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Linh vire k§ thuét ciia sing ché

Sang ché dé cap dén cac khang thé mién don lién két dic hidu v6i aminopeptidaza
N (APN), va cu thé hon dén cac polypeptit va cac axit nucleic ma hoéa cac polypeptit
nay; dén cac phuong phap didu ché cac polypeptit nay; dén cac ché phidm va cu thé 1a
dén cac duge phdm chtra cac polypeptit ndy, nhim cic muc dich phong ngira, diéu tri
hodc chin doan. Cu thé, cac khang thé mién don theo sang ché c6 kha ning gin dich

mot goc dén bé mat niém mac.

niém mac cia duong ho hép, ti€u hoa (GI) va ni€u sinh duc, va do do6 tinh mién dich cta
niém mac 1a dic biét quan trong dé chéng lai bénh nhiém trung. Hién nay, viéc phan
phéi vacxin qua duong miéng khong dung kim tiém 14 duong st dung hip din nhat dé
bao vé chéng lai cac mam bénh & rudt, vi né c6 nhiéu vu diém, nhu d& st dung, khong
c6 nguy co nhidm bénh lay truyén qua dudng mau va kha ning 4p dung dé ching ngira
quy mb 16n. Nguoc lai véi vacxin tiéu don vi, chi cac vacxin sdng nhuoc doc hodc cac
hat mam bénh da bi bt hoat d4 dugc phat hién ra 12 hitu hidu trong viéc kich thich dap
tng mién dich hiéu qua. Tuy nhién, vi cac vin dé an toan lién quan dén cac mam bénh
bét hoat hodic nhugc doc séng dugc phan phéi qua duong miéng, chi mot s6 lwong nhd
céc vacxin nay dugc chép thun. Trai lai, cac vacxin tiéu don vi dugc xem 12 an toan vi
chiing khong chira thanh phan séng cia mim bénh, nhung lai kém trong viéc van chuyén
khang nguyén vacxin qua biéu md dudng rudt dé dat dén vi tri cdm tng mién dich bén
duéi dan dén dap tmg mién dich kém tao ra rao can d6i v6i su phat trién ciia cac vacxin
dudng miéng. Té bao rudt hoic té bao biéu mo nhung mao hép thu tao thanh 90% toan
bd biéu mod dudng rudt va ching c6 cac kha ning thuce bao va van chuyén xuyén té bao
dé van chuyén cac mam bénh d~*>1g rudt hoic cic dai phan tir qua hang rao biéu mb
[1]. Do d6, khang nguyén gin dich vao céc thu thé xuyén té bao trén cic té bao rudt 1a
phuong phap dugc quan tdm dé phan phdi vacxin va giy ra dap Gmg mién dich niém

mac ciing nhu toan than manh khang lai cac mam bénh dudng rudt [2].
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Trude day, aminopeptidaza N (APN) d& dugc x4c dinh 1a thu thé cho F4 fimbriae
(tua) ma dugc biéu hién trén nhidu loai t& bao bao gdm té bao rudt clia rudt non va cac
té bao trinh dién khédng nguyén (APC), nhung khéng c6 trén cac t€ bao biéu mé clia cac
phén khac ciia duong GI [3]. Viéc gdy mién dich dudong miéng bang céc khang thé da
dong dic hiéu APN gay ra tinh mién dich niém mac [3, W009/103555]. Ngoai ra, viéc
chirc ning hoa cac vi hat v6i cac khang thé don dong chudt dic hidu APN ciing lam ting
su hdp thu céc hat nay béi biéu mé duong rudt va gy ra cic dap tng mién dich toan
than [4]. CAc phat hién nay goi y rang chét phan phéi dic hiéu APN duogc lién hop vé6i
khang nguyén vacxin c¢6 thé 1a chién lugc dang quan tim dé gay ra dap tng mién dich
& rudt manh hon. Pén nay, mot s6 co ché gén dich da dugc phat hién ra, nhu céc khang
thé, gén dich qua trung gian t& bao (liéu phap mién dich DC, chuyén té bao T nudi), va
lién hop héa hoc cila khang nguyén véi cac phan tir nho nhu cac glycan va céc axit amin
[5]. Nho tinh dic hiéu va 4i iwc manh cta chung, cac khang thé 12 cic protein 1y tudng
ma khang nguyén cin quan tim c6 thé duoc dung hop di truyén véi ching dé gin dich
cac t& bao rudt bidu hién APN. Céac dang khang thé khac nhau c6 thé dugc st dung, nhu
khéng thé don dong (mAb), cac doan bién ddi chudi don (scFv), hbac mién bién ddi cua
cac khéang thé chi c6 chudi nang (VHH, con dugce biét 12 Nanobody®). Mic dii cac mAb
thong thudng trude ddy duge vu tién hon dé 1am phuong tién gin dich, viée san xuat
chung duoc dung hop véi cac khang nguyén 1a rat cdng kénh va t6n thoi gian. Ngoai ra,
su phuc tap trong cu tric cta chiing can trd viée sit dung ching 1am céc phbi tir tiém
nang. Do d6, cac dang don gidn hon khac nhu scFv va VHH dugc xem la cac phuong
phap tiép can thay thé cho céc khang thé c6 kich thudc ddy di. Mic du cic tién bo trong
viéc thiét ké di truyén khéang thé giup d& dang thiét ké va tach dong cic gen scFv dua
trén hoat déng gin dich ctia cdc mAb, do 6n dinh va su tich Iy cla céc protein scFv
tdng hop thay ddi nhidu, phu thudc vio mot sd yéu t6, bao gdm do dai khong thé du
doan duge cta cdu ndi can thiét dé dat duoc sy gip ding va su 13p rap clia hai mién bién
dbi, va didu nay thuong gi6i han cac ing dung gin dich scFv [6, 7]. Nguoc lai, mién
globulin mién dich VHH chi 1a doan bién dbi 15 kDa thu dugc tir khang thé chi c6 chudi
nang cua camelid [8]. Khac véi scFv, VHH chira cac dic diém lién két khang nguyén
clia n6 trong mién don ma khong phai 13 trong hai mién bién ddi trong cac khang thé
thong thudng va cac scFv duogc tao dan xuét, trong khi van gilt dugce ai luc tuong ty.
Nho cac dac diém riéng ctia n6 nhu kich thude nhd, d& san xuit, d6 bén nhiét t6t va tinh
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thdm vao mo hiéu qud, VHH da nhén dugce sy quan tdm 16n d61 v6i nhiéu ung dung khac
nhau so véi cac khang thé ¢d dién [9-11].

Séang ché dé xuit cac VHH va ng dung ctia ching l1am chét mang dé phan phdi
huéng dich vao biéu mé rudt, vi du, dé gy ra dap ing mién dich niém mac manh.
Ban chét k§ thuat ciia sing ché

Séang ché d3 nhén dién duoc ho cac VHH, c6 thé duoc san ;;uét ¢ quy mo 16n va
1a 6n dinh. Ho cdc VHH ny khong chi lién két véi APN, ma con dugc nhap bao hiéu
qué béi cac dong t& bao va ndm trong cac vong cua rudt lon trong céc didu kién sinh 1y,
va dang chi ¥ 13, c6 kha ning gdy ra cc dap timg IgA & rudt va toan than, cu thé 14 sau
khi st dung bing dudng miéng. Céc polypeptit theo sang ché c6 thé duge st dung lam
phuong tién phan phéi gin dich thu thé APN va dé phan phéi hiéu qua cac phan tir dic

*A

hiéu dén niém mac bidu hién APN, cu thé hon 12 dén rudt (non). Ngoai ra, cac polypeptit
theo sang ché di qua hang rao bidu mé sau khi sit dung bing dudng miéng cho lon, thé
hién su hitu ich cta né dé 1am chit mang dé gan dich cac hop cht/khang nguyén khac
loai dén hé mién dich niém mac rudt. _»

Trong mot phuong 4n, polypeptit theo sang ché chita it nhat mot mién bién dbi
don ctia globulin mi&n dich (ISVD), trong d6 ISVD nay chtra 3 viing quyét dinh b6 sung
(lan lugt tr CDR1 dén CDR3), trong d6
(i) CDR1 dugc chon tir nh5m bao gdm SEQ ID NO: 1, va
cac trinh tu axit amin cé 1, 2 hodc 3 khac biét axit amin véi SEQ ID NO: 1, cu thé1a 2
khéc biét axit amin, cu thé hon 1a 1 khéc biét axit amin;

(if) CDR2 duoc chon tir nhém bao gobm SEQ ID NO: 3, va

cac trinh tu axit amin cé 1, 2 hodc 3 khac biét axit amin véi SEQ ID NO: 3, cu thé 1a 2
khéc biét axit amin, cu thé hon 13 1 khac biét axit amin;

va

(iii) CDR3 duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, va

c4c trinh tu axit amin c6 1, 2 hodc 3 khéc biét axit amin voi SEQ ID NO: 4, cuthé1a2
khéc biét axit amin, cu thé hon 13 1 khac biét axit amin.

Cu thé hon, (i) CDR1 duoc chon tir SEQ ID NO: 1 hogc 2; (i) CDR2 1a SEQ ID
NO: 3; va (iii) CDR3 dugc chon tir SEQ ID NO: 4 hodc 5. Polypeptit cu thé theo sang
ché chira két hgp CDR1, CDR2 va CDR3 dugc chon tur:

- CDRI1 12 SEQ ID NO: 1, CDR2 1a SEQ ID NO: 3, va CDR3 1a SEQ ID NO: 4; hoac

3
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- CDR1 1a SEQ ID NO: 2, CDR2 1a SEQ ID NO: 3, va CDR3 1a SEQ ID NO: 5.

Cu thé hon, ISVD theo séng ché chita hodc chi yéu chira 4 ving khung (1an lugt
tir FR1 dén FR4) va cac ving quyét dinh bd sung CDR1, CDR2 va CDR3 dugc dé xuat
o day.

Trong mot phuong 4n, sang ché dé xuét polypeptit bao gdm hoic chira SEQ ID
NO: 6, hoge polypeptit c6 ty 1¢ dong nhat trinh tu it nhat 80% v5i SEQ ID NO: 6, nhu
vi dy, SEQ ID NO: 7 hodc SEQ ID NO: 8.

Trong mdt phuong an khéc, ciu tric lién két APN bao gdm it nhit mot polypeptit
theo sang ché duoc d& xuét. Ciu trac nay c6 thé chira céc gbe khac dugc lién két véi
mién bién dbi don cta glowulin mién dich. Cac gbc khac nay c6 thé lién két véi APN
hoic khong. Trong mdt phuong 4n cu thé, cdu tric niy con chira mién Fe va/hoic gbc
chéan doan hodc didu tri khac, vi dy, hop chét hoat dong sinh hoc.

Trong mdt phwong 4n khac, cac mién bién ddi don ctia globulin mién dich khong
dugce tao ra nhu viy, ma dugc tao ra dudi dang céc axit nucleic, nghia la cic phén tir
axit nucleic dwgc phan 1ap hoic tai tb hop ma hoa cac polypeptit nhu duge mo ta & day.
Ngoai ra, cac vecto hodc té bao chi dugc tao ra chira cac axit nucleic nay. Thong thuong,
cac té bao chil nay sé dugc bién nap hodc chuyén nhiém véi cic axit nucleic nay. Ung
dung cu thé dugc d& xuét cho cac t€ bao chu nay 1a san xuit mién bién dbi don cua
globulin mién dich hodc polypeptit theo sang ché. Do d6, cac té bao chu da duge bién
nap hodc chuyén nhidm véi cac phén tir axit nucleic ma hoa cac polypeptit duge dé xuat
& day c6 thé duoc sir dung dé san xudt mién bién dbi don ctia globulin mién dich.

Theo mdt khia canh.khac, cac polypeptit, cac axit nucleic hodc cac clu trac dugce
dé xuét & day 1a dé sir dung 1am thubc, cy thé 12 dé sir dung 1am thubc diéu tri, cho nguoi
hodc dong vat. Theo mot phuong an khac, cac polypeptit (hodc céc axit nucleic ma hoa
chiing) dugc dé xuét dé st dung trong cac phuong phap diéu tri hoic phong nglra bénh
(da day) ruot.

Polypeptit theo sang ché c6 thé duwoc d& xuét dusi dang protein (dudi dang mién
bién ddi don cua globulin mién dich, nhu 1a mét phin ciia cu triic lién két APN, phan
tr kham hoac duoc phém) hodc ¢6 thé dugc st dung 1am phan tir axit nucleic ma hoa
mién bién ddi don cta globulin mién dich ndy, hodc dudi dang vecto chira phén tir axit
nucleic nay. Cac duong st dung khac nhau c6 thé duoc dé xuit. Cac vi du khong gi6i

han 13 polypeptit ¢6 thé dugc st dung toan than, qua dudng miéng hodc trong mii, ma
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cu thé 13 bing dudng miéng. Trong trudng hop mién bién dbi don ciia globulin mién
dich duogc dé xuit duéi dang axit nucleic hodc vecto, dugc d& xuét cu thé 12 mién bién
d6i don ciia globulin mién dich nay dugc st dung bang liéu phap gen. Phuong 4n cu thé
d& xuét polypeptit, ciu tric, phan tir kham, hodc duge phim dé six di,lng trong viéc ching
ngira, cu thé 1a ching ngira qua niém mac. 7

Trong mdt phuong 4n, sang ché dé xuit duoc pham chira polypeptit, chu tric
hogc phan tir kham, axit nucleic hodc té bao chi nhu dugc md ta & ddy, va chit mang,
t4 dugc va/hodc cht pha loang duge dung. Cu thé 1a, duogc phém nay 1a vacxin, cu thé
hon 1a vacxin st dung bﬁng;‘dubng miéng, nghia 1 vacxin dugc bao ché thich hop dé
phan phdi bang dudng miéng. |

Séang ché con mé ta phuong phap didu tri hodic phong ngira rdi loan hoic bénh
dudng rudt & dbi twong, phwong phéap nay bao gdbm bude str dung polypeptit, cdu tric,
phan t& kham hodc dugc plflém, cho d6i twong ndy véi lugng hitu hidu dé diéu tri, lam
giam hodc phong ngira it nhit mot tridu ching ctia bénh hodc réi loan nay.

Trong mdt phwong 4n khéc, sang ché bao gdm polypeptit, cAu tric hodic phan tir
kham, axit nucleic hoidc té bao chii nhw duge md ta & day dé sir dung trong viéc chin
doan, vi du, dé st dung trong viéc chup anh sinh hoc hodc dé sir dung trong thir nghiém
canh tranh. Ngoai ra, polypeptit, ciu triic hodc phéan tr kham c6 thé dugc st dung trong
phuong phap in vitro dé f)hét hién va thu dugc hop chét hodc sinh vat (vi du, virut) c6
kha nang di qua hang rdo niém mac & dbi twgng, phuwong phap niy bao gdm: a) i ngudn,
té bao hodc dong té bao chira APN hodic doan chirc ning cua né véi hop chit hoic sinh
vat can duoc thir nghié€m; va b) xac dinh kha nang ctia phan ti néy.trong viéc canh tranh
v6i polypeptit hodc phan tir kham nhu dugc dé xuét & day.

Ciing dugc d& xuét 12 phuong phap san xudt polypeptit theo séng ché, phuong
phép nay bao gdm céc bué;::

- dwa axit nucleic ma hoéa polypeptit vao hé biéu hién, cu thé 1a Pichia pastoris,
va

- tinh ché polypeptit da biéu hién.

MO ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1: Thé hién bing so dd chién luge tich dong Gibson dya vao Hé théng
BioXp™ 3200 dé thu dwoe mot cach hitu hidu thé dung hop VHH-MG (mién bién dbi
ctia khang thé chi c6 chudi ning duge dung hop véi mién Fc cia IgG murine) (a). 40 bp
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& cac dau cia cac doan dung hop VHH-MG la twong ddng véi cac dau cua vecto
pKaiGG dugc tao mach théng boi Sapl. MG thé hién mién Fc cua IgG chudt nhat. Cac
doan VHH-MG dugc tong hop va duoc ndi vao pKaiGG da cét béng Sapl trong qua
trinh chay qua dém trén hé thdng BioXP. Céc té bao DH50 dugc bién nap v6i cac méu
ghép ndi va cac thé bién nap dwoc sang loc trén mdi trudng duge bd sung Zeocin (Zeo).
Tiép theo, ADN dugc phan lap tir bén dong dugc chon ngiu nhién va dugc phan tich
bang cach tiéu héa giGi han hoic PCR khuan lac va giai trinh tu dé sang loc cac dong
dwong tinh. (b) Hiéu qua cua viée thu dugc cac dong khong c¢6 16i nho hé théng tach
dong BioXP. X4c suét thu dugc cac dong khong co 15i 1a 77% khi mot dong dugc sang
loc va 97% khi hai dong duoc sang loc cho mdi ciu triic bang cach gidi trinh tu.

Fig. 2: Chon VHH-MG dic higu APN bing ELISA va phuong phap do t€ bao
theo dong. Céc dong duogc sip xép theo ho ctia chiing va duogc tach riéng bing dudng
chim chim. (a) C4c dia ELISA dugc pht bing APN va duge i v6i mdi trudng nudi cdy.
St lién két APN cia VHH-MG dugc md ta bang cac gia tri O.D. cia phan ‘mg do mau.
(b) Sang loc bang phuong »hap do té bao theo dong cac VHH-MG ma lién két véi APN
c6 do dai ddy da dugc bidu hién trén mang cia BHK21 dd dugc chuyén nhiém APN
(BHK21-APN, 6 mau x4m) va IPEC-J2 da duoc chuyén nhiém APN (IPEC-J2-APN, 6
mau den). IMMO13 (IgG1 ctia murine) 1a dbi ching duong. V2-MG va D3-MG isotyp
IgG1 1a cac dbi chung am. Céc thé dung hop V2-MG va D3-MG chtra VHH (1an luot 12
V2 va D3) lién két v6i dich khong thich hop. D6 thi thé hién cudng do huynh quang
trung binh (MFT).

Fig. 3: Tinh ché c4c thé dung hop VHH-MG khéc nhau. (a) Hb so sédc ky loai c&
(SEC) ctia sau thé dung hop VHH-MG khac nhau sau khi tinh ché_ protein A, dugc danh
d4u bang tén tuong Gmg clia nd & goc trén bén phai. Cac miii tén thé hién vi tri va khdi
lwong phén tir 14 ~80 kDa, tuong tng vé6i cic thé dung hgp VHH-MG monome dugce
14p rap bing cac cau nbi disulfua giita hai polypeptit VHH-MG (mdi phan tir ~40 kDa).
(b) Phan tich SDS-PAGE zéac phéan doan dd gdp cua dinh 80-kDa sau khi SEC trén gel
4-20% polyacrylamit trong ca didu kién khir (trai) va khong khir (phai). Vi tri duge du
do4n cta polypeptit c6 chiéu dai ddy du nguyén ven dugc chi ra bang dau mili tén dbi
v6i VHH-MG don gia (~40 kDa) trong céc diéu kién khtt va bang mili tén d6i véi VHH-
MG hai gia (~80 kDa) trong céc diéu kién khong khtr. M, chit danh déu khéi luong phan
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tr (kDa). (San luong- 3L.94-MG: 2,7 mg/L; 2L48-MG: 2,3 mg/L; 2L.69-MG: 1,9 mg/L;
2L65-MG: 5,9 mg/L; 2L.22- MG: 8 mg/L; 2L46-MG: 1,4 mg/L).

Fig. 4: Sang loc cac VHH lién két véi cac dong té bao biéu hién APN. Dich chiét
chu chét thd dugc tao ra tit cac té bao TG1 mang cac phagemit téi td hop tir thu vién.

28 tmg vién VHH lién két APN dugc sang loc trén cic dong t€ bao bidu hién
APN bang phuong phap do té bao theo dong. Céc dong dwoc nhém lai theo mirc do
tuong ty cta chiing trong trinh ty CDR3; s6 ndm trén cling giita cac dudng chdm chdm
chi ra ho ctia cac dong khac nhau. Truc Y thé hién ty 18 cia cudng dd huynh quang trung
vi (MFI) ctia céc té bao BHK21 dugc chuyén nhiém APN (APN) va céc té bao BHK21
me khong chuyén nhiém (me).

Fig. 5: Phén tich sy lién két va kha nang nhap bao qua trung gian APN ctia cic
thé dung hgp VHH-MG d4 tinh ché. (a) ELISA lién két APN v6i c4c thé dung hop VHH-
MG d tinh ché. D3y pha lodng ba 14n cia cac VHH-MG da tinh ché dugc i trén dia vi
phiém dugc phu APN va dige do bang khang thé khang IgG chudt duge lién hop véi
peroxidaza cai ngua. Su lién két cia VHH-MG vé6i khang nguyén da bat déng duge mo
t4 bing céc gi tri OD (492 nm). IMMO13 12 dbi chtng duong va GBP-MG 1a déi chiing
am. Ngudng nén duoc xac dinh 13 hai 1an gia trj OD (492 nm) ctia dbi chung am. (b) Su
lién két ctia cac thé dung qu VHH-MG vé6i céc té bao biéu hién APN duoc xac dinh
bang phuong phap do té bao theo dong. D) thi thé hién s6 luong té bao duwong tinh APN
ma lién két véi VHH-MG 6 ndng d6 da chi ra (ug/ml).

Fig. 6: Viéc gay mién dich biang dudng miéng cho lon con bang VHH-MG giy
ra cac dap Gmg khang thé & rudt non va hé tun hoan. (a) thiét ké thir nghiém gy mién
dich bing duong miéng. (b) cac dap tng IgA va IgG huyét thanh dic hidu IgG2a chudt
nhit khi gay mién dich bang dudng miéng cho lon con (n=4/nhém) bang 1 mg VHH-
MG 2L65 va 3194 va lugng déng mol IgG2a chudt nhét khong lién quan. dppi: sd ngay
sau khi gdy mién dich 14n ddu; OD: mat d6 quang. SO lidu dugc thé hién bang gia tri
trung binh + sd. *, p<0,05 d6i v6i IgG2a (Friedman). (c) lugng té bao tiét IgG va IgA
diic hiéu IgG2a chudt nhét tudn hoan & cac thdi didm chi dinh. ASC: t& bao tiét khang
thd. **, p<0,01 dén ngay 0; A, p<0,05 ddi véi IgG2a (Friedman). (d) lugng té bao tiét
IgG va IgA dac hiéu IgG2a chu6t nhét trong rudt non & d28 sau khi gy mién dich lan
d4u. MLN: hach bach huyét mac treo rudt; JLP: 16p dém hdng trang; JPP: méang Peyer
hdng trang; ILP: 16p dém hdi trang; IPP: mang Peyer hdi trang. *, p<0,05 (Holm-Sidak).
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Fig. 7: Su biéu hién ciia cac bién thé khac nhau cia céac thé dung hop VHH-MG
dac hiéu APN & Pichia pastoris. Méi truong nudi cdy cac thé bién nap nAm men (4 khuin
lac cho mdi c4u triic) duoc sang loc bang cach nhudm Coomassie va phan tich thdm tach
western dé phét hién dong biéu hién cao nhét. O ddy, chi mot dong biéu hién cao cho
mdi cAu tric dugce thé hién va ching duoc nhém lai theo mic d6 twong tw ctia CDR3
ctia chung; cac s& nim gitra cac dudng chdm chim thé hién ho cta ching. Su biéu hién
protein dugc cam ung trong'48 h v4i 1% metanol. Cac moi truémg nudi cdy duogc thu
hoach va dich nbi dugc phan tich bing SDS-PAGE (Top) va thdm tich western
(Bottom). ‘D tinh khiét V2-MG’ dugc st dung lam ddi ching nap va 500 ng cic mau
dugc nap dé nhudm Coomassie va 200 ng dé thAm tach western.

Flg 8: Cac trinh tL_I axit amin va axit nucleic dién hinh ctia cac polypeptit theo

Fig. 9: Trinh ty axit amin va axit nucieic ctia cdu tric dung hop IgG2a chudt nhit
VHH-Fc (thé dung hop 2L65-MG). Trinh ty cta 2165 VHH dugc in dam. Trinh tu ban
18 duoc gach chan.

Fig. 10: (a) Trinh ty axit amin cia mdt phan cia IgA lon (AAA65943.1;
U12594.1); (b) doan ban 18-CH2-CH3 cua IgA lon; (¢) Trinh tu axit amin ctia mot phan
ctia IgG3 lon (EU372658.1); (d) doan CH1-ban 18-CH2-CH3 cta IgG3 lon (mién CHI
bét dau & vi trf 5).

Fig. 11: VHH dac hi€u APN dugc ndi bao héa bdi cac té bao BHK-APN.

MO ta chi tiét sang ché '

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tAt ca cac thuat ngit duge st dung déu c6 nghia thong
thuong cua chiing trong linh vuc, ma sé 1a ro rang dbi voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh.

Nhu duoc st dung & day, cac danh tir dang s it “mot” bao gdm ca nghia sb nhiéu,
trir khi ngit canh ¢6 quy dinh khac mot cach 13 rang. Do d6, vi du, viéc dé cap dén “mot
chét phan ung" bao gdm mdt hodc nhidu chét phan ting khac nhau nay va viéc dé cap
dén "phwong phép” bao gdm viéc d& cap dén cac budc va cac phurong phap tuong duong
d3 biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire ndy ma c6 thé dugc cai bién
hoic thay thé cho cac phuong phap dugc md ta & day.

Trir khi duoc chi ra khac di, thudt nglt "it nhét" ding trudc mot day yéu t6 dugc
hiéu 1a d& cép t6i yéu té bit ky trong diy nay. Ngudi c6 kién thtrc trung binh trong linh
vuc nay s€ nhan ra hodc cé thé x4c dinh duoc, bang cach chi st dung thit nghiém thong

8



53688 /83

thuong, nhidu phwong 4n trong dwong véi cic phuong 4n cu thé theo sdng ché da mo ta
& day. Cac phuong 4n tuong duong nay déu du dinh duoc bao gdm béi sdng ché.

Thuét ngir "va/hodc" duoc sir dung & ddy bao gdm nghia "va", "hoic" va "todn
b6 hodc sw két hop khac bat ky ciia cac yéu t6 duoc lién két béi thuat ngit nay". Thuat
ngit "khoang" hodc "x4p xi" nhu duoc st dung & ddy c6 nghia 14 nam trong khoang 20%,
t6t hon 13 nam trong khoang 15%, t6t hon nita néu nam trong khoang 10% va t6t nhét
néu nam trong khoang 5% gi4 tri hoac khoang da cho.

Trong toan bd phin md ta va yéu cau bao ho sau day, trir khi ngit cdnh quy dinh
theo cach khéc, thuat ngft “gdm” va cac thuat ngft bién thé cia né, nhu “ogdm” va “viéc
gbm”, s& duoc hidu 13 bao gdm s nguyén hoic bude hoic nhom sb nguyén hodc budce
duge néu, nhung khong lodi trir s6 nguyén hodc bude hodc nhém s6 nguyén hoic budc
khac bat ky. Khi dwoc st dung & ddy, thudt ngit "gdm” c6 thé dugc thay bang thuat ngit
"chira" hoic "bao gbm" hodc doi khi khi dugc sir dung & ddy vé6i thudt ngit "c6”.

Thuét ngtt “trinh ty” nhu dugc st dung & day (vi du trong céac thudt nglt nhu
"trinh tu globulin mién dich", “trinh tw khang th&", "trinh tw mién bién ddi", "trinh tu
VHH" hodc "trinh tu protein"), n6i chung nén duoc hiéu 14 bao gdm ca trinh tr axit amin
lién quan cling nhu cac axit nucleic hodc cac trinh ty nucleotit ma hoéa ching, trir khi
ngtt canh doi hoi cach hiéu han ché hon. Trinh tu axit nucleic hodc axit amin duge xem
13 "(&) (dang) (gin nhu) ducc phan 14p" - vi du, so v6i méi trudng phan tmg hodc moi
truong nudi cly ma né thu dugce tir d6 - khi n6 duoc tach ra khoi ft nhit mot thanh phan
khéac ma thuong két hop v6i né trong ngudn hodc madi trudng nay, nhu axit nucleic hodc
axit amin khéc, protein/polypeptit khac, thanh ph?m sinh hoc hodc dai phan tr khac hodc
it nhit mot chét gdy nhifm; tap chét hodc cac thanh phan cé lugng nhé.

Véi muc dich so sanh hai hodc nhiéu trinh ti nucleotit, ty 18 phan trim "ddng
nhét trinh tu" gifta trinh ty nucleotit tht nhét va trinh ty nucleotit thir hai ¢6 thé duoc
tinh bing cach chia [sb nucleotit trong trinh tw nucleotit thir nhét ma ddng nhat véi cac
nucleotit & cac vi tri twong tng trong trinh ty nucleotit tht hai] cho [tdng sb nucleotit
trong trinh tw nucleotit thit nhat] va nhan véi [100%], trong d6 mdi dot bién mat doan,
gén xen, thé hoic bd sung ctia nucleotit trong trinh ty nucleotit thtr hai - so v6i trinh tu
nucleotit tht nhét - dugc xem 13 khéac biét & mot (vi tri) nucleotit. Theo cach khac, murc

d6 ddng nhét trinh tu gitta Lai hodc nhidu trinh tu nucleotit c6 thé duoc tinh bang cach
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str dung thuét todn méy tinh d biét dé sip xép thing hang trinh tw nhu NCBI Blast v2.0,
sir dung céc thiét 1ap chudn.

Véi muc dich so sanh hai hodc nhiéu trinh ty axit amin, ty 16 phan trim "ddng
nhét trinh tu" gitta trinh tir axit amin thﬁ: nhét va trinh tw axit amin tha hai (con duge goi
& day 1a "ty 18 ddng nhét axit amin") c6 thé duoc tinh bang cach chia [s6 lugng gbe axit
amin trong trinh tw axit amin tht nhit ma ddng nhét véi cac gbe axit amin & céc vi tri
trong Ung trong trinh tu axit amin th hai] cho [tdng s& gbc axit amin trong trinh ti axit
amin thir nhét] va nhan véi [100%], trong d6 mdi dot bién mat doan, gin xen, thé hodc
bd sung cua gde axit amin trong trinh tur axit amin thi hai - so vé6i trinh tu axit amin thi
nhét - dugce xem 12 khac biét & mot (vi tri) géc axit amin, nghia 13, 1a "khé4c biét axit
amin" nhu duoc x4c dinh & day. Theo cach khac, muc do ddng nhét trinh tu gitra hai
trinh tyr axit amin c6 thé duge tinh bang cach sir dung thuét toAn may tinh da biét, nhu
céc thuat toan dugc dé cap trén day dé x4c dinh muc d6 ddng nhét trinh tu cho trinh tu
nucleotit, lai sir dung cac thiét lap chuén.

Ngoai ra, dé xac dinh mac do d@)ng nhét trinh tu gitta hai trinh tu axit amin, nguoi
¢6 hidu biét trung binh c6 thé xem xét céi goi 12 cac dot bién thé axit amin "bao tdn", ma
thuong c6 thé duge mé ta 1a cac dot bién thé axit amin trong d6 gbc axit amin dugc thay
thé bang gdc axit amin khac c6 cau tric hda hoc trong tw va c6 rét it hodc gan nhu khong
c¢6 anh hudng dén chic nang, hoat dong hoic cac dic diém sinh hoc khac ctia polypeptit
nay. Céac dot bién thé bao ton nay tdt hon 1a cac dot bién thé ma trong d6 mot axit amin
trong céc nhém (a) - () sau ddy duogc thé bing gdc axit amin khéc nim trong cing
nhém: (a) gbc nhé béo, khé'r.lg 'phﬁn cuc hodc phan cuc nhe: Ala,:'Ser, Thr, Pro va Gly;
(b) gbc phan cuc, tich dién 4m va cac amit (khong tich dién) ctia ching: Asp, Asn, Glu
va Gln; (¢) gbc phan cuyc, tich dién dwong: His, Arg va Lys; (d) gbc 16n béo, khong phan
cuc: Met, Leu, lle, Val va Cys; va (e) cac gbc thom: Phe, Tyr va vTrp. Céc dot bién thé
bao tén duge dic biét vu ﬁén 1a nhu sau: Ala thanh Gly hodac thanh Ser; Arg thanh Lys;
Asn thanh Gln hodc thanh His; Asp thanh Glu; Cys thanh Ser; Gln thanh Asn; Glu thanh
Asp; Gly thanh Ala hodc thanh Pro; His thanh Asn hodc thanh Gln; Ile thanh Leu hodc
thanh Val; Leu thanh Ile hodc thanh Val; Lys thanh Arg, thanh Gln hodc thanh Glu; Met
thanh Leu, thanh Tyr hodc thanh Ile; Phe thanh Met, thanh Leu hodc thanh Tyr; Ser
thanh Thr; Thr thanh Ser; Trp thanh Tyr; Tyr thanh Trp; va/hodc Phe thanh Val, thanh

Ile hodc thanh Leu.
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CAc dot bién thé axit amin bat ky duge 4p dung cho céc polypeptit dugc mb ta &
day ciling c6 thé dya trén phén tich vé tin sb ciia cac bién thé axit amin giita c4c protein
tuong ddng cua cac loai khac nhau.

Trlr khi ¢6 quy dink khéc, thuat ngit "globulin mién dich" va "trinh ty globulin
mién dich" dugc sir dung nhu thuét ngit chung dé bao gém ca khang thé c6 kich thudc
day du. "Mién bién dbi don cua globulin mién dich" ho#c "ISVD" 1a doan khang thé
chira mién khang thé bién ddi don. Tuong tw khang thé nguyén ven, né co thé lién két
chon loc véi khang nguyén déc hi¢u. Voi khéi luong phén ti chi 12-18 kDa, ISVD nho
hon nhiéu so vé6i céc khang thé théng thuong (150-160 kDa) ma bao gdm hai chudi
protein ning va hai chudi protein nhe, va tham chi nhe hon cac doan Fab (~50 kDa, mot
chudi nhe va nira chudi ning) va céc doan bién dbi chudi don (~25 kDa, hai mién bién
d61, mot tir chudi ning va mAt tir chudi nhe). N6i chung, ISVD s& ¢6 trinh tu axit amin
chira 4 ving khung (FR1 dén FR4) va 3 ving quyét dinh bd sung (CDR1 dén CDR3),
t6t hon 14 theo cong thiic sau ddy: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3- FR4. Vi tri lién
két khang nguyén ctia ISVD dugc tao béi khéng nhiéu hon ba CDR. Thuat ngit "ISVD",
nhu duge st dung & ddy, tao gdm céc mién bién ddi ctia khang thé chudi nang camelid
(VHH), con duge goi 1a Nanobodies®, cac khang thé mién (dAb), va ISVD thu dugc tix
c4 map (cdc mién IgNAR).

Céc trinh tu khung dugc uu tién hon duoc tém tit, vi du, trong Fig. 8 va c6 thé
duogc st dung trong ISVD theo sang ché. Tét hon 13, cac CDR dwgc md ta trong Bang 2
duoc bit cip v6i cac ving khung twong tmg ciia cling ciu trac ISVD.

Thuat ngit "mién bién déi don cua globulin mién dich" dugc st dung thay thé vai
"mién bién d6i don". Nhu vdy, mién bién dbi don c6 thé 1a trinh tw mién bién déi chudi
nhe (vi du, trinh ty VL) hoéc doan thich hop cua n6; hodc trinh tu mién bién ddi chudi
nang (vi du, trinh ty VH hodc trinh ty VHH) hodc doan thich hop ctia no; véi diéu kién
12 né c6 kha nang tao ra don vi lién Kkét khang nguyén don (nghia la, don vi lién két
khang nguyén chirc ning ma chu yéu chira mién bién d6i don, sao cho mién lién két
khang nguyén don nay khong cin tuong tac véi mién bién ddi khic dé tao ra don vi lién
két khang nguyén chirc ning). Trong mdt phurong 4n, mién bién dbi don cta globulin
mién dich 1a trinh ty VHH.

Phan tr lién két APN theo sang ché c6 thé 1a globulin mién dich, nhu mién bién
d6i don ctia globulin mién dich, thu dugc theo cach thich hop bt ky va tir nguén thich
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hop bét ky, va c6 thé, vi du, 14 cac trinh tw VHH xuét hién tu nhién (nghia 1a, tir loai
thich hop cua Camelid) hodc céc trinh tu axit amin tong hop hodc ban tdng hop, bao
gbm nhung khong giéi han & cac trinh ty VHH “dugc 1am twong thich v6i ngudi”, céc
trinh tu globulin mién dich “dwgc lam twong thich véi camelid” (va cu thé 1a trinh tu
mién bién ddi chudi nang dugc 1am tuong thich v6i camelid), cling nhu Nanobodies®
da thu dugc bang cac k¥ thuat nhu thanh thuc 41 luc (vi du, bit dau tir cac trinh tu
globulin mién dich tng hep, ngiu nhién hoic xut hién tr nhién), ghép CD, cac doan
nguy trang, két hop thu duoc tir cac trinh tu globulin mién dich khac nhau, 1dp rép PCR
st dung céc doan mdi chdng 1én nhau, va cac k§ thuét twong tu dé thao tac di truyén cac
trinh ty globulin mién dich da dugc bibt rd v6i ngudi c6 hidu biét trung binh; hodc su
két hop thich hop bat ky ctia bt ky trong céc k¥ thuat trén day.

Cu thé hon, sdng ché d& xudt cc polypeptit, cu thé 13 lién két dic hiéu v6i APN,
chira it nhat mot mién bién dbi don cua globulin mién dich ma 14 trinh tu axit amin cé
chu trac (chung) FR1 — CDRI - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4 trong d6 FR1 dén
FR4 lan luot dé cap dén vung khung 1 dén 4, va trong d6 CDR1 dén CDR3 14n luot dé
cap dén ving quyét dinh bd sung 1 dén 3. Trong mot phuong 4n theo sang ché, ISVD
nay c6 ty 1& ddng nhat axit amin it nhét 1a 80%, t&t hon néu it nhit 13 85%, t6t hon nira
néu it nhét 12 90%, con tdt hon nita néu it nhét 12 92% véi it nhit mot trong s6 cac trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 6-8 (xem Fig. 8 — CDR duoc gach chan), cu thé 13 vai
SEQ ID NO: 6.

Nhu duoc str dung & ddy "dugc thé hién bang" trong ngit canh ciia SEQ ID NO
bét ky 1a twong duong véi "chtra hodc bao gdm" SEQ ID NO nay va tét hon néu tuong
dwong véi "bao gdm" SEQ ID NO nay. "Ho VHH" hodc "ho" nhu duge sit dung trong
phén md ta nay d& cap dén nhom céc trinh tw VHH ma c6 do dai gidng nhau (nghia 13,
ching c6 cing sb luong axit amin trong trinh tu cia ching) va trinh tu axit amin cta
nhém nay co ty 1€ déng nhét trinh tw 12 80% hodc cao hon (vi du, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98% hodc cao hon).

Trong mot phuong é&n, trinh tu tuong duong & cap dén dot bién thé axit amin ma
t6t hon néu 1a dot bién thé axit amin bao tén (nhu duge xac dinh'& day); va/hodc trinh
tu axit amin nay t5t hon néu chi chira cac dot bién thé axit amin, 'va khong c6 dot bién
mét doan hodc gén Xen ax’t amin, so véi (céc) trinh ty axit amin dugc xac dinh & day;

va/hodc trinh tuy axit amin ma c¢6 3, 2 hodc chi 1 "khac biét axit amin" (nhu dugc xac
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dinh & ddy) vi mot trong (céc) trinh ty axit amin dugc xac dinh & day. Cu thé hon 13,
trinh tu twong duong c6 dot bién thé axit amin t&t hon néu 14 dot bién thé axit amin bao
tdn (nhu dugc xdc dinh & dy); va/hodc trinh ty axit amin ndy tot hon néu chi chira dot
bién thé axit amin, va khong c6 dot bién mat doan hoic gén xen axit amin, so v6i (cac)
trinh ty axit amin dugc xac dinh & day.

Thuét ngit "epitop" va “quyét dinh khang nguyén”, ma c6 thé dugc sir dung thay
thé nhau, d& cap dén mot phan cia dai phén tir, nhu polypeptit hodc protein ma dugc
nhan biét boi phén ti lién két khang nguyén, nhu cac globulin midn dich, cc khang thé
théng thuong, mién bién dbi don cua globulin mién dich va/hodc cac polypeptit theo
sang ché, va cu thé hon 13 boi vi trf lién két khang nguyén cia cAc phén tir ndy. Epitop
xé4c dinh vi trf lién két ti thidu cho globulin mién dich, va do d6 thé hién dich cta tinh
d3c hiéu cia globulin min dich. Trinh ti axit amin (nhu mién bién d6i don cta globulin
mién dich, khang thé, polypeptit theo sang ché, hoic n6i chung 1a polypeptit hodc protein
lién két khang nguyén hodc mot doan cia chiing) ma c6 thé "lién két voi" hodc "lién két
ddc hi€u véi", ma "c6 ai lyc vai" va/hodc "co tinh dédc hi€u v6i" epitop, khang nguyén
hodc protein nhét dinh (hodc dbi vé6i it nhat mot phﬁn, doan hodc epitop cta nd) dugc
cho 1a "khang" hodc "dugc dinh huéng khang" epitop, khang nguyén hodc protein nay
hoic 12 phén ttr “lién két” dé1 v6i epitop, khang nguyén hoic protein ndy, hodc dugc cho
la "khang"-epitop, "khang"-khang nguyén hoac "khang"- protein (vi dy, "khang"-APN).

Ailuc 1a cuong do hodc do 6n dinh cua tuong tac phén tﬂ: Ai luc thuong dugc
dwa ra dudi dang Kp, hodc hing s6 phan ly, ma c6 don vi 1a mol/lif (hodc M). Ai luc nay
cling co thé duoc thé hién Bé‘mg h?mg s6 lién két, Ka, b?mg 1/Kp va c6 don vi la (mol/lit)
! (hoac M™1). Kp dbi véi cac tuong tac sinh hoc ma duoc xem 1a c6 y nghia (vi du, dic
hiéu) thuong ndm trong khoang 10"2M (0,001 nM) dén 10°M (10000 nM). Tuong téc
cang manh, Kp cang thip.

Ai Iyc cta twong tac phén tir gitra hai phéan tir ¢6 thé duge do bang nhiéu k§ thuat
khéc nhau da biét trong linh vuc nay, nhu k¥ thuit cam bién sinh hoc cdng hudng
plasmon bé mit (SPR) d4 dugc biét 15 (xem, vi du Ober et al.[12]) trong d6 mét phén
t dugce bt dong trén chip cam bién sinh hoc va phan tir con lai duge cho qua phén tir
da bat dong trong cac didu kién chay tao ra cac gid tri do kon, kof? va nho d6, cic gid tri
KD (hodc KA). Quy trinh nay c6 thé, vi dy, duge thuc hién bang cich st dung thiét bi
BIACORE® d3 duoc biét rd (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden). Thir nghiém
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loai trir ddng hoc (KINEXA®) [13] do cac su kién lién két trong dung dich ma khong
d4nh diu cac ddi tac lién két va dwa vao viée loai trir dong hoc su phan ly cua phtc hop.
Phén tich 4i luc trong dung dich ciing ¢6 thé duogc thuc hién bang cach st dung hé théng
thir nghiém mién dich GYROLAB®, cung cp nén tang cho phan tich sinh hoc ty dong
va quay vong mau nhanh [14].

Thuét ngfr “tinh dic hiéu” dé cap dén sb lugng cac loai khang nguyén hoic quyét
dinh khac nguyén khac nhau ma phan tir lién két khang nguyén hodc phén tir protein
lién két khang nguyén cu thé (nhu ISVD hoic polypeptit theo sang ché) c6 thé lién két
vao. Tinh ddc hiéu cia protéin lién két khang nguyén c6 thé duoc xac dinh dua vao ai
lwc va/hodc 4i tinh. Thong thudng, céc protein lién két khang nguyén (nhu ISVD va/hozic
cac polypeptit theo sang ché) s& lién két v6i khang nguyén cua ching véi h_éng s6 phan
ly (Kp) tir 10" dén 102 mol/lit hodc nhé hon, va t6t hon néu tir 107 dén 10712 mol/lit
hodc nho hon. Gia tri Kp bét ky 16n hon 10 mol/lit (hodc gia tri Ka bét ky thdp hon 10°
4 lit/mol) thuong duge xem 1a chi ra sy lién két khong dic hiéu. T6t hon néu, ISVD don
gid mot theo sang ché s& lién két vei khang nguyén mong mudn véi 4i luc khoang hodc
nhé hon 10uM, cu thé 1a khoadng hodc nhé hon 5uM, cu thé hon 14 nho hon 1 uM, nhu
vi du, nhé hon 500 nM, cy thé hon 12 nhé hon 200 nM, cu thé hon 1a nhé hon 10 nM,
nhu nhoé hon 500 pM, nhu vi dy, tir 10 &én 5 pM hodc nhé hon.

Su lién két dic hiéu cta protein lién két khang nguyén, nhu ISVD, véi khéng
nguyén hoic quyét dinh khang nguyen c6 thé dugc xéac dinh theo cach thich hop bat ky
da biét dbi voi ngudi co hiéu biét trung binh, bao gém, vi du, céé thtr nghiém lién két
bdo hoa va/hodc céc thtr nghiém lién két canh tranh, nhu thir nghiém mién dich phéng
xa (RIA), thtr nghiém mién dich enzym (EIA) va thir nghiém canh tranh kiéu banh kep,
va céc bién thé khic nhau cta ching da dugc biét trong linh vuc; éﬁng nhu céc k¥ thuat
khac duoc dé cap ¢ day va t6t hon néu bang k¥ thuat do t€ bao theo dong hoic cong
huéng plasmon bé mit.

Trong mot phwong an, su lién két ctia cac polypeptit véi APN lon (pAPN) duge
xé4c dinh bang ELISA va v6i cac té bao biéu hién pAPN bang phuong phap do té bao
theo dong. Tuy nhién, vi khd nédng lién két voi khang nguyén bat dong co thé khong
twong duong voi kha nang lién két véi mang té bao, dit liéu cua phuong phép do té bao
theo dong 1a dang tin cy nhat. N6 thé hién kha ning lién két voi protein c6 do dai day

da & dang tu nhién ctia n6 dugc bi€u hién trén mang sinh hoc. Ngoai ra, tic gia sang ché

14



53688 15/83

d4 quan sat thdy méi twong quan rd rang v6i kha ning lién két trén mo ruét ma xac nhan
thém dit liéu ctia phwong phép do té bao theo dong.

Trong mot phuong an, sang ché dé xuét polypeptit lién két dac hiéu véi APN va
ngoai ra thé hién sy hép thu dic hidu boi cac té bao qua thu thé APN, cu thé 13 béi céc
té bao biéu hién APN, cu thé hon 12 bai cac té bao rudt. Nhu dugce sit dung & day, “cac
té bao rudt”, hodc t& bao hap thu & rudt (con dugc goi 1a té bao biéu mod nhung mao hép
thu), 1a cac t€ bao biéu mo6 ma 16t bé mit bén trong cua rudt non va rudt gia va c6 kha
ning thuc bao va van chuyén xuyén té bao dé van chuyén cdc mam bénh & rudt hozic
céc dai phan tir qua hang rao biéu mé.

“Aminopeptidaza N (APN)” (con duoc biét 1a CD13, ANPEP, PEPN, alanyl

aminopeptidaza) la glycopraiein mang typ II, thudc ho cua cac metalloproteaza lién két

Théng tin cdu trac thich hop cho APN ¢6 thé dugc tim thiy, vi du, & sb truy cép

UniProt hoidc GenBank nhu dugc md ta trong bang 1 duéi day.

Bang 1
S6 truy cap | Sb truy cap cADN Sinh vat
protein
P15145.4 NM_ 214277 (phién ban: NM_214277.1) | Sus scrofa
P15144 .4 NM 001150 (phién ban: NM 001150.3) | Homo sapiens
P79143.2 NM 001146034 Canis lupus
(phién ban: NM 001146034.1) familiaris
P79171.3 NM_ 001009252 (phién ban: Felis catus
NM 001009252.2)
GDHK01043038.1 Equus caballus
P79098.4 NM 001075144 Bos Taurus
(phién ban: NM 001075144.1)

Nhu dugce st dung ¢ day polypeptit “APN” hodc “CD13” ¢6 nghia la protein
duoc ma hoa boi gen APN dong vt c6 via, bao gébm cac bién thé alen ciing nhu cac doan
hoat dong sinh hoc ctia cking chira cac thay d6i bao tdn hodc khong bao ton cling nhu
c4c protein nhén tao ma gan nhu dong nhét, nghia 13, ddng nhat it nhét 1a 70%, 75%,
80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi bat
ky mot trong s cac polypeptit APN da dé cap trén day. Trong mdt phwong an cu thé
polypeptit APN ddng nhét it nhat 12 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%,
94%., 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% vGi APN lon va lon con (Sus scrofa; sb truy cap
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ADX53333.1). Trong mdt phuong an khéac, cac polypeptit APN nhu dugc xac dinh &
day, khac biét thém & chd ching duoc glycosyl hoa. |

Tuong tu, polynucleotit “APN” hodc “CD13” c¢6 nghia la bao gdm cac bién thé
alen cling nhu cac doan hoat dong sinh hoc cia ching chira céc thay dbi bao tdn hoic
khéng bao ton cling nhu phén tir axit nucleic bat ky ma gin nhu dong nhét, nghia 1a
ddng nhat it nhat 13 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hoic 99% v&i bat ky mot trong sb cac polynucleotit ma hoa APN da
dé cap trén day.

Trong mot phuong 4n cu thé, polynucleotit APN dong nhat it nhat 1a 70%, 75%,
80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi
phén tr axit nucleic ma héa APN lon con (S6 truy cap Genbank HQ824547.1).

Trong mgt phuong 4n, polvneptit theo sang ché lién két dic hidu véi va duge ndi
bao hoa bai APN rudt ctia dong vat ¢ v, cu thé 13 APN lon con, cu thé hon 1 APN
rudt lon con, cu thé hon 1a dugc biéu hién trén cac té bao biéu mé hodc cac té bao rudt
c6 mit trong rudt non, APN nay chira trinh ty axit amin dugc thé hién béng sb truy cap
protein ADX53333.1. Dit liéu duy nhét trong sang ché chtrng minh 1a sau khi phéan phdi
qua miéng, polypeptit ndy khong chi lién két véi APN, ma con dan dén su nhap bao
(van chuyén vao trong té Bao) boi cac té bao rudt va van chuyén tiép qua té bao (vén
chuyén xuyén qua phan bén trong té bao) qua hang rao biéu mo véi su trinh dién thich
hop cho hé mién dich niém mac. '

Céc té bao biéu hién APN c6 thé duoc st dung dé xac dinh su hép thu hodc ndi
bao hoa polypeptit theo sang ché. Thuat ngir “biéu hién” thudng dé cap dén qua trinh
ma nho do cac polynucleotit dugc phién ma thanh mARN va/hoédc qua trinh ma nho do
mARN duoc dich ma tiép thanh cac peptit, cac polypeptit hodc protein. Su biéu hién
APN c¢6 thé duge tao thuan loi hodic ting cudng bang cic phuong phép bao gdm budc
dwa axit nucleic ngoai sinh vao trong té bao. Té bao nay c6 thé chira polynucleotit hoic
vecto theo cach ma cho phép su bidu hién ctia polypeptit APN da duge ma hoa. Cac
polynucleotit ma héa APN nhu dugc dé xuét & day c6 thé dugc dwa vao té bao chii nhu
mot phan cia plasmit vong, hodc duéi dang ADN mach thing chira ving ma hoa protein
da phén 14ap, hodc trong Ve;tO’ virut. Cac phuong phap dé dua axit nucleic ngoai sinh vao
t& bao chi d3 dwoc biét rd va duoc thue hanh thong thudng trong linh vic bao gdm bién

nap, chuyén nhiém, xung dién, tiém vao nhén, hodc dung hop véi chat mang nhu
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liposom, mixen, t& bao ma, va thé nguyén sinh. C4c hé t& bao chu theo séng ché bao
gbm hé té bao thuc vat, t& bao dong vat khong cé xwong sdng va té bao dong vat co
xuong sdng.

Céc té bao dugc sir dung d& nghién ctru su ndi bao hoa 14 cac té bao so cap duge
phén 14p tir md biéu md rudt non, nhw vi du cac ché phim té bao rudt; hodc cac té bao
lién tuc bao gdm cac dong té bao tai td hop biéu hién APN, cu thé thé 1a t& bao biéu mo
rudt lon (IPEC-J2, IPEC-1, IPI-21), t& bao than chudt hang con (BHK) ( vi du, c4c té bao
BHK?21), hodc “rudt nhé” thu dwoc tir ISC trudng thanh (md hiﬁh rudt (enteroid)/mod
hinh té bao (organoid)) hoic tir cac té bao gdc da ning duge cam tmg (iPSC)(mo hinh
té bao). Cac té bao khéc nita c6 thé bao gdm, nhung khéng gi6i han &, cac té bao sau

n trung, té bao than lon (PK), té bao vo than lgn (SK-RST), té bao than

o>

day: t€ bao c

b
meéo (FK), t

>
on

30 bao thai nguyén ven cua felis catus (Fewf-4), t& bao tinh hoan lon (ST),
té bao than khi xanh chau Phi (c4c t& bao MA-104, MARC-145, VERO, va COS), té
bao budng trimg chudt hang Trung Québc (CHO), té bao 293 ngudi, va nguyén bao soi
3T3 murine, té bdo biéu md caxinom dai trang ngudi (CaCo2), nguyén bao lympho
nguoi (Kasumi-3), nguyén bao ty nguoi (Kasumi-4), nguyén bao tiy nguoi (Kasumi-
6), dong té bao bach cau ai kiém nguodi (KU812), nguyén bio lympho B ngudi (SUP-
B15), té bao vo than bidu mo ngudi (WT 9-7, WT 9-12). Céc hé nudi cay té bao chi con
tring ciing c6 thé dugc st dung dé bidu hién cac polypeptit theo sang ché.

Trong ngft canh ndy, viéc lwa chon vecto biéu hién thich ‘hqp dé bidu hién céc
polypeptit theo sang ché tit nhién s& phu thudc vao té bao chu cu thé s& dugc su dung,
va nidm trong k¥ ning cia ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Vi du vé cac
vecto biéu hién thich hop bao gdm pSport va pcDNA3 (Invitrogen), pCMV-Script
(Stratagene), va pSVL (Pharmacia Biotech). Cac vecto biéu hién dé st dung trong té
bao chi dong vat ¢6 va co thé bao gém céc trinh tu ddi chiing phién ma va dich ma thu
dugc tir cac bo gen virut. Céc trinh ty khéi dong duge st dung phd bién va cac trinh tu
bién dbi ma c6 thé duge sir dung trong sang ché bao gom, nhung khong bi gidi han &,
cac trinh ty thu duogc tu cyf[omegalovirut ngudi (CMV), virut Rous sarcoma (RSV),
Adenovirus 2, virut Polyoma, va virut Simian 40 (SV40).

Phuong 4n thay thé 13, su hdp thu hozic ndi bao héa cac polypeptit c6 thé duoc

xac dinh béng cach st dung mo rudt lgn trong thir nghiém vong noi rudt, nhu dugec md
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ta trong céac vi du nay. Dit liéu nay chiing minh sy vén chuyén hitu hiéu cia VHH gén
dich APN qua biéu md rudt non.

Vi céc trinh tu APN da dugc biét 1a ton tai trong cac té bao tir nhiéu loai khac
nhau, gen ndi sinh c6 thé dugc bién dbi dé cho phép, hoidc ting cudng, su biéu hién cua
polypeptit APN. Cac té bao c6 thé duoc bién dbi (vi du, bing céch tai tb hop tuwong
ddng) dé cung cép su bidu hién dugc ting cudng biang cach thay thé, toan bd hodc mot
phé“m, trinh tu khéi dong APN xudt hién tu nhién béng tat c& hodc mot phén cua trinh tu
khoi dong khac loai, nhdr d6 céc té bao nay bidu hién polypeptit APN & cic mirc cao
hon. Trinh ty khéi dong khac loai dugc gén xen theo céch sao cho né duoc lién két didu
khién dugc v6i cac trinh ty m3 héa APN ndi sinh. Cﬁng duoc a8 xuét 13, ngoai ADN
trinh ti khoi dong khac loai, ADN danh ddu c6 thé khuéch dai duge (vi du, ada, dhft,
va gen cad da chlirc nidng, ma mi hda carbamyl phosphat synthaza, aspartat
transcarbamylaza, va dihydroorotaza) va’/hodc ADN intron c6 thé duoc gin xen cing
v&i ADN trinh ty khéi dong khéc loai. Néu duoc lién két v6i trinh tu ma héa APN, su
khuéch dai ctia ADN danh d4u bing cac phuong phap chon loc chudn din dén sy khuéch
dai ddng thoi cac trinh ty ma héa APN trong céc té bao nay.

Theo cach khac, sy bidu hién APN ciing c¢6 thé dugc cam mg bing cach xir 1y
v6i céc hop chét da biét 1a gdy ra sy biéu hién cia APN trong té bao, nhu vi du xt Iy
v6i yéu td sinh trudng nguyeén bao soi co ban (bFGF) [15], hodc v6i bestatin [16].

Trong mot phuong 4n, ISVD hoic polypeptit theo sang ché, duoc cho 1a "phan
g chéo" vdi hai khang nguyén hodc quyét dinh khang nguyén khac nhau (nhu vi du,
APN tur céc loai ddng vét ¢ vi khéc nhau, nhu vi du, APN ngu(‘ﬁ, APN lon con, APN
ch6, APN méo, APN ngwa, APN bod, APN chudt cong, APN chudt nhat, va/hoic APN
khi rhesus) néu né dic hiéu véi (nhu duge x4c dinh & ddy) cac khang nguyén hodc quyét
dinh khang nguyén khac nhau nay. S& biét 15 1a ISVD hodc polypeptit ¢6 thé dwoc xem
14 phan Gmg chéo mic du ai Iuc lién két ddi v6i hai khang nguyén khac nhau nay c6 thé
khéac nhau, nhu theo hé s, 2, 5, 10, 50, 100 hodc tham chi cao hon, mién 12 n6 dic hiéu
véi (nhu duge xac dinh & day) cac khang nguyén hodc quyét dinh khang nguyén khéc
nhau nay.

Trong mot phuong 4n khac, sang ché d& cap dén polypeptit trong d6 polypeptit
nay canh tranh véi polypepiit nhu duge mo ta ¢ day, nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO:

6, 7 hoac 8, vi du nhu dugc xac dinh boi thir nghiém lién két canh tranh nhu phuong
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phéap do t€ bao theo dong, cong hudng plasmon bé& mit hoic ELISA canh tranh, cu thé
12 boi ELISA canh tranh.

Séng ché con dé cap dén phuong phép xéc dinh céc chét canh tranh, nhu, vi du,
cac polypeptit hodc cac phén tir nho, canh tranh véi polypeptit nhu duge mo ta & day,
nhu dugc thé hién boi bat ki mot trong s SEQ ID NO: 6, 7 hoic 8, trong d6 polypeptit
nhu duge md ta & day canh tranh v6i hodc phong bé chéo chét canh tranh niy, nhu
polypeptit, d& lién két v6i APN, nhu, vi du APN lon, trong d6 kha ning lién két véi
APN cta chét canh tranh bi gidm it nhat 1a 5%, nhu 10%, 20%, 30%, 40%, 50% ho#c
tham chi nhidu hon, nhu 80%, 90% hodc tham chi 100% (nghia la, gén nhu khong thé
phét hién dugc trong thir nghiém dwoc dua ra) khi c6 mit polypentit theo sang ché, so
v6i kha nang lién két véi APN cua chét canh tranh nay khi khong c6 mit polypeptit theo

r 2

sang che. Cu the 13, sy giam it nhét 12 80%, va tdt hon néu it nhat 1a 90%, nhu duoc do

9 AL 1)

-('D>
>

béng bAt ky mot trong sb cac thu nghiém dugc dé xuat & day, chi ra sy lién két canh
tranh. Su canh tranh va phong bé chéo c6 thé duoc x4c dinh bang phuong phap bét ky
da biét trong linh vuc nay, nhu, vi dy, thir nghiém lién két canh tranh nhu phuong phép
do té bao theo dong, cong hudng plasmon bé mit, phép do giao thoa 16p sinh hoc hoic
ELISA canh tranh. Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén polypeptit theo sang ché,
trong d6 polypeptit nay phong bé chéo su lién két véi APN cua it nhat mot trong cac
polypeptit dugc thé hién béi SEQ ID No: 6, 7 hoic 8.

Céc didu kién thir nghiém duogc 4p dung nhu thudng duge biét bdi nguoi ¢ hiéu
biét trung binh va/hodc nhu duge cung cip & day.

Thuét nglt “phong bé (chéo)”, “lién két canh tranh” va “canh tranh” dugc st dung
thay thé 14n nhau & ddy dé chi kha ning ctia globulin mién dich, khang thé, ISVD,
polypeptit hodc chét lién két khac trong viéc can tré su lién két clia cac globulin mién
dich, khang thé, ISVD, c4c polypeptit hodc chét lién két khic v6i dich da cho. Phuong
phap xac dinh globulin mien dich, khang thé, mién bién ddi don cta globulin mién dich,
polypeptit hodc chét lién két khac ma duoc dinh huéng khang dich c¢6 phong bé (chéo),
lién két canh tranh hodc 14 canh tranh nhu duge x4c dinh & day hay khong duge mo ta
vi dy, trong Xiao-Chi Jia et al. [17] hodc Miller et al. [18] (duoc dua vao day bang céch
vién dan).

Sang ché d3 x4c dinh duogc ho cac VHH c6 kha ning lién két voi APN, gay ra su

van chuyén qua biéu md rudt va gy ra dap tmg mién dich. Ho cta cac khang thé mién
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don nay duoc dic trung bdi cac ving quyét dinh bd sung sau day (14n luot 1a CDR1 dén
CDR3), duogc dua ra trong Bang 2.

Céc VHH c6 tj 16 ddng nhét trinh tw cao nhw vy, dic biét [ trong CDR3 (ty 16
ddng nhét 80% hodc cao hon), nhan biét ciing mét epitop va duge mong dgi 1a ¢6 cing

cac dic diém chuc nang.

Béng 2. »
SEQ SEQ SEQ
Dong | CDR1 ID NO | CDR2 ID NO | CDR3 ID NO
AA .
2165 | GRTISNHAMG |1 AISWTGLTTN |3 RQSGYVSKFVDDYGY |4
312 |GRTISNHAMG |1 AISWTGLTTN |3 RQSGYVSKFVDDYGY |4
3173 | GRTFSSNAMG |2 AISWTGLTTN]|3 RQSGYASKFLDEYGY |5

n AA1 on

Trong mot phwong an, sang ché d€ xuat polypeptit chira mién bién doi don cu

£

globulin mién dich (ISVD) lién két v6i aminopeptidaza N cuia rudt, trong d6 ISVD nay
chtra 3 ving quyét dinh bd sung (14n lugt 13 CDR1 dén CDR3), trong dé

) CDRI bao gdm trinh tu axit amin duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 1, hoic

trinh tu 6 ty 18 ddng nhat it nhét 14 70% véi no;

(i) CDR2 bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién b(’)i;SEQ ID NO: 3, hodc

trinh tw ¢6 ty 1& ddna nhét it nhét 1a 80% véi no;

(iii) CDR3 bao gdm trinh tu axit amin dugc thé hién bai SEQ ID NO: 4, hoic

trinh tw c6 7 1¢ ddng nhét it nhét 12 80% véins.

Trong mot phwong 4n khac, sang ché d& xudt polypeptit chira mién bién ddi don
ctia globulin mién dich (ISVD) lién két v6i aminopeptidaza N ctia rudt, trong d6 ISVD
nay chtra 3 ving quyét dinh bd sung (1an luot 1a CDR1 dén CDR3), trong d6
(i) CDR1 dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 1, va céc trinh tur axit amin ¢6 1, 2
hodc 3 khéc biét axit amin v6i SEQ ID NO: 1;

(i) CDR2 dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 3, va céc *rinh ty axit amin ¢6 1,
2, hoac 3 khac biét axit amin véi SEQ ID NO: 3; va

(iii) CDR3 duogc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 4, va céc trinh ty axit amin ¢6 1,
2 hodc 3 khac biét axit amin véi SEQ ID NO: 4. ’

Trong mot phuong 4n, céc axit amin bién d6i ndm & (cac) vi tri 4, 6 va/hodc 7
cla trinh ty axit amin dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1; va/hodc & (cac) vi tri 6, 10
va/hodc 12 cta trinh ty axit amin duge thé hién boi SEQ ID NO: 4.

20



53688 21/83

Cu thé, sang ché dé cap dén ISVD nhu duge mo ta & day, trong d6 ISVD nay lién
két dic hidu véi APN va chi yéu chira 4 ving khung (I3n luot tir FR1 dén FR4) va 3
ving quyét dinh bd sung (144 luot 1a CDR1 dén CDR3), trong d6 -

(i) CDR1 duoc chon tir nhém bao gdm:

-SEQID NO: 1;va

- trinh tu axit amin ¢6 1, 2 hodc 3 khac biét axit amin véi SEQ ID'NO: 1, trong d6 & vi
tri 4 I dugc thay thé béng F, va/hoac trong d6 & vi tri 6 N dugc thay thé béng S, va/hoac
trong d6 & vi tri 7 H dugc thay thé bang N;

(ii) CDR2 bao gébm SEQ ID NO: 3; va

(iii) CDR3 dugc chon tir nhém bao gom:

- SEQ ID NO: 4; va

- trinh tir axit amin ¢6 1, 2 hodc 3 khac biét axit amin véi SEQ ID NO: 4, trong d6 ¢ vi
tri 6 V duoc thay thé bing A, va/hoidc trong d6 & vi tri 10 V duge thay thé bang L,
va/hodc trong d6 & vi tri 12 D dugc thay thé béng E. .

Cu thé, sang ché dé xuét polypeptit chira mién bién ddi don cta globulin mién
dich (ISVD), trong d6 ISVD nay chira 3 ving quyét dinh bd sung (1an luot 13 CDR1 dén
CDR3), trong d6

(i) CDR1 bao gom SEQ ID NO: 1 hoic 2;

(ii) CDR2 bao gdm SEQ ID NO: 3; va

(iii) CDR3 bao gébm SEQ ID NO: 4 hoic 5.

Cu thé hon 13, sang ché d& xuét polypeptit chira mién bién ddi don ctia globulin
mién dich (ISVD), trong d6 ISVD nay chira két hop CDR1, CDR2 va CDR3 duoc chon
tur:

- CDR1 1a SEQ ID NO: 1, CDR2 1a SEQ ID NO: 3, va CDR3 la SEQ ID NO: 4; hodc
- CDR1 1a SEQ ID NO: 2, CDR2 1a SEQ ID NO: 3, va CDR3 1a SEQ ID NO: 5.

Trong mot phwong 4n khac, sang ché d& xuit polypeptit chira it nhét mot mién
bién ddi don cta globulin mién dich (ISVD), polypeptit niy bao gdm hoic chira trinh tur
ctia SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, hoic trinh tu c6 ty 1& dong nhét it
nhAt 1a 80% véi ching, cu thé 12 ty 16 ddng nhét it nhét 1a 85%, cu thé hon 13, ty 1 dong
nhAt it nhét 12 90%, con cu thé hon 13, ty 1& ddng nhét it nhét 12 92%. Trong mot phuong
an cu thé, su bién ddi trinﬂ tu trong CDR dugc gidi han vao (céc) vi tri 4, 6 va/hoac 7

cua trinh ty axit amin dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1; va/hodc & (cac) vi tri 6, 10
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va/hodc 12 cia trinh ty axit amin dwgc thé hién bdi SEQ ID NO: 4. Trong mdt phuong
an khac, khong c6 su bién dbi trinh ty trong CDR nhu dugc dic trung 1an luot boi cac
SEQ ID NO: 1-5, vA chi trinh tu ctia FR ¢6 thé khac. Cu thé hon, sang ché dé xuat
polypeptit chira SEQ ID NO: 6, hoic polypeptit c6 ty 1& ddng nhét trinh tu it nhat 13
80%, cu thé hon it nhat 1a 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%, véi SEQ ID NO: 6 va trong d6 CDR1 chtra SEQ ID
NO: 1 hodc 2; CDR2 chita SEQ ID NO: 3; va/hoac CDR3 chita SEQ ID NO: 4 hoic 5.

Trong mot phuong an khac, sang ché dé xuét polypeptit chira it nhat mot mién
bién dbi don ciia globulin mién dich (ISVD), polypeptit ndy dwgc ma hoa béi trinh tu
axit nucleic cua SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, hodc trinh ty c6 ty
1&6 ddng nhét it nhit 1a 70% vai ching, cu thé 13, ty 18 dong nhét it nhit 1a 80%, cu thé
hon 13, ty 18 ddng nhit it nhit 13 85%. Trong mdt phwong 4n cu thé, bién dbi trinh tu
trong CDR dugc gidgi han & (cac) vi tri 4, 6 va/hodc 7 cua trinh ty axit amin duge ma
héa duge thé hién boi SEQ ID NO: 1; va/hodc & (cac) vi tri 6, 10 va/hodc 12 cda trinh
tur axit amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 4. Trong mdt phwong an khac, khdng cé sur
bién dbi trinh ty trong CDR ma héa c4c axit amin nhu duoc dic trung 1an luot boi cac
SEQ ID NO: 1-5, va chi trinh tu axit nucleic cia FR c¢6 thé khac.
Cu thé hon, séng ché d& xuét polypeptit chira it nhit mot mién biér: d6i don ctia globulin
mién dich (ISVD), polypeptit ndy bao gdm hoic chita trinh tw ctia SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, hodc SEQ ID NO: 8. '

S& duoc bibt rd 13, khong cb gi6i han, cac mién bién ddi don ciia giobulin mién
dich theo sang ché c6 thé duoc st dung 1am "khéi xay dung" dé tao ra polypeptit, ma c6
thé tiy ¥ chira mot hodc nhidu mién bién d6i don ctia globulin mi&n dich khac nita ma
c6 thé dong vai trd 1a khdi xay dung (nghia 13, khang lai cling mot epitop hodc epitop
khac trén APN va/hodc khang lai mot hodc nhiéu khang nguyén, protein hodc dich khac
APN). Do d6, polypeptit theo sang ché chtra it nhit mét ISVD lién két véi APN, cu thé
1a lién két v6i APN ciing nhu dugc ndi bao héa béi té bao bidu hién APN.

N6i chung, cac polypeptit hodc cac cdu tric chira hodc chira chu yéu mot khoi
xdy dung duy nhat, vi du, mot ISVD duy nhét, s& duge goi & day 1a cac polypeptit "don
gid" va "cac cdu triic don gia", twong tmg. C4c polypeptit hodc c4c cAu triic ma chira hai
hodc nhiéu khéi xdy dung (nhu, vi dy, cac ISVD) ciing s& duogc goi ¢ day la céac
polypeptit hodic cac ciu tric “da gia”, va cac khéi x4y dung/ISVD c¢6 miit trong cic
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polypeptit ho#ic cac ciu tric nay ciing s& dwoc goi & day 1a & "dang da héa tri". Vi dy,
polypeptit “hai gia” c6 thé chira hai ISVD, tiy ¥ dugc lién két qua trinh tu cau ndi, trong
khi d6 polypeptit “ba gia” c¢6 thé chtra ba ISVD, tiy ¥ dugc lién két qua hai trinh tu cAu
ndi; v.v..

Theo d6, cac ISVD theo sang ché ma lién két véi APN va duge dé xuit & day c6
thé & dang gén nhu 14 dugce phén 1ap, hodc ching c6 thé tao ra mot ph?ln clia cAu tric
hodic polypeptit, ma c6 thé chtra hodc chi yéu chira mot hodc nhiéu hon mét ISVD theo
sang ché va c6 thé tiry ¥ chira thém mot hodc nhiéu trinh tw axit amin khac nira (tit ca
déu duoc lién két tuy y qua mcf)t hodc nhiéu trinh tu cdu nbi thich hop), ma hoa vi du,
protein hodc polypeptit, cu thé 13 protein hodc polypeptit khang nguyén.

Trong mdt phuong an khac, sang ché dé xuét “phan tir kham” (tlly ¥ con duoc
goi la cAu triic) chira it nhét mot polypeptit nhu durge xac dinh ¢ day, cu thé 13 it nhat
mdt ISVD nhu dugc dé Xuét & day, duogc tao cdp, lién két hoic lién hop (truc tiép hoidc
gidn tiép) v6i it nhat mot hop chét c6 hoat tinh sinh hoc hodc chitc ning, nhu hoéa hoc
(vi dy, céc phéan tr nho) hodc sinh hoc, cu thé 13 thudc/duge chit, hop chét hoat dong
sinh hoc, khang nguyén, doc td, va/hodc chit chin doan (vi dy, nhan, chét danh diu hodc
chét chup anh). Trong phwong 4n nay, polypeptit hodc ISVD s& c6 tac dung 1am chét
mang dé phan phdi hop chit nay qua hang rao rudt. Thude hodc duogc chat s& hoat dong
0 16p dudi niém mac rudt hodc trong md bach huyét lién két niém mac rudt va‘hoic
khang nguyén s& gay ra dap tmg mién dich trong 16p duéi niém mac rudt hoic trong mo
bach huyét lién két niém mac rudt. Dugc chét nay c6 thé 1a chit chéng viém, chit chéng
ung thu, chit gay doc té bao, chit chéng nhiém tring (vi du, chéng ndm, khang khuan,
chéng ky sinh tring, chéng virut, doc t6, thubc gy doc té bao, nuclit phéng xa, v.v.).
Céc khang nguyén bao gém, nhung khong bi gidi han & cac proteih, peptit, lipit, cac axit
nucleic, glycolipit va céc glycoprotein, carbohydrat, oligosacarit, va polysacarit. Cac hé
phéan phéi thudc khac hodc cac chét mang (dugc nap dugc chét) khéc vi du, dua trén céc
hat nano (NP) ciing c6 thé duoc lién hop véi polypeptit theo séng ché, bao gdbm céc hat
vO co, hat tir va hat polyme hodc NP.

Thuét ngtt “duoc lién hgp voi”, nhu dugce st dung & day, dé cap dén, cu thé 13,
su lién hgp hoa hoc va/hodc enzym gay ra lién két ddng hoa tri bén viing. Viéc tao cip
dé thu duge phan tr khdm c6 thé x4y ra nho axit amin dac hiéu (vi dy, lysin, Xystein) c6

mit trong ISVD. Nhu da dé cap, gbc bét ky c6 thé dugc tao cdp, nhu cac chét (vi du,
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protein, trinh ty nucleotit, lipit, carbohydrat, peptit, cac géc thude (vi du, thudc gy doc
té bao, cac thé lién hop thuéc khang thé hodc dugc chit duogc mar;g), chét danh déu va
chit phat hién) c6 hoat tinh sinh hoc cu thé hodc hoat tinh chirc ning dic higu. Trong
mot phuong an, trong d6 gdc tao cip 1a protein diéu tri hodc chan doan dugc ma héa di
truyén hoic trinh tur nucleotit, gbc tao cap nay c6 thé duoc tdng hop hodc duge biéu hién
bang phuong phap téng hop peptit hoic phuong phap ADN tai t6 hop da duoc biét rd
trong linh vuc ndy. Theo khia canh khéc, trong d6 gdc lién hop 12 peptit khong dwoc ma
hoa di truyén, vi du, gbc thube, gbe lién hop nay cé thé dugc tdng hop nhén tao hodc
duge tinh ché tir ngudn tu nhién.

Trong mdt phuong an khéc, polypeptit hodc phan tir kham nhu duge d& xuit &
day cé thé chua thém mot hodc nhidu nhom, gbc con lai, géc, hodc don vi lién két khac.
- nhiéu nhém, gde con lai (residue), gdc (moiety), hodc don vi lién két khac, t6t
hon, néu dugc chon tir nhém bao g0m phén tir polyetylen glycol, protein huyét thanh
hodc cac doan cia chung, céc don vi lién két ma c6 thé lién két \ﬁ’ﬂ cac protein huyét
thanh, phin Fc hodc cac protein nhé hodc peptit ma c6 thé lién két voi protein huyét
thanh, cac géc axit amin khac, du6i hodc cac géc chirc nang khac, vi dy, doc td, nhan,
chat héa phong xa, v.v.. Cac nhoém, gbe con lai, gde hodc cac don vi lién két khic co
thé, vi dy, 12 nhém, géc con lai, géc hoéa hoc ma chinh ching ¢6 thé c6 hodc co thé khong
c6 tac dung sinh hoc va/hoac dugce ly. Vi du, va khdng gidi han, cdc nhém nay c6 thé
duoc lién két véi mot hodc nhiéu ISVD hoic céc polypeptit theo sang ché dé tao ra “dan
xult” ctia polypeptit hodc cdu trac theo sang ché.

N6i chung, nhidu ciu ndi khac nhau da biét trong linh vire nay c6 thé duoc s
dung d& lién két ISVD va hop chét, chit hoc gbc (hoat dong sinh hoc) theo sang ché.
R rang 14, cac cau ndi cét duge va khong cit dugc c6 thé duoc si dung dé dat duoc dic
tinh gidi phéng mong muén: N6i chung, su két hop t6i uu ciia cdu ndi va héa hoc lién
hop phai dugc diéu chinh don nhét dé twong quan v6i mdi mat :dorn nhét: ISVD, gbc
duogc lién hop, va dac diém cta bénh can dugc didu tri. Cac doan dém hoic cau ndi thich
hop khéc s& 14 18 rang v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh, va c6 thé thuong 1a cau ndi
hoic doan dém bat ky duoc st dung trong linh vuc nay. Theo nhiéu khia canh cu thé,
cac cau ndi hodc doan dém 1a thich hop dé str dung trong céc tmg dung ma dugc dy dinh
dé sir dung 1am duoc phdm. Vi dy, cau ndi gitta lysin va thé 1ién hop ciing c6 thé, trong
mot s6 khia canh, 13 trinh tu axit amin thich hop, va cu thé 13, cac trinh tu axit amin tir
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1 dén 50, hodc cu thé hon, tir 1 dén 30 géc axit amin. Mot s vi du vé céc trinh tu axit
amin nay bao gdm céc cdu nbi Gly-Ser (GS). Cac cau nbi thich hop khac thudng bao
gbm céc hop chit hodc polyme hitu co, cu thé 13 cac ciu ndi thich hop dé sir dung trong
céc polypeptit d& st dung lam dwgc phdm. Vi du, cac gbe poly(etylenglycol) da duge
str dung dé lién két cac mién khang thé. Pugc dy dinh trong pham vi sdng ché 1a do dai,
murc d6 linh hoat va/hodc cac dic diém khéc cta ciu ndi nay cé thé c6 mot sb6 anh hudng
d6i véi cac dac didm cua thé lién hop ISVD cudi cling theo séng ché, bao gdm nhung
khong gidi han & i luc, tinh dic hi¢u hodc &i tinh dbi véi dich cu thé. Dua vao phﬁn mo
ta & day, ngudi c6 hiéu biét trung binh s& c6 thé quyét dinh cau ndi t6i wu s& str dung
trong ISVD cu thé theo sang ché, tily ¥ sau mot sd thir nghiém théng thuong gisi han.
Kich thudc nho va sy thai trlr qua than nhanh ctia VHH do1 khi 14 cac dac diém

2

 kéo dai & mdt sO bénh. Mot s6 phuong
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.
muodn dé tao ra tdc dung bao v

phép dam bao kéo dai thoi gian ban thai va la cac phuong an dirge xem xét theo sang
ché. Do d6, hiéu qué cua cac VHH hién nay c6 thé duoc cai thién béng céach tinh chinh
thoi gian luu. Cac VHH duge dé xuét & day c6 thé duge bién d6i hoa hoc dé lam ting
khéi lwong phén tir ctia ching. Bién ddi hoa hoc nay, vi du v6i nhom polyetylen glycol
(PEG), ciing c6 thé bao vé- VHH khéng lai proteaza. Chién luoc khéac dé kéo dai thoi
gian ban thai cia VHH 12 bing cé4ch tao cip cac VHH véi protein huyét thanh c6 tudi
tho dai hodc véi cac khdi xay dung ma gin dich cac protein c6 tudi tho dai nay. Ngoai
ra, dd quan sat thiy 1a cac protein nho tich dién 4m duy tri trong hé tuan hoan lau hon
s0 v6i cac protein trung tinh. C6 mdt sd cach dé bo sung cac dién tich 4m vio céc protein
bao gébm b sung cic polyme axit sialic (polysial héa) hodc tinh bot hydroxyethal
(HESyl héa) va bang cach dung hop véi gbe du axit amin peptit diu ciing carboxy beta
(CTP) duoc sial héa cao duge tim thiy trong hormon chorionic gonadotropin nguoi
(hCG). Cubi cung, ‘cac chu tric dung hop dua trén mién Fe’ ciing dwgc st dung rong
rai dé kéo dai thoi gian béan thai cia cac protein didu tri, bao gdm cac VHH. Do d6, chién
lwgc khac 1a dung hgp VHH theo séang ché v6i ving Fe hodc cac gbe Fe khic ciia phan
ttr IgG. Tuy nhién, cdc mién Fc khéc ciing du diéu kién, nhu mién Fc cta IgA ma 6n
dinh hon trong moi tredng rudt non.

Vi du, dé ting cudng ai luc va ai tinh va ddng thoi cho phép tinh ché d& dang,
cac mién VHH theo séng ché duoc dung hop véi mién Fe ctia IgG chudt, cu thé hon 1a

IgG2a chudt nhét, con dugc goi & ddy 1a thé dung hgp VHH-MG. Cac VHH theo sang
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ché duge dung hop véi mién Fe ciia IgG lon con hodc IgA lon con ciing 13 mdt phan cua
sang ché va dugc goi & day 1an luot 12 thé dung hop VHH-PG hoic VHH-PA. Cé4c mién
Fc thich hop hodc cac phin cia chung, vi dy, duoc cung cép trong Fig. 10.

Trong mdt phuong an, sang ché dé xudt phan tir kham chira it nhat mot polypeptit,
cu thé 14 ISVD, nhu duoc dé xuét & day, va viung Fc hodc géc lién két Fe, cu thé 1a mién
IgG hoic IgA Fe, nhu vi du, mién Fc bao gdm hogc chira mot trong s6 SEQ ID NO: 18-
21. Trong mét phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét polypeptit chira ISVD chira SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7 hoac SEQ ID NO:8; dugc dung hop véi mién Fc bao gdm hodc
chirta SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, hoac SEQ ID NO: 21, hoac
mot phén ctia chung hodc trinh tu c6 ty 1€ d@)ng nhét it nhat 13 80%, it nhit 13 85%, hoic
it nhét 12 90% v6i chung.

Polypeptit theo sang ché, cy thé 13 mién bién ddi don cia globulin mién dich nhu
dwoc mé ta & ddy, theo nghia rong nhit ciia chung khong bi gi6i han vao ngudn sinh hoc
cu thé hodic vao phuong phap didu ché cu thé. Ching thudng co thé thu dugc: (1) bang
cach phan 1ap mién VHH cua khang thé chubi ning xudt hién tu nhién; 2) béng cach
biéu hién trinh ty nucleotit m3 héa mién VHH xuét hién ty nhién; (3) bﬁng cach "lam
tuong thich v6i ngudi" mién VHH xuét hién ty nhién hodc bang cach biéu hién axit
nucleic ma hoa mién VHH duoc 1am twong thich voi ngudi nay; (4) bang cach "gay dot
bién" mién VHH xuét hién tw nhién dé lam giam sy lién két v6i cac khang thé da ton tai
trude d6, hodc bang cach biéu hién axit nucleic ma hoa mién VHH bi dot bién nay; (5)
béng cach "lam tuong thica v6i camelid"” mién VH xuét hién tu nhién tr loai dong vat
bét ky, va cu thé 1a tir loai dong vat c6 vu, nhu tir loai ngudi, hodc béng cach biéu hién
axit nucleic md héa mién VH dugc 1am tuong thich v6i camelid; (6) bang cach "lam
tuong thich véi camelid" "khang thé mién" hodc "Dab" nhu dugc md té trong linh vyc
nay, hoic bang cach biéu hién axit nucleic ma héa mién VH duoc lam twong thich véi
camelid ndy; (7) bing cach sir dung cac k§ thuét tong hop hodc ban téng hop dé tao ra
céac protein, cac polypeptit hodc cac trinh ty axit amin da biét khac; (8) bang cach tao ra
axit nucleic ma hoa Nanobody® st dung cic k§ thuat dé tong hop axit nucleic da biét,
sau d6 biéu hién axit nucleic thu dugce nhu vay; va/hodc (9) bang cach két hop bét ky
mot hodc nhiéu phuong phép trén day. ISVD "dugc 1am tuong thich voi camelid” bing
cach thay thé mot hodc nhiéu gdc axit amin trong trinh ty axit amin ctia mién V xuét
hién tw nhién tir khang thé 4 chudi thong thudong bing mét hodc nhiéu gbc axit amin ma
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xuét hién & (cac) vi tri twong tng trong mién VHF ciia khang thé chudi nang. Qua trinh
nay c6 thé duoc thye hién bing phwong phéap bét ki da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét
trung binh. C4c dot bién thé "lam tuong thich v6i camelid" nay t6t hon néu duge gin
Xen vao cac vi tri axit amin ma tao ra va/hoac c¢6 mét & mit phan cach VH-VL, va/hodc
& cac gde duge goi 1a chc gbc x4c nhan cua Camelidae, da dugc biét rd v6i ngudi cb
hiéu biét trung binh trong linh vuc va da duoc dinh nghia, vi dy, trong WO 94/04678 va
~Davies va Riechmann [19].

Ngoai ra va nhu duogc biét dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung Binh, céc nén tang san
xuét khac nhau nhu té bao dong vét cé vu, ndm men, thuc vat, V.V. €O thé dugc sir dung
dé san xuit cac glycoprotein duge lap rap phirc tap nhu céc khéﬁg thé. Vviéc san xuét
dua trén té bao dong Vét 05 v, nhu té bao budng trimg chudt hang Trung Quéc (CHO)

2,
dang d¢ sa

(D)l

ad xuit cic kh J«é Céc thuc vat huven gen va hé biéu hién nAm men

[
o]

cling thé hién tiém nang l6n. Ném men, nhu Komagataella phaffii [20], d3 duoc dit tén
true d6 va duoc biét dén nhiu hon v6i danh phép cii 12 Pichia pastoris, ¢6 uu diém 1
rang so véi cac hé biéu hién thuc vat vé thoi gian tao ra ngén, tiét kiém chi phi, dé dang
thao tac di truyén va ¢6 kha ning mé réng quy mo. Ngoai ra, P. pastoris tiét ra cac luong
protein ndi sinh rat thip, do d6 cac protein tai t& hop dugc tiét ra duge 1am giau cao, tao
thuan loi cho viée xit 1y tiép theo. Nguoc lai, dic diém glycosyl héa ctia cic protein tai
t hop trong thuc vat 12 giéng véi cua té bao dong vét hon so v6i nén tang biéu hién nAm
men. |

Trong mdt phuong 4n, sang ché d& xudt quy trinh san xua‘ift polypeptit, cu thé 1a
ISVD, con cu thé hon 12 phén tir kham, nhu duge dé xuat & day béng cach st dung ndm
men, cu thé 13 Pichia past(;fis.

Céc polypeptit hodc phan tir kham da hoa tri theo sang ché thudng c6 thé duoc
tao ra bing phuong phép bao gbm it nhét 1a bude lién két thich hop ISVD va/hodc
polypeptit don gia theo sang ché véi mot hodc nhidu ISVD khéc, h.oéc céc hop chit khac
nhu duge mé ta & ddy, tiy ¥ qua mot hodc nhiéu cau néi thich hop, dé tao ra polypeptit
hodic phén tir kham theo sang ché. C4c polypeptit theo sang ché ciing c6 thé duogc tao ra
béng phuong phap ma thudng bao gdm it nhat 13 cc bude tao ra axit nucleic ma hoa
polypeptit theo sang ché, bidu hién axit nucleic nay theo cach thich hgp, va thu hoi
polypeptit da biéu hién theouséng ché. C4c phuong phap nay c6 thé dugc thuc hién theo
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cach da biét, ma s& 12 16 rang vdi ngudi co hiéu biét trung binh, vi du trén co s& céac
phuong phép va k¥ thuat duge mo ta thém & day.

Trong mdt phwong 4n khac, sang ché dé cip dén vecto chira trinh tw nucleotit
nhu duge dé xuit & day. Thuat ngt “vecto™, nhu dugc st dung & day, bao g@)m vecto
bét ky da bibt dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh, bao gdm cic vecto plasmit, cac
vecto cosmit, cac vecto thé thuc khuén,, nhu thé thuc khuin lambda, cac vecto virut,
nhu cac vecto adenovirut, AAV hoic baculovirut, hodc cic vecto nhiém sic thé nhan
tao nhu nhi®m séc thé nhan tao vi khudn (BAC), nhidm sic thé nhén tao nim men
(YAC), hoic nhi®m séc thé nhan tao P1 (PAC). Céc vecto nay bao gdm cac vecto biéu
hién cling nhu tach dong. Cac vecto biéu hién bao gdm cac plasnit cling nhu cac vecto

virut va thu’(‘yng chira trinh ty ma héa mong mudn va céc trinh tw ADN thich hgp can

<3“
('D><

£
thiét ch su

ho u hién cua trinh tu ma hoa dugce lién Kkét didu khién duogc trong mdt sinh

(")

vét chu cu thé (vi dy, vi khuan, nam men, thyc vat, con trung, hodc dong vat c6 vi) hodc

A1

trong hé bidu hién in vitro. Thong thuong, "vecto biéu hién" chira trinh tw nucleotit trong
@6 trinh ty khéi dong c6 thé bidu hién hodc trinh ty nucleotit diéu hoa dugc lién két didu
khién duoc vé6i hodc duge két hop véi trinh ty nucleotit hodc ving ADN ma ma hoéa
mARN, sao cho trinh ty nucleotit didu hoa c6 thé didu hoa su phién ma hoic biéu hién
cta trinh tu nucleotit dugc két hop. Thong thudng, trinh tu nucleotit diéu hoa hodc trinh
tu khoi dong ctia vecto ndy khéng duge lién két diéu khién dugc véi trinh tu nucleotit
két hop nhu dugc tim thiy trong ty nhién, do d6 1a khac loai v6i trinh ty ma hoa cia
ving ADN duoc lién két didu khién dugc véi no.

Mot phuong an khac dé cap dén té bao chi hodc vat chu biéu hién chta
polypeptit, hodc phan tir kham, hodc trinh tu axit nucleic dugc dé xuit boi sang ché.
Thuat ngit "t& bao chu", "vat chu bidu hién", hodc "vat chu" dé cap dén hé té bao duge
st dung dé biéu hién protein hodc axit nucleic can quan tdm, theo cach téi t6 hop (duoc
tao ra bang cach tai tb hop.di truyén). Té bao chu c6 thé d& cap dén "t¢ bao nhan chuén
cao hon" (vi du, dong té bao CHO), thuong 1a mét phin ctia mdi trudng nudi cly té bao
(vi du, dong té bao, nhu dong té bao HEK hoic CHO), mic du didu nay khong phai ludn
1u6n bi bit bude (vi dy, trong truong hop té bao thuc vat, chinh thuc vat ndy c6 thé dugc
st dung dé tao ra protein tai td hop). Té bao chu cling c6 thé d& cap dén “té bao nhan
chuén thip hon” nhu duoc st dung & day, trong d6 c6 nghia 1a té bao ndm soi hodc té

bao nam men. Té bao nam men c6 thé 1a tir loai Saccharomyces (vi du, Saccharomyces
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cerevisiae), Hansenula (vi du, Hansenula polymorpha), Arxula (vi du, Arxula
adeninivorans), Yarrowia (vi du, Yarrowia lipolytica), Kluyveromyces (vi du,
Kluyveromyces lactis), hodc Komagataella phaftii (Pichia pastoris), va cling ¢6 thé duoc
st dung thém & ddy. Theo mdt phuong 4n cu thé, cac té bao nhan chuén thip hon 1 cac
té bao Pichia, va trong phuong an cu thé nhét, 1a cac té bao Pichia pastoris. Té bao chi
lién quan dén "té bao tién nhan" thuong d& cap dén cac sinh vét tién nhan khong phai
mam bénh nhu céc té bao vi khudn nhu, vi du, loai E. coli, Lactococcus va Bacillus.

Trong mdt phuong an khac, sang ché dé xuit ISVD, polypeptit, phan tir kham,
axit nucleic, vecto, té bao chi hodc ché phém duoc dé xuit & day dé su dung lam thuée,
cu thé hon 1a dé sur dung trong viéc phong ngua, diéu tri va/hodc 1am giam céc triéu

chirng cia bénh duong rudt, con cu thé hon 1a dé su dung trong vi€éc ching nglra qua

O

uong miéng chong lai cac bénh duong rudt. ‘Bénh duong rudt’ nhu duge st dung &

N\ e

day dé cap dén cac nhiém triang & rudt hodc rudt non va bénh viém rudt hodc rudt non,
cu thé hon nita 12 rudt non (vi du, bénh viém rudt, bénh Crohn hodc viém loét dai trang).
Bénh viém nay c6 thé, vi du, bi gdy ra boi bénh tu mién. Céc nhiérﬁ tring véi mam bénh
dudng rudt bao gdm nhidm tring véi cic loai duoc chon tir nhém cic chi bao gom:
Escherichia coli gay bénh“:(ETEC, EHEC, EPEC, STEC,...), Vibrio, Campylobacter,
Clostridium, Salmonella, Yersinia, Lawsonia, Rotavirus, Shigella, PEDV,
Cryptosporidium, va Isospora. Cu thé, sang ché mo ta phuwong phap diéu tri va/hoic
ngan ngira bénh dudng rudt bang cach str dung polypeptit, phan tir kham hodc ché phdm
theo sang ché cho dbi twong. Trong mot phuong 4n, viéc st dung 13 theo duong miéng.
IVSD nhu duge dé xuit & day c6 thé hoat dong nhu 13 chét mang, gén dich hop chét, cu
thé 12 hop chét hoat dong sinh hoc, cu thé hon 13 khang nguyén, qua niém mac (da day)
rudt. Theo mot khia canh, sang ché tap trung vao polypeptit hoic ISVD nhu 1a chét
mang d& phan phébi vacxin gén dich vao biéu mé rudt dé gay ra cac dép tng mién dich
niém mac manh, vi du, khang lai cac mam bénh & rudt. Nhu duoc st dung & day, “dap
Gmg mién dich niém mac” dé cdp dén dép Gmg mién dich (dap i’mg dich thé va dép tmg
té bao) ma xay ra & mang niém mac cta rudt, dudong niéu sinh duc va/hodc hé ho hép,
nghia 13 cac bé mat tiép xtic v6i mbi trrong bén ngoai. Trong ngit canh cua sang ché,
dap Gmg mién dich niém mac 13 d4p tng mién dich niém mac rudt xay ra & mang niém
mac cda rudt non, cu thé 1a sy san xuét globulin mién dich A (IgA). Ngoai ra, séng ché
md ta phuong phéap diéu tri bénh dudng rudt va/hodc dé gay ra dap img mién dich khang

29



53688 30/83

lai mam bénh & rudt & dbi twgng béng céach str dung béng dudng miéng [ISVD, polypeptit,
phan tir kham hosc ché phdm nhu duge dé xuét & day cho dbi twong.

Trong mdt phuong an khéc, sang ché md ta viéc st dung ISVD, polypeptit
va/hodc phan ti kham theo séng ché dé san xuét dugc pham. Do do con duge dé xuat 12
dugc phim va viée str dung n6 trong mot hodc nhidu phuong phap diéu tri duoc dé cap
& day. Thong thudng, duge phim nay chira ISVD, polypeptit va/hodc cdu tric nhu duoc
mo ta & ddy va chit mang va/hodc ta duge duge dung, tiy ¥ két hop vai cht b tro.

"Chét mang", hodc "‘tchét bd tro", cu thé 1 "chét mang dugc dung" hodc "chét bd
trg duoc dung" 12 t4 dugc, chét pha lodng, chit mang va/hodc chét bd trg thich hop bt
ky ma, ban thin ching, khong gy ra su sén sinh khang thé gay hai cho dbi twrong nhan
dugc ché phidm cling nhu chung khong gay ra tac dung bao v¢. Thuat ngit “dugc dung”
¢6 nghia 12 nguyén liéu khdng phai 12 khong mong mubn v& mit sinh hoc hoic theo cach
khac, nghia 13, nguyén liéu nay c6 thé duoc sir dung cho dbi tugng cling v6i hop chit
ma khong gy ra tc dung sinh hoc khéng mong mudn bat k¥ hozc khong twong tac theo
cach gy hai v6i bit ky trong s c4c thanh phan con lai ciia cac duoc phdm ma nd nim
trong d6. Chat mang duoc dung t6t hon néu 12 chit mang twong ddi khong doc va an
toan vgi bénh nhan & cac néng d6 phu hgp v6i hoat tinh hitu hi¢u cia thanh phan hoat
chét do d6 cac tac dung phu bét ky c6 thé do chit mang khong gy anh huéng bat loi
dén tac dung co 1¢i ctia thé;nh phén hoat chit. Tét hon néu, chét rhang hodc chét bd tro
dugc dung ting cudong dépri’mg mién dich duoc gy ra bsi khang nguyén. Céc chit mang
hodc chét bd trg thich hop thudng bao gbm mét hodc nhiéu hop chit dugc bao gdm
trong danh séch khong gi¢i han sau day: cac dai phan tir 16n duge chuyén hoa cham nhu
protein, polysacarit, axit polylactic, axit polyglycolic, axit amin dang polyme, copolyme
axit amin va cac hat virut khong hoat dong. Thuit ngit “t4 dugc”, nhu duoc st dung &
day, dugc du dinh bao gém tAt c& cac chit ma c6 thé c6 mat trong dugc phém va khdng
phai l1a thanh phﬁn hoat chét, nhu mudi, t4 duoc dinh, (vi du, lactoza, dextroza, sucroza,
trehaloza, sorbitol, mannitol), t& dugc tron, chit 1am dic, chét ’hoat dong bé& mait, chét
bao quan, chét nhii hoa, chat dém, chét 6n dinh, chét tao mui thom hoic chit mau. “Chét
pha loang”, cu thé 13 “t4 dugc long dugc dung” bao gbm cic ta dugc 16ng nhu nuéc,
nude mudi, dung dich nuée mubi sinh 1y, glyxerol, etanol, v.v.. Céc chét phu gia khac
nhu chét 1am w6t hodc chét nhii hoa, chit dém pH, céc chét bao ‘quan cd thé duoc bao
gdm trong céc ta dugc 1éng ndy.
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Céc polypeptit va cac phan tir khdm theo séng ché vatuyy chét mang va/hoic ta
duoc duge dung c6 thé duoc st dung bang dudng thich hop bét ki nhu bét ky trong s6
céc duong da biét thong thuong dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vurc nay.
DPéi véi lidu phép diéu tri, dugc phém theo sang ché c6 thé duoc str dung cho bénh nhan
bat k¥ theo cac k§ thuét chudn. Viéc sir dung c6 thé 1a bang cach thich hop bét ky, bao
gdm, qua dudng miéng, ngoai duodng tiéu hoa, tai chd, trong miii, trong mat, ndi mac
tdy, trong tinh mach, dudi ludi, trong truc trang, trong am dao, Vé tuong tu, va t5t hon
néu qua dudng miéng. Cac k§ thuat bao ché khac nita nhu cong nghé nano va khi dung
va xong hit cling ndm trong pham vi cta sang ché. Liéu va tan s6 st dung s€ phu thudc
vao tudi, gi6i tinh va tinh trang cta bénh nhan, viée st dung ddng thoi cac thube khéc,

cac chong chi dinh va céc thong so khac can dugc xem xét bdi nha 1am sang. Li€u va

lon con, chudt nhit va cac dong vat c6 via khac), bao gom cac chét dém nhu phosphat,
Xitrat, va axit hitu co khéc; chit chéng oxy héa nhu vitamin C, polypeptit nhé, protein
nhu albumin huyét thanh, gelatin hodc globulin mién dich; polyme wa nu6c nhu PVP,
axit amin nhu amino axetat, glutamat, asparagin, arginin, lysin; glycoza, disacarit, va
carbohydrat khic nhu glucoza, mannoza hoic dextrin, chit chelat nhu EDTA, rugu _
duong nhu mannitol, sorbitol; dbi ion nhu Na+, va/hodc chét hoat dong bé mat nhu
TWEEN®, PLURONICS® hodc PEG va tuong tu.

Khia canh khéc nita theo sang ché d& cap dén phuong phap san xut polypeptit
lién két APN theo séang ché bao gdm céc bude

- biéu hién polypeptit hodc phan tir kham nhu dwoc d& xuét & day, trong hé biéu
hién hoic té bao chu thich hop, cu thé 1a trong Pichia pastoris, va

- tinh ché hodc phén 1ap polypeptit lién két APN nay.

Phuong phép tinh ché hodc phén 1ap polypeptit d biéu hién nay c6 nghia 14, vi
du, khong gi6i han &, tinh ché dya vao 4i luc nhu séc ky 4i luc, tinh ché i luc, két tia
mién dich, phat hién protein, h6a hoc mién dich, biéu hién bé mit, trong sb cac k¥ thuat
khéc, va déu d3 duogc biét rd trong linh vyc nay.

Khia canh khac nita cia sang ché dé cap dén kit chtra polypeptit, phan t& kham
hodc axit nucleic theo sang ché. Kit nay c6 thé con bao gdm su két hop cia cac chét
phan Gng nhu chét dém, nhan phan ti, cAu tric vecto, nguyén liéu‘mﬁu tham chiéu, cling
nhu gia d& rén thich hop, cac t& bao, c4c axit nucleic, va tuong ty. Kit ndy co thé 12 hitu
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ich cho ting dung bit ky thio sang ché nhu dwoc md ta & ddy. Cling duoc du dinh trong
pham vi clia séng ché 13 gi4 d& rin hodic nhwa chira polypeptit chira ISVD lién két APN
theo sang ché. Cac vi du khong gidi han vé cac gia d& rén thich hop bao gdm hat, cot,
phién kinh, chip hodc dia. Cu thé hon, cac gia do ran c6 thé 1a dang hat (vi dy, hat tron
hodc hat cdm, thuong dugc st dung trong céc cot tdch) hodc & dang tAm (vi du, cac
mang hodc giéy loc, phién kinh hodc nhya, dia thir nghiém vi phiém, que tham, thiét bi
nap mao dan hodc twong ty) ma c6 thé 1a dng hodc sgi phing, xép nép hoic rdng. Viéc
1am bat dong c6 thé 1a khong déng hoéa tri hodc dong hoéa tri, sir dung céc k§ thut da
biét trong linh vuc nay. |

Céc vi du sau day dugc dua ra dudi ddy dé minh hoa cho cc phuong phap, céc

ché phdm, va cac két qua theo dbi tuong da boc 16. Cac vi du nay khong dwoc du dinh

phwong phap, cac ché phd.n, va cac két qua dién hinh. Cac vi du nay khong duoc du
dinh loai trir c4c phuong an twong duong va céc bién thé cua sdng ché, diéu nay 1a rd
rang d6i voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue.
Vi du thye hién sang ché

Nguyén liéu va phuong phap

1. Céc vecto, chiing va dong té bao

Dé tao ra thu vién VHH, hé vecto biéu hién thé thuc khuén pMECS duogc str dung
chira trinh ty tin hiéu pelB dé tiét ra VHH da biéu hién trong chu chét ctia vi khuan va
bd sung HA va dudi His6 ¢ d4u cung carboxy ctia VHH, cho phép tinh ché. Vecto biéu
hién ndm men pPICZalphaH6E (sb truy cap NCBI KM035419.1) duge bién ddi dé tach
dong GoldenBraid (dugc goi 1a pKaiGG) dugce st dung dé tich dong céc thé dung hop
VHH-MG (MG: mién Fc cua IgG murine) duéi su diéu khién ctia trinh ty khoi dong
AOX1 ¢6 thé cam tng bdi metanol. Vecto nay chtra chét danh dau khang Zeocin dé lya
chon trong té bao vi khuén ciing nhur té bao nAm men. Chang E. coli TG1 va DH5a dugc
st dung dé x4y dung thu vién VHH va céc vecto biéu hién dung hop, twong tmg. Cac
thé dung hgp VHH-MG dugc biéu hién & P. pastoris ching kiéu hoang NRRL Y-11430
(ATCC 76273). Cac dong té bao biéu hién APN 6n dinh (t€ bao biéu md rudt lon IPEC-
J2 va té bao than chudt hang so sinh BHK-21) thu duge bang cach chuyén nhidm va
duge nudi cdy nhu dd mé ta trén day [3, 4].

2. Tinh ché APN rudt
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Céc té bao rudt duge phén 1ap tir rudt non cta lon con 3 tudn tudi theo phuong
phép Lundqgvist, Hammarstrém, Athlin va Hammarstrom [21]. Sau khi phén tich bang
cach st dung kinh hién vi quang hoc, d6 tinh khiét t& bao rudt hon 85% duoc quan sét
thy. Tiép theo, cac ti mang ria ban chai (BBMV) duoc phén lap tir céc té bao rudt nhu
duoc md ta bdi Melkebeek, Rasschaert, Bellot, Tilleman, Favoreel, Deforce, De Geest,
Goddeeris va Cox [3]. BBMV thu dugc duoc dung giai tiép trong 9 thé tich chit dém
dung giai (100 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% natri
deoxycholate, 0,1% SDS, 2 mM leupeptin, 5 mM DTT, 1 mM AEBSF), dugc nghién
bang séng 4m trong 2 phut trén d4, dugc quay trong 30 phit & 4°C va duogc ly tAm &
17.400 g trong 15 phut & 4°C. Dich ndi bé mit dwoc thu gom va dugc thdm tach trong
PBS bang céch sir dung caset thdm tach 10 kDa MWCO (Thermo scientific). Nong do
protein duoc xac dinh bing phan ing BCA (kit thir nghiém protein Pierce BCA), theo
khuyén céo ciia nha san xuét. Dich dung giai dugc bao quan & -20°C dén khi sir dung
tiép.

pAPN rudt duoc tinh ché bang phuong phép két tia mién dich tir cdc dich dung
giai nay. Dau tién, IgG khang APN thé da tinh ché 4i luc (tiéu chudn ndi bd) duge lién
két chéo véi cac hat protein A Sepharose (CL-4B, Sigma). D6i v6i bude nay, 50 mg hat
duge rira ba 1an trong 1 ml nudc ct dé loai bé mudi bang cach ly tim & 400 g trong 2
phut. IgG khang APN cua tho (4 mg) duge bd sung vao cac hat trong 1 h trong PBS &
nhiét 6 phong (RT). Tiép theo, cac hat duoc rira hai 1an bang 1 ml 0,2 M chéit dém natri
borat (pH 8,0), sau d6 1 ml 0,2 M natri borat (pH 9,0) + 20 mM dimetylpimelimidate
(DMP, Sigma) dugc bd sung vao trong 30 phut & RT. Sau khi lién két chéo, cac hat duoc
rira hai 14n trong 1 h trong 1 ml chit dém 0,2 M etanolamin + 50 mM amoni bicacbonat
(pH 8,0). Tiép theo, cac hat dugc rira ba 1dn trong PBS trudc khi dém rira giai (0,2 M
Glyxine-HCl, 50 mM L-arginin, 1 M NaCl (pH 2,0)) duoc b sung vao dé loai bé cac
IgG chua lién két chéo. Cac hat dwoc rira lai ba 1an trong PBS va dugc bao quén & 4°C
dén khi sir dung tiép. Cudi ciing, cac hat khang APN dugc 0 v6i 1 ml dich dung giai
BBMV qua dém & 4°C trén banh xe quay. Cac hat dugc Iy tdm (400 g, 2 phut, 4°C) va
dich ndi dugc thu gom. Céc hat duoc rira ba 1an véi PBS dé loai bd cac protein chua lién
két. Tiép theo, APN dugc rira giai tir cic hat v6i dém rtra giai trong 10 phut & RT. Sau
khi ly tdm, dich ndi dwgc thu gom va duge trung hoa bang 1 M Tris-HCI (pH 9,0). APN

da rira giai dwoc thim tach ngay 1ap tirc trong PBS va dugc bao quéan ¢ -20°C. Nong dd
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dugc xac dinh véi kit thir nghiém protein Pierce BCA va d¢ tinh khiét (>95%) dugc
d4nh gi4 bang cach thuc hién phwong phap nhudm bac (kit nhudm bac Pierce®; Thermo
Scientific), theo huéng dan ctia nha san xuét.
3. Tao ra thu vién VHH ddc hiéu pAPN

VHH dic hiéu APN cia lon dugc phat trién boi nha may VIB Nanobody Core,
Brussels (Bi), nhu dd mo ta trén day [22]. Tom lai, hai con lac da khong budu duoc gay
mién dich du6i da vao cac ngay 0, 7, 14, 21 va 28, mdi lan v6i 320 pg (mdi dong vat)
APN duogc phan lap tir than lgn (Sigma, cat. No. L6007-50UN). Vao ngay 35, mdi con
Jac da khong buéu nhan duogc lidu ting cudng cudi cing véi 200 pg APN dugc phan lap
tir rudt lon. APN rudt lon dugc tinh ché nhu duoc mé ta trén ddy. Di véi tht ca cac 1an

n dich, Gerbu P (GERBU Biotechnik) duoc st dung lam chét bd trg. Vao ngay

40, méau da chbéng dbng duge thu gom dé bao ché t& bao lympho. ARN toan phan tir cic
té bao lympho méu ngoai vi (PBL) duoc st dung lam khudn dé tdng hop ¢cADN chubi
thir nhat véi doan mdi olige(dT). Bang cach sir dung cADN nay, céc trinh tw ma hoa
VHH dugc khuéch dai bang PCR, dugc cét bing Pstl va Notl, va dugc tach dong vao
céc vi tri Pstl va Notl ctia vecto phagemit pMECS, va theo cach nay dugc dung hop voi
nhén histidin. Cac té bao dién kha nap E. coli TG1 dugc bién nap véi vecto pMECS tai
td hop. Thu vién VHH d6¢ 14p thu duoc tir mdi con lac da khong budu, va mdi thu vién
dugc quét (trong dung dich), dwoc thuc hién trén céc té bao BHK-21 dugc chuyén nhiém
6n dinh biéu hién pAPN. Sau d6 ddu ra thé thyc khudn clia vong quét thir nhit tir hai thu
vién dugc gop lai va lugng gdp nay duogc st dung cho cac vong quét tiép theo. 190
khuan lac duge chon ngau nhién tir cic vong quét thi hai va thtr ba (95 tir mdi vong)
dugc giai trinh ty va sau d6 dugc phan nhém dua vao céc trinh ty CDR3 cua ching.
Bang cach sir dung c4c dich chiét chu chét thé, 28 trinh ty VHH (Nanobody®) don nhét
duoc phén tich bang phuong phap do té bao theo dong vé tinh dic hi¢u vdi pAPN st
dung cac t& bao BHK-21 biu hién pAPN.
4. Xay dung céc vecto bidu hién dung hop VHH-MG

Dé tach dong cac thé dung hop VHH-MG da duogc thiét ké bing may tinh trong
vecto biéu hién ndm men pKaiGG, céc chét phan (ng theo yéu cdu dugc thiét ké dé tach
dong Gibson Assembly® whu dugc tir SGI-DNA (La Jolla, California), 1a cac doan ADN
duoc san xuét bang cach tong hop ciia cac trinh tw ma héa VHH duge dung hop véi dudi

Fc cta IgG2a chudt nhét (Hinge-CH2-CH3; s6 truy cap NCBI KC295246.1) véi cac
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doan chdng l4p 40 bazo gitta doan chén va vecto nay. Vecto biéu hién pKaiGG da dugc
1am cho thich hop d& tach dong Golden Gate dugc tiéu hoa bang Sapl va dugc tinh ché
cot (kit tinh ché GeneJET PCR, ThermoFisher Cat. No. K0701). Cac doan VHH luén
duogc lap rap voi cing mot doan Fe va duoc tach dong & ddu 5°trong khung v6i trinh tu
tin hiéu tiét yéu t6 alpha (tir vecto biéu hién P. pastoris méi dugc dit tén 1a pPICZHGE;
s6 truy cip GenBank KM035419) va & dau 3°véi trinh ty két thic phién ma vao vecto
pKaiGG dugc tiéu hoa béng Sapl ndi bd qua hé théng BioXp™ 3200 trong phan ung
xép xi 18 h va dugc bién nap vao E. coli DHSa. Khi tao ra plasmit va x4c nhén trinh tu
ctia doan chén, cac té bao ndm men dugc bién nap véi cac vecto dugce lam cho théng
hang bdi Pmel va c4c thé bién nap dwong tinh duge chon trén YPD (dich chiét ndm men
1%, 2% pepton, 2% Dextroza) duoc bd sung bang 50 mg/ml Zeocin (Invitrogen).
5. San xuit cac thé dung hop VHH-MG trong P. pastoris

Su biéu hién va tiét cac thé dung hop VHH-MG trong mbi trudng duge phan tich
dAu tién trong 2 ml c4c méi trudng nudi cdy. Vao ngay 1, 2 ml mdi truong BMGY (dich
chiét 1% nidm men Bacto, 2% pepton, 1,34% YNB, 0,1 M kali phosphat (pH 6), 1%
glyxerol) v6i 25 mg/ml Zeocin dugc cdy vé6i timg thé bién nap va duoc 4 trong khi lic
& 28°C trong 48 h. Dbi voi mbi cdu trac VHH-MG, bdn thé bién nap doc 1ap duge nudi
trong cic dia 24 giéng. Sau d6 cac té bao dugc tao pelet trong 10 phit & 1500 g va dugc
tao huyén phu lai trong 2 ml méi truong BMMY (dich chiét 1% ndm men Bacto, 2%
pepton, 1,34% YNB, 0,1 M kali phosphat (pH 6), 1% metanol) dé gay ra su biéu hién
VHH-MG. Céc mdi trudng nudi ciy duoc u trong khi lic & 28°C trong 48 h va dugc bd
sung 1% metanol (v/v) mdi 12 h. Sau 48 h cadm g, céc té bao nAm men duoc tao pelet,
va dich ndi dugc phan tich bing SDS-PAGE, thim tach western va ELISA dé danh gia
cac muc tich liiy cta cac thé dung hop VHH-MG da tiét ra trong moi trudng nay.
6. Tinh ché 4i Iuc cac thé dung hop VHH-MG

Céc thé bién nap ndm men ma da tao ra cac mirc VHH-MG cao dugc chon dé
tdng quy mo trong 1 1 cdc moi trudng nudi cdy, sir dung céc diéu kién sinh truéng va
cam tng twong tu nhu dugc md ta trén day cho 2 ml cdc moi truong nudi cay. Cac moi
trudong nudi cdy P. pastoris & nudi trong cc binh ¢6 mang ngin dugc thu hoach sau khi
cam Ung 48 h. Dich ndi nudi cdy duoc loc bang cach st dung cac mdy loc mang 0,22
uM PES (Millipore) va dugc tinh ché 4i luc trén cdt 1 ml HiTrap MabSelect SuRe
protein A (GE healthcare), dugc cén bang v6i 20 mM natri phosphat, 300 mM dém
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NaCl, pH 7,8. Protein da lién két dugc rira giai v6i 1 M arginin, pH 2,7 va dugc trung
hoa ngay v6i 1 M Tris, pH 9. Céc phan doan thich hop ¢6 ndng d6 cao cia VHH-MG
duoc gom lai va dugc dwa vao sic ky loai ¢& (Superdex 200, GE Healthcare). CAc phan
doan chira dinh khang thé chinh trong sic ky d6 dugc gom lai, duge co dic bang thdm
tach qua 20% polyetylen glycol trong PBS va dugc bao quan & -80°C dén khi st dung.
Néng do protein dugc xac dinh béng phép do OD280.
7. SDS-PAGE va thim tach western

Céc thé dung hop VHH-MG (th6/da tinh ché) dugc phan tich trén gel gradien 4
dén 20% thuwong mai (Bio-Rad) trong cac didu kién khtr va duge nhuém bing Coomassie
G-250 theo huéng dan ciia nha san xuit. P6i véi thdm tach western, cc protein duge
chuyén 1én mang polyvinyliden diflorua (PVDF) str dung phwong phép chuyén ban kho
(Bio-Rad). Mang da thiAm tach durge phong bé qua dém véi 2% sita tach béo trong PBST
(PBS + 0,1% (v/v) Tween-20) & 4°C. Sau d6, mang nay duoc dov6i khang thé khang
IgG chudt nhit (GE Healfhcare, NXA931) dugc lién hop vdi peroxidaza cai ngua
(HRP), duoc pha lodng 1:2000 trong dung dich phong bé va dugc 1 trong 1h & RT. Sau
d6 mang duoc rira ba 1an bang PBST, va céc dai duoc hién thi bing cach b sung co
chit HRP (WesternBright ECL, Advansta). Mang nay duoc chup anh bing cach sir dung
hé théng chup anh ChemiDoc MP (Bio-Rad) va dugc phén tich bang phin mém
ImageLab (Bio-Rad).
8. ELISA lién két khang nguyén

Céac dia ELISA 96 giéng (Nunc Polysorp®) dugc phil trong hai gio & 37°C véi
400 ng APN (Sigma) dugc pha lodng trong PBS. Sau d6 cac dia dwoc rira ba 1an bing
PBST va dugc phong bé qua dém & 4°C véi 3% (w/v) gelatin dugc diéu ché trong PBS
va 0,05% Tween-80. Sau ba 1dn rira véi PBST, céc thé dung hop VHH-MG dugc pha
loang tirng bac trong dém pha lodng (2% sita tich béo + PBS + 0,05% Tween-20), dugc
bd sung vao mdi giéng Véﬁduqc u trong 1h & RT. mADb dac hiéu pAPN dugc san xuét
ndi bd (IMMO13, xem tai liéu tham khao [4]) dugc st dung lam d6i chiing duong, trong
khi VHH d#c hiéu GFP duoc dung hop v6i IgG3 murine (GBP-MG) duoc st dung lam
dbi ching 4m [23]. Sau khi rira, cac thé dung hop VHH-MG d4 lién két dugc phat hién
bang khang thé khang IgG chudt nhét (GE Healthcare, NXA931), dugc pha lodng
1:5000 trong dém pha loang. Sau khi 1 trong 1h 6 RT, c4c dia dugc rtra ba 1an v6i PBST
va dugc hién mau bing cach bd sung co chat HRP (mot vién nén SIGMAFAST™ OPD
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dugc hoa tan trong 20 ml nude kht ion). Cudi ciing, phan tmg duge dimg véi 1 M axit
hydrocloric va mat dd quang ctia phan ing do mau dugc do & 492 nm (VersaMax™).
9. Phuong phap do té bao tiieo d(‘)hg

Kha nang lién két cia cac thé dung hop VHH-MG khac nhau véi cdc dong té bao
bidu hién APN duoc phén tich bang cach st dung phuong phap do té bao theo dong.
Céc dong té bao IPEC-J2 va BHK-21 kiéu hoang va dugc chuyén nhiém APN duoc nudi
dén khi dat ty 18 hop dong 90% va duogc tach ra véi StemPro accutase (Gibco). Cac té
bao d tach (3,0 x 10°%) duge chuyén vao dia vi phiém 96 giéng day hinh nén (Gibco)
trong 200 pl mdi trudong nudi cdy va duge ly tAm trong 3 phat & 350 g va 4°C. Cac té
bao dugc U vai 2 pg/ml thé dung hop VHH-MG hodc mAb khang APN (dong IMMO013)
trén d4 trong 30 phat. Viéc phat hién céc thé dung hgp VHH-MG d lién két duoc thyc
hién v6i khang thé khang IgG2a chudt nhit duoc lién hop AF647 (4 ug/ml; Invitrogen,
A21241) va véi khang thé khang IgG1 chudt nhit dwgc lién hgp AF647 (4 pg/ml;
Invitrogen, A-21240) déi véi IMMO13. Cac té bao duoc 0 trong 30 phut trén da. Cac té
bao chét duoc loai ra bing cach st dung phuong phap nhudém xanh Sytox (5 nM; cac
doan do phan tr). Téng s6 10.000 té bao séng, don duge do cho mbi diéu kién (Cytoflex,
Beckman Coulter).
10. Tht nghiém ndi bao hoéa VHH-MG

Céc té bao BHK-21 biéu hién APN dugc gieo vao céac dia 24 giéng (1,0 x 10° té
bao trong 1 ml) trén mit trén ctia tim kinh ddy v6 khudn va duge nudi cdy dén khi 16p
don duogc tao thanh. Cac té bao dugc rira hai 14n bang PBS lanh nhu biang va duge bao
quéan trén dé lanh trude khi céc thé dung hop VHH-MG hoic IMMO13 duge bd sung
vao céc t& bao nay (250 pul;- 100 pg/ml) trong mdi truong nudi cdy lanh nhu bing. Sau
khi 4 30 hodc 60 phut ¢ 4°C, cac té bao dugc rira ba 1an v6i PBS lanh nhu bang va dugc
1 trong 30 phat & 37°C, 5% CO2 trong mdi trudng nudi cdy a4m. Sau khi rira hai lan
trong PBS, cac té bao duogc cb dinh trong 10 phut & nhiét 46 phong (RT) vdi 500 pl 4%
paraformaldehyt. Tiép theo, su ¢6 mat cia VHH-MG hoic IMMO13 trén mang té bao
dwoc phét hién véi khang thé khang IgG chudt nhat lién hop AF568 (H+L) (2 pg/ml;
Invitrogen, A-11004) trong 30 phut & RT va dugc bao vé khoéi dnh sang. Sau khi rira ba
1An v6i PBS + 1% FCS, cac t& bao duge 1am cho thidm véi 250 pl 0,2% Triton-X100
trong 2 phut va dugc rira lai véi PBS + 1% FCS. Sau d6 ca VHH-MG va IMMO13 déu
dwogc phat hién bang cach st dung khang thé khang IgG chudt nhit lién hop FITC (1/50;
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phén t& nguyén ven) (Sigma, F2883) trong 30 phat & RT, dugc bao v¢ khoi dnh sang.
Nhén duoc hién thi bing cich nhudm Hoechst (pha lodng 1/ 100). Sau khi rira ba 1an,
tAm kinh day dugc 14y ra va dwoc 1ip 1én lam kinh trong dung dich gén két (chit chéng
md 1, 4-Diazobixyclo-2,2,2-octan - DABCO™). C4c hinh anh dugc chup vé6i kinh hién
vi dong tidu (Leica). ’
11. Hap thu in vivo VHH-MG khang APN

Ba lon cai 5 tudn tubi duoc sir dung dé danh gia sy hap thu cia VHH-MG trong
vong nbi rudt nhu d3 mod ta trén day [24]. Néi ngén gon, sau khi gdy mé va phau thuat
m& bung, hdng trang duge dinh vi va su vong 3 cm véi cc khodng cach 10 cm giita
mdi vong duoc tao ra tranh méang Peyer. Viéc cung cip mau duoc dam bao bang cach
dat cac dai budc gilta cac vong ndi mac treo trang. mAb dic hiéu pAPN (IMMO13, xem
tai liéu tham khao [4]) duge stt dung 1am ddi chimg duong, trong khi GBP-MG duorc str
dung 1am d6i ching 4m [24]. mAb khang APN IMMO13 (1 mg) hoic lwong ding mol
clia cac VHH-MG khac nhau dugc pha lodng trong 3 ml PBS va dugc tiém vao long
bng ctia cac vong ndy. Sau khi tiém, mbi vong dugc dua lai vao khoang bung va bung
dugc dong lai. Sau khi 1 5 h, cac dong vét bi gy chét bang cach st dung qua lidu natri
pentobarbital va cac miu mo tir rudt, vong va hach bach huyét mac treo rudt duoc thu
gom. Cac miu md dugc gin vao 2% Methocel® MC (Fluka), duoc 1am lanh nhanh trong
nito 16ng va dugc bao quan & -80°C dén khi st dung. T4t ca céc quy trinh trén dong vat
déu duge chép thuén boi ny ban dao dac ctia Khoa thude thu y cta Dai hoc Ghent (EC
2018-04).
12. Héa hoc md mién dich

Céc phin dong lanh (8 pm) cua hdi trang lon thu dugc tir lon 3 tudn tudi hodc tir
cac vong rudt duoc cit voi thiét bi tao siéu han Leica CM3050 S, dugc lip 1én phién
kinh dugc phu APES, dugc lam khd (30 phut, 40°C) va dugc ¢d dinh trong axeton trong
10 phut & -20°C. Sau do, c.;ic phan déng lanh dugc 1 trong 30 phﬁt trong dém amoni
clorua (50 mM, pH 8) va dugc rira k¥. T4t ca cac bude rira duge thuc hién & RT trong
PBS. Cic thy thé Fc dugce phong bé trong 30 phit & 37°C véi PBS chira 10% huyét
thanh ctru hodc dé. Kha nang lién két cia VHH-MG hodc IMMO13 duge phat hién bang
cach G trong 1 h & 37°C véi khang thé ciru khang IgG chudt nhit lién hgp FITC (10
ng/ml; Sigma; F2883) hodc khang thé dé khang IgG2a chudt nhit. Nhan duge phéan
nhuém véi Hoechst (10 pg/ml). bé da’mh giad kha ndng ndi bao hoda, cic phan dugc
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nhudm bang khang thé thé khang pan-cytokeratin (Abcam, ab9377) va dugc phét hién
bang khéang thé khang IgG thé lién hopTexasRed. Céc phin duge rira trong nuéce siéu
tinh khiét va dugc gin két trong dung dich gin két (DABCO). Céc md dugc chup anh
bang kinh hién vi huynh quang Leica DC 100 dwgc lap véi camera Scion Corporation
hoc kinh hién vi ddng tiéu Leica. Cac anh dugc phan tich va duge xir Iy bang cach st
dyng Fiji. |
13. Thit nghiém gay mién dich bing dudng miéng

T4t c& céc quy trinh trén dong vat déu duoc chép thuan boi Uy ban dao dirc cla
Khoa thudc thi y (EC 201;8-51). Muoi hai lon con dugc nuoi thong thuong (Belgian
Landrace x Pietrain) tir trang trai &@ Bi duoc cai sita & 3 tudn tudi va dugc van chuyén
dén co s& cua tac gid sang ché. Cac dong vat duoc xir 1y bang colistin sulphat
(Promycine®, 100,000 U.L/kg khéi lvgng dong vét) trong 5 ngay trrée khi bt dau thir
nghiém. Thiét k& cta thir nghiém gdy mién dich bang duong miéng dugc md ta trong
Fig. 6. Cac dong vét dugc chia ngiu nhién thanh ba nhém: nhém ddi chimg IgG2a chudt
nhét va hai nhém nhan cac VHH-MG dic hiéu APN 2165 hodc 31.94. Cac dong vat
dugce gy mién dich bing duong miéng vao ba ngay lién tuc sau d6 gdy mién dich ting
cuong vao ngay 14 sau khi éﬁy mién dich 14n ddu. Su san sinh HCI trong da day dugc
phong bé bang cach sir dung Omeprazole (20 mg/ddng vit) 24 gib trude mdi 1an gy
mién dich va cdc dong vat bi bo déi 12 gid trude céc 1an gay mién dich. Céc dong vat
duge gdy mién dich biang duong miéng véi 1 mg 3L94-MG, 2L65-MG hoic luong déng'
mol cua IgG2a chudt nhét;khéng lién quan (t& bao Bio X; West Lebanon, USA), c6 ta
duoc 12 50 pg doc tb ta (Merck, ref: C8052). Mau duoc 1iy vao ngay 0, 9, 14, 21 va 28
sau khi gdy mién dich 14n du (ppi) dé phan tich cdc dap tng mién dich da dugc gay ra.
Vao ngay 28 cac dong vat ppi bi gy chét bang cach tiém tinh mach natri pentobarbital
20% (60 mg/2,5 kg; Kela) va sau khi huat hét mau, cdc mau mé rudt non dugce thu gom.
14. ELISA IgG2a chudt nhit

Mau duge 4y tir tinh mach ¢b vao cac éng gel va dng chura chét kich hoat cuc
mau dong (Vacutest, Kima). Sau khi 4 1 h & nhiét d phong, cac éng duoc ly tam, va
huyét thanh dugc thu gom va duge bt hoat & 56°C trong 30 phut. Céc mAu huyét thanh
dugc bao quan & -20°C dén khi st dung.

Khang thé don dong IgG2a chudt nhit dugc san xuét ndi b(f) duoc phu trong cac
dia vi phiém 96 giéng (Polysorp; Life Technologies) ¢ 6 pg/ml trong PBS trong 2h &
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37°C. Sau khi phong bé qua dém & 4°C trong PBS duge bd sung 0,2% Tween80 va 3%
BSA, céc mau huyét thanh &5 pha lodng (ty 16 pha logng khéi dAu 13 1:10 trong dém pha
lodng) duoc bd sung vio cac giéng. Sau khi t trong 1 h & 37°C, cac dia dugc ria va
dugc U trong 1 h & 37°C v6i khang thé chudt nhit khang IgG lon lién hop HRP (MT424,
1/1000; MabTech, Nacka Strand, Sweden) hoic khang thé dé khang IgA lon lién hop
HRP (1/10.000; Betyl; Montgomery, Texas, U.S). Sau ba buéc rua, co chét 2,2'-azino-
bis(axit 3-etylbenzothiazolin-6-sulphonic) (ABTS) dugc bd sung vao va mat d6 quang
duge do & 405 nm sau khi 0 45 phtit ¢ 37°C sit dung méy do quang phd (Tecan
SpectraFluor).

15. ELIspot

Mau dugc 14y trén heparin tir tinh mach ¢ ctia lon con va PBMC dugc phan 13p
bang cach ly tAm gradien ty trong str dung Lymphoprep® (Alere Technologies, Oslo,
Norway). Céc té bao hdng géu duogc dung giai trong dung dich amoni clorua. Phan doan
PBMC thu dugc duge ria hai [an trén PBS lanh nhu bang + 1 mM EDTA, duogc tao
huyén phi lai trong CTL-thtr nghiém BTM (Cellular Technology Limited, Cleveland,
USA) dugc bd sung v6i 1% penicillin (100 TU/mL), streptomycin (100 pg/mL) va
kanamycin dén 1x107 t€ bao/ml. C4c té bao don nhan (MC) dwgc phan 13p tir hach bach
huyét mac treo rudt (MLN), mang Peyer hdng trang (JPP), 16p dém hdng trang (JLP),
mang Peyer hdi trang (IPP) va 16p dém hdi trang (ILP) va duoc xir Iy nhu dd md ta trén
day [25]. MC da phén lap duoc tao huyén phi lai trong mdi trudng té bao bach cau
(RPMI-1640 (Gibco) chita 10% huyét thanh thai bé, ImM natri pyruvat, 2mM I-
glutamin, penicillin (100 IU/mL) streptomycin (100 pg/mL), va c4c axit amin khong
thiét yéu (1%) va duge dém.

Céc dia loc MultiScreen (dang 96 giéng, MAIPA4510, Miliipore) duoc hoat hoa
v6i 70% etanol, dugc rua béng nuée siéu tinh khiét (UP) va dugc pha bang 10 pg/ml
IgG2a chudt nhét qua dém ¢ 4°C. Sau khi rira, cac dia dugc U trong 2h & 37°C véi moi
truong CTL-thtr nghiém B. Cac té bao don nhan (2,5x105/giéng) tir mdi md dugc bd
sung vao cac giéng va duoc U trong 18h & 37°C trong khi quyén 5% CO2 di duogc lam
4m. Sau d6 cac té bao duoc 14y ra bang cach rira k§ v6i PBS chira 0,1%Tween20. Sau
khi rira, khang thé khang IgG lon duogc lién hop HRP (MT424, 1/1000; MabTech) hodc
IgA (1/10,000; Betyl laboratories) duoc bd sung vao dém thir nghiém (PBS chira 0,1%
Tween20 va 0,1% BSA) va dugce 0 trong 1 gid ¢ nhiét do phong. Cubi cing, co chét
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3,3",5,5'-Tetrametylbenzidine (TMB) cho cdc mang (Sigma) dugc bd sung vao cac giéng
sau 3 budc rira. Phan tmg ¢uge dimg bing cach rira k¥ bing nuéc UP va cac dia dugc
d8 kho qua dém & 4°C. Cac hinh anh dwoc chyp bang céach sir dung may doc diém mién
dich (Luminoskan). C4c diém dugc dém thi céng dwa vao sy phan biét kich thuée.

16. Thit nghiém canh tranh

Phuong phép do té bao theo dong

Thir nghiém canh tranh dya vao phuong phép do té bao theo dong dugc sir dung
dé xac dinh cac VHH c6 nhén biét cic epitop tuong tir trén APN hay khéng. Dong té
bao BHK-21 da chuyén nhiém APN duogc nudi dén khi dat ty 1 hop dong 90% va dugc
tach bang StemPro accutase (Gibco). Céc té bao da tach (3,0 x 10%) dugce chuyén nhiém
vao dia vi phiém 96 giéng d4y hinh nén (Gibco) trong 200 pl méi truong nudi ciy va
duge ly tAm trong 3 phit & 350 g va 4°C. Tiép theo, cac té bao BHK-APN duoc 1t lan
thir nhét véi 2165, 312, 3L73 VHH-MG hoic d6i chimg 4m & 40 ug/ml trong 30 pht
trén bang. Sau khi rira bang PBS + 1 mM EDTA, céc té bao dugc 1 véi 2165, 312, 3L73
VHH-MG dugc gén nhan thi hai (kit gin nhén IgG2a Zenon chudt nhét AlexaFluor405)
&2 ug/ml trong 30 phut trén bang. Sau khi rira véi PBS + 1 mM EDTA, cc té bao dugc
phan tich bang phuong phap do té bao theo dong (Cytoflex, Beckman Coulter). Céc té
bao chét dugc loai trir bing cach st dung phuong phép nhudém propidi iodua. Tong sb
10.000 t& bao don, séng dugc do cho mdi didu kién (Cytoflex, Beckman Coulter).

Phép do giao thoa 16p sinh hoc

Céc phép do tao nhom epitop (epitope binning) duge thyc hién bang cach st dung
phép do giao thoa 16p sinh hoc & nhiét 46 xung quanh (BLI; Octet RED96). O day, 10
pg/ml APN lon dugc biotin héa (Sigma) trong PBS dugc lién két tvén cam bién sinh hoc
streptavidin (SAX) dd chinh x4c cao dugc ngdm trong PBS, sau do bd sung cac VHH &
500 nM trong PBS + 0,2% Tween-20 + 1% BSA (PBST+BSA). Tiép theo, 2L65 VHH
duge bd sung vao & 250 nM trong PBST+BSA. S6 liéu dugc phén tich v6i phan mém
tao nhom epitop thong lugng cao.

- ELISA

Céc dia ELISA 96 giéng (Nunc Polysorp®) dugc phi trong hai git & 37°C voi
400 ng APN (Sigma) dugc pha lodng trong PBS. Sau do, cac dia dugc rira ba 14n bang
PBST va duogc phong bé qua dém & 4°C véi 3% (w/v) gelatin dugc didu ché trong PBS
va 0,05% Tween-80. Sau ba 1an ria véi PBST, cac thé dung hop VHH-MG dugc bd

41



53688 42/83

sung vao mdi giéng & ndng ¢H bo hoa trong dém pha lodng (2% sita tach béo + PBS +
0,05% Tween-20) va dugc u trong 1h & RT. Sau khi rira, 21.65 VHH d2 biotin héa & 10
ug/ml trong dém pha loéng dugc bd sung vao mdi giéng va dugc 0 trong 1h & RT. 2165
VHH d3 biotin hoa da lién két dugc phat hién bang streptavidin-HRP (ThermoFisher
scientific), dugc pha lodang1:5000 trong dém pha loang. Sau khi 0 trong 1h & RT, céac
dia duoc rira ba 14n voi PBST va duogc hién mau bang cach bd sung co chat HRP (mot
vién nén SIGMAFASTTM OPD duoc hoa tan trong 20 ml nude khir ion). Cudi cing,
phan g duogc dung véi 1 M axit hydrocloric va mat do quang cua phan ing do mau
dugc do ¢ 492 nm (VersaMaxTM).

17. Phan tich thdng ké

7

S6 liéu dugc phan tich bang cach st dung GraphPad Prism 6. Cac mirc khang thé
ong huyét thanh va sb lugng té bao tiét khang thé dic hiéu khang nguyén dang tudn
hoan dwgc phan tich bing ANOVA hai chiéu va kiém thtr Dunnett cho nhiéu so sanh.
S6 luong céc té bao tiét khang thé dic hidu khang nguyén & rudt duge phan tich bang
kiém thir t va Holm-Sidak cho nhiéu so sanh. Mirc ¥ nghia duoc dit & 0,05.
Két qua
1. Xay dung thu vién VHiI ddc hiéu APN

Dé tao ra thu vién VHH khang APN, hai con lac da khong budu duoc gay mién
dich nam 14n bang pAPN than da c6 trén thi truong. Liu ting cuong thit sdu duge st
dung véi pAPN rudt dugc ma hoa bing cing mét gen va dugc tao ra bang quy trinh nhu
d3 mo ta trong phdn Nguyén liéu va phuong phap. Hai thu vién biéu hién thé thuc khuén
VHH doc 14p dugc tao ra, mdi thu vién bao gém khoang 10% thé bién nap. Sau hai vong
quét lién tuc, dugce thuc hién trén cac té bao BHK21 duoc chuyén nhiém 4n dinh biéu
hién aminopeptidaza N lon, 190 dong duge chon ngau nhién va dugce giai trinh tu. Bing
cach sip xép thing hang sc sanh, cic VHH c6 ty 1¢ twong d6ng trinh tu 16n hon 80%
trong ving CDR3 ctia chiing (dong té bao B) dugc nhém lai thanh mdt ho vi chiing gan
nhu chéc chin nhan biét cing mot epitop (xem tai liéu tham khao [26]) nhung cac didc
diém cua chung (vi du, i luc, hiéu suat bidu hién, do 6n dinh, v.v.) ¢6 thé ia khac nhau.
Theo cach ndy, tic gia sang ché thu dwgc 28 VHH don nhét thudc 14 ho khac nhau lam
chét lién két img vién v6i APN (Fig. 4). 28 VHH don nhét ndy dugc san sinh trong céc
té bao E. coli va céc dich chiét chu chat thé dugc phan tich v tinh dic hiéu lién két cua

chiing bing phuong phap do té bao theo dong trén cac té bao BHK21 biéu hién pAPN.
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Céc t& bao BHK-21 me chua chuyén nhidm déng vai trd 1am céc té bao d6i chimg am.
VHH khéng lién quan, (BCII10 dic hidu v6i B-lactamaza vi khuén, dugec mé ta boi
Conrath et al.[27]) va mAb IMMO13 khang APN chu¢t [4] dugc st dung 1an lugt lam
d6i chimg am va duong. Phéii tich FACS vi sai x4c nhan 22 trong s 28 VHH khac nhau
da sang loc ban du thudc 11 ho khac nhau dic hiéu véi APN lgn, chiing minh 13 viéc
quét thu vién trén céc té bao da chuyén nhiém pAPN lam giau cao cic dong VHH lién

két APN (Fig.4).

2. Xay dung vecto biéu hién VHH-MG bang may in BioXP DNA

Vi phén tich FACS d& quét trén cac té bao BHK-21 da dugc chuyén nhiém APN
dwoc thuc hién v6i dich chiét chu chét thd, chit luong ctia su lién két ctia cac VHH khac
nhau cAn phai dugc phén tich thém véi cic protein tinh khiét dé cho phép so sanh giita
cac VHH khéc nhau va dé loai trir cac bién thir nghi¢m bét ky nhu biéu hién thé nano,
hiéu qua chiét chu chit, v.v. trong phéan tich FACS (Fig.4). Quan trong phai nhan ra la
mot s& VHH nay c6 thé chira codon dimg amber trong trinh tw VHH, vi thu vién VHH
¢6 nhan histidin dau cung C"'duqc tao ra trong TG1 ching E. coli @rc ché ma doc codon
ding amber (TAG) thanh glutamin (Q). Do d6, khi codon amber duoc nhan dién bang
cach giai trinh tu, n6 ciing dugc thay thé bing codon glutamin.

Theo cach ¢b dién, cac VHH di chon duoc tich dong phu trong qua trinh dung
hop truc tiép voi nhan ai lu’c trong chung E. coli khong trc ché, nhung & day, cac tac gia
theo chién luge méi. Téc gia sang ché tach dong phu cac VHH trong qué trinh dung hop
tryc tiép v6i doan Fc dé ¢6 cac thé dung hop duoc tao ra trong moi trudng clia Pichia
pastoris, tao ra cic uu diém sau day: Fc co thé duoc st dung 1am nhan &i lyc dé tinh ché
protein, n6 1am cho thé dung hop VHH-Fc c6 hai gi4 tao ra hidu qua éi lyc, va cho phép
so sanh v6i khang thé don dong chudt IMMO13 vé sy lién két APN nhu 13 d6i chimg
duong. Hai muoi tam VHH da chon dugce dung hop véi mién Fc cta IgG2a chudt va
dugc tach dong vao vecto biéu hién P. pastoris noi bd. Hai VHH khong lién quan, V2
[28] va D3 [29], 1an luot dac hidu véi khuan mao (fimbriae) F4 va F18 cua E. coli tao
doc tb rudt, duge dua vao lam dbi chiang am.

Céc trinh tu cia VHH va mién Fc duge téng hop bang cich sit dung hé théng
BioXP™ 3200 va duoc bién nap vao vecto biéu hién ndm men (Fig. 1a). Toan bd 30
chu trac (véi 28 VHH da Ehon va 2 dbi chung am) duge xay dung thanh cong voi may
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in BioXP DNA dugc bién nap vao E. coli va bdn khuén lac cho mbi cAu trac duoc phéan
tich béng PCR khuén lac hoic tiéu hoa gi61 han sau d6 1a giai trinh tu dé xac dinh cac
dong c6 sy gin xen dung. Hai muoi ba trong sd 30 ciu tric (77%) tao ra dong khong co
181 bang cach giai trinh ty chi mot khuln lac, trong khi d6i voi bay cdu traic VHH-MG
khéac, hai khuén lac can phéi dugc phéan tich dé thu duogc dong dung; db1 v6i mot dong
duy nhét, nghia 13, 2L58MG (3%) trinh tr nay van la khong ding trong toan bo bdn
khun lac, c6 mot dot bién trong trinh tw ma hoa (Fig. 1b). Pong ‘th(‘)'i, dong khong ding
tir ho 12 nay cling 1a &m tinh trong qua trinh quét trong khi xay dung thu vién VHH (Fig.
4). Do d6, chung tbi loai bé no6 ra khoéi cac phén tich tiép theo.

3. Céc thé dung hop VHH-MG duogc san sinh boi ndm men lién két hitu hiéu véi APN

'.:Y‘
D>
T‘ Q

duoc biéu hién bé mit, ¢6 d6 dai dé dan

Sau d6, 29 cAu tric m3 hoa VHH-MG thu dugce duoc bién nap vao Pichia pastoris,
va dbi véi mdi cAu tric, bon khuén lac nAm men don 1& duoc sang loc dé nhan dién thé
bién nap tao ra lvong VHH-MG cao nhét tich lily trong mdi truong nudi cdy. Do do, cac
luong twong duong cia dich ndi dugc phan tich bing SDS-PAGE va bang phuong phap
thAm tach western dé kiém tra cudng do cua tin hiu protein tai td hop va tinh nguyén
ven cta protein (Fig. 5). Chi véi cac cdu trac bidu hién t&t nhit, dai c6 thé quan sét duge
sau SDS-PAGE; nhu véi hdu hét cac ciu tric, dai duge thé hién rd rang & khéi luong
phan tir du kién sau phén tich thAm tach western. Nong d6 cua cic VHH-MG khéc nhau
duoc tao ra trong P. pastoris duge x4c dinh bang cach sir dung cic protein tham chiéu
V2-MG va D3-MG d3 tinh ché, va ndng d6 ndy nim trong khoang tlr 4 dén 60 mg/l
trong 2 ml mai trudng nuéi cdy, dwa trén phén tich bing phan mém ImageLab. Chi db6i
v6i mot s& dung hop, nhu 3L11MG (ho 10), 2L22MG (ho 5) va V2-MG, san pham phan
hity duoc phét hién bén canh san phim c6 do dai diy du, goi y 1a VHH c6 tac dong dén
d6 dn dinh cua thd dung hop VHH-MG nhu ciing duoc thdy d6i véi cac thé dung hop
VHH-IgA [30].

Tiép theo, tac gia sang ché xac dinh tinh dic hi¢u lién két cua cac thé dung hop
VHH-MG trong thir nghiém ELISA dic hiéu APN théan (Fig. 2a). Day pha loang ba lan
ctia VHH-MG trong dich ndi méi truong nudi cdy duge do véi khang thé khang IgG
chudt. Ba VHH-MG manh rih4t, nghia 12 2L48MG, 3L94MG va 2..76MG, thé hién hoat
dong lién két manh véi APN da bat dong, mdi phan tir thudc nhém CDR3 khéc nhau.
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Ba VHH-MG nay ciing thé hién kha nang lién két tot trong thir nghiém FACS duoc thuc
hién sau khi quét dé sang loc cac VHH duge bidu hién boi thé thue khudn (Fig. 4). Tuy
nhién, bat ngd 13, mdt sé ho ctia cac dung hgp VHH-MG 4 am tinh hoan toan trong
ELISA, vi du, ho 4 (2L63-MG, 2L69-MG), mic di ching 14 cac chét lién két manh
trong thtr nghiém FACS (Fig. 4). Do d6, can luu y ring hoat dong lién két twong dbi
trén céc giéng phii APN trong thir nghiém ELISA khong twong quan véi 4i luc ciia céc
thé dung hop VHH-MG dbi v6i APN duoc biéu hién boi té bao. Pang chi v 13, viée
sang loc VHH dugc thyc hién bang FACS st dung cac t& bao biéu hién APN trén bé
mét cua ching, do d6 kha nang lién két trén APN d3 bat dong c6 thé khac voi kha ning
lién két trén té bao, c6 18 vi cac epitop trd nén kho tiép can hon troﬁg qué trinh bat dong.
Ngoai ra, vi cc thir nghiém dugc thuc hién véi cdc mau moi truong tho, trong do6 sy
tich lity protein VHH-MG chua duge cAn bang, tin hiéu ELISA c6 thé lién quan dén
ndng d6 protein trong méi trudng nudi cay hon 1a i luc. (Fig. 2a, Fig. 4).

Céc thé dung hgp VHH-MG dugc danh gia thém vé tinh dic hidu lién két va 4i
Iwc cta ching trén cac dong té bao me so v4i dong té bao bidu hién APN da chuyén
nhiém thu dugc (BHK21 va IPEC-J2) bing phwong phép do té bao theo dong véi cac
luwong tuwong duong cua protein VHH-MG (Fig. 2b). Luu y 1a, IPEC-J2 1a dong té bao
biéu m6 rudt non lon bidu hién cac mirc APN thip trén bé mit ciia chung va do dé, chi
c4c té bao da chuyén nhidm én dinh duoc st dung. Dya trén ndng d6 VHH-MG tuong
d6i, nhu duge xac dinh bang phuong phap thdm tach western, céc lwong déng mol ctia
cac protein VHH-MG va d@l chimg duong (IMMO013) dugc bd sung vao moi truong da
sit dung cda P. pastoris. Mot sb6 chat lién két APN manh duoc hhén dién dya vao sb
lwong té bao ¢6 VHH-MG di lién két bang phuong phép do té bao theo dong, trong khi
d6 khong quan sat thay su lién két & mdi trudng da st dung c6 céc té bao BHK21/IPEC-
J2 khong duogc chuyén nhiém. Pang quan tim 13, ho 4 (2L63 va 2L69), ma 1a 4m tinh
trong thir nghiém ELISA dac hiéu APN, hoéa ra 1a chira céc chét lién két manh trong thir
nghiém lién két dua trén té bao (Fig. 2b, Fig. 7). Cac phat hién nay 1a phu hop véi s6
liéu FACS thu dugce tir dich chiét chu chét thod trong qué trinh sang loc thu vién VHH
(Fig. 4). T4c gia séng ché da phat hién ra 1a bién do cta hoat dong lién két trén té bao
IPEC-J2-APN so v6i BHK21-APN la thip hon déng ké, diéu nay c6 thé lién quan dén
lwong APN dugc biéu hién trén mang té bao IPEC-J2.
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Téc gia sang ché da chon it nhat mot dong tir cac ho thé hién hoat dong lién két
trong sang loc bing phuong phap do té bao theo dong (ngoai trit ho 6, 10, 11 va 14: cac
ho 6, 11 va 14 khéng chira VHH lién két APN bét ky; ho 10 (3L11) biéu hién sw phan
hay va chi cudong do lién kit thip) dé danh gia thém &i luc cta ching ddi v6i mo rudt
non bang phuong phap héa mé mién dich (IHC). Dya vao hoat dong lién két cia chung,
mot sb dong dugc chon va dugc tinh ché cho phén tich in vivo. Cac dong c6 sdn lugng
thip nhu 2L76-MG, 2L34-MG va 2152 duoc loai bo khéi phan tich tiép theo. Do do,
chi sau ho chira cac chét lién két manh (1, 4, 8, 9; khoang 100000 MFI) va trung binh
(5, 12; trén 200000 MFI) duoc chi ra 1a dugc chon dé ting quy mé. M&i VHH-MG thé
hién kha nang lién két v6i hdi trang rudt, trong khi do tit ca cac d6i chiing déu am tinh
va khéng thé hién nén; ngoai ra, cudng do cua tin hiéu twong quan véi hoat dong lién

&t trong phan tich FACS (F:

all

[

4. C4c thé dung hop VHH-MG lién két APN da tinh ché dugc ndi bao héa boi té bao
biéu mo rudt »

Déi v6i mdi ho, thé dung hgp VHH-MG don thé hién sy biéu hién va sy tiét cao
trong moi trudng Pichia da st dung va thé hién kha nang lién két manh trong FACS,
duoc chon dé ting quy md. Cac thé dung hop VHH-MG da tiét duoc tinh ché 4i luc trén
protein A va dugc ddnh gia thém bing séc ky loai c¢& (SEC) (Fig. 3a). Pbi v6i hau hét
céc thé dung hop, hd so SEC thé hién hai dinh chinh, m6t thé hién cac khdi két tu va cac
multime, va mot thé hién monome c6 khéi Iwong phan tir trong g ctia hai polypeptit
VHH-MG két hop. Phin 16n ciia 2L.76 VHH-MG duoc tim thiy trong cac khdi két ty;
do d6, cac tac gia sang ché da loai trir né ra khéi phan tich tiép theo (s6 liéu khong duoc
thé hién).

D61 voi séu thé dung hop con lai, cic phan doan twong tGng véi VHH-MG
monome dugc gom lai va duge phéan tich thém bing SDS-PAGE trong céc diéu kién
khir va khong khtr dé x4c nhan sy dime héa. Vi cac dinh cho monome va céc khéi két
tu trong hd so SEC hoi cidng 1én nhau, cac VHH-MG d tinh ché da gop van chua
lwong nho céc khdi két tu. Cac mau trén gel khong khir thé hién tot dai 80 kDa (Fig. 3b),
twong ing v6i VHH-MG monome tao béi hai polypeptit VHH-MG 40 kDa, nhu dugc
thay trong SDS-PAGE trong céc didu kién khir. Ngoai ra, mot s6 dai c6 khéi lugng phan
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ttr cao ma gn nhu chic chin thé hién céc khdi két tu hoic cic bién thé glycan cling
dugc quan sat thiy.

Tiép theo, c4c tac gia sang ché kiém tra cac dic diém lién két clia cac thé dung
hgp VHH-MG da tinh ché khac nhau trong ELISA va FACS (lan luot 1a Fig. 5a va 5b).
VHH dic hiéu GFP duge dung hop véi IgG3 chudt (GBP-MG) dugc sir dung lam ddi
chimg am [23]. Mic di ¢4 sau thé dung hop da chon déu thé hién kha nang lién két manh
trén cac t& bao biéu hién APN, hiéu qua lién két trén khang nguyén da bat dong trong
ELISA thay déi rit nhiéu, nhu dugc quan séat thiy véi cdc mau tho (Fig. 4).

Vi su noi bao hoa hidu qua béi quan thé té bao dich cua hé mang vacxin tiém
nang c6 tAm quan trong cao dé thu dwoc dap tmg mién dich manh, céc tic gia séng ché
da kiém tra thém viéc céc thé dung hop VHH-MG lién két APN c6 thé hién su hép thu
dac hiéu boi cac té bao qua thu thd APN hay khong. T4c gia sang ché da sir dung té bao
BHK21 biéu hién APN vi khé ning lién két manh cia VHH-MG cua ching trong FACS
(Fig. 5b). Céc protein VHH-MG dwgc nhudm v6i phan tir huynh quang khac dé phan
biét gitta VHH-MG két hop mang va VHH-MG dugc ndi bao héa qua thu thé APN. Ky
thuat chup anh ddng tiéu ching minh rd rang sy hip thu phu thugc APN cia thé dung
hop VHH-MG, vi su hép thu ctia cac thé dung hop VHH-MG khong lién quan khong
thé quan sat dugc. Ba thé dung hop VHH-MG (3L94-MG, 2L65-MG va 21.48-MG)
dugc phat hién ra 1a cac chét lién 1ién két APN hiéu quéa nhat va chung thé hién cac tin
hiéu hip thu 13 rang chi trong céc t& bao bidu hién APN.

Ngoai ra dd xac nhan dugce badi thir nghiém ndi bao hoéa la 312 va 3173 VHH gay
ra sy ndi bao hoa twong tu véi 265 VHH, nhu dugce thé hién trong Fig. 11.

5. Hoat ddng in vivo ctia cac ing vién VHH-Fc dédc hi¢u APN da chon trong thitr nghiém
vong ndi rudt |

Pé danh gi4 hoat dong in vivo ctia cac cdu trac VHH-Fc IgG di chon, cac tac gia
sang ché thyc hién thir ngh1ém vong ndi rudt trong rudt non (hdng trang) cia lon con.
31.94-MG va 2L65-MG c6 thé lién két v6i toan bd biéu md dinh ctia nhung mao. Ngugce
lai, 2148 va 21.22 thé hién dic tinh lién két kém ddng déu hon. Pa thy 1a dic tinh lién
két 1a tuong tu & cac dong vat khac nhau. Ngoai ra, 31.94-MG va 2L65-MG duoc ndi
bao hoa béi cac té bao ruc}ftheo cach trong tuy nhu IMMO13. Dya trén hoat dong in vivo
trong thtt nghiém vong nbi rudt nay, cac tac gia sing ché két luan riang 31.94-MG va
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2165-MG la céc ung vién thich hop nhit d& gin dich c4c khang nguyén vao biéu md

rudt non. Phén tich cac ving CDR1-3 ciia cdc khang thé mién don nay dugc duara trong

bang 3.
Béang 3.
SEQ SEQ SEQ
Dong |CDRI1 ID NO | CDR2 ID NO | CDR3 ID NO
21,65 |GRTISNHAMG |1 AISWTGLTTN |3 RQSGYVSKFVDDYGY 4
3194 |GRTFSTYAMG | 14 YISQLSLSTK |15 RSQNYVTTYDQSRAYDY |16

6. Viéc gay mién dich bang duong miéng bang VHH-Fc dic hiéu APN gay ra cac ddp
tng mién dich & rudt non va hé tudn hoan

Pé chimg minh thém vé kha ning ctia cic VHH-MG da chon 1am hé phén phbi
vacxin, thir nghiém gdy min dich bing duong miéng & lon con dugc thyc hién va céc
dap tng mién dich & rudt non va toan théan tiép theo dugc danh gia bang cach phat hién
céc dap Gmg khang thé huyét thanh dic hiéu Fc IgG2a chudt va cac té bao tiét khang thé
1An lugt bing ELISA va ELIspot. Fig. 6b thé hién 1 khi st dung bang dudng miéng
21L.65-MG, c4c mirc huyét thanh IgA va IgG dic hiéu Fc IgG2a chudt dugc gia ting dang
ké so véi nhom dbi chimg. Bt ngd 13, 3194 khong ting cudng cac dap tmg khang thé
huyét thanh dic hiéu Fc IgG2a chudt. Ngoai ra, viéc gy mién dich bing duong miéng
v6i 2L65-MG lam ting dang ké luong té bao tiét IgA dic hiéu Fc IgG2a chudt tudn hoan
& thoi didm 21 ngay sau khi, gdy mién dich 1an ddu so v&i ngay 0 va nhém dbi chiing
(Fig. 6¢). Cac két qua nay thé hién 1a cac VHH-MG dic hiéu APN ting cudng tinh mién
dich toan than khi sir dung bing dudng miéng cho lon con. Pé chiing minh thém 14 c4c
d4p tmg mién dich & rudt cling dugc ting cudng, cic tic gia sdng ché danh gia sy co
mit cta céc té bao tiét khéag thé dic hiéu Fc IgG2a chudt trong cdc mo rudt non khac
nhau qua ELIspot. Nhu dugc thé hién trong Fig. 6d, chi ¢6 2L.65-MG lam ting déng ké
sb lugng céc té bao tiét IgA dic hiéu Fc IgG2a chudt trong hach bach huyét mac treo
rudt va 16p dém hdi trang va méang Peyer & 28 dppi. Cac két qua nay cliing chimg minh
ring viéc st dung bang duong miéng 2L65-MG giy ra cic dap Gmg mién dich & rudt

non va toan than & lon con.

7. Thtt nghi€m canh tranh
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Thir nghiém canh tranh dwa vao phuong phép do té bao theo dong dugc st dung
dé x4c dinh cac VHH c¢6 nhén biét cac epitop twong tw trén APN hay khong. Nhu duge
thé hién trong bang 4, m&i VHH phong bé su lién két cia VHH con lai véi céc té bao
BHK-APN, chi ra rang cac VHH nay 1a cac VHH canh tranh lién két voi cac epitop rat
gidng nhau.

Bang 4: Thir nghiém canh tranh dwa trén phwong phép do té bao theo dong. SH
liéu dugc trinh bay dudi dang cuong d6 huynh quang trung vi sau khi trlr di cac gia tri

ddi ching.

VHH thtr hai (2 ug/ml)
2165 3L73 312
VHH th nhdt 7/ 2878 4063 2277
(40 ug/ml) 2L65 0 243 0
3L73 0 0 0
312 191 295 0

K&t luan, sang ché d& xuit ho cac VHH c6 su teong déng trinh tu cao (2165,
3L2, 3L.73) va khong chi lién két v6i cac té bao bidu hién APN ma con gy ra su van
chuyén qua biéu m6 rudt non. Ngoai ra, ho cic VHH nay c6 dic diém ddc dao 1a ching
c6 thé gay ra cac dap tmg IgA toan than va & rudt sau khi st dung bang dudng miéng,

va cu thé 13 cam Gng c4c té bao IgA+ B dic hidu khang nguyén.
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YEU CAU BAO HQ
1. Polypeptit chita it nhit mot mién bién ddi don cua globulin mién dich (ISVD), trong
d6 ISVD nay lién két dic hiéu véi CD13 va chira 3 viing quyét dinh bb sung (1an luot 12
CDR1 dén CDR3), trong dé
(i) CDR1 duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 1, va céc trinh tw axit amin c¢6 khac
biét axit amin & vi tri 4, 6 va/hodc 7 cia SEQ ID NO: 1;
(i) CDR2 1a SEQ ID NO: 3;va
(iii) CDR3 dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, va céc trinh ty axit amin ¢
khac biét axit amin & vi tri 6, 10 va/hodc 12 cia SEQ ID NO: 4.
2. Polypeptit theo diém 1, {rong d6
(i) CDR1 dugc chon tir SEQ ID NO
(i) CDR2 1a SEQ ID NO: 3; va
(iii) CDR3 dugc chon tir SEQ ID NO: 4 hodc 5.

O: 1 hodc 2;

3. Polypeptit theo diém 1 hoic 2, trong d6 ISVD nay chta két hgp CDR1, CDR2 va
CDR3 duoc chon tir:

- CDR1 12 SEQ ID NO: 1, CDR2 14 SEQ ID NO: 3, va CDR3 1a SEQ ID NO: 4; hoic

- CDRI1 12 SEQ ID NO: 2, CDR2 14 SEQ ID NO: 3, va CDR3 1a SEQ ID NO: 5.

4. Polypeptit theo diém bt ky trong cac diém trén, trong d6 polypeptit niy chira SEQ
ID NO: 6, hoic polypeptit ¢ ty 16 ddng nhét trinh tu it nhat 80% véi SEQ ID NO: 6.

5. Polypeptit theo diém bét ky trong cac diém trén, trong d6 polypeptit ndy chita trinh
tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém: SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, va SEQ ID
NO: 8.

6. Polypeptit theo diém bét ky trong céc diém trén, chira thém mién Fe.

7. Phan t kham chira polypeptit theo diém bét k¥ trong s6 céc diém tir 1 dén 6, va hop
chét, cu thé 14 hop chét c6 koat tinh sinh hoc, cu thé hon 12 khang nguyén.
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8. Axit nucleic phan 14p ma héa polypeptit theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén

6.
9. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 8.

10. Dugc phdm chira polypeptit theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, phan tir
kham theo diém 7, axit nucleic theo diém 8 hoic té bao chu theo diém 9, va chét mang,

t4 dugc va/hoic chét pha loang dugc dung.

11. Polypeptit chira it nhit mot mién bién ddi don ciia globulin mién dich (ISVD), trong
d6 ISVD nay lién két dic hiéu v6i CD13 va chira 3 ving quyét dinh bd sung (1an luot 14
CDR1 dén CDR3), trong d6

(i) CDR1 duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 1, va cAc trinh tw axit amin
c06 khac biét axit amin & V{ﬁ‘i 4, 6 va’/hodc 7 cia SEQ ID NO: 1;

(il)) CDR2 14 SEQ ID NO: 3; va

(iii) CDR3 dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, va c4c trinh tw axit amin
c6 khac biét axit amin & vi tri 6, 10 va/hodc 12 cia SEQ ID NO: 4,

dé sur dung trong viéc diéu tri hodc phong ngtra bénh duong rudt, cu thé 1a bénh

viém hodc nhiém tring rudt hoac rudt non.

12. Quy trinh san xuét polypeptit theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong
d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:
- dwa axit nucleic theo diém 8 vao hé biéu hién Pichia pastoris, va

- tinh ché polypeptit dd biéu hién.

13. Phuong phép xéac dinﬁl céc chat canh tranh cuia polypeptit theo diém 1, trong d6 su
lién két cua chit canh tranh ndy véi CD13 bi giam it nhit 50% khi c6 mit polypeptit
theo diém 1 so v&i su lién két cta chit canh tranh nay v6i CD13 khi khong c¢6 mat

polypeptit theo diém 1 nay.
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Fig. 3a
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Fig. 3b
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Fig. 5
a 12
1,0 4 —e— 3L94-MG
€ 08 —-a— 2065-MG
::_-I ’ == 2148-MG
%_': 0,6 - =% 2| 22-MG
a ¢ 20L69-MG
o 04 - =0- 2146-MG
—— GBP-MG
0,0 1
104 104
600000
1 2 yg/mi_BHK21-APN
0,2 pg/ml_BHK21-APN
400000 2 tig/ml_IPECJ2-APN
- BH0,2 pg/ml_IPECJ2-APN
T 200000
=
| all. [0
1000}
500+

0



53688

61/83
7/12
Fig. 6
Ngay
a 2
e e - - = = 8 E E R R e b B B B
gdy mién dich bang ‘
dudng miéng =
I
huyét thanh/PBMC @ @ @ & @ E%
. X A { %
cac mau md _r
® 0
b
IgG lgA
F. 2,5 1 * * * - lgGgﬂ
*® & - )
A a 8 2,0 -= 2065
S 2 159 ~ 3L94
E 2 5
<3 i :S 1,0
> 1 O o5 :
ﬁ T T A T L 090 f 3 T L T T
0 9 14 21 28 0 9 14 21 2B

dppi dppi



53688 62/83

8/12

Fig. 6 tiép

+ [gG2a
= 2L65
3Lo4

PP

dppi

AT g
R .
o =1 o o

o4 bl

5] ] 2
oeq ) gepixz / DSV vhi

"y

& m_[%&
] L= 1
: e
31 B

(8} ﬁ ©
g8 8 & ° & 2 ¢ © °
oeq 91 9301XZ { DSV Db oeq 91 9801XZ / SV 9B



53688

63/83

9/12

§ ] rorwt yup OIW-TA

5 [@ Jow-ea

L
|
|8 _]ow-vsie
ol |[B low-zrie
~ e
[ ]

OIN-T81C

Fig. 7

HIN-691C
OIN-E91Z

| |9N-9z1E
ON-9L1¢
OIN-Z512
ON-Z¥1T
OIN-EL1E
on-z1€

DIA-S91¢




53688

64/83

10/12
Fig. 8

Fam | Dong | Seqld |Trinh ty axit amin
No
1 2L65 6 QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAGSGRTISNHAMGWFRQAPGKEREF
VAAISWTGLTTNYADSVKGRFFISRDDAENTVYLOM NSLKPEDTAVYYC
AARQSGYVSKFVDDYGYWGQGTQVTVSS

3L2 7 QVQLQESGGGLVOAGDSLRLSCAGSGRTISNHAMGWFRQAPGKEREF
VAAISWTGLTTNYADSVKGRFFISRDDAENTVYLOMNSLEPEDTAVYYC
AARQSGYVSKFVDDYGYWGQGTQVTVSS

3L73 8 QVQLQESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRTFSSNAMGWFRQAPGKEREF
VAAISWTG LTTNYADSVKGRFFISRDDAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYC
AARQSGYASKFLDEYGYWGQGTQVTVSS

8 3194 9 QVQLQESGGGLVQPGDSLRLSCAAS_GﬂTFSTYAMGWFRQAPGKEREFV
AYISQLSLSTKYADSVKGRFTVSRDDAQNTLYLQMNSLRP EDTAVYYCAT
RSQNYVTTYDQSRAYDYWGQGTQVTVSS

Fam | Dong | Sedld |Trinh tw axit nucleic
No
1 2L65 10 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGGCTCTGGACGCACTATTAGCAACCATG CCATGGGCTGGTTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTTGTAGCAGCTATTAGCTGGACTGGACTT
ACCACGAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCTTCATCTCCAGAGACGACGCC
GAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAAGACACGGCCGTTTAT
TACTGTSG CAGCCCGCCAGTCCGGWACGTGTCGAAATTCGTCGATGACTATGGCTACT
GGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCCGCATACCCGTACGACGTTC
CGGACTACGGTTCCCACCACCATCACCATCACTAG

3L2 11 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGATTGGTGCAGGCTGGGGACTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGGCTCTGGACGCACTATFAGCAACCATGCC/—\TGGGCTGGTTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTITGTAGCAGCTATTAGCTGGACTGGACTT
ACCACGAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATI'CTTCATCTCCAGAGI—\CGACGCC
GAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGGAACCTGAAGACACGGCCGTTTAT
TACTGTGCAGCCCGCCAGTCCGGTTACGTGTCGAAATTCGTCGATGACTATGGCTACT
GGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCCGCATACCCGTACGACGTTC
C_G_GACTACGGTTCCCACCACCATCACCATCACTAG

3L73 12 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGATTGGTGCAGGCTGGGGGCTCTCTGA
GACTCTCCTGCGCAGCCTCTGGACGCACCTTCAGTAGTAATGCCATGGGCTGGTTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTTGTAGCAGCTATTAGCTGGACTGGACTT
ACCACGAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCTTCATCTCCAGAGACGACGCC
AAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAAGACACGGCCGTTTAT
TACTGTGCAGCCCGCCAGTCCGGTTACGCGTCGAA/—\TTCCTCGATGAGTATGGCTACT
GGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCCG CATACCCGT/-\CGACGTTC
CGGACTACGGTTCCCACCACCATCACCATCACTAG

8 3L94 13 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGATTG GTGTAGCCTGGGGACTCTCTGAG
ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACGCACCTTCAGTACCTATGCCATG GGCTGGTTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGAG CGTGAGTTTGTAGCCTATATTAGTCAACTTAGTTTGAGC
ACAAAGTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACGACGCCCAG
AACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGTCTGAGACCTGAS 5GACACGGCCGTGTATTAC
TGTGCCACTAGGAGCCAAAA'ITATGTTACTACTTACGATLAUTCCAGGGCGTATGACT
ACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGG CCGCATACCCGTACGAC
GTTCCGGACTACGGTTCCCACCACCATCACCATCACTAG
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Fig. 9

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAGSGRTISNHAMGWFRQAPGKEREFVAAISWTGLTTNYADSVKGRFFISRD
DAENTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAARQSGYVSKFVDDYGYWGQGTQVTVSSEPRGPTIKPCP PCKCPAPNLLG
GPSVEIEPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQD
WMSGKEEKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGK
TELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK (SEQ ID NO: 17)

Fig. 10

a.

VSETSPKIFPLTLGSSEPAGYVVIACLVRDFFPSEPLTVTWSPSREGVIVRNFPPAQAGGLYTMSSQLTL
PVEQCPADQILKCQVQHLSKSSQSVNVPCKVLPSDBCPQCCKPSLSLQPPALADLLLGSNASLTCTLSGL
KKSEGVSFTWQPSGGKDAVQASPTRDSCGCYSVSSILPGCADPWNKGETFSCTAAHSELKSALTATITKP
KVNTFRPQVHLLPPPSEELALNELVTLTCLVRGFSPKDVLVRWLQGGQELPRDKYLVWESLPEPGQAIPT
YAVTSVLRVDAEDWKQGDTFSCMVGHEALPLAFTQKTIDRLAGKPTHVNVSVVMAEAEGICY (SEQID NO: 18)

b.

DPCPQCCKPSLSLQPPALADLLLGSNASLTCTLSGLKKSEGVSFTWQPSGGKDAVQASPTRDSCGCYSVSSILPGCA
DPWNKGETFSCTAAHSELKSALTATITKPKVNTFRPQVHLLPPPSEELALNELVTLTCLVRGFSPKDVLVRWLQGGQ
ELPRDKYLVWESLPEPGQAIPTYAVTSVLRVDAEDWKQGDTFSCMVGHEALPLAFTQKTIDRLAGKPTHVNVSVV
MAEAEGICY (SEQ ID NO: 19) -

C.

AYNTAPSVYPLAPCGRDVSDHNVALGCLVSSYFPEPVTVTWNSGALSRVVHTFPSVLQPSGLYSLSSMVI
VAASSLSTLSYTCNVYHPATNTKVDKRVDIEPPTPICPEICSCPAAEVLGAPSVFLFPPKPKDILMISRT
PKVTCVVVDVSQEEAEVQFSWYVDGVQLYTAQTRPMEEQFNSTYRVVSVLPIQHQDWLKGKEFKCKVNNK
DLLSPITRTISKATGPSRVPQVYTLPPAWEELSKSKVSITCLVTGFYPPDIDVEWQSNGQQEPEGNYRTT
PPQQDVDGTYFLYSKLAVDKVRWQRGDLFQCAVMHEALHNHYTQKSISKTQGK (SEQ ID NO: 20)

d.

APSVYPLAPCGRDVSDHNVALGCLVSSYFPEPVTVTWNSGALSRVVHTFPSVLOPSGLYSLSSMVI
VAASSLSTLSYTCNVYHPATNTKVDKRVDIEPPTPICPEICSCPAAEVLGAPSVFLFPPKPKDILMISRT
PKVTCVVVDVSQEEAEVQFSWYVDGVQLYTAQTRPMEEQFNSTYRVVSVLPIQHQDWLKGKEFKCKVNNK
DLLSPITRTISKATGPSRVPQVYTLPPAWEELSKSKVSITCLVTGFYPPDIDVEWQSNGQQEPEG NYRTT
PPQQDVDGTYFLYSKLAVDKVRWQRGDLFQCAVMHEALHNHYTQKSISKTQGK (SEQID NO: 21)
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Fig. 11
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Leu

Arg

Pro

Val

Thr
120

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Thr

105

Gln

Gly
10

Gly

Gly

‘Thr

Asp

Asp

Thr

Val

Leu

Arg

Lys

Lys

Ala

75

Thr

Tyr

Thr

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Gln

Ala

Asp

Val

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

Val

Gln

Ser
125

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

110

Ser

Gly

15

Thr

Phe

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

Asp

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala
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<220>
<223>

<400> 10
caggtgcagc

tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tccggttacg
accgtctcct
caccatcact
<210> 11

<211> 432
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 11
caggtgcagc

tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tccggttacg
accgtctcct
caccatcact
<210> 12

<211> 432

<212> ADN
<213>

Khédng thé& mién

tgcaggagtc
gctctggacg
agcgcgagtt
tgaagggccyg
acagcctgaa
tgtcgaaatt
cagcggecge

ag

Khéang thé& mién

tgcaggagtc
gctctggacg
agcgcgagtt
tgaagggccg
acagcctgga
tgtcgaaatt
cagcggccgc

ag

53688

don

tgggggaggce

cactattagce
tgtagcagct
attcttcatc
acctgaagac
cgtcgatgac

atacccgtac

Trinh ty nhédn tao

don

tgggggagga

cactattagc
tgtagcagct
attcttcatc
acctgaagac
cgtcgatgac

atacccgtac

Trinh ty nhén tao

ttggtgcage
aaccatgcca
attagctgga
tccagagacg
acggccgttt
tatggctact

gacgttccgg

ttggtgcagg
aaccatgcca
attagctgga
tccagagacg
acggccgttt
tatggctact

gacgttccgg

ctggggggtce
tgggctggtt

ctggacttac
acgccgagaa
attactgtgce

ggggccaggg

actacggttc

ctggggactc
tgggctggtt
ctggacttac
acgccgagaa
attactgtgce

ggggccaggg

actacggttc

tctgagactc
ccgccaggcet
cacgaactat
cacggtgtat
agcccgccag
gacccaggtc

ccaccaccat

tctgagactc
ccgccaggcet
cacgaactat
cacggtgtat
agcccgecag
gacccaggtc

ccaccaccat
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<220>
<223>

<400> 12
caggtgcagc

tcctgcgecag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
tccggttacg
accgtctcct
caccatcact
<210> 13

<211> 438
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 13
caggtgcagc

tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcagatga
caaaattatg
caggtcaccg
caccatcacc
<210> 14

<211> 10

<212> PRT
<213>

Khédng thé mién

tgcaggagtc
cctctggacg
agcgcgagtt
tgaagggccg
acagcctgaa
cgtcgaaatt
cagcggccgc

ag

tgcaggagtc
cctctggacg
agcgtgagtt
tgaagggccg
acagtctgag
ttactactta
tctcctcagce

atcactag

53688

don

tgggggagga
caccttcagt
tgtagcagct
attcttcatc
acctgaagac
cctcgatgag

atacccgtac

Trinh tu nhédn tao

Khang thé mién don

tgggggagga

caccttcagt
tgtagcctat
attcaccgtc
acctgaggac
cgatcagtcc

ggccgcatac

Trinh ty nhédn tao

ttggtgcagg
agtaatgcca
attagctgga
tccagagacg
acggccgttt
tatggctact

gacgttccgg

ttggtgtagce
acctatgcca
attagtcaac
tccagagacg
acggccgtgt
agggcgtatg

ccgtacgacg

ctgggggctc
tgggctggtt

ctggacttac
acgccaagaa
attactgtgc

ggggccaggg

actacggttc

ctggggactc
tgggctggtt
ttagtttgag
acgcccagaa
attactgtgce
actactgggg

ttccggacta

tctgagactc
ccgccaggcet
cacgaactat
cacggtgtat
agcccgecag
gacccaggtc

ccaccaccat

tctgagactc
ccgccaggcet
cacaaagtat
cacgctgtat
cactaggagc
ccaggggacc

cggttcccac
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<220>
<223>

<400>

53688

Trinh ty CDR

14

Gly Arg Thr Phe Ser Thr Tyr Ala Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

15
10
PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty CDR

15

Tyr Ile Ser Gln Leu Ser Leu Ser Thr Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

16
17
PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty CDR

16

Arg Ser Gln Asn Tyr Val Thr Thr Tyr Asp Gln Ser Arg Ala Tyr Asp

1

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

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

5 10 15

17

357

PRT

Trinh ty nhén tao

Thé dung hop VHH-MG

17

8
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Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Tyr

Pro

Leu

145

Leu

Ser

Glu

Thr

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Trp

Thr

130

Gly

Met

Glu

Val

Leu

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Arg

Gly

115

Ile

Gly

Ile

Asp

His

195

Arg

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gln

100

Gln

Lys

Pro

Ser

Asp

180

Thr

Val

Ser

Phe

Trp

Phe

Ser

85

Ser

Gly

Pro

Ser

Leu

165

Pro

Ala

Val

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Cys

Val

150

Ser

Asp

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Tyr

Gln

Pro

135

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

53688

Gly

Ala

40

Leu

Arg

Pro

Val

Val

120

Pro

Ile

Ile

Gln

Gln

200

Leu

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Cys

Phe

Val

Ile

185

Thr

Pro

10

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

90

Lys

Val

Lys

Pro

Thr

170

Ser

His

Ile

Arg

Lys

Asn

Ala

75

Thr

Phe

Ser

Cys

Pro

155

Cys

Trp

Arg

Gln

Thr

Glu

Tyr

Glu

Ala

Val

Ser

Pro

140

Lys

Val

Phe

Glu

His

Ile

Arg

45

Ala

Asn

Val

Asp

Glu

125

Ala

Ile

Val

Val

Asp

205

Gln

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp

110

Pro

Pro

Lys

Val

Asn

190

Tyr

Asp

15

Asn

Phe

Ser

Val

Tyr

95

Tyr

Arg

Asn

Asp

Asp

175

Asn

Asn

Trp

His

Val

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

Leu

Val

160

Val

Val

Ser

Met
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Ser

225

Pro

Gln

Val

Val

Glu

305

Arg

Val

Arg

210

Gly Lys Glu

Ile Glu Arg

Val Tyr Val
260

Thr Leu Thr
275

Glu Trp Thr
290

Pro Val Leu

Val Glu Lys

Val His Glu
340

Thr Pro Gly
355

<210> 18
<211> 342
<212> PRT

<213>

Trinh tu

<220>

<223>

<400> 18

Val Ser Glu Thr Ser Pro Lys Ile Phe Pro Leu Thr Leu Gly Ser Ser

1

Phe

Thr

245

Leu

Cys

Asn

Asp

Lys

325

Gly

Lys

nhén tao

5

Lys

230

Ile

Pro

Met

Asn

Ser

310

Asn

Leu

mién Fc clia lon

215

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

295

Asp

Trp

His

53688

Lys

Lys

Pro

Thr

280

Lys

Gly

vVal

Asn

Val

Pro

Glu

265

Asp

Thr

Ser

Glu

His
345

Asn

Lys

250

Glu

Phe

Glu

Tyr

Arg

330

His

10

10

Asn

235

Gly

Glu

Met

Leu

Phe

315

Asn

Thr

220

Lys

Ser

Met

Pro

Asn

300

Met

Ser

Thr

Asp

Val

Thr

Glu

285

Tyr

Tyr

Lys

Leu

Arg

Lys

270

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
350

Pro

Ala

255

Lys

Ile

Asn

Lys

Cys

335

Phe

15

Ala

240

Pro

Gln

Tyr

Thr

Leu

320

Ser

Ser
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Glu

Pro

Ile

Ser

65

Leu

Val

Pro

Ser

Gly

145

Ala

Leu

Thr

Lys

Pro

Ser

Val

50

Ser

Lys

Pro

Ser

Asn

130

Val

Ser

Pro

Ala

Pro
210

Ala

Glu

35

Arg

Gln

Cys

Cys

Leu

115

Ala

Ser

Pro

Gly

Ala

195

Lys

Gly

20

Pro

Asn

Leu

Gln

Lys

100

Ser

Ser

Phe

Thr

Cys

180

His

Val

Tyr

Leu

Phe

Thr

Val

85

Val

Leu

Leu

Thr

Arg

165

Ala

Ser

Asn

Val

Thr

Pro

Leu

70

Gln

Leu

Gln

Thr

Trp

150

Asp

Asp

Glu

Thr

Vel

Val

Pro

55

Pro

His

Pro

Pro

Cys

135

Gln

Ser

Pro

Leu

Phe
215

53688

Ile

Thr

40

Ala

Val

Leu

Ser

Pro

120

Thr

Pro

Cys

Trp

Lys

200

Arg

Ala
25

Trp
Gln
Glu
Ser
Asp
105
Ala
Leu
Ser
Gly
Asn
185

Ser

Pro

Cys

Ser

Ala

Gln

Lys

90

Pro

Leu

Ser

Gly

Cys

170

Lys

Ala

Gln

11

Leu

Pro

Gly

Cys

75

Ser

Cys

Ala

Gly

Gly

155

Tyr

Gly

Leu

Val

Val

Ser

Gly

60

Pro

Ser

Pro

Asp

Leu

140

Lys

Ser

Glu

Thr

His
220

Arg

Arg

45

Leu

Ala

Gln

Gln

Leu

125

Lys

Asp

Val

Thr

Ala

205

Leu

Asp

30

Glu

Tyr

Asp

Ser

Cys

110

Leu

Lys

Ala

Ser

Phe

190

Thi

Leu

Phe

Gly

Thr

Gln

Val

95

Cys

Leu

Ser

Val

Ser

175

Ser

Ile

Pro

Phe

Val

Met

Ile

80

Asn

Lys

Gly

Glu

Gln

160

Ile

Cys

Thr

Pro
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Pro

225

Val

Gly

Glu

Val

Gly

305

Leu

Ala

Ser

Arg

Gln

Pro

Asp

290

His

Ala

Glu

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

<220>
<223>

<400>

Glu Glu

Gly Phe

Glu Leu
260

Gly Gln
275

Ala Glu

Glu Ala

Gly Lys

Gly Ile
340

19
238
PRT
Trinh tu

19

Leu Ala
230

Ser Pro
245

Pro Arg

Ala Ile

Asp Trp

Leu Pro
310

Pro Thr
325

Cys Tyr

Leu

Lys

Asp

Pro

Lys

295

Leu

His

nhédn tac-

mién Fc clia lon

53688

Asn

Asp

Lys

Thr

280

Gln

Ala

Val

Glu

Val

Tyr

265

Tyr

Gly

Phe

Asn

Asp Pro Cys Pro Gln Cys Cys Lys Pro

1

5

Ala Leu Ala Asp Leu Leu Leu Gly Ser

20

25

Leu Ser Gly Leu Lys Lys Sar Glu Gly

Leu

Leu

250

Leu

Ala

Asp

Thr

Val
330

Ser Leu Ser Leu Gln

10

Asn Ala Ser Leu Thr

Val Ser Phe Thr Trp

12

Val

235

Val

Val

Val

Thr

Gln

315

Ser

Thr

Arg

Trp

Thr

Phe

300

Lys

Val

Leu

Trp

Glu

Ser

285

Ser

Thr

Val

Thr

Leu

Val

Cys

Ile

Met

30

Cys

Gln
255

~ Leu

Leu

Met

Asp

Ala
335

Leu

240

Gly

Pro

Arg

Val

Arg

320

Glu

Pro Pro

15

Cys

Gln Pro

Thr
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Ser

Gly

65

Asn

Ser

Pro

Glu

Val

145

Tyr

Tyr

Gly

Phe

Asn
225

Gly

50

Cys

Lys

Ala

Gln

Leu

130

Leu

Leu

Ala

Asp

Thr

210

Val

<210>

35

Gly

Tyr

Gly

Leu

Val

115

vVal

Val

Val

Val

Thr

195

Gln

Ser

20

Lys

Ser

Glu

Thr

100

His

Thr

Arg

Trp

Thr

180

Phe

Lys

Val

Asp

Val

Thr

85

Ala

Leu

Leu

Trp

Glu

165

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

Ser

70

Phe

Thr

Leu

Thr

Leu

150

Ser

Val

Cys

Ile

Met
230

Val

55

Ser

Ser

Ile

Pro

Cys

135

Gln

Leu

Leu

Met

Asp

215

Ala

53688

40

Gln

Ile

Cys

Thr

Pro

120

Leu

Gly

Pro

Arg

Val

200

Arg

Glu

Ala

Leu

Thr

Lys

105

Pro

Val

Gly

Glu

Val

185

Gly

Leu

Ala

Ser

Pro

Ala

90

Pro

Ser

Arg

Gln

Pro

170

Asp

His

Ala

Glu

13

Pro

Gly

75

Ala

Lys

Glu

Gly

Glu

155

Gly

Ala

Glu

Gly

Gly
235

Thr

60

Cys

His

Val

Glu

Phe

140

Leu

Gln

Glu

Ala

Lys

220

Ile

45

Arg

Ala

Ser

Asn

Leu

125

Ser

Pro

Ala

Asp

Leu

205

Pro

Asp

Asp

Glu

Thr

110

Ala

Pro

Arg

Ile

Trp

190

Pro

Thr

Tyr

Ser

Pro

Leu

95

Phe

Leu

Lys

Asp

Pro

175

Lys

Leu

His

Cys

Trp

80

Lys

Arg

Asn

Asp

Lys

160

Thr

Gln

Ala

Val
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Asp

Phe

Val

Leu

65

Tyr

Arg

Cys

Pro

Cys

145

Trp

333
PRT

Trinh tuy nhén tao

mién

20

Tyr Asn

Val

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Pro

Lys

130

Val

Tyr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Asp

Ala

115

Pro

Val

Val

Fc cla logn

Thr

Asp

20

Pro

Thr

Met

Asn

Ile

100

Ala

Lys

Val

Asp

Ala

His

Val

Phe

Val

Val

85

Glu

Glu

Asp

Asp

Gly
165

Pro

Asn

Thr

Pro

Ile

70

Pro

Val

Ile

Val

150

Val

Ser

Val

Val

Ser
55

Val

His

Pro

Leu

Leu

135

Ser

Gln

53688

Val

Ala

Thr

40

Val

Ala

Pro

Thr

Gly

120

Met

Gln

Leu

Tyr

Leu

25

Trp

Leu

Ala

Ala

Pro

105

Ala

Ile

Glu

Tyr

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Thr

90

Ile

Pro

Ser

Glu

Thr

170

14

Leu

Cys

Ser

Pro

Ser

75

Asn

Cys

Ser

Arg

Ala

155

Ala

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Val

Thr

140

Glu

Gln

Pro

Val

Ala

45

Gly

Ser

Lys

Glu

Phe

125

Pro

Val

Thr

Cys

Ser

30

Leu

Leu

Thr

Val

Ile

110

Leu

Lys

Gln

Arg

Gly

15

Ser

Tyr

Leu

Asp

95

Cys

Phe

Val

Phe

Pro
175

Arg

Tyr

Arg

Ser

Ser

80

Lys

Ser

Pro

Thr

Ser

160

Met
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Glu

Gln

Asn

Gly

225

Glu

Tyr

Pro

Thr

Arg

305

His

Glu

His

Lys

210

Pro

Leu

Pro

Glu

Tyr

290

Gly

Tyr

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

<220>

<223>

<400>

Gln

Gln

195

Asp

Ser

Ser

Pro

Gly

275

Phe

Asp

Thr

21

329
PRT
Trinh tu

21

Phe

180

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

260

Asn

Leu

Leu

Gln

Asn Ser

Trp Leu

Leu Ser

Val Pro

230

Ser Lys

245

Ile Asp

Tyr Arg

Tyr Ser

Thr

Lys

Pro

215

Gln

Val

Val

Thr

Lys

295

Phe Gln
310

Lys Ser
325

nhédn tao

mién Fc cnha lon

Cys

Ile

53688

Tyr

Gly

200

Ile

Val

Ser

Glu

Thr

280

Leu

Ala

Ser

Arg

185

Lys

Thr

Tyr

Ile

Trp

265

Pro

Ala

Val

Lys

Val

Glu

Arg

Thr

Thr

250

Gln

Pro

Val

Met

Thr
330

Val

Phe

Thr

Leu

235

Cys

Ser

Gln

Asp

His

315

Gln

Ser

Lys

Ile

220

Pro

Leu

Asn

Gln

Lys

300

Glu

Val

Cys

205

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

285

Val

Ala

Lys

Leﬁ

190

Lys

Ala

Thr

Gln

270

Val

Arg

Leu

Pro

Val

Ala

Trp

Gly

255

Gln

Asp

Trp

His

Ile

Asn

Thr

Glu

240

Phe

Glu

Gly

Gln

Asn
320

Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Cys Gly Arg Asp Val Ser Asp

15
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His

Val

Phe

Val

65

Val

Glu

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Leu

Asn

Thr

Pro

50

Ile

Tyr

Pro

Val

Ile

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

Val

Val

35

Ser

Val

His

Pro

Leu

115

Leu

Ser

Gln

Thr

Lys

195

Pro

Ala

20

Thr

Val

Ala

Pro

Thr

100

Gly

Met

Gln

Leu

Tyr

180

Gly

Ile

Leu

Trp

Leu

Ala

Ala

85

Pro

Ala

Ile

Glu

Tyr

165

Arg

Lys

Thr

Asn

Gln

Ser

70

Thr

Ile

Pro

Ser

Glu

Cys

Ser

Pro

55

Ser

Asn

Cys

Ser

Arg

135

Ala

150 °

Thr

Val

Glu

Arg

Ala

Val

Phe

Thr

53688

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

Val

120

Thr

Glu

Gln

Ser

Lys

200

Ile

Val

25

Ala

Gly

Ser

Lys

Glu

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

10

Ser

Leu

Leu

Thr

Val

90

Ile

Leu

Lys

Gln

Arg

170

Leu

Lys

Lys

16

Ser

Ser

Tyr

Leu

75

Asp

Cys

Phe

Val

Phe

155

Pro

Pro

Val

Ala

Tyr

Arg

Ser

60

Ser

Lys

Ser

Pro

Thr

140

Ser

Met

Ile

Asn

Thr

Phe

Val

45

Leu

Tyr

Arg

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Gln

Asn

205

Gly

Pro
30

Val
Sef
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190

Lys

Pro

15

Glu

His

Ser

Cys
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