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Linh vue k§ thuét dwgce dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé lién két ddc hiéu véi Yéu T Té Bao Géc (Stem
Cell Factor - SCF).
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Bénh viém 12 nguyén nhéan chinh cua ti 16 mic bénh va ti 16 tir vong trén toan thé
gidi. Mot s6 kiéu viém man tinh c6 thé dan dén xo héa, 14 su tao thanh hodc phat trién
ctia md lién két soi qua mirc trong co quan hodic md dudi dang quy trinh sira chita hodc
phan {mg, trai nguoc véi su tao thanh cia md soi dudi dang thanh phan ciu tao binh
thuong cta co quan hoic mo. Sy viém man tinh ciing nhu 1a xo hoa c6 thé tac dong dén
gﬁn nhu tat ca hé théng mo va co quan, va viéc tai tao mo sg1 cd thé anh hudng dén su di
cdn ung thu va lam tang tc sw thai bo manh ghép man tinh & nguoi nhan cdy ghép.

Yéu t6 té bao gbc (SCF) va thu thé ¢-Kit ciia n6 1a cac yéu t6 quan trong dé duy tri
sw viém mén tinh va trong bénh xo hoa (El-Koraie, va dong tac gia, Kidney Int. 60: 167
(2001); Powell, va dong tac gia, Am. J. Physiol. 289: G2 (2005); El Kossi, va ddng tac
gia, Am. J. Kidney Dis. 41: 785 (2003); Powell, va dong tac gia, Am. J. Physiol. 277;
C183 (1999) Ding va dong tac gia J Pathol. 2013 Jun;230(2):205-14., Berlin va ddng tac
gia Lab Invest. 2006 Jun;86(6):557-65, Rasky va dong tac gia Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol. 2020 Jan 1;318(1):L200-L211). ¢-Kit 14 tyrosin kinaza thy thé kiéu III ma
c¢6 mit trong nhiéu loai t& bao (Orr-Urtreger va dong tac gia, Development 109: 911
(1990). Céc té bao mién dich chang han nhu t& bao mast, bach cau ua axit, va té bao dong
lympho bam sinh 2 va 3 (ILC2 va ILC3) déu Ia té bao c-Kit+ ma c6 thé gay ra quy trinh
viém man tinh, tiy thudc vao bénh va co quan tham gia. Khi bt dau dap ing viém, nhiéu
chat trung gian, bao gdm SCF, hoat hoa té bao mién dich c-Kit+, ma dén luot né san xuét
xytokin ma lam cho nguyén bao soi co tré thanh nguyén bao soi co di hoat hoa. Nguyén
bao soi co tiét ra protein nén ngoai bao, colagen, va fibronectin, dan dén xo hoa mé.
Nguyén bao so1 co da hoat hoa, biéu m6 d3 hoat hoa, ndi mac, dai thuc bao, bach ciu wa
axit, té bao mast, bach cau don nhan, va céc té bao khéc cling biéu hién SCF trén bé mat
té bao, ma hoat héa nhiéu té bao mién dich c-Kit+ hon, dan dén nhiéu sy giai phéng

xytokin va duy tri sy viém.



50156 2117

C6 nhu cau trong linh vuc vé viée diéu tri hidu qué hon va dic hiéu hon dbi véi
cac bénh viém. Sang ché hudng dén nhu cau nay va cac nhu cau khéc.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khang thé lién két dic hiéu vdi yéu td té bao
gdc (SCF). Theo mdt sb phuong an, khang thé va manh cia ching lién két dac hiéu véi
dong phan SCF SCF248. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé va manh ciia ching c¢6 chira
ving xac dinh tinh bd sung (CDR) chudi ning, trong d6 CDR1, CDR2, vA CDR3 chubi
nang lan luot c6 chira SEQ ID NO: 1, 2, va 3. Theo mdt sd phuong an, khang thé va
manh ciia ching c6 chita CDR chudi nhe, trong d6 CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nhe
1an Tuot ¢6 chira SEQ ID NO: 4, 5, va 6. Theo mét sé phuong 4n, khang thé va manh cia
ching c6 chita CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning 1an luot c6 chita SEQ ID NO: 1, 37,
va 3. Theo méot s6 phuong an, khang thé va manh ciia ching c6 chira ving bién ddi chudi
ning c6 chira d6 twong ddng it nhat 80%, it nhat 85%, it nhit 90%, it nhat 95%, hoic it
nhét 99% véi trinh tu duoc chon tir nhom gém co cac SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11, va 12.
Theo mot s& phuong 4n, khang thé va manh cia ching c6 chira ving bién d6i chudi nhe
c6 chira d6 twong ddng it nhat 80%, it nhat 85%, it nhit 90%, it nhat 95%, hodc it nhat
99% va1 trinh tu duoc chon tir nhoém gém cd cac SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, va 17. Theo
mdt s6 phuong an, khang thé va manh ciia chung c6 chita ving bién d6i chudi ning c6
chtra trinh ty axit amin duoc chon tir nhom gém c6 SEQID NO: 7, 8,9, 10, 11, va 12, va
vung bién d6i chudi nhe c6 chira trinh tu axit amin duoc chon tir nhom gém c6 SEQ ID
NO: 13, 14, 15, 16, va 17.

Theo mét s phuong 4n, khang thé hoic manh ciia ching cé chua trinh tur axit
amin ving bién ddi chudi ning theo SEQ ID NO: 7 va trinh ty axit amin ving bién doi
chudi nhe theo SEQ ID NO: 16. Theo mdt sé phuwong an, khang thé hoic manh ctia chung
theo diém 1, trong d6 khang thé hodc manh ciia ching c6 chia trinh tu axit amin ving
bién d6i chudi ning theo SEQ ID NO: 8 va trinh ty axit amin ving bién d6i chudi nhe
theo SEQ ID NO: 16. Theo mdt sb phuong an, khang thé hodc manh ctia ching c6 chira
trinh tu axit amin vung bién ddi chudi nang theo SEQ ID NO: 9 va trinh tu axit amin
ving bién ddi chudi nhe theo SEQ ID NO: 16. Theo mét s6 phuwong an, khang thé hoic
ménh cia chung c6 chita trinh tw axit amin ving bién d6i chudi nang theo SEQ ID NO:
10 va trinh ty axit amin ving bién d6i chudi nhe theo SEQ ID NO: 16. Theo mot s6

phuong an, khang thé hodc manh cia ching c6 chira trinh tu axit amin ving bién doi
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chudi nang theo SEQ ID NO: 11 va trinh ty axit amin viung bién d6i chudi nhe theo SEQ
ID NO: 16. Theo mét s6 phwong 4n, khang thé hodc manh ctia ching c6 chira trinh tr axit
amin viung bién d6i chudi nang theo SEQ ID NO: 12 va trinh tir axit amin ving bién d6i
chudi nhe theo SEQ ID NO: 16.

Theo mét sd phuong an, khang thé hoic manh cua ching dwoc lam cho gidng
ngudi. Theo mot sb phuong an, khang thé 1a khang thé don dong. Theo mot sé phuong
an, khang thé c6 chira mién IgG1 ngudi hodc mién IgG4 ngudi. Theo mdt s6 phwong an,
khang thé 1a manh lién két khang nguyén, trong d6 manh duoc chon tir Fab, F(ab')2, Fab’,
scFv, va khang thé don mién (sdAb).

Theo mét sb phuong an, khang thé hodc manh cua chimg phong bé su tuong tac
gitta SCF (vf du nhw SCF248) va ¢-Kit. Theo mot s6 phuong an, khang thé lién két dic
hiéu véi SCF248. Theo mot s6 phuong an, khang thé khong lién két véi SCF220. Theo
mdt s phuong an, khang thé ngan chan sy twong tac cua SCF248 va c-kit bang cach gay
ra sy noi tai héa ciia SCF, lam no6 khong co san trén bé mat té bao.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat dugc pham c6 chira khang thé hoic manh
ctia ching duoc dé xuit ¢ ddy. Theo mot sd phuong an, dwoc pham c6 chira chat mang,
chat pha loang hoac ta dugc dugc dung.

Theo mét s6 phuong an, sang ché d& xuat phan tir axit nucleic dugc phan lap ma
hoa cho khang thé hoic manh cia ching dwoc dé xuit & ddy. Theo mot sd phwong an,
sang ché dé xuét vecto biéu hién c6 chira axit nucleic mé hoa cho khang thé hoic manh
cta chung. Theo mdt sé phwong 4n, sang ché dé xuit té bao chu tai t6 hop c6 chira vecto
bicu hién.

Theo mét khia canh, sang ché d¢ xuat phuong phap tao ra khang thé ma lién két
dac hiéu v6i ddng phéan yéu t6 té bao gdc 248 (SCF248), phuwong phap niy bao gdbm budc
gdy mién dich dong vat chu v&i peptit c¢6 chira SEQ ID NO: 30
(ASSLRNDSSSSNRKAKNPPGD) hoic manh cia chang, va thu lay khang thé tir dong
vat chi dd duoc gay mién dich. Theo mot s6 phuong an, dong vat chit khong phai ngudi.
Theo mot sb phwong an, manh cia SEQ ID NO: 30 ¢ chira it nhat 5, it nhat 6, it nhat 7,
it nhét 8, it nhat 9, it nhat 10, it nhat 11, it nhat 12, it nhat 13, it nhat 14, it nhat 15, it nhat
16, it nhét 17, it nhét 18, it nhat 19, hodc 20 axit amin lién ke ctia SEQ ID NO: 30. Theo
mot sb phuong an, manh cua SEQ ID NO: 30 c6é chtra 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, hodc 20 axit amin lién ké ctia SEQ ID NO: 30. Theo mot $6 phuong an,
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axit amin dau tan cing N ciia manh cua SEQ ID NO: 30 14 alanin tai vi trf 1 & dau tan
cung N ctia SEQ ID NO: 30. Theo mét s6 phuong an, phuong phap nay bao gdm buéce
gdy mién dich dong vat chii véi peptit gom c6 SEQ ID NO: 30. Theo mdt sé phuong an,
khang thé tur dong vat chu da duoc gay mién dich duoc thu tir té bao mién dich duoc phan
1ap tir dong vat chi. Theo mdt s6 phwong an, phuong phép nay con bao gdm bude tao ra
té bao lai bang cach sir dung té bao mién dich. Do d6, theo mot sb phuong 4n, sang ché
dé xuat té bao lai ma san xuét khang thé don dong nhu duge mé ta & day.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat khang thé hodc manh ciia chung ma lién két
dac hiéu v6i SCF248, trong d6 khang thé hoic méanh ciia chung lién két véi epitop co
chira it nhat 8, {t nhét 9, it nhat 10, it nhat 11, it nhat 12, hoc it nhat 13 axit amin lién k&
ctia SEQ ID NO: 33, trong d6 khang thé trc ché su tuong tac ciia SCF248 véi c-Kit. Theo
cac phuong an khac, epitop c6 chira SEQ ID NO: 33 hodac SEQ ID NO: 36. Theo cac
phuong an khéc nita, epitop gom c6 SEQ ID NO: 33 hodc SEQ ID NO: 36.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat hop phﬁn va phuong phap tic ché su tuong
tac gitta SCF va c-Kit. c-Kit dwoc biéu hién trén té bao mién dich, té bao géc tao mau, va
mot s6 té bao ciu tric. Phdi tr SCF248 cua c-Kit ¢6 thé duoc diéu hoa tang trén nguyén
bao soi co, biéu md d3 hoat héa, ndi mac, dai thuc bao, bach cau ua axit, t& bao mast,
bach cau don nhén, va cac té bao khac. Theo mot sb phuong 4n, hop phan va phuong
phap nay uc ché dac hiéu su tuong tac gitta SCF248 va c-Kit. Vi du nhu, theo mot $b
phuong 4n, hop phan va phwong phap nay @c ché dic hiéu su twong tac gitta SCF248 trén
nguyén bao soi co va c-Kit trén té bao mién dich. Vi du khac 13, theo mot s6 phwong an,
hop phan va phuong phap duge d& xudt & ddy e ché dac hiéu su twong tac gitta SCF248
trén nguyén bao soi co, biéu mo d3 hoat hoa, ndi mac, dai thuc bao, bach cau ua axit, té
bao mast, va/hodc bach cau don nhén; véi c-Kit trén té bao mién dich va/hodc té bao cau
triic. Theo mot s6 phuong an, phwong phap nay bao gdm budc cho SCF248 trén nguyén
bao soi co tiép xtic v6i khang thé hoac manh cia ching duoc d xuit & day. Theo mot sd
phuong 4n, khang thé hoic manh ciia ching dugc dé xuat & day phong bé lién két cia
SCF248 véi c-Kit. Theo mdt sd phuong an, viéc phong bé 1a thong qua viéc can trd
khong gian. Theo mdt s6 phuong an, khang thé hoic manh cia ching duoc dé xuit ¢ day
no1 ta1 hdéa SCF248.

Theo mot s6 phuong an, sang ché dé xudt phuong phap trc ché viém & dbi twong

can ching, phuong phap nay bao gdm bude cho dbi twong dung khang thé hoic manh
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ctia chung duoc dé xuét ¢ ddy. Theo mot sd phwong an, sang ché dé xuat phuong phap e
ché bénh viém ¢ dbi twong can ching, phuong phap nay bao gébm budc cho ddi twong
ding khang thé hoic manh cua ching duge dé¢ xuat & ddy. Theo cac phuong an khac,
bénh viém 1 bénh viém man tinh. Theo mdt sé phuong an, sang ché dé xuat phwong
phap diéu tri sw viém va/hodc bénh viém man tinh & dbi twong can ching, phwong phap
nay bao gdm budc cho dbi tuong ding khang thé hoic manh cia chung duge dé xuit &
day.

Theo mdt s& phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap wc ché xo héa & dbi tugng
can chung, phwong phap nay bao gom budce cho dbi tugng ding khang thé hoac manh
cta ching dugc dé xuit ¢ ddy. Theo mot s6 phuong an, sang ché dé xuat phwong phap
diéu tri bénh xo héa & ddi twong cin ching, phuong phap nay bao gém budc cho d6i
tuong dung khang thé hoic manh cua ching dwoc dé xuat & ddy. Theo cic phwong 4n,
phuong phap nay con bao gdm bude ding mdt hodc nhiéu liéu phap va/hoic tac nhan tri
li¢u khac.

Theo mot sd phuong an, bénh viém hodc bénh xo héa dugc chon tr nhom gé)m co
chimg mé day, viém da co dia, pemphigut bong nudc, xo cimg bi, xo climg hé thng,
viém gan nhiém m& khdng do ruou (non-alcoholic steatohepatitis - NASH), viém duong
mét xo cimg nguyén phat, xo gan, xo héa phdi (vi du nhu, xo héa phdi vo can (idiopathic
pulmonary fibrosis - IPF), xo cimg bi phdi), bénh phdi tic nghén man tinh (chronic
obstructive pulmonary disease - COPD), hoi ching suy hd hap cép tinh (acute respiratory
distress syndrome - ARDS), bénh xo nang, bénh xo hoa quanh phé quan, viém phdi qua
man, bénh hen, phéi nhiém doc bleomyxin, xo hda mang trong tim, chimg dau xo co,
viém thuc quéan tang bach ciu ua axit, xo hoa do birc xa, viém khép dang thép, va bénh
viém rudt.

M3 ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1 dua ra so d6 tong quan ctia tién trinh ton thwong md/bénh viém mo.

Hinh 2 thé hién co ché vi du cua khang thé khang SCF248 theo sang ché, SH10.
Khang thé SH10 duoc dé cap dén trong hinh vé& dudi dang “OpSCF”.

Hinh 3 thé hién cac dong phan cia SCF, SCF220 va SCF 248; va mién ngoai bao
duoc phan cat monome, SCF165. SCF165 dugc giai phong khi phan cat SCF248 tai vi tri

phan cat cua né ¢ trong vung Exon 6.
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Hinh 4A 13 b6 duong tan suét thé hién su lién két ctia khang thé SH10 chudt véi
cac té bao déi chimg ma khong biéu hién SCF (6 bén trai), cac t& bao ma biéu hién
SCF220 nhung khong biéu hién SCF248 (6 giita), va cac té bio ma bicu hién SCF248
nhung khong biéu hién SCF220 (6 bén phai).

Hinh 4B thé hién su lién két ciia khang thé 5H10 chudt v6i mién ngoai bao (ECD)
SCF d4 phén cat ¢6 165 axit amin so véi ECD SCF ¢6 194 axit amin hoan chinh.

Hinh 5 thé hién cuong dd phat huynh quang trung binh (mean fluorescence
intensity - MFI) nhu dugc do bang cach dém té bao theo dong sau budc cho nguyén bao
soi co IPF ngudi dugc nudi cdy tiép xic véi cac khang thé 2G8 dugc gan nhin d6
pHrodo, 5H10, hodc IgG ddi chimg.

Hinh 6 thé hién su hoat hoa cua con duong P13K/AKT va con duong MEK/ERK
ctia viée truyén tin hiéu c-kit sau budc cho bach cau wa axit tiép xtc véi té bao bicu hién
SCF248 trong su c6 mat cua khang thé 5H10 hodc dbi chimg IgG. Khang thé SH10 lam
giam dang ké su hoat hoa ctia ¢4 hai con dudng.

Hinh 7A — Hinh 7B thé hién su lién két béng cach dém té bao theo dong clia cac
khang thé 2G8 chudt va SH10 chudt véi té bao cdy chuyén sém (Hinh 7A) va mudn
(Hinh 7B) SI/S14 hSCF248 (ATCC® CRL2454™).

Hinh 8A — Hinh 8B thé hién su lién két ciia 2G8 chudt va SH10 chudt vdi té bao
S1/S14 hSCF220 (ATCC® CRL2453™) (Hinh 8A) va té bao SI/S14 hSCF248 (Hinh 8B)
khi cdy chuyén sém va véi té bao duoc xtt ly hygromyxin B.

Hinh 9A — Hinh 9B thé hién su lién két cia cac bién thé duoc lam cho giéng
ngudi 2G8 § cac ndng do khang thé khac nhau bang cach dém té bao theo dong d6i véi té
bao SI/S14 hSCF220 (Hinh 9A) va té bao SI/S14 hSCF248 (Hinh 9B).

Hinh 10A — Hinh 10B thé hién su lién két cta cac bién thé duoc 1am cho giong
ngudi SH10 & cac ndng d khang thé khac nhau bang cach dém té bao theo dong ddi véi
té bao SI/S14 hSCF248 (Hinh 10A) va té bao SI/S14 hSCF220 (Hinh 10B).

Hinh 11A — Hinh 11D thé hién su lién két ciia cac bién thé dugc lam cho giong
ngudi 2G8 (Hinh 11A) va cac bién thé dugc lam cho gidng ngudi SH10 (Hinh 11B, 11C,
11D) ¢ cac ndng do khang thé khac nhau bang cach dém té bao theo dong ddi véi té bao
S1/S14 hSCF248. Trén Hinh 11C, VH duoc chi ra dugc bat cap voi VK3. Trén Hinh 11D,
khang thé 5H10 duoc thé hién 1a VHI/VK3.
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Hinh 12A-12C thé hién sy thay d6i vé ham lwrong mARN ciia CCL11 (Hinh 12A),
Colagen 1A1 (Hinh 12B), fibronectin (Hinh 12C), hodc colagen 3 (Hinh 12D) sau khi u
trude nguyén bao soi co IPF nguoi (Mfb) véi doi chimg dwong (khang thé khong lién
quan) hoac khang thé duoc chi ra 1a dudi mdi cot trong hinh v&. Khang thé b6 me chudt
duge chi ra dudi dang “SH10” trén hinh v&; cac khang thé SH10 dwoc lam cho giéng
nguodi VH1/VK3, VH2/VK3, VH3/VK3, VH4/VK3, va VH5/VK3 ciing dugc thir nghiém
nhu duge thé hién. Nong d6 khang thé duoc thir nghiém 14 1 ug/ml hodc 10 ug/ml.

Hinh 13 thé hién sy noi tai hoa cia khang thé 5H10 chudt duoc gén nhin do
pHrodo, khang thé kham VHO/VKO, va cac bién thé VH1/VK3 va VH2/VK3 dugc lam
cho gidng ngudi. Cac miii tén chi ra cac té bao vi du thé hién khang thé duge noi tai hoa.

Hinh 14 thé hién tac dung cua bién thé duoc lam cho giéng nguoi SH10 1én kha
nang song PBMC.

Hinh 15A — Hinh 15H thé hién déap tng t& bao T CD4+ gay ra boi bién thé duoc
lam cho giéng ngudi SH10 dwoc chi ra trong thir nghiém ting sinh té bao T trong khoang
thoi gian EpiScreenTM. Exenatit va KLH, duoc thé hién 1an luot trén cac Hinh 15G va
15H, 14 cac d6i ching duong.

Hinh 16 thé hién phan tich d6 bién thién (ANOVA) cua thir nghiém ting sinh té
bao T trong khoang thoi gian EpiScreen’™.

Hinh 17 thé hién md hoc phdi cta dong vat d6i chimg bleomyxin (6 bén trai) va
dong vat duoc diéu tri bang bleomyxin va SH10 (20 mg/kg). Trén hinh vé& nay, 5

Hinh 18 thé hién su giam di ctia hydroxyprolin phdi & dong vét dugc diéu tri bang
bleomyxin va d&i chung IgG va dong vat duoc diéu tri bang bleomyxin va 5H10 (20
mg/kg; dugc dé cap dén trong hinh v& dudi dang khang SCF248).

Hinh 19 thé hién khdi lugng co thé dudi dang % khoi lugng duge do vao ngay 0,
theo thoi gian & chudt nhét nguyén ban, chudt nhét dugc didu tri bang bleomyxin & gay
ra xo hoa phdi, va khang thé Ig dbi chimg (Bleo + clg), va chudt nhat dugc diéu tri bang
bleomyxin va khang thé 5H10 chudt (duge dé cap dén trong hinh v& dudi dang khang
SCF248). Khang thé duoc dung tai thoi diém duoc chi ra.

Hinh 20 thé hién su giam di cia mARN d6i vdi xytokin va chi thi cta su hoat hoa
nguyén bao s¢i co (TGFB, CCL2, Collal, Fibronectin (fn), actin co tron (acta2), va yéu
t6 té bao gbe (kitlg)) & dong vat duoc diéu tri bang bleomyxin va @i chiung IgG va dong
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vat duoc diéu tri bang bleomyxin va 5H10 (20 mg/kg; dugc dé cap dén trong hinh vé&
dudi dang khang SCF248).

Hinh 21 thé hién su giam di cla té bao mast phéi, bach cau ua axit va té bao
lympho ILC2 ¢ dong vat duoc diéu tri bang bleomyxin va dbi chimg IgG va dong vat
duge diéu tri bing bleomyxin va 5H10 (20 mg/kg; dwoc d& cap dén trong hinh vé& dudi
dang khang SCF248).

Hinh 22 thé hién ring thit nghiém chirc ning phdi nhu dwoc do bang thé tich thd
ra gang sirc (6 bén trai), dong thé ra ging strc (0 giita), va su thay d6i vé ap luc phdi (6
bén phai) dugc cai thién dang ké & dong vat dwoc diéu tri bang bleomyxin va SH10 (20
mg/kg; dugc dé cip dén trong hinh vé dudi dang khang SCF248) so voi dong vét duoc
diéu tri bang bleomyxin va doi chimg IgG.

Hinh 23 thé hién so dd cua thiét ké nghién ctru trong mo hinh bénh hen di tmg
mén tinh in vivo dugc sit dung dé thir nghiém khang thé duge lam cho gidng ngudi.

Hinh 24A-24E dua ra két qua cia viec diéu tri béng khang thé 5H10 duogc lam
cho giéng nguoi trong mo hinh in vivo ctia bénh hen di tmg man tinh. Hinh 24A thé hién
réng khang lyc duong thé nhu do duoc duoc lam gidm dang ké & dong vat duoc diéu tri
bang VHI/VK3 so véi d6i ching PBS. mARN IL-13 (Hinh 24B), mARN Colagen 1
(Hinh 24C), va mARN Colagen 3 (Hinh 24D) trong mé phdi ciing duge 1am giam & dong
vat duoc diéu tri bang VHI/VK3 so v6i d6i chimg mac bénh hen mian tinh (PBS). Hinh
24E thé hién rang sy biéu hién mARN SCF248 ciing dugc lam gidm & dong vat duoc
diéu tri bang khang thé 5H10 VH1/VK3 so véi d6i chimg PBS.

Hinh 25A-25C thé hién rang khang thé VH1/VK3 lam giam ham luong mARN
cua protein dich nhay Gob5 (Hinh 25), IL-13 (Hinh 25B), va IL-5 (Hinh 25C), 6 nong do
bang 1 mg/kg va 5 mg/kg in vivo.

M3 ta chi tiét sang ché

Yéu t6 té bao gbc (SCF) 1a chat trung gian quan trong ctia sw viém cap tinh va man
tinh, bénh xo hda, va bénh tai tao mo. Sy twong tac cua SCF vdi c-Kit trén té bao mién
dich 1am bat dau va duy tri sy viém va xo hoa. Sang ché dé xuét hop phan va phuong
phap tic ché sy tuong tac ciia SCF vdi c-Kit. Theo mot khia canh, sang ché dé xuat hop
phan va phwong phap ngan chan dang viém cta SCF, SCF248, khoi su twong tac voi c-
Kit va do d6 lam giam va/hoac ngan chin su hoat hoa cua té bao mién dich. Do do, sang

ché dé xuat cadc phuong phap di€u tri bénh viém man tinh va xo hoa va bénh tai tao mo.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuat hop phan va phwong phap 1am giam sy tich Iy (v
du nhw, su tang sinh va/hodc su duy tri) cua té bao mién dich trong co quan hodc mé. Vi
du nhu, sang ché d& xuit hop phan va phuong phap ma ngan chin SCF248 khoi sy twong
tac vdi c-Kit va do d6 lam giam va/hodc ngan chan sy tich liy cua té bao mién dich trong
co quan hodc mé. Theo mot sb phuong an, sang ché d& xuat hop phan va phuong phap
lam giam va/hodc ngin chan sy hoat héa va/hoac su tich Ity trong co quan hodc mo cia
t& bao mast, bach ciu ua axit, t& bao dong lympho bam sinh kiéu 2 (ILC2), va té bao
dong lympho bam sinh kiéu 3 (ILC3).

Cu thé 13, sang ché d& xudt khang thé va manh ctia ching ma lién két dic hiéu véi
SCF va phong bé hodc {rc ché sy tuong tic ctia né véi c-Kit. Theo mot s6 phuong an,
khang thé va méanh duoc dé xudt ¢ day lién két voi SCF va tre ché hoat tinh cta té bao c-
Kit va c-Kit+. Sang ché ciing dé xuat phwong phap tao ra khang thé va manh ciia ching
ma lién két dic hiéu véi SCF, ciing nhu 1a phwong phap chan doén va diéu tri c6 st dung
ching. Theo mdt khia canh, khing thé va manh cua chung dugc dé xuit & day lién két
dac hiéu v6i dong phan SCF ma gay ra sy viém, SCF248. Do do, sang ché dé xuat hop
phan va phuong phap dac hiéu, hitu hiéu dé trc ché sy viém va xo héa va diéu tri bénh
viém maén tinh va bénh xo hoa.

Pinh nghia

Nhu duoc st dung & ddy, thuit ngit “khang thé” dung dé chi protein lién két co it
nhit mot mién lién két khang nguyén. Khang thé va manh ctia ching theo sang ché ¢ thé
1a khang thé hoan chinh hodc manh bt ky cua ching. Do d6, khang thé va manh theo
sang ché bao gdm khang thé don dong hoic manh cia ching va bién thé khang thé hoic
ménh cta ching, ciing nhu 13 thé lién hop mién dich. Cac manh lién két khang nguyén
bao gé)m manh Fab, manh Fab', manh F(ab')2, dime Fab dac hi¢u kép (Fab2), trime Fab
dac hiéu ba trong mot (Fab3), Fv, protein Fv don chudi (“scFv”), bis-scFv, (scFv)2,
minibody, diabody, triabody, tetrabody, protein Fv dugc lam 6n dinh disulfua (“dsFv”),
khang thé don mién (sdAb, nanobody), khang thé chi c6 chudi ning (vi du nhu, VHH lac
da, nanobody lac da, NAR Ig c4 mdp), va cac phan ctia khang thé chiéu dai day da chiu
trach nhiém vé viéc lién két khang nguyén. Khang thé dugc phan 1ap hodc méanh lién két
khang nguyén cia ching 1a khang thé hoic manh lién két ma dugc nhan dang va duoc

tach va/hodc duoc thu hdi tir thanh phan ciia moi treong tw nhién cla né.
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Theo mot s6 phuong an, khang thé va manh lién két khang nguyén cta ching l1a
khang thé dugc phan 1ap va manh cia ching, do d6, sang ché dé xuat khang thé duoc
phén 1ap va manh lién két khang nguyén ciia ching, va axit nucleic ma hoa cho khang thé
va méanh nay, ciing nhw 13 hop phin c6 chia khang thé dugc phan 1ap, manh, va axit
nucleic nay. Thuit ngit “duoc phan 14p” dung dé chi hop chat dugc quan tAm (vi du nhu,
khang thé hodc axit nucleic) ma dugc tach tir mdi truong ty nhién cia nd. Sang ché con
dé xuat duoc phém c6 chuira khang thé duoc phan 1ap hoac méanh cua chung, hodc axit
nucleic mi héa cho khang thé hodc manh nay, va con chira mot hodc nhicu chit mang
duoc dung. Chét mang duoc dung bao gdm, vi du nhw, ta duoc, chat pha lodng, nguyén
liéu bao nang, chit don, chat dém, hodc cac chét khac.

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit “c6 ngudn gdc” khi duogc st dung dé chi phan
tir hodc polypeptit tuong quan véi khang thé tham chiéu hodc protein lién két khac, c6
nghia 1a phan tir hodc polypeptit ma dic hidu ddi véi, va c6 kha nang lién két v6i, cung
epitop nhu khang thé tham chiéu hodc protein lién két khac.

Nhu dugce st dung & ddy, cum tir “ddc hiéu ddi véi” c¢6 thé c6 nghia 1a khang thé
khong lién két v6i dich chi nhd sw twong tac khong ddc hiéu, va tinh chat nay c6 thé duoc
xac dinh bang cach so sanh vdi ddi chimg isotyp hodc dang twong tw. Lién két dic hiéu
khéng nhat thiét phai co, mac di n6 ¢ thé bao gom, lién két riéng biét voi dich don 1€.
Theo c4c phuong 4n, khang thé dwoc dé xuat ¢ day lién két dic hidu véi SCF248, va
khong lién két SCF220.

Thuét ngt “té bao chi” c6 nghia 1a t& bao ma dugc bién ddi, hodc c6 kha ning
dang dugc bién ddi, bang trinh tu axit nucleic va nhd d6 biéu hién gen dwoc quan tim.
Thuét ngit nay bao gdm con chau cua té bao bd me, du con chau cé tuong dong hay
khong vé hinh thai hodc & cau trac di truyén v&i té bao bd me ban dau, mién 1a gen duoc
quan tam cd mat.

“Bién thé” cua polypeptit (vi du nhu, protein lién két khang nguyén, hozc khang
thé) c6 chura trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu géc axit amin duoc cai xen vao,
duoc lam khuyét tr va/hodc duoc thé vao trinh ty axit amin twong quan voi trinh tu
polypeptit khac. C4c bién thé bao gdm khang thé va manh cua ching ma c6 phan tram do
tuong déng duoc chi ra vd1 khang thé hodc manh dugc dé xuit & day hoac vdi khang thé

hoac manh c¢6 trinh tw ADN hodc axit amin duoc chi ra.

10



50156 11/117

Thuét ngit “d6 twong dong” dung dé chi mbi quan hé giita cac trinh tu cua hai
hoac hon hai phan tir polypeptit hodc hai hodc hon hai phan tir axit nucleic, nhu xac dinh

2 ¢

bang cach sip xép thang hang va so sanh cac trinh tu. “Phan tram twong dong,” “phan
tram dong nhat,” “d6 twong dong trinh tir,” hodc “do ddng nht trinh ty” va dang twong tu
¢6 nghia 1 phan tram cua cac gbc tuong ddng giita cac axit amin hodc cac nucleotit trong
cic phan tir dugc so sanh va duoc tinh dya trén kich thude cia phan tir nho nhét trong $0
cac phan tir dang duoc so sanh. D4i véi cac phép tinh nay, chd cach quang trong su sap
xép thang hang (néu ¢6) duoc tinh dén boi mo hinh toan hoc hodc chuong trinh may tinh
cu thé (tic 13, “thuat toan™). Phuong phap ma co thé duoc sit dung dé tinh d6 twong dong
cua céc axit nucleic hodc polypeptit duoc sip xép thang hang bao gdm cac phuong phap
duoc mod ta trong Computational Molecular Biology, (Lesk, A. M., ed.), 1988, New
York: Oxford University Press; Biocomputing Informatics and Genome Projects, (Smith,
D. W., ed.), 1993, New York: Academic Press; Computer Analysis of Sequence Data,
Part I, (Griffin, A. M., and Griffin, H. G, eds.), 1994, New Jersey: Humana Press; von
Heinje, G., 1987, Sequence Analysis in Molecular Biology, New York: Academic Press;
Sequence Analysis Primer, (Gribskov, M. and Devereux, J., eds.), 1991, New York: M.
Stockton Press; va Carillo va dong tac gia, 1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073. Trong
viéc tinh phan trim tvong dong, cac trinh tu duoc so sanh thuong duoc sap xép thang
hang theo cach ma mang lai sy an khop lon nhét giita c4c trinh ty.

Thuat ngit “chudi nhe” bao gdm chudi nhe chiéu dai ddy da va cac manh cia
ching ¢6 trinh tu ving bién ddi du d& mang lai tinh dac hiéu lién két. Chudi nhe chicu dai
day du bao gdm mién ving bién ddi va mién ving khong d6i. Mién ving bién ddi cua
chudi nhe & dau tdn cing amino cua polypeptit. Chudi nhe bao gom chudi kappa va chudi
lambda.

Thuét ngit “chudi nang” bao gom chudi ning chiéu dai day da va cdc manh cua
ching c6 trinh tw ving bién ddi di dé mang lai tinh ddc hiéu lién két. Chudi nang chiéu
dai day du bao gdm mién ving bién ddi, ba mién ving khong doi, Cyl, Cy2, va Ci3.
Mién bién d6i chudi ning & dau tin cung amino ctia polypeptit, va mién Cy 6 dau tan
cung carboxyl, véi CH; gan nhat v6i dau tan cung carboxy cua polypeptit. Chudi ning ¢
thé thudc isotyp bat ky, bao gom IgG (bao g0m cac kiéu phu IgG1, 1gG2, [gG3 va IgG4),
IgA (bao gdm cac kiéu phu IgA1 va IgA2), IgM va IgE. Thuat ngit “isotyp” dung dé chi

16p khang thé duoc ma hoa bang gen ving khong i chudi nang. Theo mot s6 phuong
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an, khang thé duoc dé xuit & diy c6 chudi ning IgG4, hodc chudi ning IgG4 c6 chira dot
bién axit amin nhat dinh. Vi du nhu, theo mét s6 phuong an, IgG4 c6 chira dot bién tai vi
tri 228 (so do danh sb EU, Kabat va dong tac gia Sequence of proteins of immunologic
interest, 5th ed Bethesda, MD, NIH 1991) dé e ché su trao ddi nhanh Fab. Vi du nhu,
theo mot sb phuong an, chudi ning IgG4 1a chudi ning IgG4 S228P. Theo mdt sb
phwong 4n, chudi ning c6 chira mot hodc nhiéu dot bién axit amin ma lam gidm sy lién
két voi thu thé Fe, va nhd d6 1am giam hodc loai bo chirc nang tac dong ctia khang thé. Vi
du nhu, chudi ning c6 thé ¢6 chira dot bién tai mot hodc nhiéu vi tri 233, 234, 235, 236,
237, 265, 309, 331, va 409 (danh sé EU).

Thuét ngit “ving bién d6i” hodc “mién bién d6i” dung dé chi mot phan caa chudi
nhe va/hodc chudi ning cta khang thé, thudong bao gom khoang tir 120 dén 130 axit amin
& dau tan cung amino trong chudi ning va khoang tir 100 dén 110 axit amin & dau tin
cung amino trong chudi nhe. Theo cac phuong an nhét dinh, ving bién d6i cua cac khang
thé khac nhau khac biét 16n & trinh ty axit amin ngay c4 gitra cac khang thé cta cling loai.
Ving bién d6i cta khang thé thuong xac dinh tinh dac hiéu cua khang thé cu thé dbi véi
dich cia nd. Thuat ngtt “dich,” nhu dugc st dung ¢ day, dung dé chi phén ti hodc mdt
phan cia phan tir ¢6 kha ning duoc lién két boi protein lién két khang nguyén. Theo cac
phuong 4n nhat dinh, dich c6 thé c6 mot hodc nhiéu epitop. Theo cdc phwong an nhat
dinh, dich 1a khang nguyén. Viée st dung “khang nguyén” trong cum tir “protein lién két
khang nguyén” don gian 1a chi ra ring trinh ty protein ma c6 chira khang nguyén c6 thé
duoc lién két boi khang thé. Trong ngit canh nay, khong doi hoi rang protein 14 la hodc c6
kha nang giy ra dap tmg mién dich.

Thuat ngit “epitop” bao gdm yéu t quyét dinh bat ky c6 kha nang dugc lién két
boi protein lién két khang nguyén, ching han nhu khang thé hodc vé6i thu thé té bao T.
Epitop 1a ving ciia khang nguyén ma duogc lién két boi protein lién két khang nguyén ma
nhim dich khang nguyén do6, va khi khang nguyén 1a protein, bao gdm cac axit amin cu
thé ma tiép xuc truc tiép voi protein lién két khang nguyén. Thong thuong nhat 14, epitop
nam trén protein, nhung trong mot sd trudng hop cé thé nam trén cac loai phan tir khéc,
ching han nhu axit nucleic. Yéu t& quyét dinh epitop c6 thé bao gdm cac nhém bé mit 6
hoat tinh hda hoc cua cac phan tir chéng han nhu axit amin, chudi bén duong, nhom
phosphoryl hodc sulfonyl, va c6 thé ¢ dic diém cau trac ba chiéu dic trung, va/hodc dac

diém tich dién dic trung. Thong thuong, khang thé ddc hiéu dbi véi khang nguyén dich
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cu thé s& nhéan dién wu tién epitop trén khang nguyén dich trong hdn hop phitc cua cac
protein va/hodc cac dai phan tir. Epitop khang thé ¢ thé 13 tuyén tinh hodc céu hinh.
Theo cac phuong an, epitop dugc dé xuat & day 1a epitop tuyén tinh.

Viéc sit dung danh tir s it bao gdm cé nghia sé nhiéu trir khi c¢6 chi dan cu thé
khéc. Tt sb it “a” hodc “an”cd nghia la “it nhit mot” tri khi c6 chi dan cu thé khac. Viéc
str dung “hodc” ¢ nghia 1a “va/hodc” trir khi c6 chi dan khac. Nghia cta cum tir “it nhat
mot” twong duong voi nghia ciia cum tu “mot hodc nhiéu.” Ngoai ra, viéc st dung cua
thuat ngir “bao gdm,” ciing nhu 14 cac dang khac, chang han nhu “da bao gdm,” khong bi
gi6i han. Ngoai ra, cac thuat ngit chang han nhu "phan ta" hodc "thanh phan" bao ham ca
cac ph?m tir hodc cac thanh ph?m cO chira mot don vi va cac phﬁn tir hodc cac thanh phﬁn
chita nhiéu don vi trir khi dwoc quy dinh cu thé khac. Nhu duge st dung & day, thuat ngit
“khodng” dung dé chi luong nhiéu hodc it hon gia tr1 thong s6 duoc chi ra, vi du nhu
cong hoac trir nam hodc mudi phﬁn tram cua chu thé ma "khoang” lam bién ddi, hodc nhu
ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vyc s& nhéan ra to nglt canh (vi du nhu, khodng
50% cuia khoang cach giira cac gia tri). Thuat ngir “khodng” cling bao gdm gia tri duoc dé
cap.

Yéu T6 Té Bao Goc

0 nguoi, cb it nhat hai dang SCF, ma c6 cAu tric va hoat tinh khac nhau. SCF220
hoat dong & mot vai chirc ning ndi cn bang, bao gdm su tao mau va sy sinh tinh va duoc
tim thay trong tiy xwong, tinh hoan, va cac md va co quan khac. SCF220 ¢ thé phan cat
chdm va d6i khi dwoc goi 1a “SCF mang.” Nguoc lai, SCF248 ¢o thé phan cit nhanh
chéng va c¢6 chira vi tri phan cit trong exon 6, nam giita mién lién két c-kit & dau tan
cing N va mién xuyén mang. SCF248 co6 thé dwoc dé cap dén dudi dang “SCF tan”.
Exon 6 bi loai trir khoi SCF220 thong qua sy cit ndi thay thé, va do d6 SCF220 thiéu vi
tri phan cat nay. Mién ngoai bao, dang monome (SCF165) 1a sdn pham phan cit va déng
vai tro 1am chi thi sinh hoc trong huyét twong déi voi cac bénh viém man tinh. Huyét
twong ciing c¢6 thé chira ham lwong c¢6 thé phat hién duogc cia mién ngoai bao SCF ma
dén tr SCF220, nhung phan 1én ciia mién ngoai bao co thé phat hién dwoc duge mong
doi 1a SCF165. SCF248 1a dong phén dugc tim thiy trén nguyén bao soi co, té bao bicu
mb d3 hoat hda, va cac té bao khac, ma hoat hoa té bao mién dich trong khi viém va gop
phan vao sy duy tri cia xo hoa. Cu thé 14, SCF248 lién két v6i c-Kit trén té bao mién

dich, 1am bat dau viéc san xuat xytokin ma hoat hda nguyén bao soi thanh nguyén bao so1
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co, ma tiét ra protein nén ngoai bao, colagen, va fibronectin. Nguyén bao sgi co di hoat
hoa cﬁng1ﬂn11élﬂéu1n6 da hoat hoa, no1 mac, dai thuc bao, bach cau wa axit, té bao
mast, bach ciu don nhan, va cac té bao khac cling biéu hién SCF trén bé mit t& bao, lam
hoat héa nhiéu té bao mién dich c-Kit+ hon, din dén su giai phong xytokin va su hoat
héa mién dich va dap timg xo hda khac.

Khang thé va manh lién két khang nguyén cua ching dugc boc 1§ & day dac hiéu
d6i v6i SCF. Theo mét sb phuong an, khang thé va manh cia ching dic hiéu dbi véi
SCF ngudi. Theo mot sb phuong an, khang thé va manh cua ching dac hiéu dbi voi
SCF248. Theo mot sé phuong an, khang thé lién két SCF248 va khong lién két cac dong
phan khac cua SCF. Theo mot sb phuong an, khang thé lién két SCF248 va khong lién
két v6i SCF220. Theo mét sb phuong an, sang ché dé xuat phuong phap tao ra khang thé
hodc manh cia ching ma dac hiéu dbi v&i SCF248. Khang thé va manh vi du ma dic
hiéu dbi v&i SCF248, ciing nhu 14 phuong phap tao ra va st dung khang thé va manh nay,
duoc dé xuét theo sang ché. Theo mot sé phwong an, khang thé va manh ctia chiing duoc
d& xuat & day pha v vong phan hdi tich cyc gitta SCF248 duge bicu hién trén nhiéu loai
té bao khac nhau va té bao mién dich cKit+, bang cach lién két véi SCF248 va phong bé
su tuong tac gitta SCF248 va c-Kit.

Cdc khéng thé va manh

Sang ché dé xuat khang thé, bao gom khang thé don dong, vi manh ctia ching.
Manh khang thé duoc dé xuat ¢ day ma dic hiéu ddi véi SCF (vi du nhu, SCF248) doi
khi dugc d¢ cap dén trong ban md td nay dudi dang manh lién két khang nguyén, co
nghia 1 ching ¢4 chira mot phan cua khang thé bd me ma c6 kha ning lién két khang
nguyén dich (SCF, vi du nhw, SCF248). “Manh khang thé,” “manh lién két khang
nguyén” va dang twong tu duge sir dung thay thé 1an nhau trong ban mé ta nay. Cac vi du
vé manh khang thé bao gdm manh Fab, manh Fab’, manh F(ab)’, manh Fv, ving CDR
duoc phan 13p, dime Fab dac hi¢u kép (Fab2), trime Fab dac hiéu ba trong mot (Fab3),
protein Fv don chudi (“scFv”), bis-scFv, (scFv)2, minibody, diabody, triabody, tetrabody,
protein Fv dwoc 1am 6n dinh disulfua (“dsFv”), khang thé don mién (sdAb, nanobody),
khang thé chi ¢6 chudi ning (vi dy nhu, VHH lac da, nanobody lac d, NAR Ig c4 map),
va c4c phan cta khang thé chiéu dai diy du chiu trach nhiém ddi véi viée lién két khang

nguyén.
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“Manh Fab” c¢6 chira mot chudi nhe va vung Cyxl va vung bién ddi cia mot chudi
ning. Chudi ning cua phan tir Fab khong thé tao thanh lién két disulfua véi phan tir chudi
nang khac. “Manh Fab” cé chira mot chudi nhe va mdt phﬁn ctia mot chudi nang ma
chita mién VH va mién Cyl va cing nhu 1a ving & giita mién Cyl va Cy2, do vdy lién
két disulfua ndi chudi c6 thé duoc tao thanh gitta hai chudi niing cta hai manh Fab’ dé tao
thanh phéan tir F(ab’). “Manh F(ab’),” chita hai chudi nhe va hai chudi ning chira mot
phan ciia ving khong ddi & gitta cac mién Cyl va Cy2, do vay lién két disulfua ndi chudi
dugc tao thanh gitra hai chudi ning nay. Do d6 manh F(ab'), dugc tao thanh tir hai manh
Fab’ ma duwoc git vdi nhau bﬁng lién két disulfua gitta hai chudi ning. “Manh Fv” ¢
chita ving bién ddi tir ca chudi ning va chudi nhe, nhung thiéu ving khong ddi. “scFv” 1a
phén tir Fv trong d6 ving bién dbi chudi ning va chudi nhe dwoc két ndi bang cau ndi
linh hoat dé tao thanh chudi polypeptit don 1¢, ma tao thanh ving lién két khang nguyén.

Theo mot s& khia canh, khang thé va manh cua ching duogc dé xuat & day duoc
x4c dinh bang ving x4c dinh tinh b sung (CDR) ctia ching. CDR 1a mét phan cia chudi
bién ddi trong khang thé; mdi ving trong s cac ving bién ddi chudi nhe va chudi ning
¢6 chira ba CDR, CDR1, CDR2, va CDR3. CDR ciia khang thé xac dinh tinh dic hiéu
khang nguyén. Theo cic phuong an nhat dinh, hinh phac hoa chinh thirc ctia CDR va viéc
nhan dién cua cac gbc c6 chua vi tri lién két ctia khang thé dugc thuc hién bang cach lam
sang to cAu tric cua khang thé va/hodc 1am sang t6 ciu triic cua phitc hop khang thé-phoi
tir. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ma c6 thé duoc thuc hién bang ki thuat bat ky trong
s& nhidu k§ thuét da biét ddi voi nguoi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc, chang han
nhu tinh thé hoc tia X. Theo cac phuong an nhat dinh, nhiéu phuong phap phan tich c6
thé dugc dung dé xac dinh hodc uéc luong ving CDR. Cac vi du vé phuong phap nay
bao gém, nhung khong gidi han ¢, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, dinh nghia
ADbM va dinh nghia contact.

Pinh nghia Kabat 13 tiéu chudn dé& danh s6 cac goc trong khang thé va thuong
dugc st dung dé xac dinh vung CDR. Xem, vi du nhu, Johnson & Wu, Nucleic Acids
Res., 28: 214-8 (2000). PBinh nghia Chothia twong ty vdi dinh nghia Kabat, nhung dinh
nghia Chothia tinh dén vi tri ca cac ving vong cau tric nhat dinh. Xem, vi du nhu,
Chothia va ddng tac gid, J. Mol. Biol., 196: 901-17 (1986); Chothia va dong tac gia,
Nature, 342: 877-83 (1989). Binh nghia AbM st dung g6i duoc tich hop cua chuong
trinh may tinh duoc san xuét bai Oxford Molecular Group ma tao md hinh cAu trac khang
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thé. Xem, vi du nhu, Martin va dong tac gia, Proc Natl Acad Sci (USA), 86:9268-9272
(1989); “AbM™, A Computer Program for Modeling Variable Regions of Antibodies,”
Oxford, UK; Oxford Molecular, Ltd. Pinh nghia AbM tao m6 hinh ciu trac bac ba cua
khang thé tir trinh tw bac mot bing cach s dung dang két hop ciia co s¢ dii liéu hiéu biét
va phuong phép ngay tir dau, chiang han nhu cac phuong phap dugc mo ta boi Samudrala
va dong tac gid, “Ab Initio Protein Structure Prediction Using a Combined Hierarchical
Approach,” trong PROTEINS, Structure, Function and Genetics Suppl., 3:194-198
(1999). Pinh nghia contact dua trén phan tich cta cdu tric tinh thé phirc hop cé san.
Xem, vi du nhu, MacCallum va déng tac gia, J. Mol. Biol., 5:732-45 (1996).

Khang thé va manh cua ching ciing c6 thé bao gdm polypeptit tai to hop, protein
dung hop, va khang thé dac hiéu kép. Khang thé khang SCF va manh cta ching dugc
boc 16 & day c6 thé thudc isotyp IgGl, 1gG2, IgG3, hodc IgG4. Theo mét phuong an,
khang thé khang SCF va manh ciia ching dwoc boc 1§ & day thudc isotyp IgG1 hodc
IgG4. Khang thé khang SCF va manh ctia chiing theo sang ché co thé c6 ngudn goc tir
loai bat ky bao gém, nhung khong gidi han &, chudt nhét, chudt céng, tho, dong vat linh
trudng, lac da khong budu, lac da, dé, ca map, ga, va nguoi. Khang thé SCF va manh cia
chung c6 thé 1a khang thé kham, dugc 1am cho gidng ngudi, hoic hoan toan cua ngudi.
Theo mét phuong an, khang thé khang SCF 14 khang thé chudt. Theo phuong 4n khéc,
khang thé khang SCF 1a khang thé kham. Theo mot phuong 4n khac, khang thé kham 1a
khang thé kham chudt nhat-ngudi. Theo phuong 4n khéc, khang thé co ngudn gdc tir
chudt nhét va dugc lam cho giéng nguoi.

“Khang thé kham” 13 khang thé c6 it nhat mot phan cia ving bién doi chudi ning
va it nhat mot ph?m cua vung bién d6i chudi nhe co nguén géc tr mot loar; va it nhat mot
phdn cia ving khéng doi co ngudn gbc tir loai khac. Vi du nhu, theo mot phuong an,
khang thé kham c6 thé co chira ving bién d6i chudt va ving khong d0i nguoi.

“Khang thé dugc 1am cho giéng ngudi” 1 khang thé chira vimg xac dinh tinh bo
sung (CDR) ma c6 ngudn gbc tir khang thé khong phai ctia nguoi; va ving khung ciing
nhu 14 ving khong d6i ma c6 ngudn gbc tir khang thé ngudi. Vi du nhw, khang thé khang
SCF duoc dé xuét ¢ day co thé c6 chira CDR ¢ ngudn gdc tir mot hodc nhiéu khang thé
chudt va khung va ving khong doi ciia ngudi. Do d6, theo mot phuong an, khang thé
duoc lam cho gidng nguoi duge dé xuat ¢ day lién két voi cung epitop trén SCF nhu

khang thé chu6t ma CDR cua khang thé c6 ngudn goc tir do.
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Theo mét sd phuong an, khang thé va manh cua ching dugc dé xuét & day co6 chira
chudi ning va chudi nhe, mdi chudi c6 chira ba CDR. Trinh ty axit amin caa CDRI,
CDR2, va CDR3 chudi nang vi du (l?m lugt 1a HCDR1, HCDR2, va HCDR3) va CDRI1,
CDR2, va CDR3 chudi nhe (lén luot 1a LCDR1, LCDR2, va LCDR3) duogc néu dudi day
trong Bang 1. Bang 1 cling néu trinh ty axit amin cua cic vung bién d6i chudi ning va
chudi nhe vi du. Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé xuat khang thé duoc dé cap dén
trong ban mo ta nay dudi dang “5H10” va “2G8”. Ving bién d6i chudi nang cta SH10
hodc 2G8 duoc lam cho gidng ngudi dugc dé cap dén trong ban mo ti nay dudi dang
VH1, VH2, VH3, VH4, va VH5. 5H10 VHO 13 chudi ning bién ddi ciia khang thé bb me
chudt duoc tao ra bang cac phuong phap duge md ta & day. Mdi vang VHI, VH2, VH3,
VH4, va VH5 1a ving bién ddi chudi ning duoc 1am cho gidng ngudi c6 ngudn goc tir
SH10 VHO hodc VHO 2G8. Khang thé 5H10 c6 chira chudi nhe kappa. Chudi nhe bién
d6i khang thé bd me chudt duoc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang SH10 VKO.
Mbi ving VK1, VK2, VK3, va VK4 1a ving bién d6i chudi nhe duoc lam cho gibéng
nguoi co ngué)n géc tr VKO. Khang thé 2G8 ¢6 chira chudi nhe lambda. Chudi nhe bién
d6i khang thé b me chudt duoc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang VLO 2G8.
M3i vang VL1, VL2, VL3, va VL4 1a ving bién d6i chudi nhe duge lam cho gidng ngudi
c¢6 ngudn gbe tir VLO.

Béng 1. Trinh tu khang thé khang SCF vi du

SEQ | Mo ta

ID

NO

1 CDR1 Chudi | SYWMN
nang SH10

2 CDR2 Chudi | QIYPGDGDTHYNGKFKG
nang SH10

3 CDR3 Chudi | SNWVGSY
nang S5H10

4 CDRI1 Chudi | KSSQSLLESDGKTYLN
nhe SH10

5 CDR2 Chudi | LVSRLDS

17
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nhe 5H10

6 CDR3 Chudi | WQGTHLPQT
nhe 5H10

7 VHO Ving - | QVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKSSGYAFSSYWMNWV
bién ddi chudi | KQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFKGKATLTADK
nang 5H10 | SSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCSSSNWVGSYWGQGTLV
(b6 me chudt) | TVSA

8 VHI Ving | QVQLVQSGAELKKPGSSVKISCKSSGYAFSSYWMNW YV
bién ddi chudi | KQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFKGKATLTADK
nang SH10 | STSTAYMELSSLTSEDSAVYFCSSSNWVGSYWGQGTLV
(dugc lam TVSS
cho gidng
nguol)

9 VH2 Ving | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKISCKSSGYAFSSYWMNWYV
bién d6i chudi | KQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFKGKATLTADK
nang 5H10 | STSTAYMELSSLRSEDTAVYFCSSSNWVGSYWGQGTLV
(duoc lam TVSS
cho gibng
nguol)

10 |VH3Ving | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGYAFSSYWMNWYV
bién dbi chudi | RQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFKGKATLTADKS
ning 5H10 | TSTAYMELSSLRSEDTAVYFCSSSNWVGSYWGQGTLVT
(duoc lam VSS
cho gibng
nguoi)

11 | VH4 Ving | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGYAFSSYWMNWV
bién ddi chudi | RQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFKGRVTITADKS
nang SH10 | TSTAYMELSSLRSEDTAVYFCSSSNWVGSYWGQGTLVT
(dugc lam VSS
cho gibng
nguoi)

12

VHS Vung

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGYAFSSYWMNWV

18
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bién doi chuoi

RQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTHYNGKFQGRVTITADKS

ning 5SH10 | TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSSSNWVGSYWGQGTLV
(dugc lam TVSS
cho gidng
nguoi)

13 | VKOVing | DVVMTQTPLTLSVTIGQTASISCKSSQSLLESDGKTYLN
bién ddi chudi | WLSQRPGQSPKRLIYLVSRLDSGVPDRFTGSGSGTDFTL
nhe 5H10 (b6 | KISRVEAEDLGVYYCWQGTHLPQTFGGGTKLEIK
me chuot)

14 | VK1Ving |DVVMTQSPLTLSVTLGQPASISCKSSQSLLESDGKTYLN
bién d6i chudi | WLQQRPGQSPRRLIYLVSRLDSGVPDRFTGSGSGTDFTL
nhe 5H10 KISRVEAEDVGVYYCWQGTHLPQTFGGGTKVEIK
(dugc lam
cho giéng
nguoi)

15 |VK2Ving | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLESDGKTYLN
bién d6i chudi | WLQQRPGQSPRRLIYLVSRLDSGVPDRFTGSGSGTDFTL
nhe 5H10 KISRVEAEDVGVYYCWQGTHLPQTFGGGTKVEIK
(dugc lam
cho gidng
nguoil)

16 |VK3Ving |DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLESDGKTYLN
bién ddi chudi | WLQQRPGQSPRRLIYLVSRLDSGVPDRFSGSGSGTDFTL
nhe 5H10 KISRVEAEDVGVYYCWQGTHLPQTFGGGTKVEIK
(dugc lam
cho gidng
nguoi)

17 | VK4 Ving | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLESDGKTYLN
bién dbi chudi | WFQQRPGQSPRRLIYLVSRLDSGVPDRFSGSGSGTDFTL
nhe SH10 KISRVEAEDVGVYYCWQGTHLPQTFGGGTKVEIK
(dugc lam

cho gidng

19
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nguoi)

37 CDR2 5H10 | QIYPGDGDTHYNGKFQG
VHS5

Nguodi c6 trinh d§ trung binh trong linh vuc s& hiéu rang chudi ning bién doi va
chudi nhe bién d6i c6 thé duoc chon, hodc dugc tron va duoc bat cap doc lap, tur cac
khang thé duoc dé xuit & day. Do d6, theo mot sd phwong 4n, khang thé va manh cia
chimg dugc dé xuat & ddy co chira dang két hop chudi niang va chudi nhe duge chon tr
nhém gom c6 VHO/VKO, VHO/VKI, VHO/VK2, VHO/VK3, VHO/VK4, VHI1/VKO,
VH1/VK1, VHI1/VK2, VHI/VK3, VHI/VK4, VH2/VKO, VH2/VK1, VH2/VK2,
VH2/VK3, VH2/VK4, VH3/VKO, VH3/VKI1, VH3/VK2, VH3/VK3, VH3/VK4,
VH4/VKO, VH4/VKI1, VH4/VK2, VH4/VK3, VH4/VK4, VHS5/VKO, VHS5/VKI,
VHS5/VK2, VH5/VK3, va VH5/VK4.

Theo mot sé phuong an, sang ché dé xuat khang thé hoic manh c6 chira trinh tur
axit amin c6 do ddng nhat 1a it nhit 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nht 95%, hoic it
nhét 99% véi trinh tw axit amin duoc chon tir nhém gom cé cac SEQ ID NO: 7-12. Theo
mdt s6 phuong 4an, sang ché dé xuat khang thé hoic manh cia ching c6 chira ving bién
d6i chudi nang theo trinh tw dugc chon tir nhém gém c¢6 cac SEQ ID NO: 7-12. Theo mot
s6 phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé hodc manh c6 chira trinh ty axit amin c6 do
ddng nhit 1a it nhit 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nhat 95%, hodc it nhit 99% véi
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gom c6 cac SEQ ID NO: 7-11, trong d6 khang thé
hodc manh ¢6 chira CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning lan luot tuong déng voi cac SEQ
ID NO: 1, 2, va 3. Theo mot sb phuong 4n, sang ché d xuit khang thé hoic méanh cé
chtra trinh tu axit amin ¢6 d6 ddng nhat 13 it nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nht
95%, hodc it nhat 99% vdi trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 12, trong d6 khang thé
hodc méanh ¢6 chita CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nang lan lugt twong ddng véi cac SEQ
ID NO: 1, 37, va 3.

Theo mét sb phuong an, sang ché dé xuat khang thé hoic manh c6 chira trinh tu
axit amin c6 do ddng nhat 1 it nhit 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nhat 95%, hodc it
nhét 99% vdi trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gom c6 cac SEQ ID NO: 13-17. Theo
mét s phuong an, sang ché dé xuat khang thé hodc méanh ciia chang c6 chira vimg bién

d6i chudi nhe theo trinh ty duoc chon tir nhém g@)m c6 cac SEQ ID NO: 13-17. Theo mdt
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$6 phuong an, sang ché dé xuit khéang thé hodc manh c6 chira trinh tu axit amin c6 do
ddng nhat 12 it nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nhat 95%, hodc it nhat 99% véi
trinh tw axit amin duoc chon tir nhdm goém cé cac SEQ ID NO: 13-17, trong d6 khang thé
hodic manh c6 chita CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nhe 14n luot twong dong véi cac SEQ
ID NO: 4, 5, va 6.

Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuit khang thé hodc manh cé chira trinh tu
axit amin c6 do dong nhét 13 it nhat 80%, it nhit 85%, it nhit 90%, it nhat 95%, hodc it
nhéat 99% voi; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 14;
SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 7 va
SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 14;
SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 7 va
SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 14;
SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 8 va
SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 14;
SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 9 va
SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO:
14; SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 16; SEQ ID
NO: 10 va SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 11 va SEQ
ID NO: 14; SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 16;
SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO:
12 va SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 12 va SEQ ID
NO: 16 hoac SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 17.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé va manh cua ching c6 chira dang két hop
chudi nang va chudi nhe duwoc chon tir nhém gém c6 VH1/VK1, VH1/VK2, VH1/VK3,
VH2/VK1, VH2/VK2, VH2/VK3, VH3/VKI1, VH3/VK2, VH3/VK3, VH4/VKI,
VH4/VK2, VH4/VK3, VH5/VK1, VH5/VK2, va VH5/VK3. Theo mét sb phuong 4n,
khang thé ¢6 chira trinh tu axit amin ¢6 d6 twong ddng trinh tu it nhit 80%, it nhat 85%,
it nhét 90%, it nhat 95%, hodc it nhat 99% véi SEQ ID NO: 8 hoac SEQ ID NO: 9; va
trinh tw axit amin c6 d6 tuong dong trinh ty it nhét 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nhat
95%, hodc it nhat 99% véi SEQ ID NO: 16. Theo mot sd phuong an, khang the, hodc
manh cta ching, c6 chia trinh tu axit amin c6 do twong déng trinh tu it nhat 80%, it nhét
85%, it nhat 90%, it nhat 95%, hodc it nhat 99% véi SEQ ID NO: 8 hodc SEQ ID NO: 9;
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va trinh ty axit amin c6 d6 twong ddng trinh ty it nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it
nhét 95%, hoic it nhat 99% v&i SEQ ID NO: 16; trong d6 khang thé hoic manh cé chira
CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning lan luot tuong déng vo1 cac SEQ ID NO: 1, 2, va 3,
va CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nhe lan lugt twong dong véi cac SEQ ID NO: 4, 5, va
6. Theo mot sd phuong an, khéang thé, hoac manh cia ching, cé chira trinh tuy axit amin
¢6 d6 trong dong trinh tu 13 it nhat 95% hodc it nhat 99% véi SEQ ID NO: 8 hodc SEQ
ID NO: 9; va trinh tu axit amin c¢6 d6 twong dong trinh ty 1a it nhat 95% hodc it nhat 99%
véi SEQ ID NO: 16; trong d6 khang thé hodc manh c¢6 chira CDR1, CDR2, va CDR3
chudi nang lan luot tuong d@)ng vdi cac SEQ ID NO: 1, 2, va 3, va CDR1, CDR2, va
CDR3 chudi nhe 14n luot twong ddng véi cac SEQ ID NO: 4, 5, va 6. Khang thé hodc
ménh cua ching c6 thé lién két dac hiéu véi SCF248 nhung c6 thé khong lién két véi
SCF220. Theo mdt s6 phuong an, khang thé c6 chira ving bién doi chudi ning theo SEQ
ID NO: 8 va ving bién dbi chudi nhe theo SEQ ID NO: 16. Theo mdt s6 phuwong an,
khang thé c6 chira ving bién ddi chudi ning theo SEQ ID NO: 9 va ving bién dbi chudi
nhe theo SEQ ID NO: 16.

Theo mdt s phuong an, khang thé va manh duoc dé xuit & day cé chura trinh tu
axit amin vung bién d6i chudi nang theo SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11, hodc 12, hoac bién
thé cua chung; va/hodc ¢ chira trinh ty axit amin vung bién d6i chudi nhe theo SEQ ID
NO: 13, 14, 15, 16, hodc 17, hodc bién thé cta ching. Cac bién thé c6 thé co chua 1, 2, 3,
4,5, 6,7, 8 9, hoic 10 su thé hodc su lam khuyét axit amin, hodc dang Kkét hop cua
ching. Theo mot s6 phuong an, su thé axit amin 1 sy thé bao toan. Khang thé khang
SCF duoc boc 10 & day c6 mot hodc nhiéu sy thé, su cai xen, su 1am khuyét axit amin,
hodc dang két hop ciia chung trong CDR hodc ving bién d6i chudi nhe hodc chudi ning
gitt lai hoat tinh sinh hoc cta khang thé khang SCF tuong img ma khong c6 su thé, su cai
xen, hodc su lam khuyét axit amin twong quan véi cac trinh ty duoc dé xuét ¢ day. Do do,
khang thé khang SCF bién thé duogc d xudt & day giit lai suw lién két dac hiéu voi
SCF248. Thuit ngit phan trim ddng nhét, d6 twong ddng trinh tw, & dong nhat trinh tu,
va dang tuong tu duoc s dung thay thé 1an nhau trong ban md ta nay va dung dé chi s6
lugng cua trinh tu axit amin tuong dong gitra hai trinh ty tham chiéu, chia cho tong s6
luong vi tri axit amin, nhan véi 100.

Theo mdt sé phuong an, sang ché @ xuat khang thé ma lién két voi cung epitop

nhu khang thé bt ky trong b cac khang thé vi du duoc boc 16 & day. Do d6, theo mot $6
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phwong 4an, sang ché dé xuit khang thé ma canh tranh dé lién két voi SCF véi cac khang
thé vi du dugc dé xuit & day. Vi du nhu, theo mot s6 phuong an, sang ché dé xuat khang
thé ma lién két dic hiéu véi vung cua trinh ty axit amin duogc dé xuit & day dudi dang
SEQ ID NO: 29. Theo mot $6 phuong an, khang thé duoc dé xuit & day lién két dic hiéu
véi epitop co chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 33 (ASSLRNDSSSSNRK) hodc
SEQ ID NO: 36 ASSLRNDSSSSNR). Theo mdt s6 phuong an, sang ché dé xuét khang
thé ma lién két dac hiéu vai epitop gém ¢o trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 33 hoac
SEQ ID NO: 36. Theo mét s6 phuong an, sang ché dé xuat khang thé ma lién két dic
hiéu véi epitop ¢6 chira it nhat 5, it nhat 6, it nhat 7, it nhat 8, it nhat 9, hoac it nhat 10
axit amin lién ké cia SEQ ID NO: 33.

Theo mét s6 phuong an, khang thé va manh cta ching dugc dé xuat & day c6 chira
HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va/hodc LCDR3 cta ving bién ddi chudi
nang va chudi nhe dugc dé xuat & day, hodc cac bién thé cia chung. Do do, theo mot $b
phuong 4n, khang thé va manh cua ching dugc dé xuat & day bao gom khang thé trong
d6 HCDR 1a HCDR cua SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11, hoac 12; va/hoac trong 46 LCDR la
LCDR cua SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, hoac 17. Vi du nhu, theo mét sé phuong an,
khang thé va manh cua ching ¢ chira axit amin 31-35, 50-65, va 95-102 cia ving bién
d6i bat ky trong s6 cac ving bién doi chudi ning dugc dé xuat & day, nhur duoc xac dinh
bang so o danh sd Kabat. Theo mot sd phuong 4n, khang thé va manh cua ching c6
chira cac axit amin 24-34, 50-56, va 89-97 cua vung bién dbi bat ky trong s6 cac ving
bién ddi chudi nhe dugc dé xuit & day, nhu duoc xac dinh bang so dd danh s6 Kabat.

Céc khang thé vi du duoc 1am cho gidng ngudi duge dé xuat & day. Cac khang thé
khang SCF khéc c6 chira CDR chudi ning va chudi nhe dugc dé xuat & day, hodc cac
bién thé ciia chung, ¢ thé duoc tao ra bang cach st dung trinh tu ving khung ctia nguoi
bat ky, va cling duoc bao ham trong sang ché. Theo mot phuong an, trinh ty ving khung
thich hop dé sir dung trong sang ché bao gdm cac trinh tu ving khung ma twong tu vé
mit ciu trac voi trinh tu ving khung dugc dé xuit ¢ day. Cac cai bién khic trong ving
khung c6 thé duoc tao ra dé cai thién tinh chit cua céac khang thé duogc dé xuét & day. Cac
cai bién vimg khung khac c6 thé bao gdm cai bién héa hoc; dot bién diém dé lam giam
kha nang sinh mién dich hodc loai bo epitop té bao T; hodc dot bién tré lai thanh géc
trong trinh tur dong mam ban dau.
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Theo mét s6 phuwong 4n, cac cai bién ving khung bao gdm c4c cai bién twong img
voi dot bién duoc 14y vi du trong ban mé té ndy, bao gdm cac dot bién tro lai thanh trinh
tr dong mam. Vi du nhu, theo mot phwong 4n, mdt hodc nhiéu axit amin trong ving
khung nguoi cua VH va/hoac VL cia khang thé duoc lam cho gidng nguoi duge dé xudt
¢ day dugc dot bién tr¢ lai thanh axit amin tuong tng trong khang thé chudt bd me. Sang
ché cling bao ham cac khang thé duoc lam cho giéng nguoi ma lién két voi SCF (vi du
nhw, SCE248) va c6 chira cai bién ving khung twong tng véi cac cai bién vi du nhur duoc
mo td ¢ day vé trinh ty ving khung thich hop bat ky, cling nhu 1a cac cai bién ving
khung khac ma theo cach khac cai thién tinh chét cua khang thé. Theo cac phuong an
khac, khang thé dugc dé xudt ¢ day c6 chira mot hodc nhidu dot bién dé cai thién d6 on
dinh, cai thién d6 hoa tan, 1am thay ddi su glycosyl hoa, va/hodc lam gidm kha nang sinh
mién dich, chéng han nhu, vi du nhu, b:?mg su thay ddi axit amin duoc nham dich ma lam
giam su khtr amit hoic oxy hoa, lam gidm sy dong phan héa, t6i ru hoéa nhan ky nudc
va/hodc cac gbe cum tich dién, loai bo gdc bé mat ky nudc, t61 wu hoa gdc tham gia vao
mat phan c4ch giita chudi ning bién dbi va chudi nhe bién ddi, va/hodc cdi bién diém
dang dién.

Khang thé khang SCF va manh ctia ching duoc dé xuét ¢ day c6 thé con chua su
cai bién ving Fc dé lam thay ddi chirc ning tic dong. Su cai bién Fc co thé 14 su cai xen,
su lam khuyét, hodc su thé axit amin, hodc co thé 14 su cai bién hoa hoc. Vi du nhu, su
cai bién vung Fc ¢o thé duoc tao ra dé lam tang hodc lam giam sy lién két bd thé, dé lam
tang hoac lam giam tinh gay doc té bao phu thudc khang thé, hodc dé lam tang hodc lam
giam thoi gian ban thai cta khang thé. Mot sO cai bién Fc 1am tang hodc 1am giam 4i luc
cua khang thé d6i v6i thu thé Fey chang han nhu FeyRI, FeyRIL, FeyRIIL hodc FeRn.
Nhiéu cai bién Fc dd dugc mo ta trong linh vuc, vi du nhu, trong Shields va dong tac gia,
J Biol. Chem 276, 6591 (2001); Tai va dong tic gia Blood 119; 2074 (2012);
Spiekermann va dong tac gia J Exp. Med 196; 303 (2002); Moore va dong tac gia mAbs
2:2; 181 (2010); Medzihradsky Methods in Molecular Biology 446; 293 (2008); Mannan
va dong tac gia Drug Metabolism and Disposition 35; 86 (2007); va Idusogie va dong tac
gia J Immunol 164; 4178 (2000). Theo mot s6 phuong an, kiéu glycosyl hoa ving Fc
duoc thay dbi. Theo cac phuong 4n khac, ving Fe dugc cai bién bang sy pegyl hoa (vi du
nhu, bang cach cho khang thé hodc manh ciia chung phan umg vdi polyetylen glycol

(PEG). Su cai bien Fc vi du bao gom sy cai bién tai mot hodc nhicu vi tri axit amin dugc
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chon tir nhém gdm c6 228, 233, 234, 235, 236, 241, 248, 265, 297, 309, 331, va 409
(danh s Kabat, Kabat va dong tac gia,Sequences of Immunological Interest, Fifth
Edition, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)). Theo cac phwong an, khang
thé c6 cai bién dé lam giam hodc pha hily chirc nang tac dong. Theo cic phuong an,
khang thé 1a khang thé IgG1 c6 mot hodc nhiéu cai bién Fc dugc chon tir nhém gém c6
E233P, 1234V, L234A, L235V, L235A, G236(bi lam khuyét), D265A, D270A, N297A
va N297Q. Theo cac phuong 4n, khang thé 1a khang thé 1gG4 c6 mét hogc nhiéu cai bién
Fc duoc chon tir nhom gdm cé S228P, E233P, F234A, F234V, L.235A, L235V, S241P,
L248E, D265A, D265T, L309L, va R409K. Theo cac phuong an, khang thé khang SCF
dugc dé xuit & day c6 chira dot bién S241P va dot bién L248E.

Theo cac phuong 4n, sang ché d& xuit khang thé duoc dé xuat & ddy ma cé chia
ving khong d6i IgG4 nguoi theo cac SEQ ID NO: 40 va 41. Theo cac phuong an, sang
ché dé xuét khang thé co chira do tuong dong trinh tw 1a it nhat khoang 80%, it nhat
khoang 85%, it nhat khoang 90%, it nhat khoang 95%, hodc khoang 99% véi SEQ ID
NO: 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, hodc 50. Theo c4c phwong an, sang ché dé xuat
khang thé ¢ chita chudi nang theo SEQ ID NO: 40 va chudi nhe theo SEQ ID NO: 41.
Theo cac phuong an, sang ché dé xuit khang thé cé chira chudi ning theo SEQ ID NO:
42, 43, 44, 45, hodc 46 va chudi nhe theo SEQ ID NO: 47, 48, 49, hodc 50. Theo cac
phuong an, sang ché dé xuat khang thé ¢6 chira chudi ning theo SEQ ID NO: 42 va chudi
nhe theo SEQ ID NO: 49. Theo cac phuong an, sang ché @ xuét khang thé ¢ chira chudi
ning theo SEQ ID NO: 43 va chudi nhe theo SEQ ID NO: 49. Theo cac phuong an, sang
ché dé xuit khang thé ¢ chira chudi ning theo SEQ ID NO: 44 va chudi nhe theo SEQ
ID NO: 49. Theo cac phuong an, sang ché dé xuat khang thé c6 chita chudi ning theo
SEQ ID NO: 45 va chudi nhe theo SEQ ID NO: 49. Theo cac phuong an, sang ché dé
xuét khang thé c6 chtra chudi nang theo SEQ ID NO: 46 va chudi nhe theo SEQ ID NO:
49,

Theo mét sb phuong 4n, sang ché dé xudt phuong phap tao ra khang thé ma lién
két dac hiéu véi SCF248. Béng phan SCF248 cua SCF bao g?)m exon 6, ma co chira vi tri
phan cat gitra hai goc alanin (c4c axit amin 16 va 17 cia SEQ ID NO: 34, ma néu trinh tu
axit amin cia exon 6). Khang thé khang SCF trudc day duoc tao ra bang cach giy mién
dich chudt nhat véi peptit mé rong qua exon 6 va mot phan ctia Exon 7 (xem, vi du nht,

Béang Sang Ché My S6 8,911,729, ma duoc két hop dé tham khao dén toan bd ndi dung
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cia n6 cho moi muc dich). Vi SCF220 lién quan dén hoat tinh ndi can bﬁmg, kha nang
phéan tmg chéo bét ky véi SCF220 1a bit loi vi n6 dan dén nhiéu tac dung léch dich & dbi
twong. Theo cach c6 1oi, khang thé duoc dé xuét trong sang ché lién két véi SCF248 véi
d0 ddc hiéu rat cao. Theo mot sé phuong 4n, khang thé duoc dé xuat & day dac hicu dbi
voi SCF248 va khong lién két véi SCF220. Do d6, khang thé dwoc d& xuat & day c6 kha
ning trc ché dic hiéu sy tuong tac giita SCF248 va c-Kit ma gy cam tng va duy tri dap
(g viém va xo héa mén tinh. Hon nita, khang thé dugc @ xudt & day c6 kha nang gay
cam ung dac hiéu su ndi tai héa cia SCF va nho do lam gidm su tuong tac giita SCF248
va ¢-Kit. Theo do, theo mét sb phuong an sang ché dé xuat khang thé ma dac hiéu d6i véi
SCF248 va an toan va hiru hi¢u trong nhiéu sy viém va bénh xo héa duge thao luan & day
va da duoc biét dén trong linh vuec.

Dé didu ché khang thé don dong, k§ thuat bit ky ma dé xuat dé san xuat phan tir
khang thé bang dong té bao lién tuc trong moi trrdng nudi cay c6 thé dugc sir dung (xem
vi du nhu, Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Cac k¥ thuat nay bao gdom, nhung khong
gi6i han &, k§ thuat lai té bao ban diu dwoc phat trién bai Kohler va Milstein va k¥ thuat
trioma, k¥ thudt lai té bao B & nguoi (Xem, vi du nhu, Kozbor va d@)ng tac gia, Immunol.
Today, 4:72 (1983)), va k§ thuat lai té bao EBV dé san xuat khang thé don dong & ngudi
(Cole va dong tac gia, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.,
pp. 77-96 (1985)). Theo cach khac, khang thé co thé duoc tao ra bang phwong phap ADN
tai td hop. Theo médt s phuong an, khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang cach
phén 14p khang thé don dong tir thu vién hién thi phago bang cach sir dung k§ thuat duoc
mb t4, vi du nhu, trong Clackson va dong tac gia, Nature 352:624-28 (1991) va Marks va
ddng tac gia, J. Mol. Biol. 222(3):581-97 (1991). Theo mdt s6 phuong an, khang thé 1a
khang thé hoan toan cia nguoi dugc tao ciu triic bang cach két hop (cac) trinh tw mién
bién @i dong Fv dugc chon tir thur vién hién thi phago hodc hién thi nAm men c6 ngudn
gbe tir ngudi véi (cac) trinh tu mién khong doi ¢ ngudi da biét.

Theo mét sé phwong an duwoc dé xuit & day, khang thé duoc diéu ché tir té bao lai.
Bing cach sir dung phuong phap lai té bao, chudt nhét, chudt dong, hoic dong vat chi
phi hop khac, dwoc giy mién dich bang cach tiém peptit gdy mién dich dé gay ra su san
xuét khang thé bang té bao lympho cia khang thé ma s& lién két dic hiéu véi khang

nguyén gy mién dich. Theo cach khéc, t€ bao lympho c6 thé duwoc gy mién dich in
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vitro. Sau khi gdy mién dich, té bao lympho dugc phan l4p va duoc dung hop voi dong té
bao u tity thich hop bang cach st dung, vi du nhu, polyetylen glycol, dé tao thanh té bao
lai ma ¢6 thé sau d6 dwoc chon ra khoi té bao lympho va té bao u tiuy khong dung hop. Té
bao lai ma san xuét khang thé don dong dinh hudng dac hiéu chong lai khang nguyén
duge chon nhu duoc xac dinh bing két tia mién dich, tham tach mién dich, hodc bang
thir nghiém lién két in vitro chéng han nhu tht nghiém mién dich phong xa (RIA) hoac
thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA) c¢6 thé sau d6 dwgc nhan giong in
vitro (vi du nhu, trong méi trudong nudi cdy) bang cach sir dung cac phuong phéap tiéu
chuin (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, 1986)
hodc in vivo dudi dang khéi u ¢d truéng & dong vat. Sau d6 khang thé don dong c6 thé
duoc tinh ché tir méi trudng nudi cdy hodc dich ¢b trudng nhu mod ta ddi voi khang thé da
dong & trén.

Theo mdt sd phuong an, khang thé duoc dé xuit & day duoc tao ra bﬁng cach su
dung hé thong té bao lai chudt. Viéc san xuat té bao lai & chuot 1a quy trinh da dwoc thiét
1ap 15 rang. Céac quy trinh va k§ thuat gdy mién dich dé phan lap cac té bao lach gay mién
dich dé dung hop dugc biét dén trong linh vire. Cac ddi tac dung hop (vi du, té bao u tiy
chudt) va quy trinh dung hop ciing dugc biét dén trong linh vuc. Cac phuong 4n clia cong
nghé & day dé xuit khang thé (vi dy nhu, khang thé don dong) dwoc san xuat tir té bao lai
dugc diéu ché bang cach gay mién dich chudt nhit véi peptit ma 1a mot phan hodc manh
cua protein SCF.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dic hiéu d6i véi SCF248 dwoc dé xuat & day
duoc tao ra bang cach gay mién dich chudt nhat véi peptit ¢ trinh ty axit amin ma phan
16n hodc chi & trong exon 6. Vi du nhu, peptit gdy mién dich c6 chira sy gidn dai bat ky
cta 5 hodc hon 5 axit amin & trong SEQ ID NO: 34. Vi du khac 13, peptit gdy mién dich
co chira sy gian dai bat ky cta 5 hoac hon 5 axit amin bat dau tai vi tri axit amin 20 cia
SEQ ID NO: 29. Vi du khac 13, peptit gdy mién dich c6 chira sy gidn dai cua 5 hodc hon
5 axit amin bat dau tai vi tri axit amin 20 cua SEQ ID NO: 29 va két thuc tai vi tri bat ky
trong s6 cac vi tri tir 25 dén 38 ciia SEQ ID NO: 29. Do d6, theo mot s6 phuong an, peptit
gdy mién dich c6 chua trinh ty axit amin cua exon 6 sau vi tri phan cit, va dugc chira
hoan toan & trong exon 6 hodc c6 chi chta 1, 2, 3, 4, hodc 5 axit amin cuia exon 7. Theo
mot s& phuong an, peptit gdy mién dich c6 chira hoac gom c6 SEQ ID NO: 30. Theo mot

sé phuong an, peptit gdy mién dich co chira peptit bat ky trong sO cac peptit duwoc dé xuat
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¢ day hoac cac bién thé béao toan cia ching. Cac bién thé bao toan co thé c6 chira 1, 2, 3,
4, hoac 5 su thé hodc su lam khuyét axit amin, hodc dang Kkét hop cua chung. Nhu duoc
d& xuét & trén, theo mot s6 phuong 4an, khang thé dugc tao ra bang cach sir dung peptit
gy mién dich dugc dé xuat & ddy co epitop ma nam toan bd hodc phan 1én & trong exon
6. “Phan 16n & trong” nghia 14 it nhat 75%, it nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, hoac it
nhit 95% peptit nam & trong exon 6. Theo mot sb phuong an, epitop bat dau tai vi tri
phan cit cia exon 6 (tikc la, gitra cac alanin tai cac vi tri axit amin 19 va 20 cta SEQ ID
NO: 29 va kéo dai dén phia cudi caa exon 6. Theo mdt sd phuong an, epitop bat dau tai
vi tri phan cit ctia exon 6 va kéo dai dén axit amin dau tin cung N thu nhét, thi hai, thi
ba, thir tu, hodc tht nam cta mién xuyén mang. Theo mdt sd phwong 4n, epitop cé chira
hodc gdm c¢6 SEQ ID NO: 33. Theo mét s6 phuong an, khang thé dwoc dé cap dén trong
ban mod ta nay dudi dang SH10 (bao gdm cac khang thé SH10 chuot, kﬁém, va dugc lam
cho giéng nguoi) lién két vdi epitop ctia SCF ¢6 chira hodc gom co SEQ ID NO: 33.

Theo mdt s6 phuong an, cac phuong phap duoc dé xuat & day duoc sir dung dé tao
ra khang thé dugc d& cap dén trong ban mé ta nay dudi dang 5SH10. Theo mot s phuong
an, khang thé “5SH10” ciing duoc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang “OpSCF.”
Khéng thé 5H10 lién két theo cach c6 loi SCF248 véi do dic hiéu cao va khong lién Kkét
SCF220. Trinh ty axit amin cua khang thé b me chudt SH10, cing nhu 1a céac bién thé
duoc 1am cho gidng ngudi cua ching, dugc dé xuat & day (xem, Bang 1).

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuat khang thé dac hiéu kép hodc da dic hiéu
ma dac hiéu d6i v6i SCF va it nhat mot khang nguyén hodc epitop khac. Khang thé khang
SCF va manh cta ching dugc dé xuat & day c6 thé duoc thir nghiém vé sy lién két véi
SCF bang cach sit dung cac thir nghiém lién két dugc dé xuat ¢ day, hodc thir nghiém lién
két khac bat ky da duoc biét dén trong linh vire.

Tri khi ¢6 chi dan khac, viéc thuc hanh cia sang ché sir dung k¥ thuat sinh hoc
phan tir, sinh hoc té bao, hoa sinh, va mién dich hoc thong thuong ma da duoc biét rd
trong linh vuc va dwgc mo ta, vi du nhu, trong Methods in Molecular Biology, Humana
Press; Molecular Cloning: A Laboratory Manual, second edition (Sambrook va dong tac
gia, 1989), Current Protocols in Immunology (J. E. Coliganva dong tac gia, eds., 1991);
Immunobiology (C. A. Janeway and P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997);
Antibodies: a practical approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal
antibodies: a practical approach (P. Shepherd and C. Dean, eds., Oxford University Press,
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2000); Phage display: a laboratory manual (C. Barbas III va dong tac gid, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001); va Using antibodies: a laboratory manual (E. Harlow
and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999).

Phirong Phdp Piéu Tri

Theo mdt khia canh, sang ché d& xudt phwong phap diéu tri va/hodc ngin chin
bénh hodc tinh trang bénh bat ky lién quan dén su di tra, su hoat hoa, va/hodc su ting
sinh t& bao mién dich thong qua su twong tac cua SCF248 véi c-Kit trén t€ bao mién dich.
Do d6, theo mot s& phuong 4n, sang ché d xuat phuong phap tc ché hodc ngin chin su
hoat hoa cua t& bao mién dich; cling nhu 13 1am gidm hodc ngan chin su tich lily cua té
bao mién dich & trong co quan hoac mo, nho do diéu tri hodc ngan chan nhiéu bénh va rdi
loan ma gém su viém. Theo mot b phuong an, cac té bao mién dich duogc chon tir nhém
gdm c6 té bao mast, t& bao dong lympho bam sinh (ILC, chéing han nhu té bao ILC2 hoic
ILC3), va bach cau ua axit.

Nhu dugce s dung & day, cac thuat ngit “viée diéu tri” hoic “diéu tri” dung dé chi
ca viéc diéu tri tri liéu va bién phap ngan ngura hoac phong ngura. Cac dbi tuong can diéu
tr1 bao g6m cac doi twong ndy ma da cé bénh hodc tinh trang bénh, cling nhu 1a cac dbi
twong ma co thé phat trién bénh hozc tinh trang bénh va & d6i twong ma c6 muc dich 1a
dé ngin ngua, lam cham, hoac giam bdt bénh hodc diéu kién bénh. Nhu dugc st dung &
day, thuat ngiy "d6i tugng” chi dong vat co v, chéng han nhu dong vat gadm nham, meo,
cho, va dong vat linh truéng. T6t hon 13, d6i twong theo sing ché 14 nguoi. Thuat ngit
"lwong hitu hiéu dé diéu tri," nhu dugc sir dung & day, dung dé chi luong hop chét hogc
hop phan ma can dé mang lai 1gi ich tri liéu va/hodc ngan ngira cho d6i tuong.

Theo mot khia canh sang ché dé xuét phwong phap diéu tri d6i tuong d6i v6i bénh
viém, bénh xo hoa, va/hoic bénh tai tao mo. Theo mot $6 phuong an, bénh viém la bénh
viém man tinh.

Bénh viém min tinh, xo hoa, va tai tao md bao gom cac bénh clia phoi, than, gan,
tim, da, md lién két, va cic md khac. Bénh viém, xo hoa hodc tai tao mo vi du bao gom,
nhung khéng giéi han ¢, xo héa phoi (vi du nhu, xo hoéa phdi v6 can (IPF), xo cing bi
phdi, bénh phdi k& lién quan dén so cing bi (SSc-ILD), xo hoa phéi lién quan dén nhiém
khuan phdi hoic viém phdi, xo hoéa phoi lién quan dén bénh luput ban do hé thong
va/hodc viém khop dang thap, bénh sarcoid), bénh phoi tic nghén mén tinh (COPD), hoi
chimg suy ho hap cap tinh (ARDS), bénh xo nang, bénh xo héa quanh phé quan, phoi
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nhidm déc bleomyxin, viém phdi qua min, bénh hen, bénh xo phdi, xo héa trung thit,
viém miii xoang mén tinh, ching mé day (vi du nhu, chimng mé day ty phat man tinh),
viém da co dia, viém da co, xo hoa ndt sin dudi biéu bi, xo cung bi, seo 161, x0 hoéa than,
bénh than mén tinh, viém cau than, thai bé manh ghép than man tinh, bénh than (vi du
nhu, bénh than IgA, xo chai ciu than khu tra tung vung, viém cudn tiéu cau than tién
trién nhanh, viém cAu than hinh liém, viém than luput, bénh than ting huyét 4p, hodc
bénh than tiéu dudng), viém gan nhiém md khong do rwgu (NASH), xo gan, xo hoa gan,
viém dudng mat xo cing nguyén phat, xo gan mat nguyén phat, chimg dau xo co, xo hoa
nudu, xo héa do phong xa gy ra, viém thuc quan tang bach cdu ua axit, chimg xo cing
khép, va xo hoa tAim nhi, xo hoa mang trong tim, xo hdéa nhu mo, u mo6 bao s¢i, hodc seo
than kinh dém.

Theo mét s6 phuong an, khang thé va manh ctia ching duoc boc 10 ¢ day co thé
duoc dung cho dbi twong bang it nhat mot duong dugc chon tr cac duong gém ngoai
duong tiéu hoa, dudi da, trong co, trong tinh mach, trong khop, trong phé quan, trong
bung, trong bao, trong gian sun, trong khoang, trong khoang co thé, trong tiéu néo, trong
ndo that, trong két trang, trong cd tir cung, trong da day, trong gan, trong co tim, trong
xuong, trong chiu hong, trong mang ngoai tim, trong mang bung, trong mang phoi, trong
tuyén tién liét, trong phdi, trong truc trang, trong than, trong vdng mac, trong cot song,
trong bao hoat dich, trong nguc, trong mang nhi, trong tr cung, trong bang quang, trong
thiy tinh thé, tiém bolus, dudi két mac, miéng, am dao, truc trang, qua ma, dudi ludi,
trong miii, trong khoi u, va qua da.

Theo cac phwong an, khang thé va manh ctia ching dugc boc 10 & day c6 thé duoc
dung cho dbi teong can chiung ¢ dang két hop vdi mot hoac nhiéu liéu phap khac. Mot
hodc nhiéu liéu phap khac c¢6 thé 1a quy trinh chang han nhu quy trinh phau thuét, hodc
c6 thé 13 tac nhan tri liéu, ching han nhu tdc nhan dugc thiét ké d€ lam gidm nhe hoic
lam giam tri¢u chung ctia bénh hodc 161 loan lién quan dén xo hoa va/hodc su viém.

Sang ché con duoc minh hoa béng cach tham chiéu dén cac Vi Du sau day. Tuy
nhién, cin lvu y ring cac vi du ndy, nhu cic phurong 4n duoc mo ta & trén, 1a @ minh hoa
va khong duoc hiéu 12 1am gi6i han pham vi cua sang ché theo bat ky cach nao.

Vi du thuwc hién sang ché

Cac vi du sau day duoc dua ra nham muc dich minh hoa cac phuong an khac nhau

ctia sang ché va khong c6 nghia 1a 1am gidi han sang ché theo bat ky cach nio. Céc thay
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dbi trong d6 va cac st dung khac ma duoc bao ham trong tinh than coa sang ché, nhu xé4c
dinh bé1 pham vi cia cac yéu cau bao ho, s& dugc nhan ra boi nhilng nguoi cé trinh d6
trung binh trong linh vuc.

Téng quan vé tién trinh tén thuong mo6/bénh mo duoc tém tat trén Hinh 1. Tién
trinh bénh lam bat dau su viém. Té bao mién dich c¢-Kit+ san xuat xytokin ma lam cho
nguyén bao soi thay ddi thanh nguyén bao soi co da hoat héa ma biéu hién SCF248 trén
bé mit cua chung. Su biéu hién ciia SCF248 trén bé mit clia nguyén bao sgi co va cic té
bao khac hoat hoa nhiéu té bao mién dich hon, dan dén su giai phong xytokin IL-4, IL-9,
IL-13, IL-25, TGF, va cac xytokin khac, duy tri sy viém. Nguyén bao soi co tiét ra
protein nén ngoai bao, colagen, va fibronectin, dan dén xo héa va bénh tai tao md ching
han nhu xo hoa phdi, xo héa da, bénh hen nghiém trong, va cac bénh khéc.

Co ché vi du cua khang thé theo sang ché ma nham dich SCF248 (khang thé nay
duoc dé cap dén trong ban mb ta nay dudi dang OpSCF va/hodc dudi dang SH10) duge
tom tit trén Hinh 2.

Nhu dugc d& xuit & trén, SCF ¢6 hai ddng phan ma bat ngudn tir sy cat ndi thay
thé: SCF248 va SCF220. SCF248 va SCF220 khac biét & exon 6. SCF220 lién quan dén
chirc nang no1 can b:?mg, va SCF248 lién quan dén su viém va xo héa. SCF248 hoat hda
té bao mién dich trong khi viém va d6i khi dugc goi 1a “SCF tan.” SCF248 duoc biéu
hién trén nhiéu loai té bao bao gém nguyén bao so1 co, biéu mo6 d3 hoat hda, ndi mac, dai
thuc bao, bach cdu ua axit, t& bao mast, va bach ciu don nhan (Hinh 3). Dong phan
SCF248 dan dén su phéan cit clia mién ngoai bao da duoc phan cat monome, duoc goi la
SCF165. Trinh tu axit amin cta exon 6 duoc dé xuit & day dudi dang SEQ ID NO: 34.

Vi du 1: Séan xudt mAb khang SCF bing cach sir dung cong nghé té bao lai

Peptit ¢6 chitra ASSLRNDSSSSNRKAKNPPGD (SEQ ID NO: 30) dugc str dung
dé tao ra khang thé ma lién két véi SCF248. Peptit mién dich c6 chira mot phan cia exon
6, tite I ddng phan SCF248 cua yéu td t€ bao gbc. Cu thé 14, peptit mién dich c6 chira
mot ph?m clia exon 6 ma bat dau sau vi tri phéan cat nhu duoc xac dinh & day. Chuot nhét
dugc gdy mién dich bang peptit theo SEQ ID NO: 30 bang quy trinh tiéu chudn. Viéc xac
dinh khéng thé huyét thanh d6 chuén cao chi ra sy gdy mién dich phu hop va t€ bao lai
dung hop duoc tao ra. Dich ndi bé mat méi truong nudi cay duoc phan tich tir cac dong
riéng 1¢ vé khang thé dac hiéu SCF va duoc chon dya trén do dic hiéu. Té bao lai san
xuét khang thé don dong dic hiéu chdng lai peptit dugc nhan gidng va khang thé don
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dong c¢6 d chudn cao nhat dwoc thir nghiém tiép trong moi truong lién quan vé mit sinh
hoc. Khang thé 5H10 ¢6 do dac hiéu cao d6i véi SCF248 va khong c6 kha nang phan ing
chéo véi SCF220. Khéng c6 khang thé don dong khac dugc san xuét bang té bao lai ¢6
d6 dac hiéu cao ddi véi SCF248 ma khong c6 kha ning phan ung chéo véi SCF220. Do
d6, 5H10 duoc chon dé xac dinh dic diém, phat trién, va kham hoa va lam cho giéng
nguoi tiép.

Vi du 2. 5H10 lién két v6i mién ngoai bao day di SCF248

Khang thé SH10 chuot duoc thu nhu duoc md ta trong Vi Du 1 duoc lién hop truc

tiép voi chi thi huynh quang va khang thé di gan nhan duoc 1 véi céc t€ bao SU/SI4
hSCF248, ma biéu hién SCF248; t& bao SI/S14 hSCF220, ma biéu hién SCF220; hoac cac
té bao ddi chimg ma khong biéu hién SCF. Lién két cua khang thé da gan nhén véi té bao
duoc danh gia bing cach dém té bao theo dong. Do dac hiéu cia SH10 dbi voi SCF248
va su thiéu kha nang phan tng chéo v6i SCF220 duoc thé hién trén Hinh 4A.

Lién két cua khang thé 5H10 chudt v6i mién ngoai bao (ECD) da phén cat chi
chuia cac axit amin 1-165 cua SCF, va ECD dﬁy du chtra cac axit amin 1-194 ciaa SCF,
duoc danh gia bang phuong phap ELISA. Khang thé lién két véi ECD SCF day dii nhung
khong lién két véi ECD SCF da phan cét (Hinh 4B), chimg to rang khang thé dac hiéu
dbi véi mién ngoai bao diy di va khong lién két véi ECD da phén cat monome ma tudn
hoan trong mau.

Dé danh gia kha ning cia cac khang thé 2G8 va SH10 dé ndi tai hoa SCF248 trén
nguyén bao soi co, khang thé d4 gan nhan bang d6 pHrodo, ma khong mau & d6 pH trung
tinh va phat huynh quang mau do & d6 pH thap & trong endosom. Khéang thé d4 gan nhan
duoc 0 v6i nguyén bao soi co IPF ngudi duoc nudi cdy trong 45 phit va huynh quang d6
duoc quan sat bang kinh hién vi. Nhu duogc thé hién trén Hinh 5, khang thé dd gin nhan
thubc nhudm, nhung khong phai dbi chimg IgG, duoc ndi tai héa nhanh chéng. 5H10
duoc ndi tai héa nhanh chong hon va dan dén huynh quang cao hon so vdi 2G8.

SCF kich hoat c-kit dé truyén tin hiéu bang hai con duong riéng biét: con duong
MEK/ERK va con dudng P13K/AKT. Nghién ciru dwoc thuc hién dé xac dinh liéu khang
thé 5H10 chudt c¢6 trc ché viée tmyén tin hiéu nd1 bao trong té bao c-kit duong trong mot
hay cé hai con dudng nay hay khong. Bach cau ua axit duoc U véi dong té bao biéu hién
SCF248, trong su c6 mat ciia SH10 hoac ddi chimg IgG, va su biéu hién phospho-protein
duoc do bﬁng hé thé)ng thir nghiém BioRad Bio-Plex. SH10 lam giam dang ké ham lugng
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phospho-MEK va phosphor-AKT, chi ra rang khang thé 1am giam dang ké viéc truyén tin
hiéu nd1 bao qua trung gian c-kit (Hinh 6).

Cung v6i nhau, két qua ciia cac nghién ciru nay chi ra rang khang thé SH10 lién
két dic hidu v6i va ndi tai héa SCF248, va khong phan img chéo véi dong phan SCF220
hodc ECD da phan cét. Hon nita, SH10 wc ché dang ké con dudng truyén tin hiéu ndi bao
trong té bao c-kit dwong ma duy tri sw viém.

Vi du 3. Su lam cho gidng neudi cia khang thé chuot SH10

Khéang thé kham c6 ngudn gde tir SH10 duge san xuat bang cach tach dong phu
mién bién d6i cta chudi nang va chudi nhe vao vecto voi khung IgG4 nguoi. Khang thé
kham duoc biéu hién va duoc tinh ché bang cach sir dung quy trinh tiéu chuén. 2G8 1a
khang thé duoc phat trién tir trude ma lién két véi SCF248 va SCF220, va chira chudi nhe
lambda. Chubdi nang va chudi nhe kham ciia 2G8 lan luot duoc goi 1a VHO va VLO.
5H10, khang thé dic hiéu SCF248 duoc dé xut & ddy, chira chudi nhe kappa. Chudi
nang va chudi nhe kham caa 5H10 1an luot duoc goi la VHO va VKO.

Khang thé kham dwoc lam cho gidng nguoi. Chudi ning duge lam cho gibng
nguoi gitt lai cung ving xac dinh tinh bd sung (CDR) nhung nhiéu ving khung “giong-
ngudi” hon, va mot vai bién thé dwgc lam cho gidng nguoi cia mdi chudi ning bién dbi
2G8 va 5SH10, dugc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang VH1, VH2, VH3, VH4, va
VHS, duoc tao ra. Bién thé chudi nhe kappa duoc lam cho gidng ngudi cua SH10, duge
d¢ cap dén trong ban mod ta nay dudi dang VK1, VK2, VK3, va VK4, ciing dugc tao ra.
Chudi nhe lambda duoc lam cho giéng ngudi cia 2G8 dugce goi la VLI, VL2, VL3, va
VL4. Dang két hop 2G8 va SH10 cua cac chudi nhe va chudi ning khdm va dugc lam
cho gibng ngudi duge thir nghiém duoc thé hién 1an luot trong Bang 2 va Bang 3. Nhu
duoc thé hién trong Bang 2, dang két hop chudi ning va chudi nhe nhét dinh ctia bién thé
khang thé 5H10 dan dén d6 lién két cao véi hSCF248. Dit liéu lién két duoc st dung dé
xac dinh diém lién két duoc néu dudi day trong Vi Du 5.

Bang 2. Diém lién két ddi v6i dong kham va dwoc 1am cho gidng nguoi 2G8 véi
té bao SI/S14 hSCF248

mAb 2G8 Piém Lién Két
VHO/ VLO cao
VH1/VL1 Cao vura phai
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mAb 2G8 Diém Lién Két
VHI1/VL3 vura phai
VHI1/VLA4 Vira phéi
VH2/VL1 Vira phai
VH2/VLA4 Vira phai
VH3/VL1 Vira phai
VH3/VL4 Vira phéi
VH4/VL1 Vira phai
VH4/VL2 Vira phai
VHS5/VL1 Cao vura phat
VHS5/VL4 Vira phai

Bang 3. Piém lién két d6i voi dong kham va duoc 1lam cho gidng ngudi SH10 véi

té bao S1/S14 hSCF248

mAb 5H10 Piém Lién Két
VHO0/ VKO cao
VHI/VK1 Cao
VHI1/VK2 Cao
VH1/VK3 Cao
VH1/VK4 Khong lién két
VH2/VK2 Cao vura phai
VH2/VK3 cao
VH3/VK2 Vira phai
VH3/VK3 Vura phai
VH4/VK2 Thap vira phai
VH4/VK3 Thap vira phai
VHS5/VK2 Thap
VHS/VK3 thap

Ai luc lién két cling dugc danh gia bang cach st dung phan tich BiaCore. Dit liéu
BiaCore thé hién ring 4i luc dbi v6i khang nguyén peptit SCF248 duoc cb dinh ctia tat ca

khang thé 5H10 dugc lam cho gidng nguoi cé chudi nhe VK1, VK2, hoic VK3 rat tuong
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tu v6i 4i luc lién két ciia SH10 chudt bd me bang cach sit dung thir nghiém nay. Cac
khang thé duoc 1am cho gidng nguoi 5H10 c6 chudi nhe VK4 khong lién két véi peptit.

Bang 4. Dit li¢u Biacore

VKO VK1 VK2 VK3 VK4
VHO 1,00 0,91
VHI 0,92 0,99 0,97 0,94 -
VH2 0,98 0,99 0,94 -
VH3 1,15 1,16 1,10 -
VH3 1,27 1,32 0,85 -
VH5 1,07 0,93 1,09 -

Vi du 4. Panh Gia Lién Két Khang Thé Kham Khang SCF Bing Cach Pém Té
Bao Theo Dong
Té bao SI/SI4 hSCF248, dong té bao dd dwoc chuyén nap ma biéu hién SCF248,

duge sit dung dé thir nghiém sy lién két cia cac khang thé kham 2G8 va SH10. Khang thé
khang SCF duoc st dung lam ddi ching dwong déi véi su lién két SCF. Khang thé 1gG4
ngudi duoc st dung 1am khang thé déi chung isotyp am. Té bao SI/S14 hSCF248 khi cay
chuyén sém (P3) duoc so sanh vdi cac té bao khi cdy chuyén mudn hon (P5). Nhu mong
doi, dbi chimg 4m (khang thé IgG4 ngudi) khong lién két v6i quan thé té bao nao. SH10
lién két vdi t& bao khi cdy chuyén sém (Hinh 7A), nhung khong dwoc phat hién khi cay
chuyén mudn hon (Hinh 7B), do su mét di ciia s biéu hién SCF248 qua nhiéu lan cay
chuyén. Tuong ty, cuong d6 phat huynh quang trung binh (MFI) 16n nhét dugc phat hién
v6i 10 pg/ml ctia 2G8 duge lam giam khoang bon 1an tai PS5 so véi P3.

Quan sat twong ty duoc nhin thay véi té bao duogc xit Iy hygromyxin B. Viéc chon
loc hygromyxin dugc st dung dé lam giau phan doan cua té bao SI/SI4 biéu hién trinh tu
SCF nguoi lién quan. Su lién két cua hai mAb khang SCF kham 2G8 va SH10 va khang
thé khang SCF duogc lam cho gidng nguoi duoc danh gia thong qua viée dém té bao theo
dong. Té bao SI/S14 hSCF248 va té bao SUSI4 hSCF220, ma lan luot 1a SCF248+ va
SCF220+, dugc sit dung dé thir nghiém sy lién két va do dac hiéu ciia cac khang thé
kham 2G8 va 5H10. Khang thé khang SCF duoc st dung lam dbi chimg dwong dbi voi
su lién két SCF. Khang thé IgG4 ngudi duoc sir dung 1lam khang thé d6i chimg isotyp

am. Té bao dwoc xt Iy hygromyxin B dugc so sanh véi té bao cdy chuyén sém (P3).
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Cudng d6 huynh quang trung binh (MFI) 16n nhat va duong cong dap tmg liéu luong
khang thé twong tu véi té bao cdy chuyén sém (P3) (Hinh 8A, Hinh 8B).

Vi du 5. Panh Gié4 Lién Két cia mAb Pugc Lam Cho Gidng Negudi 2G8 va SHI0
Bing Cach Dém Té Bao Theo Dong

Té bao SUSI4 hSCF248 va té bao SUSI4 hSCF220, ma l1an luot 1a SCF248+ va

SCF220+, duoc sit dung dé thu nghiém sy lién két va d6 dac hiéu cia cic khang the
kham 2G8 va 5H10, va céac bién thé duoc lam cho giong nguoi ciia chiing. O c4 hai b thi
nghiém, khang thé IgG4 nguoi duoc st dung lam khéang thé dbi chimg isotyp am. Doi
chimg isotyp khong lién két v6i té bao SI/SI4 hSCF248 hodc té bao SI/S14 hSCF220
(Hinh 9A, 9B, 10A, va 10B). Khang thé khang SCF c6 san trén thi truong (Abcam, Cat #
EP665Y/ab52603) duoc phat hién 1a lién két té bao SI/S14 hSCF220 va lién két yéu véi té
bao SI/S14 hSCF248 (chi & d0 pha lodng 1:25) (cac Hinh 9A, 9B, 10A, va 10B).
VHO/VLO 2G8 (2G8 kham) thé hién su lién két manh hon dong dugc 1am cho gidng
ngudi cia nd. Tuy nhién, VHO/VLO 2G8 ciing thé hién su lién két véi t€ bao SI/Sl4
hSCF220 & ndng d6 khang thé bang 3,3 va 10 ug/ml (Hinh 9A, Hinh 9B). 5H10
VHO/VKO thé hién su lién két cao hon so vdi dong dugc lam cho giéng nguoi SH10
VH3/VK2, 5H10 VH3/VK3, 5H10 VH4/VK2, 5H10 VH4/VK3, 5H10 VH5/VK2, va
SH10 VHS5/VK3 (Hinh 10A). Khong c6 lién két ciia SH10 hodc cac bién thé dugc lam
cho gibng ngudi bat ky cua ching véi té bao SI/S14 hSCF220 duge quan sat thay (Hinh
10B). Su khac nhau giita cac bién thé dugc lam cho gidng ngudi SH10 duogc chi ra theo
50% lién két 16n nhat (BCsp) trong nghién ciru ndy duoc thé hién trong Bang 5. Su lién
két cuia dong SH10 dat su bdo hoa ¢ 3,3 pg/ml trén té bao SI/S14 hSCF248. (Hinh 10A).

Béng 5. Gid tri BCs, (ng/ml) d6i voi su lién két caa bién the SH10 khdm va duoc
lam cho gidng nguoi, d6i ching isotyp, va khang thé khang SCF c6 san trén thi trudng
vé6i té bao SI/S14 hSCF248

ID miu BCs (ng/ml)
5H10 VHO/VKO 5,47
5H10 VH3/VK2 1,36
SH10 VH3/VK3 0,90
5SH10 VH4/VK2 1,91
5H10 VH4/VK3 1,18
5H10 VH5/VK2 2,12
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5H10 VH5/VK3 0,67
P6i chimg isotyp khong 4p dung
Abcam khang SCF 3,02

Té bao SI/S14 hSCF248 dugc st dung dé thir nghiém su lién két cua cac bién thé
duoc lam cho giéng nguoi khac cua SH10 va 2G8. VHO/VLO 2G8 (kham) thé hién su
lién két té bao manh hon so véi bién thé duoc lam cho giong ngudi (Hinh 11A). Bién
dang lién két cia dong SH10 dwgc lam cho gidng nguoi SH10 VHI1/VKI1, 5H10
VH1/VK2, 5H10 VH1/VK3, 5H10 VH2/VK2, 5H10 VH2/VK3 c6 thé so sanh duoc véi
bién dang 1én két ciia SH10 VHO/VKO (Hinh 11B). Théng nhét véi dit liéu Biacore, duoc
thé hién & trén, bién thé duoc lam cho gidng nguoi SH10 VHI/VK4 mat kha ning lién
két dich (Hinh 11B). Déi chung isotyp khong lién két voi té bao SI/S14 hSCF248. Dua
trén dit liéu duoc thé hién trong cic nghién ctru nay, mAb 2G8 va 5H10 duoc lam cho
gibng nguoi duoc gan diém lién két voi té bao SI/SI4 hSCF248, ma duoc thé hién trong
Béang 2 va Bang 3, ¢ trén.

O cac thi nghiém riéng 1& dong SH10 VHI1/VK3, VH2/VK3, VH3/VK3,
VH4/VK3, va VH5/VK3 dugc danh gia bang cach dém té bao theo dong ddi véi sy lién
két voi dong té bao bidu hién SCF248. Nhu dugc thé hién trén Hinh 11C va 11D,
VH1/VK3 va VH2/VK3 thé hién su lién két cao, 16n nhét & 1 ug/ml. Poi ching am chi 1a
khang thé thir cdp. Khong c¢6 su lién két dwoc quan sat thdy voi dong té bao biéu hién
SCF220 (khong dugc thé hién).

Vi du 6. Su phong bé in vitro cuia su twong tac cua SCF va c-kit

Cac khang thé 5H10 dugc lam cho gidng nguoi dwoc thir nghiém vé kha nang dé
trc ché su tuong tac SCF-c-kit va vong nap tiép viém in viiro. Nguyén bao s¢i co IPF
ngudi (Mfb) duge nudi cay, ma biéu hién SCF248 bé mat, duoc chong 1én bang té bao
mast LAD2, dong té bao dap ung SCF. Khong c6 bat ky su can thiép nao, Mfb kich thich
té bao LAD2, ma san xudt xytokin dé kich thich Mfb san xuat thém xytokin va protein
nén ngoai bao. Trong thir nghiém nay, két qua doc ddi véi su viém va vong cap tiép la
mARN d6i v6i CCL11, colagen 1 va 3, va fibronectin.

Cac khang thé 5H10 chudt va 5H10 duwgc lam cho gidng nguoi (VH1/VKS,
VH2/VK3, VH3/VK3, VH4/VK3, va VH5/VK3) dugc it trude véi Mfb & nong do bang 1
ug/ml va 10 pg/ml & danh gia kha nang cta ching dé \rc ché vong cap tiép. Két qua
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duoc thé hién trén Hinh 12A-12D. Khang thé VH1/VK3 dwoc 1am cho gidng ngudi minh
hoa nhit quén su e ché cia sy twong tac SCF — c-kit, tham chi & nong do thap.

Pé danh gia kha nang cua khang thé dwoc 1am cho gibng ngudi (SH10 VHI/VK3
va VH2/VK3) dé noi tai hoa SCF248 trén nguyén bao soi co, khang thé da gan nhan bang
d6 pHrodo, ma khong mau & d6 pH trung tinh va phat huynh quang mau dé ¢ d6 pH thap
& trong endosom. Khang thé dd gin nhan dugc 1 v6i nguyén bao soi co IPF nguoi duoc
nudi cay trong 45 phat va huynh quang do duoc quan sat bang kinh hién vi. Nhu dwoc thé
hién trén Hinh 13, gidng nhu khang thé 5H10 b6 me chudt va khang thé kham
(VHO/VKO), cac khang thé da dwoc 1am cho gidng ngudi dugc ndi tai hoa nhanh chong.

Vi du 7. Khd Néng Sinh Mién Dich Cita Khang Thé Kham 5H10 Va Cac Ung

Vién Dan Piu Puoc Lam Cho Gidng Ngudi

Kha ning sinh mién dich ctia nam khang thé dwoc 1am cho giéng nguoi SH10
VH1/VK3, 5H10 VH2/VK3, 5H10 VH3/VK3, 5H10 VH4/VK3, va 5H10 VHS5/VK3
duoc so sanh v6i khang thé kham SH10 VHO/VKO.

Viéc danh gia ban dau cua tac dung gay doc té bao bat ky cua cac mau 1én kha
nang séng PBMC duoc thuc hién dbi voi nam thé cho duoc st dung trong thur nghiém
khoang thoi gian EpiScreen™™. PBMC duoc lam nghéo té bao T CD8+ dugc u voi céac
mau va kha nang séng cia té bao duoc xac dinh bang cach st dung May Dém Té Bao Tu

L™ vao ngay 7. Két qua cho thay rang kha ning song trung binh cta

bong Luna-F
PBMC tir ndm thé cho duoc xir 1y bang mAb khang SCF tuong tu voi kha nang song
trung binh céc t& bao chi dwoc xir Iy bang mdi truong, nim trong khoang tir 83% dén
90% (Hinh 14). KLH (Pierce, Life Technologies, Anh) duoc st dung dudi dang khang
nguyén tin tao. Exenatit (Bydueon, AstraZeneca, Anh) dugc sir dung lam d6i chimg dau
hiéu nhan biét 1am sang. Hinh 15A-H va Bang 6 boc 16 két qua thu duoc tir thir nghiém
tang sinh té bao T trong khoang thoi gian EpiScreen' cta dap tig té bao T CD4+ duoc
gay ra boi cac mau va ddi chimg. Ca hai d4u hiéu nhén biét 1am sang, exenatit, va khang
nguyén tan tao, KLH, déu gay ra d4p tng ting sinh duong tinh. Tén xuét thap cua ti 1é
dap tmg duong (SI> 1,90, p <0,05) dugc gay ra bang SH10 VH1/VK3, SH10 VH2/VK3,
va SH10 VH3/VK3, nam trong khoang tir 4 % dén 8 %. Mau SH10 VH5/VK3 gdy ra dap
tmg duong cao hon trong 17 % doan hé thé cho. SH10 VHO/VKO va 5H10 VH4/VK3
khong gay ra dap ung duong bat ky. P9 16n trung binh ctia dap ung tang sinh té bao T

dwong nam trong khoang tir 2,14 dén 3,61 d6i véi tat ca cac mau (Bang 7).
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Phan tich do bién thién, ANOVA, cta toan bo tap dit liéu tang sinh (st dung do
16n 16n nhét cua su ting sinh giita cac ngay 5-8) dugc sit dung dé xéc dinh liéu co thé c6
su khac biét dang ké vé& mat théng ké bt ky vé do 16n 16n nhét cla dap tmg t€ bao T
CD4+ véi diéu kién thir nghiém so v6i nhau va d4u higu nhan biét 14m sang, exenatit hay
khong (Hinh 16). D6 16n 16n nhat clia dap ing tang sinh té bao T vdi exenatit cao hon vé
mit théng ké so v&i dap tmg voi tat cd cac mau (Béng 8).

Bang 6. Tom tit ctia dap tng ting sinh t& bao T & thé cho khoe manh. Pap tmg té
bao T duong dbi véi su ting sinh (SI > 1,90, p < 0,05) trong toan bd khoang thoi gian cac
ngdy 5-8 (“P”). Tan xuét cua dap img duong dugc thé hién dudi dang ty 18 phan trim &

bén dudi1 cua cac cot.

KLH

5H10
VHO0/VKO
SH10
VH1/VK3
5H10
VH2/VK3
SH10
VH3/VK3
5H10
VH4/VK3
5H10
VHS5/VK3

Thé Cho 1

Thé Cho 2

Thé Cho 3

= ol ol Exenatit

Thé Cho 4 P P

Thé Cho 5

Thé Cho 6 P

Thé Cho 7

Thé Cho 8 P

Thé Cho 9 P

Thé Cho 10

Thé Cho 11

Thé Cho 12

Thé Cho 13 P

Thé Cho 14 P

Thé Cho 15 P

Thé Cho 16

Thé Cho 17 p

g
R -1 s - I -1 s - A B = B - B - B > A B = A B v} e = B A B v Ea v Hia w1 Ba =2l Ba =]

a~]Eav] el Eiav]Eav) BRav] BERR

Thé Cho 18 - P
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Thé Cho 19 P P
Thé Cho 20 P
Thé Cho 21 P
Thé Cho 22 P P
Thé Cho 23 P
Thé Cho 24 P
% Suw Tdng
in 0 4 8 4 0 17 67 100

Bang 7. Tém tat cia do 16n (+SD) cua dap tmg ting sinh t¢ bao T duong (ST >

1,90, p ¢6 y nghia < 0,05). SI trung binh dugc tinh tir gia tri trung binh cua tat ca cac dap

tmg thé cho duwong quan sat duoc trong toan bd khoang thoi gian (cac ngay 5-8). N/A

biéu thi khong ap dung.
Mau SI trung binh SD % Pap ing
VHO0/ VKO Khong &p dung Khong ap dung 0
VH1/VK3 2,88 +0,13 4
VH2/VK3 3,61 + 1,36 8
VH3/VK3 3,09 + 0,88 4
VH4/VK3 Khong ap dung Khong ap dung 0
VHS/VK3 2,14 + 0,43 17
Exenatit 2,99 +0,92 67
KLH 14,95 + 11,22 100

Bang 8. Lap lai cac phép do ANOVA mot chiéu (thir nghiém Friedman) bang cach

str dung su so sanh theo cdp sau kiém dinh Dunn. SI 16n nhat tir dit liéu tang sinh tir tat ca

cac thoi diém cua tat ca thé cho duoc phéan tich. ** p < 0,01, **** p <0,0001 va ns =

khong dang ké.
5H10 5H10 5H10 5H10 5H10 5H10
VHO/VKO | VH1/VK3 | VH2/VK3 | VH3/VK3 | VH4/VK3 | VH5/VK3
5H10 khéng
VH1/VK3 | dang ké
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SH10 khong khong

VH2/VK3 | dang ké | dang ké

SH10 khong khong khong

VH3/VK3 | dang ké | dangké | déng ké

5H10 khong khong khong khong

VH4/VK3 | dangké | dangké | dangké | dangké

SH10 khong khong khong khong khong
VHS/VK3 | dangké | dangké | dangké |dangké | dangke
Exenatit kokookosk skkosk ok skokoskok skookoskosk skokoskosk %k

Tém lai, nguy co vé kha nang sinh mién dich 14m sang duoc xéac dinh bang cach
do dap tmg té bao T ex vivo bang cach st dung té bao don nhan méau ngoai vi (PBMC)
dwoc phan 1ap tir 24 thé cho khée manh dai dién dan s6 Chau Au va Bac My (dua trén
alotyp HLA) trong thtr nghi€ém té bao T trong khoang thoi gian EpiScreenTM. Dap tmg té
bao T duoc do bing cach st dung thir nghiém tang sinh (d6 hap thy [’H]-tymidin). Két
qua cho thay rang bdn trong sb cac khang thé dugc lam cho giéng nguoi dan dau co tiem
nang thap d6i v6i kha nang sinh mién dich 14m sang.

Vi du 8. Panh ¢iad 5H10 chudt trong md hinh bleomyxin cta sy viém va xo hoa

l >
P+

Mo hinh dong vat bleomyxin ciia xo hoa phéi duoc ding dé danh gia tac dung in
vivo ciia SH10. Bleomyxin 1 tic nhan hoa tri liéu ma gy ra xo hoa phoi ¢ nguoi va dong
vét. Chudt nhit C57BL6 duoc cho dung bleomyxin trong khi quan vao Ngay 1, va vao
cac Ngdy 8 va 12 tiép nhan SH10 trong mang bung ¢ mirc 20 mg/kg hoac khang thé doi
chimg duogc bét cap isotyp. Vao Ngay 17 cac mau duoc thu 1dy. Cac con vat duoc diéu tri
bﬁng 5H10 c¢6 su cai thién dang ké trong mo6 hoc phéi (Hinh 17), su giam di cua
hydroxyprolin phdi (s6 do dinh lugng cua sw xo hoa; Hinh 18), duy tri khéi lwong co thé
theo thoi gian (Hinh 19), su gidm di cua mARN d6i v6i xytokin viém va chi thi cia su
hoat héa nguyén bao soi co (Hinh 20), va trong t& bao mast, bach cdu ua axit va té bao
lympho ILC2 & phéi (Hinh 21). Thit nghiém chtc nang phéi ciing dwoc cai thién dang ke
(Hinh 22). Do d6, nghién ctru nay chimg to rang SH10 hitu hiéu dé lam giam xo hoa va
su viém, va cai thién chirc nang phéi, trong mod hinh in vivo clia xo hoa phé)i.
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Vi du 9. Panh giad cac khang thé 5H10 duoc 1am cho gidng ngudi trong md hinh
bénh hen di img man tinh

Khang thé 5H10 dugc lam cho gidng ngudi duge thir nghiém trong md hinh in
vivo cia bénh hen di tng man tinh. Chudt nhit dwoc 1am cho nhay cam ddi véi khang
nguyén gian (CRA) trong mang bung va dudi da sau do 1a liéu ting cudng qua duong
miii vao cac ngay 14, 18, 22 va 26. Vao cac ngay 26, 29, 32, va 34 chung dugc dung
khang thé SH10 dwoc lam cho gidng ngudi duge chi dinh hodc d6i chung PBS, trong
mang bung ¢ mirc 20 mg/kg hodc khang thé d6i chimg khong lién quan. Vao cac ngay 30
va 34, chung ciing tiép nhan CRA trong khi quan. Vao Ngay 35 cac mau vat dugc thu
lﬁy. So dd cua thiét ké nghién ciru dugce néu trén Hinh 23.

Khang luc dudng thé nho hon dang ké & dong vét duge diéu tri bang khang the
5H10 VH1/VK3 so véi d6i chimg PBS ciing nhu 14 v6i cac khang thé bién thé duoc lam
cho giéng nguoi khac (Hinh 24A). Hon nita, ¢ cac con vat duoc diéu tri bang VH1/VK3
hodc VH2/VK3, ¢6 su giam dang ké vé mARN IL-13 phdi twong quan véi d6i chimg
bénh hen mén tinh (tic 13, so véi cac con vat ding CRA ma khong c6 viéc diéu tri khang
thé bat ky (d6i chung PBS)) (Hinh 24B). Hon nita, su biéu hién gen chat nén dugc lam
giam dang ké & cac con vat ma tiép nhan viéc diéu tri khang thé VH1/VK3 (mARN
Colagen 1 dugc thé hién trén Hinh 24C; mARN Colagen 3 duoc thé hién trén Hinh 24D.
Su biéu hién mARN SCF248 ciing dugc lam giam dang ké & cac con vat duoc diéu tri
bang VHI/VK3 (Hinh 24E). Cac Hinh 25A, 25B, va 25C cho thdy rdng viéc ding
VH1/VK3 lam giam ham luong mARN cta protein dich nhay Gob5 va cac xytokin IL-13
va IL-5 & ndng do bang 1 mg/kg va 5 mg/kg. Theo do, dit liu cho thdy rang khang thé
VH1/VK3 phong bé su biéu hién gen xytokin va chét nén in vivo trong mo hinh cua bénh
hen man tinh.

Vi du 12. Thit Nghiém Lam Sang Pha 1a D¢ Danh Gia D6 An Toan, Duoc Dong
Hoc, Va Duoc Luc Hoc Cita Khang Thé Khang SCF248

110 tinh nguyén vién khoe manh s& tham gia vao nghién ciru Pha 1a. Muc dich co
ban 1a dé thu duoc danh gia dd an toan va thu duoc dit liéu duoc dong hoc va duoc luc
hoc chinh xac dbi véi khang thé khang SCF248 dwoc lam cho giong nguoi SHI0.

Céc litu don 1¢ tang dan va nhiéu lidu ting dan cua SH10 dugc lam cho gibng
ngudi, hodc gia duge, s& duoc dimg, trong finh mach hogc duéi da. Tir sau dén 8 doi

twong s€ tao thanh mot nhom. Liéu luong bt dau s& dva trén nghién ciru doc hoc duoc
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thue hién theo thyc hanh phong thi nghiém t6t. Dugc dong hoc duong co sé s& duoc thu
14y dbi voi tat ca su phat trién va tudi tho san pham. DE danh gia dwoc luc hoc, s6 luong
cua té bao c-kit+ tuan hoan s& duoc danh gia, bao gom té bao to tién t€ bao mast va té bao
dong lympho bam sinh kiéu 2 (ILC2), ngoai chi thi viém trong huyét thanh chang han
nhu SCF165.

Vi du 13. Nghién Ciru Lam Sang Pé Panh Gia D6 An Toan Va Hiéu Qua Cua
Khéng Thé Khang SCF248 O Bénh Nhan

Cac bénh nhan méc réi loan viém ching han nhu viém da co dia, ching mé day
man tinh, xo hoda phéi, va/hodc cac bénh khac sé& tham gia vao ghién ctru lam sang. Mot
muc dich cua nghién ciru nay 1a dé thiét 1ap moi quan hé dap tng lidu lugng giita khang
thé 5H10 duoc lam cho gidng ngudi va chi thi duge luc hoc & cac bénh nhén méc bénh vi
du nhe $6 lugng cua té bao c-kit+ tuan hoan, chfmg han nhu té bao td tién té bao mast va
t& bao dong lympho bam sinh kiéu 2 (ILC2). Chi thi sinh hoc viém, chang han nhu
ADAMS, CCL17, EPX, RNASE3, CCL2, CCL5, tryptaze, histamin va SCF165 cling s€
duoc do.

Lidu ting dan, don 1¢ cta khang thé 5H10 s& dugc cap cho mdi nhém ddi tuong.
Liéu luong bat dau s& dua trén chi thi sinh hoc duoc luc hoc Pha 1a. Bénh nhan s& dugc
diéu tri trong mot, hai, ba, hoac hon ba thang. Két qua cua nghién ctru cho théy rﬁng
khang thé 5H10 dugc 1am cho giéng nguoi hitu hiéu trong viéc lam 6n dinh va/hodc diéu
tri va/hodc ngan chan sy tién trién cua rdi loan viém va bénh xo hoa.

Tai liéu cong bd, bang doc quyén sing ché, va don dang ky sang ché duoc vién
dan & day duoc két hop cu thé dé tham khao dén toan bo noi dung cta ching. Mac du
sang ché d3 duogc mod ta c6 tham chiéu dén cac phuong 4n cu thé cua chiung nguoi cé
trinh d9 trung binh trong linh vuc can hiéu rfmg cac thay @61 khéc nhau c6 thé duoc tao ra
va cac dang tuong duong co thé dugc thay thé ma khong ndm ngoai tinh than va pham vi
thuc su cua sang ché. Ngoai ra, nhiéu su cai bién ¢6 thé duoc tao ra dé thich tng véi tinh
huéng, nguyén li¢u, hop ph?m vat chét, quy trinh, budc hoac cac bude quy trinh cu thé,
d6i voi muc dich, tinh than va pham vi cua sang ché duoc md ta nay. TAt cé cac cai bién

nay duoc du dinh nam trong pham vi ctia cac yéu cau bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé lién két dac hiéu voi yéu t6 té bao gbe 248 (stem cell factor —
SCF248), trong d6 khang thé nay co chtra chudi ning CDR1, CDR2, va CDR3 lan luot
bao gé)m cac trinh tw SEQ ID NO: 1, 2, va 3; va chudi nhe CDR1, CDR2 va CDR3 lan
luot bao gdm cac trinh tw SEQ ID NO: 4, 5 va 6; trong d6 khang thé nay dugc lam cho
gidng ngudi va khang thé nay bao gdm:

(a) vung bién dbi chudi ning c6 trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 8;va

(b) ving bién dbi chudi nhe ¢6 trinh tur axit amin theo SEQ ID NO: 16.

2. Khéang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé don dong.

3. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay c6 chira mién IgG4 ngudi.

4. Khang thé theo diém 1, trong d6 mién IgG4 c6 chira dot bién S241P tai gde axit
amin 241 va dot bién L248E tai gbc axit amin 248, trong d6 vi¢c danh sd cua cac gbc la

viée danh sé ctia hé théng danh s Kabat.

5. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay c6 chira chudi nang theo SEQ
ID NO: 42 va chudi nhe theo SEQ ID NO: 49.

6. Khang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khang thé
nay phong bé su tuong tac gitta SCF va c-Kit.

7. Khéang thé theo diém bat ky trong sb cac diém tur 1 dn 6, trong do6 khéang thé

nay chung gdy ra su ndi tai hoa cua SCF.

8. Khang thé theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 7, trong d6 khang thé
nay khong lién két véi SCF220.
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Mus musculus

13

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Thr

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Leu

14
112
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Trinh Tu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Nhén Tao

50156

Ile Thr Ala Asp

70

Leu Arg Ser Glu

Val Gly Ser Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Lys

Asp

90

Trp

Thr

10

Ser

Ser

Arg

Thr

Val

90

Gly

Ser Thr Ser

75

Thr Ala Val

Gly Gln Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Tyr

Thr
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

50/117

Ala Tyr

Tyr Cys

95

Leu Val

Ile

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ving bién d&4i chudi nhe 5H10 duoc lam cho gidng ngudi VK1

14

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Leu Gly

1

5

50

10

15



Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

50156

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Trinh Tw Nhén Tao

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

viung bién dbi chudi nhe 5H10

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr His Leu

<210> 15

<211> 112

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 15

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Leu

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

51

Ser

Gln

Arg

Thr

Val

90

Gly

dugc lam cho gidng ngudi VK2

Ser
10

Ser

Gln

Arg

Thr

Val

90

Gly

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Glu

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

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

<220>
<223>

<400>

16
112
PRT

Trinh Ty Nhén Tao

50156

viung bién &bi chudi nhe SHI1O0

16

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

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

<220>

<223>

<400>

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Leu

17
112
PRT

Trinh Tu Nhan Tao

17

Asp Val Val

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Arg Arg

50

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Met Thr Gln

5

Ser Ile Ser

20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu
55

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ving bién déi chudi nhe 5H10

Leu

Ser

25

Phe

Ser

52

52/117

duoc lam cho gibng ngudi VK3

Ser

10

Ser

Gln

Arg

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

duoc lam cho gidng ngudi VK4

Ser Leu Pro Val

10

Ser Gln Ser Leu

Gln Gln Arg Pro

45

Arg Leu Asp Ser

60

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

15

Glu

Gln

Val

Gly

Ser

Ser

Pro



60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Leu

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

18

348
ADN
Mus

<400> 18

caggttcagc

tcctgcaagt

cctggacagg

aatggaaagt

atgcagctca

tgggtcggga

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

19
348
ADN

<220>

<223>

<400> 19

caggtccagc

tcctgcaagt

cctggacaag

aatggaaagt

atggagctga

tgggtcggga

Ser Gly

70

Glu Ala

85

Pro Gln

100

musculus

tgcagcagtc

cttctggcta

gtcttgagtyg

tcaagggcaa

gcaggctaac

gttactgggg

tggtgcaatc

cttctggata

ggcttgagtg

tcaagggcaa

gcagcctgac

gttactgggg

50156

tggggctgag

tgcattcagt

gattggacag

agccacactg

atctgaggac

ccaagggact

Trinh Ty Nhan Tao

tggggctgag

tgcattcagce

gattggacag

agccacgctg

atctgaggac

ccaaggaacc

75

90

105

ctcgtgaggce

agctactgga

atttatcctg

actgcagaca

tctgcggtcet

ctggtcaccg

ctgaagaagc

agctattgga

atctatcctg

accgcggaca

tctgcecgtgt

ctggtcaccg

53

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

110

ctgggtcctc

tgaactgggt

gagatggtga

aatcctccag

atttctgttc

tctcctca

ctgggtcctce

tgaactgggt

gagatggtga

aatccacgag

atttctgttc

tctcctca

Lys Ile
80

Gln Gly
95

Ile Lys

agtgaagatt

gaagcagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac

Ving bién @bi chudi ning duoc lam cho gidng nguoi VHI

ggtgaagatt

gaagcagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac
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60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348

<210> 20
<211> 348
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 20
caggtccagc
tcctgcaagt
cctggacaag
aatggaaagt
atggagctga
tgggtcggga
<210> 21
<211> 348
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 21
caggtccagc
tcctgcaagt
cctggacaag
aatggaaagt
atggagctga
tgggtcggga
<210> 22
<211> 348
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

50156

Trinh Ty Nhan Tao

tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc

cttctggata

ggcttgagtg

tcaagggcaa

gcagcctgag

gttactgggg

tggtgcaatc

cttctggata

ggcttgagtg

tcaagggcaa

gcagcctgag

gttactgggg

tgcattcagce

gattggacag

agccacgctg

atctgaggac

ccaaggaacc

Trinh Ty Nhé&n Tao

tggggctgag

tgcattcagc

gattggacag

agccacgctg

atctgaggac

ccaaggaacc

Trinh Ty Nhé&n Tao

agctattgga

atctatcctg

accgcggaca

acggccgtgt

ctggtcaccg

gtgaagaagc

agctattgga

atctatcctg

accgcggaca

acggccgtgt

ctggtcaccg

54

ctgggtecctc

tgaactgggt

gagatggtga

aatccacgag

atttctgttc

tctccteca

ctgggtcctc

tgaactgggt

gagatggtga

aatccacgag

atttctgttc

tctcctca

Viing bién d8i chudi ning dugc lam cho gidng ngudi VH2

ggtgaagatt

gaagcagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac

Viing bién dbi chudi ning duoc lam cho gidng ngudi VH3

ggtgaaggtt

gcgacagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac

Viing bién dbi chudi ning dugc lam cho gibéng ngudi VH4
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60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348

60

120

180

<400> 22
caggtccagc

tcctgcaagt

cctggacaag

aatggaaagt

atggagctga

tgggtcggga

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

23
348
ADN

<220>

<223>

<400> 23

caggtccagc

tcctgcaagt

cctggacaag

aatggaaagt

atggagctga

tgggtcggga

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

24

336
ADN
Mus

<400> 24
gatgttgtga

atctcttgca

ttgtcacaga

tggtgcaatc

cttctggata

ggcttgagtg

tcaagggcag

gcagcctgag

gttactgggg

50156

tggggctgag

tgcattcage

gattggacag

agtcacgatt

atctgaggac

ccaaggaacc

Trinh Tu Nhan Tao

gtgaagaagc

agctattgga

atctatcctg

accgcggaca

acggccgtgt

ctggtcaccg

tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc

cttctggata

ggcttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gttactgggg

musculus

tgcattcagce

gattggacag

agtcacgatt

atctgaggac

ccaaggaacc

agctattgga

atctatcctg

accgcggaca

acggccgtgt

ctggtcaccg

ctgggtcctc

tgaactgggt

gagatggtga

aatccacgag

atttctgttc

tctcctca

ctgggtcctc

tgaactgggt

gagatggtga

aatccacgag

attactgttc

tctcctea

ggtgaaggtt

gcgacagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac

Ving bién @di chudi n¥ng dugc lam cho gibéng ngudi VHS

ggtgaaggtt

gcgacagagg

tactcactac

cacagcctac

aagttcaaac

tgacccagac tccactcact ttgtcggtta ccattggaca aacagcctcce

agtcaagtca gagcctctta gaaagtgatg gaaagacata tttgaattgg

ggccaggcca gtctccaaag cgcctaatct atctggtgte tagactggac

55
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240

300

336

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

336

50156

tctggagtcc ctgacaggtt cactggcagt ggatcaggga cagatttcac actgaaaatc

agcagagtgg aggctgagga tttgggagtt tattattgtt ggcaaggcac acatcttcct

cagacgttcg gtggaggcac caagctggag atcaaa

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

25
336
ADN

<220>

<223>

<400> 25

gatgttgtga

atctcctgceca

ttgcagcaga

tctggggtcc

agcagggtgg

cagactttcg

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

26
336
ADN

<220>

<223>

<400> 26

gatgttgtga

atctcctgea

ttgcagcaga

tctggggtcc

agcagggtgg

cagactttcg

tgactcagtc

agtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

aggctgagga

gcggagggac

tgactcagtc

agtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

aggctgagga

gcggagggac

Trinh Tu Nhé&n Tao

tccactcact

aagcctctta

atctccaagg

cactggcagt

tgttggggtt

caaggtggag

Trinh Ty Nhén Tao

tccactctcce

aagcctctta

atctccaagg

cactggcagt

tgttggggtt

caaggtggag

vung bién d8i chudi nhe duogc lam cho

ctgtcggtca

gaaagtgatg

cgcctaattt

gggtcaggca

tattactgct

atcaaa

ving bién &éi chudi nhe dugc lam cho

ctgcccecgtceca

gaaagtgatg

cgcctaattt

gggtcaggca

tattactgcet

atcaaa

56

gibng nguoi VK1

cccttggaca

gaaagaccta

atctggtttc

ctgatttcac

ggcaaggcac

gccggcectcec

cttgaattgg

tagactggac

actgaaaatc

acatcttcct

gibng nguoi VK2

cccttggaca

gaaagaccta

atctggtttc

ctgatttcac

ggcaaggcac

gccggectcec

cttgaattgg

tagactggac

actgaaaatc

acatcttcct
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60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

336

<210> 27
<211> 336
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 27
gatgttgtga
atctcctgca
ttgcagcaga
tctggggtcc
agcagggtgg
cagactttcg
<210> 28
<211> 336
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 28
gatgttgtga
atctcctgea
tttcagcaga
tctggggtcce
agcagggtgg
cagactttcg
<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213>
<400> 29

tgactcagtc

agtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

aggctgagga

gcggagggac

tgactcagtc

agtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

aggctgagga

gcggagggac

Homo sapiens

50156

Trinh Ty Nhén Tao

tccactctcc

aagcctctta

atctccaagg

cagcggcagt

tgttggggtt

caaggtggag

Trinh Tu Nhan Tao

tccactctcc

aagcctctta

atctccaagg

cagcggcagt

tgttggggtt

caaggtggag

viung bién dbéi chudi nhe dugc lam cho

ctgcccgtca

gaaagtgatg

cgcctaattt

gggtcaggca

tattactgct

atcaaa

Viung bién déi chudi nhe dugc lam cho

ctgcccgtca

gaaagtgatg

cgcctaattt

gggtcaggca

tattactgct

atcaaa

57

giéng ngudi VK3

cccttggaca

gaaagaccta

atctggtttc

ctgatttcac

ggcaaggcac

gccggectcce

cttgaattgg

tagactggac

actgaaaatc

acatcttcct

gibéng ngudi VK4

cccttggaca

gaaagaccta

atctggtttc

ctgatttcac

ggcaaggcac

gccggectcece

cttgaattgg

tagactggac

actgaaaatc

acatcttcct
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Pro Glu Lys
1

Pro Val Ala

Lys Ala Lys
35
<210> 30
<211> 21
<212> PRT

<213> Homo
<400> 30
Ala Ser Ser

1

Asn Pro Pro

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

<213> Homo

<400> 31

Ser Ser Asn
1

<210> 32
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo

<400> 32

Ser Ser Ser
1

<210> 33
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo

<400> 33

Ala Ser Ser
1

<210> 34
<211> 29
<212> PRT

Asp Ser

Ala Ser

20

Asn Pro

sapiens

Leu Arg

Gly Asp
20

sapiens

Arg Lys

sapiens

Ser Asn

sapiens

Leu Arg Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg Lys

5

50156

Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met Leu Pro

Ser Leu Arg Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg

Pro Gly Asp
40

Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg Lys Ala Lys

Ala Lys Asn

Arg Lys Ala Lys Asn Pro Pro Gly Asp

25

58

10

10

10

10

30

15

15
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<213>

<400>

Homo

34

Asp Ser Arg

1

Ala Ser Ser

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

<400>

35

PRT
Homo

35

Ser Asn Arg

1

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

<400>

36
13
PRT
Homo

36

Ala Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ile Tyr Pro

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

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

1

37
17
PRT

sapiens

Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met Leu Pro Pro Val Ala

5

Leu Arg Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg

20

sapiens

Lys Ala Lys Asn

sapiens

Leu Arg Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg

Trinh Tu Nhén Tao

CDR2

37

38
443
PRT

VHS

5

Trinh Ty Nhan Tao

Chudi n&ng IgG4 VHO

38

5

50156

25

59

10

10

10

10

15

Gly Asp Gly Asp Thr His Tyr Asn Gly Lys Phe Gln

15

15
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Ser

Trp

Gly

Lys

Met

Ser

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Val

Met

Gln

50

Gly

Gln

Ser

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Ile

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Asn

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val
260

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Phe

230

Thr

Val

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

50156

Ser

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu
265

60

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Tyr

Gln

His

Ser

75

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

vVal

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

vVal

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

Val

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln
270

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn
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Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Asn

Thr

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Met

Pro

370

Asn

Leu

Val

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Val

275

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

355

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
435

39
219
PRT
Trinh Tu

39

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

340

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

420

Ser

Gly

Asn

Trp

Pro

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

405

Cys

Leu

Nhan Tao

Val

Ser

Leu

310

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

390

Leu

Ser

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Ser

Gln

Val

Val

375

Pro

Thr

Val

Leu

Chudi nhe Kappa VKO

50156

Val

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

360

Glu

Pro

Val

Met

Ser
440

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro

1

5

Gln Thr Ala Ser Ile Ser Cys Lys

20

His Asn

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys
330

Tyr Thr
345

Leu Thr

Trp Glu

Val Leu

Asp Lys
410

His Glu
425

Leu Gly

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

395

Ser

Ala

Lys

Lys Thr
285

Ser Val
300

Lys Cys

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val
365

Asn Gly

380

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
430

Pro

Thr

Val

Ala

335

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

415

His

Arg

Val

Ser

320

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

400

Gly

Tyr

Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

10

15

Ser Ser Gln Ser Leu Leu Glu Ser

25

61

30
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Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly Lys

Lys

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

vVal
210

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

<220>
<223>

<400>

35

Arg

Phe

Val

Leu

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

40
327
PRT

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Trinh Tu

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Nhén Tao

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

50156

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

ving khéng ddi chudi ndng

40

Ser

Arg

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1

5

10

15

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

20

25
62

30
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Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Glu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Pro
275

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Val

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

50156

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
280

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

63

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

sSer

Lys

250

Gln

Gly

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
285

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser
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50156 64/117

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 295 300

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
325

<210> 41
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 41
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1 5 10 15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 40 45

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 42
<211> 443
<212> PRT

<213> Trinh Tuw Nhé&n Tao

<220>
<223> Chudi Ning 5H10 VHI1

<400> 42
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr
64



Trp

Gly

Lys

Met

Ser

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Met

Gln

50

Gly

Glu

Ser

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Val

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Asn

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Asp

Val

Pro

Thr

Ser

85

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Phe

230

Thr

Val

Val

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

Glu

50156

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

Val

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

65

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Asn

Gln

His

Ser

75

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

vVal

Thr

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

vVal

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg
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Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Asn

Thr

Glu

290

His

Lys

Gln

Met

Pro

370

Asn

Leu

Val

Gln

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

<220>
<223>

<400>

275

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

355

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

435

43
443
PRT

Phe

Asp

Leu

Arg

340

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

420

Ser

Trinh Tu

Asn

Trp

Pro

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

405

Cys

Leu

Nhén Tao

Ser

Leu

310

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

390

Leu

Ser

Ser

Thr

295

Asn

Ser

Gln

Val

Val

375

Pro

Thr

Val

Leu

Chudi N&ng 5H10 VH2

43

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1

5

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys

20

Trp Met Asn Trp Val Lys Gln

35

50156

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

360

Glu

Pro

Val

Met

Ser
440

Gly

Ser

Arg
40

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys
330

Tyr Thr
345

Leu Thr

Trp Glu

Val Leu

Asp Lys
410

His Glu
425

Leu Gly

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

395

Ser

Ala

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

380

Ser

Arg

Leu

285

Val

Cys

Ser

Pro

Val

365

Gly

Asp

Trp

His

Ala Glu Val Lys Lys

10

Ser Gly Tyr Ala Phe

25

Pro Gly Gln Gly Leu

66

45

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
430

Pro

Ser
30

Glu

Thr

Val

Ala

335

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

415

His

Gly
15

Ser

Trp

Val

Ser

320

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

400

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Ile
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Gly

Lys

65

Met

Ser

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Gln

50

Gly

Glu

Ser

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
290

Ile

Lys

Leu

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Val

275

Gln

Tyr

Ala

Ser

Asn

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Asp

Phe

Pro

Thr

Ser

85

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Gly

Leu

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

vVal

Phe

230

Thr

Val

Val

Ser

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr
295

50156

Gly

Ala

Ser

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

vVal

280

Tyr

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

67

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Asn

Val

His

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
300

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

285

Val

Gly

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Leu

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Thr

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

Val
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50156 68/117

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
305 310 315 320

Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
325 330 335

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu
340 345 350

Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
370 375 380

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
385 390 395 400

Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly
405 410 415

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
420 425 430

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440
<210> 44
<211> 443
<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhan Tao

<220>
<223> Chudi N&ng 5H10 VH3

<400> 44
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

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

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

Gly Gln Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr His Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
68



65

Met

Ser

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Glu

Ser

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Leu

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Val

275

Gln

Gln

Gly

Ser

Asn

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Asp

Phe

Asp

Leu

Ser

85

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Phe

230

Thr

Vval

Val

Ser

Leu

310

Ser

Arg

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Ser

50156

Ser

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

Val

280

Tyr

Gly

Ile

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu
69

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

285

Val

Cys

Ser

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Phe

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

320

Lys
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Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

Pro

370

Asn

Leu

Val

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Val

Val

Met

Gln

50

Gly

Glu

Pro

Thr
355

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

435

45
443
PRT

Arg

340

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

420

Ser

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

405

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

390

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

Val

375

Pro

Thr

vVal

Leu

Trinh Ty Nhén Tao

Chudi Ning 5H10 VH4

45

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asp

Thr

Arg

50156

Val

Ser

360

Glu

Pro

Val

Met

Ser
440

Gly

Ser

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

345

Leu

Trp

Val

Asp

His

425

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

70

330

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

410

Glu

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp
90

Leu

Cys

Ser

Asp

395

Ser

Ala

Lys

Vval

Tyr

Gln

His

Ser

75

Thr

Pro

Leu

Asn

380

Ser

Arg

Leu

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Pro

Val

365

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
430

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

335

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

415

His

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Glu

Phe

Glu

Phe

400

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys
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Ser

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Ser

val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Val

275

Gln

Gln

Gly

Pro

Asn

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg
340

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

325

Glu

vVal

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Phe

230

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

310

Ser

Pro

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Ser

Gln

50156

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

Val

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
345

71

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

330

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

285

Val

Cys

Ser

Pro

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
350

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

335

Gln

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

320

Lys

Glu

71117
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Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
370 375 380

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
385 390 395 400

Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly
405 410 415

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
420 425 430

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440
<210> 46
<211> 443
<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhé&n Tao

<220>
<223> Chudi Nang 5H10 VHS5

<400> 46
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

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

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

Gly Gln Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr His Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Tle Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Ser Ser Asn Trp Val Gly Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
72



Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Met

Pro

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

195

Asp

Ala

Pro

Val

Val

275

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

355

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

340

Lys

Asp

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Phe

230

Thr

Val

Val

Ser

Leu

310

Ser

Pro

Gln

Ala

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Ser

Gln

Val

Val

50156

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

vVal

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

360

Glu

Ser

Val

Phe

val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

345

Leu

Trp
73

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

250

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

330

Thr

Thr

Glu

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

vVal

Thr

285

Val

Cys

Ser

Pro

Val

365

Gly

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Gln

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

335

Gln

Gly

Pro

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

320

Lys

Glu

Phe

Glu
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Asn

385

Phe

Asn

Thr

370

Asn

Leu

Val

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Tyr

Tyr

Phe

Lys
435

47
219
PRT

Trinh Tu

Lys

Ser

Ser

420

Ser

Thr

Arg

405

Cys

Leu

Thr

390

Leu

Ser

Ser

375

Pro

Thr

Val

Leu

Nhén Tao

Chudi Nhe 5H10 VK1

47

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu
130

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Leu

Val

115

Lys

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ala

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
135

50156

Pro

Vval

Met

Ser
440

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

vVal

Gly

Val

120

Ser

Val

Asp

His

425

Leu

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

74

Leu

Lys

410

Glu

Gly

Thr

10

Ser

Gln

Arg

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

380

Asp Ser Asp

395

Ser

Ala

Lys

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Arg

Leu

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
140

Trp

His

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Gly

Gln

Asn
430

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Glu

415

His

Leu

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Phe
400

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe
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Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 48
<211> 219
<212> PRT

<213> Trinh Tu Nhé&n Tao

<220>
<223> Chudi Nhe 5H10 VK2

<400> 48

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

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Glu Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Arg Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

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

Thr His Leu Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
75



Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

49
219
PRT

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Trinh Tu Nhéan Tao

Chudi Nhe 5H10 VK3

49

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Leu

Val
115

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

50156

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val
120

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

76

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Arg

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Pro
125

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Leu

15

Glu

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu
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Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 50
<211> 219
<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhéan Tao

<220>
<223> Chudi Nhe 5H10 VK4

<400> 50
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Glu Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Arg Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

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

Thr His Leu Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
77



Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

50156

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

78

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser
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