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(57) Séng ché dé cap dén linh vuc cong ngh¢ sinh hoc, cu thé 1a phuong phép dua trén co
s& viée dua mot dot bién duy nhit vao trong cac gen mi hoa IL-2 ciia ngudi va cac mutein
dan xuit ciia ndé dé dan dén lam ting muc tiét & vat chu khac nhau ma khéng lam anh
hudng dén cac chuc nang sinh hoc cua ching. Cu thé, cac dot bién nay dya trén co s& su
thay d6i khong bao toan trong axit amin nam & vi tri 35 trong trinh tu gdc cua IL-2 cia
nguoi, t6t hon 1a cac thay thé 1a K35E, K35D va K35Q. Muc dich khac cta sang ché 1a dé
cap dén he thong biéu hién dugc sir dung dé thu dugc ca IL-2 tai to hop cua nguoi va cac
mutein dan xudt cta nd bang cach s dung phuong phap theo sang ché. Phuong phap nay
hitu ich dé cai thién hiéu qua san xuat IL-2 tai to hop cua ngudi va cac mutein dan xuit cla
noé ca & & quy mo phong thi nghiém 1dn quy mé coéng nghiép. Protein thu duoc bang cach
sit dung phuong phap nay co thé duoc sir dung dé trj lidu ciing nhu mé rong té bao T in
vitro cho liéu phép truyén té bao muon.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 1a @& cap dén
phuong phap dwa d6t bién vao gen chira interleukin-2 (IL-2) dé 1am ting mirc tiét
ciia phan tir nay va ho clia cac mutein diéu bién mién dich c6 ngudn gbc tir ching

ma khong 1am 4nh huéng dén cac chirc nang sinh hoc cia ching

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

IL-2, ban d4u duoc mé ta 1a yéu t6 sinh truéng cho té bao T (Smith, KA.
Immunol. Rev. 51: 337-357, 1980), da ndi 1én sau d6 nhu mot chat diéu hoa véi
chtrc ning kép trong dap tmg mién dich (Malek, T.R. Annu. Rev. Immunol. 26:
453-479, 2008; Hoyer K.K. et al, Immunol. Rev. 226: 19-28, 2008), c6 kha ning
thiic ddy hodc diéu bién 4m chtrc ning hiéu tng ciia hé mién dich. Vai trd chinh
ctia n6 hién dang dugc xem xét lién quan dén viéc duy tri kha ning dung nap mién
dich (Malek, T.R. & Bayer, A.L. Nat. Rev. Immunol. 4: 665-674, 2004) nho su
kich thich cua té bao diéu hoa T, ma biéu hién co dinh & mirc cao chudi alpha ciia
thu thé IL-2. Mic du céu tric siéu phén tr beta va gama tao ra thu thé dime 4i luc
trung gian cd mét co dinh trong té bao hiéu mg cua hé mién dich, su ¢6 mit co
dinh & mtrc cao ctia chudi alpha tao ra té bao diéu hoa T thu thé trime 4i luc cao
cho phép str dung wu tién xytokin boi quin thé té bao nay. (Malek, T.R. & Castro,
I. Immunity. 33: 153-165, 2010).

Su phan d6i chitc ning ctia IL-2 da dugc khai thac dé tao ra hiéu qua diéu
tri nguoc lai d6i voi hé mién dich va didu bién dap tng mién dich fheo nghia
mong mudn trong cac trudng hop khac nhau. Kha nang kich thich mién dich cua
n6 d dugc sir dung dé kich thich dap tmg khang khéi u (Klapper, J.A. et al,
Cancer. 113: 293-301, 2008). Mit khac, kha nang kich thich té bao diéu hoa T
cia IL-2 uu tién da dugc khai thac thong qua viéc dung céc liéu lugng thép,
khong ‘da dé kich thich té bao hiéu tng T hodc tao ra tadc dung ddc, nham kiém
soat rdi loan tr mifn (Hartemann, A. et al, Lancet Diabetes Endocrinol.1: 295-

305, 2013) va viém (Saadoun, D. et al, N. Engl. J. Med. 365: 2067-2077, 2011),
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va cua bénh manh ghép chéng tac chu (Koreth, A. et al, N. Engl. J. Med. 365:
2055-2066, 2011).

Viéc chia tach cac twong tac cua IL-2 thong qua viéc dwa dot bién vao
trong bé mit chung gin két khac nhau véi cdu tric sidu phéan tir cia thu thé da
duoc d& xuét dung lam phuong phap dé thu dugc mutein vé6i cac dic tinh didu
bién mién dich khac nhau. Su nhiu chon loc cia bé mit chung véi chudi alpha
bang céch gy dot bién theo huéng da dugc cho phép dé thu duoc phan tir duoc
goi 12 khong alpha c6 kha nang kich thich t& bao diéu hoa T gidm, trong khi vin
gitt duogc tdc dong chu van cda nod dbi véi té bao hidu ung mang thu thé dime
beta/gama (Carmenate, T. et al, J. Immunol. 190: 6230-6238, 2013; US 9,206,243
B2). Phan tir ndy c6 hi¢u ung khang khdi u manh & chuét nhét. Mat khéac, su pha
v boi viee gdy dot bién bé mit chung IL-2 bing cdu tric siéu phan tir beta
va/hodc gama c6 thé sinh ra chét @i khang thu thé IL-2 1am diéu bién chon loc su
kich thich cua cac qu?m thé t& bao khac nhau (Shanafelt, A.B. et al, Nat.
Biotechnol. 18: 1197-1202, 2000; WO 2011/063770). Vi du vé dang phén tir nay
1a céc mutein M1 va M2 dugc md ta trong US 8,759,486 B2.

Ngoai cac mutein c6 kha ning tuong tac bi mat, cac bién thé dot bién cua
IL-2 c¢6 cac dac tinh si€u chu van do su tang kha nang gén két cua ching v6i mot
cAu tric siéu phén tr hodc vai cAu trac siéu phén tr khac cua thu thé da duoc mo
ta. Mirc ting 4i luc d6i véi cdu triic siéu phan tir beta dn dén viéc tao ra phan tir
kich thich tiém ning t& bao hiéu tng va c6 hiéu tng khang khdi u manh (Levin,
AM. et al, Nature. 484: 529-533, 2012). Mdt khéac, &i luc cia IL-2 dbi vé6i chu
triic siéu phén tir alpha ctia thu thé ting da dan dén viéc ting cac bién thé siéu chit
van khéac véi kha nang vugt troi dé kich thich dap g tang sinh cua té bao T in
vitro (WO 2005/007121).

Céac mutein c¢6 ngudn gbc tir IL-2 duoc mé ta trén ddy da thu nhan duoc
thong qua thiét ké hop 1y, sang loc in silico va tién hoa theo huéng ctia IL-2 dugc
hién thi trén bé mat cia t& bao nim. Mic du mirc hién thi cia IL-2 ¢6 hoat tinh
sinh hoc trén thuc khuin thé dang s¢i da dat dugc (Buchli, P.J. et al, Arch.
Biochem. Biophys. 339: 79-84, 1997; Vispo, N.S. et al, Immunotechnology 3:
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185-193, 1997), nén tang cong nghé nay chua dugc khai thac cho viée chon loc
cac bién thé xytokin mai véi cac dac tinh dugc cai bién.

Ngoai ddc tinh diéu hoa mién dich cta IL-2 va c4c mutein din xuit cia no, yéu td
can thiét dé khai thac trong diéu tri ctia chiing 14 su phat trién cac hé thdng dé cho
phép thu duge né véi sd luong di. Cu thé, & quy md phong thi nghiém, & quy mod
cong nghiép hodc bing cach chuyén nhim hoic tai nap té bao hoic md binh
thuong va/hoac khéi u.

Con dudng chi yéu dé san xudt IL-2 tai tb hop va cac phan tir lién quan
khac 1a su biéu hién trong té bao chét cua thé vui tao thanh E. coli, tiép theo 1a
quy trinh tai nhdp tu nhién trong éng nghiém (Devos, R. et al, Nucl. Acids Res.
11: 4307-4323, 1983; Weir, M.P. & Sparks, J., Biochem. J. 245: 85-91, 1987).
Mic du viéc sir dung da dugc chiing minh cho chién lugc nay, viéc kham pha cac
hé thdng biéu hién khéc bt ngudn tir viéc thu nhén céc phan tir dwoc cudn gap
chinh x4c rit giéng véi IL-2 tr nhién, van dugc tiép tuc. Mirc tiét IL-2 trong mot
s6 hé théng biéu hién nay da bi han ché boi xu huéng két tu IL-2 (Halfmann, G. et
al, J. Gen. Microbiol. 139: 2465-2473, 1993; Cha, H.J. et al, Biochem. Eng. J. 24:
225-233, 2005). A

Bit ngdr 13, cac tac gia sang ché da phat hién ra rang mot sé dot bién khong
dugc mo ta hodc du doan trude d6 tir phan tich c4u trac tinh thé caa IL-2 & nguoi,
viéc dua ching vao dd l1am ting kha ning cia cac dang té bao khac nhau dé tiét
IL-2 tai t6 hop cta ngudi va nhiéu mutein din xuit ciia n6 ¢6 dic tinh diéu bién
mién dich dic hiéu. Phat hién nay tao ra co s cho viéc st dung céc dot bién nay &

quy mo san xuat.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo mét phuong 4n, sang ché dé xudt phuong phép lam ting mirc tiét cia
IL-2 t4i td hop ctia ngudi & vat cha khac nhau ma khong lam anh huéng dén cac
chirc ndng sinh hoc ctia chung. Phuong phap nay dua trén co s& viéc dua mot dot
bién duy nhét vao trong cic gen ma hoa IL-2 ciia ngudi va cc polypeptit khac c6
ngudn gdc tir ching, bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cac mutein ¢6 ngudn

gbe tir IL-2 ciia ngudi duge thiét ké @& hoat dong nhu chat dbi khang, chét siéu
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cht van hodc chit cha van chon loc. Su ting murc tiét ctia cac protein néu trén khi
phwong phap theo sang ché dugc sir dung cao hon it nhat ba 14n so véi dang tuong
tmg khéng dugc giy dot bién. Theo sang ché, cac mutein din xuit ding d& chi cac
mutein ¢6 hon 90% mirc ddng nhit voi IL-2 ciia ngudi.

Phuong phép theo sang ché @ cap dén cic dot bién din dén sy thay ddi
khong bao toan ciia axit amin ndm & vi tri 35 cia trinh tu protein ban dau (Lys
trong trinh tr gbc), t6t hon 1a cac thay thé K35E, K35D va K35Q.

Pic biét, sang ché dé xuit protein thu dugc bang phuong phap dugc mé ta
& day dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO. 1 dén 18.

Ngoai ra, myc dich cia sang ché 1a @ xuit ciu tric di truyén bao gdm cac
gen dot bién dugc mo ta trén day dung hop véi céc trinh tur nucleotit khic ma héa
qua trinh téng hop protein dung hop dugc tao ra bang IL-2 hodc cic polypeptit
didu bién mién dich khac c6 ngudn gbc tir d6 va cac trinh tir protein bd sung. Cac
trinh tu protein bd sung bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, protein vé capsit
cta thuc khudn thé dang so1i, albumin, ving Fc cuia khang thé, toan bd khéng thé

hozc manh khang thé bao gdbm mién thay ddi ctia ching.

M0 ta vit tat cac hinh vé
Fig. 1. danh gia ELISA muec hién thi thuc khudn thé cia IL-2 dot bién. T4t
ca cac ché phdm thuc khuin thé dugc diéu chinh dén ndng d6 twong dwong 1a 10"
hat virut/ml.
Fig. 2. danh gid ELISA muc tiét clia protein dung hop dugc tao ra bang IL-
2 hodc cac mutein din xuit ciia n6 va mién Fc IgG1 cia ngudi. Té bao duge
chuyén nhiém bang polyetylenimin va cdc ciu triic di truyén ghi ma cho protein
dung hop chtra:
a. IL-2 c6 va khong c6 dot bién K35E
b. IL-2 khong alpha (NA) c6 va khéng c6 dot bién bd sung K35E
c. IL-2 siéu beta (SB) c6 va khong c6 K35E
d. IL-2 M1 khong gama (NG M1) ¢6 va khong c6 K35E
e. IL-2 M2 khong gama (NG M2) c6 va khéng c6 K35E
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Fig. 3. Su bao toan cua cic tuwong tic phin tir cia IL-2 nguyén thé trong
bién thé K35E (ELISA).

Fig. 4. Su bao toan cda hoat tinh sinh hoc IL-2 véi K35E thay thé bf“mg
cach str dung thir nghiém tang sinh CTLL-2.

Fig. 5. Kha ning cta IL-2 K35E d m& rong quan thé té bao phu thude IL-
2 in vivo.
5a. Hinh anh 14 lach ctia chudt nhat duge tiém bién thé IL-2 K35E va PBS.
5b. Bidu d6 dém té bao dong ctia quin thé té bao phenotyp tri nhd CD3+CD8+
(CD44hi) ¢ 14 1ach.

Fig. 6. So sanh gilta K35E thay thé v6i mirc mit kha nang gin két véi thu
thé IL-2 cAu tric siéu phan tir alpha dd dwgc mo ta ddi vai mutein c6 ngudn gbe
IL-2 (ELISA). Pia vi chudn do duoc pht ciu triic siéu phén tir alpha ciia ngudi (a)
va chuot (b).

Fig. 7. So sanh giita K35E thay thé v&i mc ting kha ning gin két véi thu
thé IL-2 céu triic sidu phén tir beta da duoc mo ta d6i véi mutein c¢6 ngudn gbe IL-

2 (ELISA).

M0 ta chi tiét sang ché

Theo phuong an cu thé, vat chu duoc sir dung dé thu dwgc phan tir dugc
md ta trén ddy bao gdbm, nhung khong chi gii han &, té bao E. coli, nAm va dong
vét ¢6 vii nhw HEK-293, CHO, NSO, trong s6 nhing vat chi khac. Phuong phép
theo sing ché rit hiru ich dé cai thién hiéu qua cua viéc san xuét IL-2 va cac
polypeptit khac c6 ngudn goc tir d6, ca & quy mé phong thi nghiém va quy md
cong nghiép. Protein thu dugc bang phuong phép theo sang ché c6 thé duge st
dung nhim muc dich tri liéu. Theo phuong 4an khac, muc dich cia sang ché 1a
nhim cai bién sinh Iy hoc ciia t& bao va/hodc md binh thuong va khéi u théng qua
su biéu hién cia IL-2 cia ngudi vahoic ho ciia cac mutein diéu bién mién dich ¢
ngudn gbc tir d6 (mot minh hodc dung hop véi protein khéc), ca in vitro 13n in
vivo. Vi duy, viéc tdi nap lympho bao T, lympho bao B hodc té bao NK cho liéu

phép truyén té bao muon; hoic tai nap/chuyén nhiém truc tiép ctia md khéi u.
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Phuong phép theo sang ché rat hitu ich dé 1am ting murc tiét ctia phan tir dang
quan tdm & pham vi nay.

Sang ché d& xuét phuong phap lam ting mirc tiét ctia IL-2 tai t6 hop cua
ngudi & vat chi khac nhau ma khéng 1am anh huéng dén cic chirc ning sinh hoc
ctia chung. Phuong phép nay dua trén co s¢ viéc dua mot dot bién duy nhét vao
trong cac gen ma hoa IL-2 ctia ngudi va cac polypeptit khac c6 ngudn gbe tir do,
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac mutein c6 ngudn gbc tir IL-2 clia ngudi
dugc thiét ké dé hoat dong nhu chat ddi khang, chit siéu chi van hozc chat cha

van chon loc.

Nhén dién dot bién lam tang kha ning clia protein ¢ ngudn goc tir IL-2 ciia ngudi
duoc hién thi trén thuc khuén thé dang soi

Viée chon loc cac polypeptit ¢ ngudn gdc tir IL-2 ctia ngudi, véi cac dot
bién duy nhit din dén sy ting mtc hién thi cia chung trén thuc khudn thé dang
Soi ¢cO thé duogc thuc hién tir cac thu vién ¢6 hon 108 phan tr c6 mat trén thuc
khudn thé dang soi. C4c gen trong Gmg v6i cac polypeptit néu trén c6 thé dugc cai
xen vao cac véc-to biéu hién dang phagemit (dung hop véi mot trong sd cac gen
ma hod protein vo capsit thuc khuin thé dang soi) va duoc sir dung dé san xuit
hat virut hién thi cac bién thé protein trén bé mat ciia chung. Céc thu vién khai
dau c6 thé c6 cac muc da dang hda khac nhau trong toan bg trinh tu hodc trong
nhém céc vi tri d xdc dinh trude. Mdi gbc ban dau trong cac vi tri nay c6 thé
duogc thay thé bang td hop cia 20 axit amin hodc bang cac nhém phu cia cac gbe
d3 chon. Su da dang c6 thé dat dugc théng qua viée gdy dot bién ngiu nhién hoic
gay dot bién truc tiép tai vi tri.

Viéc chon loc thuce khudn thé v6i muc hién thi IL-2 cia ngudi ting c6 thé
duwa trén viéc ciy hon hop thuc khuén thé tir thu vién tiép xiac véi phan tir chon
loc ¢b dinh trén bé mit rin, viéc khir bo thue khuin thé chua gén Kkét bﬁng cach
rira, va rira giai thuc khuén thé gin két trong cac didu kién can thiép vao cac
twong tac protein. Di véi phan tir chon loc, mdt trong s6 cac ciu tric siéu phén tir
ctia thu thé IL-2 tai t6 hop hodc khang thé don dong chdng lai truc tiép IL-2 hoic

chéng lai peptit dugc dung hop di truyén vao d6 c6 thé dugc sir dung. Mot vai chu
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trinh chon loc lién tiép c6 thé dugc thyuc hién trong cac diéu kién tuong tu. Viéc
phén tich trinh tu ADN duogc cai xen trong phagemit da chon c6 thé cho thiy tinh
thuong xuyén dan dén viéc nhan dién cac thay thé phong phu hon nay va c6 kha
nang 1ién quan dén viéc ting kha ning hién thi trén thuc khuan thé.

Mc hién thi ciia cac bién thé dot bién ciia IL-2 c6 thé dugc danh gia thong
qua thir nghiém gin két nhu ELISA, trén phén tir bét giit ¢§ dinh ma nhan dién
khong rd rang cac bién thé IL-2 dot bién khac nhau va dang tham chiéu nguyén
thé. D6i véi phan tir bit gitt cho dang thir nghiém nay, khang thé chéng lai trinh tu
peptit gen danh ddu dung hop di truyén véi cac bién thé IL-2, nhu peptit c-myc,
ma dugc dung hop véi tit ca cac protein la trong hé théng biéu hién trén co s&
véc-to phagemit pCSM, dugc wu tién. Tinh téng quét clia cac hiéu ing cia dot
bién duge nhan dién trong viéc sang loc dugc md ta trén day dbi véi ho dan xuét
mutein IL-2 ¢6 thé dugc chimg minh thong qua viée dua cac thay dbi néu trén vao
trinh tu cta cac bién thé dot bién khac nhau duge mé ta cho IL-2 cla ngudi, bao
gdm mot s6 thay dbi vé su thay thé c6 ban chit da dang trong toan bo trinh tur ctia
n6 nhim muc dich tac dong c6 chon loc céc twong tic v6i cdu triic siéu phan tir
khéc nhau cia thu thé IL-2, v6i cai bién tiép theo v& chirc ning didu bién mién
dich cua ching. T4t ca cac mutein da cai bién nay duoc hién thi trén thuc khuin
thé dang soi, bing cach cai xen cac gen mi hoa cia ching trong véc-to phagemit.
Viéc danh gia mdi mutein hién thi cac muc trén thuc khuin thé dang sgi co thé
dugc thuc hién bfmg ELISA nhu dugc md ta dbi v6i IL-2. Pbi véi dang tham
chiéu dé tinh toan do 16n cia mirc ting hién thi thyc khudn thé lién quan dén viéc
dua vao céac thay ddi duogc nhan dién 12 mot phén cua sang ché, cac mutein géc
duoc sit dung ma khong c6 su thay dbi bd sung bt ky va hién thi trén thuc khuén
thé. Theo cach khac, phuong phap theo sang ché ¢6 thé duge thuc hién bing cach
khai thac cac nén tang khac cua sinh hoc két hop, nhu hién thi trén t& bao ndm
hodc dong vat co v, dé chon loc cac bién thé cua IL-2 vd/hodc cac mutein din
xut ctia n6 véi mirc c6 mit ting trén mang té bao.

Tir quy trinh chon loc duoc md ta trén day, cac dot bién khéng bao toan lap

lai c6 thé xut hién & vi trf 35 (dac biét 1a K35E, K35D va K35Q).
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Str dung cac dot bién da nhan dién dé 1am ting muc tiét ciia IL-2 clia ngudi va cc
mutein din xuét ciia n6, dudi dang protein hoa tan va tai tur nhién héa ching tir thé
vui

Khi mot nhém céac dot bién dan dén viéc lam tang hién thi trén thuc khudn
thé dang soi cia IL-2 clia ngudi va cdc mutein din xuét ctia né dugc nhan dién,
hiéu qua ciia cac thay dbi gidng nhau nay dén muc tiét ciia protein hoa tan c6 thé
dugce chimg minh, bang cach dua ching vao cic gen ghi mi tuong tng da duogc
tach dong trong cac véc-to biéu hién hoa tan ddi véi té bio ndm hoic dong vat c6
va. Viéc danh gia né)ng do ctua protein dugc tiét vao dich ndi trén bé mit béng té
bao vat chi chira cac véc-to biéu hién néu trén cho phép chimg minh sy ting mirc
tiét ctia IL-2 va cdc mutein dan xuit cta no lién quan dén viéc dua vao dot bién
ma phuong phép theo sang ché st dung, so vé6i dang tuong duong gdc cia nd
khéng ¢6 cac thay d6i néu trén.

Theo cach khac, viéc tao ra IL-2 cda ngudi va cac mutein din xuét cda no
ting can duoc kiém tra tir qua trinh chuyén nhidm va/hodc tai nap té bao binh
thuong va/hodc khdi u va/hodic mod in vivo hoidc in vitro.

Céac nghién ctru duge mo ta trén ddy sir dung phuong phap theo sdng ché
¢6 thé duge thuc hién véi IL-2 va cac mutein dan xuit ciia né mdt minh hoic
dung hop v6i cac trinh tu polypeptit b6 sung, nhu albumin, ving Fc ciia globulin
mién dich ciia ngudi, toan bd cac khing thé hodc manh khang thé trén co s céc
ving thay dbi cia né.

Céc dot bién duge md ta trong sang ché ciing c6 thé duge st dung dé cai
thién cac quy trinh tai tw nhién héa in vitro ciia IL-2 ctia ngudi va cac mutein din
xuét cta no, thu duoc dudi dang thé vii trong bao lap cia E. coli. Mirc ting hiéu
qua clia qua trinh tai tu nhién hoéa c6 thé duoc danh gia bing cch do hoat tinh
sinh hoc dic hiéu cho mdi lugng protein béng cach so sanh véi bién thé khong

duogc gy dot bién.

Chung minh tinh turong thich ctia dot bién da sir dung véi chirc ning sinh hoc cia
IL-2 va diéu bién chon loc céc tuong tac cia nod véi cAu truc siéu phén tir ctia thu

thé
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Viéc dénh gia hoat tinh sinh hoc cta céc bién thé 1L-2 duoc cai bién béng
phuong phap sang ché c¢6 thé bao gdm céc k¥ thuat in vitro va in vivo huéng dén
bang chimg vé su bao toan kha ning gdy ra su ting sinh, su biét héa va su hoat
hoa cac dang té bao khac nhau ctia chung nhu quéan thé phu T lymphd bao, té bao
NK va dong té bao ciia gbc bach huyét phu thude vao IL-2 dbi véi su phat trién
ctia ching. Hiéu qua cta IL-2 nguyén thé dbi vé6i su tang sinh lymphé bao T biéu
hién thu thé trime c¢6 thé duoc xac dinh bﬁng thir nghiém in vitro vé su tdng sinh
dong t€ bao CTLL-2 bang cach st dung k¥ thuat do mau cua phuong phap khu
Alamar Blue hoic bang phuong phap dém té bao dong. Hiéu qua in vitro caa IL-2
nguyén thé ddi véi sy biét héa ciia lymphd bao T CD4+ thanh lymphé bao didu
hoa T va kha nang m& rdng va hoat hoa té bao NK in vitro ctia phan tir nay, duge
xé4c dinh bang phuong phap dém té bao dong.

Kha ning twong thich ciia cac dot bién dugc st dung trong phuong phap
theo séng ché vé6i su didu bién chon loc cua tuong tac IL-2 véi thu thé cua n6 c6
thé dugc chimg minh bing cich dua cic thay dbi néu trén 1én khung cua céac
mutein dugce thiét ké truge day va/hoac dugc chon loc dé 1am tdng hodc lam giam
kha nang gin két ctia chiing véi cdu triic sidu phan tir bat ky trong sb cac cu tric
siéu phén tir ctia thu thé IL-2. Su xuét hién cia cac thay dbi mong mudn trong céc
dic tinh gin két c6 thé dugc chimng minh thong qua viée xac dinh truc tiép chiing
trong cac tht nghi€ém ELISA trén dia vi chuin d6 dugc phu mdi clu trac siéu
phan tr cta thy thé. Cac thu nghiém dugc mo ta trude day duge st dung dé xac
dinh dac diém cua su diéu bién mién dich va/hodc hoat tinh khéang khéi u cua céac
mutein in vitro va in vivo khac nhau c6 thé duge sir dung 1am cong cu kiém tra bd
sung. Trong trudng hop clia mutein khéng alpha (Carmenate, T. y otros, J.
Immunol. 190: 6230-6238, 2013), co thé xéc nhan duoc réng n6 duy tri kha nang
gibng nhu IL-2 nguyén thé trong viéc kich thich su ting sinh in vitro cia lymphd
bao T CD8 +. Trong trudng hop clia mutein c6 kha nang gin két ting véi ciu tric -
siéu phan tir beta cua thu thé va co hoat tinh siéu chu van (mutein si€u beta), co
thé x4c nhan duoc rang n6 duy tri kha ning kich thich tang sinh té bao NK in vitro
cao hon so v6i IL-2 nguyén thé. Trong ca hai truong hop, su ting sinh c6 thé

duogc xac dinh bang phuong phap dém té bao dong. Hiéu qua khac nhau déi véi su

-10-



39476

tang sinh ciia quan thé in vivo ¢ thé dugc xac dinh bang cac thir nghiém két hop
bromodeoxyuridin. C6 thé ching minh duoc rang ci hai mutein nay déu giy ra
hi€u ing khéng khéi u in vivo 16n hon so véi IL-2 nguyén thé, trong md hinh di

can thir nghiém sir dung dong khéi u 4c tinh MB16FO0.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. Chon loc va xé4c dinh dic diém cia thuc khuén thé dang soi hién thi IL-2
dot bién chirc ning ctia ngudi.

Thu vién ngiu nhién mém hudéng dich mét vai vi tri cta IL-2 ciia ngudi
duoc clu trac. Cac vi tri 33 chon bao gém cac vi tri cO cac géc v61 mach bén gop
phin vio bé mit chung ciia thu thé cdu triic siéu phan tir alpha (K35, R38, T41,
F42, K43, F44, Y45, E61, E62, K64, P65, E68, V69, N71, L72, Q74 va Y107).
IL-2 cla ngudi duge lam da dang bang phuong phép gay dot bién Kunkel véi
oligonucleotit dot bién da bi mét tic dung giit 85% nucleotit ban dau & mdi vi tri
dich, cong v6i 15% cia hdn hop ding phén tir ciia 3 nucleotit con lai dé dwa vao
~ mirc da dang vira phai trong tit ca cac ving da chon. 10° thu vién dong vé tinh thu
dugc nhu vay dudi dang toan bd 20 axit amin & mdi vi tri cia bé mat chung, trong
khi d6 mdi phan tir trong thu vién chi c6 rit it cac thay thé, giéi han nghién ctru
d6i véi cac polypeptit méi & khong gian trinh tir & chirc nang gan hon véi phan tir
khéi diu. Thuc khuin thé cta thu vién duoc tinh ché béng cach két taa bé‘mg
polyetylen glycol st dung céc quy trinh di thiét lap (Marks, J. ef al, J. Mol. Biol.
1222: 581-597, 1991). Hat virut da tinh ché duoc & trén éng mién dich (Nunc, Pan
Mach) dugc phu cAu trac siéu phan tir cta thu thé alpha IL-2 tai to hop (R&D), dé
phan 14p cac bién thé IL-2 dot bién chirc ning do kha ning cla ching duge hién
thi trén thuc khuén thé. Hai quy trinh phén tich trong luong ddc 1ap duoc thuc
hién trén céu trc siéu phan tir ctia thy thé IL-2 cua ngudi va chudt. Sau khi ria
thuc khudn thé khong gén két, thuc khuén thé gin két dugc rira giai bang cach bd
sung dung dich trietylamin co ban. TG1 vi khuin duoc giy nhidm bang thuc
khudn thé d& chon, ma dugc khuéch dai béng cach sir dung thuc khuin thé tro
giup M13KO7 va dugce st dung lam nguyén liéu ban d4u cho vong chon loc méi.

4 vong chon lgc thuc khuén thé dugc thuc hién. Viée tao trinh tu cac doan cai xen
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trong cac phagemit da chon (tir vong chon loc thir ba va thir tr) d4 cho thy tinh
tuong tu trong céc bién thé dot bién thu dugc. Mic dil gen IL-2 khong dot bién
ban dau chiém vu thé (c6 mit & mirc cao trong thu vién ban dau), van c6 ty 1é nhéd
cac bién thé co cac doan thay thé K35E, K35D va K35Q, cho thiy anh huéng cia
su thay ddi khong béo toan & vi tri 35 trong mic hién thi cia IL-2 chirc ning ddi
v6i thue khudn thé dang soi. K35E 1a thay thé thuong xuyén nhét. Phat hién nay 1a
didu bit ngd vi viée phan tich ciu tric tinh thé cua phirc hop IL-2/thu thé (PDB
ghi ma 3B5I va 2ERJ) chi ra mi lién quan cia gbc K35 ban dau trong cac tuong
tac ion & ving ngoai bién phén cuc ciia bé mit chung véi chu tric siéu phén tir
alpha. Kha nadng cua cac thay_thé khong bao toan (nghich chuyén trong hai triromg

hop) dé gitr tuong tac v&i phan tir chon loc 12 két qua hoan toan bét ngo.

Vi du 2. Tang muc tiét va hién thi thuc khuan thé cia IL-2 clia ngudi véi su thay
dbi khong bao toan & vi tri 35.

Kha nédng cuia céc bién thé IL-2 khéc nhau duge chon tir thu vién dé duoc
tiét vao chit bao E.coli va hién thi trén thuc khuén thé duoc so sanh. IL-2 nguyén
thé duoc sir dung lam phén tir tham chiéu. Bién thé chira K35R (thay dbi bao toan
& vi tri 35) ciing duge ciu truc bang cach gay dot bién Kunkel dé dugc sir dung
lam miu ddi ching bd sung. Tit ca cac protein thu dugce thong qua viéc cai xen
cac gen ghi mi cta ching trong véc-to phagemit pCSM (dung hop véi gen M13
3) va viéc san xudt thue khudn thé sau d6 tir vi khudn TG1 dugc bién nap véi cac
cAu truc di truyén thu duge (Rojas, G. et al, Immunobiology. 218: 105-113, 2013).
Mirc hién thi thuc khuin thé cia m&i bién thé dugc danh gid thong qua ELISA
trén dia vi chudn do duoc phii khang thé don dong 9E10. Thuc khudn thé gin két
duge do bang khang thé khang M13 két hop vdi peroxidaza chiim ngay. D4 thiy
rang cac thay thé K35E, K35D va K35Q dan dén viéc lam ting mirc hién thi cia
IL-2 clia ngudi so véi phan tir gbe (Fig. 1). Mirc ting nay 1a 10 1in déi véi cac
thay dbi nghich chuyén K35E va K35D, va 7 lan d6i v6i K35Q. Mit khac, doan
thay dbi bao toan K35R khong cai bién kha ning hién thj ctia IL-2 (Fig. 1). K35E

dugc chon cho céc nghién ctru tiép theo.

-12-



39476

Vi du 3. Hiéu qué cta thay thé K35E db6i v6i mir tiét va hién thi thuc khuén thé
md& rong dén panen ciia cac bién thé IL-2 dot bién.

K35E dugc dua vao bang cach gy dot bién Kunkel trong cic gen chira mot
vai bién thé dot bién cia IL-2 ctia ngudi (& dang hién thi thuc khuén thé). Panen
bao gdm 4 mutein da dwoc md ta dé thuc hién chirc ning didu bién mién dich
khéac nhau: 1 mutein khong alpha v6i chire ndng chil van chon loc dbi véi té bao
hiéu tng T (Carmenate, T. ef al, J. Immunol. 190: 6230-6238, 2013; US
9,206,243 B2), 1 mutein d6i khang mét kha ning gin két ctia n6 véi ciu tric siéu
phén tir cta thy thé IL-2 gama (khong gama) (US 8,759,486 B2), va 2 mutein siéu
chu véan véi kha ning gin két ting cudng véi cu tric siéu phan tir ctia thy thé IL-
2 beta (siéu beta) hoic alpha (siéu alpha) (Levin, A.M. et al, Nature. 484: 529-
533, 2012; WO 2005/007121). Thuc khuin thé hién thi mdi protein nay dugc tao
ra va tinh ché (ciing Véi phan tir gbc khong c6 K35E), va mic hién thi cac protein
la duoc danh gia bing ELISA trén dia vi chuan d6 dugc phii khang thé don dong
9E10. Ché phim thuc khuan thé hién thi IL-2 nguyén thé dugc sir dung 1am miu
tham chiéu (gia sir su ¢6 mit ciia 100 don vi tity y/ml trong no) dé cau trac dudng
cong tiéu chuan dé tinh todn murc hién thi twong ddi cho mdi bién thé. Bang 1 thé

hién sy ting mirc hién thi cia moi mutein lién quan dén viéc dua vao K35E.

Bang 1. Su ting murc hién thi cdc mutein thir nghiém lién quan dén viéc dua vao

K35E thay thé.

Mutein Su tang mirc hién thi thuc khuén thé twong d6i lién

quan dén viéc dua vao K35E

Khong alpha . 6x
Khoéng gama M1 29x
Siéu beta H9 18x
Siéu alpha 14x

Vi du 4. K35 thay thé ting cudng mic tiét ctia protein dung hop trén co s& IL-2

va cac mutein dan xuat ciia n6 bdi té bao vét chu nguoi.
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Chu truc di truyén dugc thiét ké dé dung hop cac gen cia IL-2 clia ngudi va
c4c mutein din xuét ctia né v6i gen ving Fe IgG1 ciia ngudi, trong pham vi cia
véc-to bidu hién pCMX. Panen bd sung cia ciu tric tuong duong c6 dot bién
K35E ciing duge tao ra. Té bao T HEK 293 (thich nghi dé sinh trudng trong hén
dich) duoc chuyén nhiém bing mbi cdu tric di truyén duge md ta trén ddy duogc
tron thich hop véi polyetylenimin. Thé tich chuyén nhiém 1a 50 ml. Phan dich nbi
tir té bao chuyén nhiém dugc thu gom sau 6 ngdy nudi cdy. Su c6 mit cia protein
c6 ngudn gbe tir IL-2 tai td hop duge danh gia bing ELISA trén dia vi chuin do
duoc phi khang thé don dong IL-2.2 (chdng lai truc tiép epitop tuyén tinh c6 mat
trén tit ca cac mutein). Protein dung hop da bat giit dwgc phét hién bing khang
thé Fc khang ngudi két hop v6i peroxidaza chum ngdy. Muc protein dung hgp
trong phan dich ndi 1a cao hon d6i v6i cac phan tir chira K35E thay thé nay so véi
dang twong tmg gbc cia ching (Fig. 2a-e). Protein tai t6 hop nhu viy dugc tinh
ché bang sic ky 4i luc Protein A. Bang 2 thé hién hiéu suit sau khi tinh ché.

Bang 2. Hiéu suét tinh ché IL-2 va cac mutein din xuét ctia n6 dung hop véi mién
Fc ctia globulin mién dich ctia ngudi tir té bao T HEK 293 chuyén nhiém trong
hén dich. |

Phén ttr Bién thé gbc " Bién thé K35E Mue tgv,mg ién
. quan dén K35E
IL-2/Fc 0,28 mg 4,24 mg 15x
Khong alpha/Fc 0,16 mg 1,44 mg | 9x
Siéu alpha/Fc 1,72 mg 5,08 mg 3x
Siéu beta/Fc 0,04 mg 1,08 mg 27x
Khong gama | 0,04 mg 0,24 mg 6x
Ml1/Fc
Khong gama | 0,04 mg 0,2 mg 5x
M2/Fc




39476

Vi du 5. K35E thay thé twong thich véi cac twong tic phén tir cia IL-2 nguyén
thé.

D3 biét kha niang gin két cua IL-2 dot bién tai t6 hop (K35E) & dang
homodime dung hop Fc ciia ngudi duoc danh gia bang ELISA trén dia vi chudn
d6 dwoc phu phan tir khac nhau tuong tac v6i IL-2 nguyén thé. Panen ctia phén tir
pht bao gdm 4 khang thé don dong nhén dién céc epitop khac nhau trén IL-2,
cling nhu thu thé IL-2 cu tric siéu phén tir alpha (c6 ngudn gdc tir ngudi hoz}é
chu6t). Protein dung hop da bt gitr duge do bang khang thé Fc khang ngudi két
hop v6i peroxidaza chum ngdy. Homodime dung hgp tuong tu bao gbm dot bién
khong [L-2, dugc tao ra trong cung hé théng biéu hién, duoc st dung 1am mau ddi
chung. Su gin két cia homodime d6t bién véi ca khang thé va thu thé khong bi
anh hudng baoi su c6 mét cia K35E, nguoc lai nd tao ra hiéu mg nguoc lai. Tinh
phan tmg ctia bién thé dot bién theo tit ca cac phan tir phil 1a cao hon so v6i tinh
phan tmg ciia dang twong duong khong dot bién tai td hop ctia né (Fig. 3), chi ra
ring tinh khang nguyén va chic ning cta bién thé K35E tii tao tinh khang
nguyén va chic nang cia IL-2 nguyén thé dén mirc 16n hon so vé6i tinh khang
nguyén va chirc ning cia protein khong dot bién tai té hop thu dugc trong cac

diu kién tuong tu.

Vi du 6. IL-2 K35E dung hop Fc duy tri kha ning kich thich su ting sinh cia té
bao CTLL-2. _
Kha ning caa IL-2 @6t bién (K35E) ¢ dang homodime dung hop Fe (dugc
tinh ché tir t bao T HEK 293 chuyén nhiém trong hdn dich) dé gay ra su tang
sinh CTLL-2 dugc danh gia. IL-2 ti t6 hop cta ngudi duge sir dung 1am miu dbi
chimg. Té bao duoc sinh trudng véi su ¢6 mit clia ndng do khac nhau cia ca hai
protein, va su ting sinh dugc do thong qua thtr nghiém khir do mau Alamar Blue
(Fig. 4). Hoat tinh dac hi€u dugc tinh toan trong moi trudng hgp tr lidu lugng
phén tr da tao ra sy ting sinh t6i da mot nira bang cach str dung phan mém
GraphPad. Hoat tinh dac hi¢u cua IL-2 dot bién dung hop Fc (bao gém K35E) 1a
4x10° IU/mg, trong cung khoang so v6i hoat tinh dic hiéu cta IL-2 tai t§ hop
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tham chiéu (2,3x10° TU/mg). Két qua nay da cho thdy su bao toan cuia hoat tinh
sinh hoc IL-2 v&1 su ¢6 mat ciaa K35E.

Vi du 7. IL-2 K35E dung hop Fc ¢6 kha nang kich thich sy mé rong cua té bao T
CDS8 phenotyp tri nhé in vivo.

Chu6t nhit C57BL/6 tiép nhan 5 lidu dung hing hang 1a 4 x 10* U IL-2
dot bién dung hop Fe (K35E) trong 5 ngay lién tiép dé nghién ctru kha ning cua
protein dé kich thich sy ting sinh in vivo clia quan thé té bao phu thudc IL-2. Cac
con chudt ndy dugc giét sau khi xi Iy va 14 lach cia ching dugc-quan sat. Ngoai
ra, kich thudc cia quén thé té bao CD3+CD8+ c6 phenotyp tri nhé (CD44hi)
dugc x4c dinh bing phuong phap dém té bao dbﬁg. Nhom d6i chung cia thir
nghiém 1 nhém chudt nhit dwoc tiém dung dich nude mudi dém phosphat (PBS).
IL-2 dung hop Fe tai t& hop (K35E) ¢6 hiéu qua mong doi dbi véi quan thé té bao
nh¢ T CD8, dugc danh gia bang sy md rong cta 14 lach (Fig. 5a) va su nhan doi
vé ty 16 ctia té bao T CD8 phenotyp tri nhé trong ching (Fig. 5b).

Vi du 8. K35E thay thé twong thich véi viéc mat kha nang gén két véi thu thé IL-2
cAu tric siéu phan t alpha x4c dinh céc dac tinh cta chit chi van chon loc.

Dic tinh gin két cta ca IL-2 clia nguoi va ciia mutein khéng aipha dugc
md ta trudc dady (Carmenate, T. ef a/, J. Immunol. 190: 6230-6238, 2013; US
9,206,243), bao gdm cac thay thé R38A, F42A, Y45A va E62A din dén viéc mét
kha ning gin két thu thé IL-2 cdu trac siéu phan tir alpha nhim lam giém kha
ning kich thich ctia n6 d6i véi té bao diéu hoa T ma khong lam anh hudng dén tac
dong dén t& bao hiéu ung co thu thé beta/gama di dime, dugc so sénh. Ca hai
protein t4i t6 hop déu c6 d6t bién K35E bd sung va dugc tao ra dusi dang protein
dung hop chira mién Fc cta globulin mién dich ctia ngudi. Pia vi chudn d6 dugc
pht cAu tric siéu phan tir ctia thu thé alpha IL-2 t4i t6 hop c6 ngudn gbc tir nguoi
(a) va chudt (b). Protein dung hop da bt giit duoc do bang khing thé Fc khang
ngudi két hop véi peroxidaza chum ngdy. Viéc dua vao K35E tao ra mic ting
phan tir khong alpha méi véi mirc biéu hién cao hon so véi mirc biéu hién cia

dang tuong duong gdc clia né (Fig. 2b) va murc gan két chudi alpha ciia ngudi va
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chu6t giam manh so vé6i dot bién khong IL-2 ciing ¢6 thay thé K35E (Fig. 6). Céc
két qua nay dua ra nhimg bang chimg diu tién vé kha ning tuong thich ciia K35E
v6i sur didu bién chon loc ciia cac tuong tac va chirc ning diéu bién mién dich cia

IL-2.

Vi du 9. K35E thay thé twong thich véi su ting kha ning gin két cdu trac siéu
phan t beta cua thu thé IL-2 da dugc mo ta dbi v6i bién thé siéu cha van.

Kha niang gin két cua IL-2 va mutein siéu beta chira cac dot bién L8OF,
R81D, L85V, 186V va I92F (ca hai déu c6 dot bién bd sung K35E va dung hop
v6i mién Fe ciia IgG1 cua ngudi) duge danh gia bang ELISA trén dia dugc phu
thu cdu tric siéu phan tir beta thé IL-2. Protein dung hop d4 bt git duoc do bang
khéang thé Fc khang ngudi két hop véi peroxidaza chim ngay. Viéc dua vao K35E
tao ra muc tdng phan tr mdi v mirc biéu hién cao hon so véi mutein siéu beta
gbc (Fig. 2¢) va c6 kha niang gin két cdu tric siéu phan tir beta ting cudng, 1a co
s& cho chirc ning siéu cha van cia n6 (Fig. 7). Két qua nay dd mé rong bing
chung vé sy tuong thich ctia K35E thay thé bang thiét ké cta phan tir ¢6 ngudn
gbc tir IL-2 méi v6i cac cai bién khac vé sy twong tac ciia ching véi cau tric siéu

phén tir cia thu thé va chirc ning diéu bién mién dich.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép in vitro lam tang mirc tiét IL-2 t4i t6 hop ctia ngudi va cac mutein
dan xuét ctia né & vat chii, ma khong lam anh hudng dén chirc ning sinh hoc cla
n6 va didu bién chon loc céc twong tic ciia né véi clu tric sidu phén ti cua thy
thé, khéc biét & chd mot dot bién khong bao toan duy nhét duge dua vao & vi tri
35 ctia trinh tu d4u tién ctia n6 duge chon tir nhém bao gém:

- K35E,

-K35D, va

- K35Q

va trong d6 cdc mutein c6 trinh ty dugc chon tir nhém bao gbm:

SEQ ID NO. 1,

SEQ ID NO. 4
SEQID NO. 5
SEQ ID NO. 6,
SEQID NO. 8
SEQID NO. 9
SEQ ID NO. 10,

SEQID NO. 11,

SEQ ID NO. 12,

SEQ ID NO. 13,

SEQ ID NO. 14,

SEQ ID NO. 15,

SEQ ID NO. 16,

SEQID NO. 17, va

SEQ ID NO. 18

va trong d6 vat cht dugc chon tir nhom bao gém:
- E. coli,

-t bao ddng vat co v, va

nam men.
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2. Phuong phap in vitro theo diém 1, trong d6 IL-2 ti td hop clia ngudi va céc
mutein dan xut ctia n6 duge dung hop véi protein bat ky duge chon tir nhém bao
gbm:

- protein v capsit cua thuc khuén thé dang soi,

- albumin,

- ving Fc khang thé,

khang thé hoan chinh, va

- manh khang thé bao gdbm mién thay ddi.

3. Phuong phap in vitro theo diém 1 hodc 2 @& cai bién sinh Iy hoc ctia té bao

va/hodc md binh thuong hoic khoi u.

4. Phuong phap in vitro theo diém 3, trong d6 té bao da cai bién 1a t& bao NK,
lympho6 bao T hodc B.
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DANH MUC TRINH TU
<110> CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR
<120> PHQONG\PHAP LAM TANG MUC TIET CUA INTERLEUKIN 2 VA PROTEIN THU PUQC BANG
PHUONG PHAP NAY
<130> 542016CU00
<160> 18

<170> PatentIn phién badn 3.5

<210> 1
<211> 133
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Bang k¥ thuit tai t& hop ADN

<400> 1
Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His

1 5 10 15

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
20 25 30

Asn Pro Glu Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys
35 40 45

Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys
50 55 60

Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu
65 70 75 80

Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu
85 90 95

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
100 105 . 110

Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ser Gln Ser Ile
115 120 125

Ile Ser Thr Leu Thr

130
<210> 2
<211> 133
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> B3ng ky thuat tai tb hop ADN

-20-



<400>

2

Ala Pro Thr

1

Leu Leu Leu

Asn Pro

Lys Ala
50

Asp

Thr

Pro Leu Glu

65

Arg Pro

Arg

Lys Gly Ser

Thr Ile

Ile Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

Ala Pro

Leu Leu

Asn Pro

Lys Ala

50

Pro Leu
65

Val
115

Thr

3
133
PRT

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Phe

Asn

Trinh ty nhé&n tao

Bing
3

Thr

Leu

Gln

35

Thr

Glu

k¥ thuat tai td

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu
70

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

39476

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Tle

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

-21-

Gln

Gly

Lys

Leu

Val

Tyr

Thr

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser
75

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu



Leu
85
Thr

Phe

Thr

nhdn tao

Ile

Thr

Leu

Ser

Phe

Asn

kg thuat tai té

Arg Pro Arg Asp
Lys Gly Ser Glu
100
Thr Ile Val Glu
115
Ile Ser Thr Leu
130
<210> 4
<211> 133
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Bing
<400> 4

Ala Pro Thr

1

Leu

Asn

Lys

Pro

65

Arg

Lys

Thr

Ile

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser
130

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

<220>

Leu

Glu

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

115

Thr

5
133
PRT

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Gln

Ala

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

Trinh ty nhén tao

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Tle

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

39476

Ile Asn Val Ile

90

Cys Glu Tyr Ala

105

Trp Ile Thr Phe

ADN

Lys Thr
10

Leu Asn
25

Thr Ala

Gln Cys

Ala Gln

Ile Asn

90

Cys Glu
105

Trp Ile

-2

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Ala

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

30

Met

Ala

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Glu
95

Thr

Ser

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Leu

Ala

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile



<223>

<400>

Bidng k¥ thuat tai td

5

Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr

1

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met

Asn Pro

Lys Ala
50

Pro Leu
65

Arg Pro

20

Asp Leu Thr Ala Met

Thr Glu Leu Lys His
55

Glu Glu Val Leu Asn
70

Arg Asp Leu Ile Ser
85

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe

Thr Ile

Ile Ser
130

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

1<220>
<223>

<400>

Ala Pro
1

Leu Leu

Asn Pro

Lys Ala
50

Pro Leu
65

100

Val Glu Phe Leu Asn
115

Thr Leu Thr

6

133

PRT

Trinh ty nhén tao
Bing k¥ thuat tai td
6

Thr Ser Ser Ser Thr

Leu Asp Leu Gln Met
20

Gln Leu Thr Ala Met
35

Thr Glu Leu Lys His
55

Glu Glu Val Leu Asn
70

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

39476

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Thr

10

Asn

Ala

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Ile

Thr

10

Asn

Ala

Cys

Gln

-23-

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser
75

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Phe

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Gln

Asn

Ala

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Ala

45

Glu

Asn

Leu

Asn

30

Met

Ala

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

30

Met

Ala

Phe

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu
80



Arg

Lys

Thr

Ile

Pro

Gly

Ile

Ser
130

<210>

<400>

000

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser

- Val
115

Thr

8
133
PRT

Trinh ty nhdn tao

39476

Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu

85

90

95

Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala

100

105

110

Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ser Gln Ser Ile

Leu

Thr

Bang ky thuat tai td

8

Ala Pro Thr

Asn

Lys

Pro

65

Arg

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Gly
130

Leu

Asp

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

115

Thr

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Val

Arg

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

120

hop
Lys
Ile
Leu
40

Leu
Leu
Asn

Met

Arg
120

ADN

Lys Thr
10

Leu Asn
25

Thr Phe

Gln Cys

Ala Gln

Ile Asn

90

Cys Glu
105

Trp Ile

-24-

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Phe

125

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

AsSp

Ser
125

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Ala

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile



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

<220>
<223>

<400>

9
133
PRT

Trinh ty nhé&n tao

Bidng k§ thuat tai td

9

Ala Pro Thr

1

Leu

Asn

Lys

Pro

65

Arg

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Gly
130

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

<220>

<223>

<400>

Leu

Gln

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

115

Thr

10
133
PRT

Trinh ty nhén taé

10

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Val

Arg

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

Bing k¥ thuat tai td

Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr

1

5

Leu Asn Leu Asp Leu Gln Met

20

Asn Pro Glu Leu Thr Arg Met

35

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu
40

39476

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Thr

10

Asn

Phe

Gln

Asn

90

Glu

Ile

Thr
10

Asn

Phe

-25-

Gln Leu

Gly Ile

Lys Phe

Leu Glu

60

Ser Lys

Val Ile

Tyr Ala

Thr Phe

Gln Leu

Gly Ile

Lys Phe

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Ala

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

Gln Leu Glu His

15

Asn Asn Tyr Lys

30

Tyr Met Pro Lys

45



Lys Ala
50

Thr Glu Leu Lys His
55

Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn

65

70

Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser

85

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe

Thr Ile

Ile Arg
130

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

<220>
<223>

<400>

Ala Pro
1

Leu Asn

Asn Pro

Lys Ala

50

Pro Leu

65

Arg Pro

Lys Gly

Thr Ile

Ile Arg

100

Val Glu Phe Leu Asn
115 :

Thr Leu Thr

11

133

PRT

Trinh ty nhé&n tao
Ba&ng k¥ thuat tai tbd
11

Thr Ser Ser Ser Thr

Leu Asp Leu Gln Met
20

Asp Leu Thr Arg Met
35

Thr Glu Leu Lys His
' 55

Glu Glu Val Leu Asn
70

Arg Asp Leu Ile Ser
85

Ser Glu Thr Thr Phe
100

Val Glu Phe Leu Asn
115

Thr Leu Thr

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

39476

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Ile

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Ile

-26-

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Phe

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Phe

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Tyr

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Tyr

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Lys

Leu

Leu

Ala

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile



Trinh ty nhédn tao

Bidng k§ thuat tai td

130
<210> 12
<211> 133
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 12
Ala Pro Thr Ser
1
‘Leu Asn Leu Asp
20
Asn Pro Gln Leu
35
Lys Ala Thr Glu
50
Pro Leu Glu Glu
65
Arg Pro Arg Asp
Lys Gly Ser Glu
100
Thr Ile Val Glu
115
Ile Arg Thr Leu
130
<210> 13
<211> 133
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 13

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

nhén tao

Bi&ng k¢ thuat tai td

Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr

1

5

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met

20

Asn Pro Glu Leu Thr Arg Met

hop

Lys

Ile

Leu
40

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

39476

ADN

-Lys

Leu
25

Thr

Ala

Ile

Cys

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Thr
10
Asn

Phe

Cys

Asn

90

‘Glu
105

Ile

Thr
10

Asn

Phe

-27-

Gln Leu Gln Leu

Gly Ile Asn Asn
30

Lys Phe Tyr Met
45

Leu Glu Glu Glu
60

Ser Lys Asn Phe
75

Val Ile Val Leu

Tyr Ala Asp Glu
110

Thr Phe Ser Tyr
125

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala

Ile

Gln Leu Gln Leu Glu His

15

Gly Ile Asn Asn Tyr Lys

30

Lys Phe Tyr Met Pro Lys



Lys

Pro

65

Asp

Lys

Thr

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

115

Thr

14
133
PRT

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Trinh tu

Leu

Val

Val

85

Thr

Phe

Thr

Lys

Leu

70

Val

Thr

Leu

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

nhé&n tao

Bidng k¥ thuat tai tb

14

Ala Pro Thr

1

Leu

Asn

Lys

Pro

65

Asp

Lys

Thr

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Ile

Leu

Asp

Thr

Glu

Arg

Ser

Val
115

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Val

85

Thr

Phe

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Val

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His
55

Asn

Ser

Phe

Asn

40

Leu

Leu

Asn

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

39476

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

Cys

Gln

ASn

90

Glu

Ile

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

90

Glu

Ile

-28-

Leu
Ser
75

Val

Tyr

Thr

Gln

Lys
Leu
Ser
75

Val

Tyr

Thr

Glu

60

Lys

Phe

Ala

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Phe

Ala

Phe

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Ser
125

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Leu

His

Thr

Ser

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

Ser

Lys

Phe

80

Leu

Ala

His

Lys

Lys

Lys

Phe

80

Leu

Ala

Ile



Ile Ser Thr Leu Thr

Trinh ty nhé&n tao

Bidng k§ thuat tai tb

130
<210> 15
<211> 133
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 15
Ala Pro Thr Ser
1
Leu Leu Leu Asp
20
Asn Pro Gln Leu
35
Lys Ala Thr Glu
50
Pro Leu Glu Glu
65
Asp Pro Arg Asp
Lys Gly Ser Glu
100
Thr Ile Val Glu
115
Ile Ser Thr Leu
130
<210> 16
<211> 133
<212> PRT
<213> Trinh ty
<220>
<223>
<400> 16

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

Val

85

Thr

Phe

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Val

Thr

Leu

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

nhdn tao

Bing k¥ thuit tai td

Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr

1

5

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met

20

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

39476

ADN

Lys Thr
10

Leu Asn
25

Thr Phe

Gln Cys

Ala Gln

Ile Asn

90

Cys Glu
105

Trp Ile

ADN

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Leu

TIle

Phe

Glu

60

Lys

Phe

Ala

Phe

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

vVal

Asp

Ser
125

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Glu
15

Tyr
Pro
Leu
His
Glu
95

Thr

Ser

His

Lys

Lys

Lys

Phe

80

Leu

Ala

Ile

Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His

10

15

Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys

25

-20-

30



Asn Pro Glu Leu Thr Arg Met

35

Lys Ala Thr Glu Leu Lys His

50

55

Pro Leu Glu Glu Ala Leu Asn

65

Arg Pro

70

Arg Asp Leu Ile Ser
85

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe

Thr Ile

Ile Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

Ala Pro

-Leu Leu

Asn Pro

Lys Ala

50

Pro Leu

65

Arg Pro

Lys Gly

Thr Ile

100

Val Glu Phe Leu Asn
115

Thr Leu Thr

17

133

PRT

Trinh ty nhdn tao

Bing k¥ thuat tai td
17

Thr Ser Ser Ser Thr

Leu Asp Leu Gln Met
20

Asp Leu Thr Arg Met
35

Thr Glu Leu Lys His
55

Glu Glu Ala Leu Asn
70

Arg Asp Leu Ile Ser
85

Ser Glu Thr Thr Phe
100

Val Glu Phe Leu Asn

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg
120

hop

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Arg

39476

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

ADN

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

105

Trp

Phe

Cys

Pro

Asn

90

Glu

Ile

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn

90

Glu

Ile

-30-

Lys

Leu

Ser

75

Val

Phe
Glu
60

Lys

Ile

Tyr Ala

Thr

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

Val

Tyr

Thr

Phe

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Phe

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser
125

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

Val

Asp

Ser

Met

Glu

Phe

Leu

Glu
110

Gln S

Leu

Asn

30

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

110

Gln

Pro

Leu
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