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(57) Sang ché dé cap dén khang thé khang protein gay chét té bao theo chuong
trinh 1 (programmed cell death 1 - PD1) cta ngudi hodc doan gan két véi khang
nguyén cua no, axit nucleic ma hoa khang thé nay, vecto chira axit nucleic, té
bao phan 1ap duoc bién nap vecto nay, phuong phap san xuat khang thé hoic
doan gan két véi khang nguyén cua nd, va ché pham dé ngan ngtra hodc diéu tri
bénh ung thu chtra khang thé nay. Khang thé méi gan két véi PD-1 hodc doan
gan két voi khang nguyén cua no cé thé gin két vai PD-1 va tc ché hoat tinh
cia PD-1, do vay cac khang thé nay la hitu ich dé phat trién cac thudc diéu tri

mién dich d6i véi cac bénh khac nhau lién quan dén PD-1.
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Linh vue k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé khang protein giy chét té bao theo chuong trinh 1
(programmed cell death 1 - PD-1) cia nguoi hodc doan lién két voi khang nguyén ctia
no, axit nucleic ma hoa khang thé nay, vecto chtra axit nucleic, té bao phén lap duoc
bién nap vecto nay, phuwong phép tao khéng thé hodc doan lién két v6i khang nguyén

ctia n6 va ché phdm ngan ngira hodc didu tri bénh ung thu chira khang thé nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc thube hoa tri chéng ung thu thé hé thir nhat va thubc hudng dich chdng ung
thu thé hé tht hai, hién nay dang duoc st dung rong rai, c6 cc van dé 1a gdy ra céc tac
dung phu do ddc tinh ctua thube chdng ung thu, nguy co khéng thubc cao va c¢6 han ché
1a ching chi dugc st dung cho cac bénh nhan c6 cac dot bién gen dic hidu. Cac thube
mién dich chéng ung thu (thuéc mién dich hoc ung thw) dugc goi 1a “thude chéng ung
thw thé hé thir ba”, khic phuc duoc cac vin dé nay, tac dong 1én duong truyén tin hiéu
ctia t& bao mién dich dé kich hoat t& bao mién dich va bang cach d¢ tin cong té bao ung
thu, do vay dem lai tac dung didu tri. Khac véi thubc chdng ung thu thong thuodng,
thudc mién dich chéng ung thu ¢ thé duge sir dung cho cac bénh khac nhau bao gdm
bénh ung thu theo céch thic diéu tri bénh st dung hé mién dich & nguoi va duge bao

céo 1a ¢6 it tac dung phu hon céc thude chéng ung thu thong thuong.

PD-1 (con goi 1a “CD279”) 1a protein thu thé 55 KD lién quan dén ho thu thé
ddng kich thich/trc ché CD28/CTLA4 (Blank et al., 2005 Cancer Immunol Immunother
54:307-314).

Céc dic tinh & chudt va ngudi duoc kiém tra bing cich tich dong gen va cADN
mi hoéa PD1 (Ishida et al., 1992 EMBO J 11:3887-3395; Shinohara et al., 1994
Genomics 23:704-706). PD-1 chiéu dai ddy du chira 288 gdc axit amin (s6 truy cép
NCBI: NP_005009). Ving ngoai bao gdm céc gde axit amin 1-167 va phan duéi c6 dau
t4n cing C nam trong té bao chét chira cac gbe axit amin 191-288, gbdm hai motip diéu
hoa mién dich theo gia thiét, cu thé 13, mot motip e ché dua trén tyrosin cta thu thé

mién dich (ITIM; Vivier et al., 1997 Immunol Today 18: 286-291) va métip chuyén



43305 2/238

tyrosin cua thu thé mién dich (ITSM; Chemnitz et al., 2004 J Immunol 173: 945-954).

Dén nay, hai phdi tir ¢6 lién quan vé trinh tw, PD-L1 (B7-H1) va PD-L2 (B7-
DC), d3 duoc biét 1a c6 twong tac dic hidu voi PD-1 dé gdy ra su truyén tin hiéu ndi bao
va tc ché su hoat héa té bao T qua trung gian CD3 va CD28 (Riley, 2009 Immunol Rev
229: 114-125), ma cudi cing didu hoa hoat tinh cia té bao T, vi dy, lam giam sy tiét
clia cac yéu td ting truong khac va xytokin, cling nhu sy sinh truéng cua té bao va tiét

ra IL-2 va IFN-y.

Biéu hién ctia PD-1 thuong duoc thiy & cac té bao midn dich nhu té bao T, té
bao B, t& bao don nhan va té bao giét tw nhién (natural killer-NK), va gin nhu khong
biéu hién ¢ cac md khac cia ngudi nhu co, biéu m6 va md than kinh. Ngoai ra, muc
bidu hién PD-1 cao thuong lién quan dén hoat tinh cta té bao mién dich. Vi du, khi
dong té bao T & nguoi, Jurkat duge kich hoat boi PHA (phytohaemagglutinin) hodc 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-axetat hodc TPA, su biéu hién cta PD-1 dugc diéu hoa
ting, nhu dugc quan sat tr phuong phap thAm tach mién dich (Western blotting). Nho
su kich thich cia khang thé khang CD3, hién tugng gidng nhu vay dugc quan sat & cac
lympho bao T va B cta chudt dugc kich thich va té bao T CD* so cdp clia ngudi. Su
bidu hién cua PD-1 ting gy ra su kich thich cua té bao T tac dong va din huéng cho té
bao T tac dong da hoat hoa theo hudng hoat hoa mién dich suy yéu va giam. Do vay, tin
hiéu e ché qua trung gian PD-1 duoc biét ¢6 vai trd then chdt trong viéc dung nap

mién dich.

Su gia tang bidu hién ciia PD-1 ciia cac lymphd bio tham nhiém khéi u (tumor-
infiltrating lymphocyte-TIL) va biéu hién cua céc phbi tir PD-1 & té bao khdi u duoc
bao céo trong cac bénh ung thu khac nhau va dugc bdo cdo ¢ cac loai md va co quan
khac bao gém phéi, gan, da day, vu, buéng tring, tuy, t& bao hic td va thuc quan.
Thuong xuyén hon, biéu hién ctia PD-1 va PD-L1 & cac bénh ung thu nay c6 lién quan
dén chin doan x4u v& két qua sdng cua bénh nhan. Tam quan trong cua viéc truyén tin
hiéu PD-1 1én su diéu hoa hé mién dich ddi vé6i viéc loai bé hay dung nap ung thu da
dugc mo ta chi tiét thong qua chudt chuyén gen ma tc ché su sinh truong cia té bao

ung thu ghép khac loai nho loai b cac gen PD-1.

Su diéu hoa tang viéc truyén tin hiéu PD-1 din dén sy tang sinh ung thu dung

nap mién dich cling nhu din dén su 1y nhiém virut va sy di can ¢ nguoi. Virut gdy dai
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dich viém gan B, HBV va HCV gy ra su biéu hién qua muc cac phéi tir PD-1 & té bao
gan va hoat hoa su truyén tin hiéu PD-1 & té bao T tac dong, din dén sy thiéu hut té bao
T va dung nap lay nhidm virut. Tuong tu, su ldy nhiém HIV thudng lan trén hé mién
dich ctia ngudi qua co ché tuong ty. Qua trinh truyén tin hiéu PD-1 ¢ thé dugc didu
bién nho tri liéu bing cac phan tir déi khang dé cac t& bao mién dich c6 thé dwgc phuc
hdi tir viée dung nap va c6 thé duge hoat hoa lai dé loai bo ung thu va sy lay nhiém

virut man tinh.

Nivolumab va pembrolizumab, 1a cac khang thé don dong, duoc biét 1a cac thude
huéng dich PD-1 va dugc st dung lam thudc diéu tri bénh u melanin 4c tinh va bénh
ung thu phdi t& bao khong nho. Tuy nhién, duge bio cdo rang céac thudc niy dat lén
bénh nhin mo6t ganh ndng 16n v& mit tai chinh do chi phi san xuét cao va doi hoi phai
c¢6 su kiém nghiém chinh xéc db6i v6i cac thude nay. Do vay, van c¢6 nhu cdu cip bach
v& viéc phat trién cac thude didu tri huéng dich PD-1 mdi ¢6 thé khdc phuc cac han ché
cla cac thudc thong thuong.

Trong tinh trang k¥ thuét nay, cac tic gia cua sang ché d3 nd luc phat trién cac
khang thé dé diéu tri bénh ung thu gin két dac hidu véi PD-L1. Két qua 13, céc téc gia
séng ché d3 phat trién khang thé khang PD-L1 gén két v6i 4i luc cao voi PD-L1 nho st
dung cong nghé hién thi trén thé thyc khudn va da phat hién ra rang khang thé khang
PD-L1 nay c6 thé trc ché dang ké viéc tao phtc hgp PD-1/PD-L1, do vy hoan thanh
sang ché.

Bin chét ky thuit ciia sing ché

Vén dé k¥ thuét

Do vay, muc dich cua sang ché 1a dé xuét khang thé méi khang PD-1 hodc doan
gin két v6i khang nguyén cua no

Muc dich khac cta sang ché 1a dé xuét axit nucleic ma héa khang thé hoac doan
gén két v6i khang nguyén cua no.

Muc dich khac cta sang ché 13 d& xuét vecto chira axit nucleic, t& bao tai t hop
ma vecto nay dugc dua vao va phuong phéap san xuét chung.

Muc dich khac cua sang ché 1a d& xuét ché phém ngéan nglra hodc diéu tri bénh

ung thu, chtra khang thé néu trén hoic doan gin két véi khang nguyén cta né.

3
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Giai phap k¥ thuat

Theo sang ché, cac muc dich trén va muc dich khéac c6 thé duogc thuc hién nho
dua ra khang thé gin két véi PD-1 hodc doan gin két v6i khang nguyén cua no gbm:
ving bién dbi ctia chudi ning gdbm CDRI cia chudi ning gdm trinh tu ¢6 do tuong
df“)ng vé trinh tu 12 90% ho#c cao hon véi trinh ty dugce chon tir nhém gém cac trinh tu
nhu duoc néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 30, CDR2 cta chudi ning gbm
trinh tu c6 do tuong déng vé trinh tu 13 90% hoidc cao hon véi trinh ty dugc chon tir
nhém gdm cac trinh ty nhu duge néu trong SEQ ID NO: 31 dén SEQ ID NO: 56, CDR3
ctia chudi ning gém trinh tu c6 do tuong dﬁ”)ng vé trinh tu 12 90% hoic cao hon véi trinh
tu dugc chon tir nhém gém cac trinh tu nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 57 dén SEQ
ID NO:79, va vung bién ddi cua chudi nhe gém CDR1 cta chudi nhe gém trinh tu ¢co
do tuong déng vé trinh tu 12 90% hodc cao hon véi trinh tu duge chon tir nhom gém cac
trinh tu nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 198 dén SEQ ID NO: 222, CDR?2 cua chudi
nhe gbém trinh tw c6 do tuong ddng vé trinh tu 12 90% hogc cao hon vdi trinh tu dugc
chon tir nhém gém cac trinh tu nhu duoc néu trong SEQ ID NO: 223 dén SEQ ID NO:
241, CDR3 cuia chudi nhe gém trinh tu c6 do tuong déng vé trinh tu 12 90% hoic cao
hon véi trinh tu duogc chon tir nhém gém cac trinh tu nhu duoc néu trong SEQ ID NO:
242 dén SEQ ID NO: 269.

Khia canh khac cua sang ché dé xuat axit nucleic mi hoéa khang the hodc doan

gan két véi khang nguyeén cua no.
Khia canh khac cta sang ché dé xuat vecto biéu bién chira axit nucleic.

Khia canh khac cta sang ché dé xuat t€ bao dugce bién nap vecto bicu hién néu

trén.

Khia canh khéc ctia sang ché dé xuit phuong phép san xuét khang thé hodc doan
gin két v6i khang nguyén cua no, gbdm cic budc (a) nudi cdy té bao, va (b) thu hoi

khang thé hodc doan gin két véi khdng nguyén clia né tlr t€ bao nudi cay dugc.

Khia canh khac cta sang ché dé xuat ch¢ phAm ngan nglra hodc dicu tri bénh ung

thu chira khang thé néu trén hodc doan gén két v6i khang nguyén cua n6 lam hoat chit.
MBS ta vin tit cac hinh vé

Céac muc dich, ddu hiéu néu trén va myc dich, dau hiéu khéac va cdc vu diém khac



43305 5/238

cta sang ché s& dugc hiéu rd hon tr phan mo ta chi tiét dudi day ket hop vdi cac hinh vé

di kém, trong do:

Fig.1 1a so dd thé hién vecto biéu hién PD-1 gébm Fc clia ngudi hodc Fe cua chudt

dung hop v6i dau tan cung carboxyl cia no;
Fig.2 thé hién két qua tinh ché protein PD-1;

Fig.2A thé hién két qua nhan dién protein dbi voi PD1-hFc trén gel chaa 10%
SDS-PAGE trong céc diéu kién RE (khtr) va NR (khong khir);

Fig.2B thé hién két qua cta phan tich G-3000 SWXL SEC-HPLC & tdc d6 dong 1a
ImL/phut va st dung PBS lam dung moi hién;

Fig.2C thé hién két qua nhén dién protein ddi v6i PD1-mFc trén gel chita 10%
SDS-PAGE trong cac diéu kién RE (khtr) va NR (khong khir);

Fig.2D thé hién két qua ctia phan tich G-3000 SWXL SEC-HPLC & téc do dong 1a
ImL/phit va st dung PBS lam dung mdi hién;

Fig.3 thé hién kha ning gén két ctia khang thé v6i PD-1 phu thudc vao s6 1an chon
quét;
Fig.4 thé hién két qua cia phan tich ELISA dé xac dinh kha ning gén két clia thuc

khudn thé don (monophage) véi PD1-His;

Fig.5 thé hién két qua cla phan tich SDS-PAGE dé xdc dinh d¢ tinh khiét cua
khang thé PD-1;

Fig.6 thé hién két qua danh gid hidu luc in vitro cia khang thé PD-1;

Fig.7 thé hién két qua ddnh gid hiéu lyc in vitro phu thudc vao ndng do cta khang

thé PD-1;

Fig.8 thé hién kha ning gin két cua khang thé gin két theo cach phu thudc vao
n?)ng dé véi PD-1 6 nguoi biu hién qua muc trén bé mit té bao, trén co s& cudng dd

huynh quang trung binh (mean fluorescence intensity-MFI);
Fig.9 thé hién két qua do dong hoc gitta PD1-hFc va PD1-45D6, 49A2;
Fig.10 thé hién két qua sang loc cac don dong t61 uu hoa;

Fig.11 thé hién phén tich so sanh ty 1¢ biéu hién gifta khang thé PD1 va khang thé



43305 6/238

bo me;

Fig.12 thé hién két qua danh gid hiéu luc in vitro, lién quan dén khéng thé PD1

theo sang ché;

Fig.13 thé hién két qua danh gid hiéu luc in vitro phu thudc vao né)ng dd cua

khéang thé PD-1 theo séng ché;

Fig.14 thé hién két qua nhan dang lién quan dén su gén két ctia cac bién thé cua
khang thé PD1 dugc chon véi PD-1 dugc biéu hién trén bé mit té bao cta cac khing thé

don dong;

Fig.15 thé hién két qua do kha ning gin két cta céc bién thé cta khang thé PD1

duoc chon véi PD-1 duge biéu hién trén bé mit té bao ciia khing thé don dong;

Fig.16 thé hién két qua nhan dang bing cach st dung phuong phép hép thu mién
dich enzym lién quan dén hoat tinh Gc ché cua céc khang thé duoc chon dé ngédn chdn sy

tao thanh phirc hop PD-1/PD-L1 hodc PD-1/PD-L2;

Fig.17 thé hién két qua do dong hoc gitta protein PD1-hFc va PD1-45D6, 49A2 va
49A2 (2B9);

Fig.18 1a biéu dd gian lugc thé hién cac thé dot bién PD1;

Fig.19 thé hién két qua nhan dang bing cach st dung phuong phép hap thu mién
dich enzym lién quan dén kha nang gén két ctia cac thé thuc khuin duoc chon véi cac thé

d6t bién PD-1, trong d6 khi kha ning gin két giam, tri s6 tuong Gng giam;

Fig.20 thé hién két qua nhan dang bing cach st dung phuong phép hép thu mién
dich enzym lién quan dén kha nang gén két ctia cac khang thé dugc chon vé6i cac thé dot
bién PD-1;

Fig.21 thé hién két qua nhan dang bing cach st dung phuong phap hép thu mién
dich enzym lién quan dén tinh dic hidu gén két;

Fig.22 thé hién két qua so sanh ning suit sau khi biéu hién tam thoi & t& bao HEK-
293; va

Fig.23 thé hién két qua nhan dang lién quan dén su tang hoat tinh boi cc khang
thé don dong PD1 trong phan ung lymphd bao hdn hop khong ddng nhét (mixed
lymphocyte reaction-MLR).
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MO ta chi tiét sang ché

Trur khi dugc quy dinh khéc, tt ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc duoc st
dung trong ban mo ta nay c6 nghia gidng nhu nghia dugc hidu ro béi ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc sang ché d& cap dén. N6i chung, danh phap dugc st dung trong

ban md ta nay dugc biét 13 trong linh vuc ndy va thuong dugc st dung.

Theo mot khia canh, sang ché @ xuit khang thé gén két v6i PD-1 hoic doan gén
két voi khang nguyén ciia né bao gbm: ving bién dbi cua chudi ning bao gdbm CDRI cua
chudi ning gém trinh tu ¢6 do tuong déng vé trinh tu 12 90% hodc cao hon véi trinh tu
duoc chon tr nhom g6m c4c trinh tu nhu duogc néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 30, CDR2 ctia chudi ning g6m trinh tu ¢6 dd twong dong trinh tu 1a 90% hodc cao
hon véi trinh tu duoc chon tir nhom gdm céc trinh ty nhu duge néu trong SEQ ID NO: 31
dén SEQ ID NO: 56, va CDR3 ctia chudi ning gdm trinh ty ¢6 do twong dong trinh tur 1
90% hodc cao hon vé6i trinh tu dugc chon tr nhém gém céc trinh tu nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 57 dén SEQ ID NO: 79; va ving bién ddi cta chudi nhe gdm CDRI ciia
chudi nhe gém trinh tu c6 dd tuong déng trinh tu 90% hodc cao hon véi trinh ty dugc
chon tr nhom g@)m céc trinh tu nhu dugc néu trong SEQ ID NO:198 dén SEQ ID
NO:222, CDR2 cua chudi nhe gém trinh tu c6 do tuong dé)ng trinh tu 1a 90% hodc cao
hon vdéi trinh ty dugc chon tor nhém géln cac trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO:223
dén SEQ ID NO: 241, va CDR3 ctia chudi nhe gdm trinh tu ¢6 do twong dong trinh tur 1
90% ho#c cao hon véi trinh tu dugc chon tr nhom gém céc trinh tu nhu dugc néu trong

SEQ ID NO:242 dén SEQ ID NO: 269.

Céc tac gia sang ché da nd Iyc phat trién khang thé dung cho héa tri ma ghn két
v6i PD-1, da biét 1a duge biéu hién ¢ nhidu bénh ung thu khac nhau. Két qua 1a, cc tac
gia sang ché da tao ra khang thé khang PD-1 gin két v6i 4i luc cao v6i PD-1 nho st dung
cong nghé hién thi trén thé thuc khuén va phét hién ra réng khang thé khang PD-1 c6 thé
tic ché hoat tinh cta PD-1.

Nhu dugce st dung ¢ ddy, thudt nglt “protein gy chét t& bao theo chuong trinh 1
(PD-1)” 1a protein truyén tin hiéu da biét c6 chire ning diéu hoa sy hoat hoa va chire ning
ctia t& bao T. Sy gén két ctia PD-1 ciia té bao T v6i PD-L1, 1a phéi tir dugce biéu hién boi
té bao ung thu, trong vi moi trudng khéi u hoat héa dudng truyén tin hi¢u PD-1 va do do

gdy ra sy bat hoat té bao T. Hién tugng nay duoc thiy & nhidu bénh ung thu khac nhau
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nhu u melanin 4c tinh, ung thu phdi té bao khong nhé va ung thu thén.

Nhu duge st dung ¢ day, thuat nglt “khang thé” chi khang thé khang PD-1 ghn két
dic hiéu v6i PD-1. Pham vi cta sang ché khong chi bao gébm khéng thé hoan chinh gin
két dic hiéu v6i PD-1, ma con bao gdm doan gén két v6i khang nguyén cua phén tir

khang thé nay.

Khéng thé hoan chinh chi cdu triic ¢6 hai chudi nhe chiéu dai ddy di va hai chudi
ning chiéu dai day du, trong d6 mdi chudi nhe lién két v6i chudi ning twong (g bang
lién két disulfua. Viing hing dinh ctia chudi ning c6 cic kiéu gama (y), mu (), alpha (),
delta (8) va epsilon (g) va dugc phan nhém thanh gama 1 (y1), gama 2 (y2), gama 3 (v3),
gama 4 (y4), alpha 1 (al) va alpha 2 (a2). Vung hing dinh cta chudi nhe c6 kiéu kapa (k)
va lamda (A).

Poan gin két voi khang nguyén cta khang thé hodc doan khang thé chi doan it
nhét 14 ¢6 kha ning gin két v6i khang nguyén va gdm doan Fab, F(ab'), F(ab*)2, va Fv.
Trong sb cac doan khang thé, Fab chi cAu triic gdm ving bién ddi ctia mdi trong s6 chudi
ning va chudi nhe, ving hing dinh cta chudi nhe, va ving hing dinh thir nhét (CH1) cia
chudi ning, mdi ving c6 mot vi tri ghn két voi khang nguyén. Fab' khac voi Fab & chd n6
con bao gdm ving ban 1& gdm it nhat mot gbc xystein & d4u tdn cung C cta ving CHI
ctia chudi ning. F(ab’)2 duoc tao nho lién két disulfua gitra cac gbc xystein & ving ban 18
ctia Fab'. Fv 1a doan khang thé nho nhét chi ¢6 mot ving bién ddi ctia chudi ning va ving
bién ddi ctia chudi nhe, cong nghé tai tb hop dé tao ra Fv, dugc md ta trong cac Cong b
don qubc t¢ nhu WO88/01649, WO88/06630, WO88/07085, WO88/07086, va
WO88/09344. Fy hai chudi 13 doan trong d6 ving bién ddi ciia chudi ning va ving bién
ddi cta chudi nhe lién két nho lien két khong cong hoa tri va Fv chudi don 1a doan trong
d6 ving bién ddi cta chudi ning va ving bién ddi ctia chudi nhe thuong duoc lién két
nhd lién két cong hoa tri thong qua cdu nbi peptit & gitta hodc dugc lién két truc tiép o
dau tan cung C, tao ra cAu truc giéng dime, nhu Fv hai chudi. Cac doan khang thé nay co
thé thu dugc nho st dung proteaza (vi du, cac Fab ¢ thé thu duoc bang cach phén tach
giGi han toan bo khang thé bang papain, va doan F(ab’) c6 thé thu dugc bang cach phan
tach gioi han toan bd khang thé bing pepsin), va ¢6 thé dugc diéu ché bing ky thuat tai t6
hop gen.

Theo mot phuong an, khang thé theo sang ché 1a dang Fv (vi du, scFv), Fab hodc
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dang khéang thé hoan chinh. Ngoai ra, ving hing dinh ciia chudi ning c6 thé dugc chon tir
cc isotyp (16p khang thé) bao gdbm gama (y), mu (u), alpha (), delta (8) or epsilon (c).
Vi du, ving hing dinh ¢6 thé 1a gama 1 (IgG1), gama 3 (IgG3) hodc gama 4(IgG4). Ving

hang dinh ctia chudi nhe c6 thé 14 kapa hoic lamda.

Nhu duge st dung & dy, thuat ngit “chudi ning” gdm ca chudi ning chiéu dai day
da, gdm ving bién ddi (variable domain - VL) c6 trinh ty axit amin ¢ trinh tu clia ving
bién dbi du dé mang lai tinh dic hiéu d6i v6i khang nguyén va ba ving hang dinh (CHI,
CH2 va CH3), va doan cta n6. Nhu dugc su dung ¢ day, thuat ngt “chudi nhe” gdm ca
chudi nhe chidu dai diy du, gdbm viing bién ddi (variable domain - VL) ¢6 trinh ty axit
amin ¢6 trinh ty cta ving bién ddi du dé mang lai tinh dic hiéu d6i v6i khang nguyén va

ving hing dinh (constant domain - CL), va doan ctia no.

Khéang thé theo sang ché gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, khang thé don dong,
khang thé da ddc hiéu, khang thé ctia ngudi, khang thé dugc lam giéng khéng thé ngudi,
khang thé kham, Fvs chudi ngin (scFVs), khang thé chudi ngén, cac doan Fab, céc doan
F(ab"), Fvs lién két disulfua (sdFVs), khang thé khang idiotyp (khang Id), hodc cac doan

lién két v6i epitop cia cac khang thé nay hoic tuong tu.

Khang thé don dong chi khang thé gibng nhau, ngoai trir cac dot bién ton tai trong
ty nhién c6 thé co trong d6 khing thé thu duge tir quin thé cac khéang thé vé co ban 1a
ddng nhét, tic 13, mdi khang thé cAu thanh quén thé, c6 thé c6 mit v6i lugng nho. Khang

thé don dong c6 tinh dic hiéu cao va duoc gy cam tng khang mot vi tri khang nguyén.

Khéang thé khong phai ctia ngudi (vi dy, cia chudt) c6 dang “dugc lam gibng
khang thé ngudi” 1a khang thé kham chura trinh ty t5i thidu thu dugc tir globulin mién
dich khong phai cia nguoi. Trong phan 16n céc truong hop, khang thé duoc lam giéng
khang thé ngudi 1 globulin mién dich ctia nguoi (khang thé nhan) trong d6 mot gbc tir
ving siéu bién cta thy thé duge thay thé bing mot gbe tir ving siéu bién cua céc loai
khong phai ngudi (khang thé cho) nhu chudt, chudt nhit, thé hodc loai dong vét linh
truéng khong phai nguoi ¢ tinh déc hiéu, i luc va kha ndng mong mudn.

Thuat nglr “khang thé cta nguoi” c6 nghia 1a phén tir thu duoc tir globulin mién
dich ctia ngudi, trong d6 tit ca cac trinh ty axit amin chu thanh khéang thé gém ving

quyét dinh bd thé va ving céu tric duge tao thanh béi globulin mién dich cta nguoi.
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Mot sb chudi nang va/hodc chudi nhe 13 giéng hodc tuong déng v&i trinh tu tuong
ing & khang thé thu dugc tir cac loai cu thé hodc thudc 16p hodc phan 16p khang thé cu
thé, trong khi (cac) chudi con lai gdm céc khang thé “kham” (globulin mién dich) la
gidng hodc twong dong véi cac trinh tu twong Ung ¢ khang thé thu dugc tir cac loai khac
hodc thudc 16p hoac phan 16p khang thé khac cling nhu cac doan cia khang thé nay thé
hién hoat tinh sinh hoc mong mudn.

Nhu dugc st dung & day, thudt nglt “vung bién ddi cua khang thé” chi cic ving
chudi nhe va chudi ning ctia phan tir khang thé gdm céc trinh tu axit amin c6 vung quyét
dinh b thé (CDR; tic 1a, CDR1, CDR2, va CDR3) va ving khung (framework region -

FR). VH chi viing bién d6i cta chudi ning. VL chi ving bien doi ctia chuoi nhe.

Thuat ngit “ving quyét dinh b6 thé” (CDR, ttc 1a, CDRI, CDR2, va CDR3) chi
gbc axit amin cta ving bién ddi cua khang thé, ma can thiét dé lién két voi khang
nguyén. Mdi ving bién ddi thuong c6 ba ving CDR duge xac dinh 1a CDR1, CDR2, va
CDR3.

Theo séng ché, khang thé lién két v6i voi PD-1 hodc doan lién ket v6i khang
nguyén ctia nd gobm:
ving bién d6i ctia chudi ning gom:

CDRI1 cta chudi ning dugc chon tir nhom gém cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 30;

CDR2 ciia chudi ning duge chon tir nhom gdm cac SEQ ID NO: 31 dén SEQ ID
NO: 56; va

CDR3 ciia chudi ning duge chon tir nhom gdm cac SEQ ID NO: 57 dén SEQ ID
NO: 79; va

vung bién doi cua chuoi nhe gom:

CDRI ctia chudi nhe dwoc chon tir nhém gdm cac SEQ ID NO: 198 dén SEQ ID
NO: 222:

CDR2 ciia chudi nhe duogc chon tir nhom gbm cac SEQ ID NO: 223 dén SEQ ID
NO: 241; va

CDR3 cua chudi nhe dugc chon tir nhom gém cac SEQ ID NO: 242 dén SEQ ID

10
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NO: 269.

Cu thé, khang thé lién két v6i v6i PD-1 hogc doan lién két v6i khang nguyén cla

no gom:

ving bién ddi cua chudi ning gém CDR1 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 57;

vung bién d6i cua chudi ning gém CDRI ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 cta chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién ddi cua chudi nang gdm CDRI cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 2, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 33 va CDR3 cta chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 59;

viing bién ddi cia chudi ning gdm CDRI cia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 2, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 33 va CDR3 cta chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 60;

ving bién ddi cua chudi ning gdm CDRI cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 2, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 33 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 61;

ving bién d6i cia chudi ning gdbm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 2, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 33 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 62;
| ving bién d6i cia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ngng duge néu trong SEQ ID
NO: 3, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 34 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 63;

ving bién @i cia chudi ning gom CDR1 clia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 35 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 64;

ving bién dbi cua chudi ning gdbm CDRI1 cua chudi ning duge néu trong SEQ ID

NO: 5, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 36 va CDR3 ctia chudi ning

11
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dugce néu trong SEQ ID NO: 65;

ving bién ddi cia chudi nang gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 6, CDR2 ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 37 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 66;

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 67;

vung bién ddi cta chudi ning gém CDRI ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 7, CDR2 ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 38 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 68;

ving bién dbi ctia chudi ning gdbm CDR1 cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 8, CDR?2 ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 39 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 69;

ving bién ddi ciia chudi ning gdbm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 9, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 40 va CDR3 cua chudi ning
duge néu trong SEQ ID NO: 70; |

ving bién ddi ctia chudi ning gdbm CDRI ctia chudi ngng dugc néu trong SEQ 1D
NO: 10, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 41 va CDR3 cua chudi nang
duoc néu trong SEQ ID NO: 71;

ving bién dbi cua chudi ning gbm CDRI cia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 11, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 42 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 72;

viing bién dbi caa chudi ning gdm CDRI cla chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 12, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 43 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 73;

ving bién dbi cua chudi ning gbm CDRI cta chudi nang dugc néu trong SEQ ID
NO: 13, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 44 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 74; |

ving bién ddi ctia chudi ning gébm CDR1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID

12
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NO: 14, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 45 va CDR3 cta chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 75;

ving bién déi cta chudi nang gdm CDRI1 cta chudi ning dwoc néu trong SEQ ID
NO: 15, CDR2 ciia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 46 va CDR3 ctia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 76;

ving bién d6i ctia chudi nang gdbm CDRI cia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 8, CDR2 cua chudi ning duogc néu trong SEQ ID NO: 47 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 77,

vung bién ddi cua chudi ning gém CDRI cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 16, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 48 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 78;

ving bién dbi ctia chudi ning gdm CDRI ctia chudi ngng dugc néu trong SEQ ID
NO: 17, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 49 va CDR3 cua chudi ning
duge néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién d6i ctia chudi ning gdm CDRI ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 18, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 50 va CDR3 cua chudi niang
duoc néu trong SEQ ID NO: 58; |

ving bién dbi ctia chudi ning gdm CDRI cua chudi ngng dugc néu trong SEQ ID
NO: 19, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 51 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58;

viing bién ddi cia chudi ning gdm CDRI caa chudi ngng duge néu trong SEQ ID
NO: 20, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 52 va CDR3 cuia chudi nang
dugce néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién ddi ciia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 21, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 51 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu tro‘ng SEQ ID NO: 58;

vung bién d6i cua chudi ning gém CDRI1 cia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 22, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 53 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58;

13
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ving bién ddi cia chudi ning gdm CDR1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ 1D
NO: 23, CDR2 ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 49 va CDR3 cia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién ddi ciia chudi ning gdm CDR1 cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 17, CDR2 cta chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 54 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién dbi cua chudi ning gdbm CDRI1 cia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 24, CDR2 ciia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 55 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién d6i cta chudi ning gdm CDRI clia chudi ning duoc néu trong SEQ ID
NO: 21, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 51 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58;

ving bién ddi cua chudi ning gbm CDR1 ciia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 25, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 56 va CDR3 ctia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57,

viing bién ddi cia chudi ning gdbm CDR1 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 26, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
duogce néu trong SEQ ID NO: 57;

ving bién ddi cua chudi ning gbm CDRI1 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 27, CDR2 cta chudi ning dugce néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57; |

ving bién ddi cua chudi ning gdm CDR1 ctia chudi ngng dugc néu trong SEQ ID
NO: 28, CDR2 cua chudi ning dugce néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 57;

ving bién ddi cua chudi ning gom CDRI1 cta chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 29, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ciia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57;

viing bién dbi cia chudi ning gdm CDRI ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 30, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ctia chudi nang
duoc néu trong SEQ ID NO: 57; |
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ving bién ddi cia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 clia chudi nang duoc néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 ciia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 79; hodc

ving bién dbi cia chudi ning gdbm CDRI cia chudi niang dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 ctia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57.

Ngoai ra, khang thé gin két voi PD-1 hodc doan gin két v6i khang nguyén cta nd
gbm: V
ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI ciia chudi nhe duge néu trong SEQ ID

NO: 198, CDR2 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 223 va CDR3 cta chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 242;

ving bién dbi cua chudi nhe gdm CDRI1 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID
NO: 199, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 224 va CDR3 ctia chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 243; '

vung bién ddi cua chudi nhe g@)m CDR1 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID
NO: 200, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 225 va CDR3 ctia chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 244, '

vung bién dbi ctia chudi nhe gém CDRI1 cta chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 201, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 226 va CDR3 cua chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 245;

ving bién d6i ctia chudi nhe gdbm CDRI1 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ 1D
NO: 202, CDR2 ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 227 va CDR3 cua chudi nhe
duge néu trong SEQ ID NO: 246;

ving bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ 1D
NO: 203, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 228 va CDR3 ctia chudi nhe
dugce néu trong SEQ ID NO: 247;

vung bién ddi cua chudi nhe g6m CDRI1 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID
NO: 204, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 229 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 248;
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vung bién dbi cua chudi nhe gdbm CDRI cia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 205, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 ctia chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 249;

ving bién d6i ctia chudi nhe gdbm CDRI cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 206, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 231 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 250;

ving bién d6i ciia chudi nhe odm CDRI ctia chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 207, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 232 va CDR3 ctia chudi nhe
duogc néu trong SEQ ID NO: 251;

ving bién dbi cua chudi nhe gdm CDRI1 cta chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 208, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 ctia chudi nhe
duogce néu trong SEQ ID NO: 252;

vung bién ddi cua chudi nhe gém CDRI1 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 209, CDR2 ctia chudi nhe dudc néu trong SEQ ID NO: 233 va CDR3 cua chudi nhe
dugce néu trong SEQ ID NO: 253;

vung bién d6i cua chudi nhe gém CDRI1 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID
NO: 210, CDR2 cua chudi nhe du‘QC néu trong SEQ ID NO: 234 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 254;

ving bién déi cua chudi nhe gdbm CDRI1 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ 1D
NO: 211, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 235 va CDR3 ctia chudi nhe
duogc néu trong SEQ ID NO: 255;

ving bién d6i ctia chudi nhe gdm CDR1 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 212, CDR2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 236 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 256;

ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ 1D
NO: 213, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 257, '

ving bién ddi cua chudi nhe gdbm CDR1 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID
NO: 214, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 237 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 258; |
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ving bién dbi cia chudi nhe gdm CDRI clia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 215, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 249;

ving bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI1 cla chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 211, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 238 va CDR3 ctia chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 259;

ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI1 ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ 1D
NO: 216, CDR2 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 238 va CDR3 cua chudi nhe
dugce néu trong SEQ ID NO: 260; ’

viing bién ddi ctia chudi nhe gdbm CDRI1 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 217, CDR2 ciia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 239 va CDR3 ctia chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 261;

vvﬁng bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI ciia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 218, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 240 va CDR3 ctia chudi nhe
dugce néu trong SEQ ID NO: 262;

ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 219, CDR2 ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 241 va CDR3 ctia chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 263;

ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 220, CDR2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 215, CDR?2 ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 252; ’

vung bién ddi caa chudi nhe gém CDRI1 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID
NO: 205, CDR2 ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 ctia chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 264;

vung bién ddi cta chudi nhe gdm CDRI cla chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 265;
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ving bién ddi cia chudi nhe gdbm CDRI cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID
NO: 221, CDR?2 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 ctia chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 266;

ving bién dbi cua chudi nhe gdm CDRI1 clia chudi nhe dwoc néu trong SEQ ID
NO: 205, CDR2 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién dbi cia chudi nhe gdbm CDRI1 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ 1D
NO: 205, CDR2 ctia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 267; | '

ving bién d6i ciia chudi nhe gdm CDRI1 ciia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
dugce néu trong SEQ ID NO: 257;

vung bién dbi cta chudi nhe gém CDRI cta chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 220, CDR?2 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 ctia chudi nhe
dugc néu trong SEQ ID NO: 267;

vung bién ddi cua chudi nhe gém CDRI1 cta chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 222, CDR2 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 268; hoac

vung bién ddi cta chudi nhe gém CDRI1 cuta chudi nhe dugce néu trong SEQ ID
NO: 220, CDR2 ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 230 va CDR3 cua chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 269.

Cu thé, khang thé hoic doan gin két v6i khang nguyén cua n6 theo sang ché c6
thé gdbm ving bién ddi cta chudi ning va ving bién d6i ctia chudi nhe:

viing bién ddi cua chudi ning gdm CDR1 ctia chudi nang dwgc néu trong SEQ ID
NO: 2, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 33 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 62 va ving bién ddi cua chudi nhe gdm CDRI cua chudi
nhe duogc néu.trong SEQ ID NO: 201, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
226 va CDR3 ciia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 245;

ving bién ddi ctia chudi ndng gom CDRI clia chudi niang duoc néu trong SEQ ID

NO: 3, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 34 va CDR3 clia chudi ning
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duoc néu trong SEQ ID NO: 63 va ving bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI cta chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 202, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
227 va CDR3 ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 246;

viing bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 35 va CDR3 chudi nang dugc
néu trong SEQ ID NO: 64 va vung bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI1 cta chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 203, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 228
va CDR3 cia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 247

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugce néu trong SEQ ID
NO: 5, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 36 va CDR3 chudi nang dugc
néu trong SEQ ID NO: 65 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI cla chudi nhe
duoc néu trong SEQ ID NO: 204, CDR2 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 229
va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 248;

Vung bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 ctia chudi nang
duoc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 249;

ving bién ddi ciia chudi nang gdm CDRI clia chudi nang dugc néu trong SEQ ID
NO: 6, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 37 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 66 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 206, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
231 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 250;

Vl‘m_g bién dbi cua chudi ning gdm CDRI cia chudi n%mg dugc néu tfong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 32 va CDR3 cuta chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 67 va ving bién dbi ciia chudi nhe gdm CDRI1 cta chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 207, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
232 va CDR3 cua chudi nhe duogce néu trong SEQ ID NO: 251;

ving bién ddi ctia chudi nang gom CDR1 clia chudi ning duge néu trong SEQ ID

NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
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duge néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién ddi ctia chudi nhe gom CDRI cuia chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 208, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252; o

ving bién dbi cia chudi ning gbm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 7, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 38 va CDR3 cta chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 68 va ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI1 cla chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 209, CDR2 cua chudi nhe dwoc néu trong SEQ ID NO:
233 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 253;

ving bién dbi ctia chudi ning gdbm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 8, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 39 va CDR3 cta chudi nang
duge néu trong SEQ ID NO: 69 va vung bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI1 clia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 210, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
234 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 254;

viing bién dbi cia chudi ning gbm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: Il, CDR2 cua chudi hang dugc néu trong SEQ ID NO: 42 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 72 va vung bién ddi ctia chudi nhe gdbm CDRI1 ctia chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 213, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 257,

~ vung bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI cla chudi ning dugc néu trbong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 3 va CDR3 cta chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 58 va ving bién ddi ctia chudi nhe gdbm CDRI ctia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 249;

ving bién ddi ctia chudi ning gébm CDR1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 13, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 44 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 74 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdbm CDRI ctia chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 211, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
238 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 259;

ving bién d6i cua chudi nang gdbm CDRI1 ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID

NO: 15, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 46 va CDR3 clia chudi ning
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dugc néu trong SEQ ID NO: 76 va ving bién dbi cia chudi nhe gobm CDR1 cua chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 217, CDR2 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO:
239 va CDR3 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 336; hodc

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDR1 cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 8, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 47 va CDR3 ctia chudi ning
duge néu trong SEQ ID NO: 77 va ving bién ddi cia chudi nhe gom CDRI cua chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 218, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
240 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 337.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé con duge sang loc qua quy trinh tbi
vu hoa va khang thé hodc doan gin két v6i khang nguyén ctia n6 theo sang ché c6 thé

gom céc ving bieén do6i cia chudi ngng va ving bieén doi ctia chudi nhe:

ving bién dbi ctia chudi ning gdm CDR1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 17, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 49 va CDR3 ctia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58 va ving bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 ciia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ciia chudi ning gém CDRI ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID
NO: 18, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 50 va CDR3 cta chudi ning
duge néu trong SEQ ID NO: 58 va ving bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI cuia chubi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252;

| ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDR1 cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 19, CDR?2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 51 va CDR3 ctia chubdi ning
dwoc néu trong SEQ ID NO: 58 va ving bién dbi cta chudi nhe gdbm CDRI ctia chudi
nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 218, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
240 va CDR3 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 337,

ving bién ddi cua chudi ning gdbm CDRI1 cia chudi ndng duge néu trong SEQ 1D
NO: 20, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 52 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi

nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO:
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230 va CDR3 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 264)

Vilng:bién dbi cua chudi ning gém CDRI cta chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 21, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 51 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 ctia chudi
nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
230, CDR3 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 265;

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDR1 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 22, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 53, CDR3 cta chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 58 va ving bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 clia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 221, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 266;

ving bién d6i ctia chudi ning gdm CDR1 clia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 23, CDR?2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 49, CDR3 ctia chudi ning
duge néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién dbi ctia chudi nhe gém CDRI cta chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
230, CDR3 ctia chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 17, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 54, CDR3 cta chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
230, CDR3 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 249;

| vung bién dbi cua chudi ning gém CDRI cta chudi ning dugce néu trong SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 55 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién dbi cia chudi nhe gdm CDRI1 cla chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 267,

ving bién dbi cua chudi ning gbm CDRI cta chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 21, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 51, CDR3 ciia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdbm CDRI cua chudi

nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
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230, CDR3 cta chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién dbi ctia chudi ning gdm CDRI cua chudi nang dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 221, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 266;

vung bién dbi cua chudi ning gém CDRI cia chudi ning duoc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cta chudi ning
duge nédu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién ddi cia chudi nhe gom CDRI cua chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 252;

‘ving bién dbi ctia chudi ning gébm CDRI cia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi ctia chudi nhe gdbm va CDRI1 cta chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi cia chudi ning gdm CDR1 cta chudi ngng duge néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi nang
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi cia chudi nhe gdbm CDRI1 ctia chudi
nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién d6i cta chudi ning gdm CDRI cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ndng dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ciia chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién ddi cta chudi nhe gbm CDRI cla chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 252;

viing bién ddi ctia chudi ning gom CDRI cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDRI1 cla chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
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230 va CDR3 ctia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ctia chudi nang gdm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién dbi ctia chudi nhe gdm CDR1 cta chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI1 cia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién déi cta chudi nhe gdbm CDRI ciia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 252;

vung bién dbi cua chudi ning gém CDRI cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, CDR2 ciia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ctia chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién déi cta chudi nhe gdm CDRI cua chubi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién ddi ciia chudi ning gdm CDRI1 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 25, CDR2 ctia chudi nang dugc néu trong SEQ ID NO: 56 va CDR3 cua chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va ving bién ddi cta chudi nhe gdm CDRI cua chubi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 257;

‘ving bién ddi ciia chudi nang gdm CDRI ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 26, CDR2 ctia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi ctia chudi nhe gbm CDRI ctia chudi
nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 267; -

vung bién ddi cta chudi ning gém CDRI cua chudi nefmg duoc néu trong SEQ ID
NO: 27, CDR2 ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 ctia chudi nang
duoc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI ctia chudi
nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
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230 va CDR3 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 252;

~ vung bién dbi cta chudi ning gdm CDRI1 cuia chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 28, CDR2 ciia chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugce néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién dbi ctia chudi nhe gdm CDRI cta chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 252;

ving bién d6i cia chudi ning gdm CDRI cua chudi ning duge néu trong SEQ ID
NO: 29, CDR2 ctia chudi ning dugce néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi cua chudi nhe gbm CDR1 cta chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 252; hodc

ving bién ddi ctia chudi ning gdm CDRI1 cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID
NO: 30, CDR2 ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 31 va CDR3 cua chudi ning
dugc néu trong SEQ ID NO: 57 va vung bién ddi ctia chudi nhe gdm CDRI cta chudi
nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
230 va CDR3 cua chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 267.

Thuét ngft “vang khung” (framework region - FR) chi gbc ving bién ddi khac gbe
CDR. M&i viing bién dbi thuong ¢6 bén FR dugc nhan dién 1a FR1, FR2, FR3, va FR4.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, khang thé hodc doan gén két v6i khang nguyén
ctia n6 ¢6 thé bao gom:

FR1 thudc Vﬁng bién ddi cta chudi ning duoc chon tir nhdm gém cac SEQ ID
NO: 80 dén SEQ ID NO: 95;

FR2 thudc vung bién ddi cta chudi ning duoc chon tir nhom g6m cac SEQ ID

NO: 96 dén SEQ ID NO: 113;

FR3 thudc vung bién d6i cua chudi ning duoc chon tr nhom gém cac SEQ ID

NO: 114 dén SEQ ID NO: 134; hodc

FR4 thudc ving bién ddi ctia chudi ning duoc chon tir nhém gdm cac SEQ ID

NO: 135 dén SEQ ID NO: 145.

Ngoai ra, khang thé hodc doan gan két v6i khang nguyén clia n6 ¢6 thé bao gom:
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FR1 thudc ving bién ddi cta chudi nhe dugc chon tir nhom gf”)m cac SEQ ID NO:

270 dén SEQ ID NO: 294;

FR2 thudc ving bién d6i cta chudi nhe duge chon tir nhém gdm cac SEQ ID NO:
295 dén SEQ ID NO: 315;

FR3 thudc vung bién ddi cta chudi nhe duoc chon tir nhom g5m cac SEQ ID NO:

316 dén SEQ ID NO: 355; hoic

FR4 thudc vung bién ddi cta chudi nhe duoc chon tir nhom gém cac SEQ ID NO:
356 dén SEQ ID NO: 367.

Doan “Fv” 1a doan khang thé chira cdc vi tri nhén dién va gan két cla khang thé
hoan chinh. Ving nay gom dime, vi du, scFv, gom mdt ving bién doi ctua chudi ning va
mot ving bién doi ctia chudi nhe duge ndi véi nhau bang lién két cong hoa tri v€ co ban

la chat.

Poan “Fab” chtra cic vung bién ddi va hé“lng dinh cua chudi nhe, va ving bién d6i
va ving hang dinh tht nhéat (CH1) cta chudi ning. Doan khang thé F(ab")2 thuong gom

mdt cip doan Fab lién két cdng hoa tri qua xystein ban 1€ & gitta gan dau carboxyl ciia nd.

Poan khang thé “Fv chudi don” hodc “scFv” gbm cac ving VH va VL cta khang
thé, trong d6 cac viing ndy c6 mit & chudi polypeptit don. Polypeptit Fv c6 thé con gdbm
lién két polypeptit & giﬁ:a vung VH va vung VL d cho scFv tao ra cAu tric mong mudn

adé gén két v4i khang nguyén.

Khe’mg thé PD-1 14 héa tri mot hodc hoa tri hai va gdbm cac chudi ngén hoic kép.
V& mit chirc ning, ai 1u¢ gén két ciia khang thé PD-1 nim trong khoang tir 10° M dén 10
12 M. Vi du, 4i luc gén két ciia khang thé PD-1 1a tir 10M dén 10”2 M, 107 M dén 10°
12\, 10 M dén 1072 M, 10° M dén 102 M, 10°5M dén 101! M, 10° M dén 10" M, 107
7M dén 1011 M, 10 M dén 1011 M, 10 M dén 1011 M, 1010 M dén 10" M, 10° M dén
10-10M, 10 M dén 1010 M, 107 M dén 1010 M, 10 M dén 10"'° M, 10 M dén 100 M,
105 M dén 10 M, 10 M dén 10 M, 107 M dén 10 M, 10 M dén 10 M, 10° M dén
108 M, 10° M dén 10°M, 107 M dén 10°M, 10°M dén 107 M, 10°M dén 107 M,
hoic 105 M dén 10° M.

Khang thé gin két véi PD1 hogc doan gfn két v6i khang nguyén cua no ¢ thé

gdm ving bién dbi ctia chudi nang gém trinh tu ¢ do twong dong vé trinh tw 1a 90% hodc
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cao hoﬁ v6i trinh tu duge chon tir nhom gém cac trinh tu nhu dugc néu trong SEQ ID
NO: 146 dén SEQ ID NO: 193. Khéng thé gén két v6i PD-1 hogc doan gin két voi khang
nguyén cta nd co thé gdm ving bién dbi ctia chudi ning duoc chon tir nhom gbm cac
SEQ ID NO: 146 dén SEQ ID NO: 193. Theo mdt phuong an cia sang ché, khang thé
hodc doan gin két v6i khang nguyén clia nd ¢ thé gbm ving bién ddi cta chudi ning
néu trong SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 154, SEQ
ID NO: 155, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159,
SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO: 169, hodc SEQ ID NO: 171 dén SEQ ID NO: 188.

Ngoai ra, khang thé gin két v6i PD1 hodc doan gin két véi khang nguyén cua nd
c6 thé gdm ving bién dbi cta chudi nhe gom trinh tu ¢6-do tuong dbng vé trinh tu 12 90%
hodc cao hon vdéi trinh ty dugc chon tir nhdém gdm cac trinh ty nhu duge néu trong SEQ
ID NO: 368 dén SEQ ID NO: 420. Khang thé gin két v6i PD-1 hodc doan gén két voi
khang nguyén ctia né c6 thé gdm ving bién dbi ctia chudi nhe duge chon tir nhém gdm
c4c trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO: 368 dén SEQ ID NO: 420. Theo mdt phwong én
cua sang ché, khang thé gin két voi PD1 hogc doan gin két v6i khang nguyén cua no co
thé gdm ving bién ddi ciia chudi nhe ciia SEQ ID NO: 371 dén SEQ ID NO: 380, SEQ
ID NO: 383, SEQ ID NO: 385, SEQ ID NO: 386, SEQ ID NO: 388, SEQ ID NO: 389,
hodc SEQ ID NO: 391 dén SEQ ID NO: 415.

Theo mdt phuong an cua sang ché, khang thé lién két v6i voi PD-1 hodc doan lién

két vGi khang nguyén cua nd c6 the gom:

ving bién d6i caa chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 151 va ving bién ddi

clia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO. 371;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 152 va vung bién d6i

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 372;

ving bién ddi cita chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 153 va viing bién doi

cia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 373;

vung bién d6i cta chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 154 va ving bién a6i

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 374;

ving bién ddi ciia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO: 155 va ving bién doi
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ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 375;

vung bién d6i cua chudi ning duogc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 376;

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 377,

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 378;

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 379;

ving bién dbi cia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ciia chubi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 380;

vung bién ddi cta chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 383;

ving bién ddi ctia chudi nang duoc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 385;

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duogc néu trong SEQ ID NO: 386;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 388;

vung bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 389;

ving bién ddi cia chudi nang dugc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 391;

ving bién ddi ciia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 392;

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 393;

ving bién dbi cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO:
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156 va vung bién doi

157 va vung bién dbi

158 va vung bién dbi

159 va vung bién dbi

160 va ving bién dbi

163 va ving bién dbi

165 va ving bién dbi

166 va viung bién dbi

168 va vung bién dbi

169 va ving bién dbi

171 va ving bién dbi

172 va ving bién dbi

173 va vung bién dbi

174 va vung bién dbi
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ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 394;

ving bién ddi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 395;

vung bién ddi cua chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 396;

ving bién ddi ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO:

cta chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 397;

ving bién ddi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ciia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 398;

ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 399;

ving bién ddi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 400;

ving bién d6i cta chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 401;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 402;

ving bién d6i cla chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 403;

vung bién dbi cta chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 404;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 405;

viing bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 406;

ving bién dbi ctia chudi ndng duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 407;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:
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175 va ving bién dbi
176 va ving bién ddi
177 va vung bién dbi
178 va ving bién doi
179 va vung bién ddi
180 va ving bién doi
181 va vung bién dbi
181 va vung bién dbi
181 va Vl‘mg bién dbi
181 va vung bién ddi
181 va vung bién ddi
182 va ving bién ddi
182 va ving bién ddi

182 va vung bién ddi



43305

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 408;

ving bién doi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 409;

ving bién d6i ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 410;

vung bién d6i cua chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 411;

ving bién dbi ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 412;

ving bién dbi ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 413;

ving bién dbi ctia chudi ngng duge néu trong SEQ ID NO:
ctia chubi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 414; hodc

ving bién déi ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 415.

30/238

182 va vung bién ddi

183 va ving bién dbi

184 va vung bién doi

185 va ving bién ddi

186 va ving bién ddi

187 va ving bién doi

188 va ving bién doi

Theo mdt phuong 4an cu thé, khéng thé gén két voi PD-1 hoidc doan gén két véi

khang nguyén ctia n6 c6 thé gom:

viing bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO:

cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO. 375;

ving bién dbi ctia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 378;

ving bién ddi ctia chudi ngng duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe dwoc néu trong SEQ ID NO: 385;

ving bién dbi ctia chudi nang duge néu trong SEQ ID NO:

ctia chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 391;

vung bién dbi cta chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO:

cia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 395;

ving bién dbi cla chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO:

30

155 va Vl‘;ng bién dobi
158 va vung bién dbi
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cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 396;

viing bién dbi cua chudi ning duoc néu trong SEQ ID NO: 178 va vung bién d6i

ctia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 398;

ving bién d6i ctia chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 181 va vung bién doi

cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 401; hodc

ving bién d6i cia chudi ning dugce néu trong SEQ ID NO: 181 va ving bién doi

cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO: 405.

Phan dugc biéu dién bsi X hoic Xaa trong trinh tu theo sang ché chi axit amin

khong x4c dinh va thé hién rang axit amin bat ky c6 thé dugc bao gom.

“Hién thi trén thé thue khudn” la mot k§ thudt hién thi polypeptit dot bién & dang
protein dung hop voi it nhat mot phﬁn cua protein vo, vi du, trén bé mit cta hat thé thuc
khuan, vi du, thé thuc khudn dang soi. Tinh hitu ich ciia k§ thuat hién thi trén thé thyc
khudn 13 dé phan loai nhanh va hiéu qua céc trinh tu gén két véi cac khang nguyén dich
véi ai luc cao trong céac thu vién 16n gdm céc dot bién protein ngdu nhién. Viée hién thi
peptit va thu vién protein trén thé thuc khudn dugc st dung dé sang loc hang triéu

polypeptit d& nhan dién c4c polypeptit c6 dic tinh gfn két dic hiéu.

Cong nghé hién thi trén thé thuc khuén dua ra cong cu c6 hiéu lyc dé tao va sang
loc céc protein méi gan két v6i cac phdi tir dic hidu (vi du, cac khang nguyén). Bing
cach st dung cong nghé hién thi trén thé thuc khudn, c6 thé tao ra cac thu vién 16n gE“)rn
cac thé dot bién protein va céc trinh tu gin két c6 ai luc cao v6i cac khang nguyén dich
¢6 thé duoc phan loai mot cach nhanh chong. Axit nucleic ma hoéa polypeptit dot bién
duogc dung hop véi trinh ty axit nucleic ma hoéa protein vo cua virut, vi du, protein gen III
hoac protein gen VIII. HE hién thi trén thé thuc khuan mét pha, trong d6 trinh tu axit
nucleic ma hoa protein hodc polypeptit duge dung hop véi trinh tu axit nucleic ma hoa
mot phan ctia protein gen III, da dugc phat trién. Trong hé hién thi mot pha, gen dung
hop dugc bidu hién ¢ mic thap, protéin gen III kiéu dai cling dugc biéu hién va do vay

tinh lay nhiém cta hat dugc duy tri.

Diéu quan trong dé chimg minh sy bicu hién ctia cc peptit trén bé mat cua thé
thuc khuan dang soi va su biéu hién cta cac doan khang thé chirc nang trong té bao chat

ngoai vi ctia E. coli dé phat trién cac thu vién hién thi khang thé trén thé thuc khuén. Cac
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thu vién gdm cac polypeptit gin két v6i khang thé hoic khang nguyén dugc tao ra boi
mdot s6 phuong phap, vi du, cai bién mét gen biang cach chén trinh ty ADN ngau nhién
hoic tach dong trinh tu gen lién quan. Céc thu vién co thé duge sang loc dé biéu hién cac

protein gan két v6i khang thé hoic khang nguyén ¢ dic tinh mong mudn.

Cong nghé hién thi trén thé thuc khudn c6 mot sb vu diém so véi cdc phuong phap
té bao lai va tai td hop thong thuong dé san xuét khang thé c6 dic tinh mong mudn. K¥
thuét nay cho phép tao cac thu vién khang thé 16n c6 su da dang trinh tu trong thoi gian
ngin ma khong can str dung dong vat. Viéc san xuét cac té bao lai va san xuét cac khang
thé duge lam gibng khing thé ngudi cén thoi gian san xuft 1a vai thang. Ngoai ra, vi
khong can tinh mién dich, thu vién khang thé caa thé thuc khuan c6 thé tao ra cac khang
thé khang céc khang nguyén c6 tinh doc hodc co tinh khdng nguyén thap. Thu vién khéng
thé cua thé thue khuin cling cd thé dugc st dung dé san xuét va nhan dién cac khang thé

dicu tri moi.

Céc k¥ thuat tao khang thé ctia nguoi tir nguoi khong dugc gay mién dich, trinh ty
dong mam hoc kho Ig cia té bao B non (naive B cell) da dugc giy mién dich nho st
dung cac thu vién hién thi trén thé thuc khudn ¢6 thé duge st dung. Cdc mo bach huyét
khac nhau c6 thé duoc sir dung dé tao ra céc thu vién ghn két khang nguyén nguyén so

hoic khong gay mién dich.

Céc k§ thuat nhan dang va tach céc khiang thé ¢6 4i luc cao tr thu vién hién thi
trén thé thuc khuén 13 quan trong dé tach cac khang thé tri liéu méi. Viéc tach cac khang
thé co ai luc cao tir thu vién c6 thé phu thudc vao kich thude ctia thu vién, hi€u qua san
xuét & té bao vi khuén va su da dang ctia thu vién. Kich thudc cta thu vién giam do viée
cudn gip khong hiéu qua protein gén két khang nguyén hodc khang thé va viéc san xuét
khong hiéu qua do su c6 mat cia bd ba két thuc. Biéu hién ¢ té bao vi khuén c6 thé bi e
ché khi ving gin két khang nguyén hodc khang thé khong duoc cudn ghp dung. Su biéu
hién c6 thé dugc cai thién bang cich gy dot bién luan phién céc gbc trén bé mit clia mit
phan céch bién déi/héng dinh hodc céc géc CDR dugc chon. Trinh ty ctia ving khung la
mdt yéu t& gop phan vao viéc cudn gép dung khi tao thu vién khang thé thé thuc khuin &

té bao vi khuan.

Quan trong 14 tao ra c4c thu vién khac nhau gom cdc protein gan két khang nguyén

hoac khéng thé trong viéc tach cac khang thé ¢6 4i luc cao. Cac ving CDR3 dugc théy la
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thuong tham gia vao viéc gén két voi khang nguyén. Vi ving CDR3 trén chudi ning thay
dbi dang ké vé kich thuéc, trinh tu va hinh thait kich thude vé mit cAu trac, cac thu vién

khac nhau ¢6 thé duoc tao ra bang cach str dung ving ndy.

Ngoai ra, su da dang ¢6 thé dugc tao ra biang cach chon ngau nhién céc vang CDR
ctia chudi ning va chudi nhe bién doi st dung tat ca 20 axit amin & moi vi tri. Viéc su
dung tit ca 20 axit amin dan dén trinh ty clia khang thé co tinh da dang tang va co hoi

nhan dang cac khang thé méi ting.

Khéng thé hoic doan khang thé theo sang ché c6 thé gdm trinh tu ctia khéng thé
khang PD-1 theo sang ché dugc mo ta trong ban md ta ndy cling nhu cac thé tvong duong
vé rna“tt sinh hoc cua no mién 1a khang thé hoic doan khang thé c6 thé nhan dang déc higu
PD-1. Vi du, ¢6 thé tao ra bién dbi bd sung cho trinh ty axit amin cua khang thé dé cai
thién thém ai luc gén két va/hodc cac dic tinh sinh hoc khac cua khang thé. Bién d6i nhu
vay bao g@)m, vi du, loai bd, chén va/hoac thay thé cac géc trinh tu axit amin cua khang
thé. Bién ddi axit amin nhu vay dugc thuc hién, dua trén do tuong tu (tuong déng) tuong
dbi cua ph?ln_ tir thé axit.amin chudi bén, nhu tinh ky nudc, tinh wa nude, tich dién hodc
kich thudc. Phan tich kich thu6e, hinh dang va loai cta phan ti thé axit amin chudi bén
thé hién ring tit ca cac axit amin arginin, lysin va histidin 1a cac gbc tich dién duong,
alanin, glyxin va serin ¢6 ciing kich thudc va phenylalanin, tryptophan va tyrosin ¢6 hinh
dang giéng nhau. Do d6, dua trén nhiing cén nhéc nay, arginin, lysin va histidin; va
alanin, glyxin va serin; va phenylalanin, tryptophan va tyrosin dugc xem la tuong duong

v€ chtrc nang sinh hoc. .

Theo mot khia canh khac, sang ché dé& xuét axit nucleic ma hoa khang thé hodc

doan gan két véi khang nguyén cia no.

Khang thé hoic doan gén két voi khang nguyén cta né co thé duoc san xuét theo
cach tai td hop bang cach phan 1ap axit nucleic ma héa khang thé hodc doan gin két véi
khang nguyén cua né theo sang ché. Axit nucleic'du(_)'c phéan 1ap va chén vao vecto sao
chép duogc dé thuc hién viéc tach dong sau do (khuéch dai ADN) hoéc biéu hién sau do.

Dua trén diéu nay, theo khia canh khéc, séng ché dé xuat vecto chira axit nucleic.

Thuat ngit “axit nucleic” du dinh gdm cé phan tir ADN (2ADN va cADN) va phan
tt ARN va cac nucleotit, 1a cac don vi chu thanh co ban cua axit nucleic, gém cac

nucleotit thu nhan tu nhién cling nhu cac thé tuong ty trong d6 cac goc duong hodc bazo
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dugc cai bién. Trinh tu cla axit nucleic ma hoa ving bién doi cua chuoi nang va chuoi
nhe theo sang ché c6 thé khdc nhau. Bién doi nhu vy bao gom thém, b6t hodc thé khong

bao toan hoic thé bao toan nucleotit.

Trinh ty axit amin cta khang thé hoic doan gin két véi khang nguyén cua no,
hod#c axit nucleic ma héa né theo sang ché cling dugc hiéu 1a bao gém trinh tu thé hién do
trong dong dang ké véi trinh tu duoc néu trong SEQ ID NO tuong tng. Thuat ngit “trinh
tur thé hién do twong ddng dang k&” c6 nghia 13 trinh tw ¢6 d6 twong ddng it nhét 1a 90%,
t6t nhat 13, it nhat 1a 95%, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon hodc
99% hodc 16n hon, khi canh thing trinh tu theo sang ché dé tuong tng véi trinh ty khac
bét ky nhiéu nhét c6 thé va phan tich trinh ty dugc canh thang nho st dung thuat toan

thuong dugc st dung trong linh vuc nay.

Dua trén viéc nay, khang thé hodc doan gén két voi khang nguyén cua n6 theo
séng ché c6 thé c6 do tuong dong trinh ty 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, hodic 99% hodc nhiéu hon. D§ twong dong nay c6 thé duge xéc dinh bing
cach so sanh va/hodc canh thang trinh ty cac bang phuong phdp da biét trong linh vuc
nay. Vi du, do tuong ddng trinh tu theo ty 1& ph?m trdm cua axit nucleic hodc protein theo
sang ché ¢ thé duoc xac dinh b%mg cach st dung thuét todn so sanh trinh tu (ttc la,

BLAST hogc BLAST 2.0), canh thang thi cong hogc kiém tra bang mit.

ADN ma hoéa khang thé co thé dé dang duoc tach hodc tbng hop bing cach st
dung céac quy trinh thong thuong (vi du, s dung mau do oligonucleotit ghn két dic higu
v6i ADN ma héa chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé). Cac vecto khac nhau ¢6 thé
thu nhin dugc. Thanh phﬁn vecto thuong gém, nhung khong chi gidi han ¢, mot hodc
nhiéu thanh phﬁn sau: trinh ty bao hi€u, cac diém khai dau sao chép, mot hodc nhiéu gen

danh déu, cac phan tir ting cudng, cac gen khoi dau va céc trinh ty ket thic phién ma.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngft “vecto” chi phuong tién dé biéu
hién céc gen dich & té bao chu va gdm: vecto plasmit, vecto cosmit; va vecto virut nhu
vecto thé thuc khuén, vecto adenovirut, vecto retrovirut va vecto virut lién quan dén
adeno. Axit nucleic ma hoa khang thé trong vecto dugc lién két chirc nang voi gen khoi

dau.

Thuat ngtr “lién két chirc ning” c¢6 nghia 1a lién két chirc nang gitra trinh ty di€u

hoa biéu hién axit nucleic (vi du, gen kh&i déu, trinh tur tin hi¢u hodc day vi tri gan ket
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didu hoa phién ma) va trinh ty axit nucleic khdc va duoc di€u hoa bdi sy phién mé

va/ho#ic dich ma cua trinh tu axit nucleic.

Khi té bao nhan so duogc st dung lam vat chi, vecto thuong gbm gen khéi dau
tidm ning c6 kha nang thuc hién phién ma (nhu gen khéi dau tac, gen khoi dau lac, gen
khoi dau lacUVS, gen khéi dau Ipp, gen khoi dAu pLA, gen khoi ddu pRA, gen khéi dau
rac5, gen khoi ddu amp, gen khoi dAu recA, gen khoi dAu SP6, gen khoi dau trp, hodc gen
khéi diu T7), vi tri gén két véi ribosom dé bit ddu dich ma va trinh tu két thic phién
ma/dich ma. Ngoai ra, vi du, khi té bao nhan thuc dugc st dung lam vét chu, vecto gém
gen khoi dau (vi du, gen khoi diu metalothionein, gen khoi dau B-actin, gen khoi dau
hemoglobin clia nguoi va gen khoi dau creatin co & nguoi) thu dugc tir hé gen cia té bao
dong vat co vu, gen khoi dau ora thu duoc tir virut dong vat nhu gen khoi dau late cla
adenovirut, gen khoi dau 7.5K cia virut gdy bénh déu mua, gen khoi dau SV40, ) gen
khéi ddu cta cytomegalovirut (CMV), gen khai dAu tk ctia ISV, gen khéi dau cta virut
gay khéi u vii & chuodt (mouse breast tumor virus - MMTV), gen khoi dau LTR cta HIV,
gen khéi dau caa virut Moloney, gen khoi d4u cta virut Epstein Barr (Epstein Barr virus
- EBV), va gen khéi dAu cta virut gdy bénh sacoma Rous (RSV)), va thuong c6 trinh tu

polyadenyl hoa lam trinh tu két thuc phién ma.

Tuy y, vecto ¢co thé dugc dung hop véi trinh ty khac dé tao diéu kién thuén loi cho
viéc tinh ché khang thé duoc biéu hién tir vecto d6. Trinh ty dung hop gém, vi du,
glutathion S-transferaza (Pharmacia, MJ), protein gin két maltoza (NEB, M¥), FLAG
(IBI, M¥), His 6x (hexahistidin; Quiagen, MY), va tuong tu. -

Vecto gdm cac gen khang khang sinh thuong dwgc st dung trong linh vurc nay
dudi dang cac gen danh dAu chon loc dugc va céac vi du bao gdm gen khéng ampixilin,
gentamyxin, carbenixilin, chloramphenicol, —streptomyxin, kanamyxin, genetixin,
neomyxin va tetraxyclin.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét té bao duoc bién nap vecto néu trén.
Té bao duge st dung dé san xuét khéng thé theo sang ché c6 thé 13 té bao nhan so, té bao
nim men hoic t& bao nhéan thuc bic cao, nhung khong chi gidi han & do.

Céc chﬁng cta chi Bacillus nhu Escherichia coli, Bacillus subtilis va Bacillus

tuligensis, Streptomyces, Pseudomonas (vi du, Pseudomonas putida), va té bao chi nhan

so nhu Proteus mirabilis va Staphylococcus (vi du, Staphylococcus carnosus) ¢0 thé
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duoc st dung.

Duogc quan tm nhét 1a cac té bao dong vat, va vi du vé cac dong té béb chu hitu
dung gé)m, nhung khong chi gidi han ¢, COS-7, BHK, CHO, CHOKI, DXB-11, DG-44,
CHO/-DHFR, CV1, COS-7, HEK293, BHK, TM4, VERO, HELA, MDCK, BRL 3A,
W138, Hep G2, SK-Hep, MMT, TRI, MRC 5, FS4, 3T3, RIN, A549, PC12, K562,
PER.C6, SP2/0, NS-0, U20S, hoac HT1080.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap san xuit khang thé hodc doan
gin két véi khang nguyén cta no, bao gdm céc bude: (a) nudi cdy té bao; va (b) thu héi

khéng thé hodc doan gin ket vdi khang nguyén ctia n6 tir t€ bao nuoi cay.

Té bao c6 thé duoc nudi cy trong cdc moi trudng khac nhau. Cac moi truong bat
ky c6 ban trén thi trudng co thé duoc str dung 1am mai treong nudi ciy ma khdng c6 han
ché nao. TAt ca cac cht bd sung thiét yéu khac déu dugc biét 15 boi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay co thé duoc dua vao & ndng do thich hop. Piéu kién nudi
chy nhu nhiét do va do pH da duoc sir dung v6i t6 bao chu da chon dé biéu hién, 1a hién

nhién di v6i ngudi hiéu biét trung binh trong linh virc nay

- Nhu duoc st dung & day, thuat ngtt “bién nap”c6d nghia 1a dua vecto chira axit
nucleic ma hoéa protein dich vao té bao chi dé protein dwgc ma hoa boi axit nucleic nay
¢ thé dugc biéu hién & té bao chi. Axit nucleic duoc bién nap gdm cé axit nucleic duge
chén vao va dit tai nhiém sic thé ca té bao chu va axit nucleic bién nap nam ngoai
nhidm séc thé, mién 12 n6 c6 thé biéu hién ¢ t& bao chu. Ngoai ra, axit nucleic gdbm ADN
va ARN ma hdéa protein dich. Axit nucleic ¢ thé dugc dua vao & dang bat ky mién 1a n6
6 thé duoc dua vao té bao chu va biéu hién ¢ té bao nay. Vi dy, axit nucleic ¢ thé duoc
dua vao té bao cha ¢ dang cat-xet biéu hién, 1a céu triic gen chira tht ca cac yéu t6 can
thiét dé tu biéu hién. Cat-xet biéu hién thuong gdm gen khoi du, tin hiéu két thic phién
ma, vi tri gén két v6i ribosom va tin hiéu két thic dich ma, lién két chtic nang véi axit
nucleic. Cat-xet bidu hién c6 thé 14y vecto biéu hién cho phép tu sao chép. Axit nucleic
ciing ¢6 thé dugc dua vao té bao chu 6 dang ctia chinh né va lién két chirc nang voi trinh
tur cAn thiét dé biéu hién ¢ té bao chu.

Viéc thu hoi khang thé hoic doan gin két véi khang nguyén ciia n6 co thé dugc
thuc hién, vi du, béng cach ly tdm hodc siéu loc dé loai bo tap chét va tinh ché san phém

thu duge, vi du, bang cach st dung phép sic ky ai luc. Céac ky thuat tinh ché khac bd
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sung, ching han sic ky trao d6i anion hodc cation, sic ky twong téc ky nudc, sic ky

hydroxyl apatit, va phép sdc ky twong tw co thé duge st dung.

Theo khia canh khac, sang ché dé xut ché phdm ngin ngira hodc diéu tri bénh ung

thu chira khang thé hoic doan gan két v6i khang nguyén ctia n6 1am hoat chét.

Sang ché d& xuét, vi du, ché phém ngén ngra hodc diéu tri bénh ung thu chtra: (a)
mot luong cé hiéu qua diéu tri cua khang thé khang PD-1 hodc doan gén két vai khang
nguyén cta nd theo sang ché; va (b) chit mang duoc dung. Séng ché ciing dé xudt
phuong phap ngédn ngira hodc didu tri bénh ung thu bao gdm viéc st dung khang thé
khang PD-1 hoic doan gén két v6i khang nguyén cta né theo sang ché véi lugng hitu

hiéu can thiét cho bénh nhén. -

Theo sang ché, bénh ung thu tot hon duoc chon tir nhém gdm u melanin, ung thu
phéi, ung thu gan, u té bao than kinh dém, ung thu budng trimg, ung thu két trang, ung
thu ddu va cd, ung thu bang quang, ung thu thin, ung thu da day, ung thu va, ung thu di
c¢dn, u lympho Hodgkin, ung thu tién liét tuyén va ung thu tuy, nhung khong chi gidi han

& cac bénh ung thu nay:.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuit ngtt “dilu tri” c6 nghia 1a loai bo
ho#ic lam thuyén giam bénh ung thu hodc mdt hodc nhiéu triéu chimg do bénh ung thu
gdy ra, cling nhu ngdn ngua su tién trién ctia bénh ung thu hoic diéu tri bénh ung thu,
lam dao ngugc céc triéu chung cia bénh, nho st dung ché phdm va nhu dugc st dung
trong ban mo ta ndy, thut nglt “ngdn ngira” c6 nghia la tdc dung bét ky e ché hodc lam
cham sy tién trién cta bénh ung thu nho st dung ché phdm. Trong ban mo ta nay, ngin
ngtra hodc didu tri bénh ung thu duoc thuc hién nho su gén két gitta khang thé thu duoc
theo sang ché va PD-1. Khang thé, gin két voi PD-1, tic ché dang ké hoat tinh ctia PD-1,

nho d6 ngan ngra hodc diéu tri bénh ung thu.

Thuat ngft “chit mang duge dung” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay chi chét
mang hodc chét pha loang khong anh hudng dén hoat tinh ho#c dic tinh sinh hoc cta hop
chét sir dung ma khong gay kich tmg cho sinh vat. Chéat mang duogc dung cho ché pham,
duoc bao ché thanh dung dich 1éng, dugc tiét trung va twong thich sinh hoc va vi du vé
chung bao gém nuée mudi, nude vo trung, dung dich Ringer, nude mudi dugce tao dém,
dung dich tiém albumin, dung dich dextroza, dung dich maltodextrin, glyxerol, etanol va

hdn hop gém mot hoac nhiéu chét nay. Néu cin, céc chét phu tr¢ thong thuong khac nhu
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chét chéng oxy hoa, chit dém va chit kim him vi khuan c6 thé duoc bd sung vao. Ngoai
ra, chét pha loang, chét phén tén, chét hoat dong bé mit, chét két dinh va chit lam tron
con ¢6 thé duoc thém vao dé bao ché cac dung dich tiém dugce nhu dung dich, hon dich

va nhii dich chira nuéc, vién tron, vién nang, hat hodc vién nén.

Ché phdm ngin nglra hodc diéu tri bénh ung thu chtra khang thé va chit mang
duoc dung cé thé dugc ap dung cho dang bao ché bét ky chira n6 lam hoat chét va c6 thé
duoc bao ché cho dang bao ché ding qua dudng miéng hodc ngoai dugc ti€u hoa. Cac
dang bao ché duoc co thé gdm cac dang bao ché thich hop dung qua dudng miéng, qua
truc trang, qua mii, khu tra (ké ca dudi ma va ludi), dudi da, qua &m dao hodc ngoai

duong tidu héa (gdm trong bép, dudi da va trong tinh mach) hodc x6ng hit hodc bom vao.

Vi du vé cac dang bao ché ding qua dudng miéng chira ché phim theo sang ché
lam hoat chét gém vién nén, vién det, vién ngam, hon dich chtra nuée hodc dau, bot hoic
hat duoc bao ché, nhii dich, vién nang ctng hoic mém, xi rd hoic con ngot. P& bao ché
cac dang bao ché nhu vién nén hodc vién nang, chét két dinh nhu lactoza, sacaroza,
sorbitol, manitol, tinh bdt, amylopectin, xenluloza hodc gelatin, td dugc nhu dicanxi
phosphat, chét gay rd nhu tinh bdt ngd hogc tinh bdt khoai lang, chét 1am tron nhu canxi
stearat, natri stearyl fumarat hodc sap polyetylenglycol c6 thé duoc dwa vao va ché pham

vién nang con chita chat mang 16ng nhu dau béo, ngoai céc thanh phén néu trén.

Vi du vé cac dang bao ché ding ngoai dudng tiéu hoa chira ché pham theo sang
ché 1am hoat chét gﬁ”)m dang tiém nhu tiém dudi da, tiém trong tinh mach hodc tiém trong
bép, dang vién dan hodc phun nhu sol x6ng hit qua céc thiét bi thé. Dé bao ché thanh cac
dang bao ché tiém duogc, ché phém theo sang ché ¢6 thé duoc tron trong nude vai chét
Jam én dinh hodic chét dém dé tao ra dung dich hodc hén dich va dung dich hodc hon dich
nay cé thé duoc bao ché trén co s& don vi 6ng hoic lo dé sir dung. P& bom thubc dan,
ché phim dung qua truc trang nhu thudc dan hodc ché pham thut chira chit nén thubc dan
thong thudng nhu bo ca cao hodc glyxerit ¢6 thé duge sir dung. P6i voi ché phim phun
mu nhu sol khi, chét phu gia nhu chét déy ¢6 thé dugc tron dé dich ¢co dac phan tan trong

nudc hodc bot w6t duge phén tan.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat phuong phap ngin ngira hodc diéu tri bénh
ung thu bao gém viéc su dung ché phém ngan ngua hodc diéu tri bénh ung thu chira

khang thé.
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Nhu duge st dl_mg trong ban mo ta ndy, thudt ngt “sir dung” chi Viéc dua duogc
pham theo séng éhé vao bérih nhén bing phuong phap thich hop bat ky. Puong st dung
ché pham theo séng ché ¢6 thé 1a dudng bét ky bao gdm dudong miéng hodc dudng ngoai
duong tiéu hoéa. Cu thé, duoc phém ¢6 thé duge st dung theo cach thong thudng qua
dudng miéng, truc trang, khu tra, trong tinh mach, trong mang bung, trong bép, trong

dong mach, dudi da, trong mili, x0ng hit, qua mit hodc trong da.

Phuong phap diéu tri theo sang ché bao gdm viéc st dung mot luong co6 hiéu qua
duge 1y ciia ché phdm ngan ngira hodc didu tri bénh ung thu theo sang ché. Hicn nhién
dbi v&i nguoi ¢ hibu biét trung binh trong linh vuc nay tdng lidu lwong hang ngdy ¢o thé
dirgc xéc dinh nh danh gia thich hop cta chuyén gia y té. Luong ¢6 hidu qua diéu trj cu
thé dbi voi mot bénh nhan xéac dinh t6t hon 1a phu thudc vao nhiéu yéu tb gém loai va
muc do dap tng dat duge cling nhu sy ¢6 mét cla cac tac nhan khac dugc st dung, ché
phém cu thé va do tudi, thé trong, tinh trang sttc khée chung, gidi tinh va ché d6 an cua
bénh nhan, thei gian st dung, dudng st dung va tbe o bai tiét ché phém, thoi gian diéu
tri va thube sir dung két hop hoidc ddng thoi voi ché pham cu thé va vao céc yéu té tuong
tu da biét trong linh vuc dugc. Do vay, lugng hitu hiéu cia ché phém ngan ngura hoac
diéu trj bénh ung thu, thich hop véi muc dich cia sang ché, tot hon dwgc xéc dinh khi

xem x¢€t cac yéu to néu trén.

Ngoai ra, phuong phap diéu tri theo sang ché c6 thé duoc ap dung cho dong vat
bét ky c6 thé phat trién cac bénh nhu phét trién khdi u hodc tdn tao mach do hoat tinh qua
muc cua PD-1, va dong vat nay bao gbm ngudi va dong vat linh trudng cling nhu vat

nudi nhu bo, lon, clru, ngua, chd va meo.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét ché phdm dé chin doén bénh ung thu chira
khang thé PD-1 hodc doan gan két v6i khang nguyén cua no theo sang ché. Ngoai ra,
sang ché dé xuét phuong phép chin doan bénh ung thu bang céch didu tri bang khang thé

PD-1 hodc doan gin két v6i khang nguyén cta nd theo sang ché.

Bénh ung thu ¢6 thé dugc chén doan bang cach do muc biéu hién ctia PD-1 trong
mau thong qua khang thé khang PD-1 theo séng ché. Mitte biéu hién c6 thé do duoc bang
phuong phép thir nghiém thong thuong bao gbm, nhung khong chi gi6i han ¢, thu
nghiém mién dich phéng xa, két taa mién dich phong xa, két tha mién dich, nhudm hoa

md midn dich, thir nghiém hip thu midn dich lién két v6i enzym (ELISA), ELISA bit,

39



43305 40/238

phan tich trc ché hodc canh tranh, phan tich sandwich, dém té bao dong chay, nhudm

huynh quang mién dich va tinh ché 4i luc mién dich st dung khang thé khang PD-1.

Bénh ung thu ¢6 thé dwoc chdn doan bing céch phén tich cudng d cua tin hiéu
cudi nho qua trinh thir nghiém mién dich. Tirc 13, khi protein clia chét danh diu theo sdng
ché dugc biéu hién cao & mau sinh hoc va do vay tin hiéu cla mau sinh hoc manh hon
cia mau sinh hoc binh thudng (vi du, m6 da day, mau, huyét twong hodc huyét thanh

binh thuong), bénh ung thu dugc chén doan.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén kit chan doan bénh ung thu chta ché
phdm chin doan bénh ung thu. Kit theo sang ché gdbm khang thé khang PD-1 theo sang
ché va c6 thé chin doan bénh ung thu bing cach phan tich tin hiéu dugc tao ra khi phan
g gitta mau va khéng thé. Tin hiéu nay c6 thé gdm, nhung khong chi gidi han 6, enzym
lién hop va6i khang thé nhu phosphataza kiém, PB-galactosidaza, peroxidaza cai ngua,
luxiferaza ho#ic séc t6 té bao (cytochrome) P450. Trong trudng hop nay, khi phosphataza
kiém duoc stt dung lam enzym, dudi dang co chét cho enzym nay, co chét phan ng sinh
mau nhu bromcloindol phosphat (BCIP), nitroblue tetrazoli (NBT), naphthol-AS-B1-
phosphat va ECF (phat quang hoéa hoc ting cuong) duge su dung va khi peroxidaza cai
ngua duogc st dung, co chit nhu clonaphthol, aminoetylcarbazol, diaminobenzidin, D-
luxiferin, luxigenin (Bis-N-metyl acridini nitrat), resorufin benzyl ete, luminol, thudc thir
Amplex Red (10-axetyl-3,7-dihydroxy phenoxazin), HYR (p-phenylendiamin-HCl va
pyrocatechol), TMB (tetrametylbenzidin), ABTS (2,2’-Azin-di[3-etylbenzthiazolin
sulfonat]), o-phenylendiamin (OPD) va naphthol/pyronin, glucoza oxidaza, {-NBT
(nitroblue tetrazoli) hoic m-PMS (phenzain metosulfat) dugc sit dung nhung sang ché

khong chi gidi han ¢ cac chét nay.

Ngoai ra, kit theo sang ché ciing c6 thé gdm chét danh du dé tao ra tin hiéu phat
hién duoc va chét danh dau nay c6 thé gém hoa chét (vi du, biotin), enzym (phosphataza
kiém, B-galactosidaza, peroxidaza cai ngua va sic td t& bao P450), chit c6 hoat tinh
phong xa (nhu C14, 1125, P32 va S35), chit huynh quang (nhu fluorescein), chét phat
quang, chit phat quang hoéa hoc va FRET (fluorescence resonance energy transfer -

truyén nang lwong cong hudng huynh quang), nhung khong chi 2161 han & céac chét nay.

Viéc do hoat tinh cua enzym dugc st dung dé chin doan bénh ung thu hodc do tin

hiéu c6 thé duge thuc hién bang cac phuong phap khac nhau da biét trong linh vuc nay.
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Do dé, biéu hién ciia PD-1 ¢6 thé dugc phan tich dinh tinh hodc dinh luong.
Vi du thyc hién siang ché

Sau déy, sang ché s& duge mo ta chi tiét hon bang cach tham chicu dén cac vi du.
Tuy nhién, hién nhién d6i véi ngudi ¢6 hicu biét trung binh trong linh vyc nay la cac vi
du nay chi dé minh hoa sang ché va khong dugc hiéu 1a lam giéi han pham vi cua sang

ché.
Vi du 1: Biéu hién va tinh ché khang nguyén PD-1
1. San xuét vecto biéu hién protein PD-1

Pé tach dong PD-1, thuc hién khuéch dai bing phan tmg chudi polymeraza
(polymerase chain reaction - PCR) st dung cac doan mdi cho PD1 chita céc vi tri enzym
gi¢i han Sfil ¢ 5° va 3’ (bang 1) dé chi thu dugc ving ngoai bao nho s dung thu vién
cADN ctia té bao Jurkat (Stratagene, USA). San phdm khuéch dai bang PCR dugc chuén
b1 bing cach dung hop Fe cta ngudi (SEQ ID NO: 196) va Fe ctia chudt (SEQ ID NO:
197) v6i dau tan cling carboxyl sir dung vecto N293F (FIG.1).

Bang 1
Tén Trinh ty 5°->3° SEQ ID NO.
PD1-F ccaggatggttcttagacteecc 194
PD1-R o caccagggtttggaactgge 195

2. Biéu hién va tinh ché khang nguyén PD-1

Pé biéu hién khang nguyén & té bao dong vat, t& bao HEK-293F duoc chuyén
nhiém ADN plasmit. Dung dich cua phan tng polyplex dé chuyén nhiém dugc chuan bi
bang cach tron 25ug ADN plasmit véi 3mL moi truong biéu hién Freestyle 293 va tron
thém 2mg/mL PET (polyetylenimin, polyplusA-transfection, USA) véi hdn hop thu duge
mot 14n nita. Dung dich phan tng polyplex phan ing & nhi¢t do trong phong trong 15
phit va sau do nudi chy trong 40mL mdi trudng nudi cdy c¢6 ndng do 1x10° té bao/mL
trong 24 gio & nhiét do 37°C va 8% CO2 ¢ tdc do 120 vong/phut. Sau 24 gio chuyén
nhiém, Soytone (BD, USA), 1a chét bd sung, dugc thém vao dén néng a6 cudi 1a 10g/L.
Khang thé duoc tao ra nhd stir dung hé biéu hién tam thoi st dung té bao HEK-293F trong
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7 ngéy. Thue hién phép sic ky ai luc dé thu duoc khang nguyén tir dung dich nudi cy.
Thu dich ndi bing cach ly tam & tde do 5.000 vong/phit trong 10 phut dé loai bo t€ bao
va cac manh vun té bao khéi moi truong nudi chy dugc thu hdi vao ngay thtr 7. Cho dich
nbi phan ing v6i nhua protein A agaroza téi td hop duoc rira biang DPBS & 4°C trong 16
gio.

Khi nhya protein A agaroza tai t6 hop dugc st dung, protein dugc rira giai bing
0,1M glyxin vi trung hoa bing 500pL Tris-HCI 1M dé thyc hién tinh ché so cép. Protein
tinh ché so cap dugc tinh ché thtr cdp nho st dung phép sdc ky loc gel Superdex 200
(1,5cm*100cm).

Db tinh khiét cua protein tinh ché duoc xac dinh bang phép sic ky trén gel SDS-
PAGE va ray phan tir [TSK-GEL G-3000 SWXL size-exclusion chromatography (SEC)
(Tosoh)].

Két qua 1a, xac nhan dugc réng protein PD1 da tinh ché c6 do tinh khiét 1a 95%
hodc 16n hon nhu dugc thé hién trén cac Fig.2A dén Fig.2D.

Vi du 2: Sang loc cac khang thé PD-1 clia ngudi
1. Chuén bi khang nguyén

PDI1-hFc¢ va PD1-mFc dugc chudn bi trong vi du 1 va PD1-his (Catalog Number,
10377-HO8H) dugc mua tir Sino Biological Inc. lam khang nguyén protein dugc phu voi

lidu lwong 50ug 1én dng hép thu mién dich va sau d6 dugc phong bé.
2. Chon ai luc (Bio-panning)

Thé thuc khudn thu vién khang thé cta nguoi thu dugc bang cach cho thu vién
scFv ctia ngudi lay nhidm tap gdm 2,7x10% vi khuén va sau d6 nudi cdy & nhigt do 30°C
trong 16 gio. Sau khi nudi ciy, dung dich nudi cdy dugc ly tAm va co dich nbi bang PEG,
va sau ‘d() hoa tan trong dém PBS dé chuén bi thu vién khéng thé ctia nguoi. Thé thuc
khuén thu vién khang thé cla nguoi dugce nap vao dng mién dich, sau d6 cho phan tng &
nhiét do trong phong trong 2 gio. Sau khi rira bang PBS/T 1X va PBS 1X, chi cac scFv-

thé thuc khuén gan két dic hiu véi khang nguyén duoc tach rira.

Céac thé thuc khuén duoc tach raa duoc giy nhidm E. coli 14n nita va khuéch dai
(quy trinh chon ai luc) dé tao ra cdc nhom thé thuc khudn duong. Qua trinh chon &i luc

vong thir hai va tha ba dugc thuc hién nho st dung thé thuc khuén dugc khuéch dai trong
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vong chon 4i luc tht nhét theo céch thirc nhu trén, ngoai trlr chi s6 lan budc rira PBST

dugc tang 1én.
Két qua 13, nhur duge hién trén bang 2, quan sét thdy ring sb lugng thuc khudn thé
gin két voi khang nguyén (d4u ra) trong quy trinh chon 4i lyc thir ba tang nhe, khi dugc

so sanh vé1i s6 lugng thuc khuan thé dau vao.

Béang 2

Sé 1an chon ai luc S6 thé thuc khudn dau vao S6 thé thuc khuén dau ra
1 2x 108 3,6 x 107
2 1,2x 108 7 x 107
3 : 2x 108 2x10°

3. Thir nghiém ELISA trén da thé thuc khuin

Thtr nghiém ELISA (enzyme linked immunoassay — phan tich mién dich dugc lién
két enzym) trén da thé thuc khudn dugc thuc hién dé nghién ctu tinh dc hiéu ddi vei
khang nguyén cua nhom khéang thd duong trén da scFv-thé thuc khuén thu duoc béi mdi

vong chon ai lyc & vi du 2.

Dung dich gdc té bao déng lanh sau céc qua trinh chon 4i luc thir nhét dén tha ba
duge bd sung vao mdi truong chia SmL YTCM 2x, 2% glucoza va SmM MgCl dén
ODsoo bing 0,1, va sau d6 nudi cdy & 37°C trong 2 dén 3 gio (ODgoo = 0,5 dén 0,7. Thé
thye khudn hd trg M1 duoc gay nhidém va nudi cdy trong modi truong chira YTCMK 2x,
5mM MgCl, va ImM IPTG & nhiét d6 30°C trong 16 gio. Ly tam té bao nudi cdy (4,500
vong/phtt, 15 phut, 4°C), va chuyén dich ndi vao dng méi (da scFy-thé thyc khuin duge
chon 4i luc 1in tht nhét dén 1an thi ba). Mdi trong sb hai loai khang nguyén dugc phi &
ndng do 100ng/1d trén dia midn dich 96 16 (NUNC 439454) bing dung dich dém phi &
nhiét do 4°C trong 16 gio va mdi 16 duoc phong bé bang sita tach kem 4% hoa tan trong

PBS.

Rira mdi 13 bing 0,2ml PBS/T, va 100uL da scFv-thé thuc khuan dugc chon éi lyc
lin thér nhat dén 1dn thtt ba duoc thém vao mdi 1, sau d6 phan tng ¢ nhiét do trong
phong trong 2 gio. Mot 1in nita, riza mdi 16 4 14n bang 0,2ml. PBS/T, va khang thé thir
cap, khang M13-HRP (Amersham 27-9421-01) dugc pha lodng theo ty 1& 1:2000 va dugc
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phén ng & nhiét do trong phong trong 1 gio. Sau khi rira bing PBS/T, hoa tan cac vién
OPD (Sigma. 8787-TAB) trong dung dich dém PC va dung dich thu dugc dugc thém Vélo
& ndng do6 100pL/15 dé .hién mau trong 10 phut. Sau do, do d6 hap thu & 490nm bing
quang phd ké (Molecular Device).

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.3. Nhu c6 thé thiy trén Fig.3, ELISA thé hién
rang kha niang gin k&t v6i hai khang nguyén PD-1 ting & da scFy-thé thuc khuan th ba.

4. Sang loc céc thé thuc khuin duong

Cac khuén lac thu duoc tir nhém khang thé thé thuc khuén da dong (quy trinh
chon ai luc thr ba) ¢ kha ning gin két cao dugc nudi chy trbng dia 96 15 sau 1ml
(Bioneer 90030) ¢ nhiét do 37°C trong 16 gio. 100 dén 200pL té bao da sinh truéng dugce
thém vao moi truong chira YTCM 2x, 2% glucoza va SmM MgCl,, dén ODgoo béng 0,1,
va duoc thém vao moi truomg chira Iml YTCM 2x, 2% glucoza va SmM MgCl, va sau
6 nudi cAy trén dia 96 13 sau & nhiét do 37°C trong 2 dén 3 gio dén ODgoo 12 tlr 0,5 dén
0,7. Céc thé thuc khun hd trg M1 duoc gdy nhiém & ty 16 MOI 1a 1:20 va nudi cdy trong
moi truong chita YTCMK 2x, 5mM MgCly, ImM IPTG & 30°C trong 16 gi0.

Khéng nguyén PD1 duoc phi & mt o 100ng/15 trén dia mién dich 96 16 & nhiét
d0 4°C trong 16 gid va mdi 16 dugc phong bé biang 4% sita tach kem hoa tan trong PBS.
MBJi thé thue khudn scFv don dong (100 scFv-thé thuc khudn) duoc rira biang 0,2mL
PBS/T va nudi cdy trong 16 gid dugc bd sung vé6i luong 100uL vao mdi 16 va duge cho
phan tng & nhiét do trong phong trong 2 gio. Mot 1in nita, mdi 18 duogc ria 4 1in bang
0,2ml PBS/T, va khang thé thtr cdp, khang M13-HRP, dugc pha loang dén ty 1¢ 1/2000
va duge cho phan tng & nhiét do trong phong trong 1 gi¢. Sau khi rua bang 0,2mL

PBS/T, tién hanh hién mau va do do hap thu ¢ bude song 490nm.

Két qua 1a, nhu duge thé hién trén Fig.4, thu dugc tdng s6 vai chuc dong don thé
thue khudn d6i véi PD1 & dang dong don thé thuc khuén c6 kha ning gan két cao véi
mdi khéng nguyén.

5. Phén tich trinh tu bazo cua khang thé thé thuc khuan duong

Cac dong don dugc chon duge dua vao qua trinh tach ADN str dung kit tinh ché

ADN (Qiagen, Germany) dé thu ADN, va phan tich trinh tw ADN duogc yéu cau

(Solgent). Cac vung CDR Vu va Vi, cta khéng thé da chon duoc nhan dién, dua trén két
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qua phén tich trinh ty va do gidng nhau (d9 twong dbng) giita cac khéang thé nay va nhom
khéng thé dong mam dwgc nghién ctru nho st dung chuong trinh Ig BLAST trén trang
web NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/. Két qua 1a, thu duge 15 loai khang thé

thé thuc khudn dic hidu déi voi PD1 va duge t6m tit trong bang 3 dudi déy.

[Bang 3] Pic tinh cua cdc don dong PD1

Tén dong VH Do fu:crng VL Do fuong Nhom
dong dong
Nivolumab VH3-33 91,80% L6 98‘,90%
Pembrolizumab VHI1-2 79,60% 125 80,80%
PD1-29A2 VH3-9 91,80% V2-171 | 86,50% 1
PD1-29H3 VH3-9 90,80% |VI1-11| 88,50% 2
PD1-31F3 VHI-69 92,90% |VI1-13| 93,90% 3
PD1-32A6 VHI1-69 87,80% L5 91,60% 4
PD1-41C9 VH3-30 95,80% 01 92,1.0% 5
PD1-42G4 VH3-11 93,80% 02 93,80% 6
PD1-44B5 VH3-30 99,00% |VI1-16| 85,60% 7
PD1-45D6 VH3-30 95,80% 01 93,10% 8
PD1-45F1 VH1-46 91,80% | #-13 93,80% 9
PD1-45F4 VH3-9 90,80% | V2-1 77,70% 10
PDI-48A9 | VHI-69 | 79.60% | Ol | 9600% | 11
PD1-49B9 VH3-9 88,70% | V1-2 93,90% 12
PD1-49A2 VH3-30 97,90% 01 93,10% 13
PD1-51D9 VHI1-3 82,70% A3 94,00% 14
PD1-52E8 VH3-9 91,80% | V2-17| 90,50% 15

Khang thé c6 cic CDR chudi ndng va nhe va trinh tw FR cia céc khang thé duogc
chon va cdc ving bién dbi ctia chudi ning va cac ving bién doi clia chudi nhe chira chung

duoc thé hién trong cac bang 4 va 5 dudi day.

[Bang 4] C4c ving bién doi clia chuoi néng cua cac dong PD1

Tén I'R1 CD IFR2 CD FR3 _ CDR3 FR4
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R1 R2
QVQLVE |
GF ISY . WGQ
PD \ SGGGVV 7S MHWVR DG YYADSYKGRFTISR ' GSQ
45D6 QPGRSL oy QVPGKG ND DNSKNT LYLQMNS VPTTFEY VIVS
RLSCAA A LEWVAV K LRAEDTAVYYC S
S
SEQ
ID 80 1 96 31 114 57 135
NO:
QVQLVE GF ISY
PD1. SGGGVV TES MHWVR DG YYADSVKGRFTISR WGR
AGAD QPGRSL oy QAPGKG SN DNPKNTLYLQMNS | TTTTFDS | GTLV
RLSCAA A LEWVAV < LRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
ID 80 1 97 32 115 58 136
NO:
QVQLVE aF
PD1- | SGGGLV TF MHWVR | ISW | VYADSMKGREFTIS ARSQQQI WGQ
27A1 | QPGRSL ND QVPGKG | NS | RDNAKNSLYLQM DY GTLV
2 RLSCAA YA LEWVSG | GRI | NSLRAEDTAVYYC TVSS |
S
SEQ
ID 81 2 98 33 116 59 137
NO:
QVQLVE ar
SGGGLV MHWVR | ISW | VYADSMKGRFTIS WGQ
PD1- TF ARSIRQIL
7Bl KPGGSL ND QVPGKG | NS | RDNAKNSLYLQM DY GTLV
RLSCAA YA LEWVSG | GRI | NSLRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
ID 82 2 98 33 116 60 137
NO:
QVQLVE GF
PD1- | SGGGLV - MHWVR | ISW | VYADSMKGREFTIS ARSLPXS WGQ
28D1 | QPGRSL QVPGKG | NS | RDNAKNSLYLQM GTLV
2 RLSCAA ND LEWVSG | GRI | NSLRAEDTAVYYC RSRLDY TVSS
S YA
SEQ 81 2 98 33 116 61 137
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1D
NO:
QVQLVE aF
D1 SGGGLV - MHWVR | ISW | VYADSMKGRFTIS | ARAXTSP | WGQ
JOAD QPGRSL ND QVPGKG RDNAKNSLYLQM | LDMSLD | GTLV
RLSCAA VA LEWVSG | GRI | NSLRAEDTAVYYC Y TVSS
S
SEQ
ID 81 2 98 116 62 137
NO:
QMQLVE GF
PDL SGGNLV TF MHWVR | ISW | GYADSVKGRFTISR | ARLLHQ | WGQ
2O3 QPGRSL DD QAPGKG DNAKNSLYLQMNS | MNEHEF | GTTV
RLSCAA vG LEWVSS | GTI LRSEDTAVYYC MDV TVSS
S
SEQ
D 83 3 99 117 63 138
NO:
VQLV
QVQLVQ GG WGQ
DI SGAEVK TFS ISWVRQ | IIPL | HSAQKFQGRVTIT AKHKGL GTM
KPGSSV APGQGL | FST | ADESSSTAYMELSS PFDWSPD
31F3 SY VTVS
KVSCKA A EWMGG LRSEDTAVYYC GFDT S
S ' : ,
SEQ ‘
1D 84 4 100 118 64 139
NO:
VQLV
QVQLVQ GD | VSWVR . WGQ
SGAEVK IIPI | NYAQKFQGRLTLT )
PD1- TFT | QAPGEG ARTIEGA | GTM
KPGSSV FGS | ADVSTSTAYMELS
32A6 RN | LEWMA FDI VTVS
KVSCKA SLRSEDTAVYYC
A D S
S
SEQ
1D 84 5 101 119 65 139
NO:
MQLVE
QMQ GF ISY
D1 SGGGVV TFS MHWVR DG YYADSVKGRFTISR WGQ
A1 Cé QPGRSL <Y QAPGKG SN DNSKNTLYLQMNR | TTTTFDS | GTLI
RL.SCAA A LEWVAV LRSEDTAVYYC TVSS
S
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SEQ
1D 85 1 97 32 120 58 140
NO:
QVQLVE GF
SGGGLV MSWIRQ | ISA | YYADSVKRRFTISR WGL
PDI1- TES VTSGPFG
KPGGSL APGKGL | SG | DNSKNSLYLQMNS GTLV
42G4 DY EFRN
RILSCAA v EWVSD | NSI LRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
ID 82 6 102 37 121 66 141
NO:
VQLVE
QVQ GF ISY !
PD1 SGGGVV TFS MHWVR DG YYADSVKGRFTISR | ARLMHT | WGQ
A4BS QPGRSL - QAPGKG SN DNSKNTLYLQMNS | FSVQYFL | GTTV
RLSCAA A LEWVAV K LRAEDTAVYYC DV TVSS
S
SEQ
ID 80 1 97 32 114 67 138
NO:
QVQLVE
GF ISY WGQ
SGGGVV MHWVR YYADSVKGRFTISR
PDI1- TFS DG . GSQ
QPGRSL QVPGKG DNSKNTLYLQMNS | VPTTFEY
45D6 SY ND VTVS
, RILSCAA A LEWVAV K LRAEDTAVYYC g
S
SEQ
1D 80 1 96 31 114 57 135
NO:
VQLV
QVQLVQ GY INP ARDGNY
SGAEVK VHWVR TYAQKFQGRVTMT WGQ
PDI1- , TF SD YDSRGY .
KPGASV QAPGQG SDTSTSSVYMELSS GTLI
45F1 NS GS YYDTFD
KLSCKA LEWMGI LRSEDTAVYYC TVSS
YY A M
S
SEQ
1D 86 7 103 38 122 68 140
NO:
QMQLVE | GF
: MHWVR | ISW | KYADSVKGRFTISR WGQ
PD1- | SGGGLV | TF ARGALTP
QAPGQG | NS | DNSKNSLYLQMNS GTPV
45F4 | QPGRSL | DD LDV
LEWVSG | NNI LRAEDTAVYYC TVSS
RLSCAA | YA ‘
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S
SEQ
D 87 g 104 39 123 69 142
NO:
MQLV
QMQLVQ GY LH
SGAEVK INWVRQ GYAQTFQGRVTMT WGQ
PD1- TFT AD ARGTHW
KPGASV ASGQAP RDTSIDTAYLELSS GTLV
47B8 SY SG LDS
KVSCKA D EWMGW KT LRSEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
1D 88 9 105 40 124 70 137
NO: "
QVQLVQ | GF IFS ]
MNWVR YKDSVKGRFTISR | AREEQFL | WGQ
PD1- | SGGGLIQ | TV GG
QTPGKG DNSKNTLYLQMNS | IALAGRY | GTLV
48A6 | PGGSLRL | SR TT
: PEWVSL LRAEDTAVYYCA FDY TVSS
SCAAS NS K
SEQ
1D 89 10 106 41 125 71 138
NO:
QMQLVQ
SGAEVK | GD | INWVRQ | VIP | TYAQNFQDTVTIIA WGQ
PD1- ARGYGS
ASAQ KPGSSV | TFT | APGQGL | TL | DKSTNTAYMELKN GAFDI GTMI
KVSCKA | RYI | EWMGR | GLT LRSEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
ID 90 11 107 42 126 72 143
NO:
QMQLVE
GF WGQ
SGGGVV MHWVR | ISY | YYADSVKGRFTVS .
PD1- TFS , ARIGYKD | GTM
QPGRSL . QAPGKG | DG | RDNSKNTLYLQMN
48G6 . HY AFDI VTVS
RLSCAA A LEWVAV | SKI | SLRAEDTAVYYC S
S
SEQ
1D 85 12 97 43 127 73 139
NO:
QVQLVE | GF ISY
-MHWYVR YYADSVKGRFTISR WGR
PD1- | SGGGVV | TFS DG i
QAPGKG DNPKNTLYLQMNS | TTTTFDS | GTLV
49A2 | QPGRSL SY SN .
LEWVAV LRAEDTAVYYC TVSS
RLSCAA A K
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S
SEQ
1D 80 1 97 32 115 58 136
NO:
QMQLVE
GF WGQ
SGGGLV MHWVR | ISW | AYADSVKGRFTISR
PD1- TFE STSGLGV | GTM
QPGRSL QPPGKG | NS | DNSKNSLYLQMNS
49B9 DY HA VTVS
RLSCAA A LEWVSS | HNI LRAEDTAVYYC g
S
SEQ
1D 87 13 108 44 128 74 139
NO:
VQLVE
QVQ GL IKQ
SGGGLV MTWVR YYVDSVKGRITIS . WGQ
PDI1- SFS DG ARDSFG
QPGGSL QAPGKG RDNAKNSLYLQM GTLV
51A6 SY SE GHLDL
RLSCAA - LEWVAN K NSLRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
D 91 14 109 45 129 75 137
NO:
QVQLVE
GY | MHWVR | INP
SGAEVK NYNEKFKSRVTITV | AREGDG | WGQ
PD1- TFS | QAPGQR | GN i
. KPGASV DKSASTAYMELSS | SYWGYF | GTPI
51D9 SY | LEWMG | GH
KLSCKA LRSEDTAVYYC DS TVSS
\\Y E T
S
SEQ
ID 92 15 110 46 130 76 144
NO:
VQLV
QVQLVQ GF ISW
D1 SGGNLV TF MHWVR NS GYADSVQGRFTISR | ARGHNY | WGQ
J— QPGRSL DD QAPGKG GT DNAKNSLYLQMNS | LDSSYYD | GTLV
RLSCAA YA LEWVSG P LRAEDTAVYYC Y TVSS
S .
SEQ
D 93 8 111 47 131 77 137
NO:
D] QVQLVE | GF | LTWVRQ | IRS | T TEYAASVKGRFTI | ASVSYCS | WGQ
6OF1 SGGDLY | TF | IPGKGLE | KA | SRDDSKSIAYLQM | GGSCYQ | GTLV
KPGRSL | GD WVGF YG NSLRAEDTAVY GTFDY TVSS
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RLSCTGS | HP E
SEQ ’ "
ID 94 16 112 48 132 78 137
NO:
QVQLVE GF ISY
PD1- | SGGGVV TFS MHWVR DG YYADSVKGRFTISR WGQ
72D1 | QPGRSL - QAPGKG SN DNSKNTLYLQMNS | TTTTFDS | GTLV
0 RLSCAA A LEWVAV < LRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
ID 80 1 97 32 114 58 137
NO:
QVRLVQ GF ISY
PDI1- | SGGGVV TFS MHWVR DG YYADSVKGRFTISR WGQ
74A1 | QPGRSL - QAPGKG SN DNSKNTLYLQMNS | ARTTFDY | GTLI
1 RLSCAA A LEWVAV K LRAEDTAVYYC TVSS
S
SEQ
D 95 1 97 32 114 79 140
NO:
QVQLVE
GF ISY WGQ
PDI1- | SGGGVV TES MHWVR DG YYADSVKGRFTISR GSQ
75C1 | QPGRSL QAPGKG DNSKNTLYLQMNS | VPTTFEY
SY SN - | VIVS
0 RLSCAA A LEWVAV K LRAEDTAVYYC S
S
SEQ
ID 80 1 97 32 114 57 135
NO
QVQLVE
GF ISY WGQ
PDI- | SGGGVV TFS MHWVR DG YYADSVKGRFTISR GSQ
74A0 | QPGRSL Sy QAPGKG SN DNSKNTLYLQMNS | VPTTFEY VIVS
1 RLSCAA A LEWVAV K LRSEDTAVYYC S
S
SEQ
ID 80 1 97 32 133 57 135
NO
PD1- | QVQLVE | GF | MHWVR | ISY | YYADSVKGRFTISR WGQ
74H1 | SGGGVV | TFS | QAPGKG | DG | DNSKNMLYLEMN | VPTTFEY | GSQ
2 QPGRSL | SY | LEWVAV | SN | SLRAEDTAVYYC VTVS
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RLSCAA | A K S
S
SEQ |
ID 80 1 97 32 134 57 135
NO
[Bang 5] Cac vung bién d6i ctia chudi nhe cua cac dong PD1
. CDR
[én FR1 CDR1 FR2 5 FR3 CDR3 | FR4
DIQMTQSP SLRSGVSSRFS
LAWYQQ . QQGK | FGQ
PD1- | SSVSASVG | RDIS GSGSGTDFTLTI
KPGEAP | GAS SFPY | GTK
27A12 | DRVTITCR RW o SSLQPEDFATY
KLLIY T VDIK
AS FC
SEQ
270 198 295 223 316 242 356
ID NO | | |
DIVMTQTP NRVSGVPDRFS )
LNWFHQ MQST | FGQ
PD1- LSSPVTLG | QSLV GSGAGTDFTLK
RPGQPPR | KIS QFPY | GTK
27B1 | QPASISCRS H ISRVEAEDVGV
LLIH T VDIK
S YYC
SEQ ' '
271 199 296 224 317 243 356
ID NO .
DIQMTQSP SLQSGVPSRFS
LTWYQQ FGG
PD1- SSVSASLG | QAIS GSGSGTDFTLTI | QQTD
KPGKAP | ATS GTK
28D12 | DRVTITCR | NW SSLQPEDVATY | SFPLT
KLLIY VDIK
AS YC
SEQ
272 200 297 225 318 244 357
ID NO
ERPSGIPDRFSG FGG
SYELTQSPS ASWYQL QSITD
PD1- ALSK SSSGTTVTLTIS GTK
VSMSPGQT KPGQAP | KDT KSGT
29A2 QY GVQAEDGADY LTV
ARITCSGD VVVMY DVI
YC L
SEQ
273 201 298 226 319 245 358
ID NO
RLTSGVSDRFS | AAW | FGG
QLVLTQPS VNWYQ
PD1- TSNI GSKSGTSASLA | DDSL | GTK
_ SMSEAPGQ QPPGKA | YDD .
29H3 GTNA ISRLQSEDEAD | NGW | LTV
' RVTISCSGG PTLLIY
YYC \% L
SEQ 274 202 299 227 320 246 358
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ID NO
DRPSGVPDRFS FGT
QFVLTQPP | SSNI | VHWYQ , QSYD |
PDI1- ASKSATSASLA GTK
SVSGAPGQ | GAG | QLPGTAP | GNS SSLS
31F3 ] ITGLQAEDEAD VTV
RVIISCTGS | YD | KVLIY GYV
YYC L
SEQ
275 203 300 228 321 247 | 359
D NO
DIQMTQSP DLETGVPSRFS
LAWYQQ FGG
PDI- | SSVSASVG | QGIV GSGSGTDFTLTI | QQAD |
KPGKAP | RAS GTK
32A6 | DRVTITCR | SW SSLQPEDVATY | SFPLT
RLLIY VEIK
AS YC
SEQ
270 204 301 229 322 248 | 360
ID NO
- HRASGVPDRFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ ~ " LQRM | FGQ
PDI1- GSGSGTDFTLK
LSLPVTPGE | DSED | KPGQSP | TLS GFPY | GTK
41C9 ISRVAAEDVGL
AASISCRSS | GNTY | QLLIY T |LDIK
YYC
SEQ
276 205 302 230 323 249 | 361
ID NO -
DIQMTQSP TLQSGVPSRFS
LAWYQQ QQSY | FGQ
PDI- | SSLSASVG | QGIS GSGSGTDFTLTI
- - KPGKAP | AAS TSPR | GTK
42G4 | DRVTTTCR | SY SSLQPEDFATY
KLLIY 4 T |LDIK
AS FC
SEQ
277 206 303 231 324 250 | 361
ID NO
QRPSGVPDRFS FGG
QFVLTQSP VNWYQR ) AAW
PDI1- TFNI GSKSGTSASLA GTK
SASGTPGQ LPGTAPK | NYD DDSL
44B5 GTTT ISGLQSEDEAD LTV
NIVISCSAS LLIY NAWL
YYC L
SEQ
278 207 304 232 325 251 | 358
D NO |
YRASGVPDREFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ MQR | FGQ
PDI- GSGSGTEFNLR
LSLPVTPGE | DSDD | KPGQSP | TLS VEFP | GTK
45D6 ISRVEAEDVGI
AASISCRSS | GKTY | QLLIY FT |LDIK
YYC
SEQ A
276 208 302 230 326 252 | 361
D NO
PDI- | SYELTQDP | SLRT | ASWYQQ | _ . | NRPSGIPDRISG NSRD | FGG
45F1 | AVSVALGQ | YY | KPGQAPI SSSGNTASLTIT | SSGK | GTK
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TVRITCQG LVIY AAQAEDEADY | SLV | LTV
D YC L
SEQ
279 209 305 233 327 253 358
ID NO
RRPSGIPARFSG FGG
SYELTQAP VSWYQQ MTW
PDI- NLRT SNSGNTATLTIS | 61K
SLSVSPGQ KPGQSPL | QDT DVDT ‘
45F4 KY GTQTRDESTYY LTV
TANIICSGD LVIY TSMI
C L
SEQ
280 210 306 234 328 254 358
ID NO
KRPSGVSNRFS FGG
QSALTQPA | SSDV | VSWYQQ ’ "~ | SSFTS
PDI- GSKSGNTASLT GTK
A SVSGSPGQ | GGY | HPGKAP | DVS SSTV
47B8 ISGLQAEDEAD LTV
SITISCTGT | NY KLMIY _ \Y%
YYC L
SEQ
281 211 307 235 329 255 358
ID NO
NRPSGVPDRFIS , VRR
QFVLTQPP | RSNF | VHWCQQ QSYD
PD1- _ , GSKSGTSASLA RDQ
SVSGAPGQ | GAG | LPGTAPK | GNN SSLS
48A6 ) ITGLQAEDEAE ADR
RVTISCTGS | HD LLIY AWG
, YYC P
SEQ
282 212 308 236 330 256 362
ID NO
HRASGVPDRFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ MQRI | FGQ
PDI- GSGSGTDFTLK
. LSLPVTPGE | DSHD | KPGQSP | TLS DFPY | GTK
48A9 ISRVEAEDVGL
PASISCRSS | GNTY | QLLIY T VEIK
YYC '
SEQ
283 213 302 230 331 257 363
ID NO
QRPSGVPDRFS FGG
NFMLTQPP VIWYQQ ASWD
PDI1- SSNI GSRSGISASLAI GTK
STSGTPGQ LPGTAPK | RDD DTLN
48G6 GINT SGLQSEDEADY LTV
RVTISCSGR VLMY GWV
YC L
SEQ
284 214 309 237 332 258 358
ID NO
DIVMTQSP SLF | LDWYLQ HRASGVPDRES LQRM | FGQ
PDI- Q Q ‘ GSGSGTDFTLK
LSLPVTPGE | DSDD | KPGQSP | TLS GFPY | GTK
49A2 ISRVEAEDVGI ]
PASISCRSS | GNTY | QLLIY 1 VEIK
YYC
SEQ 285 215 302 230 333 249 363
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D NO
KRPSGVPDRFS FGT
QSALTQPP | SSDV | VSWYQQ SSFA
PDI- GSKSGNTASLT GTK
SASGSPGQ | GGY | HPGKAP | EVS RNSN
49B9 VSGLQPEDEAD VTV
SVTISCTGT | NY | KLMIY YV
YYC L
SEQ
286 211 307 238 334 259 | 359
ID NO
DIVMTQTP SRFSGVPDRFS
1 QSLL | LFWYLQ | MQGI | FGQ
PDI- | LSLSVTPG GSGSGTDFTLK
YIDG | KPGQSP | EVS HLPL | GTR
51A6 | QPASISCKS ISRVEAEDVGV |
ETY | QLLIY I | LEIK
S YYC
SEQ
287 216 310 238 335 260 | 364
ID NO
YRASGVPDRFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ FGP
PDI- | GSGSGTDFTLK | MQGL
LSLPVTPGE | HSNG | KPGQSP | LGS GTK
51D9 ISRVEAEDVGL | QIPST
PASISCRSS | NNY | QLLIY , VDIK
YYC
SEQ
283 217 302 239 336 261 | 365
ID NO
ERPSGIPERFSG FGG
SYELTQPLS SYWYQQ QSVD |
PDI1- ALSK SSSGTTVTLTIS GTK
LSVAPGQT KPGQAP | KDS i SSDT
52E8 ‘ EY GVQAEDEADY | . LTV
ARITCSGD VLVMY ] SVV
YC L
SEQ
288 218 311 240 337 262 | 358
ID NO
DIQMTQSP NRASGIPARFS
_ VAWYQ "7 1 QQYN | FGG
PDI- | AILSLSPGE | QSVT GGGSGTEFTLT
HIRGQAP | DAS NWPL | GTK
62E1 | RATLSCRA | SD ISSLEPEDFAVY
RLLIY T | VEIK
S YC
SEQ
289 219 312 241 338 263 | 360
D NO A
, HRASGVPDRFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ MQR | FGQ
PDI1- GSGSGTDFTLK
LSLPVTPGE | DSED | KPGQSP | TLS VEFP | GTK
72D10 ISRVEAEDVGI |
AASISCRSS | GNTY | QLLIY FT | LEIK
YYC
SEQ
276 205 302 230 333 252 | 366
IDNO |
PDI- | DIVMTQTP | QSLF | LDWYLQ | _ . | YRASGVPDRFS | MQR FGQ
74A11 | LSLPVTPGE | DSDD | KPGQSP GSGSGTDFTLK | VEFP | GTK
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PASISCRSS | GNTY | QLLIY ISRVAAEDVGI | FT [ VDIK
YYC
SEQ
283 215 302 230 353 252 | 356
D NO
HRASGVPDREFS
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ ‘ MQRI | FGQ
PDI1- GSGSGTDFTLK
LSLPVTPGE | DSED | KPGQSP | TLS EFPY | GTK
75C10 ITRVEAEDVGV
AASISCRSS | GNTY | QLLIY T | LEIK
YYC
SEQ
276 205 302 230 354 264 | 366
IDNO |
QSLL HRASGVPDRFS
DIVMTQTP LDWYLQ MQR | FGP
PDI1- DRG ﬂ GSGSGTDFTLK
LSLPVTPGE KPGQSP | TLS KEFP | GTK
74401 GGHT ISRVEAEDVGI
PASISCRSS QLLIY LT | LEIK
Y YYC
SEQ
283 222 302 230 333 268 | 367
ID NO
HRASGVPDRES
DIVMTQTP | QSLL | LDWYLQ MQRI | FGQ
PDI1- GRGSHTDFTLT
LSLSVTPGE | DSDD | KPGQSP | TLS HFPL | GTR
74H12 ISSVEAEDVGV
PASISCRSS | GNTY | QLLIY | T | LEIK
YYC
SEQ
294 220 302 230 355 269 | 364
D NO

Vi du 3: San xuét khang thé PD-1 ctia ngudi

1. Bién ddi dang scFv thanh dang IgG
PCR (iCycler iQ, BIO-RAD) dugc thyc hién trén cc chudi nng va chudi nhe dé

bién déi 15 loai khang thé thé thuc khuén don dong duge chon khang PD tr cac thuc

khuén thé thanh vecto dy da IgG. Két qua 1a thu duge cac chudi ning va nhe va céc

vecto va cac chudi ning va nhe cia mdi dong dugc cat (phan hiy) bang enzym gidi han.

ADN duoc tich rira tir mdi vecto va chudi ning bang kit tach chiét ADN trén gel

(Qiagen). Thuc hién viéc ge‘ln béng cach tron 1uL (10ng) vecto, 15pL (100-200ng) chudi

ngng, 2pl. dung dich dém 10x, 1pL ligaza (1U/uL) va nude cAt, dé hdn hop yén & nhiét

d6 trong phong trong 1 dén 2 2id, bom hdn hop thu dugc vao té bao bién nap (t€ bao kha

bién, XI.1-xanh da trdi), dat té bao 1én nudc da trong 5 phuat va dua t€ bao vao qud trinh

sdc nhiét & nhiét do 42°C trong 90 gidy.
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Sau khi sdc nhiét, ImL mdi trudng duge bd sung vao té bao va sau do té bao dugc
sinh trudng & nhiét d¢ 37°C trong 1 gio, cAy trai trén dia LB Amp va u & nhiét do 37°C
trong 16 gio. Khuén lac thu sau d6 dugc nudi cdy cung véi SmL moi trudng LB Amp,
nudi cdy o nhiét do 37°C trong 16 gid va dua vao quy trinh tich ADN bang céach sir dung
kit DNA-prep (Nuclogen). Yéu cAu phén tich trinh ty ADN thu dugc (Solgent).

Két qua la, xac nhan duoc rﬁng trinh tw cua chudi ning va chudi nhe cta 15 dong
khang PD1 da bién ddi thanh IgG ddy du tuong tmg véi céc trinh tu ciia khang thé ctia
thuc khudn thé cta 15 dong dugc thé hién trong bang 3. Pé chuyén nhiém vao té bao
HEK 293F, chudi ning va chudi nhe cta cac dong tuong tng da bién ddi thanh IgG ddy
dt duoc sinh trudng trong 100mL moi truong LB Amp va thu dugec ADN nho st dung
kit Midi-prep (QIAgen).

2. San xuit khang thé ctia ngudi

Vecto pNATVIH va pNATVL téch dong duge ddng chuyén nhiém véi ty 16 6:4
vao té bac HEK293F Va‘fthu gom dich ndi vao ngay thi 7, té bao va manh vun duoc loai
b6 bing cach ly tAm va 56 loc trén cting 0,22um va gom dich ndi va dua vao sic ky i luc
protein A dé tinh ché khang thé IgG. Sau khi tinh ché, tach khéng thé bing dung dich
dém glyxin va dung dich dém dugc thay dé dung dich dém téi tao huyén phit cudi ciing 1a
PBS. Khang thé da tinh ché dugc dinh lugng bing BCA va nano drop, va mdi trong s6 15
loai khang thé duoc nap véi lidu lugng Sug trong diéu kién khir va khong kit va phan
tich bing SDS-PAGE d xac dinh do tinh khiét va do linh dong ctia protein da tinh ché
(Fig.5).

© Két qua 1, nhu duge thé hién trén Fig.5, tit ca 15 khang thé dugc phét hién & khoi
luong phén tir 150 kDa hodc 16n hon trong cac diéu kién khong khir va Nivolumab dugc
san xuét 1am khang thé ddi ching.
Vi du 4: Pic tinh cta khang thé don dong khang PD-1
1. Pénh gié hoat tinh cita khang thé
 Thut nghiém déi v6i hoat tinh ciia khang thé da chon dugc thuc hign nho st dung
kit thir nghiém sinh hoc phong bé PD1/PD-L1 (promega, 11250). Dong té bao CHO biéu
hién cao PD-L1 dugc cdy trai trén dia 96 15, nudi ciy trong 16 gio hedc léu hon, Xt ly

bing mdi khang thé duoc pha lodng theo bac ¢ nong do khong doi va sau d6 nudi cay
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cung véi dc‘)ng té bao J urkat biéu hién céo PD-1 ctia ngudi trong 6 gio. Mtc phuc héi trc
ché khang the dugc xac dinh bing quang phd ké (SpectraMax M5 spectrophotomete1
Molecular Dev1ces USA) duoc xac dinh tir cudng do phat quang thu dugc tr viéc phan
hily co chét bai luxiferaza. Hoat tinh cua 16 loai khang thd PD-1 k& ca khang thé dbi
chimg dugc phat hién dua trén tri sb dé phuc hdi tin hiéu giam nhd sy tao ra phirc hop
PD-1/PD-L1 va 41C9, 45D6 va 49A2 thé hién hoat tinh gidng voi khang thé dbi chimg
(Fig.6).

DPé do hoat tinh coa khang thé PD-1, 41C9, 45D6 va 49A2 theo céch thirc phu
thudc vao néng @6, thuc hién lai viéc pha lodng theo béc va thir nghiém sinh hoc phong
bé PD1/PD-L1 d& phuc hdi tin hidu giam theo cach thirc phu thude vao gradien nong do.
Mirc phue hdi 6 thé dugc thé hién dudi dang EC50 (ndng do mAb hitu hiéu ¢ 50% mic
tin hiéu phuc hoi), duge phan tich st dung Graphpad Prism6, va kha nang phuc hdi e
ché hiéu qua in vitro EC50 dugc thé hién trén Fig.7.

2. Ai luc ctia khang thé PD1 dbi vdi té bao biéu hién qud mirc

Déi véi nhém té bao bién nap biéu hién cao PD-1, HEK293E duoc bién nap
plasmit pcDNA3.1 chtta PD-1 ctia nguoi (NM_005018.2) va sang loc trong moi trudng
chon loc chira 150 ug/mL Zeocin (#R25001, Thermo Fisher). Mbi nhém té bao duge
nhan dién va chon loc bang phan tich phan loai té bao hoat héa bing huynh quang
(fluorescence activated cell sorting - FACS) sir dung khang PD-1 (#557860, BD) va dugc
st dung cho thtr nghiém chtrc nang nhu thir nghiém gén két FACS hoic thir nghiém canh
tranh FACS.

Mbi 0,5 dén 1x10° t& bao trén mdi mau duoge chuén bi tr nhém té bao bién nap
biéu hién cao PD-1 cta nguoi, va cac khang thé duoc pha lodng theo béc vdi ty 1€ pha
loding khong ddi va dugc cho phan Gng véi té bao da chuan bi ¢ nhigt do 4°C trong 20
phut. Sau do, té bao duoc rira ba lan bang PBS (#LB001-02, Welgene) chita 2% huyét
thanh bao thai bd va dugc cho phan tmg & nhiét d 4°C trong 20 phut 20 v6i khang thé
khang IgG ctia nguoi (#F1-3000, Vectorlabs) lién hop voi chit huynh quang FITC
(fluorescein isothioxyanat). Sau do, té bao duogc dwa vao quy trinh rira gidng nhu trén va
tao huyén pht trong 0,5mI PBS chtra 2% FBS (#26140-079, Thermo Fisher) voi thiét bi
dém té bao dong chay FACSCanto II (BD Biosciences, USA) lam thiét bi dém t€ bao
dong chay. Két qua 13, ca ba khang thé PD-1 gin két dic hiéu va kha nang gén két clia
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chung dugc x4c dinh tur héng s6 phan ly can bang (Kd) thu dugc thong qua chirc nang
phén tich ctia thiét bi Graphpad Prism6.

Két qua 13, nhu c6 thévthéy trén Fig.8, kha nang gén két cia khang thé gan két theo
cach thtc phu thudc vao ndng d6 véi PD-1 cua ngudi dugce biéu hién qua muc trén bé
miit té bao c6 thé duoc phét hién béi MFI (cudng d6 huynh quang trung binh).

3. Sang loc cac khang thé thé thuc khun duong c6 trinh tw giéng v6i PD1-45D6 va 49A2

Sang loc khéng thé bd sung dugc thuc hién dbi voi 45D6 va 49A2 ngoai 41C9,
dugc xem 1a ¢6 hoat tinh va kha nang ghn két tuyét voi trong FACS.

Céc khang thé c6 trinh tu giéng véi PD1-45D6 va 49A2 con duge sang loc bing
quy trinh giéng nhu & vi du 2. Céc ddc tinh cia chang dugc thé hién vén tit trong Bang 6
dudi day.

[Bang 6] Pac tinh cia cac dong khang thé gidng 45D6 va 49A2 duoc sang loc bd

sung
Tén dong VH Do fuong VL Dcf)‘tucmg Nhom
dong dong 2
PD1-72D10 VH3-30 | 96,90% 01 94,10% 1
PDI1-74A11 VH3-30 | 97,96% 01 95,05% | 2
PD1-75C10 VH3-30 | 96,94% 01 95,05% 3
PD1-74A01 VH3-30 | 95,92% 01 92,08% 4
PD1-74H12 VH3-30 | 94,90% 01 92,08% 5

4. Ai luc ctia khang thé PD1 sir dung thiét bi ProteOn XPR36

Thiét bj ProteOn XPR36 (BioRad) duoc st dung. Chip cam bién GLC (BioRad)
duoc gén vao thiét bi nay va dugc rira b%mg dung dich dém PBST va bé mit
carboxymétyldextran duoc hoat hoa biang dung dich hdn hgp EDC/sulfo-NHS. PD1-hFc
hoa tan & néng do 5 ug/mL trong dung dich dém natri axetat 10mM (d6 pH = 5) duoc
bom va cb dinh trén chip cam bién GLC.

D& lam bét hoat cdc nhom carboxyl da hoat hoa ma van khong phén Gng voi
protein PD1, cho etanolamin 1M chay qua va glyxin 10mM (d6 pH = 2) dugc bom dé rira
c4c protein ma van khong gén két v6i chip cam bién. Sau do, dit liéu sensogram dugc thu

thap trong qua trinh gin két va phan ly theo thoi gian trong khi cho khéng thé chay voi
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tbc dd chay 30uL/phat (30nM dén 0,123nM) trong 10 phat st dung dung dich dém
PBST.

Hing sb phan ly can bing (KD) dugc tinh bang cach v& d thi va khop di ligu
sensogram trong trang théai cén bang phu thudc vao ndng d6. Két qua 13, khang thé 45D6
va 49A2 ¢6 KD 1an luot 1a 0,001nM va 0,019nM, thé hién 4i luc cao voi khang nguyén
PD1 (Fig.9).

Vi du 5: Téi uu héa khang thé cho khang thé PD1, 45D va 49A2
1. Tao thu vién d& t8i wu hoa cac khang thé PD1-45D6 va 49A2

Pé 181 vu hoa khang thé, cac thu vién xdo tron LC méi dugce tao ra b'flng cach ¢b
dinh chudi nidng va bom 10°-10° nhém chudi nhe cua Ybiologics, Inc . Ngoai ra, thuc
hién su t61 wu hoa khéng thé bing ba phwong phap sau: xdo tron LC; dong goi 161 + xéao
tron LC bao gdm phan tich so sanh céc gdc ¢ cac i tri cAu trac quan trong nhu cac 151
ky nuéc cua chudi ning, cic géc dugc 10 ra, cac cum tich dién, cAu mudi, dot bién ching
thanh céc géc bao toan va sau dé thuc hién X40 tron LC; diém néng CDR + x40 tron LC,
trong truong hop ADN & cac vung bién dbi cua khang thé, ké ca gay dot bién ngiu nhién
céc diém nong dot bién ma co thé thuong bi dot bién trong qua trinh thuan thuc 4i luc in

vivo va sau d6 thue hién x4o tron LC.

Pé tao ra cac thu vién xdo tron LC, cac gen LC ciia céc khang thé 45D6 va 49A2
duoc cét (phan hiy) bing BstX I va sau do dugc st dung lam vecto va nhom thu vién cua
Ybiologics, Inc. dugc cét (phan hty) trong BstX I va duoc sir dung lam céc doan chén.
Sau khi gén bang ligaza, thuc hién bién nap bang cach sir dung té bao dé bién nap bing
cdch m& 16 mang té bao nho xung dién (electroporation transformation). Thu vién khang
thé dugc tao ra bang cach gom céc té bao da bién nap trén dia hinh vudng. Két qua 1a, thu
duogc khoang 1,5%107 thu vién khac nhau. Két qua phéan tich trinh tu thé hién réng tat ca

céc trinh tu HC 13 giéng nhau va céc trinh tu LC khéac nhau.

Pé tao ra cac thu vién dong goi 16i + xdo tron LC, cic vi tri khung (FR) cua cac
khang thé 45D6 va 49A2 dugc thay thé bang cac trinh ty axit amin bao toan, cac gen LC
duoc cit béng BstX I va sau d6 dugc st dung lam vecto, va nhom thu vién cia
Ybiologics, Inc. dugc cit bing BstX I va sau d6 duge st dung lam cac doan chén. Sau

khi gén bang ligaza, thuc hién bién nap st dung té bao dé bién nap bing cach m& 16 mang
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té bao nhd sung dién. Thu vién khéng thé duoc tao ra bing cach gom céc té bao da bién
nap trén dia hinh vudng. Két qua 1a, thu dugc khoang 8,4x10° thu vién khic nhau. Két
qua phan tich trinh ty thé hién ring céc vi tri FR cua HC da dugc thay thé bang céc trinh

tu axit amin bao toan va cac trinh ty LC 1a khac nhau.

Dé tao ra céc thu vién diém nong 18i + xdo tron LC, cac vi tri khung (FR) cta cac
khang thé 45D6 duoc thay thé béng trinh tu axit amin bao toan, thu vién diém nong cua
CDRI1 duogc cét béng Sfi I va sau d6 duoc st dung lam céc doan chén va nhom thu vién
cia Ybiologics, Inc. dugc cét bang Sfi I va sau d6 duge st dung lam vecto. Sau khi gén
bang ligaza, thurc hién bién nap st dung té bao dé bién nap bang cach mé 16 mang té bao
nho sung dién. Thu vién khang thé duoc tao ra béng cach gom céc té bao da bién nap trén
dfa hinh vudng. Két qua 13, thu dugc khoang 5,6x10° thu vién khdc nhau. Két qua phan
tich trinh tu thé hién réng cac vi tri FR cta HC da duoc thay thé béng céc trinh tu axit
amin bao toan, trinh tu diém néng ctia CDR1 dugc gdy dot bién ngau nhién va cac trinh

tu LC la khac nhau.
Vi du 6: Sang loc céc khang thé PD-1 ctia nguoi
1. Chuén b1 khéng nguyén

PDl-bhFc va PD1-mFc do Ybiologics, Inc san xuét, va PD1-his (Catalog Number,
10377-H08H) duge mua tr Sino Biological Inc. 1am cac khang nguyén protein duoc phu

v6i lidu 50ug 1én 6ng hap thy mién dich va sau d6 dugc phong bé.
2. Chon ai luc

Thé thuc khuén cta thu vién khang thé ctia ngudi thu duge bing cach gy nhiém
thu vién scFv clia nguoi béng tap gém 2.7x10%0 vi khuin va sau d6 nuoi céy & nhiét do
30°C trong 16 gio. Sau khi nu6i cdy, dung dich nudi ciy duge ly tdm va cd dich nbi bing
PEG, va sau d6 dugc hoa tan trong dung dich dém PBS dé tao ra thu vién khang thé cta
ngm‘}i. Thé thuc khuan cta thu vién khang thé cua nguoi dugc nap vao 6ng mién dich,
sau d6 cho phan tng G'nhiét do trong phong trong 2 gid. Sau khi rira bang PBS/T 1X va

PBS 1X, chi cac scFv-thé thuc khudn gfn két dic hiéu vé6i khang nguyén duge tach rua.

Céc thé thuc khudn duoc tach rira duge gly nhidm E. coli 1an nita va khuéch dai
(quy trinh chon &i luc) dé thu dugc cac nhém thé thuc khudn duong. Dé t6i uu héa khang

thé, chi thuc hién quy trinh chon ai lyc thu nhét. Két qua 13, nhu dwoc hién trén bang 7,

61



43305 62/238

quan sat thiy rang s luong thé thuc khudn gén két v6i khang nguyén (d4u ra) trong quy
trinh chon ai luc tha nhét ting nhe, khi dugc so sanh voi sb luong thé thuc khuan dau

vao.

[Bang 7] So sanh hiéu gia cia khang thé trong quy trinh chon &i lyc t8i wu hoa

N S thé thuc khuan ., . s
Mau ) So thé thuc khuan dau ra
dau vao
45D6 (LS) 1,3X10% 2,8X107
45D6 (dong goi 161 +LS) 1,1X1013 4,8X107
45D6 (diém nong CDR
1,1X10% 3,6X10°
+LS)
49A2 (LS) 1,3X101 1,8X107
49A2 (diém néng CDR :
1,1X10% : 1,6X10°
+LS) .

3. Sang loc cac thé thue khudn duong

Cac khuén 12_10 thu dugc tir quy trinh chon &i luc duoc nudi céy trong dia 96 186 sau
Iml (Bioneer 90030) & nhiét do 37°C trong 16 gid. 100 dén 200uL té bao duge sinh
truong theo cach nay dugc thém viao mdi truong chita YTCM 2x, 2% glucoza va 5SmM
MgCl, dén ODsoo béng 0,1, va duoc thém vao mdi truong chtra 1ml YTCM 2x, 2%
glucoza va 5SmM MgCl, va sau d6 nudi ciy trén dia 96 15 sdu ¢ nhiét do 37°C trong 2
dén 3 gid dén gia tri ODsoo ttr 0,5 dén 0,7. Céc thé thuc khuan hd trg M1 duoc giy nhiém
oty 1€ :MOI la 1:20 va duoc nuoi ciy trong mdi truong chira YTCMK 2x, SmM MgCly va
ImM PTG ¢ 30°C trong 16 gio.

Khang nguyén PD1 dugc phi ¢ méat do 100ng/16 trén dia mién dich 96 15 & nhiét
d6 4°C trong 16 gid va mdi 16 duge phong bé bing 4% sita tich kem hoa tan trong PBS.
M3di scFv-thé thuc khuin don dong (100 scFv-thé thuc khuén) duoc ria béng 0,2mL
PBS/T va nudi cdy trong 16 gio duge bd sung véi lugng 1pL vao mdi 16 va duge cho
phan (mg & nhiét do trong phong trong 2 gid. Mot 14n nita, mdi 18 dugc rira 4 1an bang
0.2ml PBS/T, va khang thé thtt cip, khang M13-HRP, duoc pha loang dén ty 1& 1/2000
va duoc cho phan Gmg & nhiét do trong phong trong 1 gio. Sau khi ria bang 0,2mL

PBS/T, tién hanh hién mau va do do hép thu & budc song 490nm.
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Két qua 13, thu duge cac dong thé thuc khudn don c6 kha nang gén két cao hon voi
mdi khang nguyén so v4i khang thé bd me (49A2 hoidc 45D6) va két qua duoc thé hién
trén Fig.10. | -

4. Phan tich trinh tu bazo cua khéng thé thé thuc khuén duong

Cac dong don dugc chon dugce dwa vao qua trinh tich ADN st dung kit tinh ché
ADN (Qiagen, Germany) dé thu ADN, va phan tich trinh tu ADN duoc yéu cau
(Solgent). Cac ving CDR Vu va Vi cta cac khang thé da chon duoc nhan dién, dya trén
két qua phan tich trinh tu va do gidng nhau (do twong ddng) gifta cac khang thé nay va
nhém khang thé dong mam duge nghién ctru nho sir dung chuong trinh Ig BLAST trén
trahg web NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/. Két qua 13, thu duge 25 loai
khang thé thuc khuén thé (49A2: 10 loai, 45D6: 15 loai) c6 kha ning gén két cao hon so

v6i khang thé bd me va dugc tdng két trong bang 8 dudi day.

[Bang 8] Pac tinh cta cac dong don bién thé ctia khang thé khang PD1 dugc chon

bang cach t6i uu hoa

‘ Do tuwong Do twong
Tén dong VH . VL . Nhom
dong dong 2
PD1-49A2(A/1B2) | VH3-30 | 92,86% 01 93,07% 1
PD1-49A2(A/1D11) | VH3-30 | 91,84% 01 97,03% 2
PD1-49A2(A/1F12) | VH3-30 | 92,86% 01 93,07% 3
PD1-49A2(A/1H4) | VH3-30 | 92,86% 01 92,08% 4
PD1-49A2(A/1H8) | VH3-30 | 92,86% 01 90,10% 5
PD1-49A2(A/2A6) | VH3-30 | 91,84% 01 89,11% 6
PD1-49A2(A/2A11) | VH3-30 | 93,88% 01 90,10% 7
PD1-49A2(A/2B9) | VH3-30 | 92,86% 01 93,07% 8
PD1-49A2(A/2B10) | VH3-30 | 93,88% 01 95,05% 9
PD1-45D6(A/3D2) | VH3-30 | 93,88% 01 94,06% 10
PD1-45D6(A/3G1) | VH3-30 | 93,88% 01 95,05% 11
PD1-45D6(A/3H4) | VH3-30 | 93,88% 01 93,07% 12
PD1-45D6(A/3H6) | VH3-30 | 93,88% 01 95,05% 13
PD1-45D6(A/3H7) | VH3-30 | 93,88% 01 92,08% 14
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PD1-45D6(A/4C1) VH3-30 | 94,90% 01 96,04% 15
PD1-45D6(A/4C9) | VH3-30| 94,90% 01 93,07% 16
PD1-45D6(A/4D4) | VH3-30 | 94,90% 0Ol 92,08% 17
PD1-45D6(A/4H6) | VH3-30 | 94,90% 01 95,05% 18
PD1-49A2(A/2D7) | VH3-30 | 92,86% 0Ol 95,05% 19
PDI1-45D6(A/5A6) | VH3-30| 91,84% 01 96,04% 20
PD1-45D6(A/5B2) | VH3-30 | 93,88% 01 94,06% 21
PD1-45D6(A/5B5) | VH3-30 | 92,86% 01 92,08% 22
PD1-45D6(A/5B12) | VH3-30 | 93,88% 01 94,06% 23
PD1-45D6(A/5C8) | VH3-30| 92,86% O1 95,05% 24
PD1-45D6(A/5H9) | VH3-30 | 92,86% 01 94,06% 25

Khéng thé gém CDR chudi ning va chudi nhe va trinh ty FR cua cac khang thé

duoc chon va ving bién doi cta chudi nang va ving bi€n ddi cua chudi nhe chra ching

dugc thé hién trong bang 9 va 10 dudi day.

[Bang 9] Céc ving bién ddi ciia chudi nang cia khang thé khang PD1 clia ngudi

CDR CDR CD
Tén FR1 FR2 FR3 FR4
1 2 R3
PD1- ISY TT
19A2 QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ DG YYADSVKGRFTISRD T WGR
Aan GVVQPGRSL | FLR | APGKGLE oD NSKNTLYLQMNSLR D GTLV
RLSCAAS YA WVAV AEDTAVYYC TVSS
B2) K S
SEQ
ID 80 17 97 49 114 58 | 136
NO
PD1- ISY ‘ TT
JOAD QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ DG YYADSVKGRFTISRD T WGQ
(A/l‘ GVVQPGRSL | FKN | APGKGLE RH NSKNTLYLQMNSLR D GTLV
RLSCAAS NA WVAV AEDTAVYYC TVSS
DI11) K S
SEQ
D 80 18 97 50 114 58 137
NO
PD1- | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | ISY | YYADSVKGRFTISRD | TT | WSQG
49A2 | GVVQPGRSL | FRN | APGKGLE | DG | NSKNTLYLQMNSLR | TT | TLVT
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(A/IF| RLSCAAS | YA | WVAV | QH AEDTAVYYC FD | VSS

12) K S

SEQ

D 80 19 97 51 114 58 | 145

NO

PDI- ISY TT

sony | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

" GVVQPGRSL | FPIY | APGKGLE | ' | NSKNTLYLQMNSLR | - GTLV
RLSCAAS A WVAV AEDTAVYYC TVSS

H4) K S

SEQ

D 80 20 97 52 114 58 | 137

NO

PDI- ISY TT

sony | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRETISRD | | WGQ

N GVVQPGRSL | FKT | APGKGLE - NSKNTLYLQMNSLR | | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

HS) K S

SEQ |

ID 80 21 97 51 114 58 | 137

NO

PDI1- ISY TT

sony | QVQLVESGG | GIT MHWVRQ | | YYADSVKGRFTISRD | . WGQ

an GVVQPGRSL | FKY | APGKGLE oy NSKNTLYLQMNSLR | | GTLV
RLSCAAS | YA | WVTV AEDTAVYYC TVSS

A6) K S

SEQ

D 80 22 113 53 114 58 | 137

NO

PDI1- ISY TT

sony | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

(A GVVQPGRSL | FRS | APGKGLE | NSKNTLYLQMNSLR | | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

All) K S

SEQ

D 80 23 97 49 114 58 | 137

NO

PDI- TT

sony | QUQUVESGG | GIT MHWVRQ | ISY | YYADSVKGREFTISRD | | WGQ

A2 GVVQPGRSL | FLR | APGKGLE | DGR | NSKNTLYLQMNSLR | | GTLV

B) RLSCAAS | YA | WVAV | YK AEDTAVYYC g | TVSS

SI}?)Q 80 17 97 54 114 58 | 137
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NO

PDI- TT

sony | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | ISY | YYADSVKGRFTISRD | WGQ

(| GVVQPGRSL | FLV APGKGLE | DGS | NSKNTLYLQMNSLR | | GTLV

bl | RLSCAAS | YA | WVAV HK AEDTAVYYC o | TVSS

SEQ

D 80 24 97 55 114 58 | 137

NO

PDI1- ‘ ISY T

sony | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | | YYADSVKGRFTISRD | WGQ

(ap | GVVQPGRSL | KT APGKGLE | | NSKNTIYLQMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

D7) K S

SEQ | |

D 80 21 97 51 114 s | 137

NO

PDI- | ISY VP

ssny | QUOLVESGG | GET | MHWVRQ | | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

o3 | GVVQPGRSL | FSS | VPOKGLE |\ NSKNTLYLQMNSLR | | GSQV

| RLSCAAS | YA | WvVAV AEDTAVYYC TVSS

D2) K Y

STQ |

D 80 1 96 31 114 57 | 135

NO

PDI1- ISY VP

sspe | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | /| YYADSVKGRITISRD | WGQ

(3 | GVVQPGRSL PSS | VPGKGLE | | NSKNTLYLQVNSLR | | GSQV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC 1 Tvss

G1) | K Y

SEQ

D 80 | 9 31 114 57 | 135

NO

PDI- ISY VP

sy | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | /| YYADSVKGRITISRD | WGQ

(3 | GVVQPGRSL | FSS VPGKGLE | | NSKNTLYLQMNSLR | Lo | GSQV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

H4) . K | Y

SEQ

D 80 ! 9% 31 114 57 | 135

NO

PDI. | QVOLVESGG | GFT | MHWVRQ | ISY | YYADSVKGRFTISRD | VP | WGQ

45D6 | GVVQPGRSL | FSS | VPGKGLE | DG | NSKNTLYLQMNSLR | TT | GSQV

(A3 | RISCAAS | YA | WVAV | ND |  AEDTAVYYC | FE | TVSS
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H6) K Y

SEQ

D 80 1 96 31 114 57 | 135

NO

PDI- ISY VP

sspg | QVQLVESGG | GFT | MIHWVRQ | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

" GVVQPGRSL | FSS | VPGKGLE | - | NSKNTLYLQMNSLR | | GSQV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

H7) K Y

SEQ

D 80 1 96 31 114 57 | 135

NO

PDI- ISY e

sspg | QUQUVESGG | GI'T | MHWVRQ | YYADSVKGRETISRD | | WGQ

i GVVQPGRSL | FSS | APGKGLE | -~ | NSKNTLYLQMNSLR | o | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

Cl) K Y

SEQ

D 80 1 97 31 114 57 | 137

NO

PDI- ISY VP

45 | QUQIVESGG | GFT | MHWVRQ | - YYADSVKGRETISRD | = | WGQ

i GVVQPGRSL | FSS | APGKGLE | - | NSKNTLYLQMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

C9) | K Y

SEQ |

ID 80 1 97 31 114 57 | 137

NO

PDI- ISY VP

sspg | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | |/ - YYADSVKGRFTISRD | __ | WGQ

" GVVQPGRSL | FSS | APGKGLE | - | NSKNTLYLQMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC | TVSS

D4) | | K | Y

SEQ | |

D 80 1 97 31 114 57 | 137

NO

PDI1- ISY VP

sopg | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRETISRD | __ | WGQ

Wi GVVQPGRSL | FSS | APGKGLE | - | NSKNTLYLQMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

H6) | , K Y

SEQ |

D 80 1 97 31 114 57 | 137

NO
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PDI- ISH ] VP

sspg | QVQIVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

(a5 GVVQPGRSL | FRL | APGKGLE | | NSKNTLYLQMNSLR | . GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

A6) K Y

SEQ

D 80 25 97 56 114 57 | 137

NO

PDI- 1 ISY VP

sspg | QVQLVESGG | GFT | MHWVRQ | YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

s GVVQPGRSL | FSF | APGKGLE | - | NSKNTLYLQMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

B2) K Y

SEQ

ID 80 26 97 31 114 57 | 137

NO

PDI- ISY VP

4spg | QUQIVESGG | GFT | MHWVRQ | - YYADSVKGREFTISRD | | WGQ

s GVVQPGRSL | FRT | APGKGLE | | NSKNTLYLQMNSLR | GTLV
" RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

B5) K Y

SEQ

D 80 27 97 31 114 57 | 137

NO

PDI1- | ISY VP

ssng | QUQLVESGG | GFT MHWVRQ | | YYADSVKGRFTISRD | . WGQ

(A5 GVVQPGRSL | FSV | APGKGLE | | NSKNTLYLQMNSLR | - GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC TVSS

B12) | K | Y

SEQ

D 80 28 97 31 114 57 | 137

NO

PDI- . ISY VP

ssp | QUQLVESGG | GFT | MHWVRQ | - YYADSVKGRFTISRD | | WGQ

s GVVQPGRSL | FMR | APGKGLE | | NSKNTLYLQMNSLR | - GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC | TVSS

C8) K Y

SEQ

D 80 29 97 31 114 57 | 137

NO

PDI- _ ISY ] VP

ssng | QVQLVESGG | GIT MHWVRQ | | YYADSVKGRITISRD | WGQ

s GVVQPGRSL | FWT | APGKGLE | | NSKNTLYLOMNSLR | GTLV
RLSCAAS | YA | WVAV AEDTAVYYC " | TVSS

19) K Y ,

68



43305

69/238

SEQ

D 80 30 97 31 114 57 | 137

NO

[Bang 10] Cdc ving bién ddi ctia chudi nhe ctia khang thé khang PD1 clia ngudi

Tén FR1 CDRI1 FR2 CD FR3 CDR | FR4
R2 3

PD1-

4opy | PIVMTQTPLS | QSLL LDWYLQ | ... HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ

Al LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP | " | GSGTEFNLRISRV VEF | GTK

B2) ISCRSS GNTY QLLIY EAEDVGIYYC PFT | LEIK

SEQ

D 283 220 302 230 339 252 366

NO

PD1- , ,

4opy | PIVMTQTPLS | QSLF LDWYLQ | | YRASGVPDRISGS | MQR FGQ

an LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP | " | GSGTDFTLKISRV VEF | GTK

b ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | VEIK

SEQ

ID 283 215 302|230 340 252 | 366

NO

PDI1-

49A2 DIVMTQTPH | QSLL | LDWYLQ L HRALGVPDRFSGS | MQR | FGQ

(Nl SLPVTPGEPA | DSED | KPGQSP S GSGTDFTLKISRV | IEFP | GTK

F12) SISCRSS GNTY QLLIY EAEDSGIYYC YT | LEIK

SEQ

ID 290 205 302 230 341 264 366

NO

PDI1- ‘

4opy | PIVMTQSPLS | QSLL LDWYLQ | | HRASGVPDRESGS MQR | FGQ

AN LPVIPGEAA | DSED | KPGQSP | " | GSGTDFILKISRY VEF | GTK

) SISCRSS | GNTY | QLLIY EAEDSGIYYC | PYT | LDIK

SEQ

1D 291 205 302 230 342 265 361

NO

PD1-

4opy | PIVMTQTPLS | QSLL VDWYL | | HRALGVPDRFSGS MQR | FGQ

(A1 LPVTPGEPAS DRDG | QKPGQS S GSGTDFTLKISRV | IEFP | GTK

HS) ISCRSS GHTY | PRLLIY EADDVGLYYC FT | VEIK

69



43305

70/238

SEQ
D 283 221 313|230 343 266 | 363
NO
PDI-
sony | DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPGRFSGS | MQR | FGQ
A LPVIPGEAA | DSED | RPGQSP | | GSGTEFNLRISRV | VEF GTK
A6) SISCRSS | GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC | PFT | VEIK
SEQ
D 276 205 314|230 344 252 | 363
NO
PDI-
sopy | PIVMTQIPLS | QSLF LDWYLQ | | HRALGVPDRFSGS | LQR FGQ
an LPVIPGEPAS | DSDD | KPGQSP | * | GSGTDFTLKISRV MGF | GTK
AL ISCRSS GNTY | RLLIY AAEDVGLYYC | PYT | LEIK
SEQ
D 283 215 315|230 345 249 | 366
NO
PDI-
sony | PIVMTQIPLS | QSLL LDWYLQ | | HRASGVPDRFSGS | MR FGQ
An LPVIPGEAA | DSED | KPGQSP | | GSGTDFTLEISRV RDF | GTK
Bo) SISCRSS | GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | VDIK
SEQ
D 276 205 302|230 346 267 | 356
NO
PDI1-
sony | PIVMTQTPLS | QSLL LDWYLQ | | HRASGVPDRFSGS | MQR FGQ
an LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP | * | GSGTDFTLKISRV | VEF GTK
B10) ISCRSS GNTY | QLLIY AAEDVGLYYC | PFT | LDIK
SEQ
D 283 220 302 | 230 323 252 | 361
NO
PDI-
sony | PIVMTQIPLS | QSLL VDWYL | | HRALGVPDRFSGS | MQR FGQ
A LPVTPGEPAS | DRDG | QKPGQS | * | GSGTDFTLKISRV [EFP | GTK
-, ISCRSS GHTY | PRLLIY EADNVGLYYC | FT | VEIK
SEQ
D 283 221 313|230 347 266 | 363
NO
PDI- | DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | TL | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
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45D6 | LPVTPGEAA | DSED | KPGQSP | S | GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
(A/3 SISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC PFT | VEIK
D2)

SEQ

ID 276 205 302 230 333 252 | 363
NO

PD1-

4SDE DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ - HRASGVPDRTSGS | MQR | FGQ
A LPVTPGEPAS | DSED | KPGQSP < GSGTDFTLEISRV | VEF | GTK
&1 ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | LDIK
SEQ

ID 283 205 302 230 346 252 | 361
NO

PD1-

4SD6 DIVMTQTPLS | QSLF | LDWYLQ - HRASGVSDRFSGS | MQR | FGQ
A3 LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP g GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
Hd) ISCRSS GNTY | QLLIY - EAEDSGIYYC | PFT | LDIK
SEQ ,_
ID 283 215 302 230 348 252 | 361
NO

PDI1-

4SD6 DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ - HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
A3 LPVTPGEAA | DSED | KPGQSP < GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
H6) SISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | LEIK
SEQ

ID 276 205 302 230 349 252 | 366
NO

PD1- '

45D6 DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ L HRASGVPGRFSGS | MQR | FGQ
A3 LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP g GSGTEFNLRISRV | VEF | GTK
H7) ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC PFT | LEIK
SEQ

ID 283 220 302 230 344 252 | 366
NO

PD1-

45D6 DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ - HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
Wi LPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP S GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
el ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC PIT | LDIK
SEQ 283 220 302 230 333 252 | 361
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NO

PD1-

45D6 DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
" LPVIPGEAA | DSED | KPGQSP | GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
co) SISCRSS GNTY | QLLIY AAEDVGIYYC | PFT | LEIK
SEQ

ID 276 205 302 230 350 252 | 366
NO

PD1-

45D DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
(A LPVTPGEPAS | DSED | KPGQSP | GSGTEFNLRISRV | VEF | GTK
Dd) ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC PFT | VDIK
SEQ

ID 283 205 302 230 339 252 | 356
NO

PD1- . ‘
45D6 DIVMTQTPLS | QSLF | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
At LPVIPGEPAS | DSDD | KPGQSP | G‘SGTDF’[‘LKISRV VEF | GTK
H6) ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGLYYC | PFT | LEIK
SEQ - | |

ID 283 215 302 230 331 252 | 366
NO |

PDI- |

4SDE DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
s LPVTPGEPAS | DSED | KPGQSP | GSGTDFTLKISRV | IDFP | GTK
A6) " ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | YT | LDIK
SEQ

ID 283 205 302 230 349 257 | 361
NO

PDI1-

4SDE DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
(Als PPVTPGEPAS | DSDD | KPGQSP | GSGTDFTLEISRV | RDF | GTK
B2) ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | LDIK
SEQ

ID 292 220 302 230 346 267 | 361
NO

PDI- | DIVMTQTPLS | QSLL |LDWYLQ | TL | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
45D6 | LPVMPGEAA | DSED | KPGQSP | S | GSGTDFTLKISRV | VEF | GTK
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(A/5 SISCRSS | GNTY | QLLIY EADDVGIYYC | PFT | VEIK
BS)

SEQ

D 293 205 302|230 351 252 | 363
NO

PDI1-

455 | DIVMTQTPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
A5 LPVIPGEAA | DSED | KPGQSP | ' | GSGIDFTLKISRV | VEF GTK
1312) SISCRSS | GNTY | QLLIY EAEDVGIYYC | PFT | VEIK
SEQ

D 276 205 302|230 333 252 | 363
NO

PDI1-

45 | DIVMTQSPLS | QSLL | LDWYLQ | HRASGVPDRFSGS | MQR | FGQ
s LPVIPGEPAS | DSED | KPGQSP | * | GSGTDFTLKISRV | VEF GTK
8 ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | LDIK
SEQ

D 285 205 302|230 349 252 | 361
NO

PD1-

450 | PTVMTQTPLS | QSLL LDWYLQ | | HRASGVSDRFSGS | MR FGQ
s LPVIPGEPAS | DSDD | KPGQSP | " | GSGTDFILEISRV | RDF GTK
) ISCRSS GNTY | QLLIY EAEDVGVYYC | PFT | VEIK
SEQ

D 283 220 302|230 352 267 | 363
NO

Vi du 7: San xuét khang thé PD-1 ctia ngudi

1. Bién dbi dang scFv thanh dang IgG

PCR (iCycler iQ, BIO-RAD) dugc thuc hién trén cac chudi nang va chudi nhe dé

bién d6i 25 loai khéng thé thé thuc khuéin don dong duoc chon khang PD tir cac thé thuc

khuén thanh vecto day du IgG. Két qua 1a thu dugc céc chudi ning va nhe va cac vecto

¢6 cac chudi ning va nhe ctia mdi dong duge cét (phén hiy) bang enzym gi6i han. ADN

duoc tach rira tir mdi vecto va chudi ning bang kit tach chiét ADN-gel (Qiagen). Thuc

hién viéc budc bang cach tron 1ul (10 ng) vecto, 15 uL (100-200 ng) chudi ning, 2 puL

dung dich dém 10x, 1uL ligaza (1U/uL) va nude cAt, dé hén hop yén & nhiét do trong
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phong trong 1 dén 2 gid, bom hdn hgp thu duge vao té bao bién‘ nap (té bao kha bién,
XI,1-xanh da trdi), dat té bao 1én d4 trong 5 phit va dua t€ bao vao qua trinh sbc nhiét &

nhiét do 42°C trong 90 giay.

Sau khi sbc¢ nhiét, Iml moi trudng dugce bd sung vao té& bao va sau d6 té bao duge
cho sinh truéng & nhiét do 37°C trong 1 gio, cAy trai trén dia LB Amp va u ¢ nhiét do
37°C trong 16 gio. Khuén lac thu duge duge nudi cdy voi SmL mdi trudng LB Amp,
nudi cdy ¢ nhiét do 37°C trong 16 gid va dua vao quy trinh tach ADN bang cach sir dung
kit DNA-prep (Nuclogen). Yéu cau phan tich trinh ty ADN thu dugc (Solgent).

Két qua 13, xéc nhan dugc ring trinh ty cta chudi nang va chudi nhe ctia 25 dong
d6i voi PD1 da bién ddi thanh TeG ddy di twong Gng v6i trinh tu cta khang thé thé thyc
khuén. D& chuyén nhiém vao té bao HEK 293F, chudi ning va chudi nhe ctia dong tuong
g duoc bién dbi thanh IgG diy du duoc cho sinh trudng trong 100ml moéi truong LB
Amp va cac ADN thu dugce nho st dung kit Midi-prep (QIAgen).

2. San xuit khang thé cia ngudi |

Vectd pNATVH va pNATVL tach dong dugc dong chuyén nhiém véi ty 18 6:4
vao té bao HEK293F va thu gom dich ndi vao ngay thit 7, té bao va manh vun duoc loai
b6 bang cach ly tAm va bo loc trén cung 0,22pm va gom dich ndi va dua vao sic ky 4i luc
protein A dé tinh ché khang thé IgG. Sau khi tinh ché, tach khang thé bing dung dich
dém glyxiﬁ va dung dich dém duoc thay dé dung dich dém ti tao huyén phu cudi cing 1a
PBS. Khang thé tinh ché duoc dinh luong bang BCA va nano drop, va mdi trong sb 25
loai khang thé duoc nap véi lidu luong Sug trong cac diéu kién khtr va khong khir va
duge phan tich bing SDS-PAGE dé xac dinh d¢ tinh khiét va tinh di dong cta protein
tinh ché,. Ngoai ra, mot sd dich ndi dugc nap lén SDS-PAGE dé so sanh ty 1€ biéu hién
voi khang thé bd me, phén 16n khang thé duogc biéu hon nhiéu hon khang thé b me va

két qua co thé duoc thay tir Fig.11.
Vi du 8: Dic tinh cua khang thé don dong PD-1
1. Danh gi4 hoat tinh ctia khang thé

Tha ﬁghiém déi v6i hoat tinh cta cac khang thé da chon dugc thuc hién nho st
dung kit thu nghlem sinh hoc phong bé PD1/PD-L1 (promega, J1250). Dong té bao CHO

biéu hién cao PD-L1 duogc chy trzu trén dia 96 18, nudi cay trong 16 gio hodc lau hon XU
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Iy bing mdi khang thé duoc pha lodng theo bac & ndng d6 khong doi va sau d6 nudi cy
v6i dong té bao Jurkat bidu hién cao PD-1 ciia nguoi trong 6 giv. Mirc phuc hdi Ge ché
cta khang thé dugc xé4c dinh béhg quang phd ké (SpectraMax M5 spectrophotometer,
Molecular Devices, USA), dugc xac dinh tir cudng do phat quang thu dugc tir vi€c phén
huy co chit boi luxiferaza. Hoat tinh ctia 24 loai khang thé PD-1 dugc phét hién dya trén
gi4 tri dé phuc hoi tin hi¢u gidm do sy tao thanh phirc hgp PD-1/PD-L1 va trong s6 cac
khang thé 45D6, 45D6-3D2, 45D6-3H7, 45D6-5B2, va 45D6-5B5 va trong s6 céc khang
thé 49A2, 49A2-1B2, 49A2-1H8, 49A2-2A6, va 49A2-2B9 thé hién hoat tinh cao hon
khang thé b me va c6 hoat tinh tuong tw voi khang thé ddi ching (Fig.12).

D& do hoat tinh cua 8 loai khang thé PD-1, (45D6-3D2, 45D6-3H7, 45D6-5B2,
45D6-5B5, 49A2-1B2, 49A2-1HS, 49A2-2A6, 49A2-2B9) theo cach thirc phu thudc vao
néng do, thuc hién lai viéc pha loang theo tuan tu va thtr nghiém sinh hoc phong bé
PD1/PD-L1 dé phuc hdi tin hidu gidm theo cach thirc phu thudc vao gradicn ndng do.
Mirc phuc hdi c6 thé dugc thé hién dudi dang EC50 (ndng do hitu higu clia mAb ¢ mic
50% tin hi€u phuc héi), duoc phan tich st dung Graphpad Prism6, va 49A2-1B2 thé hién
kha nang phuc hdi e ché hiéu qua in vitro cao nhét caa EC50 (Fig.13, Bang 11)

[Bang 11] Hoat tinh ctia cac don dong cua céc bién thé khang thé PD1 dugc chon

Khang thé EC50 [nM]

PD-1-41C9 3,91

PD-1-45D6 2
PD-1-45D6-A-3D2 2,16
PD-1-45D6-A-3G1 0,98
PD-1-45D6-A-3H4 1,67
PD-1-45D6-A-3116 1,49
PD-1-45D6-A-3H7 1,98
PD-1-45D6-A-4C1 1,76
PD-1-45D6-A-4C9 2,72
PD-1-45D6-A-4D4 1,74
PD-1-45D6-A-4H6 1,19
PD-1-45D6-A-5A6 0,02
PD-1-45D6-A-5B12 0.8

75



43305

PD-1-45D6-A-5B2 1,48
PD-1-45D6-A-5B5 1,68
PD-1-45D6-A-5C8 1,44
PD-1-45D6-A-5H9 2
PD-1-48A9 8,64
PD-1-49A2 3,78
PD-1-49A2-A-1B2 1,3
PD-1-49A2-A-1D11 2,89
PD-1-49A2-A-1F12 1,03
PD-1-49A2-A-1H4 0,84
PD-1-49A2-A-1HS 1,21
PD-1-49A2-A-2A11 0,79
PD-1-49A2-A-2A6 1,51
PD-1-49A2-A-2B10 0,65
PD-1-49A2-A-2B9 1,23
PD-1-51D9 ~4,695¢+010
PD-1-52E8 8,43
PD-1-62E1 2,73
PD1-72D10 1,21
PD1-74A11 1,31
PD1-75C10 0,81
- PD1-74A01 1,01
PD1-74H12 0,98

2. Ai luc cta khang thé PD1 d6i véi té bao biéu hién qua mirc

76/238

Déi v6i nhom té bao bién nap biéu hién cao PD-1 cua ngudi, HEK293E duoc bién

nap plasmit pcDNA3.1 cha PD-1 cta nguoi (NM_005018.2) hodc PD-L1 cia nguoi

(NM 014143.2) va sang loc trong mdi truong chon loc chira 400 ug/mL Zeocin
(#R25001, Thermo Fisher). M&i nhém té bao dugce nhan dang va chon loc bang phép

phéan tich phén loai t& bao hoat hoa bang huynh quang (fluorescence activated cell sorting

- FACS) sir dung khéang thé khang PD-1 (#557860, BD) va dugc st dung cho thi nghiém
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chic ning nhu thir nghiém gén két FACS hoic thir nghiém canh tranh FACS. 0,5 dén
1x10° t& bao trén mdi miu duoc chudn bi tir nhém té bao bién nap biéu hién cao PD-1
clia ngudi va khang thé dugce pha lodng theo tuln tu vai ty 1€ pha lodng khong d6i va
duge cho phan ting v6i té bao da chun bi ¢ nhiét do 4°C trong 20 phit. Sau do, 1€ bao
duoc rira ba 14n bing PBS (#LB001-02, Welgene) chira 2% huyét thanh bao thai bo va
dugc cho phan ing ¢ nhiét do 4°C trong 20 phuat véi khang thé khang IgG cta ngudi
(#F1-3000, Vectorlabs) lién hgp voi chit phat huynh quang FITC (fluorescein
isothioxyanat). Sau d6, té bao duoc dua vao quy trinh rira gidng nhu trén va duge tao
huyén phu trong 0,5mL PBS chia 2% FBS (#26140-079, Thermo Fisher) voi thiét bi
dém té_béo dong chay FACSCanto II (BD Biosciences, USA) lam thiét bi dém té bao
dong chay.

0,5 dén 1x10° t& bao trén mdi mau dugc chuén bi tir nhom té bao bién nap biéu
hién cao PD-1 cua nguoi, va cdc khang thé dugc pha lodng theo bic véi ty 1€ pha loang
khong ddi va duoc cho phan tng v6i té bao da chudn bi ¢ nhiét do 4°C trong 20 phiit. Sau
d6, té bao dugc rira ba 1in bing PBS (#LB001-02, Welgene) chtra 2% huyét thanh bao
thai bo va duogc cho phéan tng & nhiét d6 4°C trong 20 phut véi khang thé khang IgG cua
nguoi (#FI-3000, Vectorlabs) lién hop voi chat phat huynh quang FITC (fluorescein
isothioxyanat). Sau do, té bao duoc dua vao quy trinh rua gidng nhu trén va duge tao
huyén pht trong 0,5ml PBS chira 2% FBS (#26140-079, Thermo Fisher) véi thiét bj dém
té bao dong chay FACSCanto II (BD Biosciences, USA) lam thiét bi dém té bao dong
chay. Kha ning gin két duoc xac dinh tr hing s phan ly can bang (Kq) thu duge tir ham
phén tich ctia Graphpad Prism6. Két qua 13, nhu dugc thé hién trén Fig.15, kh& ning gin
két cta khang thé gan két theo cich thitc phu thudc vao néng do véi PD-1 cla nguoi
dugce biéu hién qua muc trén bé mit t& bao ¢o thé duoc phat hién boi MFI (cuong do
huynh quang trung binh). Nhu ¢6 thé duoc quan st trén Fig.14 va Fig.15, cac khing thé
ngoai tror 49A2 (49A2 bd me) c6 kha ning gin két gidng nhau.

3. Kha ning Gc ché ciia khang thé chéng lai viée tao ra phirc hop PD-1/PD-L1 hodc PD-
1/PD-L2 bang thir nghiém hép thy mién dich enzym

PD-1-Fc (S1420, Y-Biologics) hodc PD-L2-Fc¢ cuia nguoi (#10292-HO02H, Sino)
duoc thém vao cac 18 clia vi dia mién dich 96 16 (#439454, Thei‘mo) va sau d6 rira ba lan

bang PBS chtra 0,05% tween-20 (#P9416, Sigma-Aldrich), sau d6 dé yén trong dung dich
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lam sach chira 4% sita tich kem (#232120, Becton, Dickinson and Company) & nhiét do
trong phdng trong 1 gio d8 phong bé gin két khong ddc hitu. Podng thoi, PD-L1-His
(S1479, Y-Biologics) hodc PD-1-His (S1352, Y-Biologics) ctia ngudi dugce cho phan ung
v6i khang thé da dugc pha lodng theo bac ¢ ty 1& pha lodng khong d6i & nhiét do trong
phong trong 1 gi¢, sau do dé yén trong vi dia da chudn bi ¢ nhiét do trong phong trong 1
gid. Sau khi san phdm thu duge dugc dwa vao phuong phap rira nhu trén, khang thé
khéng Biotin-His (#MA1-21315-BTIN, Thermo) dugc pha loang dén ty 1& 1:2000 dugc
thém vao 138 cua vi dia, dé cho phan tng & nhiét do trong phong trong 1 gio, khang thé
streptavidin poly-HRP. (#21140, Pierce) dugc pha lodng dén ty 1¢ 1:5000 duoc bd sung
vao 1 cta vi dia, dé cho phan tmg & nhiét do trong phong trong 1 gid va sau do rira theo
cach tuong ty. 100 ul dung dich co chit TMB (#T0440, Sigma-Aldrich) dugc thém vao
san phdm phan ting, dugc che chin anh sang va san pham phan ng duoc dé yén ¢ nhiét
do trong phong trong 3 phut, 50ul, dung dich axit sulfuric 2,5 M (#S1478, Samchun)
duoc thém vao dé dung phan tng va do do hép thu & 450nm st dung quang phd ké

(#GM3000, Glomax® Discover System Promega). Cac két qua duoc thé hién trén Fig.16.
4. Ai luc ctia khéng thé PD1 st dung thiét bj ProteOn XPR36

Thiét_ b1 ProteOn XPR36 (BioRad) dugc st dung. Chip cam bién GLC (BioRad)
duoc 12“113 vao thiét bi nay va duoc rta béﬁg dung dich dém PBST va bé mét
carboxymetyldextran dugc hoat hoa bang cach st dung dung dich hdn hop EDC/sulfo-
NHS. PD1-hF¢ duge hoa tan & ndng do 5 ug/mL trong dung dich dém natri axetat 10mM
(do pH= 5) dugc bom Va b dmh trén ch1p cam bién GLC.

Dé bét hoat nhom carboxyl hoat tmh van khong phan ung véi protein PDI1, cho
etanolamin 1M chay qua va glyxin 10mM (d6 pH =2) duwoc bom dé rira protein van
khong gan két véi chip cam bién. Sau d6, dir liéu sensogram dugc thu thép trong qua
trinh gén két va phan ly theo thoi gian trong khi cho khang thé chay v6i téc do chay
30puL/phut (30nM dén 0,123nM) trong 10 phut st dung dung dich dém PBST,

Hang s phén ly can bang (Kp) dugc tinh todn bang cach vé& dd thi va so khép dit
lidu sensogram & trang thai can bang phu thudc vio nong do. Két qua la, 49A2 (2B9) ¢6
KD 12 0,001nM va thé hién 4i luc cao v6i khang nguyén PD1 (Fig.17).
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© Al Iuc cia cic khang thé khéc véi protein PD-1 clia ngudi, 4i luc ddi véi protein
PD-1 cua khi va ai luc déi véi protein PD-1 cta chudt nhu dugc thé hién trong cac bang

12 dén 14.

[Bang 12] Bong hoc gdn két gitta protein PD-1 ctia ngudi va khang thé dugc chon

Ab KD (M) Ka (1/Ms) Kd (1/s)

PD1 49A2 2,371 x 10710 3,953 x 10° 9,372 x 10°
PDI149A2 1H8 | 1245x 107! 2,201 x 10° 2,741 x 10°
PD149A2 1B2 | 1,659 x 10710 3,853 x 10° 6,390 x 10°
PD149A2 2A6 | 6,907 x 101! 3,101 x 10° 2,142 x 107
PD1 49A2 2B9 1,0 x 1012 3,774 x 10° 1,0 x 107

PDI1 45D6 1,0 x 1012 2,701 x 10° 1,07 x 107
PD145D63D2 | 1,0x 1012 1,81 x 10° 1,0 x 107
PD145D63H7 | 253 x 10" 3,076 x 10° 7,781 x 10°
PDI145D6 5B2 | 5,818 x 107! 3,315 % 10° 1,928 x 10°
PD1 45D6 5B5 | 4,773 x 101 2,96 x 10° 1,413 x 10

[Bang 13] Pong hoc gén két gitta protein PD-1 ctia khi va khang thé dugc chon

Ab KD (M) Ka (1/Ms) Kd (1/5)
PD-1-49A2 1,0 x 102 1,683 x 10° 1,0 x 107
PD-1-49A2-2B9| 1,0 x 10712 1,853 x 10° 1,0 x 107
PD-1-45D6 1,0 x 10712 1,535 x 10° 1,0x 107
PD-1-45D6-5B2| 1,0 x 102 2,078 x 10° 1,0 x 107

[Bang 14] Pong hoc gin két gitta protein PD

-1 ctia chudt va khang thé duogc chon

Ab KD (M) Ka (1/Ms) Kd (1/s)
PD-1-49A2-2B9 | 4,231 x 107 1,478 x 10° 6,252 x 10
PD-1-45D6 2,391 x 107 5,544 x 10 1,326 x 107
PD-1-45D6-5B2 | 4,590 x 107 1,879 x 10° 8,626 x 10

Vi du 9: Xéc dinh epitop ciia khéng thé don dong PD1
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scFv-thé thuc khudn don dong gén két véi khang nguyén PD1 dugc nubdi ciy trong
mdi truong chira YTCM 2x, 2% glucoza va SmM MgCl ¢ 37°C trong 16 gio. Té bao
dugc sinh trang theo cach nay dugc nudi cdy trong moi truong chaa YTCM 2x, 2%
olucoza va SmM MgCly dén ODsoo biing 0,1, va sau d6 nudi cdy ¢ 37°C trong 2 dén 3 gio
& ODgoo 12 tir 0,5 dén 0,7. Cac thé thuc khudn hd trg M1 duge l1ay nhiém ¢ ty 16 MOI 1a
1:20 va nudi cdy trong moi trudong chira YTCMK 2x, SmM MgCly va ImM IPTG ¢ 30°C

trong 16 gio.

Khang nguyén PD1 kiéu dai (wild type - WT) hodc mt s6 bién thé (Fig.18) duoc
phit & mat do 100ng/I8 trén dia mién dich 96 18 & nhiét do 4°C trong 16 giv va céc 16
dugc phong bé bing sita tich kem 4% hoa tan trong PBS. Rira mdi 16 bang 0,2mL
PBS/T, va sau d6 scFv-thé thuc khuan don dong (mdi 100 scFv-thé thuc khuén) duge cdy
trong 16 gid dwoc thém vao véi lugng 100uL vao mdi 16 va duge cho phan tng & nhiét
do trong phong trong 2 gid. Mot 1An nita, rira mdi 15 4 14n bang 0,2mL PBS/T, va sau do6
khang thé thir cdp, khang M13-HRP dugc pha loang theo ty 1€ 1:2000 va dugc cho phan
Gmg & nhiét do trong phong trong 1 gio. Sau khi rtra bang 0,2mL PBS/T, tién hanh hién

mau va do do hap thu & budc séng 490nm.

Két qua 1a, xac nhan duoc réng scPv-thé thuc khuén don dong dugc chon, scFv-
thé thue khudn déi ching va cc bién thé PD-1 thé hién cac dic tinh gin két khac nhau va

¢cO cac epitop khac nhau (Fig.19).

Khéng nguyén PD1 kiéu dai (WT) hodc mot s6 bién thé (Fig.18) duoc pht ¢ mat
d6 100ng/13 trén dia mién dich 96 16 & nhiét do 4°C trong 16 gio va cic 15 dugc phong bé
bang sira tich kem 4% hoa tan trong PBS. Rua mdi 18 bang 0,2mL PBS/T, va sau do
scFv-thé thuc khudn don dong dugc nudi ciy trong 16 gior duge thém vao voi luong
100pL (1ug/mL) vao mdi 16 va duge cho phan ng 6 nhiét do trong phong trong 2 gi0.
Mbt 14n nita, rita mdi 18 4 14n bang 0,2mL PBS/T, va sau dé khang thé thir cap, khang
Fab duoc pha lodng theo ty 1& 1:2000 va dugc cho phan g ¢ nhi€t do trong phong trong
| giv. Sau khi rira bing 0,2mL PBS/T, tién hanh hié¢n mau va do do hap thu & budc song

490nm.

Két qua 13, xac nhan duge rang scFv-thé thuc khuan doi chimg va cac bien thé

PD-1 thé hién c4c dic tinh gin két khéc nhau va c6 cac epitop khac nhau (Fig.20).
Vidu 10: Sy gén két dic hiéu cua khéng thé b6 mé PD1
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Dé x4c dinh kha ning géin két cta khing thé bd me khang PD1 va khéang thé dbi
chung (Nivolumab) véi cac khang nguyén khac nhau ngoai khang nguyén PD1 (Bang
15), khoang 90 khang nguyén khong dic hiéu duoc phi véi mat do 100 ng/1d trén dia
mién dich 96 15 & nhiét dd 4°C trong 16 gid va céc 16 twong tmg dugc phong bé bang
cach st dung 4% stra tach kem tan trong PBS. Rira mdi 16 béng 0,2mL PBS/T, va sau dé
khang thé bd me va khang thé ddi ching duge bd sung véi luong 100l (lug/mL) vao
mdi 13 va duge cho phan Gng & nhidt do trong phong trong 2 giy. Mot 1an nita, rira moi 16
4 14n bang 0,2mL PBS/T, va sau d6 khang th_é thir cdp, khang kapa-HRP dugc pha loang
theo ty 1& 1:2000 va dugc cho phén tng & nhiét do trong phong trong 1 gid. Sau khi rira
bing 0,2mL PBS/T, tién hanh hién mau va do do hép thu & budc séng 490nm.

[Bang 15]

Fc GP1BA LRRN4 TLR3 LRTM1 TPBG SEMABA | SEMASA SLITRKS EPYC LINGO1 OGN
OPTC |. RTN4RL1 LRRC4C LRRTM2 TLR4 TLR? TLR9 LRRN1 SLITRKZ FZD1C C2orf28 SUSD4
FSTLi"» SPOCK1 cb2oa cp97 SCARF1 WIF1 TNR EMR1 SPARC DMNER BAMBI ©OFSTLA

Kremeni CFC1 TMEFF2 NRG4 SPOCK2 CD40LG FASLG TNFSF4 GREM1 Fc LRP11 LRP12
APCDD1 CHRDL1 DKK4 DMP1 LRP& TNFSF9 TNFSF8 TNF TNFSF12 TMED1 CD320 SOST
C1i8orf1 QSTM1 - NBL1Y DKK3 . ECM1 TMFSF18 | TNFSF13 DKK1 SELP HAPLNZ ULBP1 SPINT2
PLXDC1 PLXDC2 PODXL CDCP1 Pi3 WFDC2 AGR2 AGR3 CREG1 EVI2A RAET1E MICA
cbee ICOSLG CD276 PDCD1 BTN2AY BTN3A2 BTN3A BTMLY | BTN3A3 BTN1A1 - Fc tréng

Két qua 13, x4c nhan dugc rang ca khang thé d8i chung va khang thé bd me déu
gin két ddc hidu chi v6i khang nguyén PD1 ma khong gan két v6i khang nguyén khong
xac dinh (Fig.21).

Vi du 11: So sanh nang suit ¢ hé biéu hién tam thoi cua cac khang thé don dong

khang PD1

C6 thé thy rang khang thé duoc tdi uu c6 do ddng nhét tuong d6i va co ning suét
cao nho cac dic tinh vat 1y hoan hao khi san xut va tinh ché thong qua hé biéu hién tam
thoi. Mot sd khéng thé c¢6 niang sudt cao hon céc khang thé co trén thi truong thong

thuong (Fig.22).

Vi du 12: Tang hoat tinh ctia khang thé don dong PD1 trong phan tmg MLR ngoai
sinh

Tron té bao T véi té bao tua thu dugc tir bach ciu don nhan tach tir nhitng nguoi
khac nhau & ty 1& 1:10 va nudi ciy trong 5 ngdy va lugng interferon gama trong moi

truong nudi cdy duge xac dinh. K&t qua 1a, moi truong nudi cay chira khang thé bd me
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45D6 va 49A2 c6 su gia ting ham lwong interferon gama phu thudc vao ndng do
(Fig.23).

Vidu 13: Tht nghiém vé do 6n dinh nhiét ctia khang thé don dong PD1

Protein khéng thé duogc pha loang trong DPBS dén néng dd 3uM, 45ul, dugc tron
v6i 5ull thude nhudm mau cam Sypro 200x (#S6650, Thermo) va sau d6 chia thanh cac
phan udc véi luong 50ul vao bng qPCR (#B77009, B57651, bioplastics). Thuc hién
gPCR nh¢ st dung hé PCR theo thoi gian thuc Biorad CFX96. Cac diéu kién qPCR dugc
dua ra nhu sau: phan tng & 25°C trong 30 gidy, tdng nhiét v6i bude nhiét 1°C dén 99°C
va ddng thoi phan tng & mdi nhiét do trong 1 phut va phan tng cudi & 25°C trong 10
gidy. Tm (nhiét d nong chay) duoc sir dung lam hing s6 téc d6 ma tai do cAu tric khang

thé khong gin két. Céac két qua duoc thé hién trong Bang 16 duéi day.

Bang 16

au
Pembrolizumab | 63
Opdivo - 64
45D6 63
49A2 63
49A2-2B9 64

Kha niing tng dung trong cong nghiép

Céc khang thé méi gin két véi PD-1 hodc doan gin két véi khang nguyén cua
chung theo sang ché c6 thé gan két véi PD-1 va e ché hoat tinh cta PD-1, do vay céc
khéng thé nay 1a hitu ich d& phat trién cac thudc diéu tri mi&n dich dbi voi cac bénh khac

nhau lién quan dén PD-1.

Maic du cac phuong an cu thé cua séang ché d3 duoc mé ta chi tiét, nhung nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét rd rang ban md ta nay dugc dua ra ¢ dang
cac phimhg 4n vu tién nhim minh hoa va khong duoc hiéu 1a gi6i han pham vi cta sang
ché. Do vy, pham vi thuc sy cua sang ché duoc xac dinh boi yéu cau bao ho di kém va

cac dang tuong duong cua chung.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé gin két voi PD-1 hodc doan gin két véi khang nguyén ciia n6 bao gbm:

ving bién dbi ctia chudi ning bao gdm CDRI clia chudi ning gdm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1, CDR2 cua chudi ning gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32,
CDR3 ciia chudi ning gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién doi cua chudi
nhe bao gdm CDR1 ctia chudi nhe gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua
chudi nhe gf?)m trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 249,

ving bién d6i ctia chudi ning bao gdbm CDR1 cta chudi ning gdém trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1, CDR2 cua chudi ning goém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 31,
CDR3 ctia chudi nang gom trinh ty néu trong SEQ ID NO: 57, ving bién dbi cua chudi
nhe bao gdbm CDR1 ctia chudi nhe gbm trinh tur néu trong SEQ ID NO: 208, CDR2 cua
chudi nhe g@)m trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 252,

ving bién d6i cta chudi ning bao gbm CDR1 cua chudi ning gdm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1, CDR2 cua chudi ning gbém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32,
CDR3 cta chudi ning gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién doi cua chudi
nhe bao gdbm CDR1 cta chudi nhe gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 215, CDR2 cua
chudi nhe gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 249,

ving bién d6i ctia chudi ning bao gdbm CDR1 ctia chudi ning gdm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1, CDR2 cua chudi ning gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 31,
CDR3 ctia chudi nang gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 57, ving bién d6i ctia chudi
nhe bao gém CDRI1 cua chudi nhe gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua
chudi nhe gE”)m trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 252,

ving bién d6i ctia chudi ning bao gdm CDRI1 cla chudi ning goém trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 1, CDR2 cua chudi nang gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 31,
CDR3 ctia chudi ning gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 57, vung bién d6i cua chudi

nhe bao gdm CDRI cta chudi nhe gém trinh tw néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua
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chudi nhe gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 252,

ving bién ddi cia chudi ning bao g6m CDR1 ctia chudi ning gbm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 26, CDR2 cua chudi ning gém trinh ty néu trong SEQ ID NO: 31,
CDR3 cta chudi ning gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 57, ving bién ddi cua chudi
nhe bao gdm CDRI1 ctia chudi nhe gbm trinh tw néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua
chudi nhe gém trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gE”)m trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 267,

ving bién dbi ctia chudi ning bao gdm CDRI ciia chudi ning gbm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 27, €CDR2 cua chudi ning gém trinh ty néu trong SEQ ID NO: 31,
CDR3 coa chudi nang gom trinh tu néu trong SEQ ID NO: 57, ving bién dbi cia chudi
nhe bao gdbm CDRI1 ctia chudi nhe gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua
chudi nhe gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 ctia chudi nhe gbm trinh tu

néu trong SEQ 1D NO: 252,

ving bién d6i cﬁa" chudi ning bao gdm CDRI cla chudi ning goém trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 17, CDR2 cua chudi ning gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 49,
CDR3 ctia chudi nang gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién ddi cua chudi
nhe bao gdm CDRI1 ctia chudi nhe gdm trinh tr néu trong SEQ ID NO: 220, CDR2 cua
chudi nhe gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 ctia chudi nhe gdm trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 252,

ving bién dbi ctia chudi ning bao gdm CDRI1 cla chudi ning gém trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 21, CDR2 cua chudi niang gbém trinh ty néu trong SEQ ID NO: 51,
CDR3 ctia chudi nang gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién ddi cta chudi
nhe bao gdm CDR1 ctia chudi nhe gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 221, CDR2 cua
chudi nhe gém trinh ty néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe g@)m trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 266,

ving bién dbi cua chudi ning bao gdm CDRI ctia chudi ning gbm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 22, CDR2 cua chudi ning gém’ trinh tu néu trong SEQ ID NO: 53,
CDR3 cua chudi ning gom trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién dbi cta chudi
nhe bao gdm CDR1 ctia chudi nhe gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua
chubi nhe gém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gém trinh tu
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néu trong SEQ ID NO: 252, hodc

ving bién doi ctia chudi ﬁeflng bao gbm CDRI cua chudi ning gbm trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 17, CDR2 cia chudi ning gdém trinh tr néu trong SEQ ID NO: 54,
CDR3 ctia chudi ning gbém trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58, ving bién d6i cta chudi
nhe bao gdm CDR1 ctia chudi nhe gom trinh tu néu trong SEQ ID NO: 205, CDR2 cua

chudi nhe gbdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 230, CDR3 cua chudi nhe gdom trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 267.

2. Khéang thé hoic doan gén két v6i khang nguyén cua né theo diém 1 bao gbém:

FR1 thudc vung bién doi cua chudi ning dugc chon tir nhém gém céc trinh tu

SEQ ID NO: 80 dén SEQ ID NO: 95;

FR2 thudc vung bién doi ctia chudi nang duge chon tir nhém gdm cac trinh tu

SEQ ID NO: 96 dén SEQ ID NO: 113;

FR3 thudc vung bién doi cua chudi ning dugc chon tir nhom gdm céc trinh tu

SEQ ID NO: 114 dén SEQ ID NO: 134; hogc

FR4 thudc vung bién doi cua chudi ning duge chon tr nhém gdém cac trinh tu

SEQ ID NO: 135 dén SEQ ID NO: 145.
3. Khéng thé hoic doan gén két voi khang nguyén ctia n6 theo diém 1 bao goém:

FR1 thudc vung bién doi cua chudi nhe dugc chon tr nhém gom cac trinh tu

SEQ ID NO: 270 dén SEQ ID NO: 294;

FR2 thudc vung bién doi cua chudi nhe dugc chon tir nhém gom cac trinh tu

SEQ ID NO: 295 dén SEQ ID NO: 315;

FR3 thudc vung bién dbi cua chudi nhe dugc chon tr nhém gém cac trinh tu

SEQ ID NO: 316 dén‘SEQ ID NO: 355; hodc

FR4 thudc vung bién doi cua chudi nhe dugc chon tir nhém gdém cac trinh tu

SEQ ID NO: 356 dén SEQ ID NO: 367.
4. Khang thé hoic doan gén két v6i khang nguyén cua n6 theo diém 1 bao gbém:

ving bién ddi ctia chudi ning gdm trinh tu dugce chon tir nhém gbm cac trinh tu
nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 155, SEQ ID
NO: 181, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 175,
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SEQ ID NO: 176 va SEQ ID NO: 178.
5. Khang thé hoic doan gin két voi khang nguyén cta n6 theo diém 1 bao gdm:

Vﬁng bién ddi cia chudi nhe g6m trinh tu duge chon tir nhom gém céc trinh tu
nhu duge néu trong SEQ ID NO: 375, SEQ ID NO: 378, SEQ ID NO: 385, SEQ ID
NO: 391, SEQ ID NO: 395, SEQ ID NO: 396, SEQ ID NO: 398, SEQ ID NO: 401,
SEQ ID NO: 405, SEQ ID NO: 411 va SEQ ID NO: 412.

6. Axit nucleic ma hoa khang thé ho#ic doan gan két v6i khang nguyén cia n6 theo di€ém

bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 5.
7. Vecto bidu hién bao gdm axit nucleic theo diém 6.
8. Té bao duoc bién nap vecto biéu hién theo diém 7.

9. Phwong phdp san xuét khang thé gin két v6i PD-1 hodc doan gin két v6i khang

nguyén ctia nd, phuong phap nay bao gom céac budec:
- (a) nudi cay te bao theo diém 8; va

(b) thu hdi khang thé hoic doan gén két v6i khang nguyén cta né tr dich nudi

cay t€ bao nudi.

10. Ché phém ngdn ngura hodc diéu tri bénh ung thu chira khang thé hodc doan gfm két

v6i khang nguyén cta n6 theo diém bat ky trong s6 céc diém tu 1 dén 5 lam hoat chét.
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[Fig.15]
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[Fig.17]
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<110>
<120>

(PD-1), VA PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE NAY

<130>
<140>
<141>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Y-BIOLOGICS INC.

43305

Danh muc trinh tu

98/238

KHANG THE GAN KET VOI PROTEIN GAY CHET TE BAO THEO CHUONd TRINH 1

- PF-B2149

PCT/KR2017/008494
2017-08-07

KR10-2016-0100210

2016-08-05

420
PatentIn
1

8

PRT

Trinh tu

Trinh tu

1

Gly Phe Thr Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

2
8
PRT

Trinh tu

Trinh tu

2

Gly Phe Thr Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

3
8
PRT

Trinh twu

Trinh tu

3

Gly Phe Thr Phe

1
<210>

4

phién ban 3.5

nhan tao

nhan tao

Ser Ser Tyr Ala

5

nhan tao

nhan tao

Asn Asp Tyr Ala

5

nhan tao

nhan tao

Asp Asp Tyr Gly

5



<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 4

Gly Gly Thr Phe

1

<210> 5
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 5

Gly Asp Thr Phe

1

<210> 6
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 6

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 7
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 7

Gly Tyr Thr Phe

1

<210> 8
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

43305

nhdn tao

Ser Ser Tyr Ala
5

nhén tao
nhén tao

Thr Arg Asn Ala
5

nhan tao
nhan tao

Ser Asp Tyr Tyr
5

nhdn tao
nhan tao

Asn Ser Tyr Tyr
5

nhén tao
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<223> Trinh tu
<400> 8
Gly Phe Thr Phe

1

<210> 9
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 9

Gly Tyr Thr Phe

1

<210> 10
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 10

Gly Phe Thr Val

1

<210> 11
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 11

Gly Asp Thr Phe

1

<210> 12
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 12

Gly Phe Thr Phe
1

43305

nhadn tao

Asp Asp Tyr Ala
5

nhan tao
nhan tao

Thr Ser Tyr Asp
5

nhan tao
nhé&n tao

Ser Arg Asn Ser
5

nhan tao
nhan tao

Thr Arg Tyr Ile
5

nhan tao

Ser His Tyr Ala
5
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<210> 13
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 13

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 14
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 14

Gly Leu Ser Phe

1

<210> 15
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 15

Gly Tyr Thr Phe

1
<210> 16
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 16

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 17
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhdn tao
nhan tao

Glu Asp Tyr Ala
5

nhadn tao
nhdn tao

Ser Ser Tyr Trp
5

nhédn tao
nhan tao

Ser Ser Tyr Trp
5

nhan tao
nh&n tao

Gly Asp His Pro
5

nhé&n tao
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<220>

<223> Trinh tu
<400> 17

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 18
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 18

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 19
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 19

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 20

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 21
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 21

Gly Phe Thr Phe

43305

nhdn tao

Leu Arg Tyr Ala
5

nhé&n tao

Lys Asn Asn Ala
5

nhan tao
nhan tao

Arg Asn Tyr Ala
5

nhan tao
nhé&n tao

Pro Ile Tyr Ala
5

nhan tao
nhé&n tao

Lys Thr Tyr Ala
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1

<210> 22
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 22

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 23
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 23

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 24
<211> 8
<212>  PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 24

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 25
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 25

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 26
<211> 8
<212> PRT

43305

nhan tao
nhadn tao

Lys Tyr Tyr Ala
5

nhédn tao
nhé&n tao

Arg Ser Tyr Ala
5

nhdn tao
nhé&n tao

Leu Val Tyr Ala
5

nhan tao
nhan tao

Arg Leu Tyr Ala
5
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<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 26

Gly Phe Thr Phe

1
<210> 27
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 27

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 28
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 28

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 29
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 29

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 30
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 30

43305

nhan tao
nhé&n tao

Ser Phe Tyr Ala
5

nhdn tao
nhd&n tao

Arg Thr Tyr Ala
5

nhdn tao

nhd&n tao

Ser Val Tyr Ala
5

nhan tao

Met Arg Tyr Ala
5

nhan tao
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Gly Phe Thr Phe

1

<210> 31
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 31

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 32
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 32

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 33
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 33

Ile Ser Trp Asn

1

<210> 34
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 34

Ile Ser Trp Asn

1
<210> 35
<211> 8

43305

Trp Thr Tyr Ala
5

nhé&n tao
nhé&n tao

Gly Asn Asp Lys
5

nhan tao
nhan tao

Gly Ser Asn Lys
5

nhan tao
nh&n tao

Ser Gly Arg Ile
5

nhd&n tao

Ser Gly Thr Ile
5
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<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 35

Ile Ile Pro Leu

1

<210> 36
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 36

Ile Ile Pro Ile

1

<210> 37
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 37

Ile Ser Ala Ser

1

<210> 38
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 38

Ile Asn Pro Ser

1

<210> 39
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu

43305

nhan tao
nhan tao

Phe Ser Thr Ala
5

nhdn tao
nhdn tao

Phe Gly Ser Ala
5

nhan tao
nhan tao

Gly Asn Ser Ile
5

Asp Gly Ser Ala
5

nhan tao

nhan tao
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<400> 39

Ile Ser Trp Asn

1

<210> 40
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 40

Leu His Ala Asp

1

<210> 41
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 41

Ile Phe Ser Gly

1

<210> 42
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 42

Val Ile Pro Thr

1

<210> 43
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 43

Ile Ser Tyr Asp
1

<210> 44

43305

Ser Asn Asn Ile
5

nhé&n tao
nhé&n tao

Ser Gly Lys Thr
5

nhdn tao
nhan tao

Gly Thr Thr Lys
5

nhan tao
nhdn tao

Leu Gly Leu Thr
5

nhan tao
nhé&n tao

Gly Ser Lys Ile
5

10

107/238



<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 44

Ile Ser Trp Asn

1

<210> 45
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 45

Ile Lys Gln Asp

1

<210> 46
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 4o

Ile Asn Pro Gly

1
<210> 47
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 47

Ile Ser Trp Asn

1

<210> 48
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

43305

nhan tao
nhdn tao

Ser His Asn Ile

5

nhan tao
nhan tao

Gly Ser Glu Lys
5

nhan tao

Asn Gly His Thr
5

nhén tao

Ser Gly Thr Pro
5

nhan tao

11
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<223> Trinh twu
<400> 48
Ile Arg Ser Lys

1

<210> 49
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 49

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 50
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 50

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 51
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 51

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 52
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 52

Ile Ser Tyr Asp
1

43305

nhan tac

Ala Tyr Gly Glu
5

nhén tao
nhén tao

Gly Gln Asp Lys
5

Gly Arg His Lys
5

Gly Gln His Lys
5

Gly Ala His Lys
5

12
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<210> 53
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 53

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 54
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 54

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 55
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 55

Ile Ser Tyr Asp

1

<210> 56
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 56

Ile Ser His Asp

1

<210> 57
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao

Gly Gln Tyr Lys

5

nhédn tao
nhdn tao

Gly Arg Tyr Lys
5

nhan tao

nhan tao

Gly Ser His Lys
5

nhdn tao

Gly Asn Asp Lys

5

nhan tao

13
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<220>

<223> Trinh tu
<400> 57

Val Pro Thr Thr

1

<210> 58
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 58

Thr Thr Thr Thr

1

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 59

Ala Arg Ser Gln
1

<210> 60
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 60

Ala Arg Ser Ile

1

<210> 61
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<220>

43305

nhdn tao

Phe Glu Tyr
5

nhdn tao
nhé&n tao

Phe Asp Ser
5

nhé&n tao

Gln Gln Ile Leu Asp Tyr
5 10

nhédn tao
nhé&n tao

Arg Gln Ile Leu Asp Tyr
5 10

<221> misc_ feature

14
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<222>
<223>
<400>

Ala Arg Ser Leu Pro Xaa Ser Arg Ser Arg Leu Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

(6) ..(6)

Xaa c6 thé la axit amin cé trong tu nhién bat ky

61

62

14

PRT
Trinh tu

Trinh tu

5

nhédn tao

nhdn tao

misc feature

(4) .. (4)

Xaa c6 thé la axit amin cé trong tu nhién bt ky

62

Ala Arg Ala Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

63
15
PRT

Trinh tu

Trinh tu
63

Ala Arg Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

64
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
64

Ala Lys His Lys

1
Thr

<210>

<211>
<212>

65
10
PRT

Thr Ser Pro Leu Asp Met Ser Leu Asp Tyr

5

nhédn tao

nhan tao

His Gln Met Asn Glu His Glu Phe Met Asp Val

5

nhan tao

nhan tao

Gly Leu Pro Phe Asp Trp Ser Pro Asp Gly Phe Asp

5

43305

10

10

10

10

15

15

15
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<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Arg Thr Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Val Thr Ser Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Arg Leu Met

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Arg Asp Gly

1

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhéan tao

65

5
66
11
PRT

Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty nhan tao

66

5
67
15
PRT

Trinh tu nhén tao

Trinh ty nhan tao

67

5
68
19
PRT

Trinh ty nhéan tao

Trinh tuy nhédn tao

68

5

Phe Asp Met

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

69
10
PRT

Trinh tyu nhan tao

43305

Glu Gly Ala Phe Asp Ile

10

Pro Phe Gly Glu Phe Arg Asn

10

10

10

16

His Thr Phe Ser Val Gln Tyr Phe Leu Asp Val

15

Asn Tyr Tyr Asp Ser Arg Gly Tyr Tyr Tyr Asp Thr

15
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<223> Trinh tu
<400> 69
Ala Arg Gly Ala

1

<210> 70
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 70

Ala Arg Gly Thr

1

<210> 71
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 71

Ala Arg Glu Glu

1

Tyr

<210> 72
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 72

Ala Arg Gly Tyr

1

<210> 73
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 73

43305

nhan tao

Leu Thr Pro Leu Asp Val
5 10

nhé&n tao
nhén tao

His Trp Leu Asp Ser
5

nhdn tao

nhdn tao

Gln Phe Leu Ile Ala Leu Ala Gly Arg Tyr Phe Asp

5 10

nhé&n tao

nh&n tao

Gly Ser Gly Ala Phe Asp Ile
5 10

nhan tao

nhé&n tao

17

15
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Ala Arg Ile Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

74

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu
74

Ser Thr Ser Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

75
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
75

Ala Arg Asp Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

76
14
PRT

Trinh tu

Trinh tu

76

Ala Arg Glu Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

77
14
PRT

Trinh tu

Trinh tu

77

Ala Arg Gly His

1
<210>
<211>

78
18

43305

Tyr Lys Asp Ala Phe Asp Tle

5

nhan tao

nhdn tao

Leu Gly Val His Ala
5

nhan tao

nhén tao

Phe Gly Gly His Leu Asp Leu

5

nhédn tao

Asp Gly Ser Tyr Trp Gly Tyr Phe Asp Ser

5

nhan tao

nhan tao

Asn Tyr Leu Asp Ser Ser Tyr Tyr Asp Tyr

5

10

10

10

10

18

115/238



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Ser
1

Asp Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT
Trinh tu
Trinh tu
78

Val Ser
79

9

PRT
Trinh tu
Trinh tu
79

Ala Arg Thr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

80
25
PRT
Trinh tu
Trinh tu
80
Gln Leu
Arg Leu
20
81
25
PRT
Trinh tu
Trinh tu
81
Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

<210>

20
82

43305

nhé&n tao
nhén tao

Tyr Cys Ser Gly Gly Ser Cys Tyr Gln Gly Thr Phe
5 10 15

nhan tao
nhédn tao

Phe Asp Tyr
5

nhédn tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
5 10 15
Ser Cys Ala Ala Ser

25

nhan tao

nhdn tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser
25

19
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<211> 25

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 82

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 83
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 83

Gln Met Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 84
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 84

Gln Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val

20
<210> 85
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 85

Gln Met Gln Leu

43305

117/238

nhan tao
nhan tao

val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
5 10 15
Ser Cys Ala Ala Ser

25

nhan tao
nhan tao

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

5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser
25

nhan tao
nhdn tao

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

5 10 15

Ser Cys Lys Ala Ser
25

nhdn tao
nhdn tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

20



1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 86
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 86

Gln Val Gln Leu
1

Ser Val Lys Leu

20
<210> 87
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 87

Gln Met Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu
20

<210> 88

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 88

Gln Met Gln Leu
1

Ser Val Lys Val

20
<210> 89
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu

43305

118/238

5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser
25

nhan tao
Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Ser Cys Lys Ala Ser
25

nhdn tao
nhén tao

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

5 10 15
Ser Cys Ala Ala Ser
25
nhé&n tao
nhan tao

val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Ser Cys Lys Ala Ser

25

nhan tao

21



<220>

<223> Trinh tu
<400> 89

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 90
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 90

Gln Met Gln Leu
1

Ser Val Lys Val

20
<210> 91
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 91

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 92
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 92

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Leu
20

43305

nhadn tao

Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly Gly
5 10 15
Ser Cys Ala Ala Ser

25

nhén tao
nhé&n tao

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
5 10 15
Ser Cys Lys Ala Ser

25

nhan tao
nhan tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15
Ser Cys Ala Ala Ser

25

Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Ser Cys Lys Ala Ser

25

22
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<210> 93
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 93

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 94
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 94

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 95
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 95

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
<210> 96
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 96

43305

nhé&n tao

nhé&n tao

120/238

val Gln Ser Gly Gly Asn Leu Val Gln Pro Gly Arg

5 10
Ser Cys Ala Ala Ser
25

nhd&n tao

nhdn tao

15

Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Arg

5 10
Ser Cys Thr Gly Ser
25

nhan tao

nhadn tao

15

val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

5 10
Ser Cys Ala Ala Ser
25

nhan tao

nhé&n tao

23
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43305 121/238

Met His Trp Val Arg Gln Val Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala

1

Val
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

97
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
97

Met His Trp Val

1

Val
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

98
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
98

Met His Trp Val

1

Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

99
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
99

Met His Trp Val

1

Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

100
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
100

5 10 15

nhan tao

nhé&n tao

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
5 10 15

nhan tao

nhan tao

Arg Gln Val Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
5 10 15

nhé&n tao

nhén tao

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
5 10 15

nhén tao

nhén tao

24



43305 122/238

Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

1 5 10 15
Gly

<210> 101

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tyu nhdn tao

<400> 101

Val Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Met Ala

1 5 10 15
Asp

<210> 102

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhédn tao

<220>

<223> Trinh ty nhén tao

<400> 102

Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10 15
Asp

<210> 103

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty nhan tao

<400> 103

Val His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

1 5 10 15
Ile

<210> 104

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty nhan tao

<400> 104

25



43305 123/238

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val Ser

1

Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

105
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
105

Ile Asn Trp Val

1

Trp
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

106
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
106

Met Asn Trp Val

1

Leu
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

107
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
107

Ile Asn Trp Val

1

Arg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

108
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

108

5 10 15

nhan tao

nhan tao

Arg Gln Ala Ser Gly Gln Ala Pro Glu Trp Met Gly
5 10 15

nhan tao

nhan tao

Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp Val Ser
5 10 15

nhan tao

nhédn tao

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
5 10 15

nhd&n tao

nhdn tao

26



Met His Trp Val

1

Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

109
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
109

Met Thr Trp Val

1

Asn
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

110
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

110

Met His Trp Val

1

Glu
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

111
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

111

Met His Trp Val

1

Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

112
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
112

43305

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
5 10 15

nhan tao
nhdn tao

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
5 10 15

nhén tao
nhan tao

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met Gly
5 10 15

nhén tao
nhdn tao

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
5 10 15

nhan tao

nhdn tao

27
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Leu Thr Trp Val

1

Phe

<210> 113
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 113

Met His Trp Val

1

Val

<210> 114
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 114

Tyr Tyr Ala Asp

1

Ser Lys Asn Thr
20

Thr Ala Val Tyr

35
<210> 115
<211> 38

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 115

Tyr Tyr Ala Asp
1

Pro Lys Asn Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 116

43305

Arg Gln Ile Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly
5 10 15

nhé&n tao
nhé&n tao

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Thr
5 10 15

nhan tao
nhé&n tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhé&n tao
nhdn tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

28
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<211> 38

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 116

Val Tyr Ala Asp
1

Ala Lys Asn Ser

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 117
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 117

Gly Tyr Ala Asp
1

Ala Lys Asn Ser

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 118
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 118

His Ser Ala Gln
1

Ser Ser Ser Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 119
<211> 38

43305

nhan tao
nhan tao

Ser Met Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhan tao
nhan tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhan tao

Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Tle Thr Ala Asp Glu

5 10 15

Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

29
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<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 119

Asn Tyr Ala Gln

1

Ser Thr Ser Thr

20

Thr Ala Val Tyr

35

<210> 120
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 120

Tyr Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 121
<211> 38

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 121

Tyr Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Ser

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 122
<211> 38

<212> PRT

43305

nhéan tao
nhé&n tao

Lys Phe Gln Gly Arg Leu Thr Leu Thr Ala Asp Val

5 10 15

Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhédn tao
nhdn tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Arg Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhédn tao
nhé&n tao

Ser Val Lys Arg Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

30
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<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 122

Thr Tyr Ala Gln

1

Ser Thr Ser Ser

20

Thr Ala Val Tyr
35

<210> 123

<211> 38

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 123

Lys Tyr Ala Asp

1

Ser Lys Asn Ser

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 124
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 124

Gly Tyr Ala Gln
1

Ser Ile Asp Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 125
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao
nhan tao

Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ser Asp Thr

5 10 15

vVal Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhé&n tao
nhd&n tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhdn tao
nhd&n tao

Thr Phe Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr

5 10 15

Ala Tyr Leu Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhd&n tao

31
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<220>
<223> Trinh tu
<400> 125

Tyr Lys Asp Ser
1

Lys Asn Thr Leu

20

Ala Val Tyr Tyr

35
<210> 126
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 126

Thr Tyr Ala Gln

1
Ser Thr Asn Thr
20

Thr Ala Val Tyr
35

<210> 127

<211> 38

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 127

Tyr Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Thr

20

Thr Ala Val Tyr

35
<210> 128
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

43305

129/238

nhan tao

Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser

5 10 15

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

Cys Ala

nhan tao
nhdn tao

Asn Phe Gln Asp Thr Val Thr Ile Ile Ala Asp Lys

5 10 15

Ala Tyr Met Glu Leu Lys Asn Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhan tao
nhé&n tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhédn tao

32



<223> Trinh tu

<400> 128
Ala Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Ser

20

Thr Ala Val Tyr

35
<210> 129
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 129

Tyr Tyr Val Asp
1
Ala Lys Asn Ser

20

Thr Ala Val Tyr

35
<210> 130
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 130

Asn Tyr Asn Glu
1
Ser Ala Ser Thr

20

Thr Ala Val Tyr

35
<210> 131
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu

43305

130/238

nhan tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhé&n tao
nhé&n tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhdn tao

Lys Phe Lys Ser Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Lys

5 10 15

Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhan tao

nhdn tao
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<400> 131
Gly Tyr Ala Asp
1

Ala Lys Asn Ser

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 132
<211> 38

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 132

Thr Thr Glu Tyr
1

Asp Asp Ser Lys

20
Glu Asp Thr Ala
35
<210> 133
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 133

Tyr Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 134
<211> 38
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 134

43305

Ser Val Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
25 30

Tyr Cys

nhdn tao
nhén tao

Ala Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

5 10 15

Ser Ile Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
25 30

Val Tyr

nhé&n tao

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp

25 30
Tyr Cys

nhadn tao

nhdn tao

34
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Tyr Tyr Ala Asp
1

Ser Lys Asn Met

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 135
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 135

Trp Gly Gln Gly

1

<210> 136
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 136

Trp Gly Arg Gly

1

<210> 137
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 137

Trp Gly Gln Gly

1

<210> 138
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy
<220>

<223> Trinh tu
<400> 138

43305 132/238

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5 10 15

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

Tyr Cys

nhan tao
nhan tao

Ser Gln Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhd&n tao
nhan tao

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhd&n tao
nhd&n tao

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhan tao

35



Trp Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

139
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
139

Trp Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

140
11
PRT

Trinh ty

Trinh tu
140

Trp Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

141
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
141

Trp Gly Leu Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

142
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
142

Trp Gly Gln Gly

1
<210>
<211>

143
11

43305

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhé&n tao

Thr Met Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhédn tao
nhan tao

Thr Leu Ile Thr Val Ser Ser
5 10

nhan tao
nhan tao

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

nhédn tao
nhan tao

Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
5 10

36
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu
143

Trp Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

144
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
144

Trp Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

145
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
145

Trp Ser Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

146
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
146

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Ala Met His Trp

35

Ala Val Ile Ser

50

nhdn tao

nhan tao

43305

Thr Met Ile Thr Val Ser Ser

5

nhan tao

nhé&n tao

10

Thr Pro Ile Thr Val Ser Ser

5

nhan tao

10

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

5

nhé&n tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly

5

Ser Cys Ala Ala Ser Gly

Val Arg Gln Val Pro Gly

Tyr Asp Gly Asn Asp Lys

55

40

25

10

10

37

Val

Phe

Lys

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly Arg
15
Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

134/238



Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Val Pro Thr Thr

Ser

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

147
114

PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

147

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

148

117
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

148

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Thr Ile Ser Arg

70

Ser Leu Arg Ala

85

Phe Glu Tyr Trp

nhdn tao

nhdn tao

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

43305

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Val Glu Ser Gly Gly

5

Ser Cys Ala Ala Ser

25

Asn Ser Lys Asn Thr
75
Asp Thr Ala Val Tyr
90
Gln Gly Ser Gln Val
110

Gly Vval Val Gln Pro

10

Gly Phe Thr Phe Ser
30

Gly Lys Gly Leu Glu

45
Lys Tyr Tyr Ala Asp
60
Asn Pro Lys Asn Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Arg Gly Thr Leu Val
110

Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

10

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

15

Tyr
80
Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gly Phe Thr Phe Asn Asp Tyr

30

38
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Ala Met

Ser Gly

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

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

His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Ser Gln
100

Val Ser

PRT

Trinh tu

Trinh tu
149

Gln Leu

Arg Leu

His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Ser Ile
100
Val Ser
115
150
120
PRT

Trinh tu

Val Arg Gln

Trp Asn Ser
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Gln Gln Tle

Ser

nhdn tao

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Asn Ser

55

Thr Ile Ser

70

Ser Leu Arg

85

Arg Gln Ile

Ser

nhé&n tao

Val

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ala

Val

40

Gly

Arg

Ala

Leu

43305

Pro

Arg

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ile

Asn

Asp

90
Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90
Tyr

39

Lys

Val

Ala

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Val

Ala

75

Thr

Trp

Gly

Tyxr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Gln

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asn

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Val

Met

Tyr

80
Cys

Gly

Tyr

Val

Met

Tyr

80

Cys

Leu

136/238



<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln Val
1

43305

Trinh ty nhan tao

misc feature
(102) ..(102)
Xaa cé thé la axit amin cé trong
150
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
5 10
Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
His Trp Val Arg Gln Val Pro Gly
35 40
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Arg Ile
55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ser Leu Pro Xaa Ser Arg Ser Arg
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
151
121
PRT

Trinh ty nhdn tao

Trinh tyu nhén tao

misc feature
(100) ..(100)
Xaa cé thé 1la axit amin cbé trong
151
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

Ala Met

20 25
His Trp Val Arg Gln Val Pro Gly
35 40

Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Arg Ile

40

tu nhién bt ky

Leu Val Gln Pro

Phe Thr Phe Asn
30
Lys Gly Leu Glu
45
Val Tyr Ala Asp
60

Ala Lys Asn Ser
75

Thr Ala Val Tyr

Leu Asp Val Trp
110

tu nhién bt ky

Leu Val Gln Pro Gly Arg

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Gly

15

Arg

Tyr

Val

Met

Tyr

80

Cys

Gln

Phe Thr Phe Asn Asp Tyr

30

Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

Val Tyr Ala Asp Ser Met

137/238



50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Met
1

Ser Leu

Gly Met

Ser Ser

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val

Arg Phe

Met Asn

Ala Xaa
100
Thr Leu
115
152
122
PRT

Trinh tu

Trinh tu

152

Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Leu Leu
100
Gly Thr
115
153
124
PRT

Trinh tu

Trinh tu
153
Gln Leu

55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Thr Ser Pro

Val Thr Val

nhén tao

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Asn Ser

55

Thr Ile Ser

70

Ser Leu Arg

85

His Gln Met

Thr Val Thr

nhan tao

Arg

Ala

Leu

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asn

vVal
120

43305

Asp

Glu

Asp

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Asn

Asp

90

Met

Asn

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

His

Ser

Ala
75
Thr

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Glu

60

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Asn

Val

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Met

Ser

Tyr

Tyr
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Asp
110

Leu

Tyr

95
Trp

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Val

Tyr
80
Cys

Gly

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

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

41
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Ser Val

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Lys

Thr Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Val

Ala Val

Ala Asp

50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Val Thr

<210>
<211>

Lys Val
20

Ser Trp

35

Ile Ile

Arg Val

Leu Ser

His Lys
100

Gly Gln

115

154

117

PRT

Trinh tu

Trinh tu
154

Gln Leu

Lys Val
20

Ser Trp

35

Ile Ile

Arg Leu

Leu Ser

Thr Ile
100
Val Ser
115
155
114

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Leu Phe
55
Thr Ile Thr
70
Ser Leu Arg
85
Gly Leu Pro

Gly Thr Met

nhéan tao

nhan tao

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Ile Phe

55

Thr Leu Thr

70

Ser Leu Arg

85

Glu Gly Ala

Ser

Ala

Ala

40

Ser

Ala

Ser

Phe

Val
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

43305

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp

105
Thr

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

10
Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Trp

Val

Glu
10
Gly

Ala

Val

Asp

90
Ile

42

Gly

Gln

His

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Asp

Glu

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Thr

Gly

60

Ser

Ala

Pro

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Phe

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Thr

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ser

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Met
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Thr Thr

Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Tyr Met

Ser Asp

50
Lys Arg
65

Leu Gln

Val Thr

PRT

Trinh tu

Trinh tu
155

Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

156
118
PRT

Trinh tu

Trinh tu
156

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp

35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Ser Gly

nhan tao

nhé&n tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Ile

70

Arg Leu

85
Phe Asp

nhan tao

nhan tao

Val Glu

Ser Cys

Ile Arg

Ala Ser

Thr Ile

70

Ser Leu

85

Pro Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Glu

43305

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly
10
Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90
Arg

43

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asn

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ile

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Gly

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

140/238



Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

100
Thr Val
115
157
122
PRT

Trinh tu

Trinh tu
157
Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Leu Met
100
Gly Thr
115
158
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
158

Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Ser Ser

nhdn tao
Val Glu Ser
Ser Cys Ala
Val Arg Gln
Tyr Asp Gly
55
Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

His Thr Phe

Thr Val Thr

nhé&n tao

Val Glu Ser

5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ser

Val

120

Gly

Ala

Val

40

Asn

43305

105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Val

105

Ser

Gly
Ser
25

Pro

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Gln

Ser

Gly
10
Gly

Gly

Lys

44

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Phe

Lys

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Val

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45
Ala

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Val

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Arg

Tyr

Val

Val
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50
Lys Gly
65

Leu Gln

Val Pro

Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Val

Tyr Val

Gly Ile

50
Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Phe Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Met
1

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

159
126
PRT

Trinh tu

Trinh tu
159

Gln Leu

Lys Leu

20
His Trp
35

Ile Asn

Arg Val

Leu Ser

Asp Gly
100
Met Trp
115
160
117
PRT

Trinh tu

Trinh tu
160
Gln Leu

43305

55 60
Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80

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

85 90 95

Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Ser Gln Val Thr Val
105 110

nhédn tao

nhan tao

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Asn Ser Tyr
25 30
Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
40 45
Pro Ser Asp Gly Ser Ala Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
55 60
Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Thr Ser Ser Val Tyr
70 75 80
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Asn Tyr Tyr Asp Ser Arg Gly Tyr Tyr Tyr Asp Thr
105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Ile Thr Val Ser Ser
120 125

nhé&n tao

nhan tao

vVal Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
5 10 15

45
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Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg Leu
20

His Trp

35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Gly Ala

100

Val Ser

Trinh tu

Trinh tu
161

Gln Met Gln Leu

1

Ser

Asp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

<210>

<211>

<212>

Lys Val

20
Asn Trp
35

Leu His

Arg Val

Leu Ser

Gly Thr
100

Ser Ser

115

162

123

PRT

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Asn Ser
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85

Leu Thr Pro

Ser

nhdn tao

nhan tao

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Ala Asp Ser
55
Thr Met Thr
70
Ser Leu Arg
85

His Trp Leu

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

43305

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Asp
105

Ala

Ser

25

Ser

Lys

Asp

Glu

Ser

105

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90
Val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Trp

46

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Trp

Val

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Thr

Ala

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Lys

Phe

Pro

45
Ala

Val

Gly

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Ala

Tyr

95

Leu

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val
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<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tu

Trinh tu

162

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ser

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Trp

Leu

Met

Leu

50

Arg

Met

Glu

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

Asn
35
Ile

Phe

Asn

Glu

Gln

115

163

118

PRT

Leu

20

Trp

Phe

Thr

Ser

Gln
100
Gly

Trinh tu

Trinh tu

163

Gln Met Gln

1

Ser

Ile

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ile

Arg

50

Asp

Glu

Arg

Val

Thr

Leu

Gly

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Lys

Tyr

nh&n tao

nhé&n tao

vVal

5

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Phe

Thr

nhé&n tao

nhadn tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Asn

85
Gly

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Leu

Leu

Gln

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Ile

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Ile

Arg

Gly

Gly

Ala

Thr

40

Thr

Asp

Glu

Ala

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

43305

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Leu

105
Val

Ala

Ser

25

Pro

Leu

Asp

Glu

Phe

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Ser
Thr
90

Ala

Ser

Glu
10
Gly

Gly
Thr
Lys
Asp

90
Asp

47

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Ser

Val

Asp

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Ile

Ile

Thr

Gly

Lys

60

Asn

Val

Arg

Lys

Thr

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Trp

Gln

Val

Pro

45

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Phe
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

Gly

15

Arg

Trp

Val

Tyr

Cys

95
Asp

Gly

15

Arg

Trp

Asn

Ala

Tyr

95
Gly

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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100
Met Ile Thr Val
115
<210> 164
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 164
Gln Met Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Ala Met His Trp
35
Ala Val Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Ile Gly
100
Met Val Thr Val
115
<210> 165
<211> 114
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 165
Gln Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Ala Met His Trp
35
Ala Val Ile Ser

Ser Ser

nhan tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Val

70

Ser Leu

85

Tyr Lys

Ser Ser

nhé&n tao

nhdn tao

Val Glu

5

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Ser

Ala

Gln

Ser

Arg

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

43305

105

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Phe
105

Gly
Ser
25

Pro

Asn

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90
Asp

Gly
10
Gly

Gly

Lys

48

Val

Phe

Lys

Thr

Ile

Val

Phe

Lys

Tyr

Val

Thr

Gly

Lys

Ala

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

- Ala

Asn

vVal

Gly

Gln

Phe

Leu

45
Ala

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Gly

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Arg

Tyr

Val

Val
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50
Lys Gly
65

Leu Gln

Thr Thr

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Met
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Ser
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ser Thr

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val

43305

55 60
Arg Phe Thr Tle Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Thr Phe Asp Ser Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

166

116

PRT

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu nhén tao
166
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Glu Asp Tyr
20 25 30
His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Tle Ser Trp Asn Ser His Asn Ile Ala Tyr Ala Asp Ser Val
55 } 60
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ser Gly Leu Gly Val His Ala Trp Gly Gln Gly Thr Met Val
100 105 110
Ser Ser
115
167
118
PRT

Trinh ty nhén tao

Trinh ty nhén tao
167
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

49
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Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met

Asp

Thr

115
168
121

PRT

Leu
20

Trp

Lys

j Phe

Asn

Ser
100

Val

Trinh tu

Trinh tu

168

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Val

Met

Glu

50

Ser

Glu

Arg

Gly

<210>

<211>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Thr

115

169
121

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Pro

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

Ser

nhan tao

nhén tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Ile

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Ala

s
(@

2]
D
=

Arg

Ala

His

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ser

Tyr

Ser

120

43305

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Leu

105

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Lys

Asn

Asp

90
Asp

10
Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90
Gly

Leu

Lys

Tyr

Ala

Thr

Leu

Val

Tyr

Gln

Asn

Thr

Tyr

Ser

Ala

Trp

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Ser

110

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Trp

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu

169

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ser

Gln

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Gly His
100
Thr Leu
115
170
127
PRT

Trinh tu

Trinh tu

170

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Pro

Gly

Ser

65
Ala

Leu

Leu

Phe

50

Val

Tyr

Arg Leu
20

Thr Trp

35

Ile Arg

Lys Gly

Leu Gln

nh&n tao

nha&n tao

Val Gln Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Asn Ser

55

Thr Ile Ser

70

Ser Leu Arg

85

Asn Tyr Leu

Val Thr Val

nhé&n tao

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Thr

Val Arg Gln

Ser Lys Ala

55

Arg Phe Thr

70

Met Asn Ser
85

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser

120

Gly

Gly

Ile

40

Tyr

Ile

Leu

43305

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

Ser G

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Asn
10
Gly

Gly

Pro G

Asn

Asp

90

Ser

Asp

Gly

Glu

Arg

Ala
90

51

Leu

Phe

Ala
75
Thr

Tyr

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75
Glu

Val

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Pro

Gly

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Trp

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Ser

Val
95

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Arg

His

Val

Ala

Ile

80
Tyr
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Tyr Cys Ala

Thr Phe Asp
115
<210> 171
<211> 114
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 171
Gln Val Gln
1
Leu

Ser Arg

Ala Met His
35
Ala

Val Ile

50
Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Thr Thr Thr
Ser Ser
<210> 172
<211> 114
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 172
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35
Ala Val Ile

Ser
100
Tyr

Trinh tu

Trinh tu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

43305

Val Ser Tyr Cys Ser Gly Gly Ser Cys Tyr Gln Gly

105

110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

nhdn tao

nhén tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly
55
Thr Ile

70

Ser

Ser Leu

85

Phe Asp

nhan tao

nhé&n tao

Val Glu Ser

5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly

120

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40
Arg

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly
Ser
25

Pro

His

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Arg

Gly

Gly

Lys

52

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75
Thr

Val

Phe

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

125

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Phe

Leu

45
Ala

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro
Lys
30

Glu

Asp

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly
15
Asn

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Asn

Val

Val
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50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Thr Thr Thr Thr

Ser

Ser

<210>

<z1l1>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

173
114
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

173

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

174

114
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

174

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

55

Thr Ile Ser Arg

70

Ser Leu Arg Ala

85

Phe Asp Ser Trp

nhan tao

nhan tao

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Gln

55

Ser Arg

Arg Ala

Ser Trp

43305

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ser

105

Val Glu Ser Gly Gly

5

Ser Cys Ala Ala Ser

60

Asn Ser Lys Asn

75

Asp Thr Ala Val

90

Gln Gly Thr Leu

Gly
10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Thr Leu

Thr Leu

Tyr Tyr

95
Val Thr
110

Pro Gly
15

Arg Asn

30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr
95

Val Thr

110

150/238

Tyr
80
Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

10

15

Gly Phe Thr Phe Pro Ile Tyr

53



Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Thr Thr

Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Thr Thr

Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

175
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
175

Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

176
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Phe Asp Ser

nhan tao

nhan tao

Val Glu Ser
Ser Cys Ala
Val Arg Gln
Tyr Asp Gly

55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg

85
Phe Asp Ser

nhan tao

nhan tao

Ala

40

Ala

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Arg

Ala

Trp

43305

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

54

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

30
Glu

Asp

Thr

Tyr

val
110

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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<400>

176

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Thr

Lys

65

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

177

114
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

177

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ser

<210>

<211>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

178
114

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

nhdn tao

vVal

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Arg

Ala

Trp

43305

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly
105

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly
10
Gly

Asn

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

55

Val

Phe

7 Lys

Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Tyr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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<212>

<213>
<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu
178

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

50

Gln

Thr

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>
<400>

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

179
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
179

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr

nhdn tao

nhéan tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Ile

70

Ser Leu

85
Phe Asp

nhdn tao

nhdn tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Ile

70

Ser Leu

85
Phe Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

43305

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly
10
Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

56

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Leu

30
Glu

Thr

Tyr

vVal

Gly
15
Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly
15
Val

Leu

Tyr
95
Thr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Thr Thr

Ser Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly

180
114
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

180
Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

181

114
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

181
Gln

Arg

His

35

Tle

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

nhén tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Phe Asp Ser

nhan tao

nhan tao

Val Glu Ser

5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly

55
Thr Ile Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Val

40

Asn

Arg

43305

105

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

57

Val

Phe

Lys

Tyr

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gln

Phe

Leu

45
Ala

110

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

154/238



65

Leu Gln Met Asn

Val Pro Thr Thr

100
Ser Ser
<210> 182
<211> 114
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 182

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20
Ala Met His Trp
35

Ala Val Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Val Pro Thr Thr

100
Ser Ser
<210> 183
<211> 114
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 183

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20

43305

70 75 80
Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Ser Gln Val Thr Val
105 110

nhan tao
nhan tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40 45
Tyr Asp Gly Asn Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
55 60
Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80

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

85 90 95

Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
105 110

nhdn tao
nhan tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Leu Tyr
25 30

58

155/238



Ala Met

Ala Val
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Val Pro

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Val Pro

Ser Ser

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

His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

184
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
184
Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr

100

185
114
PRT

Trinh tu

Val Arg
His Asp
Thr Ile
70
Ser Leu

85
Phe Glu

nhdn tao

nhan tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Ile

70

Ser Leu

85
Phe Glu

nhén tao

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Trp

43305

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

59

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Leu

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Phe

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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<223>

<400>

Trinh tu
185

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

vVal

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>
<400>

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr

100

186
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
186

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Val

Ser

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Pro

Ser

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

nhan tao
Val Glu
5

Ser Cys
Val Arg
Tyr Asp
Thr Ile

70

Ser Leu

85
Phe Glu

nhan tao

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr Ile

70

Ser Leu

85
Phe Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Trp

43305

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

60

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

-
/

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Leu

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Leu

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

187
114

PRT

Trinh tu

Trinh tu

187

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Val

Ser

Leu

Met

vVal

50

Gly

Gln

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

188
114
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

188

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

Leu

Met

Val

Arg

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

nhan tao

nhén tao

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

nhé&n tao

nhdn tao

Val Glu Ser

5

Ser

Val Arg

Tyr

Thr

Cys

Asp

Ile

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

43305

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

61

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60
Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Met

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Trp

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr
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43305

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

vVal Pro Thr Thr Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

100 105 110
Ser Ser
<210> 189
<211> 114
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu nhan tao

<400> 189

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

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 - - 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Thr Thr Thr Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

100 105 110
Ser Ser
<210> 190
<211> 114
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty nhan tao

<400> 190

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

62
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Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Val

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Val Pro

Ser Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr
100

191
114
PRT

Trinh tu

Trinh tu
191

Gln Leu

Arg Leu

20
His Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Thr Thr

100

192
114
PRT

Trinh tu

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85

Phe Asp Tyr

nhan tao

nhédn tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln
Tyr Asp Gly
55
Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Phe Glu Tyr

nhan tao

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

43305

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

63

Lys

Tyr

Ser

75
Thr

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

30
Glu

Thr

Tyr

Ile
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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<220>

<223>

<400>

Trinh tu

192

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Val

Ser

Leu

Met

Val

50
Gly

Gln

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Tle

Arg

Met

Thr

193
114
PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Trinh tu

Trinh tu

193

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

vVal

Leu

Met

Val

50

Gly

Glu

Pro

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

nhdn tao

Val

[
9

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser
85
Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Tle

70

Leu

Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

nhan tao

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85
Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

43305

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Gln

64

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Val
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Thr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ccaggat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
caccagg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Pro
1

Pro Glu

Lys Asp

Val Asp
50

Asp Gly

65

Tyr Asn

Asp Trp

Leu Pro

194
23
ADN

Trinh ty nhan tao

Trinh tu nhé&n tao
194

ggt tcttagactc ccc
195

20

ADN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tuw nhé&n tao
195

gtt tggaactggc
196

232

PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhan tao
196

Lys Ser Cys Asp Lys

Leu Leu Gly Gly Pro
20

Thr Leu Met Ile Ser

35

Val Ser His Glu Asp

55
Val Glu Val His Asn
70
Ser Thr Tyr Arg Val
85

Leu Asn Gly Lys Glu
100

Ala Pro Ile Glu Lys

Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

Val

Thr

43305

His

Val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

105
Ile

Thr

10

Phe

Pro

Val

Thr

Val

90

Cys

Ser

65

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Pro

Phe

Val

Phe

60

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110
Gly

Pro

15

Lys

Val

Tyr

Glu

His
95

Lys

Gln

Ala

Pro

Val

Val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

23

20
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Arg
Lys
145

Asp

Lys

Ser

Ser

225

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

115
Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

180
Leu Thr
195

Ser Val

Ser Leu

197
233
PRT

Trinh tu

Trinh tu

197

Glu Pro Arg Gly

Ile

Val

Val

65

Asp

Gln

Asp

Val

Pro

Lys

Val

50

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg
130

Asn Leu
20

Asp Val

35

Asp Val

Asn Val

Asn Ser

Trp Met

100
Pro Ala
115

Ala Pro

Val Tyr Thr
135
Ser Leu Thr
150
Glu Trp Glu
165

Pro Val Leu

Val Asp Lys

Met His Glu

215

Ser Pro Gly

230

nhdn tao

nhdn tao

Pro Thr Ile

Leu Gly Gly

Leu Met Ile

Ser Glu Asp

55

Glu Val His

70

Thr Leu Arg

85

Ser Gly Lys

Pro Ile Glu

Gln Val Tyr
135

120

Leu

Cys

Ser

Lys

Pro

Ser

40

Asp

Thr

Glu

Arg
120
Val

43305

Pro

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Pro

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

105

Thr

Leu

Pro

Val

Gly

170

Asp

His

Cys

10

Val

Ser

Asp

Gln

Ser

90

Lys

Ile

Pro

66

Ser

Lys

155

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

75

Ala

Cys

Ser

Pro

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

His

220

Pro

Ile

Ile

Gln

60

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

140

125
Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Cys

Phe

Val

45

Ile

Thr

Pro

Val

Pro

125
Glu

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Lys

Pro

30

Thr

Ser

His

Ile

Asn

110

Lys

Glu

Met

Pro

Asn

175

Leu

Val

Gln

Cys

15

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

95

Asn

Gly

Glu

Thr

Ser

160
Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Phe

Glu

80

His

Lys

Ser

Met

163/238



Thr Lys Lys Gln

145

Glu Asp Ile Tyr

Tyr Lys Asn Thr

180

Tyr Ser Lys Leu
195

Tyr Ser Cys Ser

210

Lys Ser Phe Ser

225

<210> 198

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 198

Arg Asp Ile Ser

1

<210> 199

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 199

Gln Ser Leu Val

1

<210> 200

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 200

Gln Ala Ile Ser

1

<210> 201

43305

Val Thr Leu Thr Cys Met

150

Val Glu Trp Thr Asn Asn

165 170

Glu Pro Val Leu Asp Ser

185
Asn

Arg Val Glu Lys

200

Lys

Val Val His Glu Gly Leu

215

Arg Thr Pro Gly Lys

230

nhdn tao

nhan tao

Arg Trp
5

nhan tao

His

nhé&n tao

nhd&n tao

Asn Trp

67

Val

155

Gly

Asp

Trp

His

Thr

Lys

Cly

Val

Asn

220

Asp

Thr

Ser

Glu

205

His

Phe

Glu

Tyr

190

Arg

His

Met

Leu

175

Phe

Asn

Thr

Pro

160

Asn

Met

Ser

Thr
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

6
PRT

Trinh tu

Trinh tu

201

Ala Leu Ser Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

202
8
PRT

Trinh tu

Trinh tu

202

Thr Ser Asn Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

203
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu

203

Ser Ser Asn Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

204
6
PRT

Trinh tu

Trinh tu
204

Gln Gly Ile Val

1

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

205
12
PRT

Trinh tu

43305

nhé&n tao
nhé&n tao

Gln Tyr

nhé&n tao
nhan tao

Gly Thr Asn Ala
5

nhan tao
nhan tac

Gly Ala Gly Tyr Asp
5

nhan tao
nhé&n tao

Ser Trp
5

nhédn tao

68
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<223> Trinh tu
<400> 205

Gln Ser Leu Leu

1

<210> 206
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu
<400> 206

Gln Gly TIle Ser
1

<210> 207
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 207

Thr Phe Asn Ile

1

<210> 208
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 208

Gln Ser Leu Leu

1

<210> 209
<211> ©
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 209

Ser Leu Arg Thr
1

nhdn tao

Asp Ser Glu Asp Gly Asn Thr Tyr

5

nh&n tao

nhé&n tao

nhdn tao

Gly Thr Thr Thr
5

nhdn tao

nhé&n tao

Asp Ser Asp Asp Gly Lys Thr Tyr

5

nhdn tao

nhé&n tao

Tyr Tyr

43305

10

10

69
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

210
6
PRT

Trinh tu

Trinh tu
210

Asn Leu Arg Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

211
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
211

Ser Ser Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

O N
[
N

PRT

Trinh tu

Trinh tu
212

Arg Ser Asn Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

213
12
PRT

Trinh tu

Trinh tu
213

Gln Ser Leu Leu

1

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

214
8
PRT

Trinh tu

43305

nhan tao

nhé&n tao

nhdn tao

Gly Gly Tyr Asn Tyr
5

nhdn tao

nhén tao.

Gly Ala Gly His Asp
5

nhén tao

nhan tao

Asp Ser His Asp Gly Asn Thr Tyr

5

nhan tao
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<220>
<223> Trinh tu
<400> 214

Ser Ser Asn Ile

1

<210> 215
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 215

Gln Ser Leu Phe

1

<210> 216
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 216

Gln Ser Leu Leu

1

<210> . 217
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 217

Gln Ser Leu Leu

1

<210> 218
<211> ©
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 218

Ala Leu Ser Lys

nhé&n tao

Gly Ile Asn Thr
5

nhdn tao

nhéan tao

Asp Ser Asp Asp Gly Asn Thr Tyr

5

nh&n tao

nhan tao

Tyr Ile Asp Gly Glu Thr Tyr

5

nhan tao

nhan tao

His Ser Asn Gly Asn Asn Tyr

5

nhé&n tao

nhan . tao

Glu Tyr

43305

10

10

10

71
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1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

219
6
PRT

Trinh tu

Trinh tu

219

Gln Ser Val Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

220
12
PRT

Trinh tu

Trinh tu
220

Gln Ser Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

221
12
PRT
Trinh tu

Trinh tu

221

Gln Ser Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

222

4
L

PRT

Trinh tu

Trinh tu
222

Gln Ser Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>

223
3
PRT

43305

nhan tao
nhdn tao

Asp Ser Asp Asp Gly Asn Thr Tyr
5 10

nhan tao

Asp Arg Asp Gly Gly His Thr Tyr
5 10

nhdn tao
nhdn tao

Asp Arg Gly Gly Gly His Thr Tyr
5 10

72
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<213>
<220>
<223>
<400>

43305

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhan tao

223

Gly Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT

Trinh ty nhén tao

Trinh ty nhé&n tao

224

Lys Ile Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

225
3
PRT

Trinh tu nhén tao

Trinh tyu nhén tao

225

Ala Thr Ser

1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

226
3
PRT

Trinh ty nhén tac

Trinh ty nhé&n tao

226

Lys Asp Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

227
3
PRT

Trinh ty nhén tao

Trinh ty nhén tao

227

73
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43305

Tyr Asp Asp

1

<210> 228
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty nhén tao
<400> 228

Gly Asn Ser

1

<210> 229
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao
<220>

<223> Trinh tyu nhdn tao
<400> 229

Arg Ala Ser

1

<210> 230
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>

<223> Trinh ty nhén tao
<400> 230

Thr Leu Ser

1

<210> 231
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Trinh ty nhan tao
<400> 231

Ala Ala Ser

1
<210> 232
<211> 3

74
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

43305

PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhan tao

232

Asn Tyr Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

233
3
PRT

Trinh ty nhén tao

Trinh tu nhdn tao

233

Gly Lys Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

234
3
PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh tyu nhan tao

234

Gln Asp Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

235
3
PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhan tao

235

Asp Val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

236
3
PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhé&n tao
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<400> 236
Gly Asn Asn

1

<210> 237
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu nhan tao
<400> 237

Arg Asp Asp

1

<210> 238
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tuy nhén tao
<400> 238

Glu Val Ser

1

<210> 239
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tyu nhan tao
<400> 239

Leu Gly Ser

1

<210> 240
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu nhén tao
<400> 240

Lys Asp Ser

1

<210> 241
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

3
PRT

Trinh tu

Trinh tu
241

Asp Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

242
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
242

Gln Gln Gly Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

243
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
243

Met Gln Ser Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

244
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu

244

Gln Gln Thr Asp

1

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

245
12
PRT

Trinh tu

43305

nhén tao

nhé&n tao

nhan tao
nhé&n tao

Ser Phe Pro Tyr Thr
5

nhdn tao

Gln Phe Pro Tyr Thr
5

nhd&n tao
nhdn tao

Ser Phe Pro Leu Thr
5

nhdn tao
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<223> Trinh tu
<400> 245
Gln Ser Ile Thr

1

<210> 246
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 246

Ala Ala Trp Asp

1

<210> 247
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 247

Gln Ser Tyr Asp

1

<210> 248
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 248

Gln Gln Ala Asp

1

<210> 249
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 249

Leu Gln Arg Met
1

43305

nhan tao

Asp Lys Ser Gly Thr Asp Val Tle

5

nhdn tao

nhan tao

Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val

5

nhan tao

nhé&n tao

Ser Ser Leu Ser Gly Tyr Val

5

nhan tao

nhé&n tao

Ser Phe Pro Leu Thr
5

nh&n tao

Gly Phe Pro Tyr Thr
5

10

10

10
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

250
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
250

Gln Gln Ser Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

251
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
251

Ala Ala Trp Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

252
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
252

Met Gln Arg Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

253
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu

253

Asn Ser Arg Asp

1

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

254
11
PRT

Trinh tu

43305

nhan tao

nhan tao

Thr Ser Pro Arg Thr
5

nhdn tao

nhan tao

Asp Ser Leu Asn Ala Trp Leu

5 10

nhan tao

nhén tao

Glu Phe Pro Phe Thr
5

nhdn tao

Ser Ser Gly Lys Ser Leu

5 10

nhdn tao
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<220>
<223> Trinh tu
<400> 254

Met Thr Trp Asp

1

<210> 255
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 255

Ser Ser Phe Thr

1

<210> 256
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 256

Gln Ser Tyr Asp

1

<210> 257
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 257

Met Gln Arg Ile

1

<210> 258
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 258

Ala Ser Trp Asp

43305

nhan tao

Val Asp Thr Thr Ser Met Ile
5 10

nhén tao
nh&n tao

Ser Ser Ser Thr Val Val
5 10

nhédn tao
nhan tao

Ser Ser Leu Ser Ala Trp Gly
5 10

nhan tao
nhédn tao

Asp Phe Pro Tyr Thr
5

nhdn tao

Asp Thr Leu Asn Gly Trp Val
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1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

259
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu
259

Ser Ser Phe Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

260
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu

260

Met Gln Gly Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

261
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu

261

Met Gln Gly Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

262
11
PRT

Trinh tu

Trinh tu
262

Gln Ser Val Asp

1

<210>
<211>
<212>

263
9
PRT

43305

nhan tao

Arg Asn Ser Asn Tyr Val
5 10

nhan tao
nhan tao

His Leu Pro Leu Thr
5

nhdn tao
nhé&n tao

Gln Ile Pro Ser Thr
5

nhé&n tao

nhan tao

Ser Ser Asp Thr Ser Val Val

5 10
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<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh tu

Trinh tu

263

Gln Gln Tyr Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh tu

Trinh tu
264

Met Gln Arg Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

265
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
265

Met Gln Arg Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

266
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
266

Met Gln Arg Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

267
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
267

43305

nhan tao
nhé&n tao

Asn Trp Pro Leu Thr
5

nhé&n tao

Glu Phe Pro Tyr Thr
5

nhé&n tao
nhan tao

Glu Phe Pro Tyr Thr
5.

nhé&n tao
nhdn tao

Glu Phe Pro Phe Thr
5

nhé&n tao
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Met Gln Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

268
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
268

Met Gln Arg Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

269
9
PRT

Trinh tu

Trinh tu
269

Met Gln Arg Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

270
26
PRT

Trinh tu

Trinh tu
270

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
271
26
PRT
Trinh tu
Trinh tu
271

Asp Ile Val Met

1

43305

Asp Phe Pro Phe Thr
5

nhé&n tao

Glu Phe Pro Leu Thr

5

nhd&n tao

nhéan tao

His Phe Pro Leu Thr

5

nhé&n tao

nhan tao

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

5

Ile Thr Cys Arg Ala Ser

25

nhé&n tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly

5

10

10
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Gln Pro Ala Ser

20
<210> 272
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 272

Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr

20
<210> 273
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 273

Ser Tyr Glu Leu
1

Thr Ala Arg Ile

20
<210> 274
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 274

1n Leu Val Leu
1
Arg Val Thr Ile

20
<210> 275
<211> 25
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

43305

Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Leu Gly
5 10 15
Ile Thr Cys Arg Ala Ser

25

nhdn tao

nhan tao

Thr Gln Ser Pro Ser Val Ser Met Ser Pro Gly Gln
5 10 15

Thr Cys Ser Gly Asp
25

nhadn tao

nhé&n tao

Thr Gln Pro Ser Ser Met Ser Glu Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Ser Cys Ser Gly Gly
25

nhan tao
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<223> Trinh tu

<400> 275
Gln Phe Val Leu
1

Arg Val Ile Ile

20
<210> 276
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 276

Asp Ile Val Met

1

Glu Ala Ala Ser
20

<210> 277

<211> 26

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 277

Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr

20
<210> 278
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 278

Gln Phe Val Leu

1

Asn Ile Val Ile
20

<210> 279

43305

182/238

nhan tao

Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Thr Gly Ser

25

nhén tao
nhdn tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ser Ser

25

nhan tao
nhé&n tao

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
5 10 15
Thr Thr Cys Arg Ala Ser

25

nhdn tao

QFVLTQSPSA SGTPGONIVI SCSAS

Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Ser Ala Ser

25
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<211> 25

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 279

Ser Tyr Glu Leu
1

Thr Val Arg Ile

20
<210> 280
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 280

Ser Tyr Glu Leu
1

Thr Ala Asn Ile

20
<210> 281
<211> 25
'<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 281

Gln Ser Ala Leu
1

Ser Ile Thr Ile

20
<210> 282,
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 282

43305

183/238

nhan tao
nhadn tao

Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln
5 10 15
Thr Cys Gln Gly Asp

25

nhadn tao
nhdn tao

Thr Gln Ala Pro Ser Leu Ser Val Ser Pro Gly Gln
5 10 15
Ile Cys Ser Gly Asp

25

nhd&n tao

Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Thr Gly Thr

25

86



Gln Phe Val Leu
1

Arg Val Thr Ile

20
<210> 283
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 283

Asp Ile Val Met
1

Glu Pro Ala Ser

20
<210> 284
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 284

Asn Phe Met Leu
1

Arg Val Thr Ile

20
<210> 285
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 285

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser
20

<210> 286

<211> 25

43305

184/238

Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Thr Gly Ser

25

nhé&n tao
nhan tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ser Ser

25

nhé&n tao
nhan tao

Thr Gln Pro Pro Ser Thr Ser Gly Thr Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Ser Gly Arg

25

nhan tao
nhédn tao

Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ser Ser

25
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<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 286

Gln Ser Ala Leu
1

Ser Val Thr Ile

20
<210> 287
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 287

Asp Ile Val Met
1

Gln Pro Ala Ser

20
<210> 288
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 288

Ser Tyr Glu Leu
1

Thr Ala Arg Ile

20
<210> 289
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 289

Asp Ile Gln Met

43305

185/238

nhan tao
nhan tao

Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Ser Pro Gly Gln
5 10 15
Ser Cys Thr Gly Thr

25

nhan tao
nhén tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly

5 10 15

Ile Ser Cys Lys Ser Ser
25

nhé&n tao
nhdn tao

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

5 10 15

Thr Cys Ser Gly Asp
25

nhd&n tao
nhdn tao

Thr Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Leu Ser Pro Gly
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1

Glu Arg Ala Thr

20
<210> 290
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 290

Asp Ile Val Met
1

Glu Pro Ala Ser

20
<210> 291
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 291

Asp Ile Val Met
1

Glu Ala Ala Ser

20
<210> 292
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 292

Asp Ile Val Met
1

Glu Pro Ala Ser

20
<210> 293
<211> 26
<212> PRT

43305

5 10 15
Leu Ser Cys Arg Ala Ser
25

nh&n tao

nha&n tao

Thr Gln Thr Pro His Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

nhé&n tao

nhédn tao

Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

nhan tao

nhé&n tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Pro Pro Val Thr Pro Gly
5 , 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25
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<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh tu

Trinh tu
293

Asp Ile Val Met

1

Glu Ala Ala Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
294
26
PRT
Trinh tu
Trinh tu
294

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
295
17
PRT
Trinh tu
Trinh tu
295

Leu Ala Trp Tyr

1

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

296
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
296

Leu Asn Trp Phe

1

43305 187/238

nhan tao

nhdn tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Met Pro Gly
5 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

nhdn tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ser Ser

25

nha&n tao
nhan tao

Gln Gln Lys Pro Gly Glu Ala Pro Lys Leu Leu Ile
5 10 15

nhé&n tao
nhan tao

His Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile
5 10 15

90



His

<210> 297
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 297

Leu Thr Trp Tyr

1

Tyr

<210> 298
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 298

Ala Ser Trp Tyr

1

Tyr

<210> 299
<211> 17
©<212>- PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 299

Val Asn Trp Tyr

1

Tyr

<210> 300
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 300

Val His Trp Tyr

43305

nhén tao
nh&n tao

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
5 10 15

nhédn tao
nhédn tao

Gln Leu Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Met
5 10 15

nhan tao
nhédn tao

Gln Gln Pro Pro Gly Lys Ala Pro Thr Leu Leu Ile
5 10 15

nhédn tao

Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Val Leu Ile
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1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

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

1

Tyxr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

301
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

301

302
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
302

Leu Asp Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

303
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

303

Leu Ala Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

304
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
304

nhéan tao

nhé&n tao

5

nhé&n tao

nhé&n tao

Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile

5

nhé&n tao

nhdn tao

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

5

nhan tao

nhdn tao

43305

10

10

10

10
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43305 190/238

val Asn Trp Tyr Gln Arg Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

305
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

305

Ala Ser Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

306
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

306

Val Ser Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

307
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

307

Val Ser Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

308
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu

5 10 15

nhén tao

nhé&n tao

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Ile Leu Val Ile
5 10 15

nhdn tao

nhén tao

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Leu Leu Val Ile
5 10 15

nhé&n tao

nhan tao

Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Met Ile
5 10 15

nhé&n tao

nhédn tao
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<400>

308

Val His Trp Cys

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

309
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
309

Val Thr Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

310
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
310

Leu Phe Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

311
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
311

Ser Tyr Trp Tyr

1

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

312
17
PRT

Trinh tu

43305 191/238

Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile
5 10 15

nhé&n tao
nhdn tao

Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Val Leu Met
5 10 15

nhdn tao
nhdn tao

Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile
5 10 15

nhan tao
nhé&n tao

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Met
5 10 15

nhan tao
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<223>
<400>

Trinh tu
312

Val Ala Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

313
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
313

Val Asp Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

314
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
314

Leu Asp Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

315
17
PRT

Trinh tu

Trinh tu
315

Leu Asp Trp Tyr

1

Tyr
<210>
<211>
<212>

<213>

316
36
PRT

Trinh tu
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nhan tao

Gln His Ile Arg Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
5 10 15

nhédn tao
nhdn tao

Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile
5 10 15

nhan tao
nhédn tao

Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile
5 10 15

nhdn tao
nhédn tao

Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile
5 10 15

nhédn tao
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 316

Ser Leu Arg Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Thr Tyr Phe Cys

35
<210> 317
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 317

Asn Arg Val Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 318
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 318

Ser Leu Gln Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Thr Tyr Tyr Cys

35
<210> 319
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao

Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
25 30

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly

5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhd&n tao

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val Ala
25 30

nhéan tao

96
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 319

Glu Arg Pro Ser

1

Thr Thr Val Thr
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 320
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 320

Arg Leu Thr Ser

1

Thr Ser Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 321
<211> 36

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 321

Asp Arg Pro Ser

1

Thr Ser Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 322
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nh&n tao

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Ala Glu Asp Gly Ala
25 30

nhan tao
nhan tao

Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly

5 10 15

Leu Ala Ile Ser Arg Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala
25 30

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Ala Ser Lys Ser Ala

5 10 15

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala
25 30

nhé&n tao

97
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 322

Asp Leu Glu Thr

1

Thr Asp Phe Thr
20

Thr Tyr Tyr Cys

35
<210> 323
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 323

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 324

.<211> 36

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 324

Thr Leu Gln Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Thr Tyr Phe Cys

35
<210> 325
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhé&n tao

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val Ala
25 30

nhan tao
nh&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly
25 30

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
25 30

nh&n tao

98
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 325

Gln Arg Pro Ser

1

Thr Ser Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 326
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 326

Tyr Arg Ala Ser

1

Thr Glu Phe Asn
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 327
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 327

Asn Arg Pro Ser

1

Asn Thr Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 328
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly

5 10 15

Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala
25 30

nhé&n tao

nhé&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhdn tao
Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly
5 10 15

Leu Thr Ile Thr Ala Ala Gln Ala Glu Asp Glu Ala
25 30

nhdn tao

99
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 328

Arg Arg Pro Ser

1

Asn Thr Ala Thr
20

Thr Tyr Tyr Cys

35
<210> 329
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 329

Lys Arg Pro Ser

1

Asn Thr Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 330
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 330

Asn Arg Pro Ser

1

Thr Ser Ala Ser
20

Glu Tyr Tyr Cys

35
<210> 331
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhé&n tao

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Thr Arg Asp Glu Ser
25 30

nhdn tao

Gly Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala
25 30

nhén tao

nhdn tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly
5 10 15

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala
25 30

nhé&n tao

100
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 331

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 332
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 332

Gln Arg Pro Ser

1

Ile Ser Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 333
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 333

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

© 35
<210> 334
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

nhé&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

nhan tao

nh&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly

5

Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala

nhédn tao

nhdn tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

nhdn tao

43305

25

25

25

10

10

10

101

30

30

30

15

15

15
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 334

Lys Arg Pro Ser

1

Asn Thr Ala Ser
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 335
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 335

Ser Arg Phe Ser

1

Thr Asp Phe Thr

20

Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 336

<211> 36

<212> PRT

<213> Trinh ty

<220>

<223> Trinh tu

<400> 336

Tyr Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr

20
Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 337
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly

5 10

Leu Thr Val Ser Gly Leu Gln Pro Glu Asp Glu Ala

25

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Aép Val Gly

25

nhan tao

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

25

nhadn tao

102

30

30

30

15

15

15
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 337

Glu Arg Pro Ser

1

Thr Thr Val Thr
20

Asp Tyr Tyr Cys

35
<210> 338
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 338

Asn Arg Ala Ser

1

Thr Glu Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 339
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tuy

<400> 339

His Arg Ala Ser

1

Thr Glu Phe Asn
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 340
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhdn tao

Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Ala Glu Asp Glu Ala
25 30

nhdn tao
nhan tao

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
25 30

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 ' 15

Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhan tao

103
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<220>
<223> Trinh tu
<400> 340

Tyr Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 341
<211> 36
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 341

His Arg Ala Leu

1
Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys
35

<210> 342

<211> 36

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 342

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 343
<211> 36
<212> PRT
<213> Trinh tu

43305

201/238

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

25 30

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ser Gly
25 30

nhén tao

nhédn tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ser Gly

25 30

nh&n tao

104



<220>

<223> Trinh tu

<400> 343

His Arg Ala Leu

1

Thr Asp Phe Thr
20

Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 344
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 344

His Arg Ala Ser

1

Thr Glu Phe Asn
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 345
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 345

His Arg Ala Leu

1

Thr Asp Phe Thr
20

Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 346
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhdn tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Asp Asp Val Gly

25

nhén tao

nhan tao

Gly Val Pro Gly Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5

Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

25

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5

Leu Lys Ile Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly

25

nh&n tao

10

10

10

105

30

30

30

15

15

15
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 346

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 347
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 347

His Arg Ala Leu

1

Thr Asp Phe Thr
20

Leu Tyr Tyr Cys

35
<210> 348
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 348

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 349
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305 203/238

nhdn tao
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Glu Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhé&n tao

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Asp Asn Val Gly
25 30

nhé&n tao

nhan tao

Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ser Gly
25 30

nhédn tao

106



<220>

<223> Trinh tu

<400> 349

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 350
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 350

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 351
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 351

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 352
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhan tao
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhan tao

nhé&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhé&n tao

nhan tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Asp Asp Val Gly
25 30

nhén tao

107
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 352

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 353
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 353

Tyr Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Ile Tyr Tyr Cys

35
<210> 354
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 354

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 355
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu

43305

nhédn tao

Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Glu Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhdn tao

nhé&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhé&n tao

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

5 10 15

Leu Lys Ile Thr Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhé&n tao

108
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<220>

223> Trinh tu

<400> 355

His Arg Ala Ser

1

Thr Asp Phe Thr
20

Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 356
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy
<220>
<223> Trinh tu
<400> 356
Phe Gly Gln Gly

1

<210> 357
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 357

Phe Gly Gly Gly

1

<210> 358
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 358

Phe Gly Gly Gly

1

<210> 359
<211> 10
<212> PRT

43305 206/238

nhdn tao
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Arg Gly Ser His
5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
25 30

nhé&n tao
nhén tao

Thr Lys Val Asp Ile Lys
5 10

nhadn tao
nha&n tao

Thr Lys Val Asp Ile Lys
5 10

nhan tao
nhédn tao

Thr Lys Leu Thr Val Leu
5 10

109



<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh tu

Trinh tu
359

Phe Gly Thr Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

360
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu
360

Phe Gly Gly Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

361
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu

361

Phe Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

362
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu
362

Val Arg Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

363

10

PRT
Trinh tu

Trinh tu

43305

nhé&n tao
nhédn tao

Thr Lys Val Thr Val Leu
5 10

nhd&n tao
nhan tao

Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

nhé&n tao
nhan tao

Thr Lys Leu Asp Ile Lys
5 ' 10

nhé&n tao

Asp Gln Ala Asp Arg Pro
5 10

nhan tao

nhdn tao

110
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<400>

363

Phe Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

364
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu

364

Phe Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

365
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu

365

Phe Gly Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

366
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu

366

Phe Gly Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

367
10
PRT

Trinh tu

Trinh tu

367

Phe Gly Pro Gly

1

43305

Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

nhan tao

Thr Arg Leu Glu Ile Lys
5 10

nhdn tao
nhdn tao

Thr Lys Val Asp Ile Lys
5 10

nhdn tao
nhdn tao

Thr Lys Leu Glu Ile Lys
5 10

nhan tao
nhan tao

Thr Lys Leu Glu Ile Lys
5 10

111
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Gly
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Gln Pro

Asn Trp

Lys Ile
50

Gly Ala

65

Asp Val

368
107
PRT

Trinh tu

Trinh tu
368
Gln Met

Val Thr

20
Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

369

106

PRT

Trinh tu

Trinh tu
369
Val Met

Ala Ser

20
Phe His
35

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val

nhén tao

nhan tao

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Ser Leu Arg

55

Thr Asp Phe

70

Thr Tyr Phe

85
Gly Thr Lys

nhan tao

nhén tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Gln Arg Pro

Arg Val Ser

55

Asp Phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Met

43305

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp
105

Leu

Ser

25

Gln

Val

Lys

Gln

Ser

10

Ser

Glu

Val

Thr

Gln

90
Ile

Ser

10

Ser

Pro

Pro

Ile

Ser

112

Val

Arg

Ala

Ser

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Gln

Pro

Asp

Ser

75
Thr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Lys

Pro

Ser

Arg

Arg

60

Arg

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Leu

Leu

45

Phe

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Thr

Val

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Leu

15

His

Ile

Gly

Ala

Tyr

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Leu

His

Ser

Glu

80

Thr

209/238



Phe Gly Gln Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

370
107
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

370

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Thr

Ala

50

Gly

Asp

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>
<400>

Val

Trp

35

Thr

Ser

Val

Gly

371

109
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Gly
100

Trinh tu

Trinh tu

371

Ser Tyr Glu

1

Thr Ala Arg

Ser Trp Tyr

35

Lys Asp Thr

50

Leu

Ile

20

Gln

Glu

85

43305

90

Thr Lys Val Asp Ile Lys

nhé&n tao

nhan

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85
Gly

Leu

Arg

tao

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Gly

Gly

40
Gly

105

Ser

Ala

25
Gly

Leu

Gln

Asp
105

Ser
Asp
25

Gln

Ile

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Ile

Val
10
Ala

Ala

Pro

113

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Leu

Pro

Asp

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Met

Ser

Val

Arg
60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Lys

Val

45
Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Pro

Gln

30

Val

Ser

95

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly
15
Tyr

Met

Gly

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gln

Ala

Tyr

Ser

210/238



Ser Ser Gly Thr

65

Asp Gly Ala Asp

Asp Val Ile Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100
372
110
PRT

Trinh tu

Trinh tu
372

Gln Leu Val Leu

1

Arg

Ala

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Thr Ile

20
Asn Trp
35

Tyr Asp

Lys Ser

Asp Glu

Trp Val
100

373

111

PRT

Trinh tu

Trinh tu
373

Gln Phe Val Leu

1

Arg Val Ile Ile

20

Tyr Asp Val His

Thr Val Thr Leu

70

Tyr Tyr Cys Gln

85

Gly Gly Gly Thr

nhan tao

nhén tao

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Ala

85
Phe

nhdn tao

nhan tao

Gln

Cys

Gln

Arg

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Gly

Ser

Gly

Pro

40

Thr

Ala

Tyxr

Gly

Thr Gln Pro Pro

5

Ser Cys Thr Gly

Trp Tyr Gln Gln

43305

Thr

Ser

Lys
105

Ser

Gly

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ser

Ser
25

Leu

Ile Ser Gly Val Gln Ala Glu

75 80
Ile Thr Asp Lys Ser Gly Thr
90 95

Leu Thr Val Leu

Met Ser Glu Ala Pro Gly Gln
10 15
Thr Ser Asn Ile Gly Thr Asn
30
Gly Lys Ala Pro Thr Leu Leu
45
Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser
60
Leu Ala Ile Ser Arg Leu Gln
75 80
Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu
90 95
Lys Leu Thr Val Leu
110

Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

10 15

Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly
30

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Val

114
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Leu Ile
50

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

35
Tyr Gly

Ser Lys

Glu Asp

Gly Tyr
100

374

107

PRT

Trinh tu

Trinh tu
374
Gln Met

Val Thr
20
Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Val Ala

Gly Gly
100

375

113

PRT

Trinh tu

Trinh tu
375
Val Met

43305 212/238

40 45
Asn Ser Asp Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
55 60
Ser Ala Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
70 75 80

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

105 110

nhan tao
nh&n tao
Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Val Ser Trp
25 30
Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Arg Leu Leu Ile
40 45
Asp Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
55 60
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
70 75 80
Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asp Ser Phe Pro Leu
85 90 95
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

nhan tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15

115



Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Met

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala

50
Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

Ala Ser
20

Gly Asn

35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Gly Phe
100

376
107
PRT

Trinh tu

Trinh tu
376
Gln Met

Val Thr

20
Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

377

110

PRT

Trinh tu

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

70

Ala Ala Glu

85

Pro Tyr Thr

nhan tao

nhé&n tao

Thr Gln Ser

Thr Thr Cys

Gln Gln Lys

Thr Leu Gln

55

Thr Asp Phe

70

Thr Tyr Phe

85
Gly Thr Lys

nhan tao

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

43305

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp
105

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90
Ile

116

Gln

Leu

His

Thr

75

Leu

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ser

()
)_J
<

Ser
60

Ser

Tyr

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Asp

Gly

Gly

Leu

Leu

95
Asp

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80
Arg

213/238



<220>
<223>
<400>
Gln Phe
1

Asn Ile
Thr Val

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Ser Glu

Asn Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Asp Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

Arg Val

Lys

Trinh tu
377
Val Leu

Val Ile

20
Asn Trp
35

Asn Tyr

Lys Ser

Asp Glu

Trp Leu
100

378

113

PRT

Trinh tu

Trinh tu
378

Val Met

Ala Ser
20

Gly Lys

35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

nhan tao

Thr Gln Ser

Ser Cys Ser

Tyr Gln Arg

Asp Gln Arg

55

Gly Thr Ser

Ala Asp Tyr

85
Phe Gly Gly

nha&n tao

nhédn tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

Pro

Ala

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

val

Gly
105

Ala
10
Thr

Gly

Ala
90
Lys

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

117

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Leu

Gln

Leu

Tyr

Thr

75

Ile

Gly

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Glu

Tyr

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Asn

Cys

Leu

110

Gly

15

Thr

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95

Asp

Gln

Thr

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Arg

80

Gln

Ile

214/238



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Tyr
1

Thr Val

Ser Trp

Gly Lys
50

Ser Ser

65

Asp Glu

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Tyr
1

Thr Ala

Ser Trp

Gln Asp
50
Asn Ser

65

379
108
PRT
Trinh tu

Trinh tu
379
Glu Leu

Arg Ile

20
Tyr Gln
35

Asn Asn

Gly Asn

Ala Asp

Phe Gly
100

380

108

PRT

Trinh tu

Trinh tu
380
Glu Leu

Asn Ile
20

Tyr Gln

35

Thr Arg

Gly Asn

nhédn tao

nhé&n tao

Thr Gln Asp

Thr Cys Gln

Gln Lys Pro

Arg Pro Ser

55

Thr Ala Ser

70

Tyr Tyr Cys

85
Gly Gly Thr

nhadn tao

nhédn tao

Thr Gln Ala

Ile Cys Ser

Gln Lys Pro

Arg Pro Ser

55

Thr Ala Thr
70

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asn

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

43305

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

vVal

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

90
Thr

Leu

10

Asn

Ser

Pro

Ile

118

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

75

Asp

Val

Ser

Leu

Pro

Ala

Ser

75

vVal
Arg
Ile
Arg
60

Ala

Ser

Leu

Val
Arg
Leu
A;g

60
Gly

Ala

Thr

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Ser

Thr

Leu

45

Phe

Thr

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Gly

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Lys
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Thr

Glnv

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Ser

Gln

Val

Tyr

Ser

Arg
80
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Asp Glu Ser Thr

Met Ile Phe Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

381
110

PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

381

Gln Ser Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ser

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Val

382

111
PRT

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Val

100

Trinh tu

Trinh tu

382

Gln Phe Val Leu

1

Arg Val Thr Ile

20

His Asp Val His

35

Leu Ile Tyr Gly

43305

Tyr Tyr Cys Met Thr Trp Asp Val Asp Thr Thr Ser

85

90

Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

nhdn tao

nhdn tao

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

Phe:

nhé&n tao

Thr

Ser

Trp

Asn

Gln

Cys

Tyxr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Gln

Cys

Cys

Asn

Pro Ala

Thr Gly

Gln Gln
40

Lys Arg

55

Asn Thr

Asp Tyr

Gly Gly

Pro Pro
Thr Gly
Gln Gln

40
Asn Arg

105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90
Lys

Val
10
Arg

Pro

Ser

119

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Gly

Asn

Thr

Val

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Phe

Val

Ala

Phe

Ala

45

Pro

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Thr

Leu

110

Pro
Gly
30

Pro

Asp

95

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Gly
15
Ala

Lys

Arg

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gln

Gly

Leu

Phe

216/238



50

Ser Gly Ser Lys

65

Gln Ala Glu Asp

Leu Ser Ala Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

383
113
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

383

Asp Ile Val

1
Glu

His

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Asp

384

110
PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Val

Phe
100

Trinh tu

Trinh tu

384

Asn Phe Met Leu

1

Arg Val Thr Ile

55

Ser Gly Thr Ser

70

Glu Ala Glu Tyr

85

Gly Val Arg Arg

nhé&n tao

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Glu

85

Pro

nhdn tao

nhé&n tao

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Thr

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Ala

Tyr

Arg
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

60

Ser Leu Ala Ile Thr

Cys
90

Asp

Ser
10

Ser

Ser

Gly

Gly

90
Gln

75

Gln Ser Tyr

Gln Ala Asp

Leu Pro Val

Gln Ser Leu

Leu Gln Lys
45
His Arg Ala
60
Thr Asp Phe
75

Leu Tyr Tyr

Gly Thr Lys

Asp

Arg
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Gly

Ser

95

Pro

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Leu
80

Ser

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Thr Gln Pro Pro Ser Thr Ser Gly Thr Pro Gly Gln

5

10

15

Ser Cys Ser Gly Arg Ser Ser Asn Ile Gly Ile Asn

120

217/238



Thr Val

Met Tyr
50

Gly Ser

65

Ser Glu

Asn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

Arg Met

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

20
Thr Trp
35

Arg Asp

Arg Ser

Asp Glu

Trp Val
100

385

113

PRT

Trinh tu

Trinh tu
385

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Gly Phe
100

386
110
PRT

Trinh tu

Trinh tu

Tyr Gln Gln

Asp Gln Arg
55
Gly Tle Ser
70
Ala Asp Tyr
85
Phe Gly Gly

nhdn tao

nhdn tao

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

85
Pro Tyr Thr

nhan tao

nhédn tao

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

121

Thr

Ala
75

Ser

Leu

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Tle

Gly

Ala

Pro

60
Ile

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Thr

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Val

Phe

Leu

Thr
95

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Leu

95
Glu

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

218/238



<400>
Gln Ser
1

Ser Val

Asn Tyr

Met Ile

50
Ser Gly
65

Gln Pro

Ser Asn

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Gln

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Ile His

<210>

<211>
<212>

386

Ala Leu

Thr Ile
20

Val Ser

35

Tyr Glu

Ser Lys

Glu Asp

Tyr Val
100

387

112

PRT

Trinh tu

Trinh tu
387

Val Met

Ala Ser

20
Glu Thr
35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Leu Pro
100

388

112

PRT

Thr Gln Pro

Ser Cys Thr

Trp Tyr Gln

Val Ser Lys

Ser Gly Asn

70

Glu Ala Asp

85
Phe Gly Thr

nhé&n tao

nhé&n tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu Phe

Ile Tyr Glu
55
Gly Ser Gly
70
Ala Glu Asp
85

Leu Thr Phe

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

val

Gly

43305

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ala Ser
10

Ser Ser

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu
75

Cys Ser

90

Lys Val

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln

Ser Arg

Thr Asp
75

Val Tyr

90

Gly Thr

122

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Arg

Ser

Val

Ala

45

Pro

Val

Phe

Val

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Ala

Leu

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Arg
95

Pro
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95
Ile

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Asn

Gly

Ile

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

219/238



<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Leu Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Tyr
1

Thr Ala

Tyr Trp

Lys Asp
50

Ser Ser

65

Asp Glu

Val Val

Trinh tu

Trinh tu
388
Val Met

Ala Ser

20
Asn Asn
35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Ile Pro
100
389
108
PRT

Trinh tu

Trinh tu

389

Glu Leu

Arg Ile

Tyr Gln

35

Ser Glu

Gly Thr

Ala Asp

Phe Gly
100

nhé&n tao

nha&n tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asp

Ile Tyr Leu
55
Gly Ser Gly
70
Ala Glu Asp
85
Ser Thr Phe

nhdn tao

nhan tao -

Thr Gln Pro

Thr Cys Ser

Gln Lys Pro

Arg Pro Ser
55
Thr Val Thr
70
Tyr Tyr Cys
85
Gly Gly Thr

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Val

Gly

Leu

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Lys

43305

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro

105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

105

Ser

10

Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu

90
Gly

Leu

10

Ala

Ala

Pro

Ile

vVal

90
Thr

123

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

vVal

Ser

Val

Arg

60

Gly

Ser

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

Lys

Leu

45

Phe

Val

Ser

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Asp
110

Pro

Glu

30

Val

Ser

Gln

Asp

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Tyr

Met

Gly

Ala

Thr
95

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gln

Ser

Tyr

Glu
80

Ser
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Val Ala

Tyr Asp
50

Gly Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

390
107
PRT

Trinh tu

Trinh tu
390
Gln Met

Ala Thr

20
Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly
100

391

113

PRT

Trinh tu

Trinh tu
391
Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

nhan tao

Thr Gln Ser

Leu Ser Cys

Gln His Ile

Asn Arg Ala
55
Thr Glu Phe
70
Val Tyr Tyr
85
Gly Thr Lys

nhan tao

nhén tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser

70
Glu Ala Glu

Pro

Arg

Arg

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

43305

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

TLeu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Ile

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90
Ile

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

124

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75
Ile

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Glu

Tyr

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Ser

Thr

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Asn

Cys

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Pro
15

Asp

Gly

Leu

Met

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Arg

80
Gln

221/238



43305 220/238

85 90 95

Arg Val Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro

Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Glu Asp

100

392
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
392

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

393
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
393

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

105 110

nhdn tao

nhdn tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asp Ser
25 30

Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln

40 45
Leu Ile Tyr Thr Leu Ser Tyr Arg Ala Ser Gly Val
55 60
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
70 75 80

Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln

85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
105 110

nhan tao

Thr Gln Thr Pro His Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
25 30
Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

125



Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Ile

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Val

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp Ile

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

394
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
394

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

395
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
395

Val Met

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Tyr Thr

nhan tao

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Tyr Thr

nhan tao

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Ser

Ser

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Ser

Gly
105

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

His
Thr
75

Ile

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Leu

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Asp

Val
Lys
80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

126
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Glu

Asp

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Pro

Gly

Pro

50

Asp

Ser

Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

1

Glu

Glu

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Ile

Ala

Asp

Pro

50

Gly

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

Ala Ser

20
Gly His
35

Arg Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

396
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
396
Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

397
113

PRT

w

Ile Ser Cys
Thr Tyr Val

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Asp
85
Pro Phe Thr

nhan tao
nhan tao
Thr Gln Thr
Ile Ser éys
Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Ser

25

Trp

Leu

Ser

vVal

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

127

Gln

Leu

His

Thr

75

Leu

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Glu

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Arg

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Pro

Leu

Thr

Cys

Val
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Asn

Cys

Val

110

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Arg

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Arg

80

Gln

Ile

224/238



<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Met

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

Arg Arg

Trinh tu

Trinh tu
397

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Arg Leu

Arg Phe

Arg Val

Gly Phe
100

398
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
398

Val Met

Ala Ser

20

Gly Asn

35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Asp Phe

nhdn tao

nhdn tao

Thr Gln Thr
5
Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Ala Ala Glu
85
Pro Tyr Thr

nhdn tao

nhédn tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

vVal

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

128

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Leu

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Thr

Phe

30

Pro

Leu

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

vVal

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Leu

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95

Asp

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Glu

80

Gln

Ile

225/238



Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100
399
113
PRT
Trinh tu
Trinh tu
399

Asp Ile Val Met

1
Glu

Asp

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

vVal

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

1

Glu

Asp

Ser

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Glu

400

113
PRT

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Val

Phe
100

Trinh tu

Trinh tu

400

Ile Val Met

Pro Ala Ser

20

Gly Gly His

35

Pro Arg Leu

50

nhédn tao

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Ala

85

Pro

nhan tao

Thr

Ile

Thr

Leu

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Gln

Ser

Tyr

Ile

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Thr

Cys

Val

Tyr
55

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

43305

105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu
Ser
25

Trp

Leu

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser
10
Ser

Tyr

Ser

129

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Leu

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg
60

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45
Ala

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Leu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95

Asp

Pro
15
Asp

Gly

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Arg

Gln

Val

226/238



Pro Asp Arg Phe

65

Ile Ser Arg Val

Arg Ile Glu Phe

Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

401
113
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

401

Asp Ile Val

1
Glu

Glu

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Ala

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Glu

402

113

PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Val

Phe
100

Trinh tu

Trinh tu

402

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

43305 207/238

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
70 75 80

Glu Ala Asp Asn Val Gly Leu Tyr Tyr Cys Met Gln

85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

105 110
nhan tao
nhan tao
Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
25 30

Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln

40 45
Leu Ile Tyr Thr Leu Ser His Arg Ala Ser Gly Val
55 60
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
70 75 80

Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Met Gln

85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
105 110

nhén tao

nhdn tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

5 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

130



Glu

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

1

Glu

Asp

Ser

Ser

65

Ile

Arg

Lys

Ile

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

403
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
403
Val Met

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

404
113
PRT

Trinh tu

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

nhan tao

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

85

Pro Phe Thr

nhan tao

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

‘Trp

Leu

Ser

Ser

Gly
105

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

131

Leu

His

Thr

75

Val

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Gln

Arg

60
Asp

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Gly

Gly

Leu

Met

95

Asp

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Asp

Gln

Val

Glu

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Val
Lys
80

Gln

Ile

228/238



<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro

50

Pro Gly

65

Ile Ser

Arg Val

Lys

Trinh tu
404

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

405
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
405

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

nhan tao

Thr Gln Thr
5
Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

nhd&n tao

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Ser

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

132

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75
Ile

)

h
u
—

<

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60
Glu

Th

=

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Asn

Cys

Leu

110

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

val

Arg

80

Gln

Ile

229/238



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

406
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
406

Val Met

Ala Ser
20
Gly Asn

35

Gln Leu
Arg Phe
Arg Val

Glu Phe
100

407
113
PRT

Trinh tuy

Trinh tu
407

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

nhan tao

Thr Gln Thr
5
Ile sSer Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser
70

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Asp
40
Thr

Gly

43305

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

133

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr
75

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Gln

Arg
60

Asp

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95

Asp

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Lys
80

230/238



43305 231/238

TIle Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly Tle Tyr Tyr Cys Met Gln

85 90 95

Arg Val Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

100

408
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
408
Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

409
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
409

Val Met

Ala Ser
20
Gly Asn

105 110

nhadn tao
nhan tao
Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
25 30
Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln
40 45
Leu Ile Tyr Thr Leu Ser His Arg Ala Ser Gly Val
55 60
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Asn Leu Arg
70 75 80
Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Met Gln

85 90 : 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Asp Ile
105 110

nhan tao

nhén tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

5 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asp Ser
25 30

Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln

134



Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Asp

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe

100

410
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
410

Asp Ile Val Met

1

Glu

Glu

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Asp Phe
100

411
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu

411

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Phe Thr

nhan tao

nhdn tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Tle Tyr

55

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

85

Pro Tyr Thr

nhdn tao

nhé&n tao

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

135

His
Thr
75

Leu

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Arg
60
Asp

Tyr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

45
Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro
15

Asp

Gly

Leu

Met
95
Asp

Val
Lys
80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile
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Asp

Glu

Asp

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Ile

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Asp

412

113

PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Val

Phe

100

Trinh tu

Trinh tu

412

Asp Ilé Val

1
Glu

Glu

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Ala

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Val

<210>

<211>

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Glu

413
113

Met

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Val

Phe
100

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Glu

85

Pro

nhé&n tao

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Glu

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Asp

Thr

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90

Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

136

Pro

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Met

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Asp

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Glu

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Ser

Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Glu Asp

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

PRT

Trinh tu

Trinh tu
413

Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

414
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
414

Val Met

Ala Ser
20

Gly Asn

35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

nhé&n tao

nhdn tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Phe Thr

nhdn tao

nhadn tao

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu
85

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

43305

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Gly
105

Leu
Ser
25

Trp

Leu

Val

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly
90

137

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Ile

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

Pro

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met
95

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Lys

80
Gln
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Arg Val

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Asp

Ser Pro
50

Ser Asp

65

Ile Ser

Arg Arg

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro

Glu Phe
100

415
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
415
Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Asp Phe
100

416
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
416
Val Met

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

43305

Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Asp Ile

nhan tao

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

55

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

85

Pro Phe Thr

nhan tao

nhén tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu
Ser
25

Trp

Leu

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

138

Leu

Gln

Leu

His

Thr

Leu

Gln

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45
Ala

110

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Thr
Leu
30

Pro

Ser

Pro
15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro
15
Asp

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Glu

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val
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43305

50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
65 70 75 ) 80
Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95
Arg Val Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100 105 110
Lys
<210> 417
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty nhan tao
<400> 417

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asp Ser
20 25 30
Asp Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Thr Leu Ser Tyr Arg Ala Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
65 70 75 80
Ile Ser Arg Val Ala Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95
Arg Val Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Asp Ile

100 105 110
Lys
<210> 418
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty nhén tao

<400> 418

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

139
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Glu Ala

Glu Asp

Ser Pro
50

Pro Asp

65

Ile Thr

Arg Ile

Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Gly Gly

Ser Pro

50
Pro Asp
65

Ile Ser

Arg Lys

Lys

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

Ala Ser

20
Gly Asn
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

419
113
PRT

Trinh tu

Trinh tu
419

Val Met

Ala Ser

20
Gly His
35

Gln Leu

Arg Phe

Arg Val

Glu Phe
100

420
113
PRT

Trinh tu

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Tyr Thr

nhé&n tao

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85

Pro Leu Thr

nhadn tao

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Asp

40

Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Trp

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90

Pro

140

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Tle

Gly

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Ser

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile

Gly

Arg

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile
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<220>

<223>

<400>

Asp

1

Glu

Asp

Ser

Pro

65

Ile

Arg

Lys

Ile

Pro

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Ile

420

Val

Ala

Gly

35

Gln

Arg

Ser

His

Trinh tu

Met

Ser

20

Asn

Leu

Phe

Phe
100

nhan tao

Thr Gln
5

Ile Ser

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

70
Glu Ala
85

Pro Leu

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Arg

Glu

Thr

Pro

Arg

Asp T

40
Thr

Gly

Asp

Phe

43305

Leu

Leu

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

His

Gly

90

Gln

141

Leu

Gln

Leu

His

Thr

75

Val

Gly

Ser

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Arg

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Pro

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

95
Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile
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