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(57) Sang ché dé cap t6i khang thé khang CD66¢ va dugc phim chtra khang thé nay dé
dleu tri bénh ung thu, va cu thé hon 13, c6 thé gdy cam Ung hoat hoa té bao T hodc dap tng
mién dich thé dich bang cach sir dung khang thé nhan biét dic hiéu CD66¢. Phan tir axit
nucleic ma hoa khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén cta nd, vecto bao gom
phan tir axit nucleic nay, té bao chil va khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cia
n6 dugc su dung dé lam giam nhe, ngan ngua, diéu tri hodc chan doan bénh co lién quan
dén CD66c.
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Liuh vye k§ thuit dwoce dé cp

Sang ché dé cap téi khéng thé khang CD66¢c va sir dung khang thé nay dé didu
tri bénh ung thu, va cu thé hon 13, ¢6 thé gy cam tmg hoat hod t bao T hoic dép ting
mién dich thé dich bing céch str dung khang thé nhan biét dic hidu CD66¢. Khang
thé nhan biét ddc hiéu CD66¢ hodc méanh gén két khéang nguyén ctia nd, phan tir axit
nucleic mA hoa khang thé ndy hoic manh gin két khang nguyén cua nd, vecto bao
gém phén tir axit nucleic va té bao chu dugc st dung dé lam gidm nhe, ngén ngira,

didu tri hoic chin doén bénh c6 lién quan dén CD66¢, vi du bénh ung thu rén.
Tinh trang k§ thuit cta sang ché

D4 biét 1a ty 1¢ séng s6t 5 ndm ctia bénh ung thu phdi vuot qua 80 % néu bénh
ung thu phdi duoc phat hién sém & giai doan IA (Mulshine, J.L. va Sullivan, D.C.
Clinical practice. Lung cancer screening. N. Engl. J. Med. 2005; 352:2714-2720). Do
d6 quan trong 13 tim dugc cac chat danh du t6t ma cé thé phat hiér. sém bénh ung
thu phdi trong khi tim kiém cAc cht danh dAu sinh hoc dic hiéu. Dic biét 13, bénh
ung thu phéi 12 mot khdi u di thé dién hinh, va d4p ng va tién luong 1a khac nhau
cho céc cach diéu tri khac nhau. Bénh ung thu phéi c6 thé chia thanh hai loai chinh
vé mit y hoc, bénh ung thu phdi t& bao nho va bénh ung thu phdi té bao khong nhd
(NSCLC). Bénh ung thu phdi té bao khong nho ¢6 thé dugce phan chia tiép thanh ung

thu phoi biéu mo tuyen, caxinom t€ bao vy va caxinom t€ bao 16n.

Trong khi 6, CD66¢ di biét 1a CEACAMS6 (phén tir bam dinh té bao ¢6 lién
quan dén khéng nguyén caxinom phoi 6) hodc NCA (khang nguyén glycbprotein
phan tng chéo khdng dic hi¢u)-90 va c¢6 ndng d6 cao hon trong mau cua bénh nhan
ung thu phdi, ung thu tuy, ung thu vi, ung thu truc trang va ung thu gan. CD66¢ néu
trén 12 mot protein quan trong cho bam dinh té bao va tham gia vao qué trinh bam
dinh ctia céc t& bao ndi md dugce hoat hod béi xytokin trong trudmg hop bach ciu

trung tinh.

Cac té bao binh thudng ciing tu tiéu huy néu qué trinh bam dinh & bao bi
ngdn chin. Qu4 trinh ndy goi la qua trinh chét té bao theo chwong trinh anoikis. Tuy
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nhién, céc t€ bao khéi u khang lai anoikis va thic ddy sw bung phét ung thu va do d6
gy di can ung thu. C6 thong bao 1a CD66¢ ngén ngira anoikis, va cling c6 théng bao
1 thay dbi kiéu hinh 4c tinh & cAc té bao ung thu bang cach diéu hoa bidu hién CD66c.
Ngoai ra, khi biéu hién protein nay bj trc ché bang cach lam cam lang cédc gen CD66¢
bang cach st dung ARN can thiép nhd, qué trinh di cén bi (e ché bang cach ting
cudng anoikis in vivo. Tém lai, ¢6 thé ngan ngira di cin bing cach Gc ché chic nang

cua CD66c.
Ban chat k§ thuét cia sing ché
Vén dé k¥ thuat

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xut khang thé gén két véi CD66c, va méanh

gén ket khang nguyén ctia no.

Mot phuong 4n khéc clia sing ché d& xut phéan tir axit nucleic ma hoé khang
thé nay hoic manh gin két khang nguyén, vecto mang phan tir axit nucleic, va t& bao

chil bao gdm phén tir axit nucleic ndy.

Mbt phuong 4n khéc nita clia sang ché dé xuat phuong phap hoic kit dé phat
hién hodc chin doan bénh c6 lién quan CD66¢, bao gdbm khéang thé, phén tr axit

nucleic, vecto, va/hodc t€ bao chu nay.

Mdt phuong &n khac nita ciia sang ché dé xuét ché phim dé ngan ngira, didu
tri hodc gidm nhe bénh c6 lién quan CD66¢, bao gém khang thé, phéan tir axit nucleic,
vecto, va/hodc té bao chu, hodc viée st dung khang thé, phan tr axit nucleic, vecto,
va/hodic t& bao chu dé ngin ngira, diéu tri, hodc giam nhe bénh c6 lién quan cacbonic

anhydraza.

Mot phuong 4n khac nita ctia sang ché @& xuét phuong phap nhim ngin ngira,
diéu tri hodc giam nhe bénh co lién quan CD66¢, bao gém cho mét db6i tuong méc
bénh c6 lién quan cacbonic anhydraza ding ché phim bao gdm khang thé, phan tir

axit nucleic, vecto, va/hodc t€ bao chu nay.

Mot phuong 4n khac nita ciia sing ché d& xuit ché phdm hodc phwong phap

dé ngin ngira hodc didu tri bénh ung thu hodc bénh c6 lién quan dén di cin ung thu.
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Giai phap k¥ thuat

Sang ché d& cap t6i khang thé nhan biét va gén két v6i CD66c, phan tir axit
nucleic ma hoa khang thé ndy hoic manh gén két khang nguyén, vecto mang phan tir
axit nucleic, té bao chi bao gém phén tr axit nucleic hodc vecto nay, va viéc st dung
khéng thé niy hosc manh gin két khéng nguyén ciia né dé 1am giam nhe, ngan ngua,

dieu tri hodc chan doan céac khoi u ran duong tinh vi CD66¢.

Cum biét hod 66¢c (CD66¢) 14 protein dd biét 1a phéan tir bam dinh té bao c6
lién quan dén khang nguyén ung thu phdi 6 (CEACAM 6) hodc khang nguyén
glycoprotein phan ng chéo khong dédc hi€u (NCA)-90 va 1a protein c6 vai trd quan
trong cho qué trinh bam dinh t& bao. CD66¢ c6 thé duogc thé hién wu tién, nhung
khong chi gidi han 6, trinh ty axit amin ciia SEQ ID No: 1 (Genbank Protein No.
AAHO05008).

Mot phuong 4n dé xuat khang thé khang CD66¢ ma nhan biét dc hidu CD66c.
Céc khang thé khang CD66¢ theo sang ché gy cam tmg céc dap ing mién dich thé
dich va qua trung gian té bao. Khang thé khang CD66¢ theo sang ché nhan biét dic
hiéu epitop ctia CD66¢ (Cum biét hod 66¢) va c6 thé phat hién hidu qua khang nguyén
CDo66c.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién két qua tach dong gen clia khang thé tir khang thé 8F5 clia
chudt nhét va bidu hién khang thé nay dudi dang khang thé tai t6 hop kham va gin
két v&i b mit clia cc té bao A549 duong tinh véi khang nguyén CD66c.

Hinh v& tir Fig. 2a dén Fig. 2¢ thé hién két qua phan tich HPLC tim loai khang
thé dwoc lam gibng ngudi (dwoc nhén héa) tai tb hop duge chon trude tién trong sb
96 loai khang thé dwoc 1am gibng ngudi tai t6 hop. Cac két qua dugc thé hién 1a duoc
do bén trai & mat d6 quang (OD) 220 nm va duge do bén phai & OD 280 nm ddi véi
mdi khang thé. Két qua thé hién c6 hay khong c¢6 két tu cac khang thé va c6 hay khong
c6 tap chit tir khang thé nhu cdc manh.

Hinh v& tir Fig. 3a dén Fig. 3e thé hién murc d6 gén két bé mit té bao tuong
tu cta khang thé duoc 1am giéng ngudi téi tb hop so véi cac khang thé kham, do

khing dinh c6 gén két bé mit té bio dwong tinh véi khang nguyén CD66¢c cia tdm
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khang thé dugc lam gibng ngudi tai t hop dugc chon trude tién trong sb 96 khang

thé dugc 1am gibng ngudi tai t& hop

Hinh v& Fig. 4a va Fig. 4b thé hién két qua phan tich ELISA ddi v&i kha niing
gan két cia nam khang thé dugc lam gibng ngudi tai tb hop duge chon tir 96 khang
thé dugc lam gidng nguoi tai td hop véi khang nguyén CD66¢. Fig. 4a thé hién két
qué déi véi khéang nguyén CECACAMG (CD66c) va Fig. 4b thé hién két qua dbi véi
khang nguyén CEACAMI1 (CD66a).

Fig. 5a va Fig. 5b thé hién két qua khing dinh d6 dn dinh khang thé & diéu
kién nhiét d6 khic nghiét ddi véi nam khang thé duoc lam gibng nguoi tai tb hop

dugc chon trong s& 96 khang thé dugc 1am gibng ngudi tai td hop.

Céc hinh v& tir Fig. 6a dén Fig. 6d thé hién kha ning gin két bé mit té bao
duong tinh véi khédng nguyén CD66c A549 clia khéng thé tai t6 hop duoc 1am gidng

ngudi duoe bidu hién & t bao CHO.

Fig. 7a thé hién két qua bai tiét IFN-gamma va perforin do hoat hoa cac té
bao T CD8+ khi khéng thé 8F5 kham dugc diéu tri trong diéu kién ddng nudi ciy cac
t€ bao LS174T ung thu rudt két-truc trang ctia ngudi va cac té bao T CD8+ ciia ngudi,
va Fig. 7b thé hién gia tang chét té bao ung thu rudt két-truc trang cua nguoi LS174T,
khi diéu tri v6i khang thé 8F5 kham trong ciing diéu kién nhu Fig. 7a.

Fig. 8 thé hién gia ting chon loc chi bai tiét IFN-gamma khi khéng thé 8F5
kham dugc didu tri trong diu kién déng nudi céy céc té bao T CD8 + va nhiéu loai
té bao ung thu, va thé hién két qua cua té bao ung thu da day NCI-N87 va té bao
SNU-719 va té bao ung thu gan PLC/PRF/5.

Cac hinh v& tir Fig. 9a dén Fig. 9c cho thdy khang nguyén CD66¢ c6 thé {rc
ché hoat tinh t& bao T. Fig. 9a thé hién két qua do ndng d6 IFN-gamma ndi bao nhu
12 mdt yéu 6 cho hoat tinh té bao T véi thiét bi d&ém té bao dong chay, va Fig. 9¢c 1a
két qua do mic bai tiét IFN-gamma bang ELISPOT. Trong trudng hop Fig. 9b va Fig.
9c, khi cac khdng nguyén CD66¢ dugc cung cép tir ngudn khéc, hoat tinh ctia té bao
T bi ttc ché tuong tu.

Fig. 10a va Fig. 10b 1 két qua cho thay khang thé 8F5 kham gia ting hoat

hoa té bao T va gia ting nhidu loai protein d4nh ddu bé mit t& bao duogc hoat hoa nhu
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CD69, CD107, va CD25 trong diéu kién hoat hoé t& bao T gdy ra bi khéng thé OKT3
gan voi.

Fig. 11a va Fig. 11b cho thay khéng thé 8F5 kham hoat hoa cac té bao duong
tinh véi CD4 va CD8 trong diéu kién MLR (Phan ng Lympho bao hdn hop), trong
d6 cac té bao phan nhanh (t€ bao c6 tua) va PBMC duoc phéi tron véi nhau.

Fig. 12a thé hién két qua phan tich ELISPOT trong d6 c¢6 gia ting bai tiét
IFN-gamma, khi khéng thé 8F5 kham dugc diéu trj khi ddng nudi cy céc té bao ung
thu da day cta ngudi duge phén 14p tir dich cb trudng ctia bénh nhan ung thu da day
v6i PBMC cua ngudi. Fig. 12b va Fig. 12¢ cho thiy cac két qua twong tu bing cach
thyc hién céc thir nghiém ELISPOT bd sung trén ba bénh nhén bi ung thu da day
duong tinh véi khang nguyén CD66c.

Fig. 13a va Fig. 13b cho thdy c6 gia tang biéu hién ctia khang nguyén PD-L1
trén bé mit cia PBMC va céc té bao ung thu A549 bang cach ddng nudi cly véi
PBMC clia ngudi va céc té bao ung thu phdi t& bao nhd A549 va didu tri khang thé
8F5 kham.

Fig. 14a va Fig. 14b cho thiy 1a khang thé dugc 1am gidng nguoi tai td hop
¢6 céc mitc 6 chirc ning khéng thé twong tu bang cach gia ting bai tiét IFN-gamma
trong dich ddng nudi ¢y PBMC ciia ngudi voi cac té bao ung thu A549 theo kidu

tuong tu v6i khang thé 8F5 kham.

Fig. 15a va Fig. 15b 12 két qua cho thiy khang thé 8F5 dwoc lam gibng ngudi
c6 chirc ning gdy chét té bao ung thu, khi ddng nubi ciy céc té bao ung thu rudt két-
truc trang LS-174-T hodc cac té bao ung thu phdi khong phai té bao nhd A549 véi
PBMC cua nguoi.

Céc hinh v& tir Fig. 16a dén Fig. 16g thé hién két qua cta hidu lyc chéng ung
thu in vivo bang cach sir dung mé hinh dong vét chudt nhit NOD / SCID v&i khang
thé 8F5 kham. Fig. 16¢ thé hién hiéu lyc chéng ung thu in vivo bing cach sit dung
md hinh dong vat chudt nhiat NOD /SCID véi khang thé 8F5 duogc lam gidng nguoi.
Fig. 16d va tir Fig. 16e dén Fig. 16g thé hién két qua cta hiéu luc chéng ung thu cua
khéng thé 8F5 duoc lam gibng ngudi bing cach sir dung cic PBMC cta ngudi khac

nhau lam céc té bao hiéu tng (€ bao tac déng) & chudt suy giam mién dich NSG.
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Mo ta chi tiét sang ché

Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, thuét ngit, “khéng thé” nghia 13 chit
dugce san sinh do kich thich bdi khang nguyén & hé mién dich, va loai khang thé 1a
khong bi gi6i han cu thé. Khang thé c¢6 thé dugc tao ra theo cach khong phai ty nhién,
vi dy, dugc tao ra bang cach tai tb hop hodc tdng hop. Khéang thé c6 thé 1a khang thé
cua dong vat (vi dy, khang thé cua chudt nhét, v.v.), khang thé kham, khang thé dugc
lam gidng ngudi (duge nhan héa) hodc khéng thé ciia ngudi. Khang thé nay c6 thé 1a

khéng thé don dong hoic khang thé da dong.

Ngoai ra, trong ban md ta nay, khang thé c6 thé duoc hiéu 12 bao gbém maénh
gin két khang nguyén cta khang thé c6 kha ning gén két khang nguyén, trir khi c6
quy dinh cu thé khac. Trong ban mé ta nay, thuét ng#, “céc ving x4c dinh tinh bé trg
(CDR)” chi viing khéng thé ma mang lai tinh dac hiéu gén két cuia khang thé véi
khang nguyén trong s6 cac ving bién dbi cta khang thé nay. Manh gan két khang
nguyén ctia khang thé dugc mé ta & trén c6 thé 13 manh khéng thé bao gdm it nhét

mot trong sd cac viing x4c dinh tinh bd tro.

Phuong 4n cia séng ché dé xuit khang thé khang CD66¢ hodc manh gin két

khang nguyén clia n6 ma nhan biét dic hiéu hodc gin két diic hidu véi CD66c.

Khéng thé khang CD66¢c theo sang ché nhan biét dic hidu va/hodc gin két
dic hidu v6i CD66¢, va khang thé nay bao gébm khang thé ctia chuét, khang thé kham
hoic khang thé dugc 1am gibng ngudi. Khang thé kham theo sing ché 1a khang thé
ma trinh tuy viung bién dbi thu duge tir mot loai va trinh tu vung 4n dinh 14 thu duoc
tir céc lodi khac, vi dy, trinh tir viing bién d6i thu duoc tir chudt nhat va ving én dinh
1a thu duogc tir ngudi. Khang thé duge 1am gidng ngudi theo sang ché 13 khang thé ma
c6 tinh sinh mién dich thap & ngudi va hoat tinh ctia khang thé khéng phai ctia nguoi.
Vi dy, c6 thé diéu ché khéng thé bang cach giit nguyén ving CDR khong phai cta
ngudi va thay thé viing con lai bang phan dbi img ctia ngudi. Vi du, tham khao: Proc.
Natl. Acad. ScL USA, 81:6851-6855(1984) ctia Morrison va cac ddng tac gia; Adv.
Immunol., 44:65-92 (1988) ctia Morrison va Oi; Science, 239:1534-1536 (1988) cua
Verhoeyen va céc ddng tic gia; Molec. Immun., 28:489-498 (1991) cta Padlan;
Molec. Immun., 31(3):169-217 (1994) cua Padlan.

Manh khang thé theo sang ché khéng bi gii han, mién 13 manh nay nhén biét
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ddc hiéu epitop CD66¢ va bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe (Vi) va ving bién
ddi cua chudi ning (Vi). Manh nay c¢6 thé duoc chon tir nhém gbm Fab, Fab', F(ab')2,
scFv, dsFv va CDR. Dic biét 13, scFv 1a manh khéng thé duoc didu ché dudi dang
chudi don bang cach két nbi viing bién dbi cia chudi ning (Vi) va ving bién dbi cta

chudi nhe (V1) bang polypeptit lién két.

Vi du vé khang thé ctia chudt nhét hoic khang thé kham theo sang ché c6 thé
14 khéng thé hoic méanh gan két khang nguyén ctia n6 bao gdm it nhit mot phan tur
duogc chon tir nhom gém trinh tu axit amin cua VH CDR bao gém cac trinh tu axit
amin tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin ctia VL CDR bao
gbm cac trinh tu axit amin tir SEQ ID NO: 4 d¢én SEQ ID NO: 6. Cac CDR va céc
ving bién ddi vi du ctia khéng thé ctia chudt nhit hoic khang thé kham duoc tém tit

trong Bang 1 dudi day.

Cu thé 13, vi du vé khang thé theo sang ché ¢ thé bao gébm SEQ ID NO: 1
(CDR1), SEQ ID NO: 2 (CDR2) va SEQ ID NO: 3 (CDR3) duéi dang VH CDR
va/hodc SEQ ID NO: 4 (CDR1), SEQ ID NO: 5 (CDR2), va SEQ ID NO: 6 (CDR3)
dudi dang VL CDR.

Khang thé ctia chudt nhét hozc khang thé kham c6 thé bao gdm ving VH bao
gdm trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 7 va ving VL bao gdm trinh tu axit amin
cua SEQ ID NO: 8.

Séang ché @ cap téi duoc phdm, kit hodc phuong phap ngin ngira hoic diéu
tri bénh dugc chon tir bénh ung thu va di can ung thu, bao gc‘“)m khang thé cua chudt
nhit hodc khang thé kham 1am thanh phin hoat tinh (hoat chét). Sang ché ciing dé
cap toi duge phém dé ngan ngra hodc diéu tri bénh duogc chon tir bénh ung thu va di
can ung thu, bao gdm khéang thé cia chudt nhit hodc khang thé kham 1am thanh phan
hoat tinh, vi du khang thé khang CD66¢c hoic manh gan két khang nguyén ctia né bao
gdm CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3 ctia khéng thé
nay duoc san sinh bai t& bao lai duge ndp luu véi sé truy cap KCLRF-BP-00230. Té
bao lai nay dugc ndp luu tai Korean Cell Line Research Foundation (KCLRF) ky
hiéu '8F5' ngady 22 thang 2 nim 2010 va nhén s6 truy cAp KCLRF-BP-00230, ma di
dugc mo ta chi tiét trong KR 10-1214177.

Bénh ung thu ¢6 thé 1 bénh ung thu rén duong tinh véi CD66c, vi du, bénh
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ung thu phéi duong tinh véi CD66¢, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu da day,
bénh ung thu gan, ung thu v, hogic bénh ung thu tién liét tuyén, wu tién 13 bénh ung
thu rudt két, bénh ung thu da day hodc bénh ung thu gan. Viéc st dung dé ngin ngua,
ttc ché, hodc didu tri bénh ung thu va di can ung thu ¢6 thé, vi dy, 1am giam bénh ung
thu rin hoic kich ¢ t& bao bénh ung thu rn, hodc gy cam {tmg hoic thuc déy tiéu
giam khéi u.

Sang ché c6 thé didu ché khang thé dugc lam gidng ngudi bang cach st dung
trinh ty axit amin ctia khéng thé khang CD66¢ 8F5 trong khang thé cua chudt nhét
hogc khéng thé kham va cac trinh tu khung ctia ngudi. Tir cc tmg cir vién khang thé
duoc lam giéng nguoi tai tb hop duoc chon dua vao mitc d6 bidu hién, két tu, va murc
d6 gin két té bao, trong d6 théng thudng cé thé cé bidu hién, két tu protein 1a rat it
do tinh khéng 6n dinh ctia ban than protein, va c6 kha ning gén két twong ty véi t
bao duong tinh véi khéng nguyén dich. Cu thé 13, profin gin két t& bao 1a tuong ty
profin ctia khang thé kham va thu dugc bing cach nhén ty 16 duong tinh cia d6 duong
tinh khéng thé (% bi chin) véi d6 huynh quang trung binh (trung binh), tiép d6 so
sanh véi khang thé kham d chon loc cac khang thé ting cir trong khoang + 20% (Vi
du 2). Do d6, khi cac trinh ty ving CDR cuia khang thé ctia chudt duge cai vao vung
khung ctia khéng thé ctia ngudi & thoi diém didu ché khang thé dugc 1am gidng ngudi,
khéa ning gin két ctia khang thé da diéu ché nhanh chéng giam di do thay dbi cAu trac
protein ban dau. Xét dén giam kha niang gin két cia khang thé da didu ché, cac khang

thé duoc lam gibng ngudi da chon cia sang ché 1a khang thé rit tdt.

Ut tién 13, 5 typ khang thé dugc 1am giéng nguoi tai t6 hop thé hién ai luc
gan két cao dua trén kha ning gin két t& bao so v6i khang thé kham duge Iya chon
va cho thir nghiém gin két v6i khang nguyén CD66¢ va khang nguyén twong tu voi
khéng nguyén CD66 bang ELISA.

Ngoai ra, khang thé duoc 1am giéng ngudi theo sang ché thé hién d6 6n dinh
tuyét voi so véi khang thé kham, vi du, khang thé c6 do 6n dinh ma duoc phan anh
bing bién thién d6 phan tng ANS < 200%. Bién thién dd phan tmg ANS < 200%
duoc coi 14 bién thién rat nhé va gid tri muc bién thién > 200% cé thé dién giai 1a
nhan thdy ¢6 d6 bién thién ANS do thay ddi cdu tric dang ké cta protein. Do do,
khéng thé duoc lam gibng ngudi theo sang ché ¢ hoat tinh gin két khang nguyén
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tuong tu va kha ning gén két té bao véi khang thé kham, va d6 dn dinh vat Iy gia tang
clia ban than protein khang thé, ma c6 thé rat t6t v& mit chat tri lidu cia khang thé tri
liéu.

Bién thién d6 huynh quang ctia khang thé ddi véi thubc thir ANS c6 thé duoc
do bang cach chia mic chénh 16ch gitta gi4 tri 6 huynh quang do duoc & didu kién
nhiét d6 thap (vi dy, 4°C) va gi4 tri d6 huynh quang do dugc & didu kién nhiét d6 cao
(vi dy, 62 °C) cho gia tri d6 huynh quang do duoc & diu kién nhiét do thép.

Phuong trinh toan hoc

Bién thién d6 huynh quang = (gi4 tri d6 huynh quang do dugc & diéu kién
nhiét d4 cao - gi4 tri d6 huynh quang do dugc & diéu kién nhiét d6 thip) / (gié tri do
huynh quang do dugc & diéu kién nhiét d6 thip)

Cho phuong phép dé x4c dinh mirc bién thién d6 huynh quang dic hidu cua
khéng thé, do d phan ting ctia thudc thir ANS bing thiét bj doc d6 huynh quang sau
khi @ trong 4 gi & diéu kién ta lanh (4°C) va nhiét d6 62°C, va duoc bidu thi 1a gia
tri 6 huynh quang, va bién thién d6 huynh quang c6 thé thu dwoc bang cach sir dung
phuong trinh nay.

Céc vi du vé khang thé dugc lam gidng ngudi theo sang ché c6 thé bao gdém
mot hodc nhidu trinh ty axit amin duge chon tit nhém gém cac trinh ty axit amin ma
quyét dinh cic CDR cua ving bién ddi chudi ning hozc ving bién dbi chudi nhe bao
gdm céc trinh tyr axit amin cua trinh ty tir SEQ ID NO: 9 dén SEQ ID NO: 13. Cac vi
du vé khang thé cua chudt va khéng thé kham ma bao gém mot hodc nhiéu trinh tu
axit amin duogc chon tir nhém gém cac trinh ty axit amin ma quyét dinh cac CDR cua
ving bién dbi chudi ning bao gdm céc trinh tur axit amin cta trinh ty tir SEQ ID NO:
1 dén SEQ ID NO: 3 hoic ving bién dbi chudi nhe bao gdm céc trinh tyr axit amin
ctia trinh tur tir SEQ ID NO: 4 dén SEQ ID NO: 6.

Cu thé 13, vi du vé khang thé duoc l1am giéng ngudi bao gbm trinh tu axit
aminh x4c dinh CDR1 ctia ving VH bao gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 1
hodc SEQ ID NO: 9, trinh tu axit aminh x4c dinh CDR2 ctuia vung VH bao gém trinh
tu axit amin ctia SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 10, va CDR3 ctia ving VH bao
gdm trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 3.
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Céc vi du vé khang thé duoc 1am gidng ngudi bao gdm trinh ty axit aminh
xé4c dinh CDR1 ctia ving VL bao gém trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 11 hodc SEQ ID NO: 12, trinh ty axit aminh xéc dinh CDR2 cua ving VL bao
gém trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 5, va trinh tu axit aminh xac dinh CDR3 cua
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ving VL bao gdm trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 6 hoic SEQ ID NO: 13.

Cac vi du vé khang thé duoc 1am giéng ngudi bao gdm ving bién dbi chudi
nang dugc chon tr nhém gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 7 va tir SEQ ID
NO: 14 d&én SEQ ID NO: 18 va viing bién ddi chudi nhe dwoc chon tir nhém gdm
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 8 va tir SEQ ID No: 19 dén SEQ ID No: 21, nhung

khong bao gdm khang thé bao gdm SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8.

Céc trinh ty CDR va céc trinh tu viing bién dbi theo vi du khang thé dugc lam

gidng ngudi duoc tom tit trong Bang 1 dudi day.

Béang 1

Tén

Trinh tu

SEQID

8F5-kham Vy-CDR1

ASGYSFTDYTMN

8F5-kham Vy-CDR2

LINPFHGGTVSNQRFKV

8F5-kham Vy-CDR3

VRGDPVRHYYALAY

8F5-kham Vi-CDR1

GASENVYGTLN

8F5-kham Vr-CDR2

GATNLAD

8F5-kham VL-CDR3

VATYYCQNVLSAPYT

8F5-kham Vg

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVKQ
SHGKNLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSSNTA
YMELLSLTSDDSAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTSV
TVSS

N[N || B |WIN] -

8F5-kham Vi

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCGASENVYGTLNWYQRKQ
GKSPQLLIYGATNLADGMSSRFSGSGSGRQYSLKISSLHPD
DVATYYCQNVLSAPYTFGGGTKLEII

8F5-cua
CDR1

nguoi

ASGYSFTDYTMN

8F5-clia
CDRI1

nguoi

ASGYSFTDYTMH

8F5-clia
CDR2

ngudi

INPFHGGTVSNQRFKV

8F5-cta
CDR2

ngudi

LINPFGGSTSYAQKFKG

8F5-cua
CDR3

ngudi

VRGDPVRHYYALAY

8F5-ctia
CDR1

nguoi

GASENVYGTLN

8F5-cua
CDR1

ngudi

GASENVYGTLA

11

8F5-cta
CDRI1

nguoi

RASENVYGTLN

12

8F5-cta
CDR2

nguoi

GATNLAD
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8F5-cia ngudi Vi-|VATYYCQNVLSAPYT 6
CDR3
8F5-cia ngudi ViL-|FATYYCQNVLSAPYT 13
CDR3

8F5-ctia ngudi-VHS |QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTDYTMNWVRQ 14
AHGQNLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNTA
YMELSRLRSDDTAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLV
TVSS

8F5-cia nguoi-VH6 |QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVK 15
QAPGQNLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNT
AYMELSRLRSDDTAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTL
VTVSS

8F5-ctia ngudi-VH7 |QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVR 16
QAPGQGLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNT
AYMELSRLRSDDTAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTL
VTVSS

8F5-clia ngudi-VH10 |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYTMNWVK 17
QAPGQNLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATMTVDVSTN
TAYMELSRLRSDDTAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGT
LVTVSS

8F5-ctia nguoi-VH11 |QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTDYTMHWVKQ 18
APGQNLEWIGLINPFGGSTSYAQKFKGRVTMTRDTSTNTA
YMELSRLRSDDTAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLV
TVSS

8F5-cua ngudi-VKS |DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLAWYQRKP 19
GKAPKLLIYGATNLADGVPSRFSGSGSGREYTLTISSLQPD
DFATYYCQNVLSAPYTFGGGTKLEIK

8F5-ctia ngudi-VK7 |DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVY GTLNWYQRKP 20
GKAPKLLIYGATNLADGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPD
DFATYYCQNVLSAPYTFGGGTKLEIK

8F5-ctia nguoi-VK8 |DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASENVYGTLNWYQRKP 21
GKAPKLLIYGATNLADGMPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPD
DFATYYCQNVLSAPYTFGGGTKLEIK

Céc trinh tur khung ctia vi du khéng thé dugc 1am gidng ngudi theo sang ché
duoc thé hién trong Bang 3 va Bang 4 dudi ddy, trong d6 khang thé nay c6 thé bao
gdm it nhat mot phéan tir dwgc chon tir nhém gdém cac khung tir 1 dén 4 ctia ving bién
ddi chudi ning va cac khung tir 1 dén 4 ctia ving bién ddi chudi nhe va c6 thé 1a

khéng thé bao gdm mot hodc nhiéu khung,

Cu thé 13, trinh ty axit amin ctia khung 1 cia viing bién dbi chudi ning c6 thé
bao gbém tir SEQ ID NO: 23 dén SEQ ID NO: 27, trinh ty axit amin ctia khung 2 c6
thé bao gém tir SEQ ID NO: 32 dén SEQ ID NO: 37, va trinh ty axit amin ctia khung
3 tir SEQ ID NO: 43 dn SEQ ID NO: 47, va trinh tu axit amin cta khung 4 c6 thé
bao gbém tir SEQ ID NO: 53 dén SEQ ID NO: 57.

Trong ving bién dbi chudi nhe, trinh ty axit amin ctia khung 1 c¢6 thé bao
gbm tir SEQ ID No: 29 dén SEQ ID NO: 31, trinh ty axit amin ctia khung 2 ¢6 thé
bao gom tir SEQ ID NO: 39 dén SEQ ID NO: 41, va trinh tu axit amin ctia khung 3
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c6 thé twrong g véi trinh ti axit amin cia trinh ty tir SEQ ID NO: 49 dén SEQ ID
NO:51, va trinh tu axit amin ctia khung 4 ¢4 thé bao gdm trinh tu tir SEQ ID NO: 59
dén SEQ ID NO: 61. Céc trinh tu khung theo cac vi du vé khang thé dugc lam gidng

ngudi dugc thé hién trong bang dudi déy.

Béang 2
Tén FR1 SEQ ID FR2 SEQ ID
NO NO

Vu-Kham EVQLQQSGPELVKPGASMKIS 22 WVKQSHGKNLEWIG 32
CK

VHS5 QVQLVQSGAEVKKPGASVKI 23 WVRQAHGQNLEWIG [ 33
SCK

VH6 QVQLVQSGAEVKKPGASMKI 24 WVKQAPGQNLEWIG 34
SCK )

VH7 QVQLVQSGAEVKKPGASMKI 25 WVRQAPGQGLEWIG | 35
SCK

VHI0 QVQLVQSGAEVKKPGASVK 26 |WVKQAPGONLEWIG | 36
VSCK

VH11 QVQLVQSGAEVKKPGASVKI 27 WVKQAPGONLEWIG | 37
SCK

Vi-Kham DIQMTQSPASLSASVGETVTI 28 WYQRKQGKSPQLLIY | 38
TC

VK5 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTI 29 WYQRKPGKAPKLLIY| 39
TC

VK7 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTI 30 WYQRKPGKAPKLLIY| 40
TC

VK38 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTI 31 WYQRKPGKAPKLLIY| 41
TC

Bang 3
Tén FR3 SEQ ID FR4 SEQ ID
NO NO

Vu-Kham NQRFKVKATLTVDVSSNTAY 42 WGQGTSVTVSS 52
MELLSLTSDDSAVYYCVR

VHS5 NQRFKVKATLTVDVSTINTAY 43 WGQGTLVTVSS 23
MELSRLRSDDTAVYYCVR

VH6 NQRFKVKATLTVDVSINTAY 44 WGQGTLVTVSS 24
MELSRLRSDDTAVYYCVR

VH7 NQRFKVKATLTVDVSINTAY 45 WGQGTLVTVSS 55
MELSRLRSDDTAVYYCVR

VH10 NQRFKVKATMTVDVSTNTA 46 WGQGTLVTVSS 56
YMELSRLRSDDTAVYYCVR

VH11 AQKFKGRVTMTRDTSTNTA 47 WGQGTLVTVSS 57
YMELSRLRSDDTAVYYCVR

Vi-Kham GMSSRFSGSGSGRQYSLKISS 48 FGGGTKLEII 58
LHPDD

VK5 GVYPSRFSGSGSGRQYSLKISSL 49 FGGGTKLEIK 59
HPDD

VK7 GYPSRFSGSGSGTEYTLTISS 50 |FGGGTKLEIK 60
LQPDD

VKS GMPSRFSGSGSGTEYTLTIISS 51 |FGGGTKLEIK 61
LQPDD
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Khéng thé dugc lam gidng ngudi cd thé bao gém ving VH dugc chon tir
nhém gdm céc trinh tu axit amin tir SEQ ID NO: 14 dén SEQ ID NO: 18 va viing VL
duoc chon tir nhém gdm céc trinh tu axit amin tir SEQ ID NO: 19 dén SEQ ID NO:
21. Cu thé 13, cac vi du vé khang thé dugc lam gibng ngudi bao gdm khang thé (Vk8
+VH6) bao gdm ving VH bao gdm trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15 va ving
VL bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 21, khang thd (Vk8 + VH11) bao
gdém ving VH bao gdm trinh ti axit amin ctia SEQ ID NO: 18 va ving VL bao gdm
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 21, khang thé (Vk5+VH?7) bao gdm viing VH bao
gbm trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 16, va ving VL bao gdm trinh ty axit amin
ctia SEQ ID NO: 19, khang thé (Vk7 + VH6) bao gém ving VH bao gdm trinh tu
axit amin ctia SEQ ID NO: 17 va ving VL bao gdm trinh ty axit amin cta SEQ ID
NO: 20, khang thé (Vk7 + VH10) bao gdm ving VH bao gdm trinh ty axit amin ctia
SEQ ID NO: 15, va vimg VL bao gdm trinh ti axit amin ctia SEQ ID NO: 20, khang
thé (Vk7 + VH7) bao gdm ving VH bao gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 16
va ving VL bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 20, khang thé (Vk7 + VHS5)
bao gdm ving VH bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 14 va ving VL bao
gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 20, va khang th (Vk8 + VH7) bao gdm ving
VH bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 16 va ving VL bao gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 21. Cac t6 hop cu thé va céc trinh tur axit amin cta cac khang
thé duoc thé hién trong Bang 6 dudi ddy. Cac vi du duoc uu tién vé khang thé bao
gdm khéng thé (Vk8 +VH6) bao gdm ving VH bao gdm trinh ty axit amin cia SEQ
ID NO: 15 va ving VL bao gdm trinh tir axit amin ctia SEQ ID NO: 21, khéang thé
(Vk8 + VH11) bao gdbm ving VH bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 18 va
ving VL bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 21, khéng thé (Vk5+VH7) bao
gdm ving VH bao gdm trinh tv axit amin ctia SEQ ID NO: 16, va viing VL bao gdm
trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 19, khéng thé (Vk7 + VH6) bao gdbm ving VH
bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 17 va ving VL bao gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 20, va khang thé (Vk7 + VH10) bao gdm ving VH bao gdm
trinh ty axit amin cuia SEQ ID NO: 15, va ving VL bao gc‘A)m trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO: 20.

Khéc véi khang thé ctia chudt hoic khéng thé kham, khang thé dugc lam
gibng ngudi c6 d6 én dinh gép 10 14n so v&i khang thé 8F5 kham cling nhu khac biét
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vé tinh gay mién dich giam, khi dugc ding cho co thé ngudi. Cu thé 13, khéng thé
nay cé do dn dinh cao, dugc chting t6 bai bién thién dd huynh quang < 200% do gén
két ANS & nhiét d6 cao, vi du, & nhiét d6 62 °C.

Trong diéu kién nghiém ngit cy thé, khang thé 8F5 kham thé hién bién thién
d6 phéan (g ANS & mttc 1,406%, trong khi khang thé dugc 1am gidng ngudi thé hién
bién thién twong d6i it & mirc khoang 114% va 133%, cho thdy 1a khang thé dugc 1am

gidng ngudi duge 1am dn dinh nho protein nay.

Khang thé 8F5 kham va cdc khang thé duoc lam gidng ngudi gia tang hoat
ho4 té bao T béng cac yéu t6 hoat hod té bao T va gia ting hoat tinh t& bao T, thAm
chi trong diéu kién hoat hod té bao T gy ra bdi hdn hop cing loai céc té bao phén
nhénh va céc t€ bao T thu dugc tir ngudi khac nhau. Cam tmg hoat hoa t& bao T nay
gay cam ting chét cac té bao ung thu, khi t& bao T dugc ddng nudi cdy véi cac t& bao
ung thu, va gdy cam tmg hoat ho4 té bao T trong diéu kién ddng-nudi ciy nhiéu loai

té bao ung thu.

Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo mot phuong 4n cta
sang ché thé hién hoat tinh tiéu giam khéi u va tac dung trc ché truc tiép 1én cac dong
té bao khdi u. Nhu dugc sir dung trong ban mé ta ndy, thuat ngi, “tiéu giam khdi u”
1a du dinh bao gdm giy cam tng hodc thiic ddy giam kich c& khdi u, va/hodc te ché,
lam gi4n doan, hodc giam ting trudng té bao khéi u. Giam kich ¢& khdi u nghia 13,
khi cho dung khang thé hoic méanh ctia né theo séng ché, kich c& khdi u giam dén, vi
dy, < 97%, < 95%, < 90%, < 85%, < 80%, hoic < 75% kich c& khdi u so véi trude
khi dung.

Khéng thé theo séang ché thé hién ca doc tinh t& bao qua trung gian té bao phu
thudc khang thé (ADCC) va doc tinh t& bao phu thudc bd thé (CDC).

Thuat ngtt “CDR (Vung xac dinh tinh bd trg)” chi trinh tu axit amin ctia ving
siéu bién ctia chudi ning va chubi nhe cia globulin mién dich. Chudi ning va chudi
nhe 14n lugt ¢ thé bao gdm ba CDR (CDRH1, CDRH2, CDRH3, va CDRL1, CDRL2,
CDRL3). C4c CDR ciia khang thé c6 thé cung cap gdc tiép xtic thiét yéu cho gin két

véi khang nguyén hodc epitop.

Trong toan by ban md ta nay, cac thudt nglt “gan ket dac hi€éu” hodc “nhén
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biét ddc hidu” c6 cing nghia, nhw néi chung da biét ddi véi nguodi c6 hidu bidt trung
binh trong linh vuc nay, chi khing nguyén va khang thé twong tac dic hiéu véi nhau
va gy dap tng mién dich.

Thuét ngft “méanh gén két khang nguyén,” nghia 12 manh c6 cAu tric day du
ctia globulin mién dich, ma Ia polypeptit mot phin bao gdm mién ma khang nguyén
c6 thé gan két véi. Vi du, c6 thé 1a scFv, (scFv)a, scFv-Fe, Fab, Fab', hoiic F(ab'),
nhung khong chi giéi han & cdc manh nay.

Khéng thé khang CD66¢ hodc manh cia né c6 thé dugce ngiu hop véi nhiéu
loai chét danh dau, ddc & hode duge chit chéng khéi u. S& 12 hién nhién dbi véi nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy 1a khang thé ctia sang ché c6 thé ngiu hop
v6i chdt danh du, doc 6 hoic duge chit chdng khdi u bing phuong phép da bit
trong linh vuc. Qué trinh nglu hgp nay c6 thé dugc tién hanh bing phuong phap hoa
hoc & vi tri gén sau khi biéu hién khang thé hoic khang nguyén. Theo cach khac, san
phim nghu hop c6 thé duoc tao ra bang thao tac di truyén vao khang thé hoic khang
nguyén cla sang ché & cip d6 ADN. Sau d6, ADN duoc biéu hién & hé vat chu thich
hop nhur mé ta trong ban md ta nay dudi day, va thu gom cac protein da biéu hién, va
néu can, tai tao tinh chit (hdi tinh). Qua trinh nglu hop c6 thé dat duge thong qua
chét lién két, d3 biét trong linh vuc. Cu thé 13, cdc chit lién két khic nhau ma giai
phéng doc t6 hodc duge cht chbng khéi u trong diéu kién axit hodc kiém hoic khi
phoi nhiém (tiép xtc) vé6i cac proteaza dic hiéu c6 thé dugc sir dung véi cong nghé
nay. Theo mot vai phuong 4n, c6 thé mong mubn 1a chit danh du, doc t§ hodc duoc
chét chéng khdi u dugc gén véi cac nhanh dém véi céc d6 dai khéc nhau dé giam

thi€u can tro vé mét khong gian tiém an.

Chit d4nh dAu c6 thé 1a dugc chon tir nhém gdm chit ddng vi phéng xa,
hapten, chét huynh quang, chét tao mau, va thudc nhudm. Cu thé 13, cht danh diu co6
thé dugc chon trong s6 FLAG, GFP, YFP, RFP, dTomato, cherry, Cy3, Cy5, Cy5.5.,
Cy7, DNP, AMCA, biotin, digoxigenin, Tamra, Texas Red, rhodamin, Alexa fluors,
FITC va TRITC. Theo c4ch khac, chét danh dau c6 thé 1a chit ddng vi phéng xa nhu,
vidy, 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, 111In, 1251, hodc 1311. C4c vi du khac vé chit
d4nh déu thich hop bao gdm cdc nhém enzym (vi du, peroxidaza cu cai ngua,

galactosidaza cU cai ngya, luciferaza, phosphataza kiém), nhém ho4 phat quang, cac

-16-



39073

nhém biotinyl, hodc céc epitop polypeptit dinh trudc duge nhan biét boi chét thong
béo thi cap.

Mién 1a c6 doc tinh d6i véi céc t& bao hodc sinh vat, c¢6 thé sir dung doc 6 bat
ky theo séng ché. Vi dy, chit ddng vi phong xa, phén tir nho, peptit, hodc protein ¢6
thé dugc st dung 1am doc t6. Khéng thé hodc manh ctia n6 ¢6 thé duge ngu hop véi
ddc td dé tao thanh protein dung hop. Lam ddc t6 protein, c thé st dung rixin, saporin,
gelonin, momordin, d6c t6 bach hiu, hoic pseudomonas. Lam chét déng vi phéng xa,

vi du bao gdm 1311, 188Rh, va 90Y, nhung khong chi giéi han & nhitng chit nay.

Nhu duge st dung trong ban md ta ndy, thuat ngit "chat chdng khdi u" quy
dinh céc thudc c6 kha ning 1am ngimg hoic lam chim ting trudng bit thudng cta
cac mé. Do d6, cac chat chéng khdi u dic biét hitu ich trong diéu tri bénh ung thu.
Chét chdng khdi u c6 thé 1a chit e ché sinh mach, chét xen gitta ADN hoc chit lién
két ngang ADN, chit tic ché tdng hop ADN, chét diéu hoa phién md ADN-ARN, chét
Grc ché enzym, chét diéu hoa gen, chat e ché vi cdu tric hinh ng (vi dng), hodc chét

chong khoi u khac.

Sang ché con dé cap t6i phén tir axit nucleic ma ho khang thé theo sang ché.
Phan tir axit nucleic cua sang ché, m3 hoa khéang thé theo sang ché, c6 thé 13, vi duy,
ADN, ADN b6 trg, ARN, ADN duoc hoiic ARN dugc san xuét béng céch tong hop,
ho#ic phén tir axit nucleic kham dugc san xuét bang cach ti t hop bao gdm phén tir
bat ky trong s6 cac phan tir axit nucleic, don doc hozc két hop. Phan tir axit nucleic
cling c6 thé 14 ADN hé gen tuwong Umg véi toan bd gen hoic phin dang ké ctia né,
hodc manh hodc dan xuit cta n. Trinh tu nucleotit cia phén tir axit nucleic c6 thé 1a
trinh tu nucleotit dugc cai bién, trong do c6 thay thé, khuyét doan hoac thém doan &
mot hodc nhidu géc nucleotit, va din dén thay thé hodc dot bién it nhat mot géc axit
amin ciia trinh tyr axit amin ctia khang thé. Theo mdt phuong 4n cu thé ctia sang ché,

phan tir axit nucleic 1a phan tr ADN b6 tro.

Mot phuong 4n ciia sang ché ciling dé cip ti vecto bao gdbm phéan tir axit
nucleic & dang cé thé biéu hién. Vecto cua séng ché c6 thé 14, vi dy, thuc khuén thé,
plasmit, vecto virut, hodc vecto retrovirut. Vecto retrovirut ¢6 thé 1a c6 kha ning sao
chép hoic khong thé sao chép. Trong trudng hop khong thé sao chép, sy nhan 1én ctia

virut néi chung xay ra & cac t& bao/vat chi bo tro.
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Phén t&r axit nucleic néu trén c6 thé dugc cai vao vecto sao cho ¢ dung hop
dich ma v&i mot polynucleotit khac. N6i chung, vecto ¢ thé c¢6 chira mot hodc nhidu
diém bét diu sao chép (ori) va cac hé di truyén dé tach dong hodc biéu hién, mot hoic
nhiéu chét dénh dau dé chon loc & vat chu, vi dy, tinh khang khang sinh, va mot hodc
nhiéu cat-xet biéu hién. Céc vi du v& diém bét diu sao chép (ori) bao gdm céc diém

bét dAu sao chép cua Col E1, virut SV40 va M 13.

Theo sang ché, phan tir axit nucleic c6 thé dugc thiét ké dé dua vao vat chu,
béng cach truc tiép ho#c qua liposom, vecto thuc khudn thé, hodc vecto virut (vi du,
vecto adenovirut, vecto retrovirut, v.v.). Ngoai ra, cdc hé baculovirut, hodc cic hé
dua vao virut vaccinia hodc semliki forest c6 thé duoc st dung 13m cac hé biéu hién

& sinh vt c6 nhan dieén hinh cho cac phén tr axit nucleic ctia sdng ché.

Mdt phuong 4n khéc ctia sang ché dé cp t&i vat chu khdng phai 1a nguoi bao
gdm vecto cta sang ché. VAt chi c6 thé 14 chua c6 nhan dién hinh hodc ¢6 nhan dién
hinh. Polynucleotit hodc vecto cla sang ché, c6 mat trong t& bao chu, c6 thé duoc tich

hop vao hé gen ctia te bao chu hodc cé thé duge duy tri ngoai nhiém sic thé.

Ngoai ra, sang ché dé cap t6i dong vat chuyén gen khong phai 1a nguoi, dé
san xut khang thé theo sdng ché, bao gdm mot hodc nhidu phén tr axit nucleic cua
séng ché. Cac khang thé ¢ thé dugc san xuét va thu hdi tir mé hoic céc dich co thé,
nhu stta, mau hodic nuée tiéu, tir dé, bo, ngua, heo, chudt céng, chudt nht, tho, chudt

déng (chudt tui ma) hodc ddng vat c6 vl khac.

Ngoai ra, séng ché dé xuat phuong phép san xuit chit nhan biét chon loc ving
xéc dinh tinh khang nguyén ctia CD66c¢, va dong té bao san xuat khang thé nhan biét
chon loc viing x4c dinh tinh khdng nguyén ctia CD66¢. Khang thé cho ving xac dinh
tinh khédng nguyén ctia CD66¢ hodc méanh ctia nd, c6 thé duge san xuét bang cach st
dung phuong phap thong thudng vdi protein CD66¢, viung xac dinh tinh khang
nguyén cua CD66¢c, mdt doan ctia CD66¢ c6 chira ving xac dinh tinh khang nguyén
ctia CD66c, hodc t& bao biéu hién ving xé4c dinh tinh khang nguyén ciia CD66¢ 1am
khang nguyén. Vi du, phuong phap dé san xuét khang thé khang CD66¢ c6 thé dat
dugc bang phuong phép san xut dong té bao san sinh khang thé khang CD66c, bao
gdm (a) tiém va gay mién dich cho dong vét bang protein CD66¢, ving xé4c dinh tinh
khang nguyén ctia CD66¢c, mot doan clia CD66¢ c6 chira vung xéac dinh tinh khang

-18-



39073

nguyén ctia CD66¢, hoic t& bao bidu hién vung xdc dinh tinh khang nguyén cua
CD66c, (b) thu té bao 14 lach san sinh khéng thé dic hisu dbi véi CD66¢, va (c) dung
hop céc t€ bao 14 1ach véi céc t& bao u tuy dé tao ra t& bao lai va chon loc t& bao lai
san xuit khéng thé khang CD66¢. Khang thé nay c6 thé duge phan 1ap bing cach nubi
cdy dong té bao in vitro hodc bing cach dua dong té bao nay vao in vivo. Vi dy, dong
té bao nay c6 thé duoc tiém trong mang bung vao chudt nht, tiép do phén lap va tinh
ché khang thé tir dich ¢d truéng. Phén 1ap va tinh ché céc khang thé don dong c6 thé
dat duge bing cach sic ky trao dbi ion (DEAE hoc DE52) hoic séc ky 4i luc dich
n6i nudi cdy va dich b truéng bing cach st dung c6t khang globulin mién dich hoc

cOt protein A.

Ving xé4c dinh tinh khang nguyén ma khéng thé ctia sang ché gén két vao thé
hién kha ning biéu hién ddc hiéu khéi u rén. Do d6, khéng thd khang CD66c ¢6 thé
duge str dung c6 hidu qua khéng chi dé phét hién céc té bao khéi u, ma con cé doc
tinh t& bao chi d6i vdi cac t& bao khéi u khi mang chit c6 ddc tinh.

Mot phuong an khéc nita cua sang ché dé xuét viée str dung CD66c, cu thé 1a
ving x4c dinh tinh khdng nguyén nim & mién khéng c6 tinh xuc tac cia CD66¢c, dé
phét hién khdi u rin. Sang ché ciing d& xuét ché phim dé phat hién céc & bao gbe
ung thu ctia cac khdi u rdn, bao gdm mot chat trong tac véi ving xé4c dinh tinh khang
nguyén. Chét twong tac nay c6 thé 1a chit bt ky c6 thé tuong téc véi CD66c, cu thé
12 viing x4c dinh tinh khdng nguyén ctia CD66¢ nim & mién khong c6 tinh xtc tic
ctia né. Cu thé 13, chét tuong tac ndy c¢6 thé duoc chon tir nhém gbm hoda chit phan
t&r nho, khang thé, manh gin két khéang nguyén cta khang thé, aptame, hodc t& hop

cua chung.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé cép téi ché phidm chén doan, bao gdm
khéng thé theo séng ché, phan tir axit nucleic ctia séng ché, vecto ciia sang ché, hoic
vat chu cua sang ché. Thuat ngtt "ché phém chin doan", nhu duge sit dung trong ban
md t4 ndy, chi ché phim bao gdm it nhit mot trong sb khang thé, phéan tir axit nucleic,

vecto, va’hodc vat chu clia sang cheé.

Che pham chan doédn cta sdng ché 1a hitu ich dé€ phat hién kha nang bi€u hién
khong mong mudn hodc bi€u hi€én qua mirc cia CD66¢ & nhi€u loai t€ bao, m6 hoac

m&t mAu thich hop khéc, bang cach cho mau tiép xtc véi khang thé cua sang ché va
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x4c dinh sy ¢6 mit cia CD66¢ trong mau. Do d6, ché pham chén doén cta sang ché
c6 thé 6 sin dé dénh gia su khai phat hodc tinh trang bénh, nhu dugc xac dinh trong
ban md td nay dudi ddy. Cu thé 13, cc té bao 4c tinh, nhu c4c t& bao ung thu c6 kha
ning biéu hién CD66c c6 thé 1a dich nhim t&i ciia khéng thé cua sang ché, hoic manh
hozc din xuét ctia nd. Cac té bao ma da gan két khang thé cua sang ché c6 thé bi tAn
cdng bdi cac chire ning clia hé mién dich nhu hé b thé hozc boi ddc tinh té bao qua
trung gian té bao, va do d6 giam thiéu s lwong hoidc loai bd hoan toan céc t& bio c¢b

biéu hi¢n khong mong mudn hodc biéu hién qua mirc ciia CD66c¢.

Theo mét phuong 4n khéc, khang thé cta sang ché, hoic manh hodc din xuit
ctia n6 duge ngdu hop véi chit danh ddu. Céc khang thé nay 1a dic biét hitu ich cho

cac ung dung chan doén.

Ché phim chan doan clia séng ché c6 thé dugc sir dung dudi dang chat c6

hoat tinh don ddc hozc két hop véi cac chét khac.

Mot phuong 4n khac nita ctia séng ché dé cép t6i phwong phap dé phat hién
té bao khéi u, phuong phap nay bao gdm (a) cho khang thé khang CD66¢ phan ung
v6i mAu bao gdm té bao khdi u, va (b) xac dinh xem mAu ¢6 phai 1a khéi u hay khong
néu mau nay duong tinh véi khang thé. Mau nay c6 thé bao gdm, nhung khong chi
giéi han &, dich lympho bao, tuy xwong, méu, va hdng huyét ciu. Té bao khdi u vu
tién 13 t& bao ung thu va, t& bao ung thu phdi, t& bao ung thu da day, t& bao ung thu

tién liét tuyén, hoic t& bao ung thu gan.

Khi sir dung dé sang loc t€ bao khdi u, khang thé khang CD66¢ c6 thé duge
lién hop véi chit d4nh dau c6 kha ning chi thi d6 phan tmg khang nguyén-khang thé.
Chit danh dAu hitu ich cho muc dich nay c6 thé bao gbm ddng vi phéng xa, chét
huynh quang, chit phat quang, chit tao sic (mau), va thudc nhudém.

Khang thé khang CD66¢ ciia sang ché c6 thé duoc cung cip cho kit @& chén
doan céc khéi u rin.

Kit chin doan c6 thé bao gém phuong tién dé phat hién phan tng khang
nguyén-khang thé ngoai khang thé khang CD66¢. Phuong tién phat hién nay c6 thé
1a chat hitu ich dé thuc hién k¥ thuat duoc chon tir nhém gdm dém té bao dong chay,

nhudm mau hod mé mién dich, thir nghiém hdp phu mién dich lién két enzym
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(ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), thir nghiém mién dich enzym (EIA),
thir nghiém mién dich huynh quang (FIA), va thir nghiém mién dich phat quang (LIA).
Trong ngit canh ndy, chit danh ddu c6 thé 13 enzym nhu HRP (peroxidaza cu cai
ngua), chat huynh quang nhu FITC (floresxeinthiocarbamyl etylendiamin), chat phat
quang nhu luminol, isoluminol, va lucigenin, hodc ddng vi phdng xa nhu 1251, 3H,
14C, va 1311, nhung khong chi gi¢i han & cdc chit nay. C6 thé xac dinh su lién hop
v6i chat danh ddu bang cach st dung phuong tién do phéan Gng enzym véi co chét,
d6 huynh quang, d6 phat quang, ho#ic d6 phat xa. Vi dy, khang thé khéng CD66¢c c6
thé dwoc didu ché dé sir dung trong kit ELISA hoc kit dai bing.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit dugc phim bao gdm khang thé, phan
tr axit nucleic, vecto, hodc véat chu cua sang ché. Khéang thé, phén tr axit nucleic,
vecto, hodc vat chu cua sang ché duoc st dung dé diéu tri hodc tiéu gidm bénh ung
thu rén. Viée diéu tri hodc tiéu giam cac khéi u rin c6 thé dat dugc béng céch cho dbi
tugng can didu tri nay dung phan tir axit nucleic, vecto, hodc vét chu cia sang ché &
lidu dung hiru hidu.

Thuat ngit, "khéi u rin", nhu duge st dung trong ban md ta nay, xac dinh
khdi mo bit thuong ma thudong khéng cé chira nang hoidc chét 1ong. Khdi u rin c6 thé
la lanh tinh (nhung khdng phai ung thu) hodc ac tinh (thuong goi 1a ung thu trong
linh vuc nay). Cac vi du vé cac khéi u rin ma khang thé theo sang ché c6 thé ung
dung, bao gdm sacom (ung thu mé lién két), u than kinh dém, khéi u 4c tinh, u trung
biéu mo, u lympho, bénh ung thu than, bénh ung thu phdi, bénh ung thu via, bénh ung
thu cb tur cung, bénh ung thu budn trimg, bénh ung thu rudt két truc trang, bénh ung
thu gan, bénh ung thu tién liét tuyén, bénh ung thu tuy, va bénh ung thu ddu va cd,
va uu tién 1a bénh ung thu vi, bénh ung thu phéi, bénh ung thu rudt Kkét, ung thu da
day, bénh ung thur tién liét tuyén hodc bénh ung thu gan. Ung thu vi c6 thé 13 thé ung
thu vi1 bd ba 4m tinh (TNBC), ma c6 thé dugc phét hién 14 4m tinh bing cach st dung
ba chét d4nh diu chén do4n gdm HER?2, thu thé estrogen (ER), va thu thé progesteron
(PR), va do d6 1 rat kho phét hién ra.

Téc dung tri li€u céc khoi u ran theo sang ché bao gom tac dung uc cheé doi
véi qua trinh di cu, xdm nhap va di cén cla cac té bao ung thu (cu thé 1a, cac t€ bao

gbc ung thu) hoic cic mob bao gdm té bao ung thu, va do d6 gidm nhe sy 4c tinh cia
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bénh ung thu cling nhu e ché sy ting trudng cta ching (giam vé mit dinh lugng)

va gay chét té bao theo chuong trinh.

Pé t6i da hoa tac dung ctia khang thé theo sang ché két hop véi chét (rc ché
quai gan két PD-1 hodc PD-L1, gdy cam tng hoat hoa t bao T bai tiét xytokin va gia
tang muc protein PD-L1 trén bé mit cac t& bao ung thu va cac té bao mién dich, khi
té bao ung thu va té bao mién dich dugc déng nubdi cdy, trong Vi du 7. Viét két hop
ndy duge cho 13 tao ra tac dung chdng ung thu manh hon, khi chét trc ché gén két PD-
1 hodc PD-L1 dugc st dung két hop véi khéng thé cua sang ché. Chét tri lidu khang
thé cho PD-1 va PD-L1 lam céc chét tc ché diém kiém tra mién dich d4 dugc cép
phép cho thir nghiém 14m sang. Ché pham nay c6 thé con bao gém chit trc ché gin

két PD-I hoic PD-LL

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay thuat ngi “d6i tugng” hodc “bénh
nhan” chi ddng vat c6 vu, bao gém dong vat linh trudng nhu ngudi, khi, v.v., va dong
vat gdm nhdm nhu chudt nhét, chudt céng, v.v. ma c6 bénh hodc cé kha ning méc
bénh khéi u rin hodc triéu ching cta n6 va do do can giam nhe, ngén nglra, va/hodc
diéu tri khéi u rdn nay.

St dung khang thé hodc manh cia nd theo séng ché ¢6 thé duge thuc hién
theo cach chip nhan duge bat ky. Vi du, chét tri liéu bao gdm khéng thé khang CD66¢
1a thanh phén hoat tinh dugc sir dung qua dudng miéng hoic ngoai dudng tiéu ho,
va uu tién 1a ngoai duong ti€u hod, cho mot dbi tugng, vi dy, nguoi hodc ddng vat ma
c6 céc té bao khdi u. Chét tri liéu nay c6 thé bao gdm ta dugc duoc dung, va liéu ding
ctia chét trj liéu c6 thé thay dbi tuy thudc vio tinh trang ctia bénh nhén, va c6 thé ndm
trong khoang tir, vi du, 3 mg dn 6.000 mg/ngay. Chét trj liéu c6 thé c6 dang nhur chét
16ng, bot, nhii twong, hdn dich (huyén phtl) hodc dang tiém, nhung khong chi gisi
han & cac dang nay.

Ngoai ra, sang ché dé xut phuong phép diéu tri bénh bach cu tuy hoic
lympho bio c4p hodc man tinh, béng cach str dung it nhét mot khang thé dugc chon
trong sb khang thé cho viing x4c dinh tinh khang nguyén ctia CD66¢, manh ctia khéng
thé nay (F(ab"), Fab, Fv, v.v.), va phdi tir cho viing xac dinh tinh khang nguyén ctia
CDé66c.

Khéng thé hodc manh ctia n6 c6 thé 1a don dong hodc da dong, va cé thé thu
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duogc tir nguoi hodc dong vat. Khang thé khang CD66¢ hodc manh cta né c6 thé con
bao gdm dbc t& duge mé ta & trén. Poc t6 ¢6 thé duge dung hop, ngiu hop, lién hop

hoic lién két v6i khang thé bing cach sir dung k§ thuét da biét.

Duoc phém clia sang ché c6 thé duoc sir dung dudi dang don chét hoat tinh
hogic két hop vé6i chit khac bat ky ma wu tién 1a d& didu tri bénh quan tim. Ngoai ra,
khéng thé ctia sang ché c6 thé dwoc sir dung két hop véi céc liéu phap chéng ung thu
khéc, nhu hod trj liéu, xa tri, lifu phép t& bao, v.v. Nhidu loai chit chdng ung thu da

biét c6 thé duge str dung trong hod tri liéu hodc lidu phap té bao.

Mot phuong 4n khéc cla séng ché dé xuit phuong phap dé sang loc chét tri
liéu hozic chét e ché cac khdi u rén, bao gdm cho hop chét tmg cir tiép xic véi CD66c,
cu thé 1a ving x4c dinh tinh khang nguyén nim & mién khong cé tinh xuc tac cua
CD66c, va phan loai hop chat tmg cir ndy 13 chét tri lidu tiém ning cho céc khéi u rén
néu hop chét Gmg cir nay duoc xac dinh 13 gén két véi vung xac dinh tinh khéang
nguyén. Mot phuong 4n khic nita cia sang ché dé xudt dugc phdm @& diéu tri cac
khéi u ran, bao gdm chét tri liéu da duoc sang loc cho cac khéi u rdn lam thanh phan

hoat tinh (hoat chét).

Hop chét tmg cir ¢6 thé it nhit 1 mdt phén tir dugc chon tir nhém gdm nhiéu
loai hop chét téng hop hoic c¢é trong tu nhién, cic polypeptit, cic oligopeptit, cac
peptit hodc céc cAu tric protein (vi dy, cac khéng thé, cac manh gin két khang nguyén,
céc khang thé peptit, cac khéng thé nano, v.v.), cc polynucleotit, cac oligonucleotit,
ARN d6i nghia, ShARNA (ARN cip téc ngin), siRNA (ARN can thiép nho), cac

aptame, va céc chict xuat tir cac sdn pham tu nhién.

C6 thé x4c dinh kha niang gén két giﬁa hop chét g cir va viing xac dinh tinh
khang nguyén bang cach phat hién sy tao thanh phitc hop (phirc chét), ma c6 thé thuc
hién bang cach sir dung nhidu phuong phap da biét trong linh vuc nay. Vi dy, cac
phan tmg enzym théng thudng, huynh quang, phat quang va/hoic phat xa c6 thé dugc
phét hién dé khéng dinh c6 gén két gitta hop chét ing clr v6i viing gan két khang
nguyén. Chi tiét 13, cac k¥ thuat sén c6 dé phat hién phirc hop nay bao gbm, nhung
khong chi gi6i han &, sic ky mién dich, hod mé mién dich, thir nghiém hap phu mién
dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), thir nghiém
mién dich enzym (EIA), thir nghiém mién dich huynh quang (FIA), thir nghiém mién
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dich phat quang (LIA), va thdm tach Western.
[Céc hiéu qua ¢6 1o1i]

Séng ché dé xuét khang thé nhan biét va gin két véi CD66c, phan tir axit
nucleic ma hoa khéng thé nay hodc manh gin két khang nguyén ctia khang thé nay,
vecto mang phan i axit nucleic nay, t bao chi bao gdm vecto hodc phan tr axit
nucleic ndy, va viéc st dung khang thé niy hoic méanh gén két khang nguyén cua né
dé 1am giam nhe, ngin ngira hodc chin do4n céc bénh c6 lién quan dén CD66¢ nhu
céc khdi u rén.

Vi du thue hién sang ché

C6 thé hiéu rd hon sang ché théng qua cac vi du dugc dua ra ¢ minh hoa ma
s& khong dugc hiéu 14 gi6i han sang ché.

Vi dy 1: Diéu ché khding thé kham khdng CD66¢

1.1. Tach dong trinh tu gen cia khang thé khang CD66¢

Gen khang thé 8F5 dugc tach dong bing cach sit dung bd doan mdi Ig cta
chudt nhit (Millipore, Cat. #: 69831). ARN dugc phén l4p tir té bao lai 8F5 duoc
chay PCR b.%mg cach sir dung bd doan mbi Ig cha chudt nhét, duge cai vao vecto
pGem-T (Promega, Cat. #: A3600), dugc xac dinh trinh ty dé khéng dinh trinh tu
ADN, va gen khéng thé ctia chudt duoc nhan dién theo IMGT (www.imgt.org). Cac
trinh tu viing bién d6i chudi niing va céc trinh tu ving bién dbi chudi nhe cua khéng

thé 8F5 duoc phan tich nhu sau.

Béang 4
Tén Trinh tu SEQ
IDNO
8F5-kham Vy-CDR1 ASGYSFTDYTMN 1
8F5-kham Vy-CDR2 LINPFHGGTVSNQRFKV 2
8F5-kham Vy-CDR3 VRGDPVRHYYALAY 3
8F5-kham V1-CDR1 GASENVYGTLN 4
8F5-kham V-CDR2 GATNLAD 5
8F5-kham Vi-CDR3 VATYYCQNVLSAPYT 6
8F5-kham Vg EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVKQS | 7
HGKNLEWIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSSNTAY
MELLSLTSDDSAVYYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTSVTVS
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S
8F5-kham VL DIQMTQSPASLSASVGETVTITCGASENVYGTLNWYQRKQG| 8
KSPQLLIYGATNLADGMSSRFSGSGSGRQYSLKISSLHPDDV
ATYYCQNVLSAPYTFGGGTKLEII

8F5-kham Vy Gaggtccagetgeaacagtctggacctgaactggtgaageetggagcettcaatgaagatatee | 62

tgcaaggcttctggttactcattcactgactacaccatgaactgggtgaageagagcecatggaa
agaaccttgagtggattggacttattaatcctttccatggtggtactgtctccaaccagaggttcaa
ggtcaaggccacattaactgtagacaagtcatccaacacagectacatggagetccteagtetg
acatctgacgactctgeggtctattactgtgtaagaggtgacccggteegcecattactatgetttg
gectactggggtcagggaacctcagtcaccgtceteetea

8F5-kham VL gacatccagatgactcagtctccagettcactgtetgeatetgtgggagaaactgteaccatcac 63
atgtggagcaagtgagaatgtttacggtactttaaattggtatcagcggaaacagggaaaatctc
ctcagcetcctgatctatggtgeaaccaacttggeagatggeatgtcatcgaggttcagtggeagt

ggttctggtagacagtattcte

1-2. San xuét khing thé kham

Duyea trén trinh tu axit amin cta khang thé khéng CD66¢ cua chudt 8F5 da tao
chu trtc, diéu ché khang thé kham khang CD66c.

1-2-1. San xuAt plasmit

Dé biéu hién khang thé kham khéng CD66¢, diéu ché trong tng plasmit cho
chudi ning va plasmit biéu hién chudi nhe. Sir dung vecto POptiVEC (Invitrogen)
lam plasmit biéu hién chudi nhe, va vecto pcDNA3.3 (Invitrogen) lam plasmit biéu

hién chuoi nang.

Pé biéu hién ADN bd trg mé hoa ving bién dbi va ADN b trg mé hod ving
4n dinh cia mdi khéng thé dudi dang trinh tu axit amin li€n tuc ma khong cd cai axit
amin bd sung, tong hop trinh tr mi hod ving bién ddi da tach dong va ving én dinh
IgG1 clia ngudi di biét (chudi ning) va cac trinh ty ma hod ving 6n dinh kappa (chudi
nhe) (Bioneer). Cat gen chudi ning va chudi nhe di tbng hop bing enzym giGi han
Xho I va Sal I va manh gen chudi nhe duoc ndi v6i vecto pOptiVec va manh gen
chudi ning duoc ndi véi vecto pcDNA3.3 d tao ciu tric plasmit biéu hién toan ven
(plasmit biéu hién chudi ning pcDNA3.3-anti-CD66¢ va plasmit biéu hién chudi nhe
pOptiVEC-anti-CD66c¢).

1-2-2. Chuyén nhiém

Plasmit biéu hién chudi ning pcDNA3.3-anti-CD66¢ va plasmit biéu hién
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chudi nhe pOptiVEC-anti-CD66¢ dd didu ché dwoc chuyén nhifm vao cac t& bao
DG44 thu dugc tir t& bao CHO (Invitrogen).

Ba ngay trudc khi chuyén nhiém, cic té bao DG44 & dang huyén phu duoc
cho thich ing véi mbi truong MEMS c6 chira 5% FBS @ bién dbi ching thanh cac
t& bao bam dinh va cai thién hidu suit chuyén nhiém. Thuc hién chuyén nhiém trén
dia 6 giéng (18) bing cach sir dung thubc thir chuyén nhiém ViaFect (Promega, Cat.
#: E4981). Vo ngay truée khi chuyén nhifm, diéu ché cac t& bao DG44 d3 thich tng
v6i trang thai bam dinh bang cach cdy chuyén & ndng d6 1 X 105 té bao/giéng. Sir
dung ca pcDNA3.3 ctia plasmit biéu hién chudi ning khang CD66¢ va pOptiVEC cua
plasmit biéu hién chudi nhe khang CD66¢ tuong Gng & 2,0ug va 1,5ug, véi ty 1€
1,0:0,75 d chuyén nhiém.

Tién hanh chuyén nhidm trong 48 gid. Str dung dém té bao dong chay dé
phan tich quan thé té bao d chuyén nhidm. Nhu thé hién trén Fig. 1, khing dinh c6
biéu hién khang thé kham bang dong té bio ung thu phdi khong phai t& bao nho A 549.
Fig. 1 thé hién két qua tich dong gen khang thé tir khang thé 8F5 ciia chudt nhit va
biéu hién né & dang khang thé kham tai t5 hop va gén két voi bé mit cia cac té bao
A549 duong tinh v6i khang nguyén CD66c¢.

Vi du 2: Diéu ché khing thé khding CD66¢ don dong dwgc lam giong nguwoi

(dwgc nhan hoa)

2.1 Chon loc trinh tu khdng thé tai t8 hop bang cich 1am gibng ngudi mod

phong trén may tinh

Céc CDR (CDRHI1: ASGYSFTDYTMN) SEQ ID NO: 1, CDRH2: SEQ ID
NO: 2 (LINPFHGGTVSNQRFKV); CDRH3: SEQ ID NO: 3
(VRGDPVRHYYALAY); CDRL1: SEQ ID NO: 4 (GASENVYGTL); CDRL2: SEQ
ID NO: 5 (GATNLAD); néu CDR3: SEQ ID NO: 6 (VATYYCQNVLSAPYT) cia
chudi ning ctia khang thé khang CD66¢ ctia chudt nhét, 8F5 (trinh tur axit amin chudi
ning: SEQ ID NO: 7, ADN m4 hod4 chudi ning: SEQ ID NO: 62; trinh ti axit amin
chudi nhe: SEQ ID NO: 8; ADN mi hoa chudi nhe: SEQ ID NO: 63) dugc duy tri
gan v6i ai luc gén két khang nguyén nhit c6 thé, hodc néu 4i luc gén két khang nguyén
bang hozc 16n hon, cac trinh tw khéng thé duoc 1am giéng ngudi tai t6 hop dua trén

trinh tu ctia ving khung dua trén trinh ty dong té bao mam mi hod gen khéng thé ctia
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ngudi theo phuong phéap mé phong bing may tinh. Gen dong té bio mim cua khang
thé ctia ngudi dugc st dung 1am mach khung ctia trinh tu khang thé duoc 1am gidng
ngudi tai td hop 1a twong tu nhét véi chudi ning va chudi nhe ctia khang thé CD66¢
ctia chudt 8F5, twong tmg duoc thé hién trong Bang 5. Trinh ty axit amin va trinh tyu
axit nucleic ctia ving bién ddi chudi ning va viing bién dbi chudi nhe ctia khang thé
CD66c ctia chugt va céc trinh ty CDR cua vung bién ddi chudi nzng va ving bién d6i

chudi nhe dugc thé hién trong Bang 6.

Bang 5
Dong té bao mam Ab ctia nguoi
Chudi ning Chubi nhe
IGHV1-69-2*01 IGKV1-27*01
IGHV1-2*02 IGKV1-5*01 Homo sapiens
IGHV1-46*01 IGKV1-39*01 Homo sapiens

Chon loc 12 vung bién ddi chudi ndng va § vung bién ddi chudi nhe 1am trinh
ty khang thé 8F5 duoc lam giéng ngudi duge chon bang cach sir dung trinh tu gen
dong té bao mam khang thé cta ngudi, nhu thé hién trong Bang 3. Cac trinh tu axit
amin clia ving bién d6i chudi ning va ving bién ddi chudi nhe, cac trinh tw CDR, va
céc trinh ty khung ctia khang thé dugc lam gidng nguoi da chon duge thé hién trong
céc Bang tir 6 ¢én 8. Ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe cia khang
thé kham va khang thé duoc 1am giéng ngudi duge thé hién trong Bang 1. Uu tién 1a
khang thé ctia chuét va khang thé duoc 1am gibng ngudi c¢6 cing trinh tu axit amin
ctia CDR3 chudi ning va CDR2 chudi nhe. Phin in ¢im va gach chén trong Bang 6
1a c4c trinh ty CDR cuia khang thé. Phan in d4m va gach chén trong Bang 7 chi axit

amin dugc cai bien.

Bang 6
Khéng | Két Tén Trinh ti axit amin
thésé | hop
3043 | Vk8+ |VH6 |QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVKQAPGQNLE
VH6 WIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS
Vk8 |DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
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YGATNLADGMPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQNVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3058

Vk8+
VHI11

VH11

QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTDYTMHWVKQAPGQNLE
WIGLINPEGGSTSYAQKFKGRVTMTRDTSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk8

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGMPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCONVLSAPY
TFGGGTKLEIK

2938

Vk5+

QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVRQAPGQGLE
WIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk5

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLAWY QRKPGKAPKLLI
YGATNLADGVPSRFSGSGSGREYTLTISSLQPDDFATYYCQNVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3007

Vk7+

QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVKQAPGQNLE
WIGLINPFHGGTVSNORFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk7

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCONVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3019

Vk7+
VH10

VHI10

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYTMNWVKQAPGQNLE
WIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATMTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk7

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQNVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3010

Vk7+

QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVRQAPGQGLE
WIGLINPFHGGTVSNQRFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk7

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQNVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3004

Vk7+
VHS5

VHS

QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTDYTMNWVRQAHGQNLE
WIGLINPFHGGTVSNORFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk7

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCGASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCONVLSAPY
TFGGGTKLEIK

3046

Vk8+
VH7

VH7

QVQLVQSGAEVKKPGASMKISCKASGYSFTDYTMNWVRQAPGQGLE
WIGLINPFHGGTVSNORFKVKATLTVDVSTNTAYMELSRLRSDDTAV
YYCVRGDPVRHYYALAYWGQGTLVTVSS

Vk8

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASENVYGTLNWYQRKPGKAPKLLI
YGATNLADGMPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCONVLSAPY
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[ | !IFGGGTKLEH(
Bang 7
Tén CDR1 SEQ CDR2 SEQ CDR3 SEQ
ID NO ID ID NO
NO
Vg-kham ASGYSFIDYT 1 |LINPFHGGTVSNQRF| 2 |GDPVRHYYALA | 3
MN KV Y
VHS5,6,7,10 |ASGYSFTDYT 1 |LINPFHGGTVSNQRF| 2 |GDPVRHYYALA | 3
MN KV Y
VH11 ASGYSFTDYT 9 |LINPFGGSTSYAQKF| 10 |GDPVRHYYALA | 3
MH KG Y
Vi-kham GASENVYGTL 4 |GATNLAD 5 |[VATYYCQNVLS 6
N APYT
VK5 GASENVYGTL | 11 [GATNLAD 5 |FATYYCQNVLS 13
A APYT
VK7 GASENVYGTL 4  |GATNLAD 5 |FATYYCQNVLS 13
N APYT
VK8 RASENVYGTL | 12 |GATNLAD 5 |FATYYCQNVLS 13
N APYT
Bang 8
Tén FR1 SEQ FR2 SEQ FR3 SEQ FR4 SEQ
ID D ID ID
NO NO NO NO
Vi- EVQLQQSGPEL | 22 |WVKQSHG| 32 |[NQRFKVKATLT| 42 [WGQGTSV | 52
kham  |VKPGASMKISC KNLEWIG VDVSSNTAYM TVSS
K ELLSLTSDDSA
VYYCVR
VH5 QVQLVQSGAE | 23 |[WVRQAH | 33 |NQRFKVKATLT| 43 |[WGQGTLV| 53
VKKPGASYVKIS GONLEWI VDVSINTAYM TVSS
CK G ELSRLRSDDTA
VYYCVR
VH6 QVQLVQSGAE | 24 |[WVKQAPG| 34 |NQRFKVKATLT| 44 |WGQGTLV| 54
VKKPGASMKIS QNLEWIG VDVSTNTAYM TVSS
CK ELSRLRSDDTA
VYYCVR
VH7 QVQLVQSGAE | 25 [WVRQAPG| 35 [NQRFKVKATLT| 45 |WGQGTLV| 55
VKKPGASMKIS QGLEWIG VDVSINTAYM TVSS
CK ELSRLRSDDTA
VYYCVR
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VHIO [QVQLYQSGAE | 26 |[WVKQAPG| 36 [NQRFKVKATM | 46 |WGQGTLV| 56
VKKPGASVKY ONLEWIG TVDVSINTAY TVSS
SCK MELSRLRSDDT
AVYYCVR
VHI1 |[QVQLVQSGAE | 27 |WVKQAPG| 37 |AQKFKGRVTIM| 47 |WGQGTLV| 57
VKKPGASVKIS ONLEWIG TRDTSTNTAY TVSS
CK MELSRLRSDDT
AVYYCVR
Vi- DIQMTQSPASL | 28 |WYQRKQG| 38 |GMSSRFSGSGS | 48 |FGGGTKL | 58
kham  |SASVGETVTIT KSPQLLIY GRQYSLKISSL EII
C HPDD
VK5  |DIQMTQSPSTL | 29 |WYQRKPG| 39 |GVPSRFSGSGS | 49 |FGGGTKL | 59
SASVGDRVTIT KAPKLLIY GRQYSLKISSL EIK
C HPDD
VK7  |DIQMTQSPSTL | 30 |WYQRKPG| 40 |GVPSRFSGSGS | 50 |FGGGTKL | 60
SASVGDRVTIT KAPKLLIY GIEYTLTISSL EIK
C QPDD
VK8  |[DIQMTQSPSTL | 31 |WYQRKPG| 41 |GMPSRFSGSGS | 51 |FGGGTKL | 61
SASVGDRVTIT KAPKLLIY GIEYTLTISSL EIK
C QPDD

2.2 Biéu hién va phén tich khéng thé duoc lam gidng neudi tai td hop

Céc trinh ty clia khéng thé d4 chon dugc biéu hién trong cac té bao 293 & dang
IgG1 clia ngudi bang cach két ndi twong tmg ving én dinh chudi ning va ving én
dinh chudi nhe kappa IgG1 ctia ngudi. 7 ngdy sau khi chuyén nhiém, khéng thé duoc
1am gidng nguoi tai td hop dugc tinh ché bing cich sir dung nhya KanCap A (Kaneca).

Dinh lugng khéng thé di tinh ché bang cach do & OD 280 nm va SDS-PAGE.
Phén tich d6 tinh khiét va su két tu ctia khang thé bang cich phén tich & 280 nm va
220 nm bang HPLC sir dung c6t loai trir kich ¢& Sepax Zenix-C SEC-300 (Sepax
Technologies) (Fig. 2A dn Fig. 2C)

2.3 Phén tich gén két t& bao va gén két khing nguyén cia khéng thé duoc 1am

giéng ngudi tai td hop

2-3-1 Thir nghiém gén két t& bao

Lan lugt 96 khang thé dugc 1am giéng ngudi ti t6 hop da bidu hién duge cho
vao va cho phan ting trong dng nghiém cé chira ciing luong (1 ug) cta dong té bao

ung thu phéi khong phai té bao nhd A549 duong tinh véi CD66¢ & 4°C trong 30 phit,
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rira bang PBS, va xir Iy bang khéang thé dé khang IgG nguoi dugce lién hop véi
FITC (DiNona Inc, Han Quéc) duoc thém vao va o & 4°C trong 15 phut. Stra khi rira
bang PBS, phan tich cic té bao bang thiét bi dém té bao dong chay (Stratedigm,
S1000EXi) va két qua dugc thé hién dudi day.

Trong s6 96 khang thé duoc lam gidng ngudi tai t hop mg ctr, dAu tién chon
8 khéng thé dya trén mirc d6 biéu hién, c6 két tu, va mirc d6 gén két t& bao (Bang 9
va Bang 10, Fig. 3A dén Fig. 3E). Bang 9 va Bang 10 14 két qua phén tich khang thé
khang CD66¢ dugce lam gidng ngudi duogc chon cdp mot va 8F5 kham, va Bang 10

thé hién két qua phén tich dém té bao dong chay.

Béang 9

Sé #71 #86 #93 #43 #51 #45 #41 #74
ProteinID | 3043 3058 2938 3007 3019 3010 3004 3046
KéthopH | VK8+V | VK8+V | VK5+V | VK7+V | VK7+V | VK7+V | VK7+V | VK8+V

&L H6 H11 H7 H6 H10 H7 H5 H7
Giéng 18) | F11 H2 H9 D7 E3 D9 D5 G2
OD
3,54 3,86 3,32 4,01 4,03 3,5 3,56 3,54
280nm
Thé tich
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
(ml)
N(‘Sng dé
2,52 2,71 2,36 2,85 2,86 2,49 2,53 2,52
(mg/ml)
Hiéu s6
0,66 0,71 0,61 0,74 0,74 0,65 0,66 0,66
(mg)
Hé sb dap
& 102190 | 103680 | 102190 | 102190 | 102190 | 102190 | 102190 | 102190
al
Phén tir
lugng 72750 | 72691 | 72616 | 72633 | 72521 | 72604 | 72669 7272
(Da)
Bang 10
8o ProteinID  |KéthopH&L | Yebichan | Trungbinh [ % (% bi chan x
trung binh)
Khéng thé kham x ** 73 619 100,0
#71 3043 Vk8+VH6 69 686 104,8
#86 3058 Vk8+VHI11 72 645 102,8
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#93 2938 Vk5+VH7 71 611 96,0
#43 3007 Vk7+VH6 71 565 88,8
#51 3019 Vk7+VH10 70 561 86,9
#45 3010 Vk7+VH7 70 554 85,8
#41 3004 Vk7+VH5 71 541 85,0
#74 3046 Vk8+VH7 71 523 82,2

Béng 9 thé hién mtrc d6 biéu hién, c6 hodc khong cb két tap, va mic d6 gén
két té bao cla 8 khang thé d3 chon. Cu thé 13, mc biéu hién va phén tr lugng ctia 8
khang thé d& chon duoc toém tit lai. Ngoai ra, theo két qua dém té bao dong chay
trong Bang 10, d4 khang dinh 14 8 khang thé duoc 1am giéng nguoi tai t6 hop thé hién
cudng do gin két t& bao + 20% ma thé hién cudng d6 gin két té bao rat gidng véi cac
khang thé kham. Do d6, 8 khang thé thong thudong dugc biéu hién va c6 rat it thé két
tu dugc tao thanh do ban than protein khéng bn dinh, va ai luc gén két tuong tu véi
céc té bao duong tinh véi khang nguyén dich so véi khang thé kham trudc tién dugc

chon tir 96 khang thé tmg ctr dugc 1am gidng nguoi.

Nhu thé hién trén Fig. 3, profin gin két té bao trén thuc té 13 tvong tu véi
profin ctia khéng thé kham, va 8 loai khéng thé dugc 1am gidng ngudi duge xéc dinh
bang cach nhan d6 duong tinh khéng thé (% bi chin) véi d6 huynh quang trung binh
(trung binh), va bing c4ch chon loc cic khang thé dwoc 1am gibng ngudi trong khoang
20% so v6&i khang thé kham. N6i chung, khi trinh ty ving CDR ctia khéng thé chudt
duoc cai vao ving khung ciia khang thé duge lam gibng ngudi & thoi diém san xut
khang thé duoc lam giéng ngudi, 4i lyc gan két khang thé giam manh do thay dbi cia
cAu trac protein ban ddu. Xét theo tinh chét chung cua khéng thé dugc lam gidng

ngudi, chon cac khang thé dugc 1am gidng nguoi rat tbt theo sang ché.

2-3-2 Thit nghiém g#n két khang nguyén

Trong s& 8 khang thé duoc lam gidng nguoi tai t6 hop da chon, nim loai
khéng thé dugc 1am gidng ngudi tai t6 hop thé hién 4i luc gén két cao hon so véi
4i luc cua khang thé kham duoc chon va phén tich 4i luc gén két véi khang nguyén

CD66¢ va khang nguyén tuong tu CD66 bang ELISA.
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Bang 11
Protein ID Két hop HC & LC

3043 Vk8+VH6

3058 Vk8+VHI1

2938 Vk5+VH7

3007 Vk7+VH6

3019 Vk7+VH10

Phu khang nguyén CD66c (CEACAMS6; Sino Biological, Inc.) va khang
nguyén CEACAMI1 (Sino Biological, Inc.) 1én dia 96 giéng & ndng d6 100 ng/giéng
va sau d6 phong bé. Pha long khéng thé cAp mét (so cdp) theo béc ba 1An tir ndng dd
ban dau 10 ug/ml va d& gén két & 37°C trong 1 gid, va thé lién hop khéang thé dé
khang Ig ngudi- HRP (Jackson ImmunoResearch) 1am khang thé cdp hai (th cép)
duogc pha lodng 1: 10.000 va & & 37°C trong 30 phut. Rira ba 1an gitta cac budc, va
thuc hién phan tng TMB, dimg phan g bang dung dich HSO4 1N véi cliing luong
dung dich TMB (100ul) va sau d6 do gié tri OD & 450nm.

Két qua ctia thi nghiém nay 13, cac 4i luc gin két véi khéng nguyén CD66¢
clia nim loai khang thé dugc 1am gibng ngudi tai tb hop duoc chon trong sb 96 loai
khang thé duoc 1am gidng ngudi tai t6 hop dugc thé hién trén Fig. 4a, trong Bang 12,
trén Fig. 4b va trong Bang 13. Fig. 4a va Bang 12 thé hién kha ning gén két ctia cac
khang thé véi khéang nguyén CECACAMS6 (CD66c¢), va Fig. 4b va Bang 13 1a két qua
cho khéng nguyén CEACAMI1 (CD66a).

Tir 4i luc gin két ctia cac khang thé véi khang nguyén trén Fig. 4a, Bang 12,
Fig. 4b va Bang 13, tAt ca cac khang thé d6i véi CECACAMSG thé hién profin gin két
tuong tu v6i khang thé kham d6i véi CEACAMS va dugc phan chia thanh cc nhém
ma khong gin két hoic gén két CEACAMI yéu.

Bang 12
Ndng do khéng thé )
chi 8F5 hu3043 | hu3058 | hu2938 | hu3007 | hu3019
(ng/ml)
10000,00 3,17 2,73 2,87 3,43 3,37 3,13
3333,33 3,41 2,95 3,18 3,27 3,24 3,26
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1111,11 3,30 2,74 3,19 3,16 3,23 3,34

370,37 3,30 2,92 2,80 3,08 3,16 3,23

123,46 2,83 2,29 2,22 2,56 2,90 3,04

41,15 2,02 1,73 1,38 1,72 2,17 2,45

13,72 1,15 1,37 1,06 1,15 1,64 1,77

4,57 0,80 0,91 0,74 0,65 1,02 1,32

1,52 0,53 0,70 0,53 0,48 0,79 0,95

0,51 0,41 0,49 0,38 0,36 0,64 0,80

0,17 0,40 0,41 0,37 0,30 0,53 0,68

Bang 13
Nbng d6 khéng thé )
ag/m) chi 8F5 hu3043 | hu3058 | hu2938 | hu3007 | hu3019

10000,00 1,21 0,91 0,42 0,32 1,01 0,99

3333,33 1,24 1,22 0,31 0,27 1,15 1,07

1111,11 1,21 1,17 0,19 0,21 1,06 1,02

370,37 1,13 0,80 0,12 0,14 0,92 0,89

123,46 0,95 0,70 0,07 0,10 0,82 0,79

41,15 0,82 0,61 0,07 0,07 0,66 0,58

13,72 0,51 0,43 0,05 0,06 0,46 0,41

4,57 0,28 0,27 0,05 0,05 0,27 0,24

1,52 0,16 0,16 0,05 0,05 0,18 0,16

0,51 0,10 0,10 0,04 0,05 0,11 0,11

0,17 0,08 0,08 0,04 0,04 0,09 0,08

2.4 Phén tich d6 dn dinh ctia khing thé duoc 1dm gidng ngudi tai td hop

Tién hanh thir nghiém @& x4c dinh d6 dn dinh cia cac khéng thé bing cach dé
nim khéng thé duoc 1am giéng nguoi tai tb hop ctia Vi du 3.3 dugc chon theo profin

gén ket vai khang nguyén va t€ bao trong di€u kién nhiét d6 cao.

Xéc dinh d6 6n dinh bang cach tién hanh thir nghiém gin két str dung axit 8-
anilino-1-naphtalensulfonic (ANS, Sigma). ANS 14 hop chit ma c6 thé phat hién sy
bién tinh cta cac protein bang cich do mic thay dbi budc séng huynh quang gitra
gan két véi va khong gin két v6i cac vi tri ky nude bi boc 16 khi protein bi bién tinh.

Khang thé duoc 1am gidng ngudi tai tb hop dugc diéu chinh dén ndng d6 0,2
mg /ml bang cach st dung PBS (nudc mudi dém phosphat), va dé & 50°C trong 4 gidy
trong didu kién khéc nghiét. Tron 0,2 ug/ml dung dich ANS & 20 ul véi 500 ul dung
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dich khang thé da pha lodng lam dung dich phan tich d& do, va phén tich sau 5 phut
sau d6 bang thiét bi doc huynh quang & bude séng kich thich 360 nm va budce séng
phat xa 460 nm. Ngoai ra, do phan tmg ctia thu6e thir ANS & nhiét d§ 70 °C thém 30
phut.

Fig. 5a va Fig. 5b thé hién két qua khéng dinh d6 én dinh khang thé cia ndm
khang thé dugc 1am giéng ngudi tai t& hop duge thé hién trong Bang 11 trong diéu
kién nhiét d khic nghiét. Nghia la, d¢ phan ng cta thube thit ANS duge do bﬁng
d6 huynh quang sau khi dé khéng thé & 50°C trong 4 gid trong diéu kién nghiém ngt,
va dé tiép & 70°C trong 30 phut. Nhu thé hién Kbt qué ctia thir nghiém trén Fig. 5a,
phin 16n nim loai khang thé thé hién d4p tmg ANS rét it khi cac khang thé nay dugc
dé & nhiét @6 50°C trong 4 gid, nhung gia tri d6 huynh quang ctia cac khang thé nay
gia ting déng ké khi c4c khang thé nay dugc dé thém & 70°C trong 30 phut. Trong sb
céc khéang thé nay, khang thé tai t5 hop c6 protein ID: 3058 thé hién gi4 tri 46 huynh
quang gia ting nho nhét, va do d6 thé hién tinh chit 6n dinh nhit khi thay dbi nhiét

d6 trong s6 nam khang thé dwoc 1am giéng ngudi tai t6 hop.

Pé do t6c d6 thay ddi ciia d6 phan ting ctia thube thir ANS, phan tich d6 phan
{mg ctia thudc thir ANS béng thiét bi doc huynh quang theo cach nhu trén sau khi dé
khang thé trong 4 gior & didu kién ti lanh (4 £ 2°C) va nhiét d6 62°C. C6 thé xac dinh
murc bién thién gia tri d6 huynh quang ctia khang thé véi thube thir ANS bang cach
tinh mtrc chénh 1€ch gitta gia tri 40 huynh quang do dugc & diéu kién nhiét d6 thap
(vi dy, 4°C) va gié tri d6 huynh quang do dugc & diéu kién nhiét d6 cao (vi du, 62°C)
va chia cho gi4 tri d6 huynh quang do dwoc & diéu kién nhiét d6 thap.

Phuong trinh todn hoc

Mirc bién thién gia tri @6 huynh quang = (gia tri @6 huynh quang do duoc &
didu kién nhiét do cao - gia tri d6 huynh quang do dugc & diéu kién nhiét do thap) /
(gié tri d6 huynh quang do dugc & didu kién nhiét d6 thap)

Nhu thé hién trén Fig. 5b, dé phan Ung trong 4 gid & nhiét do 62°C ma dugce
tang tir nhiét d6 (50°C), va tiép d6 khéng dinh d6 phan tmg ctia thudc thir ANS. Nam
khéng thé dwoc lam giéng ngudi tai td hop va cac khang thé kham thé hién rat it dap
tmg ANS trong diéu kién ti lanh, nhung gia ting khi nhiét d6 gia ting. Tuy nhién,
khang thé 8F5 kham thé hién d6 phan tng cta thudc thir ANS gia ting dén 1.406%
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khi duy tri diéu kién nhiét d6 & 62°C nhung thé két tha xuét hién 1a khong 6n dinh.
Tuy nhién, ndm khéng thé duoc lam gidng ngudi thé hién mirc bién thién d6 phan
{mg ctia thudc thir ANS thap hon déng k& so v&i cac khang thé kham, va khong tao
ra thé két tha. Cu thé 13, c4c khang thé duoc lam giéng ngudi Protein ID 3019 va
Protein ID 3058 ¢6 mtc bién thién d6 phan Gng cta thudc thir ANS twong tmg 13 114%
va 133%, va do d6 dugc coi 1a cac khang thé 6n dinh nhét. Y nghia ciia d phan tng
ctia thude thir ANS gia ting chi gia ting boc 1§ céc axit amin ky nudc nim bén trong
cAu triic protein, ma cé vai trd gay bién tinh c4u triic protein va din dén két tu protein,
nghia 13 tao thanh thé két tia. Khang thé duoc 1am gidng ngudi theo sang ché duoc
coi 14 khang thé 6n dinh c6 mic bién thién d6 phan tmg ctia thude thir ANS < 200%.
Mirc bién thién d§ phan ng ctia thudc thir ANS < 200% dugc coi 1a rat thap, va khi
vuot qua mirc ndy, thay d6i dang ké hon trong ciu tric dugc coi 14 ¢ nhén thiy do
phan tmg ANS. Do d6, khang thé dugc 1am gidng ngudi theo sdng ché c6 kha ning
gén khang nguyén va kha ning gén két té bao twong tw v6i khang thé kham, va d6 on
dinh vt ly gia ting cua protein khang thé, céc tinh chét nay 14 ddu hidu rat 5t cho

kha néng lam thudc ctia khang thé trj liéu.

2.5 Biéu hién té bao CHO va phén tich khing thd duoc 1am gibng ngudi tai

t6 hop

Nim khéng thé dwoc 1am gibng ngudi téi td hop duge chon trong Vi du 2.3
duoc bidu hién & té bao CHO duoc sir dung @& biéu hién hau hét cac khang thé tri
liéu va dugc phan tich. Trinh ty ADN vung bién dbi chudi nhe va trinh tw ADN ving
bién dbi chudi nang d& tao cu triic ndm khang thé duoc lam giéng ngudi tai to hop
da chon duoc tién hanh t6i wu hod codon, tdng hop, va nbi véi gen ving 6n dinh IgG1
clia ngudi bang phuong phap PCR chdng lap. San phdm dugc cit bang Xhol va EcoRI
va ndi vao vecto pcDNA3.4 (Life Technology). Bang 11 thé hién két hop chudi nhe

va chudi ning khang thé dugc lam giéng ngudi dugce chon dé bieu hién & té bao CHO.

Céc trinh ty doan mdi ADN duoce str dung cho PCR trén gen ving bién ddi va
ving 6n dinh duoc thé hién trong Bang 14 dudi day.

Bang 14

Tén doan moi Str dung Gen dich Céc trinh tu SEQ
ID NO
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8F01 manh tht nhat xubi [VH6, VH7, VHI0, |[ATTACTCGAGGCCA | 64
chidu VHI1 CCATGAA

8F02 manh tht nhat VH6, VH10, VHI1  [AGTTGAAGCGCTGC | 65
ngugc chiéu TCACAGTCA

8F03 manh tht hai xuéi [VH6, VH10, VH11  |GTGAGCAGCGCTTC | 66
chiéu AACTAAGGG

3E04 manh tht hai VH6, VH7, VHI0, |AGTCGAATTCTCAT | 67
ngugc chidu VHI1 TTCCCAGGAGAG

8F04 manh thtr nhét VH7 AGTTGAAGCAGAAG| 68
ngugc chiéu ACACTGTCA

8F05 manh th hai xu6i [VH7 GTGTCTTCTGCTTCA | 69
chiéu ACTAAGGG

3E01 manh tht nhat xubi [Vk5, Vk7, Vk8 ATTACTCGAGGCCA | 70
chiéu CCATGAAGTGGG

8F06 manh thtr nhat VK5, VK7, Vk8 AACAGTCCGCTTGA | 71
nguoc chidu TCTCCAGCT

3EL02(2) |manh tht hai xubi |Vk5, VK7, Vk8 GAGATCAAGCGGAC| 72
chiéu TGTTGCTGC

3E08 ménh thir hai VK5, VK7, Vk8 ATTAGAATTCTCAG | 73
nguoc chidu CACTCGCCGCGG

Nim (5) khang thé duoc 1am gidng ngudi tai tb hop duge chuyén nhiém tam
thoi bing cach st dung kit hé biéu hién ExpiCHO (nhdn hiéu hang hod)
(ThermoFisher, Cat. No. A29133), va u c4c khang thé duoc biéu hién véi dong té bao
ung thu phdi khong phai t& bao nho dwong tinh véi CD66¢ A549 va phan tich biang
thiét bi dém t& bao dong chay, nhu thé hién trén cac hinh v& tir Fig. 6a dén Fig. 6c.
T4t ca nam khang thé dwoc 1am giéng ngudi tai t6 hop thé hién 4i luc gin két twong
tu v6i cac khang thé kham. Gia tri d6 huynh quang do dugc ciia thiét bj dém té bao
dong chay dugc chia cho luong bidu hién khéng thé ctia méi trudng nudi cdy CHO
@8 thu duoc 4i lyc gén két tuong dbi ciia khang thé so v6i lugng biéu hién khéng thé,
nhu thé hién trén Fig. 6d. Do d6, khing dinh dugc 13 khang thé duoc lam gidng nguoi
tai td hop duoc biéu hién ding cach & cac t& bao CHO. Ai luc gan két clia khéng thé
nay véi bé mit té bao dugc xéc dinh 13 100%, va mic thay dbi twong d6i 1a nhu thé

hién trén Fig. 6d.

Vi du 3: Hoat tinh té bao T va gdy chét té bao ung thuw bang khdng thé 8F5

-37-



39073

kham

3.1. Phan tich xytokin hoat tinh t€ bio T va phén tich kha ning séng sét clia

té bao ung thu sau khi ddng nudi cdy céc té bao T CD8+ va cic té bio ung thu LS174T

Céc té bao T CD8+ dugc phén I4p tir t& bao mau ctia ngudi bang cach sir dung
kit 1am gidu té bao T CD8 clia ngudi MagniSort (nhin hiéu di ding ky bao ho)
(Ebioscience, cat. #: 8804-6812-74). 1 x 10° t& bao T CD8+ va 2 x 10° té bao ung
thu rudt két-truc trang LS174T duge cho vao timg giéng (18) cta dia 6 giéng va méi
truomg 10% FBS / RPMI dugc thém vao mdi giéng dén thé tich cubi 1a 2 ml trong
mdi giéng va dugc nudi cy. O thoi diém nay, khang thé 8F5 kham s& ding diéu tri
14 20 ug/ml. Vao ngay thi 3 va thit 5 sau khi nudi cdy, ldy 100 pl dich nbi nuéi ciy
va xéc dinh luong bai tiét IFN-gamma va perforin trong dich ndi nudi ciy nay bang
cach sir dung kit panen hat tir tinh t& bao T CD8+ ctia ngudi (Millipore, Cat. #:
HCDSMAG-15K). Sau 7 ngay 0, phan 1ap céc t& bao ung thu rudt két-truc trang
LS174T va nhuém mau bang 7-AAD va xé4c dinh kha ning séng s6t ciia té bao bang
thiét bi #ém té bao dong chay. Fig. 7a thé hién két qua bai tiét IFN-gamma va perforin
boi cac té bao T CD8+ dugc hoat hoa, khi duge diéu tri bang khang thé 8F5 kham
trong diéu kién ddng nudi cdy té bao LS174T va t& bao T CD8+ clia ngudi. Trong
cing didu kién ctia Fig. 7a, Fig. 7b thé hién gia ting gy chét té bao ung thu rudt két-
truc trang LS174T khi diéu trj bang khang thé 8F5 kham.

Nhu thé hién trén db thi ctia Fig. 7a, bai tiét IFN-gamma va perforin gia ting
boi céc t bao T CD8+ va gia ting chét té bao LS174T, khi diéu tri bang khang thé
8F5 kham trong diéu kién ddng nudi cdy té bao LS174T va té bao T CD8+ clia nguoi.

3.2. Phén tich hoat tinh t& bao T sau khi ddng nudi cly cic té bao T CD8+ va

nhiéu loai t& bao ung thu

Céc té bao T CD8+ duoc phan l4p nhu trong Vi du 3.1, va hoat tinh té bao T
do khéang thé 8F5 kham dwoc khéng dinh theo phuong phap ELISPOT trong diéu kién
ddng nudi cdy v6i nhidu loai t& bao ung thu. Phan tich IFN-gamma bang kit Human
IFN gamma ELISPOT Ready-SET-Go! (Ebioscience; Cat. #: 88-7386-21). Thém mdt
thé tich 100 pl/giéng c6 chira 2,5 x 10* t& bao T CD8+ va 5 x 10° té bao ung thu lan
luot vao mdi giéng va u céc t& bio trong 3 ngay, va sau d6 phat hién cac vét té bao

biéu hién IFN gamma theo phuong phap duge md ta trong kit ndy.
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Fig. 8 cho thiy 14 bai tiét IFN-gamma dugc gia ting chon loc chi khi didu tri
bang khang thé 8F5 kham trong diéu kién ddng nubi cdy t& bao T CD8+ va nhiéu loai
té bao ung thu nhu té bio NCI -N87, SNU-719 hoic PLC/PREF/5.

Nhu thé hién trén Fig. 8, bai tiét IFN-gamma duogc gia ting chon loc chi khi
diéu tri bang khang thé 8F5 kham trong didu kién ddng nudi cdy té bao T CD8+ va
nhiéu loai té bao ung thu.

Vi du 4: Uc ché hoat tinh té bao T bing khdng nguyén CD66¢

Dé khing dinh 13 hoat tinh t& bao T boi khéng thé 8F5 1a do khéng nguyén
CD66¢, day l1a khang nguyén ctia khang thé 8F5, khi ddng nubi cdy té bao T CD8+
clia ngudi va céc té bao ung thu, cac tac gia sang ché d xét nghiém xem lidu hoat
hod PBMC ctia ngudi ¢6 bi trc ché boi khang nguyén CD66¢ hay khong.

Cu thé 13, nhuém mau IFN-gamma ndi bao (nhud¢m mau trong bao tuong) va

thir nghiém ELISPOT dugc st dung d& do tinh trang hoat ho4 té bao T.

Khang thé OKT3 duoc diéu tri & 1 ug/ml va khang nguyén CD66¢ duoc st
dung & 10 ug/ml.

Pé nhuém mau IFN-gamma bén trong cac té bao T, pha lodng dung dich
Brefeldin A (1000X) (EBioscience, Cat. #: 00-4506-51) & 1x va xtr ly so by 3 gi¢
trudc khi nhudm mau, va nhuém mau bing Anti-Human IFN gamma PE
(EBioscience, Cat. #: 12-7319-41) va FITC Mouse Anti-Human TCR-a / B (BD
Biosciences; Cat. #: 347773), va phan tich bing dém té bao dong chay.

Fig. 9a dén Fig. 9c cho thdy 1a khang nguyén CD66c c6 thé tic ché hoat tinh
té bao T. Fig. 9a thé hién két qua do ndng d6 IFN-gamma ndi bao nhur 1a mét yéu t6
cho hoat tinh t& bao T bing thiét bi dém t& bao dong chay, va Fig. 9c 1a két qua do
bai tiét IFN-gamma bing ELISPOT. Trén Fig. 9b va Fig. 9¢, hoat tinh té bao T bi ¢
ché turong tu, khi str dung khang nguyén CD66¢ tir ngudn khac.

Nhu thé hién trén Fig. 9a, cic té bao T duong tinh v&i IFN-gamma giam tir
15,55% xudng con 8,87% khi ddng diéu tri bang khang nguyén CD66c, do d6 cb tc
ché hoat tinh té bao T béi khang nguyén CD66.

Gia ting hodc tc ché san sinh IFN-gamma & PBMC ctia ngudi con duge
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khang dinh bang ELISPOT theo phwong phap ctia Vi du 3.2, va hai khang nguyén
CD66¢ ma do DINONA Inc. san xuat ndi bd va mua bén ngoai (Sino Biological Inc.,
Cat. # 10823 -HO8H-50) dugc st dung & 10 ug/ml. Trong ca hai thir nghiém, ca hai
trudng hop dugc didu tri bang cac khang nguyén CD66¢ cho thiy giam dang ké sb
luong vét duong tinh véi IFN-gamma (Fig. 9b, Fig. 9c).

Vi du 5: Gay cam iing hoat hod té bao T bang khdng thé 8F5 khim

5.1. Hoat ho4 t& bao T duoc gia ting

Dé x4c dinh tic dong ctia khang thé 8F5 kham 1én hoat hoa té bao T bing
khang thé OKT3, 2 x 106 PBMC ciia ngudi dugc cho vao dia 35-mm trong diéu kién
khang thé OKT3 duoc cb dinh & ndng d6 0,3 mg /ml va nudi cay trong 3 ngay. Vao
thoi diém nay, khéng thé 8F5 kham duoc diéu tri & ndng d6 20 ug/ml. Sau 3 ngay,
céc té bao T CD4+ va céc té bao T CD8+ dugce nhudm mau béng Anti-Human CD69
PE (Ebioscience, Cat. #: 12-0699-41), Anti-Human CD107a (LAMP-1) PE
(Ebioscience, Cat. #: 12-1079-41) va Anti-Human CD25 APC (Ebioscience, Cat. #:
17-0259-41). Anti-CD4-APC va Anti-CD8-FITC dugc nhuém mau bang thubc thir
do DINONA INC (Han Quéc) san xuat, va 1in luot nhém duong tinh véi CD4 va
CD8 bi chin trén thiét bj dém t& bao dong chay. Fig.10a va Fig. 10b 14 két qua cho
thdy khang thé 8F5 kham gia ting hoat ho4 t& bao T va gia ting nhiéu loai protein
danh diu bé mat t& bao duge hoat hoa nhu CD69, CD107, CD25 va chét tuong tu,
trong diéu kién hoat hoé té bao T bing khang thé OKT3 duoc gin véi.

Nhu thé hién trén Fig. 10a, khi khang thé 8F5 kham dugc sir dung cho ca cac
té bao duong tinh véi CD4 va CD8, c6 gia ting ty 18 duong tinh ctia chat d¢4nh ddu
CD69 cua hoat hod t& bao T. Nhu thé hién trén Fig. 10b, ty 1é dwong tinh chat danh
d4u CD107 va CD 25 ctia hoat hod té bao T gia ting & c4c té bao duong tinh v&i CD8.
Két qua hoat hoa té bio T gia ting gdy ra boi khang thé 8F5 kham trong cac didu kién
hoat ho4 té bao T nay cho thdy 13 két qua ctia Vi du 3 dwgc phan anh nhu 13 két qua
hoat hod ctia ban than t& bao T. Nhu mé ta trong Vi du 4, c6 thé phuc hdi e ché hoat
tinh t& bao T gdy ra boi khang nguyén CD66¢ bang khang thé khang CD66c, do d6
duy tri hoic ting cudng hoat tinh té bao T 14 gy chét té bao ung thu.

5.2. Hoat ho4 té bao T duoc gia ting trong MLR
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Thuc hién cac thir nghiém MLR (Phan tmg lympho bao hdn hop) dé khing
dinh hon nita hoat hoa té bao T do diéu tri bing khang thé 8F5 kham. Trudc tién,
PBMC ctia nguoi duge phan 1ap va chi PBMC di gén duoc diéu tri bang IL-4 (5 x
103 don vi/ml, JWCreagene) va GM-CSF (5 x 103 don vi/ml, JWCreagene) & hai thoi
diém cach nhau 3 ngay dé phan biét v6i cac t& bao phan nhanh. Sau d6, DC duoc tron
v6i PBMC ctia ngudi khéc véi ty 18 phdi trén PBMC: DC 1 5:1, va dugc nubi ciy
trong 5 ngay. S6 lugng cac té bao PBMC 1a 1,4 x 10° té bao/giéng trong trudng hop
dia 12 giéng. Sau 5 ngdy, phan tich céc t€ bao va nhuém mau bing CD4-
FITC/CD107-PE/CD25-APC hodc CD8-FITC/CD107-PE/CD25-APC va phan tich
bang thiét bi ¢ém té bao dong chay. Fig. 11a va Fig. 11b cho thdy 1a khang thé 8F5
kham hoat hod céc t& bao duong tinh véi CD4 va CD8 trong diéu kién MLR (Phan
mg lympho bao hdn hgp), trong d6 céc té bio phan nhanh va PBMC thu duogc tir

nguon khac nhau dugc phoi tron.

Nhu thé hién trén Fig. 11a va Fig. 11b, ty 18 dwong tinh cia CD107 va CD 25
& cac té bao duong tinh véi CD4 va CD8 1a gia ting dang ké do str dung khang thé
8F5 kham tham chi trong diéu kién MLR.

Do d6, chimg t6 1a khang thé 8F5 kham c6 thé gia ting hoat hoa t& bao T,
trong ca hai trudmg hop hoat ho4 t& bao T béi OKT3 va hoat hoa té bao T bdi cac té
bao mién dich di sinh, do d6 khang thé 8F5 kham lam cho céc t& bao T tiéu diét té

bao ung thu.

Vi du 6: Hoat hod PBMC & bénh nhin ung thw da day bing khding thé 8F5
kham

Dé d4nh gi4 hoat hoa PBMC béng khéng thé 8F5 kham khi dong nubdi ciy
PBMC véi té bao ung thu da day, céc té bao ung thu dugc phén 14p tir dich ¢b truéng
ctia bénh nhan thuc t& bi bénh ung thu da day, ma khong phai 1 cic dong té bao ung
thu duoc nudi cdy trong phong thi nghiém, va hoat hoé té bao mién dich dugc thir
nghiém, khi sir dung khang thé 8F5 kham. MAu dich cb truéng ctia bénh nhan ung
thu da day léy tr Asan Medical Center, Seoul, Han Quéc, va phén tach cac PBMC tur
méu cia ciing bénh nhan c6 cac té bao ung thu da day 14y mAu, trong d6 khing dinh
¢6 duong tinh CD66¢ tir cdc mau dich c¢b truéng, va tiép d6 thir nghiém bang

ELISPOT theo phuong phéap trong Vi du 3.2.
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Fig. 12a thé hién két qua phan tich ELISPOT trong d6 c6 gia ting bai tiét
IFN-gamma, khi dugc didu tri bing khang thé 8F5 kham trong didu kién dong nubi
cly céc té bao ung thu da day ctia ngudi dugc phan 1ap tir dich b truéng ctia bénh
nhan ung thu da day dugc ddng nudi cdy véi PBMC cua ngudi. Fig. 12b va Fig. 12¢
cho thiy két qua tuong tu khi tién hanh thir nghiém ELISPOT bd sung trén bénh nhan
ung thu da day duong tinh véi khang nguyén CD66c.

Khi st dung khéng thé 8F5 kham, c6 gia ting vét duong tinh véi IFN-gamma
tuong tu dén mac nhu khi str dung khang thé OKT lam d6i ching duong tinh cho
khéng thé hoat hod té bao T (Fig. 12a). Két qua nay chi ra 14 diu trj bang khéng thé

8F5 kham gy cam tmg hoat hod cac té bao tw mién dich.

Céc t& bao ung thu da day duong tinh véi CD66¢ dugce phan 1ap bd sung tir
dich ¢cb trudng cua cac bénh nhan ung thu da day khéc nhau, dugc phéi tron véi
PBMC dugc phén 14p tir mau clia nguoi binh thuong, va cho thir nghiém ELISPOT
theo cach twong ty nhu trong Vi du 3.2. Nhur thé hién trén Fig. 12b, c6 gia ting duong
tinh IFN-gamma khi didu tri bang khang thé 8F5 kham mic du & mic d6 hoi khac.

Vi du 7: Gia ting mikc biéu hién PD-L1 béi khdng thé 8F5 khim

Céc t& bao ung thu va PBMC dugc ddng nubi ciy dé danh gia gia ting biéu
hién PD-L1 bai 8F5 kham.

D8 phan tich su thay dbi protein lién quan dén diém kiém so4t mién dich béi
khéng thé 8F5 kham khi ddng nubi cdy PBMC véi LS-174-T (dong té bao ung thu
rudt két-true trang), NCI-N87 (dong t& bao ung thu da day) hodc A549 (dong té bao
ung thu phdi khong phai t& bao nhd), nhén thiy c6 PD-L1 trén bé mit t€ bao. Lan
lugt t& bao ung thu va PBMC duoc trén véi ty 16 1: 3 (0,5 x 10° t& bao: 1,5 x 106 té
bao/giéng) trong dia 6 giéng va 1 trong 24 gid kém diéu tri bing 20 pg / ml khéng
thé. PD-L1 trén bé mit t& bao ung thu va céc t& bao PBMC dugc nhudm mau bang
anti-Human CD274 (PD-L1, B7-H1) va PE (Ebioscience, Cat. #: 12-5983-41), va
nhudm ddng thoi béng CD45-FITC (DINONA INC) dé phan biét c4c té bao ung thu
vé6i céc té bao PBMC.

Fig. 13a m ta két qua khang nguyén PD-L1 gia ting trén bé mit t& bao cua
PBMC va té bao ung thu A549, khi ddng nudi ciy PBMC ctia ngudi va céc té bao
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ung thu phdi khong phai t& bao nho A549. Fig. 13b m6 ta su biéu hién gia ting cta
khang nguyén PD-L1 trén bé mit ctia cac dong té bao A549, NCI-N87 va LS-174-T.

Nhu thé hién trén Fig. 13a va Fig. 13b, ndng d6 bé mit té bao cia PD-L1 gia
ting & ca cac t& bao ung thu va PBMC khi sir dung khang thé 8F5 kham. Piéu nay
gian tiép chimg t6 13 ¢6 hoat hoa céc té bao mién dich boi khéng thé 8F5 kham, chi

ra 13 ¢ thé ddng thoi didu tri bang céc chét (e ché PD-1/PD-L1 trong twong lai.
Vi du 8: Hoat hod PBMC béi khing thé 8F5 dwoc lam gidng ngwoi

Hoat hoa PBMC béi khéng thé 8F5 dugc lam gidng ngudi khi dong nudi cay
céc té bao ung thu va cac PBMC dugc thtr nghi€ém. D6 1a, ndm loai khang thé 8F5
duogc lam giéng nguoi dugce xéc dinh nhu thé hién trong Bang 11 dugc lya chon va
tién hanh thir nghiém ELISPOT nhu trong Vi du 3.2. Dong té bao ung thu phdi khéng
phai t& bao nhod A549 (dong té bao ung thu phdi biéu mé tuyén) dwoc sir dung cho
céc té bao ung thu duoc ddng nudi cy, va ndng d ciia khang thé duge sir dung 14 20
ug/ml. Ba ngdy sau, nhan dién céc vét duong tinh v&i IFN-gamma va nhin thay 1a tat
ca nam khéang thé 8F5 dugc 1am gibng ngudi duge thir nghiém nhu trén Fig. 14 giy
gia ting cac vét duong tinh véi IFN-gamma dén cting mtrc nhu khéng thé 8F5 kham.
Do d6, khing dinh dugc 14 céc khang thé 8F5 dugc 1am gidng ngudi cé chic ning

tuong tu nhu cac khang thé 8F5 kham.

Fig. 14a va Fig. 14b cho thdy 13 khang thé duoc 1am giéng ngudi tii t& hop
¢6 mirc chirc nidng khang thé trong tu do gia tang bai tiét IFN-gamma khi ddng nudi
chy PBMC ciia ngudi vi céc té bao ung thu A549 theo kiéu tuong tw nhu khéng thé
8F5 kham.

Vi du 9: Gay chét té bao ung thw bang khdng thé 8F5 dwoc lam gidng ngwoi

9-1: Pdng nudi cly cic té bao ung thu va cic t& bao T CD3+

Chét t& bao theo chwong trinh cia céc té bao ung thu boi khang thé 8F5 duge
lam gibng ngudi khi ddng nudi cdy cac t& bao ung thu va cac té bao T CD3+ dugc
d4nh gia. D3 khing dinh in vitro 1 c4c té bao ung thu bi tiéu diét bsi céc té bao T
duoc hoat hoa khi cac t& bao nay duge déng nudi cdy vdi céc té bao LS-174-T, dong

t& bao ung rudt két, va cac té bao duong tinh v6i CD3 clia ngudi.

Cu thé 13, cac t& bao ung thu va céc té bao T (hoic PBMC) duoc ddng nudi
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cly trong mot thé tich 100 pl/giéng & ty 18 1 x 10* té bao: 1 x 10° té bao trong dia 96-
giéng va dugc diéu tri bang 10 pg /ml khang thé. Sau 3 ngay, do mic d6 chét té bao
ung thu bang bd Ez-Cytox (Daeil Biotech, EZ-1000). Cac khang thé da sir dung twong
g 13 khang thé 8F5 dugc lam gidng ngudi (protein ID: 3019 (Bang 11, E3), PD-1
(khéang thé cing trinh tu pembrolizumab), PD-L1 (khing thé cing trinh tu
atezolizumab), CEACAMS6 (khang thé c6 cing trinh tu voéi khang thé khang-
CEACAMS cua Bayer). Fig. 15a 1a két qua ctia thir nghiém gay chét té bao, va khang
thé 8F5 dugc lam gidng ngudi theo sang ché thé hién tac dung giy chét té bao cao
nhét.

9-2: Ddng nudi cly céc té bao ung thu va PBMC

Chét t& bao theo chuong trinh ctia cac t& bao ung thur bai khéng thé 8F5 duoc
lam gidng ngudi (protein ID: 3019) khi ddng nudi cdy cic t& bio ung thu va cac
PBMC dugc danh gia.

Cu thé 13, tién hanh danh gia vé& co ban theo cach twong ty nhu trong Vi du 9-
1, ngoai trir thay vi céc diéu kién dé ddng nudi ciy céc té bao LS-174-T clia dong té
bao ung rudt két, va cac té bao T duong tinh véi CD3, dong té bao A549 (dong té bao
ung thu phdi bidu mé tuyén) va hai PBMC khac nhau (Ngudi cho 1, Ngudi cho 2)
duoc st dung. Nhu thé hién trén Fig. 15b, cac té bao ung thu trong cac giéng duoc
didu tri bing khang thd 8F5 duoc 1am giéng ngudi (protein ID: 3019; E3, IgG1) thé
hién tac dung gdy chét té bao ung thur cao nhat & c hai loai PBMC (Fig. 15b).

Vi du 10: Ddnh gia hiéu lyc chéng ung thuw bang cdch sir dung mo hinh
dgng vit trén chugt nhdt

10-1: P4nh gi4 hidu luc chdéng ung thu ctia khéng thé 8F5 kham bing céch sir
dung mb hinh chu6t nhit NOD / SCID

Pé khéng dinh tac dung chdng ung thu in vivo ctia khang thé 8F5 kham, chudt
suy giam mién dich NOD / chudt SCID dugc st dung. Trong céc patent (US 10-
1214177; US: 8404812), tac dung chéng ung thu dwoc d4nh gia bang cach st dung
chu6t trui 16ng. Tuy nhién, trong thir nghiém trén dong vt sir dung chudt tryi 16ng,
céc t& bao min dich thé hién tic dung chéng ung thu 13 té bao mién dich ctia chudt

lam té bao hidu tmg, khong phai 14 t€ bio mién dich clia ngudi. Do d6, c6 han ché dé
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ching minh m6t khéng thé tmg ctr ¢6 thé hién hiéu lyc tri liéu & ngudi trén thue té
hay khéng. Do d6, d& danh gi4 tac dung chdng ung thu ctia khéng thé gy chét té bao
ung thu trong thir nghiém trén dong vat béi cac té bao mién dich vé co ban cta nguoi,
chuét NOD / SCID khéng ¢6 céc t& bao mién dich bao gém cac té bao T cta chudt

dugc st dung cho thir nghiém trén dong vat nay.

Khang thé Asialo GM1 dugc cho ding dé 1am suy kiét c4c té bao giét tu nhién
ctia chudt (NK) mdt ngay trude khi cho diing cac t€ bao ung thu va PBMC ciia ngudi.
Ngay tiép theo, tiém c4c té bao ung thu va PBMC cho chuét. Tiém dudi da céc té bao
ung thu rudt két LS-174-T & néng d6 5 x 10° t& bao/chudt, va tiém trong mang bung
PBMC & liéu 1 x 107 té bao. Bén ngay sau khi tiém cac t& bio, tiém tinh mach khang
thé & lidu ding 10 mg/kg, va sau d6 nhan thay c6 khéi u do tiém dudi da cac té bao

ung thu va do kich thude khdi u nay.

Fig. 16a st dung cac té bao LS-174-T lam té bao ung rudt két va Fig. 16b st
dung céc t& bio A549 1am céc té bao ung thur phdi khong phai té bao nhé cho mé hinh
cly ghép & chudt NOD-SCID va khang thé 8F5 kham.

Fig. 16a thé hién két qua in vivo hi€u lyc chéng ung thu béng cach sir dung
md hinh trén chubt trong diéu kién 1am giéng ngudi, trong ¢6 PBMC ctia ngudi dugc
tiém v6i khang thé 8F5 kham. Nhom duge diéu tri bang-khang thé 8F5 kham thé hién
mirc tre ché ting trudng khdi u cao nhét (TGI) ma khong c6 su khac biét ca thé ngudi

cho PBMC.

Trong thir nghiém thir nht, téc dung chdng ung thur 12 40%. Thir nghiém thir
hai cho thdy tac dung chdng ung thu 13 46%. Fig. 16a cho thdy md hinh cdy ghép véi
céc t& bao ung thu rudt két LS-174-T, va Fig. 16b cho thdy md hinh ciy ghép véi cac
té bao ung thu phdi khong phai té bao nho, cac té bao A549. Trong ca hai trudng hop,
nhém dugc diéu tri béng khéng thé 8F5 kham thé hién tac dung chéng ung thu manh
nhit. Nhém duge cho ding khang thé PD-1 (khang thé c6 cling trinh ty nhu
Nivolumab) c6 rat it hogic khong c6 tac dung chéng ung thu, chi ra 13 biéu hién khéng

nguyén PD-L1 trén bé mit t& bao ung thu 13 rét yéu va do d6 khong thé dap tng.

Do d6, d4 khéng dinh 12 khang thé kham 8F5 c¢6 thé gdy cam {mg c4c tac dung
chéng ung thu in vivo trén mé hinh dong vat ung thu rudt két-truc trang va ung thu

phbi duge ghép té bao mién dich clia ngudi.
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10-2: Panh gi4 hidu luc chdng ung thu cta khang thé 8F5 duogc lam gidng

ngudi bing cach sir dung mo hinh 1.S-174-T trén chudt nhit NOD/SCID
Hiéu lyc chdng ung thu dugc dénh gia bing céch st dung mé hinh dong vt
theo cach vé co ban tuong ty nhu trong Vi du 10-1, ngoai trir md hinh cdy ghép
chudt nhit NOD-SCID bing céch sir dung cac té bao LS-174-T 1am té bao ung thu
rudt két va khang thé 8F5 dugc lam giéng ngudi (protein ID: 3019, Bang 11) duge

st dung. Két qua thur nghiém duge thé hién trén Fig. 16c.

Cing kiéu téc dung chéng ung thu dugc khing dinh trong diéu kién thur
nghiém, trong d6 khang thé 8F5 dugc lam gidng ngudi (protein ID: 3019) duge
dung cho chudt NOD-SCID trong m hinh cdy ghép dong t& L.S-174-T cua té bao
ung thu rudt két (Fig. 16c¢.)

10-3: Panh gid hiéu luc chéng ung thu cia khang thé 8F5 duoc lam gidng
neudi bing céch stt dung md hinh L.S-174-T trén chudt nhit NSG

Tién hanh thir nghiém trén dong vat bing cach sit dung chudt nhit NSG bi
suy giam mién dich ning hon chu6ét NOD/SCID dugc si dung trong cac Vi du 10-1
va 10-2. Chudt NSG la chudt, trong do6 hoat tinh cua céc té bao NK van 1a ctia chudt
NOD/SCID bj loai bd hoan toan bang cach gy cam tmg dot bién & gen thy thé TL.2
gamma (IL2Ry) ¢ chu¢t NOD/SCID, d8 loai bo hoan toan tac dung ctia t& bao mién
dich cua chudt van con lai it va dé danh gia tic dung chi clia cac té bao mién dich thu

dugc tir nguoi.

M5 hinh cAy ghép chudt NSG st dung t& bao ung thu rudt két LS-174-T,
khang thé 8F5 dugc lam gidng ngudi (protein ID: 3019, Bang 11), khéng thé
CEACAMSG cua Bayer va khang thé CEACAM1 ctia Merck duge st dung. Fig. 16d
va Fig. 16g thé hién hiéu luc chdng ung thu ctia khang thé 8F5 duogc lam gibng nguoi
bang cach sir dung cac PBMC ctia ngudi khac nhau lam té bao hiéu img & chudt suy
giam mién dich NSG.

Céc khang thé duogc sir dung cho mo hinh LS-174-T trén chudt NSG la khang
thé 8F5 duoc lam gidéng ngudi (protein ID: 3019), khéng thé CEACAMSG cua Bayer,
va khang thé CEACAM1 ciia Merck va tic dung chéng ung thu ciia cic khang thé
nay duoc so sanh. Khi so sanh véi cac khéng thé khéc c6 céc dich tuong tu nhu khang
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thd 8F5 duoc lam gidng ngudi, khang thé 8F5 dugc lam gibng ngudi thé hién tac

dung chdng ung thu tdt nht.

Fig. 16d thé hién gi4 tri trung binh ctia cac két qua thir nghiém, trong d6 nim
PBMC ctia nguoi khac nhau dugce str dung lam té bao hibu ung. Nhom dugce cho dung
khéng thé 8F5 dugc lam gidng nguoi (protein ID: 3019) thé hién tic dung e ché
manh nhit d6i v6i tang truong khéi u so v6i nhém so sanh. Fig. 16e dén Fig. 16g 1a
céc dd thi thé hién tac dung chdng ung thu ciia timg khéng thé cla timg ngudi, khi
dugc tiém PBMC thu dugc tir ba nguoi khac nhau (3 nguoi) trong thir nghiém nay.
Nhém duoce cho ding khéng thé 8F5 dugc lam giéng ngudi (protein ID: 3019; P E3)
th8 hién tac dung chdng ung thu manh nhét dugc khing dinh & ba nhém dugc diéu tri
bing PBMC khac nhau va céc két qua twong tu dwoc khing dinh trong hai diéu kién

thtr nghiém con lai.
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSE OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

RECEPTION IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
issued pursuant to Rule 7.1
To: DINONA INC
253-6 Donggodo-Ri, Gemma-myun, Iksan-Si, Jeonbuk, South of KOREA

I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the Accession number given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY
DEPOSITOR : 8F5 AUTHORITY: KCLRF-BP-00230

IL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under I above was accompanied by :
[x] A scientific description
[x] A proposed taxonomic designation

(Mark with a cross where applicable)

III. RECEIPT AND ACCEPTANCE

This Intemational Depositary Authority accepts the microorganism identified under I above,
which was received by it on February 22, 2010

IV. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name :Director

Korean Cell Line Research Signature(s) : MAN

Foundation

Address : Cancer Research Institute Date : 2010. 2. 26.

Seoul National University
College of Medicine

28 Yongon-dong, Chongno-Gu
Secoul, 110-744, Korea

Form BP/4 (KCLRF Form 17) Page sole
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé khdng CD66¢ (cum biét hoa 66¢) hodc manh gin két khang nguyén cua
n6, bao gdm cac ving xéac dinh tinh bd trg (CDR) duéi day:

CDR-H1 bao gdm trinh t axit amin ctia SEQ ID NO: 1 hoic SEQ ID NO: 9,
CDR-H2 bao gém trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 2 hoac SEQ ID NO: 10,
CDR-H3 bao gém trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 3,

CDR-L1 bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 11 hogc SEQ
ID NO: 12,

CDR-L2 bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 5 va
CDR-L3 bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 6 hogc SEQ ID NO: 13,

v6i didu kién 13 khong bao gdm khang thé chira cac CDR gdm cc trinh ty axit amin
cta SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
va SEQ ID NO: 6.

2. Khang thé khang CD66¢ hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 theo diém 1,
trong d6 ving bién ddi chudi ning ctia khéng thé nay bao gdm it nhit mét phan tix
duoc chon tir nhém gdm trinh ty khung (V-FR1) bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 hodc SEQ ID NO: 27,
trinh ty khung (V-FR2) bao gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:
34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 hoac SEQ ID NO: 37, trinh tu khung (V-FR3)
bao gém trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 46 hodc SEQ ID NO: 47, va trinh ty khung (V-FR4) bao g?)m trinh tu
axit amin cua SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56
hoac SEQ ID NO: 57.

3. Khéng thé khang CD66c hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1,
trong d6 ving bién ddi chudi nhe cta khang thé nay bao gdm it nhat mot phan tir
duogc chon tir nhém gdm trinh tu khung (L-FR1) bao gbm trinh ty axit amin ctia SEQ
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 hodc SEQ ID NO: 31, trinh ty khung (L-FR2) bao gbm
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40 hodc SEQ ID NO: 41, trinh
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tu khung (L-FR3) bao gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50,
hodc SEQ ID NO: 51, va trinh ty khung (L-FR4) bao gbm trinh tyr axit amin ctia SEQ
ID NO: 59, SEQ ID NO: 60 hodc SEQ ID NO: 61.

4. Khéng thé khang CD66¢ hoic manh gén két khéang nguyén ctia né theo diém 1, bao
gdm ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh tw axit amin cia SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 hodc SEQ ID NO: 18, va ving bién ddi
chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, hoic
SEQ ID NO: 21.

5. Khang thé khang CD66¢ hodc méanh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1,
trong d6 mirc bién thién d6 huynh quang ctia khang thé nay so véi thude thir ANS 1a
<200% & 62°C.

6. Khang thé khang CD66¢ hoic manh gin két khdng nguyén clia né theo diém 1,
trong d6 manh gin két khang nguyén 1a scFv, (scFv)2, Fab, Fab' hoic F(ab'), cua
khang thé khang CD66c.

7. Phén tir axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin ciia vung bién ddi chudi nang dugc
chon tir SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 va SEQ
ID NO: 18; ma ho4 trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe dugc chon tir SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, va SEQ ID NO: 21; hodc ma hod ca trinh ty axit amin
cua ving bién dbi chudi ning da néu va trinh tyr axit amin cia ving bién d6i chudi
nhe d4 néu.

8. Vecto tai td hop bao gdm phan tir axit nucleic theo diém 7.

9. Té bao tai td hop bao gdm vecto tai td hop theo diém 8.
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[Fig. 2b]
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[Fig. 2¢]
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[Fig. 5b]
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[Fig. 7b]
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[Fig. 11b]
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[Fig. 12b]
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[Fig. 12¢]

350

300
250
200

150

-
o
o

Ul
o

S6 vét IFNg (+)

b e

PBL/ung thw PBL/ung thv PBL/ung thw PBL/ung thu PBL/ung thv
+ OKT3 + c8F5 + 18B8 + 25B1

o

[IBénh nhan#1 [ElBénhnhan#2 [ Bénhnhdnf3

28/38

-78-



39073

[Fig. 13al

Q
S .
Quan thé 2
Chi c6 t& bao S ] |
ung thw T E | ‘
o3 ' -
0 1 2 Ty
10 10 10 10 10
o
8: “a ~
Té bao ung thu — - Quan thé 2
/PBL o -
S o
&
o
] ] 1

10° 10" 10° 10° 10

100

Té€ bao ung thu

/PBL
/c8F5 Ab.

0 30

29/38

-79-



39073

[Fig. 13b]

PD-L1ting cwdrng diéu chinh

I

chi c6 bénh ung thw  PBL PBL+c8F5 PBL+OKT3

(+)

OA549 OLS-174-T

30/38

-80-



39073

[Fig. 14al

lchi c6 A549

31/38

-81-



39073

[Fig. 15al

LS174T & té bao T CD3+

% ddc hai té bao

0

Khéng xicly  E3 PD-1 (pemb) PD-L1 (atez) CEACAMS

[Fig. 15b]

A549 & PBMC

60

50

30

20

% doc hai té bao

10

-

Khong xirly E3,lgG1  PD-1 PD-L1 CEACAMS6
ca thé - cathé .
chol cho2

32/38

-82-




39073

[Fig. 16a]

1600 - » :
—==Kh&i u +PBMC+nuréc mudi #1

1400 1 —f=Khdi u +PBMC+nuréc musi #2
= Khéi u +PBMC + BF5 #1
—a~Kh3iu +PBMC + 8F5 #2
1000 4 —W—Khsiu +PBMC + PD-1 #1
—&—Khéiu +PBMC + PD-1 #2

1200 4

800 +

500 1

Kich thuéc khdi u (mm3)

400 -

200 A

& ngay & ngay 10 ngay 14 ngay
2200 - . p . .
== Kh8i u+PBMC(lan)+nwéc mudi #1
000 4 —de=Kh&i u+PBMC(Ian)+nwé'c mudi #2
= Kh&i u+PBMC(I3n)+nuwéc mudi #3
1800 1 _g—Khsiu+PBMC(lAn)  + BF5S #1

1600 - =t =Kh3i u+PBMC(I3n)  + BF5 #2

= =Kh&i u+PBMC(l3n)  + BF5 #3

1400 4  —pr=Kh3i u+PBMC(l3n)  + PD-1#1
——Kh3i u+PBMC(I3n)  + PD-1 #2
1200 1 Kh&iu+PBMC(IAn)  + PD-1 #3

1000 -

46% TGl

Kich thuwéc khdi u (mm3)

800
00 -
400 4
200 »
0 ’ v .
0 ngay 3 ngay 6 ngay 10 ngay 12 ngay

33/38

-83-



[Fig

Kich thwéc khdi u (mm3)

. 16b]

400
350
300
250
200
150
100

50

39073

=¥=Khéiu +PBMC

«4=Khéiu +PBMC+PD-1
——Khéiu +PBMC+8F5
—@—-Khdiu +PBMC+8F5+PD-1

0 ngay 4 ngay 7 ngay 10 ngay 12 ngay

34/38



39073

[Fig. 16¢]

12000

«te=Chi c6 khéi u

== Khoi u + PBMC
-@=Khdiu +PBMC+E3
1500 | =@=Khdiu +PBMC+PD-1

| B =¢=Khdi u + PBMC+E3+PD-1
S
El
©
< 1000
()
o)
=]
=
<=
\2
¥ 500
0 —ig ;
0 ngay Sngay = 7 ngay 9 ngay 11ngay 13ngay
35/38

-85-



[Fig. 16d]
8000
6000 T
E
g 5000 4
=}
sza
=
=4
L
(&)
k= 3000 A
k(]
=
[
2000 A
1000 A
0

7000 +-

4000 -

39073

-8-D3di chirng
— PBMC

clia nguoi -
——P+E3

S6 ngay sau khi cay té bao LS174T

36/38

-86-



39073

[Fig. 16¢]
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1
Glu
Gly
Gly
Thr
65
Val

Asp

Tyr

His

Val

Tyr

Gln

50

Val

Ser

Thr

Ala

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

<220>
<223>
ngudi

<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Trinh tu nhan tao

39073

Ving bién do6i chudi nang cua khang

(8F5-clia ngudi-VH5)

14
Met

Lys

Ser

35

Asn

Ser

Thr

Ala

Leu

115

15
121
PRT

Ala

Lys

20

Phe

Leu

Asn

Asn

Val

100

Ala

Asn

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

85

Tyr

Tyr

Val

Gly

Asp

Trp

Arg

70

Ala

Tyr

Trp

His

Ala

Tyr

Ile

55

Phe

Tyr

Cys

Gly

Trinh ty nhan tao

Gln

Ser

Thr

40

Gly

Lys

Met

Val

Gln
120

Val
Val

25
Met
Leu
Val
Glu
Arg

105

Gly

Gln

10
Lys
Asn
Ile
Lys
Leu

90

Gly

Thr

Leu

Ile

Trp

Asn

Ala

75

Ser

Asp

Leu

Val

Ser

Val

Pro

60

Thr

Arg

Pro

Val

khang CD66¢

Gln

Cys

Arg

45

Phe

Leu

Leu

Val

Thr
125

Ser

Lys

30

Gln

His

Thr

Arg

Arg

110

Val

Gly

15
Ala
Ala
Gly
Val
Ser

95

His

Ser

dugc lam gidng

Ala

Ser

His

Gly

Asp

80

Asp

Tyr

Ser

vung bién déi chubi nang clia khang thé khang CD66¢c dugc lam gidng

(8F5-cla ngudi-VH6)

15

-94-



Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Val

Gln

Met

Met

Leu

50

Val

Glu

Arg

Gly

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

<220>
<223>
nguoi

<400>
Gln Val

1

Ser

Thr

Gly

Lys

Met

Met

Leu

50

Val

39073

Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Ile Asn Pro Phe His Gly Gly Thr Val
55

Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser
70 75

Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

85 90
Gly Asp Pro Val Arg His Tyr Tyr Ala
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
16
121
PRT

Trinh ty nhan tao

vung bién d6i chudi nang clia khang
(8F5-clia ngudi-VH7)

16
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

5 10

Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Ile Asn Pro Phe His Gly Gly Thr Val
55

Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser

-05-

Ser

Asn

Ser

60

Thr

Ala

Leu

Lys

Ser

Gly

Ser

60

Thr

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Ala

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Trp

khang CD66¢

Lys

Pro

Phe Thr

Leu
45

Asn

Asn Thr

30

Glu

Gln

Gly

15
Asp
Trp

Arg

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly

dugc lam gidng

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr



65

Met Glu

Val Arg

Gln Gly

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

223>
ngudi

<400>
Gln Vval
1

Ser Val
Thr Met
Gly Leu

50

Lys Val
65

Met Glu

Val Arg

Gln Gly

39073

70 75

80

Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90

95

Gly Asp Pro Val Arg His Tyr Tyr Ala Leu Ala Tyr Trp Gly

100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

17
121
PRT
Trinh tu nhan tao

vung bién déi chudi nang cla khang
(8F5-clia ngudi-VH10)

17
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Ile Asn Pro Phe His Gly Gly Thr Val
55

Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Val Ser
70 75

Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 90

Gly Asp Pro Val Arg His Tyr Tyr Ala
100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

-06-

thé

Lys

Ser

Asn

Ser

60

Thr

Ala

Leu

110

khang CDé66c¢

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Ala

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Asp
Trp
Arg
Ala
Tyr

95

Trp

dugc lam gidng

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly



Trinh ty nhan tao

39073

Vung bién do6i chudi nang clia khang thé

(8F5-cla ngudi-VH11)

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Val

Ser

Asp

100

Leu

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Pro

Val

Gln

Cys

Lys

Phe

Met

70

Leu

Val

Thr

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Thr

Arg

Arg

Val

Trinh ty nhan tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

His

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

Tyr

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Ala

Lys

Ser

Asn

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

khang CD66c¢

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ala

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95

Trp

dugc lam giong

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

vung bién déi chudi nhe clia khang thé& khang CDé6c dugc 1lam giéng

(8F5-clia ngudi-VK5)

<210> 18

<211> 121

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

nguoi

<400> 18

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Thr Met His
35

Gly Leu Ile

50
Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Val Arg Gly

Gln Gly Thr
115

<210> 19

<211> 107

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

nguoi

<400> 19

-97-



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Thr

Ile

Arg

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>
nguoi

<400>

Asp
1

Asp

Ile

Arg

Leu Asn

Tyr

Ser
65

Gly
50

Gly

39073

Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
Val Thr Ile Thr Cys Gly Ala Ser Glu Asn Val Tyr Gly Thr
20 25 30
Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
55 60

Ser Gly Arg Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
70 75 80

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

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

20

107

PRT

Trinh ty nhan tao

vung bién d6i chudi nhe clia khang thé khang CD66c dugc
(8F5-clia ngudi-VK7)

20
Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly

Val Thr Ile Thr Cys Gly Ala Ser Glu Asn Val Tyr Gly Thr
20 25 30

Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
55 60

Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
70 75 80

-08-

lam giéng



39073

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Ser Ala Pro Tyr

85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 21
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> viing bién d6i chudi nhe cla khang thé khéng CD66¢c dugc lam gidng
ngudi

(8F5-clia ngudi-VK8)

<400> 21
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105
<210> 22
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 1 trong vung bién déi chudi nang cla khang thé khang CD66c kham

-90-



39073

<400> 22

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

1 5 10

Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys
20

<210> 23
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

15

<223> Khung 1 trong viing bién déi chudi ndng cua khéng thé khang CD66c dugc

1am gidng ngudi (8F5-cua ngudi-VHS)

<400> 23

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

1 5 10

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys
20

<210> 24
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

15

<223> Khung 1 trong viing bién ddi chudi nadng cla khang thé khang CD66c dugc

13m gidng ngudi (8F5-cua ngudi-VH6)

<400> 24

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

1 5 10

Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys
20

<210> 25
211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-100-

15



220>
<223>

39073

Khung 1 trong viung bién ddéi chubdi nang cla khéng thé khang CD66c dugc

lam gidng nguoi (8F5-cua ngudi-VH7)

<400>

25

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

1

5 10 15

Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys

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

<220>
<223>

20

26

23

PRT

Trinh ty nhan tao

Khung 1 trong vung bién déi chubdi nang cua khang thé khang CD66c dugc

lam giéng nguoi (8F5-clia ngudi-VH10)

<400>

26

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

1

5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

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

<220>
<223>

20

27

23

PRT

Trinh ty nhan tao

Khung 1 trong vung bién ddi chudi nang cla khang thé khang CD66c dugc

lam giéng nguoi (8F5-cla ngudi-VH11)

<400>

27

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

1

5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys

20

-101-



39073

<210> 28
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Khung 1 trong vung bién déi chudi nhe clia khang th& khang CD66¢c kham

<400> 28
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 29
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 1 trong vung bién ddi chudi nhe cla khang thé khang CD66c dugc
lam giéng ngudi (8F5-clia ngudi-VK5)

<400> 29
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 30
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Khung 1 trong vung bién déi chudi nhe cua khang thé khang CD66c dugc
lam giéng ngudi (8F5-cla ngudi-VK7)

<400> 30
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

-102-
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 31
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
223> Khung 1 trong viung bién ddi chudi nhe cla khang thé khang CDé66c dugc
lam gibng ngudi (8F5-cla ngudi-vk8)

<400> 31
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 32
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong ving bién déi chudi nang cla khang thé khang CD66c kham

<400> 32

Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Asn Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 33

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Khung 2 trong vung bién déi chudi nadng cla khang thé khang CD66c dugc
1am gidéng ngudi (8F5-cua ngudi-VH5)

<400> 33
Trp Val Arg Gln Ala His Gly Gln Asn Leu Glu Trp Ile Gly
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1 5 10
<210> 34
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong vung bién déi chudi ndng cla khang thé khang CD66c dugc
lam giong nguoi (8F5-cla ngudi-VH6)

<400> 34

Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Asn Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 35

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong viung bién déi chubdi ndng cla khang thé khang CD66c dugc
lam giéng nguoi (8F5-clia ngudi-VH7)

<400> 35

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 36

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong ving bi&n ddi chudi nang clia khang thé khang CD66c dugc
1am gidng ngudi (8F5-cla ngudi-VH10)

<400> 36

Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Asn Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 37

-104-
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<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong vung bién déi chubdi nang cla khang thé khang CD66c dugc
1am gidng ngudi (8F5-clia ngudi-VH11)

<400> 37

Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Asn Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong ving bién ddi chudi nhe cua khang thé khang CD66c kham

<400> 38

Trp Tyr Gln Arg Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 2 trong vung bién ddi chudi nhe cua khang thé khang CD66c dugc
1am gidng ngudi (8F5-cua ngudi-VK5)

<400> 39

Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 40

<211> 15

212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

-105-



<223>

39073

Khung 2 trong vung bién d8i chubdi nhe cua khang thé khang CD66c dugc

lam gidng ngudi (8F5-cla ngudi-VKe)

<400>

40

Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

5 10 15

41

15

PRT

Trinh ty nhan tao

Khung 2 trong vung bién d8i chudi nhe cla khang thé khang CD66c dugc

lam gidng ngudi (8F5-cla ngudi-VK8)

<400>

41

Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

42

38

PRT

Trinh ty nhan tao

Khung 3 trong viung bién ddi chubdi nang cla khang thé khang CD66c kham

42

Asn Gln Arg Phe Lys Val Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser Ser

1

5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala

20 25 30

Val Tyr Tyr Cys Val Arg

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

35

43
38
PRT
Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> Khung 3 trong ving bién d8i chudi nang cla khéng thé khang CD66c duogc
lam giéng nguoi (8F5-cla ngudi-VH5)

<400> 43
Asn Gln Arg Phe Lys Val Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser Thr
1 5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala

20 25 30
Val Tyr Tyr Cys Val Arg
35
<210> 44
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 3 trong vung bién déi chubdi nang clia khang thé khang CD66c dugc
lam giéng ngudi (8F5-cla ngudi-VH6)

<400> 44
Asn Gln Arg Phe Lys Val Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser Thr
1 5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys Val Arg

35
<210> 45
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Khung 3 trong ving bién déi chudi ndng clia khang thé khang CD66c dugc
lam gidng ngudi (8F5-clia ngudi-VH7)

<400> 45
Asn Gln Arg Phe Lys Val Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Val Ser Thr
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1 5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys Val Arg

35
<210> 46
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 3 trong viung bién ddi chudi nang cla khang thé khang CD66c dugc
lam giéng nguoi (8F5-cla ngudi-VH10)

<400> 46
Asn Gln Arg Phe Lys Val Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Val Ser Thr
1 5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys Val Arg

35
<210> 47
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 3 trong ving bién d8i chudi ndng clia khang thé khang CD66c dugc
lam giéng ngudi (8F5-cla ngudi-VH11)

<400> 47
Ala Gln Lys Phe Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr
1 5 10 15

Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys Val Arg
35
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<210> 48
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 3 trong viung bién d8i chudi nhe cla khang thé khang CD66c kham

<400> 48
Gly Met Ser Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Arg Gln Tyr Ser
1 5 10 15

Leu Lys Ile Ser Ser Leu His Pro Asp Asp
20 25

<210> 49
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 3 trong ving bién d8i chudi nhe cla khang thé khang CD66c dugc
lam gidéng ngudi (8F5-cla ngudi-VK5)

<400> 49
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Arg Gln Tyr Ser
1 5 10 15

Leu Lys Ile Ser Ser Leu His Pro Asp Asp
20 25

<210> 50
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Khung 3 trong vung bién déi chudi nhe cla khéng thé khang CD66c dugc
lam gidéng ngudi (8F5-clUa ngudi-VK7)

<400> 50
Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr
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39073

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Asp Asp

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

<220>
<223>

20 : 25

51
26
PRT
Trinh ty nhan tao

Khung 3 trong ving bién ddi chudi nhe cla khang thé khang CD66c dugc

lam giong ngudi (8F5-cla ngudi-VK8)

<400>

51

Gly Met Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr

1

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Asp Asp

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

<220>
<223>

<400>

20 25

52
11
PRT
Trinh ty nhan tao

Khung 4 trong vung bién ddi chudi nhe cua khang thé khang CD66c kham

52

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

5 10

53
11
PRT
Trinh ty nhan tao

Khung 4 trong vung bién d8i chudi ndng cla khang thé khang CD66c dugc

lam giéng ngudi (8F5-clia ngudi-VH5)

<400>

53
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Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10
<210> 54
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong vung bién déi chudi nang clia khang thé khang CD66c dugc
lam gidng ngudi (8F5-cla ngudi-VH6)

<400> 54

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong vung bién déi chubdi nang cla khang thé khéng CD66c dugc
lam gidng ngudi (8F5-clia ngudi-VH7)

<400> 55

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong vung bién d8i chudi nang cla khang thé khang CD66c dugc
lam gibéng ngudi (8F5-cla ngudi-VH10)

<400> 56
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
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<210> 57
<211> 11
<212> PRT

1 <213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong ving bién ddéi chubdi nang clia khang thé khang CD66c dugc
lam giéng nguoi (8F5-cla ngudi-VH11)

<400> 57

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 58

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong viung bién ddi chudi nhe cla khang thé khang CD66c kham

<400> 58

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Ile
1 5 10

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong viung bién d8i chudi nhe cla khang thé khang CDé6c dugc
lam giéng ngudi (8F5-cla ngudi-VK5)

<400> 59

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> Khung 4 trong vung bién ddi chudi nhe cla khang thé khéng CDé66c dugc
lam giéng nguoi (8F5-cla ngudi-VK7)

<400> 60

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Khung 4 trong vung bién d8i chudi nhe clia khéng thé khang CD66c dugc
1am gidng ngudi (8F5-cla nguoi-VK8)

<400> 61

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 62

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Polynucleotit md héa vung bién ddi chubdi ndng cla khang thé khang
CD66c kham

<400> 62

gaggtccagc tgcaacagtc tggacctgaa ctggtgaagc ctggagcttc aatgaagata 60
tcctgcaagg cttctggtta ctcattcact gactacacca tgaactgggt gaagcagagc 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt tccatggtgg tactgtctcc 180
aaccagaggt tcaaggtcaa ggccacatta actgtagaca agtcatccaa cacagcctac 240
atggagctcc tcagtctgac atctgacgac tctgcggtct attactgtgt aagaggtgac 300
ccggtccgec attactatge tttggectac tggggtcagg gaacctcagt caccgtctcc 360

tca 363
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<210> 63
<211> 217
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Polynucleotit md héa vung bién déi chudi nhe clia khang thé khang
CD66¢c kham

<400> 63

gacatccaga tgactcagtc tccagcttca ctgtctgcat ctgtgggaga aactgtcacc 60
atcacatgtg gagcaagtga gaatgtttac ggtactttaa attggtatca gcggaaacag 120
ggaaaatctc ctcagctcct gatctatggt gcaaccaact tggcagatgg catgtcatcg 180

aggttcagtg gcagtggttc tggtagacag tattctc

<210> 64
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 8FO1 mdéi cua madnh thi nhat xudi chiéu
<400> 64

attactcgag gccaccatga a

<210> 65
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> 8F02 mdi clia manh th nhat ngugc chiéu

<400> 65
agttgaagcg ctgctcacag tca 23
<210> 66
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<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 8F@3 mdi cla manh tht hai xudi chiéu
<400> 66

gtgagcagcg cttcaactaa ggg

<210> 67

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 3E04 mdi cla manh tht hai ngugc chiéu
<400> 67

agtcgaattc tcatttccca ggagag 26
<210> 68

<211> 23

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> 8F04 mdi clia manh thi nhat ngugc chiéu
<400> 68

agttgaagca gaagacactg tca 23
<210> 69

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> 8F05 mdi cla manh th& nhat xubéi chiéu
<400> 69

gtgtcttctg cttcaactaa ggg 23
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<210> 70

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 3E@1 mdi cua manh th& nhat xuéi chiéu

<400> 70

attactcgag gccaccatga agtggg 26
<210> 71

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 8FO6 mdi cla manh thi nhat ngugc chiéu

<400> 71

aacagtccgc ttgatctcca gct 23
<210> 72

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 3ELO2(2) mdi cla manh tht hai xuéi chiéu

<400> 72

gagatcaagc ggactgttgc tgc 23
<210> 73

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 3E08 mdi cla manh thi hai ngugc chiéu
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