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(57) Sang ché dé cap dén cac khang thé don dong gin két dic hiéu voi ho TRBVO cua thy
thé té bao T clia nguol. Sang ché con dé cap dén axit nucleic ma hoa khang thé néu trén
hodc manh gan két khang nguyén ciia né, vecto biéu hién, phuong phap tao ra khang thé
nay dung dé diéu tri cac bénh hoic réi loan c6 lién quan dén ho thy thé té bao T cua nguoi.
Sang ché con dé cap dén _phuong phap tao ra khang thé ¢ thé duoc st dung dé loai bo cac
té bao T mang thy thé té bao T ciia ho TRBVY, cu thé 1a dé diéu tri bénh viém dbt song
dang thap, bénh celiac, va cac bénh ung thu mau, trong sinh bénh hoc ma céac thy thé té bao
T ctia ho TRBVY ¢6 lién quan dén.
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Linh vue k§ thuat dwoce dé cap

Sang ché nay lién quan linh vyc cong nghé sinh hoc va y sinh, cu thé 13 dé
cap dén khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né, ciing nhu tng dung
ching. Cu thé hon, sang ché dé cap dén cac khang thé don dong gén két dic hiéu
v6i ho thu thé t& bao T clia ngudi. Sang ché con d& cap dén axit nucleic ma héa
khang thé néu trén hodc méanh gin két khang nguyén cua né, vecto biéu hién,
phwong phép tao ra khang thé nay ding dé diéu tri cac bénh hoic rdi loan lién quan

dén ho thy thé té bao T cua ngudi.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Trong qué trinh didu trj cic bénh tu mién & ngudi, cic dugc chit trén co so
khang thé khang lai cac chit trung gian ctia qua trinh viém chu yéu nhu TNF alpha,
IL1, IL6, IL17, IL23 dugc st dung (van der Heijde D et al., Ann Rheum Dis., thang
6 nam 2011; 70(6): 905-8, Baeten D, et al, N Engl J] Med., ngay 24 thang 12 nam
2015; 373(26): 2534-48). Cac khang thé don dong v6i phirc chét thu thé CD3 va
CD4, c6 dic tinh diéu bién mién dich, duoc sir dung trong céc thir nghiém 1am sang
dé diéu tri cac bénh tu mién (Kuhn C. and Weiner L., Immunotherapy, thang 7 ndm
2016; 8(8):889-906; Helling B. et al., Immunology and Cell Biology, thang 4 nam
2015; 93(4):396-405; Konig M. et al., Front Immunol, ngay 25 thang 1 nam 2016;
7:11). Tuy nhién, da chung minh duogc réng vi€c st dung cac dugc chét nay, mac
di din dén 1am giam mutrc d6 viém nhung khéng 1am ngimg sy phat trién ciia bénh
va khong tic dung truc tiép dén nguyén nhan giy bénh, nghia 13 c4c té bao lymphd
T tu phan Gng (Haroon N et al., Arthritis Rheum., thadng 10 ndm 2013; 65(10):
2645-54., Duarte J. et al., PloS One, ngay 10 thang 5 nam 2010; 5(5): e10558;
Konig M. et al., Front Immunol, ngay 25 thang 1 ndm 2016; 7:11).

Mac du cé su thanh cong trong viéc diéu tri triéu ching cda bénh viém dbt
song dang thép (ankylosing spondylitis: AS, bénh Bekhterev) bang cach st dung

céc khang thé don dong, vin chua cé dugc chit hitu hiéu cho phép tc ché chon loc
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va trong thoi gian dai dbi voi dap tmg tw min va 1am ngimg sy tién trién cta bénh
AS. Do d6, nhiém vu cip bach 13 tao ra khang thé cho phép loai bé cac dong té bao
lymph6 T tu phan tmg cta co thé bénh nhan, sy xuat hién ctia né c6 lién quan dén
su phat trién cia bénh.

D3 biét ring su tuong tac giita thu thé té bao T (T cell receptor: TCR) nhan
biét khang nguyén va cic protein cla phiic hop twong thich mé chinh (main
histocompatibility complex: MHC, HLA), 1a cac peptit dugc xtr Iy cua cac protein
trong t& bao hodc cc protein ciia cic sinh vat gdy bénh trén bé mit clia nd, dong
vai trd quan trong trong sy xuit hién ciia cac dong té bao lymphd T tu phan tng.
Nhiéu bénh ty mién cé lién quan v6i sy c6 mat cua bién thé gen HLA cu thé &
ngudi. Vi dy, alen HLA-B27 c6 lién quan dén bénh AS, bénh viém khép phan tng,
va bénh Crohn. Nguy co phat trién cic bénh tu mién & cac thé mang clia mot s6
bién thé alen HLA c6 thé dugc giai thich bdi sy biéu hién wu tién boi cac alen ctia
mdt sb peptit ndy 1 cac ty khang nguyén, dap tng mién dich khang lai n6 giy ra su
phét trién ctia bénh tw midn. Mot trong sb cac co ché c6 thé cé dé khoi mio phan
tmg ty mién 13 sy biéu hién béi cic phan tir twong thich mo cla peptit tir cac
protein c6 ngudn gde tir vi khuén hodc virut twong dong véi peptit ctia chinh sinh
vét ndy, didu ndy c6 thé dn dén dap ing mién dich khang lai khang nguyén ban
than do kha nang phan tng chéo.

Nhu d3 biét trong linh vuc ndy, trinh tu ctia thu thé t€ bao T (TCR) 12 ddu 4n
cho phép nhén biét dong té bao lymphd T lién quan dén sinh bénh hoc ctia bénh tur
mién. V& mit cu tric, cic cAu tric dudi phan tir cua thy thé té bao T 13 thanh vién
cta ho chung globulin mién dich va duoc tao ra tir vai manh gen. Cac ving bién dbi
ciia TCR tao thanh vi tri gin két khang nguyén cia TCR. Piéu nay cé nghia 1a
chiing dic hiéu dong, nghia 13 khac vdi cac té bao lymphd T vé su dap tng véi cac
khang nguyén khac biét.

Lién quan dén tinh twong ddng axit amin clia cic manh gen bién déi (V)
trong mién bién ddi cua TCR, cic thu thé té bao T duoc chia thanh cic ho khéc
nhau. Theo danh phap IMGT, chudi beta dugc phan biét thanh 26 ho khac biét, va
chudi alpha dugc phan biét thanh 41 ho (Turner SJ et al., Nature Reviews
Immunology 2006, V.6, 883—894). Pé x4c dinh ho chudi cia TCR, c6 thé str dung
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nhiéu phuong phap déng thing hang trinh tu clia axit amin thtr nghiém va céc trinh
tw chudi ciia TCR d biét, thong tin v& phuong phép ndy dugc tém tit trong co s&
dir liéu IMGT ("The international ImMunoGeneTics information system", Lefranc
M-P., Nucl Acids Res 2001; 29:207-209) cé san trén internet & trang web

http://www.imgt.org. Multiple alienment and determination of TCR chain family

can be performed using IgBlast software package.

Bién thé lién tmg cua cAc thu thé TCR tu mién & cdc bénh nhan mic bénh
AS d3 duwoc m6 ta, da ching minh dugc ré“mg nd c¢6 mat trong dich hoat dich va
mau ngoai vi clia cac bénh nhan mic bénh AS va khong c6 mdt & cung do sau khi
phan tich & ngudi cho khde manh, bét ké trang thai alen HLA*B27 cua ho (Faham
M. et al., Arthritis Rheumatol. 2017; 69(4):774-784; Komech E et al. 12th EJI-
EFIS Tatra Immunology Conference; ngay 3-7 thang 9 ndm 2016; Strbske Pleso,
Slovakia. Abstract book p. 39). C4c thu thé TCR nay 13 thanh vién ctia ho TRBV9
(theo danh phap IMGT).

D3 ching minh duoc rang cic thy thé té bio T mang cac chudi beta ciia ho
TRBV9 ciling c6 li€n quan dén su phat trién cta bénh ty mién nhu bénh celiac
(Petersen J et al., J Immunol. 2015; 194(12): 6112-22). Ngoai ra, chiing dugc phat
hién trén bé mat cia cac té bao T bi 4c tinh héa trong u lymphd té bao T va bénh
bach ciu té bao T, bao gdm ca u lymphd té bao T do virut Epstein-Barr giy ra
(EBV) (Toyabe S et al., Clin Exp Immunol. 2003; 134(1): 92-97).

Céc chit twong tu gin nhét clia sang ché 13 cac khang thé don dong W112 va
2D1 v6i cac ving chudi beta ctia mién bién ddi cta thu thé t€ bao T clia nguoi,
ching thudc v& ho TRBV5-3 TRBVS-1, duoc mod ta trong don sang ché (Cong bd
don qudc té s6 W09006758) 1am cong cu dé chan doan va didu tri bénh viém da
khép dang thdp. Cac khang thé don dong niy nhan biét tir 0,3 dén 5% té bao
lymphd T ngoai vi mang TRBVS5-3 va tr 0,5 dén 13% té bao lymphd T ngoai vi
mang TRBVS-1, tvong tng. Két qua ctia nhiéu nghién ctru di chting minh su lién
quan ciia cac té bao lymphd T trong sinh bénh hoc ciia bénh viém da khép dang
thdp din dén viéc st dung cic khang thé don dong dic hiéu véi cac ving chubi
beta ctia thu thé T. Cu thé, s liéu cua Brennan va cac dong tac gia, Clin Exp

Immunol., thAng 9 nam 1988; 73(3): 417-423 dd chuing minh ty 1& % té bao
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lymphé T mang TRBVS va TRBVS ting 1én trong c4c mau hoat dich cia bénh
nhan méc bénh viém da khép dang thip so v6i nguoi cho khoe manh.

Ngoai ra, Céng bd don qudc té s6 W09405801 mé ta cac khang thé don
dong dung dé chin doan va diéu tri bénh viém da khép dang thdp tuong tac véi
epitop clia ving bién d6i VB3.1 cua thu thé té bao T ciia ngudi, thu thé ndy tuong
tac voi phan ho TCR V(beta)3.1.

Nhuoc diém chinh ciia cac phwong phép diéu tri bénh viém da khép dang
thip dwgc mo ta trong cac Cong bd don qudc té s6 W09405801 va W0O9006758 13
khéng c6 biang ching thuyét phuc vé su lién quan giita sinh bénh hoc va ho cu thé
ctia manh bién dbi chudi beta.

Cac khang thé don dong nhin biét dac hidu chudi beta cua ho thi 13 cua
chudt TRC ciing d3 duoc mé ta. Cac mo hinh dong vat d3 chimg minh ring, véi su
tro giup cua cac khang thé nay, c6 thé loai bé quin thé nhé cia cac té bao T theo
cach phong ngira, thu thé T gdm chudi beta VB13 (cac té bao T VBI13+), va da
chimg minh dwoc ring phwong phap niy bao vé ddi v6i su phat trién cta bénh dai
thao dudng typ I & chudt clia dong d& mac bénh dai thao dudng typ I, va cling 1am
giam dang ké nguy co clia sy phat trién bénh dai thao duong do virut gay ra (Zhijun
Liu et al., Diabetes., thang 5 nim 2012; 61(5): 1160—1168.). Pdng thoi, su can kiét
cac té bao T, thu thé T cta né chira ho chudi beta khac biét (VB16), khong khac
biét voi két qua thu duge tir nhém dbi ching. Didu quan trong can luu ¥ 13 ngay ca
khi st dung 1an dau, khang thé don dong khang VB13 van lam giam 60% sb luong
té bao T VB13+ & 1ach chudt.

T4t ca cac chét twong ty dd mo ta déu khéng gin két véi thu thé TCR thude
vé ho TRBVY, va khong thich hop dé diéu tri bénh AS va cic bénh khac cé lién
quan dén thu thé TCR thudc vé ho TRBVY.

Céc khang thé don dong thich hop dé loai bé cac té bao T mang thu thé TCR
ctia ho TRBVY, khang thé nay cé thé dugc sir dung dé diéu tri bénh AS va bénh

celiac, van chua dugc mo ta.

Ban chét ky thuit cia sang ché

Sang che d€ cdp deén viéc tao ra cac khang thé cé thé dugce sir dung dé loai
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b6 té bao T mang céc thu thé TCR ctia ho TRBVY, cu thé 13 dung dé diu tri bénh
AS, bénh celiac va cac bénh v& mau 4c tinh, sinh bénh hoc cta cic bénh lién quan
dén thu thé TCR cta ho TRBVO.

Sang ché dé cap dén khang thé don dong va manh gin két khang nguyén cia
n6 c6 kha nang gin két dac hiéu véi ving chudi beta cia ho TRBVY cua thu thé té
bao T clia nguoi. Cac khang thé theo sang ché cé thé duoc sir dung 1am thubc dé
diéu tri bénh ty mién va cic bénh Iy ung thu , sinh bénh hoc cta cac bénh lién quan
dén thy thé TCR thudc vé ho TRBVY, vi du, bénh AS, bénh celiac va mét s6 bénh u
lympho t& bao T va bénh bach cau té bao T.

Céc khang thé va manh gin két khang nguyén theo sang ché khéc biét & chd

1) mién bién d6i chudi ning (VH) ctia né chira 3 vung siéu bién, HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong d6

HCDR 1 (theo cach danh sé Kabat) cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1;

HCDR 2 c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

HCDR 3 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhoém gém cac trinh tuy SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6;

2) mién bién dbi chudi nhe (VL) ctia né chira 3 ving siéu bién, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, trong d6:

LCDR 1 ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7;

LCDR 2 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: §;

LCDR 3 ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Trir khi c6 quy dinh cu thé theo cach khic, cach danh sd Kabat da biét 5
duoc sir dung & day dé xac dinh ving CDR ctia khang thé.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé thé kham, khang thé duoc
1am cho gibng véi cia ngudi hodc khang thé cua ngudi. Theo mot sé phuong 4n,
cac khang thé ciia sang ché chira cac ving 6n dinh va thanh phan ciu tric giéng véi
ctia ngudi, nhung c¢6 mién bién d6i giéng véi clia chudt.

Theo mdt s§ phuwong an, mién bién d6i chudi nhe ciia khang thé c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 11, va mién bién dbi chudi ning cua khang thé

theo sang ché cé trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gdm cac trinh tw SEQ ID
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NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19.

Sang ché con dé xuét khang thé c6 trinh tu axit amin ctia mién bién dbi
chudi nhe gan nhu giéng (vi du, tinh ddng nhat it nhit 90%) vé6i trinh ty dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11.

Sang ché con dé xuét khang thé c6 trinh tu axit amin cia mién bién dbi
chudi ning gan nhu gidng (vi du, tinh ddng nhét it nhit 90%) véi trinh tu duogc
chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 19.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé ciia sang ché chira chudi nhe c6 trinh tu
axit amin gan nhw gidng véi trinh ty SEQ ID NO: 29, va chudi ning c6 trinh tr axit
amin gan nhu gidng véi trinh ty dugc chon tir nhém gdm cac trinh tu SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé don dong cua sang ché 1a khang thé IgG
ctia ngudi c6 chiéu dai ddy du, vi du, IgG1 hoic IgG2 hoic IgG3 hodc IgG4.

Sang ché ciing dé xuét axit nucleic mi héa cic mién bién ddi ctia chudi ning
va chudi nhe khang thé theo sang ché, axit nucleic mi héa chudi ning va chudi nhe
ctia cac khang thé theo sang ché va cac manh chirc ning clia chiing.

Sang ché cling dé xuat cat xét biéu hién va vecto biéu hién chira axit nucleic
clia sng ché va cac yéu td didu hoa can thiét dé biéu hién axit nucleic & té bao chu
duoc chon. Vecto hodc cat xét biéu hién nay cé thé c6 mat trong té bao chu dudi
dang yéu t& ngoai nhidm sic thé hodc dugc dinh gin viao hé gen té bao nhd viée
dua (bang cach chuyén nhidm) cat xét biéu hién hodc vecto néu trén vao té bao.

Ngoai ra, sang ché d& xuit cac té bao va dong t& bao 6n dinh chira cac axit
nucleic, vecto hodic cat xét biéu hién clia sang ché, va phuong phap tao ra ching.

Sang ché cling d& xudt phwong phap tao ra khang thé néu trén hoic manh
gan két khang nguyén clia n6, bao gdm budc nudi cy té bao chi néu trén trong
moi truong nudi ciy trong cac diéu kién dam béo sy tao ra khang thé néu trén. Theo
mdt s phuong an, phuong phap nay bao gdbm budc phan 1ap va tinh ché khang thé
tao thanh sau do.

Sang ché ciing dé xuit duoc phim ding dé phong ngira hoic didu tri bénh

hoic rbi loan do ving chudi beta ctia ho TRBV9 ciia thu thé té bao T ctia nguoi 1am
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trung gian gy ra, trong d6 duoc phim nay chira khang thé néu trén hoic manh gin
két khang nguyén cta né két hop véi mot hodc nhidu ta duge duge dung.

Theo mdt trong sb cic phuong 4n, dwoc phim dung dé phong nglra hoic
diéu tri bénh hodc r6i loan dugc chon tir nhém: bénh viém dbt séng dang thép, bénh
celiac, bénh bach ciu té bao T, u lympho té bao T.

Séng ché ciing d& xuét t& hop dugc phdm ding dé phong ngira hodc diédu tri
bénh hoic ri loan do thu thé té bao T cua nguoi mang chudi beta ctia ho TRBV9
lam trung gian gy ra, trong d6 td hop nay chira khang thé néu trén hozic manh gin
két khang nguyén ctia né va it nhdt mot hop chét c6 hoat tinh diéu tri khac.

Theo mot trong sb cac phuong 4n, t6 hop duoc phim ding dé phong nglra
hodc diéu tri bénh hodc rdi loan dugc chon tir nhém: bénh viém dbt séng dang thép,
bénh Celiac, bénh bach cau té bao T, u lymphé té bao T.

Theo mdt phwong 4n, tb hop dugc phdm chira hop chit cé hoat tinh didu tri
khac dugc chon tir hop chét phan tir nho, khang thé hodc cac hormon steroit, nhu
corticosteroit.

Sang ché ciing mé ta phuong phap trc ché hoat tinh sinh hoc cta thu thé té
bao T, chudi beta thudc vé ho TRBVY, & dbi tugng cin duoc tc ché hoat tinh nay,
phwong phap nay bao gém budc cho dbi twong sir dung lwong hitu hiéu cua khang
thé néu trén hoic manh gin két khang nguyén ctia né.

Sang ché ciing mé ta phuong phép diéu tri bénh hodc rdi loan do thu thé té
bao T ctia ngudi mang chudi beta ciia ho TRBVY 1am trung gian gy ra, bao gdm
budc cho dbi twong can diu tri st dung khang thé néu trén hoic manh gan két
khéng nguyén ctia né hodc duoc phdm néu trén, véi lwong cé hidu qua didu tri.

Theo mét trong s cac phuong 4n ciia phuong phap diéu tri bénh hodc rdi
loan, bénh hoic rdi loan nay dugc chon tir nhdm gém: bénh viém dbt séng dang
thép, bénh celiac, bénh bach cau té bao T, u lympho té bao T.

Sang ché ciing mé ta viéc sir dung khang thé néu trén hodc manh gin két
khéng nguyén ctia né hoic dwoc pham néu trén dé didu tri cho d6i twong can didu
tri bénh hodc rdi loan do thu thé té bao T cua ngudi mang chudi beta ctia ho
TRBVOY lam trung gian gay ra.

Theo mét trong sb cac phuong an vé viéc str dung, bénh duoc chon tlir nhém
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bao g@)m: bénh viém dbt séng dang thép, bénh celiac, bénh bach cdu té bao T, u
lymphé té bao T.

Giai phéap k¥ thuét ciia sang ché tao ra cac khang thé méi, gin két dic hiéu
v6i cac thu th TCR, chudi beta thudc v& ho TRBVY, va cé thé duoc st dung dé
didu tri bénh tw mién va bénh 1y ung thu , sinh bénh hoc clia cac bénh lién quan dén
thu thé TCR, chudi beta thudc vé ho TRBV9. Ngoai ra, giai phap k§ thuit ndy lam
gia tang hiéu qua cia viéc diéu tri bénh AS va/hodc bénh celiac, su gia tdng nay dat
duoc b.%lng cach tao ra cac khang thé c6 kha nang tac dung truc tiép 1én cac té bao

lympho T tu mién, va dé dat duoc su thuyén gidm kéo dai dbi v6i bénh AS.

M ta vin tit cdc hinh vé

Céc hinh vé& tir Fig.1 dén Fig.4 thé hién biéu dd phan bé hai thong s ciia cac
t€ bao phan doan méau don nhan bing cach sir dung khang thé don dong khang CD3
(truc tung) duoc danh diu bing eFluor 405 va cic khang thé don dong khéang
TRBVY (truc hoanh) dugc dénh diu biang FITC: khang thé khang TRBVY-1
(Fig.1), khang thé khang TRBV9-2 (Fig.2), khang thé khang TRBV9-3 (Fig.3),
khéng thé khang TRBV9-4 (Fig.4). Mbi bién thé cua khang thé don dong khang
TRBVY duoc st dung véi hai ndng do: 270ng (dd thi phia trén) hodc 27ng (dd thi
phia du6i) cho mdi thir nghiém. Hinh chit nhit nho thé hién quin thé cu thé cia
CD3+TRBV9+.

Fig.5 thé hién biéu db phan bd hai thong sb clia cac té bao phan doan mau don
nhén bing cach st dung khang thé don dong khang CD3 (truc tung) dugc danh diu
bang eFluor 405 va cac khang thé don dong khang TRBV9 (truc hoanh) dugc danh
diu bang FITC theo thir nghiém doc tinh t& bao:  véi khang thé khang TRBV9-2

(thtr nghiém) va Remicade (d6i ching).

M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché @& cap dén céc khang thé don dong duoc phan 1ap va cic manh
chirc ning cta ching cé kha ning gin két dic hiéu véi ving chudi beta cia ho
TRBVY ciia thu thé t& bao T ctia ngudi. Sang ché ciing dé cap dén axit nucleic ma

héa cac khang thé ctia sang ché va cac manh cta chung, cit xét bi€u hién va vecto
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biéu hién chira axit nucleic cia sang ché va cac yéu t6 didu hoa cin thiét dé biéu
hién axit nucleic & t& bao chu dugce chon. Ngoai ra, sang ché @ xuit cac t& bao va
dong t€ bao 6n dinh chira cc axit nucleic, vecto hodc cat xét biéu hién cua sang
ché. Sang ché con @& xuit phuwong phap tao ra khang thé don dong hodc méanh chirc
ning ctia nd, duoc pham va td hop duge phdm chira lwong hitu hiéu ctia khang thé
theo sang ché két hop v6i mot hodc nhidu ta dwoc, chét pha loding hodc chit mang
duoc dung, va phuong phap chan doan va diéu tri bénh AS va cac bénh khac bing

cach st dung khang thé cia sang ché.

Céac dinh nghia

Sang ché s& duoc hidu d& dang hon vé&i dinh nghia ctia mot sd thuat ngir co
ban.

Cin hiéu rang cic nguyén liéu va phuong phap duoc dé xuit & day khong
chi giéi han & cac ché phidm va cac budc clia phwong phép cu thé, do cic nguyén
lidu v phuong phap nay c6 thé thay ddi. Cin phai luu ¥ ring khi dugc sir dung
trong ban md ta nay va trong phin yéu cdu bao hd kém theo, cac dang sb it bao
gdm ca nghia s6 nhiéu tuong tng, néu ngit canh khong chi r5 theo cach khac.

Thuat ngit "thy thé té bao T" clia nguoi, cling dugc goi 1a "TCR", "thy thé
T", 13 phitc chét protein di dime dugc tim thiy trén bé mit cta té bao lymphd T.
Thuy thé nay chi ¢ mit trén cac té bao lymphd T. Chirc nang chinh ctia thy thé TCR
13 dé nhan biét dic hiéu cac khang nguyén da xir Iy duoc gin két voi cac phan tir
cta phuc hop tuong thich mé chinh (HLA).

Thu thé TCR ciia ngudi gdm hai cdu tric dudi phan tir, chudi o va chudi
beta, hodc chudi y va chudi 3, dugc lién két bang lién két disulfua va dugc gén trén
mang té bao. Mdi chudi trong sb cac chudi TCR c6 mién bién ddi (V) & dau tin
cing N, mién lién két, va mién 6n dinh (C) duogc lién két voi mién xuyén mang dé
gin két thu thé trong mang sinh chit cia té bao lymphd T. Chiéu dai mién 6n dinh
ctia cac chudi alpha va beta 1an luot 13 91 va 129 axit amin. Chiéu dai mién lién két
va mién xuyén mang cta chudi alpha 13 30 va 17 gbc axit amin (amino acit residue:
AAR), va chibu dai cta chudi beta 13 21 va 22 gbc AAR. Chidu dai ciia cic mién

bién dbi cia thy thé T nim trong khoang tir 104 dén 125 gbc AAR.
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Ty 18 nho céc té bao lymphé T c6 thu thé typ y/6. Ching duogc sép xép twong
tu v6i céac thu thé o/ B, nhung khéc biét vé chu tric bac mot cua ching va c6 mét sb
dic tinh chirc ning. Ching cé tinh bién di thip hon nhiéu (tinh dic hidu dong gidi
han), chiing nhan biét cic khang nguyén trong phirc chit cé cac phan t trinh dién
khang nguyén (khong phai MHC) "khéng cd dién" hodc thdm chi cic khang
nguyén tu do.

Céac thy thé T phan tmg véi phic hop MHC/khdng nguyén qua siu ving
quyét dinh tinh bd trg ciia n6 (cac ving CDR): ba ving chudi alpha va ba ving
chudi beta. Cac ving CDR nay l1a cac ving siéu bién, cdc vong clia mién bién dbi
ctia thy thé té bao T, 1a Valfa va Vbeta.

Céc thuit ngtt "TRBV9" hodc "ho TRBVI" dé chi ho thr chin cua cac chudi
beta ctia thu thé té bao T, nhu dugc phan biét theo danh phap IMGT, khac biét &
chd, trinh tu axit amin cta mién bién dbi ctia né chta cic motif dic biét ciia ving
CDRI1 (c6 trinh ty axit amin 1a S-G-D-L-S) va CDR2 (c6 trinh ty axit amin 1a Y-Y-
N-G-E-E). Thuét ngit "thu thé TCR cia ho TRBV9" dé chi thy thé té bao T, chudi
beta thudc vé& ho TRBVY.

Thuét ngft "bénh hoc" lién quan dén céc té bao lymphd T hoic thu thé TCR
c6 nghia 12 thy thé TCR nay hoic té bao lympho T mang thu thé TCR c6 lién quan
dén bénh hoic bénh 1y va/hodc gy ra bénh va/hodc gop phén vao su phat trién cia
bénh.

Thuat ngft "tw mién" lién quan dén thy thé TCR c6 nghia 13 thu thé TCR nay
c6 lién quan dén su phat trién cta bénh ty mién.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuit ngit "khang thé" dugc du dinh
@& chi phan tir globulin mién dich gdm bén chudi polypeptit (hai chudi ning (H) va
hai chudi nhe (L)) dugc lién két bing cac lién két disulfua. Cac chudi nhe duoc
phan loai thanh chudi kappa hoic lambda. C4c chudi ning duogc phan loai thanh
chudi gama, mu, alfa, delta hodc epsilon; ching quyét dinh isotyp ctia khang thé
nhu IgG, IgM, IgA, IgD va IgE twong ung, va mdt s6 chudi trong s6 ching c6 thé
dwoc phan loai tiép thanh cac phan nhém (isotyp), vi du, IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4,
IgAl va IgA2. Mbi typ chudi ning dugc dic trung béi ving dn dinh cu thé.

MBbi chudi ning bao gém ving bién doi chudi ning (duoc viét tit & day 1a
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HCVR hogc VH) va ving én dinh chudi nang. Ving 6n dinh cta chudi ning bao
gdm ba mién, CH1, CH2, v CH3. Mdi chudi nhe bao gém ving bién dbi chudi nhe
(duoc viét tit & day 1a LCVR hodic VL) va ving 6n dinh chudi nhe. Ving én dinh
chudi nhe chira mot mién CL. Cac ving VH va VL c¢6 thé dugc chia nho tiép thanh
cac ving siéu bién, dugc goi 1a ving quyét tinh tinh bd trg (cdmplementarity
determining region: CDR), dugc bao quanh béi cac ving dugc bao toan hon, dugc
goi 13 ving khung (framework region: FR). Mi ving VH va VL gdm ba ving
CDR va bdn ving FR, dugc sip xép tir dau tdn cing amino dén diu tin cing
carboxy theo thtr tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.

Trong don sang ché ndy, 3 ving CDR cta chudi ning duoc goi 13 "CDRHI,
CDRH2 va CDRH3", trong khi 3 ving CDR ctia chudi nhe duoc goi 1a "CDRLI,
CDRL2 va CDRL3". C4c ving CDR chira phan 16n cac gbc twong tac dic hidu voi
khang nguyén. Cic gbc CDR-amino trong ving HCVR va LCVR cia khang thé
theo sang ché duoc danh sé va sép xép vi tri theo cach danh sb Kabat di dugc biét
1, trir khi duoc chi rd theo cach khac. Sang ché bao gdm cic m3 chir céi thong
thuong dbi véi cac axit amin, trir khi duoc chi 18 theo cach khac.

Céc thuit ngir "khang thé khang TRBV9", "khang thé v6i TRBV9", "khang
thé gin két dic hiéu v6i chudi beta cia ho TRBV9" va "khang thé khang chudi beta
ctia ho TRBV9" dugc st dung thay thé 13n nhau trong ngit canh cia don sang ché
nay va dé chi khang thé gin két dic hidu véi epitop ctia chudi-beta ctia ho TRBV9
ctia thy thé té bao T ctia ngudi.

Céc thuét ngit "khang thé" va "khang thé don dong" theo muc dich cta don
sang ché nay dé chi khang thé don dong khang lai thu thé TCR cia ho TRBV9. Khi
duoc str dung trong ban mé ta ndy, thut ngit "khang thé don dong" dé chi khang
thé ctia b6 Gam nhim, dong vat linh truéng hodc ho lac da Camelidae, tot hon 13 dé
chi khang thé cia chudt, khi macaca, lac da hodc lac da khong budu, khang thé thé
kham, khang thé duoc 1am cho gidng vé6i ciia ngudi hodc khang thé cua ngudi cd
chiéu dai déy du, trir khi dugce chi 16 theo cach khac.

Céc vung bién @i ctia mdi cap chudi nhe/chudi ning tao thanh vi tri gan két
khang nguyén cuia khang thé. Khi dugc sir dung trong don sang ché nay, thuat ngit

"phan gin ket khang nguyén", hodc "vung gin ket khang nguyén", hodc "mién gin
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két khang nguyén" hodc "vi tri gin két khang nguyén" dugc sir dung thay thé 13n
nhau d& chi phin ciia phan tir khang thé chira cac gbc axit amin tuong tic véi khang
nguyén va tao ra tinh dic hidu va i luc cta khang thé lién quan dén khang nguyén
nay. Phén ctia khang thé nay bao gdm cac gbc axit amin "khung" can thiét dé duy
trl cAu dang thich hop cta cac gbc gin két khang nguyén.

Khi dugce st dung trong ban mo ta nay, thudt ngt "khang thé cta nguoi" dé
chi khang thé trong d6 cac trinh ty ctia mién bién dbi va mién 6n dinh c6 ngudn gbc
tir c4c trinh tr ciia nguodi. Cac khang thé cta ngudi theo sang ché ¢ thé bao gdm
céc gbc axit amin khong 13 gbc dién hinh ctia ngudi (vi du, cac dot bién dugc tao ra
bing phuong phap gy dot bién dac hidu vi tri hodc khong duge dinh huéng in vitro
hodc dot bién soma in vivo), vi du, trong vung CDR, va cu thé 13 trong vung CDR3.

Thuét ngtr "khang thé dugc 1am cho gidng véi clia ngudi”, khi duge st dung
lién quan dén khang thé, dé chi cac khang thé dugc dic trung béi sy ¢6 mit clia cac
vang dn dinh va thanh phan ciu tric gidng véi ciia ngudi, nhung cé cic ving quyét
dinh tinh b8 trg (CDR) dién hinh ciia globulin mién dich c6 ngudn goc khac, hosc
c4c manh tuong tmg cia khang thé duogc cai bién.

Thuét ngit "thé kham" lién quan dén khang thé ciia sang ché dugc ding dé
chi khang thé duoc dic trung béi cac ving 6n dinh gidng véi clia ngudi nhung co
c4c ving bién dbi c6 ngudn gbe khac. Trong cac khang thé ndy, cac mién bién ddi
cta chudi nhe va/hodc chudi ning khong cé ngudn gbe tir ngudi (vi du, c6 ngudn
gbc tir chudt) dugc lién két khi hoat dong v&i mién 6n dinh cta cac chudi twong
ng c6 ngudn gbe tir nguoi.

Thuéat ngtt "duoc lién két khi hoat dong" hodc thudt ngt tuong tu, khi dugce
sir dung dé mé ta khang thé, dé chi cac trinh tw polypeptit & vi tri vé mit vat 1y
(cong hoéa tri, néu khéng duoc chi rd theo cach khac) va mdi lién quan v& mit chirc
nang v4i nhau. Theo cic phuong an dugc uvu tién nhét, cac chirc ning ctia thanh
phin polypeptit ctia phan tir thé kham khong bi thay d6i so v6i cac dic tinh chic
nang cua thanh phin polypeptit duoc phan 1ap. Thuat ngit "dugc lién két khi hoat
dong" hodc thuat ngit tuwong tu, khi dugc st dung dé mo ta céc axit nucleic, ¢
nghia 13 c4c axit nucleic nay duogc lién két cong hoéa tri sao cho cac khung doc va

codon két thuc khoéng cé mat & cac diém ma chung dugc lién két. Nhu ngudi co
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hidu biét trung binh trong linh vuc niy d3 biét, cac trinh tu nucleotit ma hoéa protein
th8 kham chta cac thanh phdn "dwoc lién két khi hoat déng" (cic protein,
polypeptit, trinh ty ctia nhém lién két, mién protein, v.v.) gdm cac manh m3 héa
c4c thanh phin néu trén, trong d6 cac méanh nay dugc lién két cong héa tri sao cho
protein thé kham cé chiéu dai day du, vi du, khang thé thé kham theo sang ché,
dugc tao ra trong khi dich ma va phién ma trinh ty nucleotit.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "dugc phan 14p" hodc "co
ngudn gbc" c6 nghia 13 phan tir hodc t& bao c6 mit trong mdi trudng khac véi modi
truomg trong d6 phan tir hoic t& bao nay ton tai trong tu nhién.

Theo c4c phuong 4n dwoc wu tién, khang thé ciia sang ché 13 khang thé t4i t6
hop, nghia 13 duoc tao ra bang cach sir dung k¥ thuat ADN tai t6 hop. Khi duogc sir
dung trong ban moé t4 nay, thuat nglt "khang thé tai td hop", bao gbm tit ca cac
khang thé duoc diéu ché, biéu hién, tao ra hoic phan 1ap bang phuong phép ti tb
hop, nhu khang thé dwoc biéu hién bang cach st dung vecto biéu hién tai t6 hop
dwa vao té bao chu, khang thé duoc phéan 14p tir thu vién khang thé cla ngudi t6
hop, t4i tb hop, khang thé dwoc phan 14p tir dong vat 13 dong vat chuyén gen d6i voi
cac gen globulin mién dich ctia ngudi (vi du, xem tai liéu: Taylor L.D. et al. (1992)
Nucl. Acids Res. 20:6287-6295). Theo mot sé phuong an, khang thé tai to hop ciia
nguoi duge dot bién in vitro (hoac, khi d@ng vat chuyén gen dbi véi cac trinh tu Ig
ctia ngudi dugce st dung, phuong phap dot bién soma in vivo) va do d6 céc trinh tu
axit amin cia ving VH va VL cta khang thé tai t6 hop 13 cac trinh trr ma trong khi
c6 ngudn gdc tir va lién quan dén céc trinh tu ving VH va VL dong mim cla
ngudi, c6 thé khong ton tai trong ti nhién trong danh muc dong mam khang thé cta
nguoi in vivo.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "gén két dac hiéu" duogc
du dinh dé chi truong hop trong d6 mot thanh vién cta cip gan két dic hiéu khong
gin két dang k& véi cac phan tir khong 13 (cac) ddi tac gin két dic higu cia no.
Thuét nglt niy ciing c6 thé st dung, vi du, khi mién gén}ké't khang nguyén cua
khéng thé theo sang ché dic hidu véi epitop cu thé dugc mang bdi mot s6 khang
nguyén; trong truong hop ndy, khang thé dic hidu chira mién gén két khang nguyén

s& c6 kha nang gan két dac hi€u voi cac khang nguyén khic nhau mang epitop.
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Theo d6, khang thé don dong cua sang ché gin két dic hidu véi epitop cta chudi-
beta ctia ho TRBV9 cuia thu thé t& bao T ciia ngudi, trong khi né khong gin két dic
hiéu véi chudi-beta cia thu thé TCR cua cac ho khac va chudi alpha cua thu thé
TCR.

Thuat ngit "epitop" dé chi phan ciia phan tir c6 kha ning dugc nhan biét va
gin két boi khang thé & mot hodc nhiéu ving gin két khang nguyén ctia khang thé.
Céc epitop thudng gdm nhém céc phan tr ma bé mit c6 hoat tinh héa hoc nhu cac
axit amin hodc mach bén ciia dudng va cé cac dic tinh cdu tric ba chiéu cy thé
cling nhu cac dic tinh dién tich cu thé.

Khi dugc st dung trong don sang ché nay, thuit ngir "epitop", ngodi cic
nghia khac, d& chi manh polypeptit, c6 hoat tinh khdng nguyén vi/hodc gdy mién
dich & dong vat, ot hon 14 & dong vat c6 v, vi dy, chuodt, chudt nhét hodc nguoi.
Khi dugc st dung trong ban mé t4 nay, thuit ngit "epitop khang nguyén" la manh
polypeptit c6 thé gin két dic hiéu véi khang thé va c6 thé dugc phat hién bang k¥
thuat bat ky da duogc biét 15 trong linh vuc nay, vi du, béng thtr nghiém mién dich
tiéu chudn. C4c epitop khang nguyén khéng nhit thiét phai gay mién dich, tuy
nhién, ching c6 thé gay mién dich. Khi duoc sit dung trong ban md ta nay, thuat
ngit "epitop gdy mién dich" dugc dinh nghia 1 manh polypeptit kich thich su dap
g ctia khang thé & dong vat, khi duoc xac dinh bang phuong phap bét ky di biét
trong linh vuc ndy. "Epitop khong tuyén tinh" hodc "epitop cdu dang" bao gdm céc
polypeptit (hodc axit amin) khong lién ké trong protein khang nguyén gin két véi
khéng thé dic hiéu epitop.

Thuét ngt "dédc tinh sinh hoc" hodc "ddc diém sinh hoc", hodc cac thuat ngit
"hoat tinh" hodc "hoat tinh sinh hoc" lién quan dén khang thé hodc cac manh chirc
ning ctia né theo sang ché duoc st dung thay thé 1an nhau trong don sang ché nay
va bao gdm, nhung khéng chi gii han &, 4i Iuc va tinh dic hiéu cia epitop/khang
nguyén, kha ning 1am trung hoa hodc ddi khang hoat tinh cia TCR bao gbm ca
chudi beta thudc vé ho TRBV9.

Céac dic tinh hodc dic diém sinh hoc c¢6 thé nhan biét khac cua khang thé
bao gdm, vi du, kha ning phan @ng chéo (nghia 13, v6i cac thé ddng dang khong

phai ctia ngudi cta peptit dich, hodc vdi cac protein hodc mé khac néi chung), va
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kha ning bao toan sy biéu hién & mirc cao cuia protein trong cac té bao ciia dong vét
c6 vi. Céc dic tinh hodc dic diém néu trén c6 thé duge quan sat, xac dinh, va/hoac
danh gia bang cach stir dung cac k¥ thuat da duoc thira nhén trong linh vuc nay bao
gbm, nhung khong chi gi6i han &, thir nghiém ELISA, thit nghiém ELISA canh
tranh, phuong phép phén tich cong hudng plasmon bé mit KINEXA, cac thir
nghiém tc ché in vitro hoic in vivo ma khong 1dm gi6i han, cc thir nghiém gan két
thu thé, cac thu nghiém vé su tiét ra va/hodc tao ra xytokin hodc yéu td sinh trudng,
va phuong phap tai nap tin hidu va héa mé mién dich ctia 14t cit mé thu dugce tlr cac
ngudn khac nhau, bao gdm ngudi, déng vt linh truéng hoic ngudn khac batky.

Khi dugc sir dung trong ban mé ta nay, cac thuit ngt "trc ché" hoic "lam
trung hoa" dbi v6i hoat tinh ctia khang thé theo sang ché dé chi kha ning gan nhu
dbi khéang, ngan chén, ngin nglra, han ché, 1am cham, gay tré ngai, loai bo, lam
ngung, lam gidm, vi du, sy tién trién hodc muc do ning cia bénh can duogc trc ché
bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, hoat tinh sinh hoc ctia khang thé, hogc thudc
tinh, bénh hodc tinh trang bénh.

Khi dugce st dung trong ban mo6 ta nay, thuét ng "thé dot bién" hodc "bién
th&" @& chi khang thé duoc boc 16 trong sang ché nay, trong dé mot hogic nhiéu axit
amin dugc bd sung va/hodc thay thé va/hoic lam khuyét doan va/hodac chén vao &
dau tan cung N va/hoac dau tan cung C va/hodc trong céc trinh ty axit amin tu
nhién ctia khang thé theo sang ché hodc cic manh cia né. Khi dugc sir dung trong
ban md ta nay, thut ngit "thé dot bién" ciing dé chi phan tir axit nucleic ma héa
protein cta thé dot bién. Ngoai ra, thuat ngit "thé dot bién" dé chi bién thé bat ky
ngin hon hodc dai hon so véi protein hoic axit nucleic.

Thuét ngit "tinh tvong ddng" dugc st dung dé mo ta mdi lién hé cua
nucleotit hodc céc trinh tu axit amin vdi nucleotit hoac céc trinh tu axit amin khéac,
duoc quyét dinh béng muc do dﬁ")ng nhét va/hodc tuong tu gifra cac trinh tu duoc so
sanh néu trén.

Khi dugc str dung trong ban mo ta nay, trinh ty axit amin hodc nucleotit
"gin nhu trong tu" hodc "gin nhu giéng" véi trinh tu tham chiéu néu trinh ty axit
amin hodc nucleotit c6 tinh ddng nhét it nhit 70% véi trinh tu cu thé trong ving

dugc chon dé so sanh. Do d6, trinh tu gén nhu tuong tu bao g6m trinh tu ¢6 tinh
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ddng nhét, vi du, it nhit 75%, vi du, tinh ddng nhét it nhit 80%, tinh ddng nhat it
nhit 85%, tinh ddng nhat it nhat 90% (vi du, tinh ddng nhat 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 98% hodc 99%). Hai trinh tw gidng nhau ciing 13 trinh
tw gAn nhu tuong tu.

Tinh déng nhét cua trinh tu duoc x4c dinh dya trén trinh tu tham chiéu. Cac
thuat toan dé phan tich trinh ty 1a da biét trong linh vuc nay, nhu thudt toan
IgBLAST dugc mo ta trong tai li€u: Ye et al. Nucleic Acids Res. 2013, W34-40.
Nhidm muc dich cia sang ché, dé xac dinh muc do tinh déng nhét va tinh tuvong tu
gitta cac trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin, cdc trinh tu nucleotit va trinh tu
axit amin ndy c6 thé dwoc so sanh nhor sy tro giap cia géi phin mém IgBLAST
dwoc cung cip boi Trung tdm thong tin céng nghé sinh hoc qudc gia
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) bing cich st dung phuong phap doéng
thdng hang c6 chén khoang tréng véi cac thong sb tiéu chuin. PE tinh toan ty 16 %
tinh ddng nhét, chidu dai ddy du cua trinh tu tham chibu, vi du, ving bién dbi, dugc
st dung.

Su d& c4p dén trinh ty nucleotit "ma hoéa" polypeptit c6 nghia 1 polypeptit
nay dugc tao ra tir trinh ty nucleotit trong qua trinh dich ma va phién ma mARN.
Nho d6, ca chudi md hoéa gidng v6i mARN va thuong duogc sit dung trong danh
muc cac trinh tu va chudi bd trg diung lam khuén dé phién ma co thé dugc chi rd.
Nhu ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy da biét, thuat ngit nay ciling
bao gdm céc trinh tu nucleotit thoai héa bat ky ma hoéa cung trinh tur axit amin. Céc

trinh tw nucleotit mé hoa polypeptit bao gdm cac trinh tu chira intron.

Khdng thé

Nhu d néu trén ddy, sang ché dé cip dén cac khang thé don dong dugc
phéan 14p va cac manh chirc ning ctia ching c6 kha ning gin két ddc hidu véi viing
chudi beta cia ho TRBVY ciia thu thé té bao T cta ngudi.

Céc khang thé theo sang ché khéac biét & chd

a) mién bién d6i chudi ning (VH) ctia né chtra 3 ving siéu bién, HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong d6

Céc khang thé theo sang ché khéac biét & chd
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a) mién bién ddi chudi ning (VH) ciia né chira 3 ving siéu bién, HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong d6

HCDR1 (theo cach danh sb Kabat) c6 trinh tu axit amin DYLVH (SEQ ID
NO: 1);

HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin WINTYTGTPTYADDFEG (SEQ ID NO: 2);

HCDR3 «¢6 trinh tu axit amin dugc chon tor nhom gé)m
SWRRGLRGLGFDY (SEQ ID NO: 3), SWRRGLRGIGFDY (SEQ ID NO: 4),
SWRRGIRGLGFDY (SEQ ID NO: 5), SWRRGIRGIGFDY (SEQ ID NO: 6);

b) mién bién dbi chudi nhe (VL) cta né chira 3 ving siéu bién, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, trong do:

LCDRI c6 trinh ti axit amin KASKSINKYLA (SEQ ID NO: 7);

LCDR2 c¢6 trinh tu axit amin DGSTLQS (SEQ ID NO: 8);

LCDR3 c6 trinh ty axit amin QQHNEYPPT (SEQ ID NO: 9).

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé thé kham, khang thé dugc
1am cho gibng v6i clia ngudi hodc khang thé ctia ngudi, hoic cidc manh gan két
khang nguyén cia ching, va cé thé duoc st dung lam thuéc dé diéu tri bénh
Bekhterev va cac bénh khac, sinh bénh hoc ctia bénh lién quan dén cac thu thé TCR
thudc vé ho TRBVY, vi duy, bénh celiac hoic u lymphd té bao T.

Khang thé don dong cua sang ché c6 thé thu dugc bang cach st dung, vi du,
k¥ thuét t€ bao lai di dugc biét 13 trong linh vuc nay, cling nhu k¥ thuit tai t hop,
k¥ thuat biéu hién thé thyc khuén, k§ thuat téng hop hodc td hop cda céc ky thuat
nay hodc cac k¥ thuat khac da dugc biét rd trong linh vuc nay. Thuat ngit "khang
thé don dong" duoc st dung trong don sing ché nay dé chi khang thé thu dugc tir
mot ban sao hodc dong vd tinh bao g@)m, vi du, dong c6 nhan dién hinh, dong
khong nhan hodc dong thé thuc khuin bat ky, chtr khong phai phwong phap san
xuét ciia chiing.

C6 thé thu duoc khang thé dugc 1am cho gidng véi clia ngudi va khing thé
th kham bing phuong phéap téng hop peptit hoic bing cach st dung k§ thuit ADN
t4i t& hop nhu dugc mé ta trong phan "axit nucleic" dudi day.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé cia sang ché 13 khang thé thé kham va

khéc biét & chd ching c6 cac mién bien doi cua chudi nhe va chuoi nang khong c6
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ngudn gbc tir ngudi (vi du, c6 ngudn gde tir chudt hogdc chudt nhit), va cac mién 6n
dinh c¢6 ngudn gbc tir ngudi. Theo mot sé phwong 4n, khing thé cuia sang ché khac
biét & chd, ching cé trinh ty axit amin cta mién bién d6i chudi ndng dugc chon tir
nhém gdm cac trinh tu SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 19, va trinh tu axit amin cia mién bién ddi chudi nhe dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 11. Nho¢ d6, theo cac phuong an dugc uu tién, khang thé nay chira ving 6n
dinh ctia chudi ning, nhu ving on dinh cta IgG1, IgG2, IgGS, 1gG4, IgA, IgE,
IgM, IgD ciia nguoi. Tt hon 13 ving dn dinh chudi ning 13 ving dn dinh chudi
nang IgG1 cla ngudi. Ngoai ra, khang thé c6 thé chira ving 6n dinh chudi nhe hoic
ving 6n dinh cta chudi nhe kappa hodc ving 6n dinh cta chudi nhe lambda. Tt
hon 13 khang thé chira ving 6n dinh ctia chudi nhe kappa.

Vi du v& céc trinh tu axit amin chudi ning ctia khang thé khang TRBV9-1,
khang thé khang TRBV9-2, khing thé khiang TRBV9-3 hoic khang thé khang
TRBV9-4 theo sang ché dugc thé hién trong trinh tw SEQ ID NO: 21, 23, 25 va 27,
twong tmg. Trinh ty axit amin 1dm vi du ctia chudi nhe ctia khang thé dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 29.

Theo mét s phuong an, cac trinh tw axit amin ving khung cla mién bién
dbi ciia khang thé, hodc cac phan ctia né, thudng cé ngudn gdc tir ngudi va, do do,
14 "khang thé duoc 1am cho gidng vdi ctia ngudi". "Viéc lam cho gidng véi khang
thé cua ngudi" nay duge cho 13 hitu ich trong viéc 1am giam tinh gdy mién dich cta
khang thé néu trén dung cho muc dich diéu tri & bénh nhan. Mot ) géc axit amin
dugc chon trong ving khung van 13 ctia chudt, chtt khong phai ciia ngudi.

Theo mét s phuong 4n, khang thé cla sang ché va c4c manh gin két khang
nguyén clia né bao gdm cac mién bién ddi cua chudi nhe, c6 céc trinh tu axit amin
gan nhu giéng vdi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 11, vi dy, ¢6 tinh ddng nhat
it nhat 90%, phd bién hon 14 c6 tinh ddng nhét it nhit 93%, dién hinh 13 c6 tinh
ddng nhit 94% hodc cao hon (tbt hon 14 c6 tinh ddng nhit 95% hodc cao hon, cé
tinh déng nhit 96% hodc cao hon; cé tinh ddng nhit 97% hodc cao hon, c6 tinh
ddng nhit 98% hoic cao hon, cé tinh déng nhit 99% hodc cao hon, hogc cé tinh
ddng nhat 99,5% hodc cao hon).

Theo mot sO phwong an, khang thé ctia sang ché va cdc manh gan két khang
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nguyén ciia né bao gdm cac mién bién ddi ctia chudi ning, cac trinh tw axit amin
cta mién bién dbi gdn nhu twong tw v6i trinh tu axit amin dwgc chon tir nhém gdém
cac trinh ty SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19. Vi duy, ching cé
trinh ty axit amin c6 tinh ddng nht it nhit 90%, phd bién hon 13 c6 tinh ddng nhét
it nhat 93%, dién hinh 13 c¢6 tinh déng nhit 94% hoidc cao hon (6t hon 13 c6 tinh
ddng nhét 95% hodc cao hon, ¢ tinh ddng nhit 96% hodc cao hon; c6 tinh ddng
nhit 97% hodc cao hon, c6 tinh ddng nhit 98% hodc cao hon, c6 tinh ddng nhit
99% hoidc cao hon hodc co6 tinh déng nhét 99,5% hoic cao hon) v6i trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém gém cac trinh tv SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ
ID NO: 17, SEQ ID NO: 19.

Theo mdt sb phuong an, khang thé ctia sang ché bao gdbm chudi ning c6
trinh tu axit amin c6 tinh ddng nhét it nhit 90% (vi du, c6 tinh déng nhat 93% hoic
cao hon, cé tinh déng nhét 94% hodc cao hon, c6 tinh ddng nhit 95% hoic cao
hon, c6 tinh ddng nhit 96% hoic cao hon; c6 tinh ddng nhit 97% hoc cao hon, cb
tinh déng nhéit 98% hodc cao hon, ¢6 tinh déng nhit 99% hodic cao hon, hoic c6
tinh d(“)ng nhét 99,5% hodc cao hon) so véi trinh ty axit amin dugc chon tir nhom
gbm céc trinh ty SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO:
27 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin c6 tinh dong nhét it nhat 90% (vi du, c6 tinh
ddng nhit 93% hoic cao hon, c6 tinh ddng nhit 94% hoic cao hon, cé tinh dong
nhit 95% hodic cao hon, cé tinh ddng nhit 96% hodc cao hon; c6 tinh déng nhat
97% hoic cao hon, cé tinh dong nhét 98% hoidc cao hon, ¢ tinh ddng nhit 99%
hodc cao hon hodc cé tinh déng nhét 99,5% hoic cao hon) so véi trinh ty axit amin
cia SEQ ID NO:29.

Nhu d3 biét trong linh vuc ndy, cac dot bién c6 thé dugc dua vao cac trinh tu
cta khang thé bao gdm c4c mién bién dbi, ma gin nhu khong 1am thay d6i kha
ning gin két ctia khang thé véi khang nguyén. Khang thé clia sang ché ciing c6 thé
chra cac dot bién khac ma khéng dan dén sy mét kha ning gin két clia khang thé
v6i chudi-beta ctia ho TRBVY cta thu thé TCR, nhung c6 thé din dén lam giam
tinh gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé hodc su ting &i luc
hodc cac dic tinh sinh hoc khac cta khang thé. Cu thé, nhu d3 duoc biét 13 trong

linh vuc nay, sy thay thé axit amin bao toan c6 thé dugc thuc hién trong trinh tu
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ctia khang thé. Khi dugc st dung trong don sang ché ndy, thuét ngit "su thay thé
bao toan" ¢6 nghia 13 su thay thé trong d6 gbc axit amin duoc thay thé bing gbc
axit amin khac c6 mach bén tuong tu. Ho céc géc axit amin c6 mach bén tuong tu
13 d3 duoc biét 8 trong linh vuc ndy, ching bao gdm cic mach bén c6 tinh bazo (vi
du, lysin, arginin, histidin), cdc mach bén cé tinh axit (vi du, axit aspartic, axit
glutamic), cac mach bén phan cuc khong mang dién tich (vi du, glyxin, asparagin,
glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein), cic mach bén khong phén cyc (vi du,
alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin, tryptophan), cac
mach bén cé nhanh B (vi du, threonin, valin, isoleuxin), va cdc mach bén thom (vi
du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Tt hon 14 cac ving CDR3 trong
mién VL va/hoic VH bao gdm khéng nhiéu hon nim sy thay thé axit amin bao
toan, phd bién hon 14 khéng nhiu hon ba sy thay thé axit amin bao toan. Thong
thuong, su thay thé bao toan khéng duoc thuc hién & cic vi tri axit amin quan trong
d6i v6i su gan két epitop ctia chudi beta ctia ho TRBVY.

Céc bién thé (thé dot bién) cia cac khang thé theo sing ché trén day c6 thé
duoc tao ra bing phuwong phap téng hop peptit hodc bang cach sir dung k§ thuat
ADN tai td hop nhu dugc mé ta trong phan "axit nucleic" duéi day.

Séang ché ciing d& xuit cic manh gin két khang nguyén ctia khang thé theo
sang ché. Khi dugc st dung trong ban mé ta ndy, thuit ngit "manh gin két khang
nguyén" cia khang thé (hoic "méanh chiic ning ctia khang thé" hodc "manh hoat
tinh ctia khang thé") dé chi mo6t hodc nhidu manh khang thé van giit dugce khi ning
gin két dic hidu vai khang nguyén. PA chimg minh dugc rang chtrc ning gin két
khéng nguyén cta khang thé c6 thé dugc thuc hién bing cic manh ciia khang thé c6
chidu dai ddy du. Vi du vé cic manh gin két duogc bao gdm trong thuat ngit "phan
gin két khang nguyén" clia khang thé bao gdm (a) manh Fab, manh héa tri mot
gdm céc mién VL, VH, CL va CHI; (b) manh F(ab),, manh héa tri hai gdm hai
manh Fab duoc lién két bang lién két cu disulfua & ving ban 1&; () manh Fd gdm
cac mién VH va CHI; (d) manh Fv gém céc mién VL va VH cua nhanh don ciia
khéng thé; (¢) manh dAb (Ward et al. (1989) Nature 341:544-546) gdm mién VH,
va (f) viing quyét dinh tinh bd trg (CDR) dugc phén 14p. Ngoai ra, mic du hai mién

cta manh Fv, 1a VL va VH, dugc ma hoa boi cac gen riéng biét, chiing c¢é thé dugc
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lién két, bing cach st dung cac phwong phap tai td hop, bing nhom lién két tong
hop dé cho phép ching dugc tao ra dudi dang chudi protein don trong d6 cic viing
VL va VH ghép d6i dé tao thanh cac phan tir héa tri mot (dwoc goi 13 ving Fv
chudi don (scFv); vi du, xem tai liéu: Bird et al. (1988) Science 242:423-426;
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Cac khang thé
chudi don ndy ciing dugc du dinh bao gdm trong thuit ngit "manh gin két khang
nguyén" ctia khang thé. Chung ciing bao gdm cac dang khac cua khang thé chudi
don, nhu khang thé hai manh. Khang thé hai manh 13 khang thé dac hiéu kép, c6
héa tri hai trong d6 cic mién VH va VL duogc biéu hién trén chudi polypeptit don,
nhung bing cach st dung nhém lién két qua ngin dé cho phép ghép doi giira hai
mién trén cting mot chudi, nhd' d6 1am cho cac mién nay ghép d6i véi cac mién bd
tro cua chudi khac va tao ra hai vi tri gin két khang nguyén (vi du, xem tii liéu:
Holliger P. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak R.J. et
al. (1994) Structure 2:1121-1123).

Cac manh khang thé, nhu Fab va F(ab'),, ¢6 thé thu dugc tir khang thé toan
phin bang cach sir dung cac k¥ thuat théng thudng, nhu phurong phip phan giai
khang thé toan phin bing papain hoic pepsin trong tmg. Ngoai ra, c6 thé thu duoc
c4c khang thé, manh khang thé va cic phan tir adhesin min dich bang cach sir
dung k¥ thuit ADN t4i t6 hop tiéu chuén.

Khang thé hodc phin gin két khang nguyén ciia né c6 thé 13 mot phan cua
c4c phan tir adhesin mién dich 16n hon duoc tao ra biang su lién két cong hoa tri
hodc khéng cong hoa tri cua khang thé hoic manh khéng thé véi mot hodc nhidu
protein hodc peptit. Vi du vé cac phan tir adhesin mién dich bao gdm viéc sir dung
ving nhan streptavidin dé tao ra phén tir scFv tetrame (Kipriyanov S.M. et al.
(1995) Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101) va sir dung gbc xystein,
peptit danh ddu va dudi polyhistidin & ddu tan cung C dé tao ra cac phéan tir sinh
hoc scFv ¢6 kich thudc giam va hoéa tri hai (Kipriyanov S.M. et al. (1994) Mol.
Immunol., 31:1047-1058). C4c lién két héa hoc khac gitta cac manh khang thé ciing
d3 dwoc biét rd trong linh vuc nay.

Céc khéang thé va manh chirc nang cia ching theo sang ché c6 mit & dang

dugc phan 1ap, diéu nay c6 nghia 13 protein nay gn nhu khdng cé mit cac protein
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khéac hodc cac phén tir sinh hoc ¢ trong tu nhién khac, nhu céc oligosacarit, cic
axit nucleic va cic manh cia ching, v.v., trong d6 thuat ngit "gan nhu khong" trong
tredong hop niy cé nghia 13 ché phdm néu trén chira protein dugc phén 14p 1a phan
tir sinh hoc ¢é trong tu nhién khac vdi lwgng nhd hon 70%, thuong 1a nhd hon
60%, va phd bién hon 13 nhé hon 50%. Theo mot s6 phuong 4n, cic protein néu
trén c6 mat & dang gan nhu tinh khiét, trong d6 thuat ngit "dang gan nhu tinh khiét"
c6 nghia 12 do tinh khiét bing it nhit 95%, thuong 13 bang it nhit 97%, va phd bién
hon 13 bang it nhit 99%.

Céc phuong phap tinh ché khang thé thu duoc bang ky thuat tai td hop hoic
k¥ thuét té bao lai 14 d3 duoc biét 13 trong linh vuc ndy, vi du, qua trinh tinh ché c6
thé duoc thyc hién bang cich sic ky (vi du, phuwong phap sic ky trao doi ion,
phwong phap sic ky ai luc, dic biét 13 4i luc d6i v6i cac khang nguyén dic hiéu
protein A va protein G, va phuong phéap sic ky cot theo kich thudc), phuong phép
ly tAm, phuong phap hoa tan riéng phan, hodc k¥ thuit tiéu chuin khéc bat ky dé
tinh ché protein. Ngoai ra, khang thé dugc tao ra bing k¥ thuat theo sing ché hoic
c4c manh ciia n6 c6 thé dugce dung hop véi cac trinh tu polypeptit khac loai (vi du,
dudi histidin) @8 tao didu kién thuan loi cho qua trinh tinh ché.

Ai luc cia khang thé c6 thé duoc x4c dinh bang cach st dung phwong phap
phén tich tiéu chuén bing cach x4c dinh hing s6 phan ly (KD). Hing s6 KD dugc
tinh toan bang cach sir dung coéng thirc KD=kd/kon, trong d6 kd 14 hing sb tdc do
phén ly dugc tinh toan theo thuc nghiém va kon 1a héng s6 tbe do két hop dugc tinh
toan theo thuc nghiém cia phirc hop khang thé-khang nguyén.

Céc khang thé dugc vu tién 12 khang thé gin két khang nguyén cia nguoi
v6i gia tri KD khong 16n hon khoang 1x107 M; tt hon 1a khong 16n hon khoang
1x10" M; phé bién hon 13 khong 16n hon khoang 1x10” M; tét hon nita 13 khong
16n hon khoang 1x10™° M, va t6t nhat 13 khong 16n hon khoang 1x10™"" M, vi dy,
khong 16n hon khoang 1x10™" M.

Céc khang thé dugc uu tién bao gdm khang thé khang TRBV9-1, khang
TRBV9-2, khang TRBV9-3 hoic khang TRBV9-4, khac biét béi trinh ty CDR3 va
dwoc md ta chi tiét trong phan thir nghiém dudi day.

Khang thé va cac manh cua né c6 thé dugce st dung trong céc ché pham va
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phuong phép theo sang ché 13 khang thé va cic manh cé hoat tinh sinh hoc, nghia
13 chung c6 khé nang gén két epitop khang nguyén mong mudn va ¢ hiéu qua sinh
hoc theo cach truc tiép hodc gian tiép.

Céc khang thé va manh chtrc nang cia chiing theo sang ché ¢ kha ning gin
két dic hiéu véi (ving) epitop ctia chudi beta ctia ho TRBVY. Theo c4c phuong 4n
duoc wu tién, sy gin két dic hidu ciia né véi chudi beta cia ho TRBV9 l1am cho
hoat tinh cua céc thu thé TCR bao gdm ca chudi beta néu trén dugc tc ché. Thong
thuong, t6t hon 13 murc d6 we ché it nhat khoang 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95%
hodc cao hon.

Theo mot sb phwong 4n, khang thé khang chudi beta ciia ho TRBVY theo
sang ché hoic manh ctia né c6 thé loai bo cac té bao T mang TCR chira chudi beta
ctia ho TRBVY. Theo mét sb phuong 4n, khang thé theo sang ché hoic manh cua
né c6 thé tao ra su loai b6 cac t& bao lymphé T it nhét khoang 20%, it nhit khoang
30%, it nhit khoang 40%, it nhit khoang 50%, it nht khoang 60%, it nhit khoang
70%, it nhit khoang 80%, it nhat khoang 90%, it nhit khoang 95%, hoic khoang
100%.

Axit nucleic

Sang ché dé xuit cac phan tir axit nucleic m3 héa chudi ning va chudi nhe
ctia khang thé theo sang ché, cac manh chiic ning va mién bién dbi ctia né, c6 thé
duoc str dung dé tao ra khang thé thé kham chira cic mién bién ddi cia sang ché
dugc dung hop khi hoat dong véi cac mién én dinh d3 biét cua khang thé cua
nguol.

Theo cac phuong an dugc uu tién, axit nucleic cua sang ché m3 hoéa chudi
nang cua khang thé, mién bién ddi cua né chtra 3 vung siéu bién 13 HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong do

HCDRI (theo cach danh sé Kabat) c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1;

HCDR2 ¢4 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhdm gém cac trinh ty SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6;
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Theo c4c phuong 4n dwoc vu tién, axit nucleic cia sang ché mi hoéa chudi
nhe ctia khang thé, mién bién dbi chira 3 ving siéu bién 13 LCDR1, LCDR2 va
LCDR3, trong do6:

LCDRI1 ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7;

LCDR2 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: &;

LCDR3 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Phén tir axit nucleic mi héa cc thé twong ddng va thé dot bién cta chudi
khang thé néu trén, cadc manh chirc ning va mién cta ching ciing dugc bao gdm
trong pham vi ctia sang ché.

Theo mot sb phwong 4n, axit nucleic ma héa chudi nhe cta khang thé, mién
bién dbi ctia né chira trinh ty axit amin gin nhu giéng véi trinh tu ctia SEQ ID NO:
11; vi du, chiing c6 tinh ddng nhét it nhit 90%, phd bién hon 13 cé tinh ddng nhat it
nhit 93%, dién hinh 13 c6 tinh dong nhit 94% hoic cao hon (t6t hon 1a c6 tinh dong
nhét 95% hoic cao hon, cé tinh déng nhét 96% hoic cao hon; cé tinh dong nhit
97% hodc cao hon, cé tinh 6611g nhit 98% hoic cao hon, cé tinh déng nhét 99%
hodc cao hon, hodc c6 tinh déng nhét 99,5% hoic cao hon).

Theo mét sé phwong 4n, axit nucleic md héa chudi ning ciia khang thé, mién
bién @i ciia n6 chira trinh ty axit amin gan nhu gidng véi trinh tu dugc chon tir
nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 19; vi du, ching cé tinh ddng nhét it nhit 90%, phd bién hon 13 c6 tinh dong
nhét it nhit 93%, dién hinh 13 c6 tinh ddng nhat 94% hodc cao hon (tdt hon 14 ¢
tinh déng nhat 95% hodc cao hon, ¢ tinh ddng nhit 96% hodc cao hon; c6 tinh
ddng nhat 97% hodc cao hon, c¢é tinh déng nhit 98% hoic cao hon, c¢é tinh ddng
nhit 99% hoic cao hon hoic ¢ tinh ddng nhit 99,5% hoic cao hon).

Theo mot sb phuong &n, cic axit nucleic ma hda chudi nhe cta khang thé
chtra mién bién déi, trinh tu axit amin cia n6 duogc thé hién trong trinh tv SEQ ID
NO: 11 va chubi ning ciia khang thé chtra mién bién ddi, trinh ty axit amin cta né
duoc chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19.

Theo mdt sb phuong &n, axit nucleic ma hoa cac mién bién ddi, trinh ty axit

amin ciia né dugce thé hién trong cac trinh ty SEQ ID NO: 11, 13, 15, 19, ¢6 thé
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dugc st dung dé dung hop khi hoat dong véi cac axit nucleic ma héa mién dn dinh
twong tmg cta khang thé.

Céc loai cu thé 1am vi du cia phan tr axit nucleic quan tdm dugc bdc 10 chi
tiét hon dudi day trong phan thir nghiém.

Khi dugc sir dung trong ban md t4 nay, phan tir axit nucleic la phan tod ADN,
nhu phan tt ADN hé gen hodc phan tr cADN, hodc phan to& ARN, nhu phén ti
mARN. Theo mét sé phuong 4n, phan tir axit nucleic ciia sang ché 1 phan tt ADN
(hodic cADN) chira khung doc m& ma héa khang thé hosic manh khang thé cua sang
ché va trong cac diéu kién thich hop (vi du, diéu kién sinh 1y trong té bao), c6 thé
duoc sir dung d& bidu hién trong hé biu hién khéc loai.

Theo mét s phuong 4n, phan tir axit nucleic cia sang ché dugc tao ra bing
phuong phap k¥ thuét di truyén. Cac phuong phap dé tao ra axit nucleic 13 d3 dugc
biét 18 trong linh virc nay. Vi dy, tinh kha dung cua théng tin vé trinh tu axit amin
hoc thong tin vé trinh ty nucleotit cho phép tao ra phan tir axit nucleic dugc phan
1ap cua sang ché bing cach téng hop oligonucleotit. Trong trudng hop thong tin vé
trinh ty axit amin, nhiéu axit nucleic khac nhau 12 do ma thoai héa cé thé duoc téng
hop. Céc phwong phap chon loc bién thé codon dbi véi vat chii mong mubn 13 da
duoc biét 16 trong linh vuc nay.

Cac oligonucleotit tdng hop c6 thé dugc tao ra bing phuwong phap
phosphoramidit, va c4c cdu tric tao thanh c6 thé duoc tinh ché theo cic phuong
phap di duoc biét 18 trong linh vuc nay, nhu phuong phép sic ky 16ng hiéu ning
cao (high performance liquid chromatography: HPLC) hodc cac phuong phap khéc
nhu dugc mé ta, vi duy, trong tai li€u: Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed., (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY, va theo cac huéng dan duoc md ta, vi du, trong tai liéu: United States
Dept. of HHS, National Institute of Health (NIH) Guidelines for Recombinant
DNA Research. Céc phén tt ADN sgi kép mach dai cua sang ché ¢6 thé duoc tong
hop theo cach sau ddy: bang cach tong hop mdt s6 manh nhé hon cé tinh bd trg
thich hop chira cic du tan cing thich hop c6 kha ning két dinh v6i manh lién ké.
Céc manh lién ké c6 thé duoc lién két bang cach sir dung ADN ligaza hoic phuong

phép trén co s¢ PCR.
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 Céc phan tir axit nucleic cta sang ché ciing c6 thé duoc tach dong tir cac
ngudn sinh hoc.

Sang ché ciing bao gdm c4c axit nucleic ¢ tinh twong dong, gin nhu gidng
nhau vé tinh ddng nhit véi, hodc c6 ngudn gdc tir cac axit nucleic ma hoa
polypeptit ctia sang ché.

Céc axit nucleic clia sang ché c6 mit trong méi truomg khac véi mdi trudng
ma trong d6 ching cé mit trong ty nhién, vi dy, ching dugc phan 1dp, cdé mat véi
luong tang 1€n, c6 mat hodc dugc biéu hién trong hé in vitro hoic trong cac té bao
hodc sinh vat khong phai méi truong ma trong d6 chung cé mat trong cac didu kién
ty nhién. |

Cac thay ddi hodc khac biét vé trinh tu nucleotit gifta cac trinh tu axit
nucleic c6 lién qﬁan chit ché c6 thé 13 sy thay ddi nucleotit trong trinh ti xuét hién
trong qua trinh sao chép hodc nhan doi binh thudong. Céc thay dbi khac c6 thé duoc
thiét k& dac hiéu va duoc dua vio trinh tw nhdm muc dich cy thé, nhu dé thay dbi
codon ctia cac axit amin cu thé hodc trinh tu nucleotit trong ving diéu hoa. Cac
thay ddi cu thé nay c6 thé dugc tién hanh in vitro bang cach sir dung nhidu k§ thuét
gay dot bién hoic thu dugce & cac sinh vat chu duge cho vao cc diéu kién chon loc
cu thé dé cam ung hodc chon loc cac thay dbi nay. Cac bién thé trinh tu dugc tao ra
theo cach ddc hiéu nay co thé duoc goi la "thé dot bién" hodc "din xuit" cua trinh
tu ban dau.

C6 thé thu duoc cac axit nucleic thé dot bién hodc dan xuét trén axit nucleic
khudn dugc chon tir cac axit nucleic trén day béng cach cai bién, 1am khuyét doan
hoic bd sung mét hodc nhidu nucleotit trong trinh tu khuén, hoic t6 hop clia chiing,
dé tao ra bién thé cua axit nucleic khuén. Cac budc cai bién, bd sung hodc lam
khuyét doan c6 thé dugc thuc hién bang phuong phap bat ky da biét trong linh vuc
nay (vi du, xem tai liéu: Gustin et al., Biotechniques (1993) 14: 22; Barany, Gene
(1985) 37: 111-123; va Colicelli et al., Mol. Gen. Genet. (1985) 199: 537-539,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (1989), CSH Press, pp.
15.3-15.108) bao gdm phuong phap PCR d& mic 18i, phuong phap sap xép lai,
phuwong phap giy dot bién dinh hudng oligonucleotit, phuong phip PCR ghép,
phuong phap giy dot bién PCR hiru tinh, phuong phap giy dot bién in vivo,
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phuong phép gy dot bién cat xét, phwong phép giy dot bién tap hop dé& quy,
phuong phap gy dot bién tip hop theo ham s mil, phuong phap giy dot bién dac
hiéu vi tri, phwong phap gy dot bién ngiu nhién, phuong phap tai lép rap gen,
phuong phép gay dot bién bio hoa vi tri gen (gene site saturated mutagenesis:
GSSM), phwong phép tai lip rap bang cach gin téng hop (synthetic ligation
reassembly: SLR), hodc t6 hop cia cic phwong phap nay. Céac budc cai bién, bd
sung hoic 1am khuyét doan ciing c6 thé dugc thuc hién bang phuong phéap bao gdm
budc tai td hop, tai td hop trinh tr dé quy, phwong phap giy dot bién ADN duoc cai
bién bang phosphothioat, phwong phap giy dot bién khuén chira uraxil, phuong
phép giy dot bién cAu truc soi kép c6 chén khoang trdng, phuong phap gay dot bién
sira chita su bat cap sai diém, phuong phap giy dot bién ching vat chu sai hong hé
stra chita, phuwong phap gay dot bién héa hoc, phuong phap giy dot bién do phéng
xa, phuong phap gay dot bién 1am khuyét doan, phuong phap giy dot bién chon loc
gi6i han, phuong phap gy dot bién tinh ché gi6i han, phwong phép téng hop gen
nhan tao, phuong phap giy dot bién tdp hop, phuong phép tao ra multime axit
nucleic thé kham, va td hop cta cac phuong phap ndy.

Sang ché ciing d& xuét cac bién thé thoai hoéa cia axit nucleic md héa cac
protein ciia sang ché. Cac bién thé thodi hoa cua axit nucleic bao gdm su thay thé
céc codon ctia axit nucleic bang cac codon khdc ma héa ciing axit amin. Cu thé, cac
bién thé thoai héa cua axit nucleic dugc tao ra dé 1am gia ting muc do biéu hién
trong t& bao chi. Theo phwong 4n ndy, cic codon clia axit nucleic khong dugc uu
tién hodc it dugc wu tién trong cic gen cia té bao chi dugc thay thé bang cac codon
duoc biéu hién qua mirc trong c4c trinh tir ma hoéa trong gen cia té bao chi, trong
d6 céc codon d3 thay thé néu trén mi héa cung axit amin. Phuong phap t6i uu hoa
ma di truyén 13 d& duoc biét 16 trong linh vuc nay.

Céc cai bién trén day khong 1am thay dbi dang ké cac dic tinh clia khang thé
hodic cac manh chirc ning ctia ching, nhung c6 thé tao diéu kién thuén lgi cho su
cudn gp protein trong té bao cha, 1am gidm kha ning két tu hodc diéu bién cac dic
tinh sinh hoc khic cua protein, vi du, khoang thoi gian ban hidy. Theo mot sd
phuong 4n, cAc cai bién nay khong 1am thay dbi cac dac tinh sinh hoc cua protein.

T4t ca cac phuong phép cai bién va dot bién di chi 1o trén day dugc thuc hién & cp
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do axit nucleic.

Céc axit nucleic theo sang ché c6 thé duoc phan lap va didu ché & dang gin
nhu tinh khiét. Dang gin nhu tinh khiét c6 nghia 13 cic axit nucleic cé do tinh khiét
it nhét khoang 50%, dién hinh 1 c6 d6 tinh khiét it nhit khoang 90% va thuong 1a
dang "tai t hop", nghia 12 nim & canh mét hoic nhiéu nucleotit ma thuong 13
khong dwoc lién két trén nhiém sic thé c6 trong tu nhién clia co thé vat chi tu
nhién cua no.

Sang ché ciing d& xuit cac axit nucleic ma hoéa protein dung hop chira
protein cua sang ché, hodc cic manh cia né, duge ban luin chi tiét hon duéi day.
Céc axit nucleic mi héa cac mién bién ddi theo sang ché c6 thé duogc lign két khi
hoat ddng véi cac axit nucleic ma héa céac mién 6n dinh tuong ung cua chudi nhe
va chudi ning cta khang thé. Cac axit nucleic m3 héa chudi nhe va chudi ning ciia
khéng thé c6 thé dugc lién két khi hoat dong véi cac axit nucleic ma héa peptit dan
diu dé tao diéu kién thudn loi cho su van chuyén cac san phém biéu hién tir té bao
chii. Peptit din ddu gin nhu duoc loai b trong qui trinh truéng thanh cta
polypeptit.

Sang ché ciing d& xuét cac vecto va ciu triic axit nucleic khac chira axit
nucleic theo sang ché. Thuat ngit "vecto" dé chi phan tir axit nucleic c6 kha ning
van chuyén axit nucleic khac ma n6 dugc lién két khi hoat dong véi. Mot s6 vecto
¢6 thé sao chép tu chu trong cac té bio chit ma ching duge dwa vao, trong khi cac
vecto con lai ¢6 thé duge dinh gin vao hé gen ciia té bao chi va sao chép cling véi
hé gen ctia vat chi. Ngoai ra. mot s6 vecto ¢6 kha ning dinh hudng su biéu hién
clia cac gen ma ching duoc lién két khi hoat dong vé6i. Cc vecto ndy dugc goi &
day l1a "vecto biéu hién tai td hop" (hoic don gian 13 "vecto biéu hién"); cac vecto
lam vi du 13 d& duogc biét rd trong linh vuc nay. Cac vecto thich hop bao gbm vecto
cia virut va vecto khéng phai cda virut, cac plasmit, cosmit, thé thuc khuin, v.v.,
t6t hon 13 cac plasmit, va dugc sir dung dé tach dong, khuéch dai, biéu hién, van
chuyén, v.v. trinh tu axit nucleic cia sang ché dén vat chu thich hop. Su lya chon
vecto thich hop 13 da dugc biét 16 véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc
ndy. Axit nucleic c¢6 chiéu dai ddy du hoic phan cta né dwgc chén vao vecto

thuong 13 bang cach gin ADN ligaza vao vi tri enzym giéi han dugc phan giéi
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trong vecto nay. Theo cach khac, trinh tu nucleotit mong mudn ¢ thé dugc chén
vao bing phwong phap tai t6 hop twong ddng in vivo, thudng 13 bang cach gin cac
ving c6 tinh twong ddng vio vecto trén vung ria ciia trinh tu nucleotit mong mudn.
Céc vang c6 tinh trong dong dugc bd sung bang cach gin cac oligonucleotit, hodc
bing phéan tmg chudi polymeraza bang cach str dung cac doan mdi chira, vi du, ca
ving c6 tinh twong ddng va phan trinh ty nucleotit mong mudn. Théng thudng, cac
vecto ¢6 ngudn gbc sao chép dam bao su nhan gidng cua ching trong céc té bao
chi nho viée dua ching vao té€ bao 1am yéu t6 ngoai nhiém séc thé. Thong thuong,
vecto nay ciing c6 thé chira cac yéu t6 didu hoa dé dam bao su biéu hién cia axit
nucleic trong t& bdo chu va tao ra polypeptit dich. Trong vecto biéu hién, axit
nucleic néu trén dugc lién két khi hoat dong v6i trinh tu diéu hoa c6 thé bao gém
c4c gen khoi diu, gen ting cudng, gen két thuc, gen didu khién, gen trc ché va tac
nhin gy cam tmg, ciing nhu codon khéi ddu cta polypeptit. Theo mot sé phwong
4n, axit nucleic cua sang ché con duoc lién két khi hoat dong vai peptit din dau dé
dam bao su phan 14p san phim biéu hién ra khéi t& bao chii vao khong gian ngoai
bao.

Sang ché cling d& xuit cat xét hodc hé biéu hién duoc st dung, ngoai cac
muc dich khac, dé tao ra polypeptit ctia sang ché (vi du, chudi nhe va chudi ning
ctia khang thé theo sang ché) trén co s& d6 hodc dung cho qua trinh sao chép cia
phan it axit nucleic theo sdng ché. Cat xét biéu hién c6 thé tdn tai dudi dang yéu tb
ngoai nhim sic thé hoic c6 thé dwoc dinh gin vao hé gen cua té bao bang cach
dua cat xét b_iéu hién néu trén vao té bao. Dé biéu hién, san phém protein dugc ma
héa boi axit nucleic cua sang ché duoc biéu hién trong hé biéu hién thuan tién bt
ky bao gf‘)m, vi du, c4c hé vi khuin, nim men, cén trung, dong vat ludng cu, hodc
té bao cua dong vat c6 vi. Trong cat xét biéu hién, axit nucleic dich dugc lién két
khi hoat dong v6i trinh tr didu hoa c6 thé bao gdm cac gen khoi diu, gen ting
cudng, cac trinh tw két thuc, gen didu khién, gen trc ché va tac nhan gdy cam tng,
cling nhu codon khoi ddu ciia polypeptit. Theo médt sé phwong 4n, axit nucleic ctia
sang ché con duoc lién két khi hoat ddng véi peptit dan d4u dé dam bao sy phan 1ap
san phAm biéu hién ra khoi té bao chi vao khong gian ngoai bao. Cac phuong phap

tao ra cat xét hodc hé biéu hién c6 kha nang bi€u hién sdn pham mong mudn la da
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duogc biét v6i nguoi co hiu biét trung binh trong linh vuc ny.

- Cac hé biéu hién trén day cé thé dugc st dung trong vt chi khong nhan
hogc c6 nhan dién hinh. Céc € bao cht, nhu E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae, t€ bao
con trung Két hop vdi cac vecto ctia baculovirut, hodc cac t€ bao cta sinh vat bac
cao, ma khoéng la cac té bao phdi cua nguoi, nhu ndm men, thuc vat, dong vat cé
xuong sbéng, vi du, cac t& bao CHO (vi du, ATCC CRL-9096), c4c té& bao NSO, té
bao SP2/0, té bao HEK293, té bao COS (vi du, ATCC CRL-1650, CRL-1651) va
HeLa (ATCC CCL-2), c6 thé dugc str dung dé san xuét protein.

Pé tao ra khang thé cua sang ché, té bao chu duoc ddng bién nap véi vecto
biéu hién chtra axit nucleic mi héa chudi nhe ctia khang thé va vecto biéu hién
chira axit nucleic m3 héa chudi ning ciia khang thé. Theo mot sb phwong 4n, vecto
biéu hién don dugc sit dung, ma cac axit nucleic m3 hoéa ca chudi nhe va chudi
ning ciia khang thé duoc dua vao dé.

Pé biéu hién chudi nhe va chudi ning, (cic) vecto biéu hién ma héa chudi
ning va chudi nhe dugc bién nap (ddng bién nap) vao té bao chti sao cho chudi nhe
va chudi ning dwoc biéu hién trong té bao chii nay va t&t hon 13 dugc tiét vio moi
truong, trong d6 cac té bao chi dugce nudi cdy, va moi truong ma khang thé c6 thé
dugc phan 14p tir d6. Nhidu sy giai thich khac nhau ctia thuét ngft "su bién nap"
dwoc dy dinh bao gém khoang rong cac phuong phap thudng duge sir dung dé dua
ADN ngoai sinh vao té bao cht khéng nhan hodc ¢ nhan dién hinh, vi du, phuong
phap gdy xung dién, phuong phép két tia bang canxi phosphat, phuong phap
chuyén nhiém bang DEAE-dextran, v.v., nhu duoc mo ta trong tai liéu: Sambrook,
Fritsch and Maniatis (eds) Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second
Edition, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989; Ausubel F.M. et al. (eds.) Current
Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates (1989).

Khi cAc vecto bidu hién tai td hop chira axit nucleic ctia khéng thé duoc dua
vao té bao chi, khang thé duge tao ra bing cach nudi ciy cac té bao chi trong mét
khoang thoi gian da dé bidu hién khang thé nay trong té bao chu, hoic (t6t hon nira
13) tiét ra khang thé vao méi trudng nudi cdy trong dé cac té bao chi dugc sinh
trrong. Cac khang thé c6 thé dugc phan lap tir mdi trudng nuodi chy bang cach sir

dung k¥ thudt tinh ché protein tiéu chuan. Cac didu kién nudi ciy té bao 1a di dugc
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biét 1 v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay va dugc mo ta trong tai
liéu: Current Protocols in Cell Biology, Bonifacino J.S., Dasso M., Harford J.B.,
Lippincott-Schwartz J. and Yamada K.M. (eds.) published by John Wiley & Sons,
Inc., 2000.

Néu té bao bat ky trong sb cac té bao chu trén diy hodc céc té bao chi khac
hoic cac sinh vt thich hop dé sao chép va/hoic biéu hién axit nucleic clia sang ché
dwoc st dung, axit nucleic di sao chép tao thanh, protein hoic polypeptit di biéu
hién déu ndm trong pham vi cta sang ché dudi dang san phim ctia té bao chii hoic
sinh vat. San phim nay c6 thé dugc phén 14p bang k§ thuét thich hop di biét trong
linh vuc nay.

Céac dong té bao biéu hién én dinh cic protein cla sang ché, c6 thé duoc
chon loc bing cic phuong phap di biét trong linh vuc nay (vi du, dong chuyén
nhiém vé6i gen danh déu c6 thé chon loc, nhu dhfr, gpt, neomycin, hygromycin, dé
cho phép nhan biét va phan l4p cic té bao di chuyén nhidm chira gen dugc dinh
gin vao hé gen).

Céc phan tir axit nucleic ciia sang ché ciing c6 thé dugc st dung dé xac dinh
mic d6 biéu hién gen trong mau sinh hoc. Phuong phap ma trong d6 cac té bao
dugc tht nghiém vé su c6 mit cia cac trinh ty nucleotit cu thé, nhu ADN hoic
ARN hé gen, da dugc thiét 1ap 18 rang trong linh vuc nay. Tém lai, ADN hoic
mARN dugc phan 14p tir mAu t& bio. mARN cé thé duge khuéch dai bing phan
tng RT-PCR, bang cch str dung enzym transcriptaza ngugc dé tao ra sgi ADN bd
tro, sau d6 khuéch dai bing phan tmg chudi polymeraza bing cich st dung cac
doan mdi dic hiéu vdi trinh tu ADN cua sang ché. Theo cich khac, mdu mARN
duoc tach ra bang phuong phap dién di trén gel, duoc chuyén vio thé mang thich
hop, vi duy, nitroxenluloza, nylon, v.v., va sau dé dugc do bang manh ADN ciia
sang ché 1am doan do. Cac k¥ thuat khac, nhu cac thir nghiém gan oligonucleotit,
lai tai chd, va lai v6i doan dd ADN duoc cb dinh trén chip dang rn ciing c6 thé
dugc st dung. Su phat hién mARN lai v6i trinh ty cia séng ché 13 d4u hiéu cua su

bieu hién gen trong mau.
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Str dung khdng thé cia sdng ché trong diéu tri

Theo mot khia canh, khang thé theo sang ché hodc manh c6 hoat tinh cta nd
dugce st dung trong viéc diéu tri cac rdi loan cé lién quan dén hoat tinh cta céc té
bao lymphé T vé mit bénh hoc mang thu thé TCR ctia ho TRBVY trén bé mit, vi
du, ¢4 hoat tinh ctia té bao lymphé T ty mién trong bénh AS, bénh celiac, u lymphd
té bao T.

Khi dwgc st dung trong don sang ché nay, thuat nglt "bénh nhan" dé chi
dong véat c6 va bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, chudt, khi, nguoi, dong vat
c6 vu la gia stc, cac dong vat c6 vi trong cac mon thé thao va dong vat c6 via 1a vat
nudi trong nha; t6t hon 13 thuat ngit ndy ding cho ngudi. Theo phuong 4n cu thé,
bénh nhéin con dugc dic trung bdi bénh hodc 16i loan, hodc tinh trang bénh, do su
c6 mit cia thu thé TCR, chudi beta thudc vé ho TRBVY, trong co thé cta ho lam
trung gian gy ra. Nhu dé biét trong linh vuc nay, thy thé TCR, chubi beta thudc vé
ho TRBV9, ¢6 lién quan dén bénh AS va bénh celiac. Ngoai ra, thu thé TCR, chudi
beta thudc v& ho TRBVY, ¢ thé c6 lién quan dén su phat trién cta nhidu bénh vé
mau, nhu u lymphd té bao T do virut Epstein-Barr gay ra.

Khi duogc sir dung trong ban mé ta nay, cac thuat ngit "sit dung dong thoi",
"duge st dung ddng thai" va "két hop voi" dé chi cac khing thé cung v6i mot hodc
nhidu chit diéu tri khac, dwoc cho 13 c6 nghia 13 dung dé chi va bao gdm cac dinh
nghia sau:

1) viée st dung ddng thoi t6 hop cia khang thé theo sang ché va chét didu tri
cho bénh nhan can diéu tri, khi cic thanh phin nay dugc bao ché cling nhau thanh
dang lidu ding don 1é ma dang ndy s& gidi phéng cac thanh phén néu trén & thoi
diém gin nhu ddng thoi vao bénh nhan néu trén,

2) viéc st dung ddng thoi t6 hop cia khang thé theo sang ché va chét diéu tri
cho bénh nhan cAn diéu tri, khi c4c thanh phin nay dugc bio ché riéng biét véi
nhau thanh cdc dang liéu dung riéng &, cac dang lidu nay duoc st dung gn nhu
ddng thoi boi bénh nhan néu trén, sau d6 cac thanh phan néu trén dugc giai phong
gin nhu dong thoi vao bénh nhan ny,

3) viéc st dung lan luot td hop cta khang thé theo sang ché va chét diéu tri

cho bénh nhan cAn diéu tri, khi céc thanh phin nay dugc bio ché riéng biét véi
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nhau thanh c4c dang liéu dung riéng 18, cic dang liéu ndy dwgc str dung & cac thoi
diém 1ién nhau boi bénh nhan néu trén v6i khoang thoi gian cach nhau ddng ké
gitta mdi 14n st dung, sau d6 cac thanh phin néu trén dugc giai phéng & cac thoi
diém khac nhau dang ké vao bénh nhan néu trén; va

4) viée st dung 14n luot td hop cia khang thé theo sang ché va chét diéu tri
cho bénh nhan can didu tri, khi cac thanh phin nay dugc bao ché ciing nhau thanh
dang lidu dung don 1¢, dang liéu dung nay giai phéng céc thanh phan néu trén theo
cach c6 kidm soat, sau d6 ching duoc giai phéng dong thoi, lién tiép, hoic cing
nhau & céc thoi diém gidng nhau va/hodc khac nhau vio bénh nhan néu trén, trong
d6 mbi phéan c6 thé duoc sit dung qua dudng st dung gidng nhau hoic khic nhau.

Khéang thé cua sang ché (vi du, khang TRBV9-1, khang TRBV9-2, khang
TRBV9-3 hoic khang TRBV9-4) c6 thé dugc sit dung ma khong st dung thém
phuong phap diéu tri khac, nghia 13 dudi dang liéu phap doc 1ap. Ngoai ra, viéc
didu tri bang khang thé cua sang ché c6 thé bao gbm it nhit mot chét diéu tri bd
sung (liéu phap két hop). Theo mét s6 phuong 4n ctia sang ché, khang thé nay c6
thé duoc sur dung déng thoi hodc dugc bao ché vé6i thudc/duge chit khac dé diéu tri
bénh tu mién hodc bénh 1y ung thu khac, sinh bénh hoc cua cac bénh lién quan dén
thu thé TCR chtra chudi beta cia TRBVY, vi du, bénh AC, bénh celiac, u lymphd té
bao T, bénh bach cau té bao T.

Liéu ding va dwong sir dung

Khéng thé theo sang ché s& duoc st dung véi lugng c6 higu qua trong viéc
diéu tri tinh trang bénh cn diéu tri, nghia 13 v6i lidu v trong khoang thoi gian cin
thiét dé dat dwoc két qua mong mudn. Luong c6 hiéu qua didu tri c6 thé thay doi
theo cac yéu t§ nhu tinh trang bénh cu thé can duoc diéu tri, o tudi, gidi tinh, va
trong luong co thé cta bénh nhan, va viéc khang thé nay dugc st dung mdt minh
hay két hop véi mot hodc nhidu k§ thuat diéu tri e ché mién dich hodc khang viém
b sung hay khong.

Ché @6 ding lidu c6 thé dugc didu chinh dé tao ra muc do dép tng t6i wu. Vi
du, mot lidu 16n c6 thé dugc st dung, vai lidu chia nho c6 thé duge sur dung theo

thdi gian hodc lidu dung nay cé thé duge giam di hodc ting 1én twong Umg nhu
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duge chi dinh theo cac tinh hudng didu tri. Dic biét ¢6 loi néu bao ché dugc phim
ding ngoai duong tiéu héa theo dang lidu ding don vi dé d& sir dung va tinh ddng
déu cua lidu lugng. Khi dugc sit dung trong ban mé ta ndy, dang lidu ding don vi
duoc ding dé chi cac don vi riéng r& vé mit vat Iy thich hop 1am liéu dung don vi
cho cac bénh nhan/dbi tuong can dugc didu tri; mbi don vi chtra lwong dinh trudce
cua hop chét c6 hoat tinh duge tinh toan dé thu duoc hiéu qua diéu tri mong mudn
két hop v6i chit mang duoc dung mong muébn. Tiéu chudn k¥ thuat clia cac dang
lidu dung don vi theo sang ché thudong duoc quyét dinh theo va phu thudc truc tiép
vao (a) cac dac tinh dic biét cua chét héa trj liéu va tac dung phong bénh hodc diéu
tri cu thé cin dat dugc, va (b) cac han ché vén cé trong linh vuc bao ché hop chét
¢6 hoat tinh ding dé diéu tri tinh min cam & cac ddi twong.

Do d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé biét duogc tir phin
md td & day rang cic lidu dung va ché do dung lidu dugc diéu chinh theo céac
phuong phap di dugc biét r6 trong linh vuc didu tri. Diéu nay c6 nghia 13 lidu dugc
dung nap tbi da c6 thé duoc thiét lap dé dang, va luong hitu hiéu dé tao ra hiéu qua
diéu tri mong mudn cho bénh nhan ciing nhu cic yéu cau vé thdi gian sit dung cta
mdi chit & dat dugc hidu qua diéu tri c6 thé nhan thiy cho bénh nhéan. Do d6, mic
di mot sb lidu dung va ché do dung liéu duoc dua ra duédi dang cac vi du trong tai
liéu nay, cac vi du nay khong 1am gidi han liéu ding va ché d6 ding liéu c6 thé 12
cin thiét cho bénh nhan trong khi thyc hanh sang ché.

Cén luu y rang cac gia tri lidu ding c6 thé thay dbi theo loai va mirc d6 ning
cha tinh trang cin duoc 1am thuyén giam va c6 thé bao gbdbm mot hodc nhiéu liéu.
Cén hiéu thém ring dbi v6i dbi twong cu thé bat ky, ché do dung lidu cu thé can
duoc diéu chinh theo thoi gian tiy theo nhu ciu ctia ddi tuong va su danh gia cta
chuyén gia y té vé viéc st dung hodc theo doi viéc st dung duoc phém, va cac
khoang liéu ding duoc dua ra trong ban mo ta nay chi 12 vi du va khong du dinh
lam giGi han pham vi hodc sy thyc hanh dugc phém theo sang ché. Ngoai ra, ché do
dung lidu véi cac duoc phim cia sang ché co thé dua trén nhiéu yéu t6 khac nhau,
bao gSm loai bénh, do tudi, trong luong, gidi tinh, tinh trang sttc khde cua bénh
nhin, mic dd ning cla tinh trang bénh, dudng sir dung va khang thé cu thé duoc str

dung. Do d6, ché d dung lidu ndy c6 thé thay doi trong khoang rong, nhung c thé
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duoc x4c dinh theo cach théng thuong bang cach st dung cic phuong phép tiéu
chudn. Vi du, cac liéu dung c6 thé duoc diéu chinh dua trén cic thong s6 duogc
dong hoc hodc dugc luc hoc, cac thong s6 nay co thé bao gém cac hiéu qua lam
sang nhu tac dung gy ddc va/hodc gia tri trong phong thi nghiém. Do do, sang ché
bao gdm ca su ting lidu ding & bénh nhin nhu dugc x4c dinh bdi ngudi cé hiéu
biét trung binh trong linh vyuc ndy. Viéc x4c dinh lidu ding va ché d¢ can thiét 14 da
duoc biét 15 trong linh vuc nay va s& dugc ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh
Vuc nay hiéu rd dua vao céac ¥ tudng dugc bdc 10 trong tai liéu nay.

Vi du vé cac phuong phéap sir dung thich hop da dugc néu trén day.

Du dinh ring lidu ding thich hop ciia khang thé theo sang ché s& nim trong
khoang tir 0,1 dén 200 mg/kg, tot hon 14 tir 0,1 dén 100 mg/kg, bao gbém ca khoang
tir 0,5 dén 50 mg/kg, vi du khoang tir 1 dén 20 mg/kg. Khang thé nay c6 thé duoc
stt dung, vi du, v6i liu it nhit bing 0,25 mg/kg, nhu it nhit bang 0,5 mg/kg, bao
gbm ca lidu dung ft nhat bang 1 mg/kg, vi du, it nhit bang 1,5 mg/kg, nhu it nhét
bing 2 mg/kg, vi dy, it nhit bing 3 mg/kg, bao gdm ca liéu ding it nhét bing 4
mg/kg, vi du, it nhit bing 5 mg/kg; va vi dy, lidu dung dén murc t6i da bang 50
mg/kg, bao gdm ca lidu dung dén murc t6i da bang 30 mg/kg, vi du, dén murc t6i da
bang 20 mg/kg, bao gém ca lidu dung dén muc t6i da bang 15 mg/kg. Viée st dung
nay sé& thuong duoc 13p lai trong cac khoang thdi gian thich hgp, nhu mdi tudn mot
14n, hai tudn mot 14n, ba tudn mot 1an hoic bdn tudn mot 1dn, va mién 13 trong
khoang thoi gian dugc cho 1a thich hop béi bac si didu tri ma trong mot s6 truong

hop, cé the ting hodc gidm lieu dung, néu can.

Dueoc phéim

Khéng thé theo sang ché c6 thé dwoc két hop vao dugc phdm thich hop dé
st dung cho bénh nhan. Khang thé theo sang ché c6 thé duge st dung mot minh
hodc két hop v6i chat mang, chét pha lodng, va/hodc t4 duoc dugc dung, & dang
don liéu hodc da lidu. Cac duoc phdm d& st dung duoc thiét ké dé thich hop cho
ché do su dung dugc chon, va céac chit pha lodng, chét mang va/hodc ta dugce duge
dung nhu cac chét phén tan, chit dém, chét hoat dong bé mit, chat bao quén, chét

hoa tan, chit ding truong, chit én dinh va chat twong tw dugc st dung, khi thich
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hop. Céc dugc phdm néu trén duoc thiét ké theo cac phuong phap thong thuong, vi
du nhu trong tai liéu: Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 19th
Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995, tai li€u nay mo ta
cac k¥ thudt khac nhau dé thu dugc dugc phdm nhu thuong di biét véi bac st thuc
hanh.

Thuét ngit "thubc (duoc chét)" — 13 hop chit hodc hdn hop cia cic hop chét
dudi dang dugc phém 0 dang vién nén, vién nang, bt, san phém doéng kho nhanh,
thudc tiém, tiém truyén, thubc m& va cac dang st dung dwgc ngay khac dugce ding
dé phuc hdi, cai thién hodc cai bién cac chirc nang sinh Iy & nguoi va dong vat, va
dé diéu tri va phong ngira bénh, dé chan doan, gdy mé, tranh thai, m¥ pham va céc
muc dich khac. Phuong phap bat ky dé st dung céc peptit, protein hodc cac khang
thé d4 dugc chip nhan trong linh vurc nay cé thé dwoc str dung theo cach thich hop
d6i voi khang thé ciia sang ché.

Thuét ngit "dwoc dung" dé chi mét hodc nhiéu thanh phén dang rin hoic
long tuong hgp duoc, cac thanh phin ndy thich hop dé st dung & dong vat c6 v,
t6t hon 13 & nguoi.

Thuét ngtt "td dugc" dugc st dung trong ban mo ta nay dé mb ta thanh phan
bét ky khong phai cac thanh phin néu trén ciia sang ché. Cac thanh phan nay 13 chét
hitu co hodc vd co duge st dung trong khi séan xut duoc phém dé tao ra céc san
phim dugc chét ¢6 cac dic tinh 1y hoa can thiét.

Thuat ngit "chit dém", "hén hop chit dém", "tic nhan dém" dé chi dung
dich c6 kha niang chdng lai sy thay dbi 6 pH nho tac dung cia cac thanh phan lién
hop axit-bazo ciia n6, va cho phép dugc chat 13 khang thé chdng lai su thay doi do
pH. No6i chung, t6t hon 13 dugc phém c6 do pH nim trong khoang tir 4,0 dén 8,0.
Vi du vé cac chit dém duoc st dung bao gém, nhung khong chi giéi han &, cac
dung dich dém axetat, phosphat, xitrat, histidin, sucxinat, v.v..

Khi dugc st dung trong ban md td nay, cac thudt ngi "chit ding truong",
"chat diéu hoa ap luc thdm thau" hodc "chit thAm thau" dé chi ta duoc c6 thé lam
tang 4p sudt tham thiu cta dang bao ché khang thé dang long. Dugc chit "ding
trrong" 13 dugc chit ¢é 4p suét thAm thdu twong dwong vé6i &p suit thim thiu trong

mau cua nguoi. Cac dugc chat dang truong thuong c6 4p suat tham thiu ndm trong

-37-



39495

khoang tir 250 dén 350 mOsm/kg. Cac chit ding truong duoc st dung bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, cac hop chét polyol, sacarit va sucroza, axit amin, cac
mudi kim loai, vi du, natri clorua, v.v..

Thuat ngit "chat én dinh" d& chi t4 dugc hodic hdn hop ciia hai hoic nhiéu ta
dugc dé tao ra tinh én dinh Iy hoc vd/hodc héa hoc ctia chét ¢6 hoat tinh. C4c chat
dn dinh bao gdm cac axit amin, vi du, nhung khong chi gi6i han &, arginin, histidin,
glyxin, lysin, glutamin, prolin; c4c chit hoat dong bé mit, vi du, nhung khong chi
gi6i han &, polysorbat 20 (tén thwong mai: Tween 20), polysorbat 80 (tén thuong
mai: Tween 80), polyetylen-polypropylene glycol va cac copolyme cta chung (tén
thuong mai: Poloxamer, Pluronic, natri dodexyl sulfat (SDS); cac chét chéng oxy
hoéa, vi du, nhung khong chi gi¢i han &, methionin, axetylxystein, axit ascorbic,
monothioglyxerol, cac mudi cua axit sulfuro, v.v.; cac chit chelat hda, vi du, nhung
khéng chi gidi han &, axit etylendiamintetraaxetic (EDTA), axit
dietylentriaminpentaaxetic (DTPA), natri xitrat, v.v..

Dugc phim c6 tinh "dn dinh" néu chét cé hoat tinh van gitt dugc tinh 6n
dinh 1y hoc va/hodc tinh dn dinh héa hoc va/hoic hoat tinh sinh hoc cua né trong
khoang thoi han st dung cu thé & nhiét do bao quén, vi du, nam trong khodng tir 2
dén 8°C. Tt hon 12 chét c6 hoat tinh van gitt duogc tinh 4n dinh 1y hoc va hoéa hoc,
cling nhu hoat tinh sinh hoc. Khoang thoi gian bdo quan duoc didu chinh duwa trén
Kkét qua thtt nghiém tinh 4n dinh trong diéu kién gia tdc hodc 130 héa tu nhién.

Dugc phim chira khang thé don dong ctia sdng ché c6 thé duogc sir dung cho
bénh nhan c6 nguyén nhan bénh nhu dugc mo ta trong don sang ché nay bang cach
stir dung cac phuong phap st dung ti€u chuén, bao gdm st dung qua dudng miéng,
trong tinh mach, trong mang bung, dué¢i da, duong phdi, qua chan bi, trong co,
trong mili, trong ma, dudi ludi, hodc st dung & dang thudc dan.

Tét hon 13 duge phim ciia sang ché chira hodc c6 "luong c6 hiéu qua diéu
tri" cta khang thé theo sang ché. Thuat ngit "lwong cé hiéu qua didu tri" dugc du
dinh d chi luong c6 hidu qua véi lidu ding va trong cac khoang thdi gian can thiét
dé dat duoc két qua diéu tri mong mudn. Luong c6 hiéu qua didu tri ctia khang thé
c6 thé thay ddi theo cac yéu t6 nhu tinh trang bénh, do tudi, gi6i tinh, va trong

luong co thé cta doi tuong, va kha nang tao ra sy dap img mong muon & doi twgng
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ctia khang thé hoic phin ctia né. Luong c6 hidu qua diéu tri ciing 12 lugng trong d6
tac dung vé doc tinh hodc tac dung c6 hai bét ky dugc bu lai bai tac dung c6 loi vé
mit didu tri cua khang thé. Thut ngit "luong c6 hidu qua phong bénh" duoc du
dinh dé chi lwong c6 hidu qua véi liéu ding va trong cac khoang thoi gian can thiét
d8 dat dugc két qua phong bénh mong mudn. Do lidu c6 tic dung phong bénh duge
quy dinh cho céc dbi twong trudc khi hoic & giai doan sém ctia bénh, lugng c6 hiéu
qua phong bénh c6 thé thudng nhé hon lugng c6 hiéu qua diéu tri.

Luong c6 hidu qua diéu tri hodc lugng cé hiéu qua phong bénh it nhit bing
lidu c6 hiéu qua didu tri téi thiéu, lidu nay nhé hon lidu giy doc clia chét c6 hoat
tinh can thiét d& tao ra hidu qua diéu tri cho bénh nhan. Mit khic, lugng cé hiéu
qué didu tri ctia khang thé theo sang ché 13 luong 1am giam hoat tinh sinh hoc cla
cac dong tu mién & dong vat c6 vu, tdt hon 12 & ngudi, vi du, béng cach gén két thu
thé TCR, chubi beta thudc vé& ho TRBVY, ma & d6 sy c6 mit clia cac dong ndy giy
ra hoic g6p phan vao tac dung bénh 1y khong mong mudn, hodc 1am giam thu thé
TCR, chudi beta thudc v& ho TRBVY, tao ra hidu qua diéu tri c6 lgi & dong vt c6
va, t6t hon 13 & ngudi.

Pudng st dung cta khang thé theo sang ché c6 thé 13 dudng miéng, ngodi
duong ti€u hoéa, dudong hit hodc khu tri. Tét hon 12 khang thé theo sang ché c6 thé
dugc dua vao duoc phdm chip nhin dugc dé st dung ngodi duong tiéu hoéa. Khi
dugc sir dung trong ban moé ta nay, thudt ngit "ngoai dudng ti€éu héa" bao gbm sir
dung qua dudng trong tinh mach, trong co, dudi da, dudng tryc trang, dudng am
dao hodc trong mang bung. Dang tiém qua duong trong tinh mach, trong mang
bung hodc dudi da 1a cac duong st dung dugc vu tién. Cac chét mang dugc dung
ding cho thudc tiém 1a da dugc biét rd trong linh vuc nay.

Nhu duoc md ta trong phan huéng din thich hop, cic dugc pham sé& 13 san
phédm v6 khudn va 6n dinh trong cac didu kién san xuét va bao quan trong db chira,
dugc dung trong, vi du, 1o nho (6ng tiém) hodc bom tiém dugc bit kin. Do d6, dugc
phém c6 thé duoc khir khuén béng cach loc sau khi bao ché duoc phém nay, hodc
c6 thé dugc tao ra theo cach thich hop v& mit vi sinh hoc bang k¥ thuat khac bat
ky. Dugc phidm dién hinh dé tiém truyén qua dudng trong tinh mach c6 thé chira tir
250 dén 1000ml chit 16ng nhu dung dich Ringer v khuin, nudc mubi sinh 1y,
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dung dich dextroza hodc dung dich nudc mubi Hank, va lidu c6 hiéu qua diéu tri
cua khang thé c6 dic (vi dy, tir 1 dén 100 mg/ml hoic cao hon). Cac liéu dung c6
thé thay dbi tuy theo loai bénh va mtrc dd ning clia bénh. Da biét 1 trong linh vuc
y hoc ring lidu ding cho bénh nhén bt ky phu thudc vao nhidu yéu td bao gdm thé
trang, dién tich bé mat co thé, dd tudi cia bénh nhén, hop chéit cu thé cin dugc sir
dung, giéi tinh, khoang thoi gian va duong st dung, tinh trang strc khée chung va
cac thude duge sit dung ddng thoi khac. Vi du, lidu ding thong thudng cé thé nam
trong khoang tir 0,001 dén 1000pg; tuy nhién, cac lidu ding thap hon va cao hon
khoang minh hoa nay duoc du dinh, dic biét 1a dua vao cac thong sb néu trén. Ché
d6 dung lidu ngoai duong tiéu héa hang ngdy c6 thé niam trong khoang tir 0,1 pg/kg
dén 100 pg/kg cua téng trong lugng co thé, t6t hon 13 nim trong khoang tir 0,3
ng/kg dén 10 pg/kg, va tét hon nita 12 nim trong khoang tir 1 pg/kg dén 1 pg/kg,
dac biét tbt hon nira 12 ndm trong khoang tir 0,5 dén 10 pg/kg trong luong co thé
mdi ngay. Qu4 trinh diéu trj c6 thé duoc theo ddi bing cach danh gia tinh trang stc
khoe cuia bénh nhan theo dinh ky. DPbi véi viee sir dung 13p lai trong vai ngay hodc
1au hon, tiy thudc vao tinh trang bénh ctia bénh nhan, viéc diéu tri dugc lap lai cho
dén khi dat duoc muc do dap trng mong mubn hoédc urc ché dugc cic tricu chiing
ctia bénh. Tuy nhién, cic ché do dung liéu khac khong duge md ta & diy cling c6
thd dugc st dung. Lidu ding mong mudn ciia khang thé c6 thé dugc st dung &
dang str dung lidu don mbi 1dn, st dung liéu 16n nhiéu 14n, hodc bing cach tiém
truyén tién tuc, tuy thudc vao mau phéin rd dugc dong hoc ma bac si thuc hanh
mong mubn dat duoc.

Céc dic tinh gia dinh néu trén cua khang thé phu thudc dang ké vao quyét
dinh cuia bac st diéu tri. Yéu td quan trong trong viéc lya chon lidu dung va ché do
dung liéu thich hop 13 két qua mong mubn. Cac yéu t6 duoc xem xét & diy bao
g6m bénh can dugce didu tri, dong vat co va can duogc diéu tri, tinh trang 1am sang
ctua bénh nhéin, nguyén nhan gay 16i loan, vi tri st dung khang thé, loai khang thé
cu thé, dudng sir dung, ché do st dung va cac yéu té khac da dugc biét rd trong linh
vuc y hoc.

Céc chit diéu tri cta sang ché c6 thé dugc dong lanh hodc dong kho nhanh

va duge hoan nguyén trong chit mang v khuan thich hop trudc khi st dung. Qué
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trinh sy kh6 & nhiét d6 thip va hoan nguyén c6 thé din dén 1am mat hoat tinh ctia
khéng thé & mirc d6 nhét dinh. Cac lidu ding cé thé dugc diéu chinh d bu lai su
hao hut nay. Néi chung, d6 pH nim trong khoang tir 6 dén 8 14 dugc uu tién d6i voi

dwoc pham.

Vat phdm (san phdm) va kit

Phuong 4n khac ctia sang ché 13 vat phim chira san pham dugc ding dé diéu
tri cac bénh tu mién va tinh trang bénh lién quan va cac bénh vé mau 4c tinh, sinh
bénh hoc cua cac bénh lién quan dén thy thé TCR mang chudi beta ciia ho TRBVY.
Céc bénh nay bao gdm, vi du, bénh AS, bénh celiac, bénh bach cau té bao T, u
lymphé té bao T va cac bénh khéc.

San phdm ndy 13 d chira cé gin nhin va t& huéng din sit dung, san phim
nay cé thé & trong vi bam va/hoic bao g6i. Cac dd chira thich hop bao gém, vi du,
lo nho, 6ng tiém, bom tiém, v.v.. Cac d6 chira ¢6 thé duoc 1am bang nhiéu vat liéu
khac nhau nhu thay tinh hodc vt liéu polyme. D6 chira nay chira dugc pham c6
hiéu qua diéu tri bénh nhét dinh va c6 thé c6 duong din v6 khuan. ft nhit mot thanh
phan hoat tinh trong dugc pham 13 khang thé theo sang ché. Nhan dan va t& huéng
dan str dung thé hién réng duoc chit dugce st dung dé diéu tri bénh nhat dinh. Nhin
dan va/hoic to hudng dan st dung con chira cac huéng dan str dung hdn hop khéng
thé & bénh nhén, bao gdm ca chi dinh, tdn suit, lidu dung, dudng st dung, chbng
chi dinh v&/hoic luu ¥ dbi véi cac san pham diéu tri nay. Theo mot phwong 4n, to
huéng dan str dung thé hién rang dugc pham dugc du dinh dung dé diéu tri bénh.

Ngoai ra, vat phdm c6 thé chira, nhung khong chi gi6i han &, cac sén pham
khac cén thiét cho muc dich thwong mai hodc cén thiét cho ngudi tiéu dung, nhu
céc dung méi, chit pha lodng, dung cu loc, kim tiém va bom tiém.

Sang ché con dé cap dén kit c6 thé dugc st dung cho cac muc dich khac
nhau, vi du, dé d4nh gi4 kha ning tiéu diét t& bao T mang céc thu thé TCR ctia ho
TRBVY, d tinh ché hoic Kkét tia mién dich thu thé TRBV9 tir cc té bao. Dé phan
1ap va tinh ché, kit nay cé thé chua khéng thé duoc lién két véi cac hat (vi du, cac

hat sepharoza). Kit nay chira d chira, nhin dan va t& huéng dan st dung.
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Sit dung dé chan dodn

Céac khang thé cia sang ché ciing dugc st dung trong cac muc dich chan
doan (vi du, in vitro, ex vivo). Vi du, khang thé c6 thé dugc sir dung dé phat hién
hodc xac dinh ndng d6 cia té bao lymphé T chira cac thu thé TCR ctia ho TRBV9
trong cac mau thu dugc tir bénh nhan (vi du, miu md hodc mau dich co thé, nhu
dich tiét do viém, mau, dich rudt, nudc bot hoic nudc tiéu). Cac phuong phap thich
hop dé phét hién va x4c dinh bao gbm cac thir nghiém mién dich, nhu phuwong phap
dém t& bao theo dong, thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (enzyme-
linked immunosorbent assay: ELISA), thir nghiém phat quang héa hoc, thir nghiém
mién dich phéng xa, va thir nghiém mé mién dich. Sang ché con bao gdm cac kit,

vi du, kit d& chin do4n chira khang thé duoc md ta & day.

Vi du thiee hién sang ché

» Céc vi du sau day dugc dua ra dé c6 thé hiéu sang ché r5 hon. Cac vi du ndy
dwge dua ra chi nhdm muc dich minh hoa va khong duoc hiéu 12 1am gi6i han pham
vi ctia sang ché theo cach bat ky.

Tét ca cac tai lidu cong bd, bing doc quyén sang ché, va don sang ché da
vién dan trong ban mé ta nay duoc két hop vao day dé tham khao. Mic du sing ché
néu trén da dugc mo ta trong mot s6 chi tiét d& minh hoa va vi du nhdm muc dich
hidu rd rang, ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay s& dé dang hiéu 16
sang ché dua vao phin bdc 16 cia nd, va c6 thé tién hanh mot s6 thay doi va cai

bién ma van nam trong pham vi ciia cac phuong 4n kém theo.

Phén thir nghiém
Vi du 1. San xudt va tinh ché khéng thé
Céc axit nucleic (SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 18) ma héa mién bién déi cia
chudi ning va chudi nhe cta khang thé thu duogc bing cach khuéch dai cic manh
ADN bang cach st dung cac doan moi chdng 1én nhau va polymeraza Q5 cé do tin
cdy cao (NEB, M¥). Cac axit nucleic thu dugc dugc tinh ché trén cot tir Quagen
(Puc) b?mg cach str dung kit thudc thir (# 28104) va dugc tich dong huéng dich

va0 céc vecto pFuse cé ban trén thi truong chira ving On dinh ctia gen chuoi ning
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(IgG1) va gen chudi nhe (kappa) ctia ngudi (Invivogen, M§). Cac trinh ty ctia manh
d3 tach dong duoc dugc khing dinh bang cich gidi trinh ty st dung phwong phap
Sanger.

Két qua 13 thu duoc cic plasmit chira trinh tu ma hoa cta bbn bién thé chudi
ning cua khang thé:

HV khiang TRBV9-1, cac trinh ty nucleotit va axit amin ctia né duoc thé
hién trong trinh ty SEQ ID NO: 20 va 21;

HV khang TRBV9-2, cac trinh ty nucleotit va axit amin ctia né dugc thé
hién trong trinh tg SEQ ID NO: 22 va 23;

HV khang TRBV9-3, cé4c trinh ty nucleotit va axit amin cua né dugc thé
hién trong trinh ty SEQ ID NO: 24 va 25;

HV khang TRBV9-3, cé4c trinh ty nucleotit va axit amin cua n6 dugc thé
hién trong trinh ty SEQ ID NO: 26 va 27,

va dbi v6i mot bién thé chudi nhe cua khang thé, LV khang TRBVY, (SEQ
[D NO:28 va 29).

Tinh dong nhét véi ctia ngudi cia chudi ning clia khang thé 13 72%, va clia
chudi nhe 13 69%.

Pé thu duoc khang thé, cac plasmit dugc chuyén nhiém vao dong té bao
HEK293F dang hdn dich. Thudc thir 293 fectine (Thermo Fisher scientific, USA #
1234701) dugc st dung dé chuyén nhiém. 30 triéu té bao duoc cho vao mdi 30ml
mdi treong FreeStyle, 30pg plasmit pFuse ma hoa mot trong s6 cac bién thé chudi
ning cia khang thé, va 30pg plasmit pFuse ma hoa chudi nhe cta khang thé va
60pl 293 fectine (Thermo Fisher scientific, USA # 12347019) duogc cho thém vao
d6. Céc plasmit chira chudi ning va chudi nhe clia globulin mién dich d3 hoa tan
trong nudc dugce thir nghiém vé& ham luong ndi doc t6 (Quagen, M¥).

Céc hdn hop phan tng tao thanh dugc 0 & nhiét d6 37°C trén may rung
trong mot tudn. Sau mot tudn, dich ndi bé mit té bao dugc thu hoach, dich ndy
duoc st dung dé phan 14p khang thé. Sau dé, dich ndi bé mit dugc ly tim ba lan
vé6i tbe @6 10000 vong/phit trong 10 phut, va phan doan chét long dugc tinh ché
bang cach sir dung cdt HiTrap PrG 1ml (Thermo Fisher scientific, M¥). Dé rira giai,
dung dich dém glyxin 0,1M, d6 pH = 2,5 dugc sir dung, duoc cho vao HCL Chét
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luong phan l4p dwoc dénh gia bing cich sit dung phuong phap PAGE 12% trong
didu kién 1am bién tinh. Viéc dinh lvong duoc thuc hién bing cich x4c dinh trén vi
phd quang ké NanoDrop2000 & mirc 280A. San phim tao thanh dugc bdo quén &
nhiét do +4°C.

Bang 1 thé hién c4c dic tinh ciia protein dugc phan 1ap.

Bang 1. Cac dic tinh ctia khang thé

Tén Trong lugng DPiém | Hé Do tinh Né)ng do HE so hép
phan tir (theo | déng sd khiét cha | protein, thu & budce
Iy thuyét), | dién = tit | protein, % A mg/ml séng 400

kDa nm,l=1cm
TRBV9-1 146,3 8,35 | 1,52 98,3 2,58 0,005
TRBV9-2 146,5 835 | 1,52 98,7 1,91 0,003
TRBV9-3 146,5 8,35 | 1,52 97,8 1,83 0,003
TRBV9-4 146,5 835 | 1,52 98,9 1,56 0,004

Ai lyc ctia khang thé khang TRBV9 duoc x4c dinh bing cach st dung thiét
bi OctetRed 96 (san phim cua cdng ty ForteBio). Cac khéng thé (trong Bang 1)
duoc cb dinh khong dic hiéu trén bé mit clia bo cam bién thé hé thtr hai c6 kha
niang phan Gng véi amin (sdn pham ciia AR2G) theo quy trinh tiéu chuén dugc mé
ta trong hudng dAn cta nha san xuit lién quan dén viéc chudn bi va ¢ dinh cia bd
cam bién AR2G. Phép phan tich duoc tién hanh & nhiét do 30°C bang cach st dung
nuéc mudi dém phosphat (phosphate-buffered saline: PBS) chira Tween-20 0,1%
va BSA 0,1% lam dung dich dém lam viéc. Ai luc gin két ctia khéng thé khéng
TRBV9 dugc phan tich béng cach st dung dung dich dém lam viéc tir né)ng do
126nM dén 2nM vdi sb gia bang 2. Cac dudng cong muc dd gén két, sau khi trir di
tin hiéu tham chiéu, dugc phén tich bang cach sir dung phin mém phan tich dit liéu
Octet (phién ban 7.0) theo quy trinh ti€u chuén va bang cach st dung md hinh
tuong tac theo ty 1¢ 1:1. Cac két qua duoc tém tit trong Bang 2.
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Bang 2. Panh gi4 i luc cia khang thé

Khang nguyén: TRBV9+TRAV26

Khang nguyén: TRBV9+TRAV38

kD,M | kon, |kdis,1/s| R2 kD,M | kon, |kdis, I/s| R2
1/Ms 1/Ms
TRBVY | 2,20E- | 5,15E+ | 1,13E- | 0,9915| 4,14E- | 4,41E+ | 1,83E- |0,9815
-1 10 05 04 10 05 04
2,78E- | 6,58E+ | 1,83E- | 0,99 | 3,65E- | 5,62E+ | 2,05E- | 0,9776
10 05 04 10 05 04
2,04E- | 5,59E+ | 1,14E- [0,9841| 5,29E- | 3,71E+ | 1,96E- |0,9877
10 05 04 10 05 04
TRBVY | 1,35E- | 447E+ | 6,02E- | 0,9905| <1,0E- | 3,97E+ | <1,0E- |0,9772
-2 11 05 06 12 05 07
<1,0E- | 3,81E+ | <1,0E- | 0,9861 | <1,0E- | 2,89E+ | <1,0E- |0,9894
12 05 07 12 05 07
TRBVY | 3,19E- | 2,87E+ | 9,16E- |0,9991 | 3,11E- | 3.09E+ | 9,61E- |0,9942
-3 10 05 05 10 05 05
5,82E- | 1,68E+ | 9,80E- |0,9998 | 4,00E- | 2,29E+ | 9,16E- |0,9962
10 05 05 10 05 05
TRBVO | <1,0E- | 8,65E+ | <1,0E- |0,9381 | <1,0E- | 7,13E+ | <1,0E- |0,9058
-4 12 05 07 12 05 07
<1,0E- | 5,79E+ | <1,0E- | 0,9546 | <1,0E- | 4,76E+ | <1,0E- |0,9512
12 05 07 12 05 07

Khong quan sat dugc sy tuong tac véi khang thé khi st dung cic khang
nguyén TRBV7+TRAV38. Céc khang thé TRBV9-2 va TRBV9-4 c6 dic tinh tot

nhét.

Vi du 2. Sir dung céc khing thé don dong khdng TRBVY dé danh dau té bao lymphé
T biéu hién chudi beta ciia TCR thudc vé ho TRBVY

Cac khang thé don dong (khang TRBV9-1, khéng TRBV9-2, khéing
TRBV9-3, khang TRBV9-4, dugc x4c dinh tinh chét trong trinh tu ving CDR3 clia
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chudi ning) duogc tao ra nhu duge mé té trong Vi du 1. bPé quan sat dugc cac khang
thé bang mét thuong, ching dugc danh dau floresxein béng cach st dung thudc thir
floresxein isothioxyanat (Sigma, M¥) theo quy trinh cuia nha san xuét. Luong nhém
huynh quang dugc cho phan trng véi cac phan tir khang thé dugc kiém soat bang ty
18 phd hip thu & budc séng 495/280 nm. Cac khang thé d4 danh déu duoc st dung
@& phat hién cac t& bao lymphd T biéu hién chudi beta cta thu thé TCR cta ho
TRBV9 trong phan doan don nhan cua mau clia nguoi.

Mau ngoai vi ctia 5 nguoi cho khée manh dugc st dung dé thu dugc phan
doan nay. Mau duoc 14y vao dng Vacuette EDTA (mdi 6ng 2x9 ml), phan doan don
nhan duoc phéan 14p theo quy trinh tiéu chuin dugc mb ta (trong tai liéu: Kovalchuk
L. V. et al. Immunology: Workshop - 2010. - 176 p.). Sau khi phan 14p, cac té bao
duoc chuyén vao nuéc mudi dém phosphat (PBS) chira albumin huyét thanh bo
(bovine serum albumin: BSA) 0,5% va EDTA 2mM. Tbng sb t& bao va kha ning
sbng cia chung dwoc x4c dinh bing phuong phap nhudém bang thubc nhuém xanh
trypan nhu dugc mo ta béi Lang N.R. (Stimulation of lymphocytes M.: Medicine,
1976.-288 p.).

Pé danh diu céc t& bao lymphd T, cac khang thé khang TRBVY-1, khang
TRBV9-2, khang TRBV9-3, khang TRBV9-4 trong dung dich dém PBS dugc bd
sung albumin huyét thanh bd (BSA) 0,5% va EDTA 2Mm, dé ndng d6 cudi bang 5
ng/ul va 0,5 ng/ul, cling nhu khang thé don dong khang CD3-eFluor405 ((dong
OKT3, eBioscience);) & néng do duoc khuyén cdo clia nha san xuét, dugc bd sung
trong mdi thir nghiém vao phan phan uéc ciia phan doan don nhan, mdi phan doan
chira 500.000 té bao (trong mdi thir nghiém).

Cac hon hop phan {ng tao thanh cé thé tich 50ul PBS dugc bd sung BSA
0,5%, EDTA 2mM dugc 4 & nhiét do trong phong trong 30 phut, sau do, cac té bao
duge rira bang dung dich dém PBS dugc bd sung BSA 0,5%, EDTA 2mM, va c4c
két qua nhuém dugc phan tich bang phuong phap dém té bao theo dong
(FACSARIA III, M, cac hinh v& tir Fig.1 dén Fig.4). D3 chimg minh dugc rang tit
ca céc bién thé tao thanh cta céc khang thé don dong déu nhan biét dic hiéu phan
doan ctia cac t& bao CD3+ dwong tinh. Tuy nhién, bién thé TRBV9-2 c6 miic do

nhudm mau bén nhit, chira 2,9% phan doan dwong tinh véi CD3, & ca hai ndng do
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khang thé bing 5 ng/pl va 0,5 ng/ul. Trong khi cac bién thé cua khang thé khac
(khang TRBV9-2, khang TRBV9-3, khang TRBV9-4) c6 mirc d6 nhudm voi ty 1€
clia cac té bao lymphd TRBV9+ khic nhau & cling ndng do. Ngodi ra, tinh dic hidu
ctua khang thé khang TRBV9-2 dugc xac dinh theo sy khong cé mit cia cac té bao
am tinh véi CD3 khéng dic hi¢u dugc nhudém ¢ muc yéu, cac té bao nay c¢6 mat khi
st dung céc bién thé khéc, va theo mirc do tach dang ké cua quan thé té bao dic
hiéu ra khéi céc t& bao lymphd dwong tinh véi CD3 khac c6 két qua am tinh d6i véi
TRBVO.

Do d6, d3 phat hién duoc rang bién thé thir hai (khang TRBV9-2) ¢6 muc dd
nhudm ciia cac té bao lymphd T TRBV9+ T dic hiéu & mitc cao va c6 hiéu qua
nhit. Khang thé nay c6 thé dugc sir dung cho muc dich chén doan @& phat hién cac
t€ bao lymphé T TRBV9+ vé6i ndng do 0,6 ng/pl.

DPé danh gi4 tinh dic hiéu cia cic khang thé khiang TRBV9-1, khéang
TRBV9-2, khang TRBV9-3, khéng TRBV9-4, cac phan doan mau don nhan thu
dugc nhu d& md ta trén day tir 5 miu mau ngoai vi dugc nhudm bang khang thé
khang TRBV9-FITC va khang thé khang-CD3-eFluor450 (eBioscience, M§) nhu
dwoc mo ta trén day, bang cach str dung ty 1& nhu sau:

5 ul (1pg) khang thé khang-CD3-eFluor 450 (eBioscience, M¥) va 30ng (0,5
ng/pl) khang thé khang TRBV9-2 FITC dugc cho thém vao 3 triéu té bao clia phan
doan mau don nhan. Cac hdn hop phéan tng dugc & nhiét d trong phong trong 30
phut, cac té bao duoc rira bang dung dich dém PBS c¢6 bd sung BSA 0,5% va dugc
phén loai trén may tuyén té bao (FACSARIA III, My) dé phan 1ap quan thé € bao
CD3+TRBV9+, ciing nhu cic té bao CD3+TRBVY-. Chét luong tuyén té bao duoc
kiém so4t bing cach tuyén lai quin thé CD3+TRBV9-+, két qua tuyén lai té bao cho
thdy muc do 1am gidu ciia quan thé té bao dich 1 95%.

Céc phan doan té bao thu duoc duge cho vao chit d&m RLT (Quagen, Pirc),
ARN duge phan 14p tir 6 bang cach sir dung kit thudc thir 13 kit mini Quiagen
RNAeasy #217004 (Quagen) theo quy trinh cua nha san xuét. cADN duoc tong hop
trén khuén ARN dugc phéan 1dp, cac manh cla chudi beta cua thu thé T duogc
khuéch dai theo quy trinh dugc mo ta trong tai lidu clia Britanova va céc ddng tac

gia (J Immunol, 2016, 196(12) 5005-5013) bing cach st dung kit tong hop Mint
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cADN (Eurogen, Nga). Céc thé thich ting Illumina (M¥) duoc gin vao cac don vi
siéu sao chép duoc tao ra, viéc gidi trinh tu dugc thuc hién trén thiét bi MiSeq
Tlumina theo quy trinh ctia nha san xuét may giai trinh tu. S6 liu giai trinh tw dugc
phén tich bang cach sir dung phin mém MiGEC, MiXCR va VDJtools c6 san trén
internet & trang web https://milaboratory.com. Két qua phan tich s6 lidu cho thiy
ring 90% trinh tu tir phan doan CD3+TRBV9+ thudc v& ho gen mién bién dbi cla
chudi beta cia TRBVY. Déng thoi, khong phat hién dwgc cidc manh chira trinh ty
mién bién ddi ctia TRBVY trong phan doan CD3+TRBV9-. Do d6, cic khang thé
khang TRBV9-1, khang TRBV9-2, khang TRBV9-3, khang TRBV9-4 gin két dic
hiéu vé6i chudi beta ctia ho TRBVO.

Vidu 3. Hoat tinh chitc ndng cua khang thé

Cac khang thé don dong (khang TRBVO9-1, khang TRBV9-2, khang
TRBV9-3, khang TRBV9-4, dugc x4c dinh tinh chét trong trinh tw CDR3 cua chubi
nang) thu dugc nhu dugc mé ta trong Vi du 1. Phan doan don nhén ciia mau cia
nguoi thu duge nhu duge mo ta trong Vi du 2.

Ngoai ra, cac té bao giét tw nhién dugc phan 1ap tir phén phan doan don nhan
biang cach st dung kit thudc thir phan 1ap té bao NK cta ngudi # 130-092-657
(Miltenyi biotec, M¥). Quy trinh ctia nha sén xuét dugc st dung. Chét lugng cia
qua trinh phan 14p & bao NK dugc danh gia bing phuong phép dém té bao theo
dong (BD FACS ARIA III, M¥) bing cach st dung khang thé di danh ddu CD16-
FITC, CD56-PE, CD3-VioBlue. Mtc d6 lam gidu vdi té bao NK 13 tir 85 dén 95%.

Pé danh gia doc tinh té bao, cic khang thé (khang TRBVY-1, khang
TRBV9-2, khang TRBV9-3, hodc khang TRBV9-4) dugc cho vao phéan phan uéc
ctia phan doan don nhan chira 1 x 10° té bao dé ndng d6 cudi bang 5 pg/ml. Khang
thé Remicade v6i cing ndng d6 nhu khang thé khang TRBV9 dugc st dung 1am
d6i ching am. Khong cho thém khing thé vao phin phan udc ciia té bao d6i chimg
(d6i chiing duwong). Ngodi ra, 10° té bao NK dugc cho thém vao tat ca cac hdn hop
phéan tng. Thé tich cudi ctia hdn hop phan tng 12 100pl.

Cac hdn hop phan tng dugc 0 & nhiét do trong phong trong mdt gio, sau do

céc té bao duogc rira vai 1an dé loai bo khang thé va dugc phan bd vao cac 16 cua dia
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day tron c6 96 13, trén ban.

Sau 6 ngay, cac t& bao dugc thu hoach tir cac 16 va dugc sir dung dé phan
tich kiéu hinh mién dich bing cach st dung phuong phap dém té bao theo dong.
Céc khang thé sau day duoc st dung dé phat hién cac té bao lympho T: khang thé
khiang CD3-eFluor450 (dong OKT3, eBioscience); khang thé khang CDS8-PC7
(dong SFCI21Thy2D3, Beckman Coulter, M¥); cic khang thé tao thanh 13 khang
thé khang TRBV9-1, 2, 3, 4 dugc danh d4u bing Fitc. Sau khi nhudm, cic té bao
dugc rira va phan tich trén thiét bji BD FACSARIA III. Khong phat hién thy t€ bao
bao lymphdé T CD3+TRBV9+ trong cic miu dugc U voi khang thé khang TRBV9
ctia sang ché. Tréi lai, vAn phét hién duoc cac té bao lymphd T dwong tinh kép voi
CD3+TRBV9+ trong miu dbi chimg khi khong c6 mit khang thé khang TRBV9
("dbi chung tréng"), ciing nhu véi khéng thé didu tri Remicade, didu nay khing
dinh su loai bd dic hi¢u cac té bao T TRBV9+ sau khi cho thém khang thé khang
TRBVY. Fig.5 thé hién két qua dién hinh ciia phuong phép dém té bao theo dong.
Trong mAu d6i chirng 4m khéc, trong d6 khéng thé khang-CD6 khong c6 dc tinh
t& bao dugc sir dung thay cho khang thé khang TRBVY clia sang ché, khong quan
st thdy sy thay dbi vé& quan thd CD3+CD6+ dich so v6i "dbi chung tréng". Pidu
nay cho thdy ring khong quan sat dugc sy sang loc epitop bang khang thé khong
duoc danh ddu vao ngay thir 6, va khiang dinh kha ning loai bd cac té bao mang thu
thé TCR ctia ho TRBVY cua cac khang thé khang TRBVO.

Vi du 4. Thiét ké dong té bao on dinh

Thu duoc dong té bao én dinh tao ra khang thé don dong khdng TRBV9-2
bing cach chuyén nhiém dong té bao CHO-S dang hdn dich v6i céc chu tric vecto
gdm ty 1& t6i wu ctia chudi nhe va chudi ning cua khang thé. Cac dong vo tinh duy
tri & ndng @0 cao (cao hon 100 mg/l) thu dugc bing cich s dung thiét bi dang
robot ClonePix (Molecular Devices). San lugng cua cac dong da chon dugc phan
tich bang hé thdng tu dong dang robot Biomek FX (Beckman Coulter), va hé thdng
phéan tich Octet RED96 (Pall Life Sciences). Sinh vét san xuét dugc nudi cay bang
cach st dung méi trudong khéng chira huyét thanh va ciing khong chira protein c6

ngudn gbc tir ddng vat. San pham BCD085 dé nghién ciru tién 1am sang dugc tao ra
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trong 200 lit chit 1én men trong binh phan Gng sinh hoc st dung mot 14n HyClone

(Thermoscientific).

Vi du 5. Tao ra dwoc phdm chira khing thé cia sing ché
Céc thanh phin ciia dugc pham dugc thé hién trong Bang 3.

Bang 3. Nong d6 ctia cac thanh phin cua dugc phdm

Thanh phan Nong do
Khang thé khang TRBV9-2 10-50 mg/ml
Dung dich dém xitratlOmM dé diéu 6,0-7,0
chinh d6 pH

Natri clorua 50-150 mM
Sucroza, trehaloza 0,3-0,5%
Nuéc dung dé tiém ~ tbi da 1ml

Vi du 6. Kit chira dirgc phém vdi khéng thé

Dé tao ra kit v6i dang lidu dung chira hdn hop khang thé khdng TRBV9-2,
duoc phém duoc tao ra theo Vi du 5 dugce bit kin trong 6ng tiém hodc bom tiém
1ml trong didu kién vo khuin, duoc gin nhin va déng géi vao dd chira bing chét
déo hoac bia cac tong.

Ngoai ra, t& huéng dan st dung dugc dua vao do chira 6ng tiém.

Vi du 7. Bién thé cia cdc khing thé theo séng ché

Céc trinh tu cta thé dot bién HV khang TRBV9-1 thu dugc bing phuong
phép gay dot bién dinh huéng vi tri bang cach st dung "sw mé& rong gbi nhau" cua
c4c san phdm PCR nhu dugc md tA bdi Wurch va céc dong tac gia, Methods in
Molecular Biology. 12 (9), 653 — 657 (2004). Polymeraza Q5 cé 4o tin bcay cao
(NEB, M¥) duoc sir dung cho phan tng PCR, theo cac hudng dan ctia nha san xuét.
Sau khi khuéch dai, cac manh thu dwoc duoc tinh ché bang phwong phép dién di
trén gel agaroza 1% va chiét thém. Cac manh ADN dugc phan l4p trén gel chtra cac
dot bién duoc két hop vao cdu tric hoan chinh bing phan tmg PCR mé rong gbi
nhau (1am bién tinh & nhiét d6 95°C trong 12 gidy; ghép & nhiét do 55°C trong 2
phtit; md rong & nhiét do 72°C trong 1 phut, 8 chu trinh PCR). Phwong phéap nay
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gia dinh rang cac manh c6 mit trong hén hop phan tng, c¢6 cac ving bd trg véi
nhau dugc sir dung lam khuoén va doan mdi. Toan bd ciu trac duge khuéch dai
bing phan tmg PCR tidu chudn c6 bd sung cac doan mdi bd trg vao cac du cla
manh dugc khuéch dai. Cac axit nucleic thu dugc dugc tinh ché trén c6t Quagen
(Plrc) bang cach sir dung kit thude thir (# 28104) va duoc tach dong vao vecto
pFuse nhu dugc mo ta trong Vi du 1. Céc trinh ty ADN cua thé dot bién dugc kiém
tra bing cach giai trinh tu theo phwong phap Sanger. Céc trinh tu nucleotit va axit
amin ciia mién bién déi tao thanh dwoc thé hién nhu sau: bién thé 1 — trong trinh ty
SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO: 31; bién thé 2 — trong trinh ty SEQ ID NO: 32 va
SEQ ID NO: 33. Kha ning gin két véi céc té bao lymphd T biéu hién chudi beta
ctia thu thé TCR thudc vé& ho TRBV9 cua cac khang thé thé dot bién duoc xac nhan
nhu duoc mé ta trong Vi du 2. D3 ching minh duge 1'§1ng su thay thé dugc dua vao

khong 1am anh huéng dén tinh dic hiéu gin két.
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YEU CAU BAO HO

1. Khéang thé don dong hodic manh gin két khang nguyén cta né gan két dic
hiéu véi ving chudi beta ctia ho TRBVY cua thu thé té bao T cua ngudi, bao gom:
1) mién bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin cia HCDR 1-3, trong
do
HCDR 1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1,
HCDR 2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2,
HCDR 3 chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gbm céc trinh tu
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:6;
2) mién bién ddi chudi nhe chira trinh tyr axit amin cia LCDR 1-3, trong d6
LCDR 1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7,
LCDR 2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: &,
LCDR 3 chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

2. Khang thé don dong hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo diém
1, trong d6 mién bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin c6 tinh dong nht it
nhit 90% véi trinh ty axit amin dugc chon tir nhém g6m cac trinh tu SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19.

3. Khéng thé don dong hodc manh gin két khang nguyén cia né theo diém
2, trong do mién bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
gbm céc trinh ty SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:
19.

4. Khang thé don dong hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém
1, trong d6 mién bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin cé tinh déng nhét it

nhét 90% véi trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 11.

5. Khang thé don dong hoic méanh gan két khang nguyén ctia né theo diém
4, trong 6 mién bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID N

11.
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6. Khang thé don dong hoic manh gin két khang nguyén ciia né theo diém
1, bao gdm:

1) chudi ning c6 trinh ty axit amin ¢6 tinh ddng nhat it nhat 90% véi trinh tu
duoc chon tir nhém céc trinh ty SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 27;

2) chudi nhe c6 trinh ty axit amin c¢6 tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 29.

7. Khang thé don dong theo diém 6, bao gbm:

1) chudi ning chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gbdm cac trinh tur
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27,

2) chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 29.

8. Khang thé don dong theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong
d6 khang th8 nay 13 khang thé IgG c6 chiéu dai day du.

9. Khéang thé don dong theo diém 8, trong d6 khang thé nay lién quan dén

isotyp cua nguoi dugce chon tir nhom gbém IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4.

10. Axit nucleic m3 héa khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia né
theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, gin két ddc hidu véi ving chudi beta
cua ho TRBV9 cua thu thé t€ bao T cua nguoi.

11. Vecto biéu hién chira axit nucleic theo diém 10.

12. Phuong phép tao ra té bao chu d8 thu dugc khang thé hosic manh gin két
khéng nguyén ciia né theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, bao gébm budc

bién nap té bao nay véi vecto theo diém 11, chtra axit nucleic theo diém 10.

13. Té bao chu dé thu duoc khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua
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n6 theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, chira axit nucleic theo diém 10.

14. Phuong phap tao ra khéng thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6
theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, trong d6 phuwong phép ndy bao gdm
bude nudi cdy té bao chi theo diém 13 trong moi trudng nudi cdy trong cac didu
kién dé dam bao su tao ra khang thé néu trén, sau d6 phan 1ap va tinh ché khang thé

thu duoc.

15. Duoc phim chira khang thé hozic manh gin két khang nguyén cia nd
theo diém bat ky trong sb céc didm tir 1 dén 9, két hop véi mot hodc nhiéu ta dugc

dugc dung.

16. Dugc phidm chira khang thé hoic manh gian két khang nguyén ctia n6
theo didm bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 9 va it nhit mot hop chét c6 hoat tinh

diéu tri khac.

17. Dugc phim theo diém 16, trong d6 hop chét c6 hoat tinh diéu tri khac

dugc chon tir hop chét phan t& nhd, khang thé hodc céc hormon steroit.
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DANH MUC TRINH TV
<110> JSC "BIOCAD"

<120> Khang thé don dong, phuong phdp tao ra khdng thé va dugc pham chita
khang thé nay

<139> TCRB9.docx

<160> 33

<170> PatentIn phién ban 3.5
210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin HCDR1 (theo cdch ddnh s6 Kabat)

<400> 1
Asp Tyr Leu Val His
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin HCDR2 (theo cdch danh sé Kabat)

<4008> 2
Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Thr Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Glu
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 13

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin HCDR3 (theo cdch ddnh sé Kabat)

<400> 3
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Ser Trp Arg Arg Gly Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

4

13

PRT

Nhan tao

Trinh tu

4

Ser Trp Arg Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

5

13

PRT

Nhan tao

Trinh tv

5

Ser Trp Arg Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

6

13

PRT

Nhan tao

Trinh tu

6

Ser Trp Arg Arg

1

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

<220>
<223>

7

11

PRT

Nhan tao

Trinh tv

5 10

axit amin HCDR3 (theo cach danh sd Kabat)

Gly Leu Arg Gly Ile Gly Phe Asp Tyr
5 10

axit amin HCDR3 (theo cadch ddnh s6 Kabat)

Gly Ile Arg Gly Leu Gly Phe Asp Tyr
5 10

axit amin HCDR3 (theo cdch ddnh sé Kabat)

Gly Ile Arg Gly Ile Gly Phe Asp Tyr
5 10

axit amin LCDR1 (theo cdch danh s6 Kabat)
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<400> 7

Lys Ala Ser Lys Ser Ile Asn Lys Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 8

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin LCDR2 (theo cdch danh sé Kabat)

<400> 8

Asp Gly Ser Thr Leu Gln Ser

1 5
<210> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin LCDR3 (theo cdch danh s6 Kabat)

<400> 9

Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Pro Thr

1 5
<210> 10
<211> 321
<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty nucleotit cla mién bién déi chudi nhe cla khang thé

;:ggzgczga tgacccagtc cccctacaac ctggecgect cccccggega gteegtgtec 60
atcaactgca aggcctccaa gtccatcaac aagtacctgg cctggtacca gcagaagccc 120
ggcaagccca acaagetget gatctacgac ggctccaccc tgeagtccgg catcccctec 180
aggttctccg gectcecggetc cggeaccgac ttcaccctga ccatcagggg cctggagecc 240
gaggacttcg gcctgtacta ctgccagcag cacaacgagt acccccccac ctteggegec 300
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ggcaccaagc tggagctgaa g 321

<210> 11

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

<220>
<223> Trinh ty axit amin cta mién bién d6i chudi nhe cla khang thé

<400> 11

Asp Val Gln Met Thr Gln Ser Pro Tyr Asn Leu Ala Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Ser Val Ser Ile Asn Cys Lys Ala Ser Lys Ser Ile Asn Lys Tyr
: 20 25 30

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

Tyr Asp Gly Ser Thr Leu Gln Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Arg Gly Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Gly Leu Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<21e> 12

<211> 366
<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu nucleotit cla mién bién d6i chudi ning cta khang thé

<400> 12
cagatccagc tggtgcagtc cggccccgag ctgagggage ccggegagte cgtgaagetg 60
tcctgcaagg cctcecggeta caccttcacc gactacctgg tgcactgggt gaagcaggcec 120
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cccggcaagg gectgaagtg gatgggetgg atcaacacct

gccgacgact tcgagggcag gttcgtgttc tccctggagg

ctgcagatct ccaacctgaa gaacgaggac accgccacct

aggaggggcc tgaggggecct gggettcgac tactggggcc

tcctcce

<2106>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13
122
PRT
Nhan tao

Trinh ty axit amin cGa mién bién doi

13

Gln Ile Gln Leu

1

Ser

Leu

Gly

Glu

65

Leu

Ala

Gly

Val

Val

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Lys Leu
20

His Trp
35

Ile Asn

Arg Phe

Ile Ser

Ser Trp

100

Gly Val
115

Val

Ser

Val

Thr

Val

Asn

Arg

Phe

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Val

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Leu

Val
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Glu

Glu

Arg

165

Ser

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly Lys

Pro Thr

Ala Ser

75

Asp Thr
90

Gly Leu

Ser

acaccggcac

cctcegectc

acttctgcgc

agggcgtgtt

chudi nang cla khang thé

Arg

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ala

Gly

Glu

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Phe

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg

cgtgaccgtg

Gly Glu

Asp Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn

80

Phe Cys
95

Tyr Trp

180

240

300

360

366



14
366
ADN
Nhan

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

<220>
<223>

<400> 14
cagatccagc

tcctgcaagg
cccggcaagg
gccgacgact
ctgcagatct

aggagggscc

tcctcc

15
122
PRT
Nhan

<210>
211>
212>
<213>

<220>

<223> Trin

<400> 15
Gln Ile Gln
1

Ser Val Lys

Leu Val His
35

Gly Trp Ile
50

Glu Gly Arg
65

tao

tggtgcagtc
cctccggcta
gcctgaagtg
Tcgagggcag
ccaacctgaa

tgaggggcat

tao

h tu

lLeu Val Gl

Leu Ser

20

Cy

Trp Val Ly

Asn Thr Ty

Ph
70

Phe Vval

cggcceccgag
caccttcacc
gatgggetgg
gttcgtgttc
gaacgaggac

cggcttcgac

axit amin cla mién bién

n Ser Gly

Ala

s Lys

Ala
40

s Gln

r Thr
55

Gly

e Ser Leu

39495

Trinh tu nucleotit cla mi&n bién doi

ctgagggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccctggagg
accgccacct

tactggggcc

Glu
10

Pro lLeu

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Lys

Thr Pro Thr

Ala Ser

75

Glu

-65-

chudi nang

ccggegagtc
tgcactgggt
acaccggcac
cctccgectc

acttctgcgc

agggecgtgtt

Arg Glu Pro

Thr Thr

30

Phe

Leu
45

Gly Lys

Tyr Ala

60

Asp

Ala Ser Thr

cla khang thé

cgtgaagctg
gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg

cgtgaccgtg

i chudi nang cla khang thé

Gly Glu

15

Asp Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn

80

60

120

18e

240

300

360

366
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Leu Gln Ile Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 20 95

Ala Arg Ser Trp Arg Arg Gly Leu Arg Gly Ile Gly Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Val Phe Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 16
<211> 366
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit cGa mién bién d6i chudi nadng cua khang thé
<400> 16
cagatccagc tggtgcagtc cggccccgag ctgagggage ccggegagtc cgtgaagetg 60
tcctgcaagg cctccggeta caccttcacc gactacctgg tgcactgggt gaagcaggcec 120
cccggcaagg gectgaagtg gatgggetgg atcaacacct acaccggcac ccccacctac 180
gccgacgact tcgagggcag gttcgtgttc tccctggagg cctccgecte caccgecaac 240
ctgcagatct ccaacctgaa gaacgaggac accgccacct acttctgege caggtectgg 300
aggaggggca tcaggggcct gggettcgac tactggggece agggegtgtt cgtgaccgtg 360
tectcc 366
<210> 17
<211> 122
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cla mién bién déi chudi nang cla khang thé

<400> 17

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Arg Glu Pro Gly Glu

1

5

10

15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

20

25

-66-

30



Leu Val

35

Gly Trp

50

Glu
65

Gly

Leu Gln

Ala Arg

Gly Gln

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

18
366
ADN

<220>
<223>

<400> 18
cagatccagc

tcctgcaagg
cccggcaagg
gccgacgact
ctgcagatct

aggagggeca

tecctcc

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

19
122
PRT

<220>

His

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly
115

Nhan

Trp Val

Asn Thr
Phe

Val

Asn
85

Ser

Trp
100

Arg

Val Phe

tao

tggtgcagtc
cctccggcta
gcctgaagtg
tcgagggcag
ccaacctgaa

tcaggggcat

Nhan tao

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Val

Gln Ala

40

Thr
55

Gly

Ser Leu

Lys Asn

Gly Ile

Thr Val

120

cggccccgag
caccttcacc
gatgggctgg
gttcgtgttc
gaacgaggac

cggcttcgac

39495

Pro Gly Lys

Thr Pro Thr

Glu Ala Ser

75

Glu Asp Thr

90

Arg Gly Leu

105

Ser Ser

Trinh tu nucleotit cha mién bién doi

ctgagggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccctggagg
accgccacct

tactggggcc

-67-

Leu
45

Gly Lys

Tyr Ala

60

Asp

Ala Ser Thr

Ala Thr Tyr

Gly Phe Asp

110

chudi nang

ccggcegagtc
tgcactgggt
acaccggcac
cctcecgectc

acttctgcgc

agggegtgtt

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn

80

Phe
95

Cys

Tyr Trp

cla khang thé

cgtgaagctg
gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg

cgtgaccgtg

60

120

186

240

300

360

366



<223>

<400>

Trinh tv

19

Gln Ile Gln

1

Ser

Leu

Gly

Glu

65

Leu

Ala

Gly

Val

Val

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Gln

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

<220>
<223>

<400>
cagatccagc tggtgcagtc cggccccgag ctgagggage ccggegagtc

Lys

His
35

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly
115

20
1365
ADN
Nhan

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp

100

Val

tao

39495

axit amin cla mién bién doi

Val

Ser

Val

Thr

Val

Asn

85

Arg

Phe

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Val

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Ile

Val
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Glu

Glu

Arg

165

Ser

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly Lys

Pro Thr

Ala Ser

75

Asp Thr
90

Gly Ile

Ser

chudi nang cla khang thé

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Glu

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Phe

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Trinh tu nucleotit cla chudi nang cla khang thé

20

tcctgecaagg cctccggeta caccttcacc gactacctgg tgcactgggt

cccggcaagg gcctgaagtg gatgggetgg atcaacacct acaccggeac

gccgacgact tcgagggcag gttcgtgttc tccctggagg cctecgectce

-68-

Gly Glu
15

Asp Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn
80

Phe Cys
95

Tyr Trp

khang TRBV9-1

cgtgaagctg
gaagcaggcc
ccccacctac

caccgccaac

60

120

180

240



ctgcagatct

aggaggescc
tccteccgect
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccccga
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
cctccegtgc
agcaggtggc
cactacacgc
<210>
<211>

<212>
<213>

21
452
PRT

<220>

<223>

<400> 21

ccaacctgaa
tgaggggect
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa

agaagagcct

Nhan tao

gaacgaggac
gggcttcgac
cccatcggtc
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
caaaactcac
cctcttcccc
cgtggtggte
cgtggaggty
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttc
cgtcttctca

ctccctgtct

39495

accgccacct
tactggggcc
ttcccecctgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgactgtgc
cccagcaaca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagecegsg
ttcctctaca
tgctccgtga

ccgggtaaat

acttctgcgc
agggegtgtt
caccctcctc
acttccccga
ccttccecggce
cctctagcag
ccaaggtgga
cgtgcccagc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccageccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

gataa

caggtcctgg
cgtgaccgtg
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcggeaggasg
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatec
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

Trinh ty axit amin cla chudi ndng cla khang thé khang TRBV9-1

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Arg Glu Pro Gly Glu

1

5

10

15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

-69-

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



Leu

Gly

Glu

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys
225

Val

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

His

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp

100

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Val

Thr

Val

Asn

85

Arg

Phe

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr
230

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Leu

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

25

Pro

Thr

Glu

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

39495

Gly Lys

Pro Thr

Ala Ser

75

Asp Thr

90

Gly Leu

Ser Ala

Lys Ser

Tyr Phe

155

Ser Gly

170

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Lys

Cys Pro
235

-70-

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Met

Phe

Asn

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu
240



Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

39495

Pro Lys
250

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

315

Asn Lys
330

Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Asn

395

Phe Leu
410

Asn Val

Thr Gln

-71-

Pro

Val

Val

Gln

300

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu



450

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

22
1365
ADN
Nhan

<220>
223>

<400> 22
cagatccagc

tcctgcaagg
cccggcaagg
gccgacgact
ctgcagatct
aggaggescc
tcctecgect
tctgggegcea
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccccga
ctgggggeac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg

cctcecegtge

tao

tggtgcagtc
cctccggcta
gcctgaagtg
tcgagggcag
ccaacctgaa
tgaggggcat
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg

tggactccga

cggccccgag
caccttcacc
gatgggctgg
gttcgtgttc
gaacgaggac
cggcttcgac
cccateggtc
gggetgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
caaaactcac
cctcttcccc
cgtggtgetg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat

cggctccttc

39495

ctgagggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccctggagg
accgccacct
tactggggcc
ttcccecctgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgactgtgc
cccagcaaca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc

gggcagecegsg

ttcctctaca

-72-

Trinh tu nucleotit cta chudi ndng cla khang thé

ccggegagtc
tgcactgggt
acaccggcac
cctccgectc
acttctgcgc
agggcgtgtt
caccctectc
acttccccga
ccttceccggce
cctctagcag
ccaaggtgga
cgtgcccagc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagceccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta

gcaagctcac

khang TRBV9-2

cgtgaagctg
gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg
cgtgaccgtg
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcc
cttctatccc
caagaccacg

cgtggacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



39495

agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgagge tctgcacaac 1320
cactacacgc agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaat gataa 1365
<210> 23

<211> 452

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin cla chudi nang cla khang thé khang TRBV9-2

<400> 23
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Arg Glu Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Leu Val His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Thr Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Glu Ala Ser Ala Ser Thr Ala Asn
65 70 75 80

Leu Gln Ile Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Trp Arg Arg Gly Leu Arg Gly Ile Gly Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Val Phe Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160

-73-



Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr C

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

39495

Ser Gly
170

Ser Leu
Thr Tyr
Lys Lys
Cys Pro

235

Pro Lys
250

Cys Val
Trp Tyr
Glu Glu
Leu His

315

Asn Lys
330
Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

-74-

Val

Ser

Ile

Val

220

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Thr

Val

190

Asn

Pro

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val



370

Glu Glu

385

Trp

Pro Val Leu

Val Asp Lys

Glu
435

Met His

Pro
450

Ser Gly

24
1365
ADN
Nhan

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

<220>
<223>

<400> 24
cagatccagc

tcctgcaagg
cccggeaagg
gccgacgact
ctgcagatct
aggagggeca
tcctececgect
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac

cagacctaca

Ser Asn

Gly Gln

375

Pro

390

Ser
405

Asp

Ser
420

Arg

Ala Leu

Lys

tao

tggtgcagtc
cctccggcta
gcctgaagtg
tcgagggcag
ccaacctgaa
tcaggggcect
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct

tctgcaacgt

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

Ser

Gln

His
440

cggccccgag
caccttcacc
gatgggctgg
gttcgtgttc
gaacgaggac
gggcttcgac
cccatcggtc
gggetgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg

gaatcacaag

39495

Glu Asn

395

Asn

Phe
410

Phe Leu

Gly Asn Val

425

Tyr Thr Gln

ctgagggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccctggagg
accgccacct
tactggggcc
ttcccecetgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgactgtgc

cccagcaaca

-75-

380

Tyr Lys Thr

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

430

Ser Leu
445

Lys

Trinh tu nucleotit cla chudi ndng cla khang thé

ccggegagtc
tgcactgggt
acaccggcac
cctccgectce
acttctgegc
agggegtgtt
caccctcctc
acttccccga
ccttecccggc
cctctagcag

ccaaggtgga

Thr Pro

400

Leu Thr

415

Ser Val

Ser Leu

khang TRBV9-3

cgtgaagctg
gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg
cgtgaccgtg
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc

caagaaagtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gagcccccga
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
cctccegtgce
agcaggtggc
cactacacgc
25

452

PRT
Nhan

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

<220>
<223>

<400> 25
Gln Ile Gln
1

Ser Val Lys

Leu Val His
35

Gly Trp Ile
50

Glu Gly Arg
65

aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa

agaagagcct

tao

Leu Val
5

Leu Ser

20

Trp Val

Asn Thr

Phe Val

Gln Ser

Cys Lys

Lys Gln

Tyr Thr

Phe Ser
70

caaaactcac
cctcttcccc
cgtggtggte
cgtggaggte
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecttc
cgtcttctca

ctccctgtct

Trinh ty axit amin cla chudi

40

55

Gly Pro

Ala Ser

25

Ala Pro

Gly Thr

Leu Glu

39495

acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagecgsg
ttcctctaca
tgctccgtga

ccgggtaaat

Glu
10

Leu
Gly Tyr
Gly Lys
Thr

Pro

Ala Ser

75

-76-

cgtgcccagc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccageccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

gataa

Arg Glu Pro

Thr Phe Thr

30

Leu
45

Gly Lys

Tyr Ala Asp

Ala Ser Thr

acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcggeageasg
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcc
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

nang cua khang thé khang TRBV9-3

Gly Glu

15

Asp Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn

80

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



39495

Leu Gln Ile Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Trp Arg Arg Gly Ile Arg Gly Leu Gly Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Val Phe Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
225 230 235 240

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
245 250 255

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
260 265 270

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
275 280 285

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr

-77-



39495

290 295 300

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
305 310 315 320

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
325 330 335

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
340 345 350

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
355 360 365

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
370 375 380

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395 400

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
405 410 415

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
420 425 430

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
435 440 445

Ser Pro Gly Lys
450

<210> 26

<211> 1365
<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu nucleotit cla chudi nang clia khdng thé khang TRBV9-4

<400> 26
cagatccagc tggtgcagtc cggccccgag ctgagggage ccggegagtc cgtgaagetg 60

-78-



tcctgcaagg
cccggcaagg
gccgacgact
ctgcagatct
aggaggegca
tcctecegect
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccccga
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
cctcccgtge
agcaggtggc
cactacacgc
<210>
<211>

<212>
<213>

27
452
PRT

<220>

<223>

<400> 27

cctccggcta
gcctgaagtg
tcgagggcag
ccaacctgaa
tcaggggcat
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcct

Nhan tao

caccttcacc
gatgggctgg
gttcgtgttc
gaacgaggac
cggcttcgac
cccatcggtc
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
caaaactcac
cctcttcccc
cgtggtggty
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecttce
cgtcttctca

ctccctgtct

39495

gactacctgg
atcaacacct
tccctggagg
accgccacct
tactggggcc
ttcccecctgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgactgtgc
cccagcaaca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagcecegs
ttcctctaca
tgctccgtga

ccgggtaaat

-79-

tgcactgggt
acaccggcac
cctccgectc
acttctgcgc
agggecgtgtt
caccctcctc
acttccccga
ccttccecggce
cctctagcag
ccaaggtgga
cgtgcccagc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagecccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

gataa

gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac
caggtcctgg
cgtgaccgtg
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgegaggasg
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcc
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

Trinh tu axit amin cGa chudi nang cla khéng thé khang TRBV9-4

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



Gln

Ser

Leu

Gly

Glu

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Ile

Val

Val

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp

100

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Val

Asn

85

Arg

Phe

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Ile

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Glu

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

39495

Glu Leu

10

Gly Tyr

Gly Lys

Pro Thr

Ala Ser

75

Asp Thr

Gly Ile

Ser Ala

Lys Ser

Tyr Phe

155

Ser Gly

17e

Ser Leu

Thr Tyr

Lys Lys

-80-

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

Glu

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Glu

Tyr

Met

Phe

Asn

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser



Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

21e

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
420

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
425

39495

Cys Pro
235

Pro Lys
250

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
315

Asn Lys
330

Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Asn

395

Phe Leu
410

Asn Val

-81-

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
430

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val



39495

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

435

Ser Pro Gly Lys

450

<210> 28

<211> 639
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<4006> 28
gacgtgcaga

atcaactgca
ggcaagccca
aggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgtcctcgc
<210> 29

<211> 214
<212> PRT

<213>

<220>

Nhan tao

tgacccagtc
aggcctccaa
acaagctgct
gctceggetc
gcctgtacta
tggagctgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Nhan tao

440

cccctacaac
gtccatcaac
gatctacgac
cggcaccgac
ctgccagcag
gcgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctggeccgect
aagtacctgg
ggctccaccc
ttcaccctga
cacaacgagt
gctgcaccat
tctgtegtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggegagag

445

cccececggega
cctggtacca
tgcagtccgg
ccatcagggg
acccccccac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcag

gcgaagtcac

Trinh tu nucleotit cla chudi nhe cla khang thé khang TRBVS9-9

gtccgtgtcc
gcagaagccc
catcccctcc
cctggagccc
cttcggcegcc
cttcccgcca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

<223> Trinh ty axit amin clia chubi nhe cla khang thé khang TRBV9

<400> 29

Asp Val Gln Met Thr Gln Ser Pro Tyr Asn Leu Ala Ala Ser Pro Gly

1

5

10

-82-

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

639



Glu Ser

Leu Ala

Tyr Asp
Y]

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

210

<210>

Val

Trp

35

Gly

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

30

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ile

Gln

Thr

Thr

Leu

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Lys

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

39495

Ser Lys
Lys Pro
Ile Pro
Thr Ile

75

Gln His
90

Leu Lys
Asp Glu
Asn Phe
Leu Gln

155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

-83-

Ser

Asn

Ser

60

Arg

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Glu

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<211>
<212>
<213>

333
ADN
Nhan

<220>
<223>

<400> 30
cagatccagt

tcctgcaagg
cccggeaagg
gccgacgact
ctgcagatct

aggagggsgcc

31
111
PRT
Nhan

<21e>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 31

Gln Ile Gln
1

Ser Val Lys

Val His
35

Leu

Gly Trp Ile

50

Glu
65

Gly Arg

Leu Gln Ile

tao

tggtgcagtc
cctccggcta
gcatcaagtg
tcgagggeag

ccaacatcaa

tgaggggect

tao

Leu Val Gl

Ile
20

Ser Cy

Trp Val Ly

Asn Thr Ty

Val Ph

70

Phe

Asn Il

85

Ser

cggccccgag
caccttcacc
gatgggctgg
gttcgtgttc
gaacgaggac

gggecttcgac

n Ser Gly

Ala

s Lys

Ala
40

s Gln

r Thr
55

Gly
Ile

e Ser

e Lys Asn

39495

ctgaaggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccatcgagg
accgccacct

tac

Trinh ty axit amin cla bién thé cla mién

Glu
10

Pro Leu

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Lys

Thr Pro Thr

Glu Ala Ser

75

Glu Asp Thr

90

ccggegagtc
tgcactgggt
acaccggcac
cctccgectc

acttctgcgc

Lys Glu Pro

Thr
30

Thr Phe

Ile
45

Gly Lys

Tyr Ala

60

Asp

Ala Ser Thr

Ala Thr Tyr

cgtgaagatc
gaagcaggcc
ccccacctac
caccgccaac

caggtcctgg

Gly Glu

15

Asp Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Asn

80

Phe
95

Cys

Trinh ty nucleotit cla bién thé cla mién bién déi chudi n3ng cla khang thé

60

120

180

240

300

333

bién déi chudi ning cla khang thé



39495

Ala Arg Ser Trp Arg Arg Gly Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Tyr

100
<210> 32
211> 333
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223>
<400> 32
cagatccagt tggtgcagtc
tcctgcaagg cctccggceta
cccggcaagg gcatcaagtg
gccgacgact tcgagggcag
ctgcagatct ccaacatcaa
aggaggggcc tgaggggect
<210> 33
<211> 111
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
223>
<400> 33

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro

1

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser

Leu Val His Trp Val Lys Gln Ala Pro

35

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Thr

5e

5

20

cggccccgag

caccttcacc

gatgggctgg

gttcgtgttc

gaacgaggac

gggcttcgac

40

55

105

ataaaggagc
gactacctgg
atcaacacct
tccatcgagg
accgccacct

tac

Trinh tu axit amin cla bién thé cua mién

Glu Ile
10

Gly Tyr
25

Gly Lys

Pro Thr

-85-

110

ccggegagtc cgtgaagatc
tgcactgggt gaagcaggcc
acaccggcac ccccacctac
cctccgectec caccgccaac

acttctgcge caggtcctgg

Glu Pro Gly Glu
15

Lys

Thr Phe Thr Asp Tyr

30

Gly Ile Lys Trp Met

45

Tyr
60

Ala Asp Asp Phe

Trinh ty nucleotit cta bién thé clia mién bién d6i chudi nadng cua khang thé

60

120

180

240

300

333

bién déi chudi nidng cla khang thé



39495

Glu Gly Arg Phe Val Phe Ser Ile Glu Ala Ser Ala Ser Thr Ala Asn
65 70 75 80

Leu Gln Ile Ser Asn Ile Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Trp Arg Arg Gly Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Tyr
100 105 110

-86-





