trinh tu

KHU VvUC

38338

Glu Gly Arg Asp Gln Gly
55

Pro Asp Leu Leu Val Gln

70

Arg Val Thr Asp Glu Gly

85 90

Phe Asp Ser Ala Ala Val

105
Pro Ser Met Thr Leu Glu
120

Val Thr Ile Thr Cys Ser
135

Phe Trp Lys Asp Gly Gln

150

Ser Gln Met Ala Asn Glu

165 170

Arg Val Val Leu Gly Ala

185
Pro Val Leu Gln Gln Asp
200

Pro Leu Thr Phe His His

215

nhan tao

h1702 Ving bién dbi chudi ning

6
Gln Leu

Arg Leu
20

His Trp

35

Ile Ser

Lys Gly Arg Phe

65
Leu Gln

Ala Arg
Ala Leu
<210>

<211>
<212>

Met Asn

Ser Ala

100
Val Thr
115

7
110
PRT

Val Gln Ser Gly Gly Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly

40
Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
55
Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70

Ser Leu Arg Ala Glu Asp

85 90

Arg Leu Tyr Ala Ser Phe
105

Val Ser Ser

-50-

Ser
Gly
75

Ser
Ser
Pro
Ser
Gly
155
Arg
Asn

Ala

His

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Ala
60

Asn
Tyr
Leu
Asn
Tyr
140
Val
Gly
Gly
His

His
220

Val
Ile
Gly
Tyr
Lys
Ala

Tyr

Tyr
Ala
Thr
Gln
Lys
125
Gln
Pro
Leu
Thr
Gly

205
His

Gln
Phe
Leu
45

Val
Asn

Val

Trp

Ser
Ser
Cys
Val
110
Asp
Gly
Leu
Phe
Tyr
190

Ser

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Asn
Leu
Phe
95

Ala
Leu
Tyr
Thr
Asp
175

Ser

Val

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Arg
Arg
80

Val
Ala
Arg
Pro
Gly
160
Val

Cys

Thr

Thr
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly



<213>

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Thr Val Val

1
Thr

His
Leu
Ser
65

Gln

Asp

Val
Tyr
Ile
50

Gly
Ala

Ile

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln
1
Ser
Ala
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Ala
50

Trinh tu

KHU VUC

38338

nhan tao

h1702 vung bién dbi chudi nhe

7

Thr Leu
20

Pro Ser

35

Tyr Asn

Ser Ile
Asp Asp

Trp Val
100

8

119

PRT
Trinh tu

KHU vUC

Thr Gln Glu Pro Ser Phe

Thr Cys Gly Leu Ser Ser
25

Trp Tyr Gln Gln Thr Pro

40
Thr Asn Thr Arg Ser Ser
55
Leu Gly Asn Lys Ala Ala
70

Glu Ser Asp Tyr Tyr Cys

85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys
105

nhédn tao

h1703 Vung bién dbi chudi ning

8
Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp

35

Ile Ser

Gly Arg Tyr

Gln
Lys

Thr

<210>
<211>
<212>

Met Asn

Gly Vval

100
Val Thr
115

9
108
PRT

Gln Glu Ser Gly Gly Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly
25
Val Arg Gln Ala Pro Gly
40
Gly Ser Gly Gly Ser Thr

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Gly Pro Val His Ala Leu
105
Val Ser Ser

-51-

Ser
Gly
Gly
Gly
Leu
75

Ala

Leu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Val
Ser
Gln
Val
60

Thr

Ile

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Val

Ser
Val
Ala
45

Pro
Ile
His

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Trp

Pro
Ser
30

Pro
Asp
Thr

Val

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
Thr
Arg
Arg
Gly

Asp

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Gly
Ser
Met
Phe
Ala

80
Arg

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly



<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Asp
Asp
Leu
Asn
Ser
65

Glu

Trp

Ile
Arg
Asn
Ala
50

Gly

Asp

Thr

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gly Phe Ile Phe Ser Ser Ser Ala

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

1

<210>
<211>
<212>

Trinh tu nhé&n tao

KHU vyC

h1703 vung bién dd4i chudi nhe

9
Arg

Val
Trp
35

Val
Ser
Phe
Phe

10

8
PRT

Leu
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

KHU vyC
h1702 HCDR1

10

11
8
PRT

Trinh tu nhédn tao

KHU VvyC
h1702 HCDR2

11

12
12
PRT

Thr
Ile
Gln
Gly
Thr
Thr

85
Gln

nhé&n tao

5

5

Gln
Thr
Gln
Leu
His
70

Tyr

Gly

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Lys

38338

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Val
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

-52-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr

Tyr

Lys

Ala
Ile
Ile
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Met



38338

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> hl1702 HCDR3

<400> 12

Ala Arg Ser Ala Arg Leu Tyr Ala Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> h1702 LCDR1

<400> 13

Ser Gly Ser Val Ser Thr Ser His Tyr
1 5

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> hl1702 LCDR2

<400> 14
Asn Thr Asn
1

<210> 15
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> h1702 LCDR3

<400> 15

Ala Ile His Val Asp Arg Asp Ile Trp Val
1 5 10
<210> 16

<211> 8

-53-



38338

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> h1703 HCDR1

<400> 16

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> h1703 HCDR2

<400> 17

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 18

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> KHU VvUC
<223> h1l703 HCDR3

<400> 18

Ala Lys Gly Val Gly Pro Val His Ala Leu Asp Val
1 5 10

<210> 19

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> hl1l703 LCDR1

<400> 19
Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 5



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

<220>
<221>
<223>

<400>
Ala Val
1

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Gln
1

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Ala Leu

38338

20

3

PRT

Trinh tu nhé&n tao

KHU VyC
h1703 LCDR2

20
Ser

21

10

PRT

Trinh ty nhén tao

KHU VUC
h1703 LCDR3

21

Ser Tyr Ser Thr Pro Met Trp Thr
5 10

22

449

PRT

Trinh tu nhé&n tao

KHU VvUC
h1702-IgGl chudi nidng

22
Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

35 40

Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Ser Ala Arg Leu Tyr Ala Ser Phe
100 105

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr

-55-

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Lys

Val
Ile
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Val
Asn
Val

Trp

Pro

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly

110
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Gln

Val

Thr
Ser
Val
Val
Tyr
Cys
Gly

Phe



Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr

225
Ser

Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

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

<220>
<221>
<223>

115
Ala

Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp

Trp

His
435

23
216
PRT

Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Trinh tyu nhén tao

KHU VUC
h1702 chudi nhe

120
Ser

Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

38338

Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

-56-

Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

125
Thr

Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

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

Pro

Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys
Glu

Gly



<400> 23

Gln
1
Thr
His
Leu
Ser
65
Gln
Asp
Pro
Leu
Pro
145
Ala
Ala
Arg

Thr

Thr Val Val Thr Gln Glu Pro

Val Thr Leu Thr Cys Gly Leu
20
Tyr Pro Ser Trp Tyr Gln Gln
35 40
Ile Tyr Asn Thr Asn Thr Arg
50 55
Gly Ser Ile Leu Gly Asn Lys
70
Ala Asp Asp Glu Ser Asp Tyr
85
Ile Trp Val Phe Gly Gly Gly
100
Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr
115 120
Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu
130 135
Gly Ala Val Thr Val Ala Trp
150
Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro
165
Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu
180
Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr
195 200
Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
210 215

<210> 24

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> KHU VUC
<223> h1703-IgGl chudi ning

<400> 24

Gln
1

Ser
Ala

Ser

Lys
65
Leu

Ala

Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala TIle Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Gly Arg Tyr Thr Ile Ser Arg
70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Lys Gly Val Gly Pro Val His

38338

Ser
Ser
25

Thr
Ser
Ala
Tyr
Thr
105
Leu
Val
Lys
Ser
Thr

185
His

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Ala

Phe
10

Ser
Pro
Ser
Ala
Cys
90

Lys
Phe
Cys
Ala
Lys
170

Pro

Glu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Leu

-57-

Ser
Gly
Gly
Gly
Leu
75

Ala
Leu
Pro
Leu
Asp
155
Gln

Glu

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Val
Ser
Gln
Val
60

Thr
Ile
Thr
Pro
Ile
140
Gly
Ser

Gln

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Val

Ser
Val
Ala
45

Pro
Ile
His
Val
Ser
125
Ser
Ser
Asn

Trp

Thr
205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Trp

Pro
Ser
30

Pro
Asp
Thr
Val
Leu
110
Ser
Asp
Pro
Asn
Lys

190
Val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly

Gly
15

Thr
Arg
Arg
Gly
Asp
Gly
Glu
Phe
Val
Lys
175

Ser

Glu

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Gly
Ser
Met
Phe
Ala
80

Arg
Gln
Glu
Tyr
Lys
160
Tyr
His

Lys

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly



Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Thr
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

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

<220>
<221>
<223>

Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

25
215
PRT

Trinh ty nhén tao

100
Thr

Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

KHU VUC
h1703 chudi nhe

Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

38338

105
Ser

Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

-58-

Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

110
Ser

Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

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

Pro

Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys
Glu

Gly



<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Asn Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Trp Thr
Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys

145

Gln Glu

Ser Ser
Tyr Ala

Ser Phe
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Thr
1

Thr Val

His Tyr

Leu Ile
50

25
Arg Leu Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20
Trp Tyr Gln Gln Lys
35
Val Ser Gly Leu Gln
55
Ser Gly Thr His Phe
70
Phe Ala Thr Tyr Tyr
85
Phe Gly Gln Gly Thr
100
Ser Val Phe Ile Phe
115
Ala Ser Val Vval Cys
135
Val Gln Trp Lys Val
150
Ser Val Thr Glu Gln
165
Thr Leu Thr Leu Ser
180
Cys Glu Val Thr His
195

Asn Arg Gly Glu Cys
215

26
215
PRT
Trinh tu nhén tao
KHU vUC
h1702-1 chudi nhe

26

Val Val Thr Gln Glu

5
Thr Leu Thr Cys Gly

20
Pro Ser Trp Tyr Gln
35
Tyr Asn Thr Asn Thr
55

Ser Gly Ser Ile Leu Gly Asn

65
Gln Ala

70
Asp Asp Glu Ser Asp

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp

Lys

Gln
200

Pro
Leu
Gln
40

Arg
Lys

Tyr

38338

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Val
105
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

185
Gly

Ser
Ser
25

Thr
Ser

Ala

Tyr

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
170
Asp

Leu

Phe
10

Ser
Pro
Ser

Ala

Cys

-5O-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser
Ile
Asp
Asn
Leu
155
Asp

Tyr

Ser

Ser
Gly
Gly
Gly
Leu

75
Ala

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Tyr
Lys
Glu
Phe
140
Gln
Ser

Glu

Ser

Val
Ser
Gln
Val
60

Thr

Ile

Ala
Ile
Ile
45

Arg
Ser
Ser
Arg
Gln
125
Tyr
Ser
Thr

Lys

Pro
205

Ser
Val
Ala
45

Pro

Ile

His

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Thr
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
Val

Pro
Ser
30

Pro
Asp
Thr

Val

Val
15

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Val
Lys
Arg
Asn
Ser
175
Lys

Thr

Gly
15

Thr
Arg
Arg
Gly

Asp

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80

Met
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Leu

Val

Lys

Gly
Ser
Met
Phe
Ala

80
Arg



Asp
Pro
Leu
Pro
145
Ala

Ala

Thr

Ile
Lys
Gln
130
Gly
Gly
Ala

Ser

Val
210

Trp
Ala
115
Ala
Ala
Val
Ser
Tyr

195
Ala

Val
100
Asn
Asn
Val
Glu
Ser
180

Ser

Pro

85
Phe

Pro
Lys
Thr
Thr
165
Tyr
Cys

Thr

Gly
Thr
Ala
Val
150
Thr
Leu

Gln

Glu

Gly
Val
Thr
135
Ala
Lys
Ser

Val

Cys
215

Gly
Thr
120
Leu
Trp
Pro

Leu

Thr
200

38338

Thr
105
Leu

Val
Lys
Ser
Thr

185
His

90
Lys

Phe
Cys
Ala
Lys
170

Pro

Glu

-60-

Leu
Pro
Leu
Asp
155
Gln
Glu

Gly

Thr
Pro
Ile
140
Gly
Ser

Gln

Ser

Val
Ser
125
Ser
Ser
Asn

Trp

Thr
205

Leu
110
Ser
Asp
Pro
Asn
Lys

190
Val

95
Gly

Glu
Phe
Val
Lys
175

Ser

Glu

Gln
Glu
Tyr
Lys
160
Tyr
His

Lys





