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Fig. 7 Sw tang sinh HSPC in vitro
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Linh vuc ki thuét dwoe dé cap

Sang ché @& cap dén khang thé lién két ddc hidu v6i c-Kit va phuong phap su

dung céc khang thé nay trong liéu phap thay thé t& bao gbc va didu tri bénh ung thu.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

c-Kit (CD117) 1a thu thé tyrosin kinaza typ III, lién két vdi yéu té t& bao gbc
(SCF), chét gay ra kiéu té bao nhét dinh dé phat trién, con dugc biét 1a "yéu té Steel"
hay "phdi tir ¢-Kit". Khi thu thé nay lién két véi yéu td té bao gdc, n6 tao ra dime lam
hoat hoa hoat tinh tyrosin kinaza bén trong cia n6, dan dén phosphoryl héa va hoat hoa
cac phan tir truyén tin hiéu truyén di tin hiéu trong té bao. c-Kit 12 gen ddnh dau bé mit
té bao dugce ding dé xac dinh kiéu HSPC nhét dinh trong tiy xuwong. Té bao gbc tao
mau (HSC), t& bao tién than da ning (MPP), va cac té bao tién than dong tiy thong
thudng (CMP) bidu hién ¢-Kit mtrc cao. Puoc dé xuit rang khang thé duva trén c-Kit ¢o
thé duoc sir dung dé cit bé cac té bao ndi sinh trong liéu phép thay thé t& bao gde

(W02016033201, WO2008067115).
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuit khang thé lién két diac hidu voi c-Kit ctia ngudi chira ving bién
dbi chudi nang trudng thanh gém cac CDR H1, H2 va H3 nhu duogc xac dinh boi Kabat
dugc néu trong SEQ ID NO:2-4, theo thir tu, va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh
gbém cac CDR L1, L2 va L3 nhu duoc x4c dinh boi Kabat duge néu trong SEQ ID NO:6-
8, theo tht tu, ngoai trir viée 1, 2, hodc 3 thay thé géc CDR ¢6 mat dugc chon tir N thanh
A & vi tri 60 cua chudi ning, K thanh Q & vi tri 64 ctia chudi niang va N thanh Q & vi tri
30 ctia chudi nhe, cac vi tri dugc danh sb theo Kabat.

Tuy ¥, cac CDR HI, H2 va H3 nhu duge xac dinh béi Kabat 1an luot 12 SEQ ID
NO:2-4, va cac CDR L1, L2 va L3 nhu dugc xac dinh boi Kabat lan luot 1a SEQ ID
NO:6-8 ngoai trir 13 cac thay thé K thanh Q & vi tri 64 clia chudi ning va N thanh Q &
vi tri 30 cua chudi nhe 14 c6 mit.

Tuy ¥, cac CDR H1, H2 va H3 nhu dugc x4c dinh boi Kabat 1an luot 1a SEQ ID
NO:2-4, va cac CDR L1, L2 va L3 nhu dugc xac dinh bdi Kabat lan luot 1a SEQ ID



49642 2072

NO:6-8 ngoai trur 1a céc thay thé N thanh A & vi trf 60 cia chudi nang, K thanh Q & vi

tri 64 cta chudi niang va N thanh Q & vi tri 30 clia chudi nhe 12 c6 mit.

Tuy ¥, ving bién dbi chudi ning trudng thanh thé hién d6 dong nhét trinh tu it
nhit 85, 90, 95, 98, hodc 99% v&i SEQ ID NO:13, 17 hoic 21 (AH2, AH3 hoac AH4)
va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh thé hién do dong nhat trinh tu it nhit 85, 90,
95, 98, 99 % v6i SEQ ID NO:53 (NL2) tao ra dang cai bién bat ky tir cac SEQ ID NO

da chi ra 1a nam ngoai cac CDR.

Tuy v, vi tri 1 ciia chudi niing theo cach danh sé Kabat 12 E. Tuy ¥, cac vi tri sau
day ctia vung bién dbi chudi nhe trudng thanh bi chiém chd bdi cac axit amin sau: Vi tr
9 bi chiém chd bai L, Vi tri 12 bi chiém chd boi P, Vi tri 14 bi chiém chd béi T, Vi tri
15 bi chiém chd béi P, Vi tri 18 bj chiém chd béi P, Vi tri 20 bi chiém chd béi S, Vi tri
22 bi chiém chd béi S, Vi tri 37 bi chiém chd béi L, Vi tri 43 bi chiém chd boi S, Vi tr
45 bi chiém chd béi Q, Vi tri 74 bi chiém chd bai K, Vi tri 77 bi chiém chd bsi R, Vi tri
78 bi chiém chd bsi V, Vi trf 79 bi chiém chd boi E, Vi tri 84 bi chiém chd béi G. Tuy
y, vung bién ddi chudi nang trudng thanh co trinh tw duge chon tir SEQ ID NO: 13, 17
hodc 21 ngoai trix 1a vi tri 1 ¢6 thé 1a E, va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh cé trinh
tu duoc néu trong SEQ ID NO:53. Ty ¥, ving bién ddi chudi ning truéng thanh duge
lién két voi ving khong ddi chudi niang va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh duoc
lién két v6i ving khong ddi chudi nhe truéng thanh. Tiy ¥, ving khong ddi chudi nang
1a1gG1 cta ngudi. Tuy ¥, khang thé c6 lién két v6i c-Kit cia nguoi duoc ting cudng so
v6i AMG191. Tuy ¥, khang thé c6 ADCP duoc ting cuong so v6i AMG191-IgG1. Tay
¥, khang thé c6 ADCC duoc ting cudng so véi AMG191-IgG1.

Sang con dé xuat dugc pham chira khang theé nhu duge mo ta ¢ trén va chat mang

dugc dung.

Sang con dé xudt phuong phép cit bé HSPC noi sinh bao gdm budc sir dung ché

do khang thé hiéu qua nhu duge md ta & trén cho dédi tuong can cit bo.

Sang con dé xuét phuong phép didu tri bénh ung thu biéu hién c¢-Kit bao gdbm

buge str dung ché do khang thé hiéu qua cho ddi tugng mic ung thu.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1A va 1B thé hién ving bién dbi chudi nang va chudi nhe truéng thanh cua
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khang thé khang c-Kit ctia chudt duoc tao ra béi thé lai dugc ky gii dudi tén HB-10716.

Fig. 2A va 2B thé hién ving bién d6i chudi ning va chudi nhe truéng thanh cia
nam ving bién ddi trudng thanh chudi nang dugc lam cho giéng cia ngudi theo séng
ché va hai ving bién ddi truéng thanh chudi nhe dugc lam cho giéng cua ngudi so véi
trinh ty thé nhan cua chudt va cia ngudi. Khung ving bién ddi cua trinh ty duge 1am

cho gidng ctia nguoi 1a gidng nhu cia AMG191 nhung cac CDR khéc nhau.

Fig. 2C so sanh lién két cia AMG191 véi bién thé cia n6 cé cac thay thé CDR.

T4t ca c4c bién thé duoc thé CDR déu thé hién lién két dugc tang cuong.

Fig. 2D so sanh lién két cia AMG191 véi bién thé c6 cac thay thé CDR khac.
Céc bién thé nay thé hién lién két giam.

Fig. 3A va 3B cung cp trinh ty cia sdu ving bién dbi truong thanh chudi nang
duoc 1am cho gibng ciia ngudi va ba ving bién dbi trudng thanh chudi nhe duge 1am
cho giéng cta nguoi so v6i AMGI191, trinh tw ctia chudt va trinh tu ctia ngudi nhan.
Trong cac chudi dugc lam cho giéng cia ngudi nay, khung ving bién déi khac vai
khung ving bién d6i trong khang thé AMG191. Mt vai trong sd cdc chudi duge lam

cho gidong cia nguoi cling khac & cac CDR.

Fig. 3C so sanh lién két cia AMG191 véi khang thé dwoc lam cho gidng cua
ngudi véi cing CDR nhung khéc khung viing bién ddi (xut hién tir viéc sir dung trinh

tu ctia ngudi nhan khac). Khang thé ¢6 khung méi (NF) 6 4i luc cao hon.

Fig. 3D so sanh lién két cia AMG191 véi bién thé dugc lam cho gidng ctia nguoi
khac dua trén khung méi va cling ¢6 cac thay thé CDR so véi AMG191. Ca ba trong s6

cac khang thé bien thé déu cé ai luc cao hon.

Fig. 4 so sanh lién két cia AMG191 véi ba khing thé duoc lam cho gidng cia
ngudi khéc véi AMG191 boi sy ¢6 mit clia cac thay thé CDR va khung viing bién doi
chudi nhe khac (khung ving bién ddi chudi ning la giéng nhau). Ca ba trong sd cic
khéng thé bién thé déu c6 4i luc cao hon.

Fig. 5 so sanh hoat tinh thuc bao cia AMG191, bién thé ctia AMG191 c6 ving
khong ddi IgG1 kiéu dai v6i nam khang thé dugc lam cho gidng ctia ngudi méi theo
sang ché. Bién thé mai dic biét 1a HF12 va NF112 thé hién sy thuc bao ting dic biét 1a

& cac ndng do thir nghiém thap.
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Fig. 6 so sanh hoat tinh ADCC ctia AMG191 v6i hai bién thé duge 1am cho giéng
ctia ngudi méi HF112 va HF12 va d6i ching khong lién quan dugc bét cap isotyp.
HF112 va HF12 ¢6 hoat tinh ADCC nhiéu hon.

Fig. 7 thé hién sy @c ché ting sinh HSPC do SCF gy ra boi HF12 va HF112 so
voi AMG191, AMG191-IgG1 cia ngudi va dbi ching am.

Fig. 8 so sanh su tach hat t€ bao mast ciia khang thé khang c-Kit so v&i ddi ching

duong A23187 va IgE + khang IgE.
M0 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Khang thé don dong hodc céac thuc thé sinh hoc khac thuong duoc tao ra & dang
duoc phan 1ap. Diéu nay c6 nghia 1 khang thé hodc thyuc thé sinh hoc khic thudng tinh
khiét it nhit 50% trong lugng/trong lugng clia protein can thiép va cac tap chat khac
phat sinh tir qua trinh san xuat hodc tinh sach ctia n6 nhung khong loai trir kha ning rang
khang thé don dong duoc két hop véi luong du (cac) chat mang duge dung hodc chét
dan thubc khac dugc nhim dé tao thudn loi cho viée sit dung n6. Doi khi, khang thé don
dong tinh khiét it nhat 60%, 70%, 80%, 90%, 95% hoic 99% trong lugng/trong luong
ctia protein can thiép va cac tap chét tir qua trinh san xuat hogc tinh sach. Thong thuong,
khang thé don dong hoic thuc thé sinh hoc khac dwgc phén 14p 13 loai phéan tir 16n chiém

wu thé con lai sau khi tinh sach.

Lién két dac hiéu cao hon vé do 16n & muc ¢6 thé thdy dugc va co thé phén biét
vé6i lién két khong dic hiéu xay ra véi it nhat mot dich khong lién quan. Lién két dic
hiéu c6 thé 1a két qua cla su tao thanh lién két gifta cac nhom chire cu thé hodc su an
khép vé mit khong gian cu thé (vi du, kidu 6 khoa va chia khoa) trong khi do lién két
khong ddc hidu thuong 1a két qua cua luc van der Waals. Tuy nhién, lién két dic hiéu
khong nhét thiét am chi ring khang thé lién két v6i mot va chi mot dich. Khang thé theo
sang ché thuong lién két dic hidu véi c-Kit vai 4i luc it nhét 1a 102, 10°, 10'°, 10! hode
1012 ML,

Don vi cu trac cia khéang thé co s 1a tetrame cua cac tiéu don vi. Mdi tetrame
bao gdm hai cip chudi polypeptit gidng nhau, mdi cip c6 mot chudi "nhe" (khoang 25

kDa) va mot chudi "nang" (khoang 50-70 kDa). Phan d4u tin amino ctia mdi chudi bao
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gdm vang bién dbi gdm khoang 100 dén 110 axit amin hodic nhidu hon chiu trach nhiém
chinh cho su nhan dién khang nguyén. Ving bién dbi nay duoc lién két biéu hién ban
dau véi peptit tin hidu cat duoc. Vung bién ddi khong co peptit tin hidu doi khi duoc goi
la ving bién doi trudng thanh. Do d6, vi dy, ving bién dbi chudi nhe truong thanh nghia
1a ving bién ddi chudi nhe khdng c6 peptit tin hiéu chudi nhe. Phin dau tan carboxy cua

moi chuoi x4c dinh vung khong doi chiu trach nhiém chinh cho chiic ndng tac dong.

Chudi nhe duoc phan loai thanh kappa hodc lambda. Chudi ning duoc phan loai
thanh gamma, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va x4c dinh isotyp khang thé 1an luot 1a
IgG, IgM, IgA, IgD va IgE. Trong chudi nhe va chudi nang, ving bién ddi va ving
khong dbi duoc két hop boi ving "J" gdm khoang 12 axit amin hodc nhiéu hon, véi
chudi ning con bao gébm ving "D" gdm khoang 10 axit amin hodc nhiéu hon. Xem,
Fundamental Immunology, Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y., 1989, Ch. 7 (duoc

két hop vao ban md ta bang cach vién dan).

Ving bién dbi chudi nhe hodc chudi ﬁang globulin min dich (sau day con duoc
goi 14n luot 13 “mién bién ddi chudi nhe” (“mién VL”) hodc “mién bién dbi chudi nang”
(“mién VH”)) gdm viing “I(hung” duoc xen gifta bdi ba “ving xac dinh tinh b tro” hoac
“CDR”. Ving khung déng vai trd sap thang cac CDR dé lién két ddc hiéu véi epitop cua
khang nguyén. Cac CDR bao gdm céc gbc axit amin ctia khang thé ma chiu trach nhiém
chinh cho viéc lién két khang nguyén. Tir dau tin amino dén dau tan carboxyl,.cé hai
mién VL va VH déu chitra khung (FR) va ving CDR sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3,vaFR4.CDR 1, 2,va 3 cua mién VL trong ban mo ta con dugc goi la, theo thi
tu, CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3; cac CDR 1, 2, va 3 cua mién VH trong ban mo ta
con duogce goi la CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3.

Viéc gan céc axit amin cho mdi mién VL va VH 1a theo dinh nghia quy ué6c bét
ky ctia cac CDR. Céac dinh nghia quy ugc bao gdm, dinh nghia Kabat (Kabat, Sequences
of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
1987 va 1991), dinh nghia Chothia (Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987,
Chothia et al., Nature 342:878-883, 1989); két hop CDR Chothia Kabat trong d6 CDR-
H1 12 két hop cac CDR theo Chothia va Kabat; dinh nghia AbM dugc st dung bi phan
mém tao mau khang thé ctia Oxford Molecular; va, dinh nghia tiép xuc clia Martin et al.

(www bioinfo.org.uk/abs). Kabat cung cip quy uéc dénh s6 dugce str dung rong rai (danh
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s& Kabat) trong d6 cac gbc twong tng gitra cic chudi ning khac nhau hodc giita cac
chudi nhe khac nhau dwgc gan ciing mét sé. Trir khi duoc quy dinh khéc, canh danh sb
cac vi tri trong ving bién d6i cia khang thé 1a danh s6 theo Kabat. Khi khang thé duoc
cho 14 chira cac CDR boi dinh nghia nhit dinh v& CDR (vi du, Kabat) dinh nghia nay
x4c dinh s6 gdc CDR nho nhat ¢6 mit trong khang thé (nghia 13, CDR theo Kabat).
Khéng loai trir ring céc gbc khac nim trong dinh nghia CDR theo quy wéc nhung nim
ngoai dinh nghia dugc chi r6 cling c6 mat. Vi dy, khéng thé chia cac CDR duoc xéc
dinh béi Kabat bao gdm, trong s6 c4c kha nang khéc, khang thé trong d6 CDR chtra céc
gbc CDR Kabat va khong c6 cac gde CDR khac, va khang thé trong d6 CDR H1 1a CDR
H1 két hop Chothia-Kabat va cac CDR khac chira cac gdc CDR Kabat va khong c¢6 cac
gbc CDR bb sung dua vao cac dinh nghia khéc.

Thuat ngit “khéang thé” bao gdm khang thé nguyén ven va manh lién két ca né.
Cu thé, cac manh canh tranh v&i khang thé nguyén ven ma tir d6 chiing thu dugc dbi véi
lién két dic hiéu véi dich bao gém cac chudi ning riéng biét, chudi nhe Fab, Fab',
F(ab")2, F(ab)c, Dab, khang thé nano (nanobody), va Fv. Cac manh c6 thé duoc tao ra
bang k¥ thuat ADN tai td hop, hodic bang phuong phép tach nhd enzym hodc tich hoa
hoc c4c globulin mién dich nguyén ven. Thuét ngit “khang thé” con bao gdm khang thé
dac hidu kép va/hodc khang thé dwoc 1am cho gibng clia nguoi. Khang thé dic hiéu kép
hozc khang thé hai chirc 12 khang thé lai nhan tao ¢6 hai cip chudi ning/chudi nhe khac
nhau va hai vi tri lién két khac nhau (xem, vi du, Songsivilai and Lachmann, Clin. Exp.

Immunol., 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol., 148:1547-53 (1992)).

Khang thé dac hidu kép 14y vi du ciing c6 thé 1a: (1) khang thé mién bién dbi kép
(DVD-Ig), trong d6 mdi chudi nhe va chudi ning chira hai mién bién di tiép doi thong
qua lién két peptit ngén (Wu et al., Generation and Characterization of a Dual Variable
Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™) Molecule, In: Antibody Engineering, Springer
Berlin Heidelberg (2010)); (2) Tandab, 13 thé dung hop ctia hai khang thé kép (diabody)
chudi don din dén khang thé dac hiéu kép héa tri bdn ¢6 hai vi tri lién két véi mdi trong
sb cac khang nguyén dich; (3) flexibody, la dang két hop ctia cac scFv voi khang thé
kép dan dén phan tir da hoa tri; (4) phan ti dugc goi 1a phan tr "ranh va chét", dwa vao
"dime hoa va mién ndi" trong Protein Kinaza A, ma, khi dugc &p dung cho céc Fab, cé
thé tao ra protein lién két dac hiéu kép hoa tri ba gém hai manh Fab giéng nhau lién két
v6i manh Fab khéc; hodc (5) phan tir dugc goi 1a phan tir Scorpion, chira, vi dy, hai scFv

6
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dugce dung hop vai ca hai dau tan ctia ving Fc ciia ngudi. Vi du vé nén tang hiru ich dé
tao ra khang thé dac hiéu kép bao gdbm BiTE (Micromet), DART (MacroGenics), Fcab
va Mab2 (F-star), IgG1 duge xir Iy Fc (Xencor) hodc DuoBody (dua vao su trao doi
nhanh Fab, Genmab).

Thuat ngtt “epitop” chi vi tri trén khang nguyén ma khang thé lién két voi khang
nguyén nay. Epitop c6 thé duoc tao ra tir cc axit amin lién tuc hodic cic axit amin khong
lién tuc duge dit canh nhau boi nép gép bac ba ciia mot hodc nhidu protein. Epitop duoc
tao ra tir cdc axit amin lién tuc (con duoc biét 1a epitop dang thang) thudong van con khi
tiép xtic voi dung moi 1am bién tinh trong khi cac epitop dugce tao ra bdi nép gap bac ba
(con duge biét 1a epitop thé ciu tao) thudong bi mét di khi xt 1y v6i dung moi 1am bién
tinh. Epitop thuong bao gém it nhit 3, va thuong nhiéu hon, it nhat 5 hodc 8-10 axit
amin trong cu tao khong gian dic trung. Phuong phap xac dinh c4u tao khong gian ctia
cac epitop bao gém, vi dy, tinh thé hoc tia x va cOng huong tr hat nhan 2 chiéu. Xem,
vi du, Epitope Mapping Protocols, in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E.
Morris, Ed. (1996).

Su canh tranh gifta cac khang thé duoc xac dinh bdi thir nghiém trong d6 khang
thé trong thir nghiém tc ché lién két ddc hiéu cua khang thé tham chiéu véi khéng
nguyén chung (xem, vi dy, Junghans et al., Cancer Res. 50:1495, 1990). Khang thé thi
nghiém canh tranh véi khang thé tham chiéu néu lwong du cua khéng thé thir nghiém
(vi du, it nhat 2x, 5%, 10x, 20x hodc 100x) &rc ché lién két ciia khéng thé tham chiéu it
nhit 50% khi duge do trong thir nghiém lién két canh tranh. Mot s& khang thé thr
nghiém trc ché lién két cuia cac khang thé tham chiéu it nhat 75%, 90% hodc 99%. Khang
thé duoc xac dinh bang thir nghiém canh tranh (khang thé canh tranh) bao gbdm khang
thé lién két voi cing mot epitop nhu khang thé tham chiéu va khang thé lién két véi
epitop 1ién k& du gan véi epitop dugc lién két boi khang thé tham chiéu dé tré ngai vé

mat khong gian xay ra.

Thuét ngit “duoc dung” nghia 1a chit mang, chit pha lodng, t4 dugce, hodc chét
phu tro tuong thich v6i cac thanh phan khéac cia ché phdm va gan nhu khong gdy hai
cho dbi tuong nhan ching va/hoic chét mang, chét pha loang, ta dugc hodc chét phu trg
nay dugc chip thuin hoic c6 thé chp thuan bi FDA dé duoc bao gbm trong duoc

pham dé dung ngoai dudng tiéu hoa cho ngudi.
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Thuat ngit “doi tuong” bao gdm nguoi va cac doi tugng 1a dong vat c6 va khac

nhén phuong phép diu tri phong ngira hoc tri lidu.

Nhim muc dich phan loai cac thay thé axit amin thanh bao toan hoic khong bao
toan, cac axit amin dugc chia nhém nhu sau: Nhom I (chudi bén ky nuée): met, ala, val,
leu, ile; Nhom IT (chudi bén wa nude trung tinh): cys, ser, thr; Nhém III (chudi bén ¢6
tinh axit): asp, glu; Nhom IV (chudi bén c6 tinh bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhém V
(cac gbe anh huong dén hudng chudi): gly, pro; va Nhém VI (chudi bén thom): trp, tyr,
phe. Céc thay thé bao toan bao gdm céc thay thé gifta cac axit amin trong cling mét 16p.
Céc thay thé khong bao toan ciu thanh su trao dbi thanh vién ctia mt trong s6 cac 16p
nay ddi véi thanh vién cua 16p khac.

Phén tram do d@)ng nhét trinh ty dugce xac dinh véi cac trinh tu khang thé duogc
sfp thing tdi da boi quy wdc danh s6 Kabat. Sau khi sip thing, néu viing khéng thé chi
thé (vi du, toan bd ving bién d6i trudng thanh cua chudi ning hozc chudi nhe) duge so
sanh v6i ciing mot ving cua khang thé tham chiéu, phan trim do dong nhét trinh tu gitta
ving khéang thé chu thé va khang thé tham chiéu 14 s vi tri bi chiém chd boi ciing mot
axit amin trong ca ving khang thé chu thé va khang thé tham chiéu chia cho tong sb
tdng sb vi tri duoc sip thing cta hai ving, voi khoang tréng khong dugc tinh, nhan voi

100 d& chuyén sang phan tram.

Ché phdm hoic phuong phép “chira” hodc “bao gdm” mot hoic nhidu yéu t6
duoc néu co thé bao gém cac yéu td khac khong duogc néu ra cu thé. Vi du, ché phém
ma “chtra” hoic “bao gdm” khang thé ¢ thé chira mdt minh khang thé hodc két hop vé6i
cac thanh phan khéc.

Chi dinh khoang gia tri bao gém tit ca céc s6 nguyén nim trong hoic xac dinh
khoang, va tit ca cac khoang con dugc xac dinh bai cac s6 nguyén nam trong khoang.

Trir khi 18 rang nguoc lai tir ban md ta, thudt ngtt “khoang™ bao gbm céc bién doi
it, nhu cac gia tri ndm trong mép chuin cia sai s& cta phép do (vi du, SEM) ctia gia tri
duogc néu.

Y nghta théng ké 1a p<0,05.

Khéng thé dugc 1am cho gidng ctia ngudi 1a khang thé duge xir 1y di truyén trong

d6 cac CDR tir khang thé “thé cho” khong phai nguoi duge ghép vao trinh ty khang thé
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“thé nhan” cuia ngudi (xem, vi dy, Queen, US 5,530,101 va 5,585,089; Winter, US
5,225,539; Carter, US 6,407,213; Adair, US 5,859,205; va Foote, US 6,881,557). Trinh
tu khang thé “thé nhan” ¢6 thé 13, vi dy, trinh ty khang thé trudng thanh ctia ngudi, hdn
hop céac trinh ty nay, trinh tu lién Gng cua trinh ty khang thé ctia ngudi, hodc trinh tu
ving dong mam. Do d6, khang thé dugc lam cho giéng ctia nguoi 1a khang thé ¢ CDR
toan bd hodc vé co ban 1a tir khang thé thé cho va trinh tw khung viing bién ddi va ving
khong ddi, néu co6 mit, toan bd hoac vé co ban 14 tir trinh tu khang thé cua nguoi. CDR
trong khang thé duoc lam cho giéng ctia nguoi vé co ban 1a tir CDR twong tng trong
khang thé khong phai cua ngudi khi it nhit 85%, 90%, 95% hodc 100% cua cic gbe
tuong (g (nhu dugc xac dinh boi Kabat) 14 giéng nhau giita cic CDR twong tGng. Trinh
tu khung ving bién dbi ctua chudi khang thé hodc ving khong ddi cia chudi khang thé
v& co ban 1a tir trinh tu khung viing bién ddi ciia nguoi hodc ving khong doi ctia nguoi,
theo thur tu, khi it nhit 85%, 90%, 95% hodc 100% cac gbc tuong tng duge xac dinh
boi Kabat 13 gidng véi trinh tu thé nhan ctia ngudi.
MO ta vin tit trinh tu

SEQ ID NO:1-4 13 viing bién dbi chudi ning trudng thanh va cac CDR-HI1, H2
va H3 cta khang thé ctia HB-10716.

SEQ ID NO:5-8 14 viing bién doi chudi nhe truéng thanh va cac CDR-L1, L2 va
L3 ctia khang thé ctia HB-10716.

SEQ ID NO:9-12 1a vung bién ddi chudi nang trudong thanh va cac CDR-H1, H2
va H3 ctia chudi ning AH1 duoc 1am cho gidng clia ngudi.

SEQ ID NO:13-16 la ving bién doi chudi ning truéng thanh va cac CDR-HI,
H2 va H3 cua chudi ning AH2 duoc lam cho gidng clia nguoi.

| SEQ ID NO:17-20 1a ving bién d6i chudi nang truéng thanh va cac CDR-HI,

H2 va H3 cua chudi ning AH3 duoc lam cho giéng cta ngudi.

SEQ ID NO:21-24 1a ving bién ddi chudi ning truong thanh va cac CDR-HI,
H2 va H3 cua chudi ning AH4 duoc lam cho gidng ctia ngudi.

SEQ ID NO:25-28 1a ving bién d6i chudi ning truéng thanh va cac CDR-HI,
H2 va H3 cta chudi ning AHS dugc lam cho gidng ctia ngudi.

SEQ ID NO:29 1a ving bién dbi chudi nang trudong thanh cia AMG191.

9
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SEQ ID NO:30 1a trinh tu viing bién ddi ctia IGHV1-46*01.

SEQ ID NO:31-34 1a vung bién dbi chudi nhe truéng thanh va cac CDR-L1, L2

va L3 ctia ving bién d6i chudi nhe AL1 duoc lam cho giéng ctia nguoi.

SEQ ID NO:35-38 1a ving bién ddi chudi nhe truéng thanh va cac CDR-L1, L2

va L3 cua chudi nhe AL2 dugc 1am cho gidng cta nguoi.
SEQ ID NO:39 1a ving bién dbi chudi nhe truong thanh cia AMG191.

SEQ ID NO:40-43 1a trinh tu vung bién ddi va ba CDR-L1, L2 va L3, cia
IGKV4-1*01.

SEQ ID NO:44-50 14 ving bién ddi chudi ning trudng thanh cia céc chudi ning
duogc lam cho giéng cua nguoi NH, NH1, NH2, NH3, NH4 va NHS va IGHV3-23*01.

SEQ ID NO:51-54 14 viing bién d6i chudi nhe trudng thanh ctia chudi nhe duoc
lam cho gibéng ctia ngudi NL, NL1, NL2, va IGKV2-28*01.

L Tong quat

Sang ché dé xuét khang thé lién két dac hidu véi c-Kit ctia nguoi (Swiss Prot
P10721). Khéang thé 1a dang dwoc 1am cho giéng cia ngudi ctia khéng thé khang c-Kit
ctia chudt da duoc boc 10 trude dé duoc tao ra boi thé lai dugc ky giri dudi tén 1a HB-
10716, ma c6 ving bién ddi chudi ndng va chudi nhe trudng thanh duge néu lan lugt
trong SEQ ID NO:1 va 5. Khéang thé cua chudt nay trude dé da duoc lam cho gidng cla
ngudi & dang AMG191 (xem US 7915391). CDR theo Kabat cia AMG191 la gidng véi
khang thé ctia chudt tir d6 n6 duge tao ra. AMG191 ¢6 ban trén thi truong tir Creative

Biolabs.

Khéng thé theo sang ché ¢6 CDR vé co ban la tir khéng thé ctia chudt duge ky
glri véi tén 1a HB-10716 dugc ghép vao trinh ty ngudi nhén, tiry y voi cac thay thé & céc

vi tri nhét dinh nhu duge mo ta thém dudi day.

Mot s6 khang thé chtra viing bién d6i chudi ning truéng thanh gbdm cac CDR H1,
H2 va H3 dugc néu trong SEQ ID NO:1, va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh gdm
cac CDR L1, L2 va L3 duogc néu trong SEQ ID NO:5 v6i diéu kién 13 c6 mit it nhat mot
thay thé géc CDR. Cac CDR HI, H2 va H3 tét hon la chtra cac SEQ ID NO:2-4, lan
luot, va cac CDR L1, L2 valL3 t5t hon 1a chira cac SEQ ID NO:6-8 (nghia 13, nhu dugc
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x4c dinh boi Kabat) v6i diéu kién 1 ¢6 mit it nhdt mot thay thé CDR. Thay thé CDR t6t
hon 13 dugc chon tir N thanh A & vi tri 60 cia chudi ning, K thanh Q & vi tri 64 cua
chudi nang va N thanh Q & vi tri 30 ctia chudi nhe, céc vi tri dugc danh s6 theo Kabat.
MGt, hai hodc cd ba trong s6 cac thay thé nay co thé c6 mat. Mot sb khang thé bao gém
c4c thay thé & vi trf 64 ctia chudi nang va vi tri 30 ctia chudi nhe. Mot s6 khang thé bao
gém cac thay thé & vi tri 60 ctia chudi nang, vi tri 64 cia chudi nang va vi tri 30 cia
chudi nhe. Mot sb khéng thé bao gém cac thay thé & vi tri 60 cua chudi nang va vi tri 30
ctia chubi nhe. Mot s6 khang thé bao gdm cac thay thé & vi tri 60 cta chudi ning va vi
trf 64 cua chudi nang. Mot s6 khang thé khong c6 thay thé nao cia CDR Kabat ngoai
trir céc thay thé & vi tri 60 va 64 ciia chudi ning va vi tri 30 cia chudi nhe riéng 1é hoic
& dang két hop da néu. Néu céc thay thé khac bat ky cia CDR Kabat ¢6 mit, uu tién c6
mat khong nhiéu hon 1, 2, 3, 4 hodc 5, cac thay thé khéc nay.

Mot vai trong s cac khang thé theo sang ché khac véi AMG191 béi su ¢6 mat
cla it nhat mot thay thé cua géc’ CDR so voi géc c6 mat tai AMG191. Thay thé duoc uu
tién 1a N thanh A & vi tri 60 cta chudi ning, K thanh Q & vi tri 64 cla chudi nang va N
thanh Q & vi tri 30 cta chudi nhe, cac vi tri dugc danh sb theo Kabat. Mot, hai hodc céa
ba trong sd céc thay thé nay cé thé ¢6 mat. Mot 56 khéng thé bao gdm céc thay thé & vi
tri 64 ctia chudi nang va vi tri 30 ctia chudi nhe. Mot sb khang thé bao gém cac thay thé
& vi tri 60 cia chudi ning, vi tri 64 cla chudi nang va vi tri 30 cua chudi nhe. Mot s6
khang thé bao gdm céc thay thé & vi tri 60 ctia chudi niang va vi tri 30 cia chudi nhe.
Mot sb khang thé bao gdm cac thay thé & vi tri 60 ciia chudi ning va vi tri 64 ctia chudi
nang. Mot sé khang thé khong c6 thay thé so véi CDR Kabat cia AMG191 ngoai trit
cac thay thé & vi tri 60 va 64 caa chudi nang va vi tri 30 cta chudi nhe riéng 1é hodc &
dang két hop da néu. Néu céc thay thé khéc bt ky cia CDR Kabat c6 mdt, vu tién cd
mat khong nhiéu hon 1, 2, 3, 4 hodc 5 thay thé khac nay.

Céc thay _thé CDR & vi trf 60 va 64 ctia chudi ning va vi tri 30 ctia chudi nhe
riéng 18 va & dang két hop c6 thé dem lai 4i luc lién két tang ddi v6i c-Kit ctia nguoi.
Céc thay thé con 1a su thay thé gdc ctia chudt bang gbc dong mam ctia ngudi vé vi tri,
do d6 céc thir khac lam ting ngang bang dic diém con ngudi cia khang thé duoc lam
cho gidng clia ngudi. Bang 1 dudi ddy so sanh céc gbe chiém vi tri 60 va 64 ciia chudi
ning va vi tri 30 cta chudi nhe trong khang thé ctia chudt dugc ky giri v6i tén 1a HB-
10716, AMG191 va ba trong s6 khang thé dugc 1am cho gidng clia ngudi nay:

11
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12/72
Béang 1
Géc | HB-10716 | AMGI91 | HFII HF12 HF112
H60 N TN A N A
He4 K =R X Q Q
130 N N Q Q Q

Ngoai ra hoic theo cach khac, mot vai trong sb cac khang thé duge 1am cho giéng
ctia ngudi theo sang ché khac cac khang thé cia AMG191 bdi su ¢6 mit clia céc trinh
tu khung ving bién d6i khac nhau. AMG191 thu dliqc bing cach ghép triﬁh tu‘CDR cua
chudt vao khung dong mam cua IGHV1-46%01 IGKV4-1*¥01 d6i véi chudi nang va
chudi nhe, 14n luot. Phin boc 16 nay dé xuét viéc ghép cac CDR vao khung ving bién
d6i chudi nang cia IGH3-23*01 va khung ving bién dbi chudi nhe ctia IGKV2-28*01.
Puoc thiy 1a cac khung nay dem lai 4i luc lién két cao hon so véi 4i luc lién két cta
AMGI191. M@t s6 khang thé wu tién theo sang ché bao gdm khung ving bién ddi chudi
ning dua trén IGHV1-46*01 két hop vdi ciing cac dot bién nguoc nhu trong ving bién
d6i chudi ning cia AMG191 va khung viing bién dbi chudi nhe dwa trén IGKV2-28*01.
Su két hop cac khung nay s& két hop cac wu diém cta 4i luc duge cai thién so véi
AMG191 v6i su biu hién dugc cai thién so véi khang thé ¢6 su két hop ctia khung viing
bién dbi chudi ning cua IGH3-23*01 va khung ving bién d6i chudi nhe cia IGKV2-
28*01.

Vi vy, mot sb khang thé wu tién theo sang ché c6 ving bién dbi chudi ning
truéng thanh c6 trinh tir ctia bt ky trong sé cac chudi duoe chi dinh SEQ ID NO:13, 17
hodc 21 twong ung véi AH2, AH3, va AH4 va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh c6
trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO:53 twong tng véi NL2. Céc trinh tur ving bién doi
chudi niing khac nhau béi viéc c6 céc thay thé CDR chi & vi trf 60 ctia chudi ning, chi
& vi trf 64 cia chudi ning, hodc vi tri 60 va 64 cua chudi ning, déu theo cach danh )
Kabat. Khéc vé6i cac thay thé CDR, trinh tw ving bién dbi chudi ning 14 giéng v6i ving
bién d6i chudi ning trudong thanh cia AMG191. Trinh ty chudi ning dugc néu trong
SEQ ID NO:13, 17 va 21 bao gdm thay thé khung ving bién ddi (nghia 14, gbc ctia ngudi
nhén v6i thé cho 1a chudt) ¢ vi tri Kabat 71 (R thanh A), 73 (T thanh K) va 78 (V thanh

12
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A). C6 thay thé bd sung & vi tri 69 tir M thanh L.

Ving bién ddi chudi nhe trudong thanh dugc néu trong SEQ ID NO:53 ¢4 thay
thé CDR ¢ vi tri 30. Ving bién dbi chudi nhe trudng thanh dugc néu trong SEQ ID
NO:53 ciing khac v6i viing bién dbi chudi nhe trudng thanh cia AMG191 & mot vai vi

tri trong khung ving bién ddi nhu sau do su lwya chon thé nhan khéac nhau:
Vi tri 9 bi chiém chd bai L
Vi tri 12 bi chiém chd boi P
Vi tri 14 bi chiém chd bai T
Vi tri 15 bi chiém chd boi P
Vi tri 18 bi chiém chd boi P
Vi tri 20 bi chiém chd boi S
Vi trf 22 bi chiém chd boi S
Vi trf 37 bi chiém chd béi L
Vi trf 43 bi chiém chd béi S
Vi tri 45 bi chiém chd boi Q
Vi tri 74 bi chiém chd bai K
Vi tri 77 bi chiém chd boi R
Vi trf 78 bi chiém chd boi V
Vi tri 79 bi chiém chd boi E
Vi tri 84 bi chiém chd béi G.

Ving bién d6i chudi nhe truéng thanh duge néu trong SEQ ID NO:53 khong
chta bat ky dot bién nguoc nio cta khung ving bién ddi vai cac gde cia chudt tir dong
mam ctia nguoi.

Sang ché con dé xuét khang thé c6 ving bién dbi chudi nang va chudi nhe 14 bién
thé cta trinh tu dugc 14y lam vi du. Vi du, sang ché bao gdm céc khang thé c6 viing bién
dbi chudi ning trudng thanh c6 do ddng nhét it nhit 85%, 90%, 95%, 98 hodc 99% voi

trinh tu bat k¥ trong s céc trinh tw duge néu trong SEQ ID NO:13, 17 hodc 21 va ving
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bién d6i chudi nhe truéng thanh c¢6 do dong nhét trinh tu it nhat 85%, 90%, 95%, 98%
hodc 99% véi SEQ ID NO:53. Su thay ddi bat ky tir cac trinh ty da chi dinh tét hon 14
nidm ngoai cac CDR nhu duoc x4c dinh bdi Kabat. Sy thay ddi ciing t&t hon 1a khong
ndm & vi trf khung ving bién ddi cua cac dot bién ngugc trong trinh tu quy dinh (vi tri
71, 73 va 78 theo cach danh s6 Kabat). O mot s khang thé, thay thé bat ky khong phai
& vi tri 69 cua chudi ning theo cach danh s6 Kabat. O mot sb khéng thé, bién ddi nam &
vi tri khung ving bién dbi khac cac vi trf tai d6 SEQ ID NO:53 khac véi ving bién dbi
chudi nhe trudéng thanh cia AMG191. O céc khang thé khac, thay d6i nam & vi tri khung
ving bién déi tai d6 SEQ ID NO:53 khéc véi ving bién doi chudi nhe truéng thanh cua
AMG191, tuy v két hop vdi (cac) vi tri khac trong khung ving bién d6i. O mot sé khang
thé, {t nhét 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, hodc 15 trong sb cac gbc khung
ving bién ddi tai d6 SEQ ID NO:53 khac v6i khung ving bién d6i chudi nhe trudng
thanh ctia AMG191 vAn con. O mét s6 khang thé, su thay d6i 1a béi cac thay thé bao
toan. O mdot sb khang thé, Q & vi tri 1 ctia chudi ning ¢6 thé dugc thay thé béng E lam
giam kha ning chuyén héa pyroglutamat (Liu, et al., 2011, J. Biol. Chem., 286: 11211—
11217). Su chuyén hoa axit glutamic (E) thanh pyroglutamat (pE) x&y ra chdm hom so
v6i tir glutamin (Q). Do sy méat amin bac mt trong su chuyén hoa glutamin thanh pE,
khang thé c6 tinh axit hon. Su chuyén héa khong hoan toan tao ra tinh khong ddng nhat
trong khang thé ma c6 thé dugc quan sat dudi dang céc pic st dung phuong phép phan
tich dua vao dién tich. Cac khac biét vé tinh déng nhét c¢6 thé chi ra viéc thiéu su kiém

soat quy trinh.

Khang thé c6 thé duoc kiém tra 4i Iuc 1ién két v6i c-Kit ciia nguoi, ADCP, ADCC
va su e ché tang sinh HSPC do SCF gay ra st dung céc tht nghiém duoc cung chp
trong cac vi du. Khang thé cling c6 thé dugc sang loc trong cac mau dong vat, nhu duge
md ta trong WO2016033201. Khang thé wu tién theo sang ché c6 ai luc lién két véi c-
Kit ctia ngudi dugc ting cuong, ADCP dugc ting cuong va/hodc ADCC dugc tang
cudng va/hodc sy tre ché tang sinh HSPC do SCF gay ra dugc tang cudng duge do bang
cach st dung céc thir nghiém nay dbi véi AMG191 hodc dang IgG1 ctia ngudi cua no.
Khang thé wu tién con wc ché su lién két ctia c-Kit ctia ngudi véi phdi tir yéu t6 té bao
gbc clia ngudi cia noé.

Sang ché con dé xuét cong cu ting cudng lién két v6i c-Kit ctia nguoi va/hodc
ADCP va/hoic ADCC dua vao té bao biéu hién c-Kit ctia nguoi so voi AMG191 hodc
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dang IgG1 ciia nguoi cia né, trong d6 su ting cudng duoc do nhu trong phan Vi du thuc
hién sang ché. Cong cu lay vi du 1a khang thé ¢6 ving bién dbi chudi niang trudng thanh
c6 trinh tu bat ky trong sb céc trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO:13, 17 hodc 21 va
viing bién ddi chudi nhe truéng thanh dwoc néu trong SEQ ID NO:53 véi viing khong
d6i chudi nang IgG1 cta ngudi va ving khéng d6i chudi nhe kappa ctia ngudi. Thay thé
s0 v6i AMG191 trong cidc CDR 1a tir N thanh A & vi tri 60 ctia chudi ning, K thanh Q
& vi tri 64 ctia chudi ning va/hodc N thanh Q & vi tri 30 cta chudi nhe gbp phan ting
cudng cac tinh chit ctia phuong thic 14y lam vi du nay. Cong cu nay c6 thé duoc két

hop vao dugce phém vGi chét mang dugc tinh.

Khang thé c¢6 thé 1a hodc khong phai 12 dbi twong cai bién sau dich ma, nhu
glycosyl hoa, phu thudc vao cac didu kién biéu hién hoic su lua chon ving khong ddi

trong sd cac yéu t6 khac.
II. Lua chon ving khong dbi

Vung bién ddi chudi nang va ving bién ddi chudi nhe duge mo ta & trén 6 thé
dugc lién két véi it nhat mot phan ving khong déi ctia nguoi. Viée lua chon viing khong
dbi phu thude, mot phén, vao viéc liéu ddc tinh té bao qua trung gian té bao phu thudc
khang thé, sy thuc bao phu thudc khang thé va/hodc doc tinh té bao phu thude bd thé ¢6
1a mong mudn hay khong. Vi du, cac isotyp IgG1 va IgG3 clia ngudi ¢6 doc tinh té bao
phu thudc bd thé va cac isotyp IgG2 va IgG4 cta ngudi thi khong. IgG1 va IgG3 cua
ngudi cling gdy ra chie ning tic dong qua trung gian té bao manh hon so véi 1gG2 va
IgG4 ctia ngudi. IgG1 cta ngudi duoc wu tién véi khang thé theo sang ché. Ving khong

ddi chudi nhe c6 thé 1a lambda hoic kappa.

Mot hodic mdt vai axit amin & dau tdn amino hodc carboxy ctia chudi nhe va/hoic
chudi ning, nhu lysin dau tan C ctia chudi ning, c6 thé bi thiéu hodc duoc tao din xuit
trong mot phin hodc tit ca cac phan tir. Thay thé ¢ thé duoc tao ra trong ving khong
d6i @8 giam hodc tang chirc nang tic dong nhu ddc tinh té bao qua trung gian bd thé
hodc ADCC hodc loai bo vi tri glycosyl hoa (xem, vi dy, Winter et al., Patent M¥ sb
5,624,821; Tso et al., Patent My s 5,834,597; va Lazar et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 103:4005, 2006), hodc dé kéo dai chu ky ban rd & nguoi (xem, vi du, Hinton et al.,
J. Biol. Chem. 279:6213, 2004). Céc thay thé 14y vi du bao gdm Gln & vi trf 250 va/hodc

Leu & vi trf 428 (danh s6 EU duoc st dung trong doan nay d6i v6i ving khong doi) dé
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tang chu ky ban ra cia khang thé. M252Y/S254T/T256F ciing 1am ting chu ky ban ra
nhu thay thé N434A hodc S, T250Q, va V3089P & bat ky hodc tt ca cac vi trf 234, 235,
236 va/hodc 237 1am giam ai lyc dbi voi thu thé Fey, ddc biét 1a thy thé FeyRI (xem, vi
du, US 6,624,821). Bt ky trong s6 cac thay thé sau ddy lam ting chirc ning tac dong:
F243L/R292P/Y300L/V3051/P396L, F243L/R292P/Y300L/V3051/P396L,
S239D/I332E,  S239D/I332E/A330L,  S298A/E333A/K334A,  S239D/I332E,
S239D/I332E/A330L, va S298A/E333A/K334A.

Ving khong ddi ctiia ngudi thé hién bién ddi di kiéu (allotyp) va bién doi
isoallotyp gitta cac ¢4 thé khac nhau, tirc 13, ving khong ddi c6 thé khic & céc c4 thé
khéc nhau & mot hodc nhidu vi tr da hinh. Isoallotyp khéc allotyp & chd huyét thanh

nhan dién isoallotyp lién két vai vung khdng da hinh cia mdt hodc nhiéu isotyp khéc.
[II.  Biéu hién ctia khang thé tai tb hop

Khang thé duogc lam cho gidng ctia ngudi thudng dugce tao ra bdi su biéu hién tai
td hop. Céu tric polynucleotit tai t hop thudng bao gbm trinh ty diéu khién su biéu
hién dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tu ma héa cia chudi khang thé, bao gdm yéu
t6 diéu khién su bidu hién két hop tu nhién hodc khéc loai, nhu trinh tw khéi dau. Trinh
tw diéu khién su biéu hién c6 thé 1a hé trinh tu khéi dau trong cac vecto ¢6 kha ning
bién nap hodc chuyén nhiém vao té bao chii nhan chuén hoic nhéan so. Khi vecto duoc
két hop vao vat cha thich hop, vt chi nay dugc gitt & cac diéu kién thich hgp dé biéu

hién trinh ty nucleotit mirc d6 cao va gom va tinh sach khang thé phan tmg chéo.

Céc vecto bidu hién nay thuong cé thé sao chép trong sinh vat chu hodc ¢ dang
episom hodc & dang phan nguyén ctia ADN nhiém sdc thé vat chu. Thong thudng, vecto
bidu hién chira gen danh ddu chon loc, vi du, khdng ampixilin hodc khédng hygromyxin,
dé cho phép phat hién cac té bao duge bién nap véi trinh tw ADN mong mudn.

E. coli a mot vat chit kiéu té bao nhan so hitu fch dé bidu hién khang thé, dac
biét 1a cAc manh khang thé. Céc vi sinh vat, nhu nAm men, ciing hitu ich dé biéu hién.
Saccharomyces la vat chu ndm men c6 vecto thich hop c6 trinh ty diéu khién su biéu
hién, nguén géc sao chép, trinh tu két thac, va tuong tu khi mong mudn. Trinh tu khéi
d4u dién hinh bao gém 3-phosphoglyxerat kinaza va cac enzym phan huy duong khéc.
Trinh tu khéi dau & ndm men c6 kha ning cam tng bao gém, trong sb cac trinh tu khac,

trinh tu khéi dau tur dehydrogenaza rugu, isoxytocrom C, va cac enzym chiu trach nhiém
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cho viéc st dung maltoza va galactoza.

Céc té bao ctia dong vat cé va c6 thé duoc st dung dé bidu hién cdc manh
nucleotit ma hoéa globulin mién dich hodc cidc manh cia né. Xem Winnacker, From
Genes to Clones, (VCH Publishers, NY, 1987). Nhiéu dong té bao chu thich hop c6 kha
nang tiét protein khac loai nguyén ven da dugc phat trién, va bao gdm dong té bao CHO,
céc loai dong té bao COS khac nhau, t& bao HeLa, té bao HEK293, té bao L, va u tiy
khéng sinh khang thé bao gdm Sp2/0 va NSO. Céc té bao c¢6 thé khong phai ctia nguoi.
Vecto biéu hién d6i voi cac t& bao nay co6 thé bao gdm trinh tu diéu khién su biéu hién,
nhu ngudn gbe sao chép, trinh tu khoi dau, gen tang cuong (Queen et al., Immunol. Rev.
89:49 (1986)), va céc vi tri thong tin xtr 1y cén thiét, nhu vi tri lién két ribosom, vi tri
nbi ARN, vi tri polyadenyl héa, va trinh tu két thic phién ma. Trinh tu diéu khién su
biéu hién c6 thé bao gdm trinh ty khéi ddu c6 ngudn gbc tr gen ndi sinh,
cytomegalovirut, SV40, adendvirut, virut u nht & bo, va tuong ty. Xem Co et al., J.

Immunol. 148:1149 (1992).

Theo cach khéc, trinh ty ma héa khang thé c6 thé duoc két hop vio cic gen
chuyén dé dua vao b gen ctia dong vét chuyén gen va sau d6 biéu hién trong sira ctia
dong vat chuyén gen (xem, vi du, Patent M§ s6 5,741,957; Patent My s6 5,304,489; va
Patent M§ s 5,849,992). Gen chuyén thich hop bao gdm trinh tw ma héa chudi nhe
va/hoic chudi niing dugce lién két c6 didu khién v6i trinh ty khoi ddu va gen ting cudng

tir gen cu thé cua tuyén vi, nhu casein hoic beta lactoglobulin.

Vecto chita manh ADN quan tim c6 thé dugc chuyén vao té bao chi bang nhidu
phuong phép phu thudc vao loai vat chu té bao. Vi dy, su chuyén nhiém canxi clorua
thudng duoc sir dung cho té bao nhéan so, trong khi xtt 1y canxi phosphat, xung diéﬁ, bao
trong liposom, vi ti€ém, hodc chuyén nhiém dya vao virut ¢6 thé duoc st dung cho cac
vét chu té bao khac. Cac phuong phap khac duge ding dé bién nap té bao dong vt ¢6
vi bao gdm st dung polybren, dung hop thé nguyén sinh, liposom, xung dién, va vi
tiém. Dé tao ra dong vat chuyén gen, gen chuyén ¢6 thé duoc vi tiém vao nodn bao duge
thu tinh hogic c6 thé duoc két hop vao bd gen cia té bao gdc trong phdi, va nhan ctia céc

té€ bao nay dugc chuyén vao noan bao da khoét nhéan.

Khi dua vecto mé héa chudi ning va chudi nhe ctia khang thé vao canh truong €

bao, cac nhom té bao ¢b thé dugce sang loc vé nang sudt tang trudng va chat luong san
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phim trong mdi truong khong c6 huyét thanh. Cac nhém té bao tao ra & phia trén sau
d6 c6 thé duoc dua di tach dong té bao don dwa vao FACS dé tao ra dong don dong. San
luong cu thé trén 50 pg hodc 100 pg mdi té bao mot ngay, ma tuong ting v6i chuan do
san phim 16n hon 7,5 g/L canh truong, c¢6 thé duoc st dung. Khang thé dugce tao ra béi
cac dong té bao don c6 thé dugc thur nghiém 46 duc, tinh chit loc, PAGE, IEF, quét UV,
HP-SEC, ban dd cacbohydrat-oligosacarit, khéi phd, va thir nghiém lién két, nhu ELISA
hogc Biacore. Dong dugce chon sau dé co thé duogc chét vao nhiéu lo va .b’éo quéh cap

dong dé st dung cho 14n sau.

Khi duoc biéu hién, khang thé c6 thé duge tinh sach theo quy trinh chuén trong
linh vuc, bao gém bat git protein A, tinh sach HPLC, séc ky cdt, dién di gel va tuong
tu (xem, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

Phuong phéap dé san xuét thuong mai khang thé ¢6 thé duoc st dung, bao gdbm
tdi wu hoa codon, lua chon trinh ty khéi dau, lua chon yéu t phién ma, lya chon trinh
tu két thuc, tach dong té bao don khong chira huyét thanh, chat déng té bao, st dung gen
dénh diu chon loc dé khuéch dai sb lugng ban sao, trinh tu két thac CHO, hodc cai thién
chudn do protein (xem, vi du, US 5,786,464; US 6,114,148; US 6,063,598; US
7,569,339; W02004/050884; W02008/012142; W02008/012142; W02005/019442;
W02008/107388; W02009/027471; va US 5,888,809).

IV. Axit nucleic

Sang con dé xuit axit nucleic ma hoa bét ky trong sd chudi ning va chudi nhe
duoc md ta & trén. Tuy ¥, cac axit nucleic nay con ma hda peptit tin hiéu va co thé duoc
biéu hién v6i peptit tin hiéu lién két v6i trinh tw ma héa ving khong d6i cua axit nucleic
c6 thé duoc lien két c6 diéu khién véi trinh tw didu hoa dé dam bao su biéu hién cia
trinh tuy ma hoda, nhu trinh tu khéi dau, gen tang cuong, vi tri lién két ribosom, tin hiéu
két thic phién ma, va twong tu. Axit nucleic ma héa chudi ning va chudi nhe c6 thé xuit
hién & dang duogc phan 1ap hodc co thé duoc tach dong vao mot hodc nhiéu vecto. Axit
nucleic c6 thé duoc tdng hop bang, vi du, tong hop pha ran hoic PCR c4c oligonucleotit
xép chdng. Axit nucleic mi héa chudi nang va chudi nhe c6 thé duoc két hop thanh mot
axit nucleic lién tuc, vi du, trong vecto biéu hién, hodc co thé tach roi, vi du, mdi axit

duoc tach dong vao vecto bidu hién riéng ctia no.
V.  Khang thé lién hop
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Khéng thé theo sang ché c6 thé duoc lién hop vao cac gbe gay ddc té bao hodc

kim ham té bao dé tao ra co ché bo sung doc tinh t& bao.

Mot sb khang thé nay co thé duoc cai bién dé déng vai tro lam doc t6 mién dich.
Xem, vi du, Patent M¥ 6 5,194,594, Vi du, rixin, doc t té bao co nguén géc tur thuc
vat, c6 thé duoc két hop v6i khang thé bang cach st dung chit phan tng hai chirc S-
axetylmercaptosuxinic anhydrit d6i v6i khang thé va suxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat ddi v6i rixin. Xem Pietersz et al., Cancer Res. 48(16):4469-
4476 (1998). Su Kkét hop nay dﬁh dén su mét hoat tinh lién két chudi B cua rixin, trong
khi khong anh hudng dén kha ning giy doc cia chudi A cia rixin cling nhu hoat tinh
ctua khang thé. Tuong tu, saporin, chét (e ché cum ribosom, ¢é thé duoc két hop véi
khang thé théng qua lién két disulfua gitta cAc nhom sulfhydryl duge cai xen bing
phuong phép héa hoc. Xem Polito et al., Leukemia 18:1215-1222 (2004).

Mot sb khang thé nhu vay c6 thé dugc lién két v6i chat dong Vl phéng xa. Vi du
vé cac chit déng vi phéng xa bao gém, vi dy, yttri90 (90Y), indil11 (111In), 1311,
99mTe, bac phéng xa-111, bac phong xa-199, va Bismut213. Lién két oith cdc chét dong
vi phong xa véi khang thé c6 thé duoc thuc hién véi cac chelat hai chirc ning thong
thuong. Dbi voi lién két ctia bac phong xa-111 va bac phong xa-‘199, thanh phan lién
két gbc luu huynh c6 thé duoc st dung. Xem Hazra et al., Cell Biophys. 24-25:1-7
(1994). Lién két ctia cac chét ddng vi phong xa bac ¢6 thé 1iéﬁ quan dén viéc lam giam
globulin mién dich véi axit ascorbic. D6i véi cac chat dong vi phong xa nhur 111In va
90Y, ibritumomab tiuxetan c6 thé dugc st dung va s& phdn tng vdi cac chét déng Vi
néiy dé tao ra lan luot 111In-ibritumomab tiuxetan va 90Y-ibritumomab tiuxetan. Xem
Witzig, Cancer Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1:S91-S95 (2001).

Mot sb khang thé nhu vay ¢cb thé duoc lien hop véi thudc héa trj liéu c6 doc tinh
nhu maytansin, geldanamyxin, chit ¢tc ché tubulin nhu chit lién két tubulin (vi du,

auristatin), hodc chét lién két ranh nho nhu calicheamixin.
VI. Ung dung tri li¢u

Khang thé theo sang ché hodc duge pham két hop khang thé nay c6 thé dugc st
dung dé diéu tri cac tinh trang bénh khic nhau. Vi du, céc khéng thé nay c6 thé duoc su
dung dé cit bo céc té bao gde tao mau va té bao tién than (HSPC) ndi sinh & d6i tuong

¢6 nhu cau. Cit bd HSPC ndi sinh 1a budc diu trong lidu phép thay té bao gbe. Liéu
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phép thay té bao gbc thudong bao gdm viée giam hodc loai bd HSPC ndi sinh, ma bi
khiém khuyét ¢ khia canh nao d6, va thay thé chiing bang HSPC thay thé. HSPC thay
thé c6 thé 1a tu rung, ngoai sinh hodc ghép khac loai. HSPC ndi sinh cé thé bi khiém
khuyét do su d6t bién di truyén 1am suy giam chirc ning hodc su biéu hién (vi du, bénh
thiéu mau hdng ciu hinh liém hodc bénh thiu m4u dia trung hai), do ung thu méu, hoic
do su tdn thwong tir phép hoa tri liéu ding trong diéu tri bénh ung thu. HSPC ndi sinh
ciing c6 thé dugc thay thé két hop véi su ghép co quan vi HSPC noi sinh s& dan dén su

tan cong mien dich ciia mo6 ghép.

Khéng thé khang c-Kit cling ¢6 thé duoc sir dung trong diéu tri cdc bénh ung thu
bidu hién c-Kit. C4c bénh ung thu nay bao gdm ung thu mau, nhw AML va cac khéi u
rin, nhu ung thu té bao mast, ung thu thé dém tinh hoan, ung thur thé dém da day ruot,
u melamin, ung thu vl va phéi. Su biéu hién cua c-Kit tot hon 1a & mic cao hon so véi
mo duge két hop véi té bao kiém soat thong thuong nhu duoc xdc dinh bdi thir nghiém
héa md mién dich.

Khang thé duoc st dung trong ché do hidu qua nghia 12 liéu dung, duong dl‘mg
va tin suét st dung ma dat dugc muc dich mong mudn, nhu giam HSPC ndi sinh hoeic
té bao ung thu biéu hién c-Kit. Trong mot sb treong hop, hi€u qua co thé duoc quan sat
& timg bénh nhén so véi cac dbi chimg lich str hodc trai nghiém trong qué khir ¢ cung
mdt bénh nhan. Trong cac truong hgp khac, hiéu qua cé‘thé duogc chung minh trong thir
nghiém tién 14m sang hodc 1am sang trong quan thé bénh nhan duoc didu tri so v&i quan

thé d6i ching gdm cac bénh nhan khong duge diéu tri.

Lidu 1iy vi du 1a it nhét 0,05 mg/kg va 1én dén 10 mg/kg vi dy, khoéng 0,05-10
mg/kg, hodc 0,1 dén 5 mg/kg hodc 5-750 mg duéi dang lidu cb dinh. Liéu dung phu
thudc vao tiﬁh trang bénh cua bénh nhan va ddp tng voi 1an diéu tri trude, néu co, litu
viéc diéu trj 12 phong ngira hay tri liéu va liu rdi loan 14 cAp tinh hay man tinh, trong s6

cac yeu to khac.

Viée st dung c6 thé 12 ngoai dudng tiéu héa, trong tinh mach, dudng miéng, dudi
da, trong dong mach, trong s, trong v, trong mang bung, khu trd, trong miii hoac trong
co. Mot sd khang thé ¢6 thé dugc dua vao hé tudn hoan bang cach dung trong tinh mach
hogic du6i da. Viée ding trong tinh mach c6 thé 13, vi du, bang cach truyén trong khoang

thoi gian nhu 30-90 phut.
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Khéng thé c6 thé duoc st dung mot 1an hodc nhiéu 1an. Néu nhiéu lan, khoang
cach gitra cac 1an c6 thé 1a vi du, hang ngay, hang tudn, hai tudn mot, mdi thang hoic
mdi quy.

VI.  Duoc phdm va phuong phép sir dung

Dugc phim két hop khéang thé theo sang ché dé st dung ngoai dudng tiéu héa co
thé 1a vo tring va gan nhu déng truong (250-350 mOsm/kg nude) va dugce san xuat trong
didu kién GMP. Dugc phim c6 thé duoc tao ra & dang lidu don vi (nghia 13, liéu cho
mdt 1an ding). Dugc phim c6 thé duoc bao ché st dung mét hozic nhiéu chit mang, chit
pha loang, ta dugc hodc chét phu tro duge dung. Dang bao ché phu thudc vao dudong
dung dugce chon. Dé tiém, khéng thé c6 thé duoc bao ché trong dung dich nuédc, vi du,
trong dém tuong thich sinh Iy nhu dung dich Hank, dung dich Ringer, hodc nudc mudi
sinh ly hodc dém axetat (dé lam giam sy khong thodi mai & vi tri tiém). Dung dich c6
thd chira chét cong thirc nhur chét tao huyén phi, chit én dinh va/hodc chat phan tan.
Theo céach khac, khang thé co thé & dang dong kho dé tao clu trac véi chat dan thude
thich hogp, vi du, nudce vo tring khdng chtra pyrogen, trude khi str dung.

Céc ché do dung co6 thé duogc str dung két hop véi chét khic ¢6 hiéu qua trong
didu tri tinh trang bénh dang dugc didu tri (vi du, chét hoa tri liéu hodc chét sinh hoc dé
diéu tri ung thu).

Sau khi diéu tri, tinh trang cua d6i tuong dugc diéu tri ¢6 thé duoc giérri sat ddi
v6i cac thay dbi dép ing vai vige didu tri (vi du, sé lugng HSPC noi sinh giam) hodc s6
lwong té bao ung thu biéu hién c-Kit giam.

VII. St dung khéc

Khéng thé theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé phat hién c¢-Kit bang thir
nghiém mién dich, nhu ELISA, tham tach Western, hogc hda mo mién dich. Thir nghiém
nay c6 thé hitu ich trong viéc xac dinh xem ung thu biéu hién c-Kit c6 lam cho né co
thé phit hop dé diéu tri v6i phuong phép theo sang ché hay khong. Khang thé ciing c6
thé duge sir dung dé 1am giau HSPC biéu hién c-Kit bang sic ky 4i lyc.

Vi du thye hi¢n sang ché
1. Nguyén li¢u va phuong phap
Téch dong khang thé V va doc trinh ty. Dong té bao thé lai khang c-Kit ctia nguoi
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duoc mua tt ATCC (HB-10716). Vung bién dbi chudi ning (VH) va chudi nhe (VL)

duoc tich dong va doc trinh tu bing Genscript.

Lam cho khdng thé giong ciia ngwoi va thé CDR. Viéc 1am cho HB-10716 giéng
ctia ngudi dugc thuc hién bang cach cai cac gbec CDR tir khang thé ctia chudt 1én trén
khung dong mam cua ngudi (FR). Tém lai, VH cia chudt dugce lam cho gidng cta ngudi
bang cach bd sung mot cach than trong cac gbec CDR turong ting va vai gbc khung (FR)
vao IGHV1-46*01 hodc IGHV3-23*01 ctia ngudi. VL clia chudt duge lam cho giéng
clia ngudi bang cach bd sung mot cach than trong cac gbc CDR tuong tmg va vai gbc
khung (FR) vao IGKV4-1*01 hoac IGKV2-28*01 ctia nguoi. Cac khac biét gitta cac
gbc FR clia chudt va cta ngudi duoc tao mau riéng dé kiém tra anh hudng co thé c6 ctia
chung dén sy cdu thanh CDR. Pé 1am cho khang thé giéng ctia nguoi hon nita va ting
ai luc lién két cia khang thé dugc lam cho gidng ctia ngudi, cac gde trong CDR dugc

chon va gdy dot bién thanh cac gbc CDR twong ting ctia trinh tu dong mam ctia nguoi.

Chuyén nhiém té bao. Céc té bao 293F dugc nudi cdy trong mdi trudng biéu hién
293 FreeStyle™ (Invitrogen). Su chuyén nhiém tam thoi duge thuce hién bang cach dong
chuyén nhiém vecto biéu hién ma héa chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé str dung
chét chuyén nhiém 293fectin (Invitrogen), theo huéng din ciia nha san xuét. Bén dén
nam ngdy sau, chit ndi bé mit tir cac té bao chuyén nhiém duge thu hoach va kiém tra
su tiét khang thé bang ELISA. Tém lai, dia 96 giéng (Nunc, Roskilde, Denmark) dugc
phu 1 ug/ml khang thé ctia dé khang Fc gamma ciia ngudi trong nudce mudi duoc dém
phosphat (PBS) trong 16 gio & 4°C. Sau khi phong bé trong 1 gid vi BSA 0,4% trong
PBS & nhiét do trong phong, chit ndi bé mat phan 1ap dugc bd sung vao 1/3 dung dich
pha lodng lién tiép, va duoc U trong 1 gior & nhiét do trong phong. Céc dia sau d6 dugc
rira ba 1an va duoc G v6i khang thé cia dé dic hiéu khang kappa ctia ngudi dugc lién
hop v6i HRP trong 1 gior & nhiét do trong phong. Sau khi rtra, cac dia dugc phat trién
v6i TMB. Phan tng duge dimg bang H>SO42M, va OD duoc do & 450 nM.

Tinh sach va md ta khang thé. Chit n6i bé mat moi truémg nuoi céy duoc str dung
cho ¢0t protein A Sepharose (GE Healthcare). Cot nay duoc rira bang PBS, va sau d6
protein dugc ria gidi bing dém rira giai (dém natri xitrat 0,1 M, pH=3,0). Céc phan da
gom duoc trung hoa bang Tris 1M pH=9,0. Cuébi cing, cdc mAu da tinh sach dugc tham

tach dua vao PBS. D¢ tinh khiét cia phan doan khang thé da rira giai dugc phan tich
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bang dién di gel natri dodexyl sulfat polyacrylamit (SDS-PAGE) trén 10% gel & cac
didu kién khir hosc khong khtr. Cac vach dugc hién thi bang cich nhudm xanh

Coomassie.

Po hoat tinh lién két khdng nguyén bang ELISA. Pia 96 giéng (Nunc, Roskilde,
Denmark) duoc phi 1 ug/ml protein dung hop c-Kit ctia ngudi-Fe trong nuée mubi duge
dém phosphat (PBS) trong 16 gio & 4°C. Sau khi phong bé trong 1 gio bang BSA 0,4%
trong PBS & nhiét d6 trong phong, khang thé khang c-Kit dugc bd sung vao 1/3 dich
pha loang lién tiép, va dugc @ trong 1 gid' & nhiét d6 trong phong. Cac dia sau d6 duoc
rira ba 14n va duoc @ voi khang thé ctia dé dic hiéu khang kappa ctia ngudi duge lién
hop voi HRP trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira, cac dia duoc phat trién
v6i TMB. Phan tng duogc dimg biang H2SO4 2M, va OD dugc do & 450 nM.

Thir nghiém thuce bao in vitro. Té bao ung thuy MHC-1 duge rira va dém, sau d6
25 L cha 1 x 10° té bao trong IMDM khong chira huyét thanh dugc bd sung vao mdi
giéng. Viée xr 1y khang thé (trorig 25 uL) véi ndng do cudi bang 10 pg/mL dugc thém
vao cac giéng va duoc u ¢ 37°C trong 30 phut. Tai thoi diém 30 pht, cac dai thuc bao
da thu hoach trude d6 v6i TrypLE duoc dém va duge cdy dia véi 5 x 10* t& bao trong
50 pL IMDM khong chtra huyét thanh. Cac dia dugc G & 37°C trong 2 gid (chét tac
dong:dich = 1:2). Phan tram thuc bao dugc tinh bang phén tich dém dong té bao tim
kiém cac dai thue bao GFP+,

Thit nghiém ADCC. Té bio giét tw nhién duge phan 14p tir PBMC ciia nguoi st
dung kit chon loc duong tinh CD56 cua nguodi EasySep tir Stemcell Technologies
(Vanbouvér, British Columbia, Canada, catalog #17855). Céc té bao da phan lap duoc
nudi cdy qua dém trong méi trudng RPMI 1640 ¢6 bd sung FBS 10% va 100 U/mL IL-
2 t4i t hop ctia ngudi (PeproTech, Rocky Hill, NJ, catalog #200-02). Cac té bao GIST-
T1 duoc dan nhan 5 uM Calcein-AM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, catalog
#C3100MP) trong 10 phtit & 37°C, sau d6 dugc rira hai 1An. Khéng thé khang c-Kit hodc
d6i ching isotyp dugc pha lodng lién tiép 10 14n tir 0,0003 dén 30 ug/mL va duge chuyén
vao dia thir nghiém day chir V. Cac té bao GIST-T1 di duoc dén nhan dugce bd sung vao
dia thr nghiém, sau d6 1a cac té bao giét tu nhién hoat hoa cho ty 1€ cudi dich:chét tac
dong 1a 1:5. Sau 2 gio u, chit ndi bé mit duqé gom va duogc chuyén vao dia trong day

phéng. Pia duge doc trén diu doc dia phat huynh quang SpectraMax M3 v6i budce séng
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kich thich 490 nm, budc séng phat 520 nm, va ngudng 1a 515 nm, bang phin mém
SoftMax Pro 7.0. Phan tram dung giai cu thé dugc tinh dua trén don vi phat huynh quang
trong dbi (RFU) véi cong thire sau: [(RFU thtr nghiém — RFU nén trung binh)/(RFU t6i
da trung binh — RFU nén trung binh)] X 100, trong d6 nén 14 té bao tac dong + té bao

r
.....

dich khong c6 khang thé, va ty 1& dung giai t6i da 1a té bao tac dong + té bao dich ¢6
dém dung giai. Di liéu dugc phan tich bang GraphPad Prism 7.05. Phan tram dung giai
phu thude khéng thé cu thé duoc vé dd thi dua trén ndng do khang thé.

Thik nghiém ting sinh HSPC. Té bao gbc/té bao tién than CD34+ mau cudng rén
dong lanh (ALLCELLS Catalog# CB00S5F) dugc tai tao huyén phii trong mdi trub‘ﬁg
luu HSC, StemSpan SFEMII (STEMCELL technologies Catalog# 09605) dugc bd sung
20 ng/ml SCF tai t6 hop cta nguoi (STEMCELL technologies Cat# 78062), 20 ng/ml
FIt3 tai t6 hop cta ngudi-phdi tir (Peprotech Catalog# 300-19) va 20 ng/ml TPO tai t6
hop cia ngudi (Peprotech Catalog# 300-18). Khoang 3000 té bao gbc duge ciy dia vao
mdi giéng trén ba dia 96 giéng COSTAR Ultra low cluster (Corning Catalog# 7007).
Céac dia dugc ly tam & 1250 vong/phut & 4°C trong 5 phut va té bao dugc tai tao huyén
phu trong 200 ul mdi trudng luu HSC ¢6 hode khong c6 khang thé khang c-Kit trong ba
ban sao. Bén khang thé khang c-Kit, AMG191, AMG191-G1, HF12 va HF112 dugc
kiém tra & cac ndng d6 0,1, 1, 10 va 50 ug/ml. Sy ting sinh té bao duoc kiém tra sir dung
hat dém tuyét ddi Countbright absolute Counting beads (InvitrogenTM Catalog#
C36950) vao ngay 1, 3, 5, va 11. AMG191 c6 dot bién N thanh E cta vi tri 297 tao ra
chtrc nang tac dong giam khong dugc glycosyl hoa. AMG191-G1 hodc —IgG1 ¢6 vung
khong ddi IgG1 kiéu dai ctia ngudi.

2. Kétqua
(a)  Tach dong va doc trinh ty ving bién ddi thé lai khang c-Kit

Dong té bao thé lai khang c-Kit ctia nguoi duge mua tt ATCC (HB-10716). Tinh
ddc hiéu ctia dong thé lai HB-10716 dugc kiém tra bang lién két ELISA véi ¢-Kit cua
ngudi. Ving bién dbi chudi nang va chudi nhe cia HB-10716 dugc tach dong tir thé lai
st dung doan mdi khang thé toan bo. Nhidu dong don tinh ctia mdi san pham gen V
duoc doc trinh ty dé gidm sat 18i do PCR gay ra. Trinh tu nucleotit ciia VH va VL clia
HB-10716 duoc x4c dinh, va trinh tu axit amin suy ra duoc thé hién lan luot trén Fig.

1A va B.
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(b)  Lam cho khéng thé giéng ctia ngudi va thé CDR

Pé lya chon khung khang thé ctia nguoi (FR) cin duoc dung dé 1am khuon dé
ghép CDR, vung VL va VH HB-10716 cta chudt duoc so sanh véi ving nay ctia trinh
tur dong mam ctia ngudi. FR cta ving VL HB-10716 cta chudt duoc thiy 12 ¢6 tinh
ddng nhit cao hon so véi nhém phu IGKV4-1, va FR ctia ving VH thé hién tinh dong
nhit cao hon so v6i nhém phu IGHV1-46 ctia ngudi. Cac FR tir IGKV4-1 va IGHV1-
46 cua nguoi do d6 dugc sir dung lam co sé dé thiét ké HB-10716 duoc 1am cho giéng
ctia ngudi. Vi tri axit amin trong viing FR ma khac nhau gitra céc trinh ty HB-10716 va
IGKV4-1/IGHV1-46 va ¢6 thé ¢6 anh hudng dén lién két khang nguyén duoc xac dinh
thong qua sw tao mau phén tir. Cac gbc gidng nhau trong cac FR duoge gitt lai va céc gde
khong giéng nhau hodc 1a dugc gilt lai hodc dugc thay thé dua vao chwong trinh tao mau
phén tir. Ngoai ra, cac gbc trong ving CDR ctia VH va VL duoc xéc dinh thong qua sy
tao mAu phén ttr. Cac thay thé CDR dugc thuc hién bang sy gdy dot bién nham vi tri.

Bang 2 tong két khang thé duoc 1am cho gibng cta ngudi méi duoc tao ra va cac
thanh phan ving bién d6i truong thanh chudi ning va chudi nhe ctia ching. Tém lai,
khang thé duoc chi dinh AF ¢6 cuing khung ving bién di 1a AMG191. Khang thé dugc
chi dinh NF ¢6 khung ving bién d6i khac so véi AMG191. Khang thé dugc chi dinh HF
¢6 cling khung ving bién ddi chudi ning 1a AMG191 va khung ving bién di chudi nhe
khac. Cac s6 2-1, 11, 12, 112 va 3 chi ra sy ¢6 mit ctia cac thay thé CDR 14n luot & cac

vi tri H54/1.30, H60/1.30, H64/1.30, H60/H64/1.30, H95/L.30.

Bang 2

Khang thé dwoc 1am cho gidng cia ngwdi | VH , VL

AF-2-1 AHI1 AL2
AF11 AH2 AL2
AF12 o AH3 AL2
AF112 AH4 AL2
AF-3 AHS5 AL2
AF-1-1 AH4 ALl
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NF NH NL

NF-2-1 NHI1 NL2
NF11 NH2 NL2
NF12 NH3 NL2
NF112 NH4 NL2
NF-3 NHS5 NL2
HF11 , AH3 NL2
HF12 AH2 NL2
HF112 AH4 NL2

Céc thay thé CDR & H60, H64, va 1,30 1am tang lién két don 1é hozic qua su két
hop (AF11, AF12, va AF112, Bang 2, Fig. 2A-C). Quan trong nhét 13, céc gdc & H60
va H64 dugc giy dot bién nguoc thanh céc trinh trr dong mam cia ngudi, lam ting tinh
ngudi cta khang thé khang c-Kit dugc lam cho gidng cta ngudi ctia AF11, AF12, va
AF112. Hon nita, su thay thé CDR axit amin don & H54, H95, hodc 1.27 (Bang 2, Fig.
2A-B) lam giam lién két ctia khang thé khang c-Kit duoc 1am cho gidng ctia ngudi cla

AF-2-1, AF-3, va AF-1-1 (Fig. 2D).

Khéng thé khang c-Kit duge lam cho gidng cua nguoi, NF, duoc tao ra bing cach
ghép CDR st dung trinh ty dong mam khéc cta ngudi cia IGHV3-23*01 va IGKV2-
28*01 lam khung (Bang 2, Fig. 3A-B). Khang thé NF thé hién hoat tinh lién két ting so
v6i AMG191 (Fig. 3C). Sau dé, ciing cac thay thé CDR & H54, H60, H64, H95, 1.27, va
L30 dugc ap dung cho NF (Bang 2, Fig. 3A-B). Céc thay thé CDR ¢ H60, H64, va 1.30
khong chi hoat dong v6i khang thé c6 khung IGKV4-1/IGHV1-46 ma con hoat dong
v6i khang thé c6 khung IGHV3-23*01/IGKV2-28*01. Cac thay thé CDR ¢ H60, H64,
va L30 mot minh hogc trong hdn hop 1am ting hodc gilt nguyén hoat tinh lién két cua

NF11, NF12, va NF112 (Fig. 3D).

HF11, HF12, va HF112 duoc lam cho giéng cia ngudi duge tao cu tric bing

cach két hop cac VH va VL khac nhau nhu dugc thé hién trong Bang 2, va ching déu
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thé hién hoat tinh lién két ting, so véi AMG191 (Fig. 4).

(¢)  Khéng thé khang c-Kit duge lam cho giéng ctia ngudi thic ddy su thuc bao qua

trung gian dai thuc bao

Tiép theo, cic tac gia sang ché nghién ctru kha ning ctia khang thé khang c-Kit
dugc l[am cho giéng ctia nguoi trong viée hoat hoéa su thuc bao cta céac té bao ung thu
ctia ngudi boi cac dai thuc bao thu duge tr méu ngoai vi ciia nguodi. Vi AMG191 c6 Fe
bi cAm, céc tac gia sang ché da tao ra AMG191-G1 ¢6 cling cac trinh ty nhu AMG191,
ngoai trir ring AMG191-G1 ¢6 ving khong ddi Fc IgGl c6 hoat tinh ctia ngudi.
AMG191 khéng cam tng sy thuc bao so véi ddi chimg PBS; tuy nhién, AMG191-G1
cam tng hoat tinh thuc bao cao hon mong doi viné c¢6 gian IgG1 c6 hoat tinh ctia nguoi
(Fig. 5). AMG191-G1 cam Gng muc hoat tinh thuc bao tuwong tu ¢ 0,1, 1, va 10 ug/ml.
Ngugce lai v6i AMG191-G1, AF12, AF112, HF12, HF112, va NF112 dugc lam cho
giéng cua ngliévi ¢6 hiéu luc hon & ndng do thip hIO‘n vé cam tng hoat tinh thuc bao cao
hon so v6i cuia AMG191-G1 6 0,1, 1, hodc thdm chi & 10 ug/ml, goiy liéu tri liéu thép
hon cin cho AF12, AF112, HF12, HF112, va NF112 duogc 1am cho gidng cta ngudi
(Fig. 5). Dit lidu chi ra ring trong khi AMG191-G1, AF12, AF112, HF12, HF112, va
NF112 déu 1a khang thé duoc dinh dang IgG1 cta ngudi, AF12, AF112, HF12, HF112,
va NF112 c6 hiéu luc hon. Didu nay c6 thé 1a do ai luc lién két cao hon ctia AF12,

AF112, HF12, HF112, va NF112 1a thudc tinh ctia khung va/hodc cac thay thé CDR.
(d)  Khéng thé khang c-Kit dwoc 1am cho giéng ciia ngudi cam tmg ADCC hiéu luc

Kha ning cta khang thé khang c-Kit dugc 1am cho giéng ctia ngudi trong viée
cam Gng hoat tinh ADCC duoc kiém tra dua trén cac té bao GIST. AMG191 khong cam
ttng ADCC & bat ky ndng do thir nghiém nao. HF12 va HF112 diéu tiét ADCC theo
cach phu thudce lidu (Fig. 6).

(¢)  Khang thé khang c-Kit dugc 1am cho gidng ctia ngudi e ché sy tang sinh té bao

gbc tao mau/té bao tién than (HSPC)

Céc té bao tao méau trudng thanh phat trién tir t& bao gbc tao mau (HSC) thong
qua quy trinh duge td chirc phan cép ma tao ra cac té bao bi gi¢i han dong ting dan theo
kha nang ti tao méi giam dan. c-Kit protein bé mit té bao tyrosin kinaza, twong téc véi
phéi tir ciing ho cuia no, yéu td té bao gbc (SCF), dé didu chinh su ty tao méi. Bang cach
phong bé su trong tac c-Kit véi SCF, céc tac gia sang ché da kiém tra xem khang thé
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khang c-Kit duoc 1am cho giéng ctia ngudi ¢6 thé e ché sy tang sinh HSPC dugc khong.
Nhu dugc thé hién trén Fig. 7, SCF cam tng sy ting sinh HSPC khi khong c6 phép didu
tri khang thé bat ky. Tuy nhién, AMG191, AMG191-G1, HF12, va HF112 tic ché su
ting sinh HSPC (Fig. 7). Hon nita, HF12 va HF112 ¢6 hiéu luc hon trong viéc tic ché
su tang sinh HSPC so v6i cia AMG191 va AMG191-G1 (Fig. 7). Didu nay c6 thé 12 do
41 Iure lién két cao hon ctia HF 12 va HF 112 1a thudc tinh cta khung va/hodc céc thay thé

CDR.

(f) khang c-kit duoc 1am cho giéng cta ngudi khong cam ting su tach hat té bao mast

dang ké

cKIT dugc biéu hién trén té bao géc tao méau va té bao mast trudng thanh, Céc té
bao mast c6 ngudn gdc tir t& bao tién than tao mau CD34+ trong tiy xuong. Khi di
chuyén dén cac mo ngoai vi khdc nhau, céc té bao tién than nay biét hoa thanh cac té
bao mast trudng thanh biéu hién cKIT cung véi thu thé IgE ai luc céo, FCSRI. Lién két
ctia khang nguyén véi IgE dugc mdi FeeRI trén té bao mast khoi mao sy tdch hat va giai
phong cac chit trung gian héa hoc nhu histamin va tryptaza cing v6i céc xytokin,
leukotrien va proteaza. Sy giai phong cac chat trung gian hoa hoc gy ra céc trigu chimg
di Gng thong thuong. Trong sir dung 14m sang, c¢6 thé mong mudn rang khang thé khang

¢KIT lam giam té bao gdc tao mau ma khong cdm Gmg su tach hat té bao mast.

Té bao mast trudng thanh co kiéu hinh (CD34-, FceRlIo+, cKIT+) dugce biét hoa
tao thanh méu toan phan ngoai vi ctia ngudi cho khde manh dugc 1 véi cac ndng 4o
khéc nhau cua khang thé khang ¢-Kit duoc lam cho gidng ctia ngudi HF12 va HF12 (10,
1,0,1 & 0,01 pg/ml) trong 7 gio. A23187 (10 uM) va IgE, cdng véi khang IgE (10 ug/ml
mdi loai) duoc st dung lam ddi chimg dwong. Su tach hat duge dinh lugng bang céch
do muc giai phong p-hexosaminidaza sir dung phuwong phap hép thu nhu dugc mo ta
trong cac phuong phap.

Té& bao mast so cip ctia ngudi duge biét hoa in vitro va thé hién kiéu hinh CD34-
. FceRla+, va cKIT+ & cubi tudn 9, ma ph hop véi dic diém kiéu hinh clia t€ bio mast
trudng thanh. Sau d6, cac té bao duoc kich thich bing canxi ionophore A23187 hoic
IgE két hop v6i khang IgE. A23187 va IgE + khang IgE cam tng hig¢u qua su tach hat
té bao mast khi dugc do bang murc giai phong B — hexosaminidaza.

Viée xtt Iy truc tiép cac té bao vdi khang thé khang c-Kit hoic lién két chéo khang
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thé khang c¢-Kit boi khang thé khang IgG khong cam ung su tich hat t& bao mast dang
ké so v6i xir Iy A23187 va khang IgE (Fig. 8). Viéc ¢b dinh khang thé khang c-Kit trén
dia cling co it tdc dong dén su tach hat t& bao mast. Viéc d@)ng thoi té bao mast va té
bao NK khi ¢6 mit cac ndng d6 khac nhau cia khang thé khang c-Kit ciing khong cam

mg sy tach hat t& bao mast & tt ca cac ndng do thir nghiém.

Két luan lai, khang thé khang c-Kit HF12 va HF 112 ¢6 rét it tac dong dén su tach
hat cta té bao mast so clp clia ngudi in vitro, so véi tic dong clia viée xit 1y canxi

ionophore A23187 hoic IgE két hop vé6i khéng IgE.

Tét c& cac don ndp sang ché, trang web, cac cong bd khac, cac s6 truy cap va
twong tu trich dan & trén hodc dudi day duge két hop bang céch vién din véi toan bo
ndi dung cda ching cho tat ca cac muc dich & cung mdt mac do nhu thé mdi tai lidu
dugc chi rd mot cach cu thé va riéng r& 13 duoc két hop bang cach vién dan. Néu cac
phién ban khac nhau cta trinh tu.du’(jc két hop vé6i sb truy cap & cac thoi diém khéc
nhau, c6 nghia 12 phién ban nay dugc két hop vai sd truy cap & ngay ndp don c6 hidu
lye ctia don. Ngay ndp don c6 hiéu lyc nghia 1a ngay sém hon ngay nop don thuc su
ho#ic ngay ndp don ciia don wu tién lién quan dén 36 truy cap néu co. Tuong tu, néu cac
phién ban khac nhau cta cong bd, trang web hoic twong tu duge cong bd & cac thoi
diém khéc nhau, nghia 13 phién ban dugc cong bd gan nhét ¢ ngay nop don c6 hiéu luc
cua don trir khi duoc chi dinh khac. DAu hiéu, bude, thanh phén, phuong 4n hodc khia
canh bét k¥ cua phin boc 16 nay c6 thé duoc sir dung két hop v6i bat ky ddu higu, buéc,
thanh phan, phuong an hodc khia canh bat ky khdc trir khi duge chi dinh khac. Mic du
sang ché duoc mo ta chi tiét & murc nhét dinh bang cac minh hoa va vi du nhdm muc
dich 1am rd va hiéu, rd rang la cac thay ddi va céi bién nhat dinh c6 thé duoc thuc hién

trong pham vi cta cac di€m y€u cau bao ho nop kem theo.
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YEU CAU BAO HQ
1.  Khéng thé lién két diic hiéu véi c-Kit ctia ngudi chira ving bién doi chudi nang
truéng thanh gdm cac CDR HI, H2 va H3 nhu duoc xac dinh béi Kabat duge néu 1an
luot trong cac SEQ ID NO:14-16, va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh gbdm céc
CDR L1, L2 va L3 nhu dugc xac dinh boi Kabat duoc néu lan luot trong cac SEQ ID
NO:36-38.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 viing bién dbi chudi ning truéng thanh thé hién
d6 ddng nht trinh tw it nhit 95% v6i SEQ ID NO:13 va ving bién dbi chudi nhe truéng
thanh thé hién d¢ ddng nhit trinh tu it nhat 95% véi SEQ ID NO:53, trong d6 sy thay
dbi bt ky so véi cac SEQ ID NO: 13 va 53 1a ndm ngoai cac CDR nhu dugce xéc dinh
bdi Kabat.

3. Khéng thé theo diém 2, trong d6 vi tri 1 ctia chudi ning theo cdch danh s6 Kabat
1A E. |

4. Khéng thé theo diém 2, trong d6 cac vi tri sau day cia ving bién ddi chudi nhe

trudng thanh theo cach danh s6 Kabat bi chiém chd béi cac axit amin nhu sau:

vi trf 9 bi chiém chd boi L;

vi tri 12 bi chiém chd boi P;
vi tri 14 bi chiém chd boi T;
vi trf 15 bi chiém chd boi P;
vi trf 18 bi chiém chd bai P;
vi trf 20 bi chiém chd bdi S;
vi trf 22 bi chiém chd béi S;
vi trf 37 bi chiém chd bai L;
vi trf 43 bi chiém chd boi S;
vi trf 45 bi chiém chd bsi Q;
vi trf 74 bi chiém chd bsi K;
vi trf 77 bi chiém chd béi R;
vi trf 78 bi chiém chd bai V;

vi tri 79 bi chiém chd béi E; va
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vi tr{ 84 bi chiém chd béi G.

5. Khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ving bién dbi
chudi nzing trudng thanh c6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO:13 ngoai trir
lavitri 1 c6thé 12 E, va vung bién d6i chudi nhe truong thanh c6 trinh tu axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO:53.

6. Khang thé theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ving bién dbi
chudi nang trudng thanh duoc lién két v6i ving khong ddi chudi ning va ving bién d6i
chudi nhe trudng thanh duoc lién két v6i viing khong doi chudi nhe trudng thanh,

7. Khéng thé theo diém 6, trong d6 ving khong do6i chudi ning 1a IgG1 ctia nguoi.

8. Khang thé theo diém bt k¥ trong sé cac diém tir 1 dén 7, trong d6 ving bién ddi
chudi ning trudng thanh thé hién d6 dong nhat trinh tw it nhit 98% véi SEQ ID NO:13
va ving bién dbi chudi nhe trudng thanh thé hién do dong nhét trinh tu it nhit 98% véi
SEQ ID NO:53, trong d6 sy thay dbi bit ky so véi SEQ ID NO:13 va 53 1a nim ngoai
cac CDR nhu dugc xac dinh bdi Kabat. '

9. Khang thé theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6 ving bién doi
chudi ning trudng thanh thé hién d6 dong nhét trinh ty it nhat 99% voéi SEQ ID NO:13
va viing bién ddi chudi nhe truéng thanh thé hién it nhit 99% d6 ddng nhét trinh ty vai
SEQ ID NO:53, trong d6 su thay dbi bit ky so voi SEQ ID NO:13 va 53 1a nim ngoai
cac CDR nhu dugc xac dinh bdi Kabat.

10.  Khéng thé lién két dic hiéu vé6i c-Kit clia ngudi chta viing bién d6i chudi nang
tredng thanh ¢o trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:13 va ving bién ddi chudi
nhe trudng thanh co trinh ty axit amin dugce néu trong SEQ ID NO:53, trong do Vﬁﬁg
bién déi chudi ning truéng thanh duoc lién két véi ving khong doi chudi ning cta
isotyp IgG1 cta ngudi va ving bién ddi chudi nhe truong thanh duoc lién két voi vung

khoéng d6i chudi nhe trudng thanh.

11.  Khéng thé theo diém bét ky trong sb céc didm tir 1 dén 10, duoc biéu hién ¢ té

bao CHO.

12.  Dugc phdm chtra khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tr 1 dén 11 va

chat mang duoc dung.
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<210> 1

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Dugc tdng hop

<400> 1

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro

1 5

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys

20

Asn Met His Trp Val Lys Gln
35

Gly Val Ile Tyr Ser Gly Asn

50 55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr

65 70

Met Gln Ile Asn Ser Leu Thr

85
Ala Arg Glu Arg Asp Thr Arg
100

49642
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Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Asn

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Ser

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Leu
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Val Thr Val Ser Ala
115

<210> 2

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Pugc tdng hop

<400> 2

Ser Tyr Asn Met His

1 5
<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Pugc tdng hop

<400> 3

Val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Dugc tdéng hop

<400> 4

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1 5
<210> 5

<211> 111

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>



<223> buogc

<400>

Asn

1

Leu

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

Ile

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Val

Asp

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

<220>
<223>

<400>

5

6

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

15
PRT
Trinh tu

6

tdng hop

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Tyr
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

nhan tao

Gln

Ser

His

Leu

Gly

Asp

Phe

Puoc tdéng hop

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly
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Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ile Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

7
7

PRT
Trinh tyu nhén tao

9

5

Puogc tdng hop

10

15

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp

80

Asn
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Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

8

9

PRT

Trinh ty nhén tao

Puoc tdng hop

8

Gln Gln Asn Asn Glu Asp Pro Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

9

117

PRT

Trinh ty nhén tao

Ppuoc tdng hop

9

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

1

Ser Val

Asn Met

Gly Val
50

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ile Tyr Ser Gly Gln Gly Asp Thr
55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys

65

Met Glu

Ala Arg

70

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn
100 105

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu
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Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 10
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> bDugc tdng hop

<400> 10

Ser Tyr Asn Met His

1 5
<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Dugc tdng hop

<400> 11

val Ile Tyr Ser Gly Gln Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Duoc tdng hop

<400> 12

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1 5
<210> 13
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
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<223> PDPuoc tdng hop

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Asn Met

Gly Vval
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

vVal Thr

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

<220>

13

Gln Leu Val Gln

Lys Val Ser Cys
20

His Trp Val Arg
35

Ile Tyr Ser Gly

Arg Val Thr Ile
70

Leu Ser Ser Leu
85

Glu Arg Asp Thr
100

Val Ser Ser
115

14

5

PRT

Trinh tu nhén tao

<223> Dugc tdng hop

<400>

Ser Tyr
1

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

<220>

14

Asn Met His
5

15

17

PRT

Trinh tu nhén tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Arg
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Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu
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<223> Dugc tdng hop
<400> 15

Val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 16

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Dugc tdng hop

<400> 16

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1 5
<210> 17

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Dbugc tdng hop

<400> 17
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

18

5

PRT

Trinh ty nhan tao

Puogc tdng hop

18

Ser Tyr Asn Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

5

19

17

PRT

Trinh ty nhan tao

buogc tdng hop

19

Val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Gln

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

20

8

PRT

Trinh ty nhdn tao

bugc tdng hop

20

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1

5



<210> 21
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> bDugc tdng hop
<400> 21
Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys
20
Asn Met His Trp Val Arg
35
Gly val Ile Tyr Ser Gly
50
Gln Gly Arg Val Thr Ile
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu
85
Ala Arg Glu Arg Asp Thr
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 22
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Dugc tdéng hop
<400> 22

Ser Tyr Asn Met His

1

5

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Arg
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Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

vVal

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Leu
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<210> 23
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Dugc tdng hop

<400> 23

Val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr
1 5

Gly

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Duogc tdng hop

<400> 24

Glu Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1 5
<210> 25

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Dugc tdng hop

<400> 25
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
10 15

Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
45

10
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Gly Vval
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Val Thr

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

<220>
<223>

<400>
Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

val Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
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Ile Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr
55
Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys
70
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90
Asp Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn
100 105

Val Ser Ser

115
26
5
PRT
Trinh tyu nhan tao

pugc tdng hop
26

Asn Met His
5

27

17

PRT

Trinh tu nhan tao

buogc tdng hop

27

5 10

28

8

PRT

Trinh tu nhén tao

11

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Tyr Asn

60

Thr Ser

Ala Val

Gly Gln

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

15

Phe

Tyr
80

Leu

57/72



<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 28
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Asp Arg Asp Thr Arg Phe Gly Asn

1
<210> 29
<211> 117

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 29
Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Asn Met His
35

Gly Val Ile
50

Lys Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Glu

vVal Thr Val

115
<210> 30
<211> 98
<212> PRT
<213> Homo

5

Puogc tdng hop

Leu Val

Val Ser
20

Trp Val

Tyr Ser

Val Thr

Ser Ser

85

Arg Asp
100

Ser Ser

sapiens

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Trinh ty nhén tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

12

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu
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<400> 30
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg
<210> 31
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Dugc tdéng hop

<400> 31
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

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

Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

13



49642

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65

70 75 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn

85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

100 105 110

32
15
PRT
Trinh ty nhé&n tao

Puoc tdéng hop

32

Arg Ala Ser Asp Ser Val Asp Ile Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>

5 10 15

33

7

PRT

Trinh ty nhén tao

buogc tdng hop

33
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
5
34
9
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhén tao

Puogc tdng hop

34

Gln Gln Asn Asn Glu Asp Pro Tyr Thr

1

<210>

5

35
14
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Gly Gln

Lys Leu
50

Arg Phe

Ser Leu

Glu Asp

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

<220>
<223>

<400>

111
PRT

Trinh ty nhé&n tao

Puoc tdng hop

35

Val Met

Ala Thr
20

Ser Phe
35

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

Pro Tyr
100

36
15
PRT
Trinh tu

bugc tdng hop

36

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

nhdn tao

Gln

Asn

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

vVal

Gly

49642

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

vVal

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ile Tyr Gly Gln Ser Phe Met His

1

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

37
7
PRT

Trinh ty nhan tao

5

10

15

15

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn
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49642

<220>
<223> bDugc tdng hop

<400> 37

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5
<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> bPugc tdng hop

<400> 38

Gln Gln Asn Asn Glu Asp Pro Tyr Thr
1 5

<210> 39
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Pugc tdng hop

<400> 39
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser
20 25

Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln
35 40

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu
50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr
85 90

16

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Asn
95

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn

62/72



Glu Asp Pro

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

<400>

40
101
PRT
Homo

40

Asp Ile Val

1

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Tyr

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<400>

Ala

Asn
35

Lys

Arg

Ser

Ser

41
17
PRT
Homo

41

Lys Ser Ser

1

Ala

<210>

42

Tyr
100

Thr

sapiens

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

sapiens

49642

63/72

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

105

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
90

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

vVal

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

vVal

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu Gly
15

Tyr Ser

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr

80

Gln Gln
95

Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu

5

10

17

15



<211>
<212>
<213>

<400>
Trp Ala

1

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

<400>
Gln Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Asn Met

Gly Vval
50

PRT
Homo

42

Ser

43

PRT
Homo

43

Tyr

44
117
PRT

49642

sapiens

Thr Arg Glu Ser
5

sapiens

Tyr Ser Thr Pro
5

Trinh tu nhén tao

Puoc
44

Gln

Arg

His

35

Ile

Lys Gly Arg

65

Leu Gln

Ala Arg

Met

Glu

Arg

tdng hop

Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

20 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

40

Tyr Ser Gly Asn Gly Asp Thr

55

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Lys

70

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Asp Thr Arg Phe Gly Asn
18

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

vVal

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

Cys

Leu
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100

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 45
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> bDugc tdng hop
<400> 45
Glu Val Gln Leu Leu Glu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20
Asn Met His Trp Val Arg
35
Gly Val Ile Tyr Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
85
Ala Arg Glu Arg Asp Thr
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 46
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhéan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Arg

Arg

49642

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

19

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Trp

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gln

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

vVal

Phe

Tyr

80

Cys

Leu
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<400> 46
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asn Met His
35

Gly Val Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val
115
<210> 47
<211> 117
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Arg

100

Ser

<213> Trinh tu

<220>
<223> bugc

<400> 47
Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Asn Met His
35

Leu

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

nhan tao

tdng hop

Leu Leu Glu Ser Gly

5

49642

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser
25

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

Gly Leu Val Gln

10

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu

20

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

45

66/72

Pro Gly Gly
15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Val

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys

Gly Thr Leu
110

Pro Gly Gly
15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Val



Gly Val
50

Ile Tyr

Gln Gly Arg Phe

65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Met Asn

Glu Arg
100

Val Ser
115

48
117
PRT

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Ser

49642

Gly Asn Gly
55

Ile Ser Ala
70

Leu Arg Ala

Thr Arg Phe

Trinh tu nhén tao

Puoc tdng hop

48

Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

Asn Met

Gly Val
50

20

His Trp
35

Ile Tyr

Gln Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Glu Arg

Leu

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Gly Asn Gly

55

Ile Ser Ala
70

Leu Arg Ala

Thr Arg Phe

Asp Thr

Asp Lys

Glu Asp

Gly Asn
105

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Glu Asp

Gly Asn
21

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala Val

Gly Gln

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Gly Gln

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Lys

Ala

Tyr

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Tyr

vVal

Phe

Tyr

80

Cys

Leu
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Val Thr Val
115

<210> 49

<211> 117

<212> PRT

<213>

<220>

<223> bugc

<400> 49

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asn Met His
35

Gly Val Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

vVal Thr Val
115
<210> 50
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo

<400> 50

100

Ser Ser

tdng hop

Leu Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Tyr Ser

Phe Thr

Asn Ser

85

Arg Asp
100

Ser Ser

sapiens

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Trinh tu nhan tao

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

49642

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asn

22

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gln

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

68/72



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

51
111
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trinh tyu nhén tao

Puoc tdéng hop

51

Asp Ile Val

1

Glu Pro Ala

Gly Asn Ser

35

Gln Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Met

Ser

20

Phe

Ile

Gly

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

49642

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

Ala

25

Leu

Asn

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

23

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

vVal

Gly

Gly

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

Asp

30

Gln

Val

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Pro

15

Ile

Ser

Pro

Ile

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser
80
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Arg Val Glu Ala

Glu Asp Pro Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Glu Pro

100
52
111
PRT
Trinh tu

49642

Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn

85 90

95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

105

nhén tao

buoc tdéng hop

52

Val Met

Ala Ser
20

Gly Asn Ser Phe

35

Gln Leu Leu Ile

50

Arg Phe

65

Arg Val

Ser Gly

Glu Ala

Glu Asp Pro Tyr

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

<220>
<223>

100
53
111
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Leu Ser

Ile Ser Cys Arg Ala Ser
25

Met His Trp Tyr Leu Gln
40

Tyr Leu Ala Ser Asn Leu
55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp
70

Glu Asp Val Gly Val Tyr
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
105

nhan tao

Puoc tdng hop

24

Leu

Asp

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Thr

Asp

30

Gln

Val

Lys

Gln

Ile
110

Pro

15

Ile

Ser

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn
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<400>

Asp

1

Glu

Gly

Gln

Arg

65

Arg

Glu

Ile

Pro

Gln

Leu

50

Phe

Val

Asp

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

<400>

53

Val

Ala

Ser
35

Leu

Ser

Glu

Pro

54
100
PRT
Homo

54

Asp Ile Val

1

Glu Pro Ala

Asn Gly Tyr

35

Pro Gln Leu

50

Asp Arg Phe

65

Met

Ser

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Tyr
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

sapiens

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

49642

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Leu

Ala

25

Leu

Asn

Thr

Val

Gly
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

25

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Pro

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Val

val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Thr

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

Ile
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Pro

15

Ile

Ser

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Pro

15

His

Gln

vVal

Lys

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

7172



49642 7272

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95

Leu Gln Thr Pro
100

26





