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Linh vwe k¥ thuit cia sing ché

Séng ché d& cap dén ché phidm va phuong phép lién quan dén protein lién két

khéng nguyén dédc hiéu di dime alphadbeta’.
Tinh trang ki thuit cia sang ché

Integrin 14 protein xuyén mang typ I di dime dugc tao thanh tir hai cdu tric dudi
phan tir (mdt chu triic dudi phan tir alpha va mot cdu triic dudi phén tir beta) va diéu
tiét nhiéu loai twong tac t& bao-té bao va t& bao-co chét ngoai bao khac nhau. V& mit
chic nédng, integrin dugc biét 13 tham gia vao nhiéu quy trinh sinh hoc khac nhau, bao
gdm qua trinh di chuyén va Iuu théng bach cau va dép tmg mién dich. & dong vat co
vi, ¢6 18 cAu trac dudi phan tir alpha da biét va 8 ciu tric dudi phén tir beta da biét,
céc cu tric ndy két hop v6i nhau tao thanh 24 integrin riéng biét. Tinh dic hiéu phdi
tir duge x4c dinh phan 16n 14 theo cac t6 hop cu thé cla cc cdu triic du6i phan tir
alpha va beta duoc biéu hién, trong khi 4i luc vdi phdi tir dugc didu bién boi sy thay

doi cau dang cua integrin va phu thudc vao cation héa tri hai.

Céc phdi tr cia integrin tao thanh cdc nhém da dang vé& cAu tric bao gdm
protein co chit ngoai bao nhu colagen, fibronectin, vitronectin va laminin; cic ddi thu
thé nhu phéan t&¢ bam dinh té bao (vi du, phéan tr bam dinh té bao mach mau hay
VCAM (vascular cellular adhesion molecule)) va protein huyét trong. Nhidu vi sinh
vét gy bénh ciing sir dung integrin dé bét dau viéc gay nhidm hodc lam vi tri d& lién
~ két doc t6. Céac phdi tir da dang vé cdu tric c6 chung gdc axit glutamic hodic aspartic 10
ra ngoai, thuong c6 mit trong vong linh dong mé rong, dong vai trd quan trong trong
viéc nhén biét boi integrin.

Integrin alpha4 (alpha4 duoc két hop véi cdu triic dudi phan tir betal hodc
beta7) dong vai trd quan trong trong hé min dich. Alphadbetal duoc biéu hién &
lympho bao va t& bao u tiy; n6 c6 vé 1a thanh phan lién két chinh voi phan tir bam
dinh t& bao mach mau (VCAM). VCAM dugc biéu hién khe“ip noi trén ndi mac mach
mau, dugc didu hoa ting trong qua trinh viém va lién két voi alphadbeta? cling nhu

alphadbetal (mic du yéu ddi véi alphadbeta7). Mic du cling dugc phét hién ¢ t& bao
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T, té bao B, té bao NK va t& bao ua eosin ngoai bién, nhung alpha4beta7 dugc biéu
hién & mic cao nhit & phan nhém t bao T nhé CD4+CD45SRA ma di duoc chimg
minh 13 khu trG wu tién & rudt. Phéi tir chinh cta di dime alpha4beta7 1a phén tir bam
dinh t& bao addressin mang nhay loai 1 (MAdCAM-1 hoic MAdCAM), dugc biu

hién & n6i mac rudt.

Ngoai viéc ghép cip v6i chudi alpha4, ciu triic dudi phén tir beta7 ciing ghép
cdp v6i alphaE d tao thanh alphaEbeta7, duoc biéu hién cha yéu ¢ lympho bao noi
biu mé (IEL) trong rudt, phbi va duong sinh duc-niéu. AlphaEbeta7 ciing dugc bidu
hién & t& bao dudi gai trong rudt. Di dime alphaEbeta7 lién két v6i E-cadherin, duge
biéu hién & cac t& bao bidu mé. Té bao IEL dugc cho 13 tao ra co ché gidm sat mién

dich trong khoang biéu mé.

Céc khéng thé lién két véi alpha4 va tc ché su lién két clia alphadbetal voi
VCAM-1 va fibronectin tao thanh viing 52 axit amin cta alpha4, gitta cac gbc 152 va
203 (Schiffer et al., J. Biol. Chem. 270:14270; 1995). Tidswell va cong su (J. Immuno
159:1497; 1997) d3 xé4c dinh duge ring mién beta7 déng vai trd quan trong trong viée
lin két v6i MAdCAM-1, bang cach sitr dung bang khang thé lién két beta7 trong
phuong phép tiép can cAu tric dudi phan tir beta7 kham chudt/ngudi. Cac tac gia sang
ché d3 phat hién ra ring séu trong s§ bay khang thé uc ché viéc lién két voi
MAdJCAM-1 va E-cadherin tao thanh ving bao gém c4c axit amin tir 176 dén 250, ma
¢ vé nhu ¢ su twong ddng voi vi tri bam dinh phu thudc ion kim loai (MIDAS) cua
cac cau tric dudi phan tir integrin khac. Mot trong s6 cac khang thé dugc Tidswell et

al. st dung 13 khang thé dic hidu di dime alpha4beta7 dugc goi 1a ACT-1.

Khang thé ACT-1 dugc mé ta diu tién bdi Lazarovitz va cong sy (J. Immunol.
133:1857; 1984) dudi dang khang thé duoc tao ra bz"lng cach gdy mién dich chudt nhit
bﬁmg dong té bao lympho T dic hiéu giai doc td udn van & nguoi tir PBMC. Sau do,
ACT-1 duoc chitng minh la lién két dic hiéu voi di dime alphadbeta7 (Schweighoffer
et al., J. Immunol. 151:717, 1993). Trong khi ACT-1 khong lién két v6i alphadbeta’7
cta chudt, thi n6 lai lién két véi alphadbeta7 cua it nhit mot s6 loai dong vt linh
truong khong phai 14 ngudi va dugc chimg minh 1 1am giam bénh viém két trang tu

phat & khi séc dau bong bi nhbt (Hesterberg et al., Gastroenterology 111:1373; 1996).
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ACT-1 dugc lam gidng nhu ctia ngudi va duoc danh gid 14 chit tri liéu bénh
viém loét dai trang cho nguoi (Feagan et al., N Engl J Med. 352:2499; 2005), va gin
day 1a cd bénh Crohn (Feagan et al, Clinical Gastroenterology and Hepatology,
6:1370, 2008). ACT-1 dugc lam gidng nhu cta ngudi, con duoc goi 13 vedolizumab,
dugc mo ta trong WO 98/06248 v patent M§ s6 7,147,85, ciing nhw WO 07/061679
va patent My s 2007-0122404. Khang thé dwoc lam giéng nhu ciia ngudi khac,
natalizumab (Tysabri®), dugc stt dung dé diéu tri bénh Crohn. Natalizumab la dang
duogc lam gidng nhu ctia ngudi ciia khang thé ciia chudt dic hiéu alpha4. Vedolizumab
dugc cho thdy 1a gy ra dap tmg khéng khéng thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi trung
tinh & mot ty 186 bénh nhén va natalizumab lién quan dén bénh 1y ndo chit tring da b
tién trién (progressive multifocal leukoencephalopathy-PML), loai rdi loan than kinh
lién quan dén su tai hoat hoa khi nhidm virut JC & dbi tuong bi suy giam mién dich.
Do d6, van cin c6 hop chét c6 tac dung tri lidu giup cai thién cac nhuoc diém nay

ddng thdi pha v& con duong alphadbeta7/MAdCAM-1.
Bin chét ky thuit ciia sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén dugc phan
lap lién két dic hidu voi alphadbeta7 cia ngudi (nghia 13, protein lién két khéng
nguyén dic hiéu di dime alpha4beta7). Theo khia canh khic clia séng ché, protein lién
két khang nguyén nay lién két dic hiéu véi alphadbeta7 cta dong vat linh truong
khong phai 1a ngudi, khi cynomologous, a tinh tinh, dong vat cé va khong phai dong
vat linh trudng, loai gdm nhim, chudt nhit, chudt céng, chuot déng, chudt lang, meo
hoic ché. Theo phuong an khéc, protein lién két khang nguyén dugc phén 1ap bao gdm
khang thé cia nguoi; khang thé kham; khang thé don dong; khéng thé tai t5 hop; manh
khang thé lién két khang nguyén; khang thé chudi don; manh khang thé dic hiéu hai vi
trf; manh khang thé c6 ba vi tri dic hiéu; manh khéng thé ¢6 bdn vi tri dic hiéu; manh
Fab; manh F(ab’),; khang thé mién; khéng thé IgD; khang thé IgE; khang thé IgM;
khéng thé IgG1; khang thé IgG2; khang thé IgG3; khang thé IgG4; hodc khang thé
IgG4 c6 it nhit mot dot bién trong ving ban 1& lam giam xu huéng tao thanh lién két
disulfua chudi H bén trong. Theo khia canh khéc, protein lién két khang nguyén dugc
phéan 1dp chura ving dn dinh chudi ning tir mot trong cac cac khang thé néu trén; theo
mdt khia canh khac, ving 8n dinh 1 polypeptit chira SEQ ID NO:72; polypeptit dong
nhét it nhat 90% véi SEQ ID NO:72; polypeptit c6 trinh tu axit amin nhu dugc néu
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trong SEQ ID NO:72 tir 6 mét, hai, ba, bdn hodc ndm axit amin c6 dau tin N va/hodic
ddu tdn C bi loai bd; hodc mot trong cic polypeptit néu trén két hop voi mot hodc
nhidu co ché bién dbi sau dich ma. Theo mdt phwong 4n, protein lién két khang
nguyén duge phén 13p chira viing dn dinh chudi nhe kapa, theo mot phuwong 4n khac né
chtra mdt ving chudi nhe lambda. Theo mét phwong 4n, ving 6n dinh chudi nhe 14
polypeptit chita SEQ ID NO:70; polypeptit ddng nhét it nhat 90% véi SEQ ID NO:70;
polypeptit ¢6 trinh ty axit amin nhu duge néu trong SEQ ID NO:70 tir d6 mot, hai, ba,
bdn hodc nim axit amin c6 dau tin N va/hodc du tan C bi loai bd; hodc mot trong cac

polypeptit néu trén két hop véi mot hodc nhidu co ché bién ddi sau dich ma.

Theo mot phuong 4n, séng ché dé xuét protein lién két khang nguyén dic hiéu
di dime alpha4beta7 c6 chudi ning va chudi nhe, mdi protein nay chira mot hodc nhiu
vung quyét dinh bd trg hodc cac CDR. Theo khia canh khéc caa sang ché, vung thay
dbi chudi ning chira CDR1, CDR2 va CDR3 va ving thay ddi chudi nhe chira CDR1,
CDR2 va CDR3, trong d6 mdi CDR tuong (mg dugc chon tir nhém gébm CDR1, CDR2
va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:55 va CDR1, CDR2 va CDR3 cuia chuéi nang
tir SEQ ID NO:58; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:56 va
CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:59; va CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:57 va CDR1, CDR2 v CDR3 ctia chudi ning tir SEQ
ID NO:60.

Theo khia canh khic ciia sang ché, ving thay d6i chudi ning con chira bdn
vung khung (FR) dugc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4 va ving thay d6i chudi nhe con
chtra bdn ving khung (FR) dugc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo m6t khia canh,
cac FR dugc chon tir cac SEQ ID NO gidng nhau nhu cdc CDR; theo mdt phuong an
khac, cac FR dugc chon tir SEQ ID NO khac nhau. Theo mt phuong dn khéc, sang
ché d& xuét protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta? trong d6 ving
thay d6i chudi nhe chitra SEQ ID NO:55 va ving thay dbi chudi ning chira SEQ ID
NO:58; ving thay dbi chudi nhe chira SEQ ID NO:56 va ving thay dbi chudi ning
chira SEQ ID NO:59; hodc viung thay ddi chudi nhe chira SEQ ID NO:57 va ving thay
ddi chudi niing chira SEQ ID NO:60.

Theo khia canh khac cua sang ché, sang ché d& xuit protein lién két khang
nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 dugc phan 1ap, c6 chudi ning va chudi nhe, mdi

trong s cac protein ndy chita mét hodc nhiéu ving quyét dinh bd trg hosic CDR. Theo
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khia canh khac cia sang ché, ving thay dbi chudi ning chira CDR1, CDR2 va CDR3
va ving thay dbi chudi nhe chita CDR1, CDR2 va CDR3. Theo mét phuong an, céc
CDR chudi nhe dugc chon tlir nhém bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ddng nhét it nht
90% lan luot véi CDR1, CDR2 va CDR3 ctia SEQ ID NO: 3; CDR1, CDR2 va CDR3
ddng nhét it nhit 90% lan lugt véi CDR1, CDR2 va CDR3 ciia SEQ ID NO: 5; CDR1,
CDR2 va CDR3 ddng nhét it nhit 90% lan lugt véi CDR1, CDR2 va CDR3 cta SEQ
ID NO: 7; CDR1, CDR2 va CDR3 ddng nhét it nhit 90% lan luot véi CDR1, CDR2
va CDR3 ctia SEQ ID NO: 22; va CDR1, CDR2 va CDR3 dong nhit it nht 90% lan
luot véi CDR1, CDR2 va CDR3 cua SEQ ID NO: 24; va CDR1, CDR2 va CDR3 thay
d6i ctia chudi ning 13 tir SEQ ID NO:58.

Theo khia canh khac cua séang ché, ving thay ddi chubi ning con chira bdn
vung khung (FR) dugc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4 va viung thay d6i chudi nhe con
chtra bdn ving khung (FR) duogc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo mét khia canh,
cac FR duoc chon tir cac SEQ ID NO giéng nhau nhu cdc CDR; theo mt phuong an
khéc, cac FR dugc chon tir SEQ ID NO khac nhau. Theo m¢t phuong an khéc, sdng
ché @& xuét protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 trong d6 ving
thay d6i chudi nhe dugc chon tir nhém gdm ving thay ddi chudi nhe ddng nhét it nhit
90% véi SEQ ID NO:3; ving thay ddi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID
NO:5; ving thay di chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:7; ving thay
dbi chudi nhe ddng nhit it nhit 90% véi SEQ ID NO:22; va ving thay ddi chudi nhe
ddng nhét it nhit 90% v&i SEQ ID NO:24; va ving thay ddi chudi ning chira SEQ ID
NO:58.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuat protein lién két khéang nguyén dic
hiéu di dime alphadbeta7 dugc phan lap c6 ving thay ddi chudi ndng chta CDRI1,
CDR2 va CDR3 va ving thay ddi chudi nhe chita CDR1, CDR2 va CDR3, trong d6
CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe dugc chon tir nhém gém CDR1, CDR2 va
CDR3 ddng nhét it nhit 90% lan luot véi CDR1, CDR2 va CDR3 cta SEQ ID NO:12;
CDR1, CDR2 va CDR3 ddng nhét it nhit 90% lan luot véi CDR1, CDR2 va CDR3
ctia SEQ ID NO: 25; va CDR1, CDR2 va CDR3 ddng nhét it nhit 90% lan luot voi
CDR1, CDR2 va CDR3 ctia SEQ ID NO: 26; va CDRI, CDR2 va CDR3 ctia chudi
nang dugc chon tr nhdm gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ddng nhat it nhit 90% lan luot
v6i CDR1, CDR2 va CDR3, cua SEQ ID NO:41; va CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 d9
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ddng nhat it nhit 90% 14n luot véi CDR1, CDR2 va CDR3 ciia SEQ ID NO:54. Theo
mot phuong 4n, ving thay dbi chudi nhe duge chon tir nhém bao gdm céc ving thay
d6i ddng nhét it nhit 90% vai trinh tw bét ky trong s cac SEQ ID NO: 12, 25 va 26,
va ving thay dbi chudi ning dugc chon tir nhém bao gém céc ving thay dbi ddng nhit
it nhdt 90% véi trinh ty bt ky trong s6 cac SEQ ID NO:41 va 54. Theo khia canh khéc
cta sang ché, ving thay dbi chudi ning con chira bn ving khung (FR) duoc goi 1a
FR1, FR2, FR3 va FR4 va ving thay ddi chudi nhe con chira bén ving khung (FR)
dugc goi la FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo mdt khia canh, cac FR dugc chon tir cac
SEQ ID NO giéng nhau nhu ciac CDR; theo mdt phuong an khac, cic FR duogc chon tir
SEQ ID NO khéc nhau.

Theo mdt phuong 4an, séng ché dé xuét protein lién két khéang nguyén dic hiéu
di dime alphadbeta7 phan lap c6 ving thay ddi chudi ning chira CDR1, CDR2 va
CDR3 va ving thay ddi chudi nhe chita CDR1, CDR2 va CDR3, trong 6 mdi CDR
tuong Ung déng nhét it nhit 90% véi CDR duge chon tit nhém gém CDR1, CDR2 va
CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:10, va CDR1, CDR2 va CDR3 cuta chudi nang tu
SEQ ID NO:38; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:2, va CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:30; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chubi
nhe tir SEQ ID NO:20, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning t\‘IASEQ ID NO:51;
CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi nhe tir SEQ ID NO:11, va CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi ning tir SEQ ID NO:39; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID
NO:13, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:42; CDR1, CDR2
va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:17, va CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi ning
tir SEQ ID NO:46; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:8, va CDRI,
CDR2 va CDR3 cta chudi nang tr SEQ ID NO:36; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chubi
nhe tir SEQ ID NO:19, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi ning tir SEQ ID NO:49;
CDRI1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:18, va CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi ning tir SEQ ID NO:47; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID
NO:21, va CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi ning tir SEQ ID NO:52; CDR1, CDR2
va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:3, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning
tir SEQ ID NO:31; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:7, va CDR1,
CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:35; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi
nhe tr SEQ ID NO:6, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:34;
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CDRI1, CDR2 va CDR3 cuia chudi nhe tir SEQ ID NO:1, va CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi niing tir SEQ ID NO:29; CDR1, CDR2 va CDR3 cila chudi nhe tir SEQ ID
NO:22, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tr SEQ ID NO:50; CDR1, CDR2
va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:24, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi ndng
tir SEQ ID NO:40; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:9, va CDR1,
CDR2 va CDR3 cua chudi ning tir SEQ ID NO:37; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi
nhe tr SEQ ID NO:4, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:32;
CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:28, va CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi nang tir SEQ ID NO:53; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID
NO:16, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi ning tr SEQ ID NO:45; CDR1, CDR2
va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:15, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning
tu SEQ ID NO:44; CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:14, va
CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi ning tir SEQ ID NO:43; CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:27, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi ning tr SEQ
ID NO:43; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID NO:5, va CDR1, CDR2
va CDR3 cua chudi ning tir SEQ ID NO:33; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir
SEQ ID NO:12, va CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi ning tir SEQ ID NO:41; CDRI,
CDR2 va CDR3 cta chudi nhe tir SEQ ID NO:23, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua
chudi ning tir SEQ ID NO:48; CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe tir SEQ ID
NO:25, va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tir SEQ ID NO:54; va CDRI,
CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tir SEQ ID NO:26, va CDR1, CDR2 va CDR3 cta
chudi niing tir SEQ ID NO:54. Theo khia canh khac, cic CDR cuia chudi ning va chudi
nhe 13 gidng voi cac CDR tuong ung clia cac SEQ ID NO dugc vién dan. Theo mot
phuong 4n ctia sang ché, ving thay ddi chudi ning con chira bén ving khung (FR)
dwoc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4 va ving thay ddi chudi nhe con chita bén ving
khung (FR) duoc goi 1a FR1, FR2, FR3 va FR4. Theo mdt khia canh, cac FR duoc
chon tir cac SEQ ID NO gidng nhau nhu cac CDR; theo mét phuong 4n khéc, cac FR
dwoc chon tir SEQ ID NO khéc nhau. '

Theo phuong an khac, protein lién két khang nguyén dic hidu di dime
alpha4beta7 chita ving thay dbi chudi nhe va viing thay ddi chudi ning, trong d6 ving
thay ddi chudi nhe dong nhét it nhit 90% v&i SEQ ID NO:10, va ving thay dbi chudi
ning ddng nhét it nhit 90% va&i SEQ ID NO:38; ving thay ddi chudi nhe déng nhat it
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nhit 90% véi SEQ ID NO:2, va ving thay ddi chudi ning ddng nhét it nhit 90% voi
SEQ ID NO:30; ving thay ddi chudi nhe ddng nhét it nhét 90% véi SEQ ID NO:20, va
ving thay dbi chudi ning dong nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:51; viing thay dbi
chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:11, va ving thay dbi chudi ning
dong nhét it nht 90% véi SEQ ID NO:39; ving thay d6i chudi nhe dong nhat it nhét
90% v&i SEQ ID NO:13, va ving thay dbi chudi ning ddng nhét it nhit 90% véi SEQ
ID NO:42; viung thay d6i chudi nhe ddng nhét it nht 90% véi SEQ ID NO:17, va
ving thay ddi chudi ning ddng hhét it nhit 90% voi SEQ ID NO:46; ving thay dbi
chudi nhe ddng nhat it nhit 90% véi SEQ ID NO:8, va ving thay ddi chudi ning dong
nhat it nhat 90% véi SEQ ID NO:36; ving thay ddi chudi nhe ddng nhét it nhit 90%
v6i SEQ ID NO:19, va ving thay dbi chudi ning ddng nhat it nhit 90% voi SEQ ID
NO:49; ving thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:18, va ving
thay d6i chudi ning déng nhit it nhat 90% voéi SEQ ID NO:47; ving thay dbi chudi
nhe ddng nhét it nhat 90% vaéi SEQ ID NO:21, va ving thay ddi chudi ning ddng nhat
it nhat 90% vé&i SEQ ID NO:52; ving thay dbi chubi nhe ddng nhit it nhit 90% véi
SEQ ID NO:3, va ving thay ddi chudi ning ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:31;
ving thay dbi chudi nhe dong nhat it nhit 90% véi SEQ ID NO:7, va ving thay dbi
chudi ning ddng nhat it nhit 90% v&i SEQ ID NO:35; ving thay dbi chudi nhe dong
nhit it nhit 90% véi SEQ ID NO:6, va ving thay d6i chudi ning ddng nhét it nhét
90% véi SEQ ID NO:34; ving thay ddi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID
NO:1, va ving thay d6i chudi ning ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:29; ving
thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% vaéi SEQ ID NO:22, va ving thay dbi chudi
ning dong nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:50; ving thay dbi chudi nhe ddng nhét it
nhit 90% voi SEQ ID NO:24, va ving thay d6i chudi ning ddng nhét it nhit 90% voi
SEQ ID NO:40; ving thay dbi chudi nhe déng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:9, va
vung thay ddi chudi ning déng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:37; ving thay ddi
chudi nhe ddng nhét it nhit 90% voi SEQ ID NO:4, va ving thay dbi chudi ning ddng
nhét it nhat 90% voi SEQ ID NO:32; ving thay d6i chudi nhe ddng nhét it nhat 90%
v6i SEQ ID NO:28, va ving thay d6i chudi ning dong nhét it nhit 90% véi SEQ ID
NO:53; vung thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:16, va ving
thay d6i chudi ning ddng nhat it nhit 90% véi SEQ ID NO:45; ving thay ddi chudi
nhe dong nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO: 15, va viing thay d6i chudi ning ddng nhét
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it nhit 90% voi SEQ ID NO:44; ving thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi
SEQ ID NO:14, va ving thay déi chudi ning déng nhit it nhit 90% véi SEQ ID
NO:43; ving thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:27, va ving
thay d6i chudi ning dong nhat it nhit 90% véi SEQ ID NO:43; ving thay dbi chudi
nhe déng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:5, va ving thay déi chudi ning ddng nhét it
nhét 90% véi SEQ ID NO:33; ving thay di chudi nhe ddng nhét it nhat 90% véi SEQ
ID NO:12, va ving thay dbi chudi ning ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:41;
ving thay dbi chudi nhe dng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:23, va ving thay ddi
chudi ning ddng nhat it nhat 90% voéi SEQ ID NO:48; ving thay ddi chudi nhe dong
nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:25, va ving thay dbi chudi ning ddng nhit it nhAt
90% véi SEQ ID NO:54; hodc ving thay dbi chudi nhe ddng nhét it nhit 90% véi
SEQ ID NO:26, va ving thay dbi chudi ning ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID
NO:54. Theo khia canh khéc, c4c ving thay d6i chudi ning va chudi nhe 13 gidng voi

céc'vfmg thay ddi twong tng cua cac SEQ ID NO duoc vién dan.

Mot khia canh ctia sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén dic hiéu di
dime alpha4beta7 dugc phén 14p c6 gia tri EC50 nho hon 35ng/ml trong thir nghiém
lién két t& bao T nhé CD4 +; mot khia canh khac d& xuét viéc lién két khang nguyén
ddc hiéu di dime alphadbeta7 dugc phan ldp c6 gid tri EC50 nhé hon 10ng/ml trong
thir nghiém lién két té bao T nhé CD4+. Theo phuong an khac, sang ché dé xuét
protein lién két khdng nguyén dic hidu di dime alphadbeta7 dugc phan 1ap c6 IC50
trong thtr nghiém canh tranh MAdCAM nho hon 30 ng/m; theo mdt phuong an khac,
sang ché dé xuit viéc lién két khang nguyén dic hiéu di dime alpha4beta7 duoc phan
1ap ¢6 IC50 nho hon 10ng/ml trong thir nghiém canh tranh MAdCAM. Mot khia canh
khéc ctia séng ché dé xuit protein lién két khang nguyén dic hidu di dime alpha4beta?

duogc phan 1ap lién két voi thé dot bién S250N cia alphadbeta’.

Theo mdt khia canh ciia sing ché, sang ché d& xuit axit nucleic ma hoa céc
polypeptit néu trén. Theo khia canh khac cta sang ché, axit nucleic 1 vecto. Theo
phuong 4n khéc clia sing ché, sang ché dé xuit t& bao chi dugc bién nap hoic duoc
chuyén nhidm \}éi cac axit nucleic theo sang ché. Theo khia canh khac cta sérig ché,
sang ché dé xuét phuong phap diéu ché polypeptit bao gdm budc 1 cac té bao chu dudi

didu kién thiic ddy su biéu hién ctia polypeptit va thu hoach céc polypeptit nay.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit t& bao dugc phan 14p tiét protein lién két
khang nguyén lién két alphad4beta7. Theo phuwong 4n khéc, t& bao 1a t& bao lai. Theo
mot phuong an khéc, sang ché dé xuét phuong phap tao ra protein lién két khang
nguyén lién két dic hidu véi alphadbeta7 (nghia 13, alphadbeta7 clia ngudi), bao gdm
bude 0 té bao duge phéan 1ap dudi cac diéu kién cho phép né biéu hién protein lién két

khéng nguyén nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén dwoc phan
1ap lién két dic hiéu véi di dime alpha4beta7. Theo phuong 4n khac, protein lién két
khang nguyén duogc phan 1ap, khi lién két v6i alphadbeta7 ctia ngudi, e ché lién két
clia alphadbeta7 véi MAACAM-1. Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit
phuong phap trc ché it nhit mot hoat tinh ctia alphadbeta?, bao gdm budc cho té bao
biéu hién alphadbeta? tiép xtic vdi protein lién két khang nguyén dic hiéu véi di dime
alphadbeta7 sao cho hoat tinh ndy bi trc ché mot ph?ln hoac toan bd. Theo mébt khia
canh, phuong phap nay dugc tién hanh in vivo. Theo mot khia canh cila séng ché,
protein lién két khang nguyén dugc phén 1ap trc ché sy bém dinh ctia t& bao bidu hién
alphadbeta7 véi t€ bao biéu hién MAdCAM-1. Van theo mét khia canh khac cua séang
ché, protein lién két khédng nguyén dugc phan lap trc ché su di chuyén ciia t& bao bidu
hi€n alphadbeta7 dén khu vuc hoic md dugc cu tri boi céc t& bao bidu hién
MAdJCAM-1; theo mét vi du ctia phuong 4n ny, protein lién két khang nguyén duoc

phan 14p tc ché sy di chuyén ctia lympho bao vao ruét.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xudt duoc phdm chira protein lién két khang
nguyén. Theo mdt phuong 4n, sang ché mé ta phuong phép diéu tri tinh trang bénh &
d6i twong bao gébm budc cho ddi tugng ding dugc phim nay, trong d6 tinh trang bénh
nay co thé dugc didu tri béng cach giam hoat tinh (mot phﬁn hodc toan bd) cua
alphadbeta7 & dbi tuong ndy. Theo phuwong an khéc, dbi tuong 1 ngudi. Theo phuong
an khéc, tinh trang bénh la tinh trang viém ctia hé da day rudt. Theo d6, sang ché mo ta
phuong phap diéu tri cho dbi twong chiu tinh trang bénh dugc dic trung boi sy di
chuyén khéng thich hop cta t& bao biéu hién alphadbeta7 dén mo chura té bao biéu
hién MAJdCAM, bao gdm viéc cho dbi tugng ding protein lién két khang nguyén dic
hiéu di dime alphadbeta7 v&i lwong du d& rc ché (mdt phan hodc toan bd) su di
chuyén ctia té bao bidu hién alphadbeta7 dén mé chira té bao biéu hién MAJCAM.

Theo mdt phuong én, tinh trang bénh la bénh vi€ém rudt, vi dy, viém loét dai trang,
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bénh Crohn, bénh Celiac (bénh Sprue khéng thudc ving nhiét d6i), bénh ly vé& rudt
lién quan dén bénh ly cot séng huyét thanh am tinh, viém rudt két vi mé hodc viém
rudt két thé colagen, viém da day rudt do ting bach ciu ua eosin hoic viém tdi trong
x4y ra sau khi cét bo dai trang-tryc trang va néi hdi trang. Theo phwong an khéc, tinh
trang bénh 1a viém tuy, bénh dai thao dudng phu thudc insulin, viém va, viém thi mat,
viém duong mat, viém quanh bng mat, viém phé quan man tinh, vi€ém xoang man tinh,
bénh hen hoic bénh ghép chdng chu.

Theo phuong 4n khac, phuwong phép con bao gdm bude cho ddi tuong ding
didu tri thi hai. Theo phwong 4n khéc, diu tri thir hai dwoc sir dung cho ddi twong
trude va/hodic ddng thoi va/hodc sau khi cho dbi tugng ding dugc phim theo sang ché.
Theo phuong an khéc, diéu tri thir hai bao gém chit chéng viém. Theo phuong 4n
khac, dugc phim tha hai bao gdm chét dugc chon tir nhém gdm thude chéng viém
khéng steroit, steroit va céc chit diéu hoa mién dich. Theo phuong 4n khac, phuong

phap bao gdm budc cho ddi tuong ding diéu tri thir ba.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phap ting tudi tho clia d6i tugng
bao gbdm viéc cho dbi twong nay dung dugc phdm theo séng ché. Theo khia canh khac,
sang ché dé xuét phuong phép giam hoat tinh alphadbeta7 & d6i twong c6 nhu ciu bao
gdm viéc cho dbi tuong nay ding dugc phim theo sing ché. Theo khia canh khic,
sang ché d& xuét phuong phap giam su di chuyén duoc diéu tiét boi alphadbeta7 (vi
du, tai cu tri & rudt dugc didu tiét boi alphadbeta7) & dbi tuong cé nhu ciu bao gém
budc cho ddi twong ding dugc phim theo sang ché.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén ché pham, b kit va phuong phép lién quan dén phén tir
lién két integrin alpha4beta7 (“alpha4beta7”), bao gdm céc phan tir ¢6 tic dung chi
van hodc dbi khang alpha4beta7, nhu cic khang thé khang alphadbeta7, cdc manh
khang thé va din xudt khang thé, nhu khang thé khang alphadbeta7 d6i khang, cac
ménh khang thé hoic din xuét khang thé. Sang ché ciing d& cap dén céac axit nucleic,
va din xuét va cac manh ctia nd, bao gém trinh ty nucleotit ma héa toan b6 hodc mot
phin polypeptit lién két alphadbeta7, vi du nhu axit nucleic ma hoa toan by hogc mot
phin khang thé khang alpha4beta7, manh khang thé hoic din xut khang thé, plasmit

va vecto chira cic axit nucleic nay va t€ bao hodc dong teé bao chira céc axit nucleic
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va/hodic vecto va plasmit ndy. Cac phwong phap dugc dé xuit bao gbm, vi du, phuwong
phép tao ra, nhan biét hodc phan cac lap phan tr lién két véi alphadbeta7, nhu cac
khang thé khéang .alphadbeta7, phuong phép x4c dinh phan t c6 lién két véi
alphadbeta7 hay khong, phuong phap xac dinh phan tir c6 tic dung chil van hay d6i
khang alphadbeta7, phuong phép tao ra ché pham, nhu dugc phim, bao gém phén tir
lién két v6i alphadbeta?, va phuong phap bao gdm cho dbi twgng ding phan tir lién két
v&i alphadbeta7 ndy, vi du, phuong phap diéu tri tinh trang bénh dugc didu tiét boi
alphadbeta7 va tdc dung chud van hodc ddi khang hoat tinh sinh hoc ctia alphadbeta?7, in

vivo hoac in vitro.

Céc trinh tu polynucleotit va polypeptit dwoc biéu thi bing cach st dung chit
viét tht gdm tir mot dén ba ky tu chudn. Trir khi c6 chi din khéc, m3i trinh tu
polypeptit c6 diu tin amino & bén trai va ddu tan carboxy & bén phai; mdi trinh tw axit
nucleic soi don va sgi trén cliing cia mdi trinh tu axit nucleic soi kép co d4u 5’ & bén
trai va dau 3’ & bén phai. Mot trinh tu polypeptit hodc polynucleotit cu thé ciing ¢6 thé

duoc mb ta bang cach giai thich né khac véi trinh ty tham chiéu nhu thé nao.

Trur khi duge dinh nghia khac trong ban moé ta nady, cac thudt ngit khoa hoc va
k§ thuat duoc st dung trong sang ché déu dugc hidu theo cach hiéu thong thudng boi
ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Ngoai ra, trir khi duoc yéu cau
khac trong timg ngit canh, cac thuat ngit s it c6 thé bao gdm ca s6 nhidu va cac thuat
ngit s6 nhiéu bao gdm ca s6 it. Thong thudng, cac thuit ngit duge sit dung lién quan
dén va céc k¥ thuéat vé nudi céy t€ bao va md, sinh hoc phan tir, mién dich hoc, vi sinh
hoc, di truyén hoc va héa hoc vé protein va axit nucleic va phuong phép lai duge mo ta
trong ban mé ta ndy 12 céc thugt ngt duoc biét dén rong rai va thudng duoc sir dung
frong linh vyc k¥ thuét ndy. Cac phuong phdp va cic ky thuat theo sang ché thuong
dugc thuc hién theo céc phuong phép thong thuong duge biét dén rong rii trong linh
vuc k¥ thuat ndy va nhu d3 mo ta trong céc tai li€u tham khao thong thudng va tai liéu
cu thé hon khéc duoc vién dan va dugc thao ludn trong phﬁn mo ta nay trir khi cé chi
din khac. Xem, vi du, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) va
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates
(1992), va Harlow and Lane Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), dwoc két hop vao ddy bang cach
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vién din. C4c phan tmg enzym va k¥ thuat tinh ché dugc thuc hién theo hudng dan cia
nha san xuit, nhu thuong dugce thuc hién trong linh vyc k§ thuédt nay hodc nhu duge
md ta trong ban mé ta ndy. Cac thuat ngit dugc sir dung lién quan dén, va cac quy trinh
va cac k§ thuat phong thi nghiém vé, héa hoc phan tich, héa hitu co téng hop va héa y
va héa dugc dugc mo ta trong ban md ta nay déu duoc biét dén rong rii va thuong
duoc stir dung trong linh vuc k¥ thudt nay. Cac k¥ thuat chuén c6 thé duge su dung
trong céc tdng hop héa hoc, phan tich héa hoc, duge phdm, ché phim, va sy phan phbi
va diéu tri cho bénh nhan.

Céc thuat ngit sau day, trir khi ¢6 chi din khéc, nén duogc hiéu theo nghia dudi

A

day:

Thuat nglt "phéan tr duoc phéan lap" (trong d6 phén tir nay 1a, vi dy, polypeptit,
polynucleotit hodc khang thé) 1a phan tr ma do ngudn gbc hodc ngudn thu nhén cta nd
(1) khoéng lién két véi cac thanh phan két hop tu nhién kém theo né & trang thai tu
nhién cta no, (2) hiu nhu khong chira phén tir khac tir cac loai tuong tu, (3) dugc bidu
hién boi t& bao thude cac loai khac hodc (4) khong xuit hién trong tw nhién ma khong
c6 su can thiép cla con nguodi. Vi vay, mot phan tir duoc téng hop hoéa hoc hodc dugc
téng hop trong hé t& bao khac vdi té bao ma né cé ngudn gbe ty nhién tir d6, s& duoc
"phan 14p" tir cac thanh phan két hop tu nhién cia né. Phan tir ciing c6 thé duoc lam
cho hiu nhu khong chira cic thanh phin két hop tu nhién boi sy phan lap, bang cach
st dung k¥ thuét tinh ché da biét trong linh vuc k§ thuat nay. D6 tinh khiét hoic do
ddng nhit phan tir c6 thé dugc thir nghiém bang nhidu phuong thirc da biét trong linh
vuc k¥ thuat nay. Vi du, d6 tinh khiét ctia mau polypeptit c6 thé dugc thir nghiém bing
phuong phap dién di trén gel polyacrylamit va nhuém gel dé hién thi polypeptit bing
cach st dung céc k¥ thuat da biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Nhim muc dich nay,
phuong phap phéan tich mc d6 cao hon c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung

HPLC hoic c4c phuong thirc khac d4 biét trong linh vuc k¥ thuét nay dé tinh ché.

Céc thuat ngir “chét trc ché alphadbeta7” va “chat d6i khang alphadbeta7” duogc
sir dung thay thé cho nhau. Mdi chit nay 13 phén tir ttc ché mét cach c6 thé nhén biét
duoc it nhét mot chirc ndng cia alphadbeta7. Nguoc lai, “chat cha van alpha4b¢ta7” la
phin tir lam gia ting mdt cach c()_thé nhin biét dugc it nhit mét chirc ning cla
alphadbeta7. Viéc tc ché boi chét (e ché alphadbeta7 khong can phai hoan toan mién

14 n6 c6 thé nhan biét dugc, vi du bing cach sir dung thir nghiém. Thir nghiém bét ky
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vé churc nang cua alpha4beta7 cd thé duoc st dung, vi du vé thir nghiém nay duoc néu
trong ban mé ta nay. Céc vi du vé chirc ning clia alpha4beta7 c6 thé bi (rc ché boi chét
trc ché alphadbeta7 (hodc dugc gia ting bdi chét cht van alphadbeta7) bao gdm su lién
két phdi tir (nghta 13, lién két véi MAACAM-1), sw bam dinh véi t& bao biéu hién phdi
tir, su di chuyén dén ngin cu thé nhu rudt, giai phong xytokin, chemokin va céc hop
chét trung gian khéc, ting cudng hodc 1am ting manh dép tmg viém va su tdn thuong
mo va céc chirc ndng tuong tu. Vi du vé céc loai chét trc ché alphadbeta7 va chit cha
van alpha4beta7 bao gém, nhung khong gi6i han &, polypeptit lién két alphadbeta?
nhu protein lién két khang nguyén (vi du, céc protein lién két khang nguyén

alphadbeta7), cic khang thé, cac manh khang thé va din xuét khang thé.

Céc thudt ngit “peptit”, “polypeptit” va “protein” mdi thuat ngit ndy duoc ding
d& chi phan tir chira hai hogic nhiéu gbc axit amin dugc két hop véi nhau bing lién két
peptit. Céac thuat nglt nay bao gém, vi du, protein ty nhién va nhén tao, cac manh
protein v céc dang tuong ddng ctia polypeptit (nhw protein dét bién (mute.in), bién thé
va protein dung hop) ctia trinh tu protein cfing nhur cac protein dwoc bién dbi sau dich
ma hodc theo cach khac 1a do lién két cdng hda tri hodc khong cdng hoda tri. Peptit,

polypeptit hodc protein c6 thé 14 monome hozc polyme.

Thuét ngit "manh polypeptit" khi dugc str dung trong ban mo ta nay dugc dung
& chi polypeptit d3 bé di dau tan amino va/hodc diu tin carboxy so véi polypeptit c6
chiéu dai d?ly da twong Ung. Cac manh co thé c6 chidu dai chira, vi du, it nhét 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 50, 70, 80, 90, 100, 150 hodc 200 axit amin. Cdc manh
cling c6 thé c6 chiéu dai chira, vi du, nhiéu nhat 1a 1000, 750, 500, 250, 200, 175, 150,
125, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 14, 13, 12, 11 hodc 10 axit amin. Cac
manh ciing c6 thé thu dugc tir quy trinh phan giai protein (hogic quy trinh khéac), ma vi
du, tao ra su bién d6i tir mot dén nim axit amin biét trudc & dAu tAn amino va/hodc
carboxy. Manh con co thé chira, & mot trong sb hai diu hodc & ca hai ddu cia nd, mot
hodc nhiéu axit amin bd sung, vi duy, trinh ty axit amin tr mt protein c6 trong ty nhi€n
khac (vi du, Fc hodc mién khéa kéo leuxin) hodc trinh tu axit amin nhén tao (vi duy,

trinh ty lién két nhan tao hodic protein gén duoi).

Céc polypeptit theo sang ché bao gdm polypeptit dugc bién dbi theo cach bat ky
va vi Iy do bét ky, vi du, dé: (1) giam d6 nhay véi sy phan giai protein, (2) giam do
nhay véi sy oxy hoa, (3) thay dbi 4i luc lién két dé tao thanh phitc hop, (4) thay ddi 4i
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luc lién két va (5) tao ra hodc bién dbi cac dic tinh 1y hoa hodc chirc nang khéac. Cac
dang tuong ddng bao gdm cac mutein ctia polypeptit. Vi du, cac thay thé mot hoic
nhiéu axit amin (vi dy, thay thé axit amin bao toan) c6 thé dugc thyuc hién trén trinh tu
c6 trong tu nhién (vi du, trén phan polypeptit nim ngoai (c4c) mién tao nén sy tiép xuc
gifta cac phan tr). Trinh ty lién g c6 thé dugc st dung dé chon lya céc gbe axit amin
dé thay thé; ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay biét ring cac gbec

axit amin bd sung c6 the duoc the.

“Thay thé axit amin bao toan” 13 viéc hau nhu khong lam thay dbi dic diém chu
tric cta trinh ty ban dau (vi du, viéc thay thé axit amin khéng nén c6 khuynh hudng
phd v& cAu triic xoén kép xuit hién trong trinh tir ban diu hodc khong lam dirt gdy céac
loai céu trac bac hai khac dic trung cho trinh ty ban dau hoic cén thiét cho chuc nang
ctia n6). Cac vi du vé cAu triic bac hai va bac ba ctia polypeptit d duoc biét trong linh
vuc ndy dugc mé ta trong tai liéu Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Introduction to
Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y.
(1991)); va Thornton‘et at. Nature 354:105 (1991), duoc két hop vao day bang cach

vién dan.

Séng ché con dé xuét cac dang twong ddng khong phai peptit cuia polypeptit lién
két alphadbeta7. Cac dang twong ddng khong phai peptit thuong duoc st dung trong
nganh cong nghiép dugc phdm dudi dang thube véi cac dic tinh twong tw dic tinh cta
peptit khudn miu. C4c loai hop chét khong phai peptit nay duoc goi 1a "chat mo phong
peptit " hodc "chét gia peptit", xem, vi du, Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986);
Veber and Freidinger TINS p.392 (1985); va Evans ef al. J. Med. Chem. 30:1229
(1987), duoc két hop vao day bang cach vién din. Cac chit md phong peptit tuong tu
vé mit cAu tric véi cac peptit hitu dung dé trj liéu c6 thé dugc st dung dé tao ra tac
dung trj liéu hodc phong bénh twong duong. Thong thudng, chit gia peptit tuong tu vé
mit cu triic véi polypeptit kiéu méu (nghia 13, polypeptit c6 diic tinh sinh héa hodc
dugc tinh mong mudn), nhu khang thé ciia ngudi, nhung c6 mot hodic nhiéu lién két
peptit tuy ¥ dugc thay thé bing lién két dwoc chon tir nhém gdm: --CH,NH--, --CH,S--
, --CH,--CH,--, --CH=CH-(cis va trans), --COCH,--, --CH(OH)CH,--, va --CH,SO--,
bing cac phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Viéc thay thé c6 hé théng

ctia mdt hogc nhiéu axit amin trong trinh tw lién mg bing D-axit amin cta cing loai
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(vi dy, D-lysin thay thé cho L-lysin) cfing c6 thé duoc sir dung dé tao ra peptit n dinh
hon. Ngoai ra, céc peptit bi cudng ép chira trinh tw bao toan hodc su bién ddi trinh tu
lién tmg hiu nhu ddng nhat c6 thé duge tao ra bing cic phwong phap da biét trong linh
vuc k¥ thuat nay (Rizo va Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992), duoc két hop
vao day bang cach vién din), vi du, bang cach bd sung cac gdc xystein bén trong cé

kha ning tao ra cau nbi disulfua ndi phéan tir lam déng vong peptit.

“Bién th8” ctia polypeptit (vi du, khang thé) bao gdm trinh ty axit amin trong d6
mdt hodc nhiéu gdc axit amin dugc cai xen, x6a va/hodc thay thé trong trinh ty axit
amin so vdi trinh tu polypeptit khac. Cac bién thé theo sang ché bao gdm protein dung
hop.

"Dan xuét” clia polypeptit 13 polypeptit (vi du, khang thé) duoc bién dbi hoa
hoc, nhu bang cach tiép hop véi gbc héa hoc khac (nhu polyetylen glycol hosc
albumin, vi du, albumin huyét thanh nguoi), phosphoryl héa va/hoic dudng hoa. Trir
khi ¢6 chi din khéc, thuat ngit “khang thé” bao gdm, ngoai cac khang thé chira hai
chudi ning c6 chidu dai ddy da va hai chudi nhe c¢6 chidu dai ddy du, cic din xut,

bién thé, manh va mutein cua nd, vi du vé ching dugec mo ta dudi day.

“Protein lién két khang nguyén” 14 protein chira phan lién két véi khéang nguyén
va, tuy ¥, phin ciu tric gian gido hodc khung cho phép phan lién két khang nguyén
tuan theo mot thé cdu tao dé ting cuong viéc lién két cua protein lién két khéng
nguyén voi khang nguyén. Céc vi du vé protein lién két khang nguyén bao gdm khéng
th8, manh khang thé (vi du, phén lién két khang nguyén cta khang thé), din xuét cia
khang thé va thé tuong tu clia khang thé. Protein lién két khang nguyé€n nay co thé
chira, vi du, ciu tric gian gido protein thay thé hodc cdu triic gian gido nhan tao véi
céc din xuét CDR hodic CDR dugc ghép. Cac ciu tric gidn gido nay bao gdm, nhung
khong gidi han &, cdu tric gian gido thu duoc tir khang thé chira cac dot bién dugc dua
vao d&, vi dy, lam én dinh cAu tric khong gian ba chiéu cla protein lién két khang
nguyén ciing nhu ciu tric gidn gido tdng hop hoan toan chira, vi dy, polyme tuong
thich v& mit sinh hoc. Xem, vi du, Korndorfer et al.,‘ 2003, Proteins: Structure,
Function, and Bioinformatics, Volume 53, Issue 1:121-129; Roque et al., 2004,
Biotechnol. Prog. 20:639-654. Ngoai ra, chit mo phong khang thé peptit (“PAM”-

peptide antibody mimetics) c6 thé duoc sit dung, cling nhu céc cdu tric gian gido c6
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gbc 14 cac chit mb phong khang thé sir dung cic thanh phan lién két voi fibronectin
1am c4u tréic gian gio.

Protein lién két khang nguyén c6 thé c6, vi du, ciu tric cia globulin mién dich
c6 trong tu nhién. “Globulin mién dich” 1 phan tir dang tetrame. Trong globulin mién
dich c6 trong tu nhién, mdi tetrame gdm c6 hai cip chudi polypeptit giéng nhau, mdi
cip c¢6 mot chudi “nhe” (khoang 25 kDa) va mot chudi “ning” (khoang 50-70 kDa).
Phdn d4u t4n amino ctia mdi chudi bao gébm ving bién d6i chira 100 dén 110 axit amin
hodc nhiéu hon, chi yéu chiu trach nhiém nhan biét khang nguyén. Phin ddu tan
carboxy ctia mdi chudi xac dinh ving 6n dinh chiu trach nhiém chinh d6i véi chirc
nang thyc hién. Céc chudi nhe trong khang thé ctia ngudi dwgc phén loai thanh chudi
nhe kapa hodc lambda. Cac chudi ning dwoc phan loai thanh mu, delta, gama, alpha
hodic epsilon va xac dinh isotyp khang thé 1an luot 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE.
Trong chudi nhe va chudi ning, ving bién ddi va viing 6n dinh duoc ndi boi ving "J”
c6 khoang 12 axit amin hodc nhiéu hon, véi chudi ning ciing bao gdm ving "D"c6
khoéang 10 axit amin hozc nhiéu hon. Xem téng quéat, Fundamental Immunology Ch. 7
(Paul, W, ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)) (duoc két hop vao day bang cach
vién dan). Cac ving thay ddi cta cip chudi nhe/chudi ning tao thanh vi tri lién két

khang thé sao cho globulin mién dich con nguyén ven c6 hai vi tri lién két.

Céc ving thay d6i ctia chudi globulin mién dich ¢6 trong tur nhién c6 ciing mot
cAu triac chung ctia viing khung bao toan tuong déi (FR) dugc nbi bing ba ving siéu
bién, con duéc goi 1a vung quyé't dinh bd trg hodc cac CDR. Tir diu tAn N dén dau tan
C, ca chudi ning va chubi nhe déu chita cac mién FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 va FR4. Sy phan bd axit amin vao mdi mién 1a tusn theo cac dinh nghia cia
Kabat et al. trong Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5™ Ed., US Dept.
of Health and Human Services, PHS, NIH, NIH Publication no. 91-3242, 1991. Cac hé
théng danh s6 khic cho cic axit amin trong chudi globulin mién dich bao gdm
IMGT® (hé théng thong tin ImMunoGeneTics qudc té; Lefranc et al, Dev. Comp.
Immunol. 29:185-203; 2005) va AHo (Honegger and Pluckthun, J. Mol. Biol.
309(3):657-670; 2001).

Céc khéng thé c6 thé duogc 14y tir ngudn nhu huyét thanh hoic huyét tuong co
chira cac globulin mién dich c6 tinh dic hiéu khdng nguyén khac nhau. Khi céc khang

thé nay dugc tinh ché dua vao 4i luc, ching c6 thé duge 1am giau tinh dic hiéu khang
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nguyén cu thé. Cac ché phim khéang thé dugc lam giau ndy thuong dugc tao ra voi it
hon 10% khang thé c6 hoat tinh lién két dic hiéu véi khang nguyén cu thé. Viéc dua
cac ché phdm nay qua mot vai chu trinh tinh ché bang 4i luc c6 thé ting ty 16 khang thé
c6 hoat tinh lién két ddc hidu voi khang nguyén. Céc khang thé dugc téng hop theo
cach nay thuong dugc dé cap dén 1a “don dic hiéu”. Cac ché phém khéng thé don dic
hiéu c6 thé duoc tao nén tir khoang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99% hodc 99,9% khéng thé c6 hoat tinh lién két ddc higu

doi véi khang nguyén cu the.

"Khang thé" duoc ding dé chi globulin mién dich nguyén ven hodc phin lién
két khang nguyén ciia n6 canh tranh véi khang thé nguyén ven trong viée lién két diic
hiéu, trir khi ¢6 quy dinh cu thé khac. Phén lién két khang nguyén c6 thé duoc tao ra
béng k§ thuét tai t hop ADN hoic bing cach phan cit cac khang thé nguyén ven bing
enzym hodc hoda hoc. Phén lién két khang nguyén bao gdm, khong ké nhimg cai khac,
Fé}b, F;clb', F(ab'")2, Fv, cac khéng thé mién (dAb) va cic manh cta vung quyét dinh bd
trg (CDR), cac manh cia viing thay ddi, cic khéng thé chudi don (scFv), cac khang thé
kham, manh Fv chudi don dang dime (diabody), manh Fv chudi don dang trime
(triabody), manh Fv chudi don dang tetrame (tetrabody) va polypeptit chira it nht mot
phin globulin mién dich du dé dem lai su lién két khang nguyén dic hiéu cho
polypeptit.

- Ménh Fab 1a manh don tri ¢6 cac mién Vi, Vg, CL va Cygl; manh F(ab’), 1a
manh ludng tri c6 hai manh Fab dugc lién két bang ciu ndi disulfua tai ving ban 1&;
manh Fd ¢é cdc mién Vi va Cyl; manh Fv ¢6 cac mién Vi va Vg cia mot nhanh cia
khéng thé; va manh dAb c6 mién Vg, mién Vi, hosic manh lién két khang nguyén ciia
mién Vy hoic V. (patent My sb 6,846,634, 6,696,245, cong bd don My sb
05/0202512, 04/0202995, 04/0038291, 04/0009507, 03/0039958, Ward et al., Nature
341:544-546, 1989).

Khéng thé chudi don (scFv) 1a khing thé trong d6 ving Vi va ving Vy duoc.
ndi théng qua trinh tu lién két (vi dy, trinh tu tong hop clia cdc gde axit amin) dé tao ra
chudi protein lién tuc, trong d6 trinh tu lién két nay du dai dé cho phép chudi protein
nay gip nép nguoc trd lai trén chinh né va tao ra vi tri lién két khang nguyén don tri
(xem, vi dy, Bird et al., 1988, Science 242:423-26 va Huston ef al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-83). Cac diabody 1a cac khang thé ludng tri chira hai chudi
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polypeptit, trong d6 mdi chudi polypeptit bao gdm cac mién Vy va Vi duoc ndi bing
trinh tu lién két qua ngén dé c6 thé cho phép ghép cip hai mién trén ciing mot chudi,
vi thé cho phép mdi mién bét cip v6i mién bd tro trén chudi polypeptit khac (xem, v
du, Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-48, va Poljak et al.,
1994, Structure 2:1121-23). Néu hai chudi polypeptit ctia diabody 1a gidng nhau, thi
diabody thu duoc tir viéc bét cip cta chung s& c6 hai vi tri lién két khang nguyén
gidng nhau. Céc chudi polypeptit c6 céc trinh tir khac nhau c¢6 thé duoc sir dung dé tao
ra diabody c6 hai vi tri lién két khang nguyén khic nhau. Twong tu, triabody va
tetrabody 14n lugt 1a cac khang thé chira ba va bdn chudi polypeptit, va 1an lugt tao ra

ba va bbn vi tri lién két khang nguyén, c6 thé gibng hoic khac nhau.

Céc ving quyét dinh bd trg (cac CDR) va ving khung (FR) ctia mét khang thé
xac dinh c6 thé duoc nhan biét béng cach st dung hé théng duoc mo ta boi Kabat er
al. supra; Lefranc et al., supra va/hodc Honegger amd Pluckthun, supra. Mot hoac
nhidu CDR c¢6 thé duoc két hop vao phan tir bang lién két cong hoa tri hoic khong
cOng hoa tri dé 1am cho né 14 protein lién két khang nguyén. Protein lién két khang
nguyén c6 thé két hop (cac) CDR nhu mot phan ctia chudi polypeptit 16n hon, c6 thé
lién két (cac) CDR theo cach cong hoa tri v6i chudi polypeptit khéc hodc c6 thé két
hop (cac) CDR theo céch khong cong héa tri. Cac CDR cho phép protein lién két

khang nguyén lién két dic hiéu voi khang nguyén cu thé mong mudn.

Protein lién két khang nguyén cé thé c6 mét hodc nhidu vi tri lién két. Néu c6
nhiéu hon mét vi tri lién két, thi cac vi tri lién két nay co thé giéng nhau hodc c6 thé
khac nhau. Vi du, globulin mién dich cé trong tw nhién ctia ngudi thudng c6 hai vj tri
lién két gidng nhau, trong khi khang thé “dic hiéu kép” hogc “chirc ning kép” c6 hai

vi tri li€n ket khac nhau.

Thuét ngit “khang thé cta ngudi” bao gbém tit ca cac khang thé c6 mot hoic
nhidu ving thay dbi va ving c¢b dinh c6 ngudn gdc tir trinh tu globulin mién dich ctia
ngudi. Theo mot phuong 4n, tit ca cic mién thay d6i va mién 6n dinh déu thu dugc tir
trinh tw globulin min dich cta nguoi (khéng thé dy da ctia ngudi). Céc khing thé
nay c6 thé dwoc tdng hop bing nhidu cach khac nhau, vi du vé cdc cach nay dugc mo
ta dudi day, bao gdm bing cach gay mién dich bing khang nguyén mong muén ctia
chudt nhét dugc bién dbi gen dé biéu hién cac khang thé thu duoc tir gen mi hoa chudi

ning va/hodc chudi nhe clia nguoi.
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Khéng thé dugc lam gidng nhu ciia ngudi ¢6 trinh ty khic voi trinh ty cia
khéng thé thu dugc tir loai khong phai ngudi bing mot hodc nhidu phn thé, xéa
vi/hodc thém axit amin, sao cho khéng thé dwgc 1am gidng nhu clia ngudi it c6 kha
ning gy dap Ung mién dich va/hodc gy dép tmg mién dich & muc d¢ it nghiém trong
hon, so v6i khéng thé ctia loai khong phai ngudi, khi né duogc dung cho déi twong 1a
ngu&ﬁ. Theo mot phuong &n, céc axit amin nhat dinh trong mién khurig va mién 4n
dinh cua cdc chudi ning va/hodc chudi nhe ctia khang thé cua loai khong phai nguoi
dugc gy dot bién dé thu dugc khang thé dwgc 1am gibng nhu ciia ngudi. Theo mét
phuong 4n khac, (cic) mién 6n dinh tir khang thé éﬁa nguoi duge dung hop véi (cac)
mién thay d6i cta loai khong phai ngudi. Theo mot phuong 4n khac, mot hodc nhiéu
gbc axit amin trong mot hodc nhiéu trinh ty CDR cia khang thé khong phai ciia nguoi
dugc thay ddi ¢é giam tinh sinh mién dich c6 thé xay ra ctia khang thé khong phai cia
ngudi khi n6 duge ding cho déi tugng 12 nguoi, trong d6 céc gbe axit amin da bién dbi
hoic khéng quan trong dbi voi su lién két dic hiéu mién dich cta khang thé véi khang
nguyén cia né, hodc cic thay ddi trinh ty axit amin duge tao ra 13 cac thay ddi bao
toan, sao cho lién két ctia khang thé duoc lam giéng nhu cia ngudi v6i khang nguyén
khéng yéu hon nhidu so véi lién két ciia khang thé khong phai ngudi voi khéng
nguyén. Vi du vé cach dé tao ra cac khang thé duoc lam gibng nhu ciia ngudi c6 thé

duoc tim thiy trong céc patent M¥ s6 6,054,297, 5,886,152 va 5,877,293.

Thuat ngit "khang thé kham" dugc ding dé chi khang thé chira mot hodc nhidu
vung tr mot khéng thé va mot hodc nhiéu vung tir mt hodc nhiéu khéng thé khac.
Theo mdt phuong 4n, mét hodc nhiéu trong s cac CDR thu duoc tir khang thé khang
alphadbeta7 clia ngudi. Theo phuong 4n khéc, tt ca cac CDR déu thu duoc tir khang
thé khang alpha4beta7 cia nguoi. Theo mdt phuong an khac, cac CDR tir nhidu hon
mdt céc khang thé khéng alphadbeta7 ciia ngudi duge tron 13n va dugc lam khép trong
khéng thé kham. Vi du, khang thé kham c6 thé chira CDRI1 tir chudi nhe ctia khang thé
khéng alphadbeta7 ciia ngudi thir nhat, CDR2 va CDR3 tir chudi nhe ciia khang thé
khang alphadbeta7 ctia ngudi thir hai, va cac CDR tlr chudi ning cta khéng thé khang
alphadbeta7 thir ba. Ciing c6 thé c6 cac td hop khéac va cac t6 hop nay dwoc bao ham

trong cac phuong &n cua sang che.

Ngoai ra, ving khung c6 thé thu dugc tir mdt trong cac khang thé khang
alphadbeta7 gidng nhau, tir mdt hodc nhiéu khang thé khac nhau, nhu khang thé cta
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ngudi hogc khang thé duoc lam gidng nhu cia ngudi. Theo mot vi du vé khang thé
kham, phan chudi ning va/hodc chudi nhe 1a giéng véi, ddng nhit véi hodc thu dugc
tir khang thé tir m6t 1oai cu thé hodc thude 16p hodc 16p phu khang thé cu thé, trong khi
phan con lai cta (c4c) chudi 14 gibng v&i, ddng nhét véi hodc thu duoc tir (cac) khang
thé tir loai khac hozc thudce 16p hodc 16p phu khang thé khac. Cac manh cia cac khéng
thé c6 hoat tinh sinh hoc mong mudn ciing dugc bao gdm (nghia la, kha ning lién két
ddc hi¢u véi alphadbeta7). Xem, vi dy, patent M§ s6 4,816,567 va Morrison, 1985,
Science 229:1202-07.

"Khang thé trung hoa" hoic “khang thé Gc ché” 1a khang thé wc ché su tuong
tac ctia alphadbeta7 véi MAACAM-1 khi luong du khang thé khéng alphadbeta7 lam
giam lugng twong tc it nhit khoang 20% bang cach tién hanh thir nghiém nhu cac thir
nghi€ém dugc néu trong phén vi du thyc hién sang ché. Theo cac phuong &n khéc,
protein lién két khang nguyén nay lam giam twong tic cua alphadbeta7 véi MAACAM-
1 alphadbeta7 1a it nhat 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 99% va 99,9%.

Manh hoic thé tuong tu ctia khéng thé c6 thé duoc tao ra d& dang boi ngudi cb
hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay dwa vao ban mé ta ndy va bing cach sir
dung céc k¥ thuat di biét rd trong linh vyc nay. Pau tin amino va carboxy cia cac
manh hosc céc thé trong tu xuit hién gan ranh gidi ctia cic mién chirc ning. Cac mién
cAu trac va chuc nang cé thé dugc nhan biét béng so sanh dit li€u trinh tu nucleotit
va/hodc axit amin vgi co s& dit li€u cua trinh ty cong khai hodc doc quyén. Cac
phuong phép so sénh bing may tinh c6 thé dugc stir dung dé nhan biét cac métip trinh
tu hodic mién cdu hinh protein du doan xuét hién trong céc protein khic cé cdu truc
va/hodc chirc ning di biét. Cac phuong phap dé nhan biét trinh tu protein gép théﬁh
cu trac khong gian ba chiéu 1a da biét. Xem, vi du, Bowie et al., 1991, Science

253:164.

"Khéang thé ghép CDR” 14 khéng thé chira mdt hoic nhiéu CDR thu duge tir
khang thé ctia mét loai hogc isotyp cu thé va khung ciia khang thé khac cta ciing loai

hodc isotyp hodc cua loai hodc isotyp khac.

“Khéng thé da dic hiéu” 1a khang thé nhan dién dugc nhidu hon mot epitop trén
mdt hodc nhiéu khang nguyén. Lop phu ctia loai khang thé nay 1 “khang thé ddc hidu
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kép” nhan dién duoc hai epitop khac biét trén céc khéng nguyén gidng hoic khéac
nhau.

Protein lién két khéang nguyén “lién két dic hiéu” vdi khang nguyén (vi du,
alphadbeta7 ciia ngudi) néu no lién két véi khang nguyén c6 hing sb phan ly bang 1
nanomol hodc nho hon. Khi duqc st dung trong ban md ta nay, protein lién két khang
nguyén 1a “dic hidu di dime” néu né lién két véi integrin dj dime thir nht ma khéong
phai 1a céc integrin khéc c6 chung mét chudi véi integrin thir nhat. Vi dy, néu khang
thé dic hidu voi di dime alphadbeta7 thi s& lién két v6i alphadbeta7 chtr khong phai
alphadbetal hay alphaEbeta7.

Céc integrin dugc biét 1a phu hop véi cac dang cAu hinh khéac nhau, phu thude
vao trang thai hoat hoda cua (céc) té bao biéu hién chung va vao sy ¢é mat hodc vz"mg
mit cc ion kim loai nhét dinh. M6t integrin ¢ dang c4u hinh “hoat dong” lién két véi
phdi tir cting ngudn gdc véi né vai 4i luc cao hon so véi cling integrin nay & dang céu
hinh “bAt hoat”. Protein lién két khang nguyén c6 thé lién két véi integrin chi & dang
cAu hinh hoat dong ctia n6, chi & dang cAu hinh bét hoat cta no hodc & ca hai hogc méot
trong hai dang cdu hinh nay. Vi du, protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime
alpha4béta7 c6 thé lién két véi alphadbeta7 khi c6 médt hodc khdng cé6 mit cation
mangan hoa tri hai (Mn®"), chi ra réng protein lién két khéng nguyén lién két véi ca
alpah4beta7 hoat déng va bét hoat.

EE N3

“Mién lién két khang nguyén”, “ving lién két khang nguyén,” hoic “vi tri lién
két khang nguyén” 1a mot phan ctia protein lién két khang nguyén chira cac gbc axit
amin (hodc cac gbc khac) twong tac voi khang nguyén va gép phan tao nén tinh dic
hiéu ctia protein lién két khang nguyén va ai luc véi khang nguyén. P& khang thé lién
két dac hiéu voi khang nguyén cia nd, né phai bao gdm it nhit mot phan cia it nhit

mot mién CDR cta no.

"Epitop” 1a phan cua phan tir dugc lién két boi protein lién két khang nguyén
(vi du, boi khang thé). Epitop c6 thé chira phan khong lién k& cta phan tir (vi dy, trong
polypeptit, cic gbc axit amin khong lién k& trong trinh tu bac mot clia polypeptit
nhung, trong ciu truc bic ba hoic bac bbn ctia polypeptit, cac gbc nay lai du gin véi

nhau d& duoc lién két boi protein lién két khang nguyén).
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“Phan trim ddng nhét” cla hai polynucleotit hozc hai trinh tw polypeptit duoc
xé4c dinh bang cich so sanh cAc trinh tw ndy bing chwong trinh méy tinh GAP (mdt
phén cua goi GCG Wisconsin, version 10.3 (Accelrys, San Diego, CA)) bang cach sir
dung céc thong s6 mic dinh cua né.

9% &6

Céc thuat ngit “polynucleotit”, “oligonucleotit” va “axit nucleic” dugc st dung
thay thé cho nhau va bao gdm phén tir ADN (vi du, ADN bd tro hoic ADN bd gen),
phan tir ARN (vi du, ARN théng tin), cic dang twong dong ctia ADN hosic ARN duoc
tao ra bing cach sir dung céc dang twong ddng nucleotit (vi du, axit nucleic peptit va
céc dang tuong ddng nucleotit khéng ¢ trong tw nhién) va thé lai ciia nd. Phén tir axit
nucleic c¢6 thé 14 soi don hodc soi kép. Theo mot phuong 4n, phén tir axit nucleic theo
sang ché bao gck)mk mot khung doc mo 1ién k& ma hoa khéang thé hoic manh, din xuit,

mutein hodc bién thé cia nd, theo sang che.

Hai polynucleotit sgi don 12 “bd thé” ctia nhau néu trinh tw cta ching cé thé
dugc sdp thing theo hudng khong song song sao cho moi nucleotit trong mot
polynucleotit d6i dién véi nucleotit bd sung ciia né trong polynucleotit con lai, khong
dua cac khoang tréng vao va khéng cé cac nucleotit khong bat cip & diu 5° hoic 3
clia mot trong hai trinh tw. Mdt polynucleotit “bd sung” cho mot polynucleotit khac
néu hai polynucleotit nay c6 thé tao ra thé lai v6i nhau duéi diéu kién nghiém ngit vira
phai. Vi vay, mét polynucleotit cé thé bd sung cho mdt polynucleotit khdc ma khong
phai 1a bd thé ciané. |

"Vecto” la axit nucleic cé thé duoc dung dé dua mot axit nucleic khac lién két
v6i né vao té bao. Mot loai vecto 13 “plasmit”, 1a phan tir ADN s¢i don thing hoic
vong ma manh axit nucleic bd sung ¢o thé dugc ndi vao d6. Mot loai vecto khac 1a
vecto virut (vi dy, retrovirut c6 khiém khuyét trong qua trinh sao chép, adenovirut va
virut lién hop véi adeno), trong d6 cac manh ADN b sung ¢0 thé dugc dua vao bd
gen virut. Cac vecto nhét dinh c6 kha ning sao chép tu sinh trong té bao cht noi ma
ching duogc dua vao (vi dy, vecto vi khuén bao gdm dang sao chép chita gbc sao chép
vi khuén va vecto cta loai dong vét c6 va thudc thé bd sung). Cac vecto khac (nhu
vecto cua loai dong vat ¢6 va khong thude thé bd sung) duoc két hop vao by gen cua
té bao cha khi duoc dua vao trong t& bao chi va nhd d6 duge sao chép ciing véi bd
gen vat chu. “Vecto biéu hién” 1a loai vecto c6 thé didu khién sy bidu hién cua

polynucleotit dugc chon.
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Trinh tu nucleotit dugc “lién két hoat d6ng” véi trinh ty diéu hoa néu trinh tyu
didu hoa nay tac dong dén viéc bidu hién (vi du, muc do, thoi gian hoic vi tri biéu
hién) cua trinh tu nucleotit. “Trinh ty diéu hoa” 13 axit nucleic tac dong dén su bidu
hién (vi du, mac 49, thoi gian hodc vi tri biéu hién) ctia axit nucleic ma né lién két
hoat dong. Trinh ty didu hoa c6 thé, vi du, thé hién tac dung cta né truc tiép 1én axit
nucleic duge diéu hoa, hodc théng qua tic dong clia mdt hoic nhidu phan tir khac (vi
du, polypeptit lién két véi trinh tu didu hoa va/hodic axit nucleic). Vi dy vé trinh tu
diéu hoa bao gdm trinh tw gen khéi du, gen ting cudng va cac yéu td kiém soat su
biéu hién khéc (vi dy, tin hidu bd sung dudi poly (A)). Vi du khéc v& trinh tu didu hoa
dugc mo ta trong, vi du, Goeddel, 1990, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA and Baron et al., 1995, Nucleic
Acid Res. 23:3605-06.

“Té bao chu” 1 t& bao co thé duoc ding dé biéu hién axit nucleic, vi du axit
nucleic theo sang ché. Té bao chu c6 thé 1a t& bao cua sinh vat nhan so, vi du, E. coli
hodc c6 thé 1a t& bao cta sinh vt nhan chuén, vi du, sinh vat nhan chuén don bao (vi
du, nAm men hodc céc loai nAm khac), té bao thuc vat (vi du, t bao cay thudc 14 hoac
té bao ciy ca chua), té bao dong vat (vi dy, té bao ctia ngudi, t& bao khi, té bao chudt
déng, t& bao chudt céng, té bao chudt nhét hodc t& bao cén trung) hodc t€ bao lai. Vi
du vé cac té bao chi bao gdm dong COS-7 ciia té bao than khi (ATCC CRL 1651)
(xem Gluzman et al., 1981, Cell 23:175), té bao L, t& bao C127, t& bao 3T3 (ATCC
CCL 163), té bao bubng trimg chudt ddng Trung quéc (CHO) hodic céc t& bao thu
duoc tir ching nhu Veggie CHO va céc dong té bao lién quan dwoc phat trién trong
mdi truong khong huyét thanh (xem Rasmussen et al., 1998, Cytotechnology 28:31)
hodc CHO chuing DX-Bll, thiéu hut DHFR (xem Urlaub et al., 1980, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216-20), t& bao HeLa, cic dong t& bio BHK (ATCC CRL 10),
dong té bao CV1/EBNA thu dugc tir dong t& bao than khi xanh chau Phi CV1 (ATCC
CCL 70) (xem McMahan et al., 1991, EMBO J. 10:2821), t& bao than ph6i ngudi nhu
293, 293 EBNA hoic MSR 293, t& bio A431 biéu bi ctia ngudi, t& bao Colo205 cia
ngudi, cac dong té bao dong vat linh trudng duoc bién nap khac, t& bao ludng boi binh
thuong, chiing té bao thu duge tir viée nudi céy in vitro md so cép, cadc mo céy SO cép,
céc té bao HL-60, U937, HaK hodc Jurkat. Thong thudng, t& bao chi 1a & bao nudi

cly c6 thé duoc bién nap hodc chuyén nhiém véi axit nucleic ma hod polypeptit, sau
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d6 c6 thé dugc biu hién trong t€ bao chi. Cum tir “t& bao chu tai tb hop” c6 thé dugc
st dung dé chi té bao cha duoc bién nap hodc chuyén nhiém véi axit nucleic can duge
biéu hién. Té bao chu ciing c6 thé 13 t& bao chira axit nucleic nhung khong bidu hién
n6 & muc d6 mong mudn tri khi trinh ty didu hoa duge dua vao té bao chu nay sao
cho né trd nén lién két hoat d6ng véi axit nucleic. Pugc hidu réng thuat ngit té bao chu
khong nhiing dugc dung dé chi té bao cua d6i tuong cu thé ma doi sau hodc doi sau c6
tiém ning cta t€ bao nay. Do céc cai bién nay c6 thé xuit hién trong cac thé hé ké tiép
do, vi du sy d6t bién hodc anh huong ctia méi trudng, thuc t 13 doi sau ¢6 thé khong
gidng véi té bao ban diu, nhung vin duoc bao gdm trong pham vi cta thuét ngit khi

dugc st dung trong ban mo ta nay.
Céc protein lién két khang nguyén

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén (vi dy, cac
khang thé, manh khang thé, din xuét khang thé, mutein khang thé va bién thé khang
thé) lién két véi alphadbeta7, nhu alphadbeta7 & nguoi.

Protein lién két khang nguyén theo séang ché bao gdm protein lién két khang
nguyén tc ché hoat tinh sinh hoc cua alpha4beta7. Vi du vé céac hoat tinh sinh hoc nay
bao gdm su lién két ctia alphadbeta7 véi MAACAM-1 va sy bam dinh gitra cc t& bao
biéu hién alphadbeta7 va t& bao biéu hién MAJCAM-1. Cac hoat tinh sinh hoc khéac
bao gém céc hoat tinh dugc didu tiét boi alphadbeta7 in vivo, nhu su di chuyén hodc
tai cu tri; cu thé 13 alphadbeta7 c6 lién quan dén sy di chuyén ctia cac lympho bao dén
rudt. Viée bidu hién MAACAM-1 tdng trong rudt bi viém sé& tdng cudng sy thu nap céc
lympho bao biéu hién alphadbeta7 cho rudt, noi ma su hoat hod lympho bao bét

thuong lam gia tdng dap Umg vi€ém va hu hai mo.

Céc protein lién két khang nguyén khac nhau c6 thé lién két véi cic mién hodc
céc epitop khac nhau ctia alpha4beta7 hodc tac dong nho cac co ché tac dong khéc. Vi
du bao gdm nhung khong gi¢i han & protein lién két khang nguyén can thiép vao kha
ning lién két vdi MAACAM-1 cuia alpha4beta7 hodc tc ché cac twong tac & bao nhu
su bam dinh gifta cac té bao biéu hién alphadbeta7 va té bao biéu hién MAACAM-1.Vi
tri tac ddng nay co thé 13, vi du, nodi bao (vi duy, béng cach can thiép vao téng dan
truyén tin hiéu ndi bao) hoic ngoai bao. Protein lién két khang nguyén khéng cin phai

trc ché hoan toan hoat tinh dugc gy ra boi alphadbeta? dé c6 thé sir dung theo séng
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ché; ding hon 13, protein lién két khang nguyén lam giam hoat tinh cu thé cua
alphadbeta7 ciing duoc tinh dén dé st dung. (Céc thao luén trong ban mé ta ndy vé co
ché tac dong dic trung cta protein lién két khang nguyén lién két alphadbeta7 trong
viéc didu trj cac bénh cu thé chi co y nghia minh hoa va cac phuong phap duogc néu

trong ban mo ta nay khong bi rang budc bai cac co che nay.)

Céc dan xut khéc clia cac khang thé khang alphadbeta? trong pham vi cta séng
ché bao gdm céc thé tiép hop cong hoa tri hodc thé tiép hop cong gdp cua cac khang
thé khang alpha4beta7 hoic manh ciia né, véi céc protein hodc polypeptit khac, nhu
bing cach biéu hién protein dung hop tai t5 hop chita polypeptit khac loai dwgc dung
hop v6i dau tan N hodc dau tan C ciia polypeptit khéng thé khang alphadbeta7. Vi du,
peptit tiép hop c6 thé 1a polypeptit tin hi¢u (hodc chi huy) khac loai, nhu chét chi huy
yéu t6 alpha ctia nAm men hozc peptit nhur thé epitop. Protein dung hop chira protein
lién két khang nguyén c6 thé chira cac peptit dugce bd sung dé tao thuén loi cho vige
tinh ché hodc nhan biét protein lién két khang nguyéh (vi dy, poly-His). Protein lién
két khang nguyén ciing c6 thé dugc lién két véi peptit FLAG® Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-
Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (SEQ ID NO:62) nhu dugc md ta trong Hopp et al.,
Bio/Technology 6:1204, 1988 va Patent M¥ sb 5,011,912. Peptit FLAG® c¢6 tinh
khang nguyén cao va tao ra epitop dugc lién két thuan nghich voi khang thé don dong
dic hidu (mAb), cho phép thir nghiém nhanh va dé dang tinh ché protein tai t6 hop
duoc biéu hién. Céc chit phan tmg c6 thé sir dung dé tao ra protein dung hop trong d6
peptit FLAG® dugc dung hop véi polypeptit xac dinh 13 c6 ban trén thi trudng
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO).

Oligome chita mot hodc nhiu protein lién két khang nguyén cé thé dugc ding
lam chét d6i khang alphadbeta7. Oligome nay c¢6 thé ¢ dang dime, trime hoic cac
oligome 16m hon dugc lién két cdng hoa tri hodc dugc lién két khong cong h(’)a tri. Cac
oligome chira hai hoic nhiéu hon hai protein lién két khang nguyén dugc tinh dén d‘é
stt dung, mdt vi du la homodime. Céc oligome khac bao gém di dime, homotrime, di
trime, homotetrame, di tetrame, v.v.

Mot phuong 4n cta sang ché dé cap dén oligome chita nhidu protein lién két
khang nguyén duoc nbi bing cic twong tac cong hoa tri hodc khong cong hoa tri giita
céc gbe peptit duoc dung hop vai protein lién két khang nguyén. Céc peptit nay c6 thé
1a thanh phdn lién két peptit (manh dém) hodc peptit c6 dic tinh thiic diy qua trinh
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oligome héa. Khéa kéo leuxin v cac polypeptit nhit dinh thu dugc tir cac khang thé 1a
nim trong sb cac peptit c6 thé thuc ddy qua trinh oligome héa céc protein lién két

khang nguyén gan véi nd, nhu dugc md ta chi tict dudi day.

Theo phwong 4n cu thé, cac oligome chrra tir hai dén bdn protein lién két khang
nguyén. Cac protein lién két khdng nguyén cia oligome c6 thé & dang bét ky, nhu
dang bAt ky trong sb cac dang dugc néu & trén, vi dy, bién thé hodc manh. Tét hon la,

céc oligome ndy chita protein lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két alphadbeta?.

Theo mét phuong 4n, oligome dugc tao ra bang cach sir dung polypeptit thu
duoc tr cac globulin mién dich. Viée tao ra protein dung hop chira cac polypeptit khac
loai nhét dinh dugc dung hop vdi cac phin khéc nhau cia polypeptit thu dugc tir
khang thé (bao gdm mién Fc) di dugc mé ta, nhu trong tai liéu ciia Ashkenazi et al.,
1991, PNAS USA 88:10535; Byrn et al., 1990, Nature 344:677; va Hollenbaugh et al.,
1992 "Construction of Immunoglobulin Fusion Protein", trong Current Protocols in

Immunology, Suppl. 4, pages 10.19.1 - 10.19.11.

Mbt phuong 4n ctia sang ché dé cap dén dime chira hai protein dung hop dugc
tao ra bing cich dung hop manh lién két alphadbeta7 ciia khang thé khang
alphadbeta7 véi ving Fc ciia khang thé. Dime nay co thé duoc tao ra béng cach, vi du,
chén mdt gen dung hgp mé hoa protein dung hop vao vecto biéu hién thich hop, biéu
hién gen dung hop trong céc té bao chu duge bién nap voi vecto bidu hién tai tb hop va
cho phép protein dung hop duge biéu hién 1dp rap cic phan tir khang thé gibng nhau
nhét, dya vao d6 céc lién két disulfua lién chudi tao thanh giita cdc gbc Fe dé tao thanh

dime.

Thuat ngit "polypeptit Fc" khi duge st dung trong ban mé ta nay bao gdbm dang
ty nhién va dang mutein cta polypeptit thu dugc tir ving Fe ctia khéang thé. Dang bi
cét ngén cta polypeptit nay chira ving ban 18 thiic ddy qué trinh dime héa ciing dugc
bao gdm. Protein dung hop chta cac gbc Fc (va oligome duoc tao thanh tir d6) tao
thuan loi 13 tinh ché d& dang béng sdc ky i lyc trén cot Protein A hoac Protein G.

Mot polypeptit Fc thich hgp, dugc md ta trong don PCT sé cong bd WO
93/10151 (duoc két hop vao day bang cach vién dan), 1a polypeptit mach don duoc
kéo dai tir vung ban 18 d4u tin N dén d4u tan C tu nhién cua vung Fc cta khang thé

IgG1 cua ngudi. Mot polypeptit Fc hitu dung khac 1a mutein Fc dugc md ta trong
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patent M¥ sb 5,457,035 va trong tai li€éu cia Baum ez al., 1994, EMBO J. 13:3992-
4001. Trinh ty axit amin ctia mutein nay giéng véi trinh ty axit amin cua trinh ty Fe ty
nhién dugc néu trong WO 93/10151, ngoai trlr axit amin 19 duoc thay ddi tir Leu
thanh Ala, axit amin 20 duoc thay déi tir Leu thanh Glu va axit amin 22 dugc thay déi
tir Gly thanh Ala. Mutein thé hién 4i luc giam véi cac thy thé Fe.

Theo céc phuong 4n khéc, phan thay ddi ctia chudi ning va/hoic chudi nhe cia
khang thé khang alphadbeta7 c6 thé dugc thay thé cho phin thay dbi cua chudi nang

va/hodc chudi nhe ciia khang thé.

Theo c4ch khac, oligome 1a protein dung hop chira nhiéu protein lién két khang
nguyén, c¢6 thanh phén lién két peptit (peptit dém) hoic khong. Trong s§ cac thanh
phin lién két peptit thich hop c6 cac thanh phan lién két duoc mé ta trong céc patent
M¥ s6 4,751,180 va 4,935,233,

Phuong phép diéu ché protein lién két khang nguyén dang oligome bao gdm
viéc stt dung khéa kéo leuxin. Mién khoa kéo leuxin 1 peptit thiuc ddy qua trinh
oligome héa ctia protein trong d6 chiing dugc tim thdy. Khéa kéo leuxin dugc nhan
dién 14n du trong mot vai protein lién két ADN (Landschulz er al., 1988, Science
240:1759) va duoc tim thiy trong mot sb loai protein khac. Trong sb cac khoa kéo
leuxin da biét 1a cac peptit c6 trong tu nhién va din xuét cua né dugc dime héa hodc
trime héa. Vi du vé mién khéa kéo leuxin thich hop dé tao ra protein oligome dugc md
ta trong don PCT s6 cong bd WO 94/10308 va khoa kéo leuxin thu duoc tir protein D
hoat dong bé mat (SPD) & phdi duoc mb ta trong Hoppe et al., 1994, FEBS Letters
344: 191, duq§ két hop vao ddy bang cach vién dan. Viée str dung khoa kéo leuxin bién
dbi cho phép trime héa 6n dinh cic protein khac loai dugc dung hop vao dé dugc mod
ta trong tai liéu cua Fanslow et al., 1994, Serhinute Immunol. 6:267-78. Theo mot
phuong thire, protein dung hop tai td hop chita manh khang thé khang alphadbeta?
hodc din xuét duoc dung hop véi peptit khoa kéo leuxin duge bidu hién & cac té bao
chu thich hop va cac manh khéng thé khéng alpha4beta7 dang oligome tan dugc hodc

dn xuit ctia né dugc thu hoi tir phian ndi bé mit ctia dich nudi cdy.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé xuét protein lién két khang nguyén can thiép
vao viéc lién két cia alphadbeta7 véi MAACAM-1. Protein lién két khang nguyén nay

c6 thé dugc lam khang alphadbeta7 hozic manh, bién thé hodc din xudt ctia n6 va duogc
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sang loc trong céc thir nghiém théng thudng dé xac dinh kha ning can thiép vao viée
lién két ctia alphadbeta7 véi MAACAM-1. Vi du vé thir nghiém thich hop 1a thu
nghiém kiém tra kha ning cua protein lién két khang nguyén trong viéc e ché lién két
ctia MAdCAM-1 (nghia 13 MAdCAM-1 hoa tan) véi t& bao biéu hién alphadbeta?
hodc kiém tra kha ning cia protein lién két khang nguyén trong viéc lam gidm déap
{mg sinh hoc hoic t& bao do su twong tac cia MAACAM-1 va alphadbeta7 (nghia 13 su
bam dinh ciia céc t& bao biéu hién alphadbeta? véi MAdCAM-1 hogc t€ bao biéu hign
MAdCAM-1). Céc thir nghiém bd sung kiém tra protein lién két_ khang nguyén bao
gém cac fh& nghiém so sanh dinh tinh hozc dinh lugng su lién két cﬁa‘protein lién két
khang nguyén véi polypeptit alphadbeta7 vé6i su lién két ciia protein lién két khang
nguyén di biét vdi polypeptit alphadbeta7, mot s6 vi du vé thir nghiém nay duge boc

19 trong ban md ta nay.

Theo mot khia canh khac, sing ché d& xut protein lién két khang nguyén bidu
19 tinh chon lgc loai. Theo mt phuong an, protein lién két khang nguyén lién két véi
mot hodc nhiéu alphadbeta7 ctia dong vat cé vu, vi dy, vdi alphadbeta7 clia ngudi va
mot hodc nhidu trong s6 alphadbeta7 cua chudt nhit, chudt céng, chudt lang, chudt
déng, chudt nhdy, meéo, thd, chd, dé, clru, bo, ngua, lac da va dong vét linh trudng
khoéng phai ngudi. Theo mot phuong an khac, protein lién két khédng nguyén lién két
voi mot hodc nhidu alphadbeta7 clia dong vat linh trudng, vi du, véi alphadbeta7 cua
ngudi va mot hodc nhiéu trong sb alphadbeta7 ciia khi cynomologous, khi dudi séc,
khi nau (khi rezut), khi Véng. su tir tamarin va tinh tinh. Theo mdt phuong én khéc,
protein lién két khang nguyén lién két dic hiéu véi alphadbeta7 clia ngudi, khi
cynomologous, khi dudi sdc, khi rezut, khi vang su tir tamarin hodc tinh tinh. Theo
mot phuong an khéc, protein lién két khang nguyén khéng lién két véi mot hodc nhidu
alphadbeta7 cua chudt nhét, chudt céng, chudt lang, chudt déng, chudt nhay, meo, tho,
chd, dé, ctru, bo, ngua, lac da va dong vat linh truong khong phai nguoi. ‘Theo mot
phuong an khic, protein lién két khang nguyén khong lién két véi loai khi New World
nhu khi dudi séc. '

Theo mét phuong 4n khéc, protein lién két khang nguyén khéng thé hién lién
két dic hidu véi protein c6 trong tu nhién bit ky khic ngoai alphadbeta7. Theo mot
phwong an khéc, protein lién két khang nguyén khong thé hién lién két dic hiéu

protein ¢ trong tu nhién bét k¥ khéc ngoai alphadbeta? clia dong vat c6 vii. Theo mot
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phuong 4n khac, protein lién két khang nguyén khong thé hién lién két dic hidu véi
protein c6 trong tw nhién bt ky khac ngoai alphadbeta7 ciia dong vat linh truong.
Theo mot phuong 4n khéc, protein lién két khang nguyén khong c6 thé hién lién két
ddc hiéu v6i protein c6 trong tur nhién bat ky khéc ngoai alpha4beta? cua nguoi. Theo
mot phuong 4n khéc, protein lién két khang nguyén lién két ddc hiéu v6i alphadbeta?
tir it nhit mot dong vat linh trudng khong phai nguoi, vi dy, alphadbeta7 cha khi
cynomologous va alphadbeta7 cua ngudi. Theo mdt phuong 4n khéc, protein lién két
khéng nguyén lién két dic hiéu véi alphadbeta7 cta dong vat linh trudng khoéng phai
ngudi, cta khi cynomologous va cia ngudi véi 4i luc lién két twong ty. Theo mot
phuong 4n khic, protein lién két khang nguyén phong bé hoat tinh ciia alphadbeta?
cua dong vat linh trudng khong phai nguoi, cta khi cynomologous va ctia ngudi. Theo
mot phuong én khac, protein lién két khéng nguyén cé gia tri ICso hodc ECs tuong tur
v6i alphadbeta7 ctia dong vat linh trudng khong phai ngudi, cua khi cynomologous va

cua nguoi trong thir nghiém nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

C6 thé x4c dinh tinh chon loc cha protein lién két khéng nguyén d6i véi
alphadbeta7 bing cich sir dung phuong phép da biét trong linh vuc ky thudt nay va
theo hudng din trong ban md ta nay. Vi du, ¢ thé xac dinh tinh chon loc béng cach str

dung phuong phép thim tach Western, FACS, ELISA hoic RIA.

Theo mot khia canh khac, sing ché d& xuét protein lién két khang nguyén lién
két alphadbeta7 (vi du, khéng thé khang alphadbeta7), c6 mot hodc nhidu dic diém
sau: lién két véi ca alphadbeta7 ctia ngudi va déng vt linh trudng khong phai ngudi,
trc ché lién két cia MAACAM-1 véi alphadbeta?, ttc ché sy bam dinh cta t& bao bidu
hién alpha4beta7 voi MAJCAM-1, tc ché sy bam dinh cuia t& bao bidu hién
alphadbeta7 véi té bao bidu hién MAACAM-1, tic ché sy di chuyén cia té bao biu
hién alphadbeta7 t&i cac md chira t€ bao biéu hién MAdCAM-1, lién két véi ca dang
alpha4beta7 hoat dong va bét hoat, gdy didu hoa giam twong ddi nho alphadbeta7 duge
biéu hién trén bé mit t€ bao.

Céc manh lién két khang nguyén clia protein lién két khang nguyén theo séng
ché c6 thé dugce tao ra theo k¥ thuat thong thuong. Vi du vé cdc manh nay bao gdm,
nhung khdng gi6i han &, manh Fab va F(ab'),. Manh khéng thé va din xuit dugc tao ra

bing k§ thuat di truyén ciing c6 thé dugc bao gdm.
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Céc phuong 4n khac ciia sang ché bao gdm cac khang thé kham, vi du, cac dang
duogc 1am gidng nhu ctia ngudi cla cac khang thé don dong khong phai ngudi (vi du,
loai chudt). Cac khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi niy c6 thé duoc tao ra bing
cac k¥ thuat da biét va tao thuan loi 14 tinh sinh mién dich giam khi cac khang thé nay
duoc dung cho ngudi. Theo mdt phuong an, khang thé don dong dwoc 1am gidng nhu
cua nguoi chira mién thay dbdi cua khéng thé loai chudt (hodic toan bd hodc mot phﬁn vi
tri lién két khang nguyén ctia né) va mién 6n dinh thu dugc tir khang thé cua ngudi.
Theo cach khdc, manh khang thé dugc 1am giéng nhu ctia ngudi c6 thé chira vi trf lién
két khang nguyén ctia khang thé don dong loai gim nhidm va méanh mién thay dbi
(thiéu vi tri lién két khang nguyén) thu duoc tir khang thé ciia nguoi. Quy trinh san
xuét cac khang thé don dong kham va céc khang thé don dong duogc xir Iy khéc nita
bao gém cac quy trinh dugc dugc mo ta trong tai li€u cua Riechmann ef al., 1988,
Nature 332:323, Liu ef al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:3439, Larrick et al.,
1989, Bio/Technology 7:934 va Winter ef al., 1993, TIPS 14:139. Theo mdt phuong
an, khang thé kham 1 khéng thé duoc ghép CDR. Cac k¥ thuat d tao ra cac khang thé
dugc lam gibng nhu cta ngudi dugec moé ta trong, vi du, don séng ché My s
10/194,975 (cong bd ngay 27 thang 02 nim 2003), cic patent My sb 5,869,619,
5,225,539, 5,821,337, 5,859,205, Padlan et al., 1995, FASEB J. 9:133-39 va Tamura et
al., 2000, J. Immunol. 164:1432-41. | ‘

Céc quy trinh dugc phat trién dé tao ra céc khang thé nguoi hodc mot phﬁn cua
nguoi ¢ dong vat khong phai nguoi. Vi dy, chudt nhét trong d6 mot hodc nhiéu gen
globulin mi&n dich ndi sinh bi bit hoat bing nhiéu c4ch khéc nhau dugc chuén bi. Cac
gen globulin mi&n dich ctia ngudi dugc dua vao trong chudt nhit dé thay thé cho cac
gen cua chudt bi bét hoat. Cac khang thé duoc tao ra trong co thé chuot két hop voi
chudi polypeptit globulin mién dich ciia ngudi duge mi hod boi vat ligu di truyén cua
nguoi da dugc dua vao trong co thé chudt. Theo mdt phwong 4n, dong vat khong phai
ngudi, nhu chudt bién dbi gen, dugc gay mién dich béng polypeptit alphadbeta7, sao
cho c4c khang thé nay duoc nhim chdng lai polypeptit alphadbeta7 dugc tao ra & d(f)hg
vét ndy. Mot vi du vé chit sinh mién dich thich hop 1a alphadbeta7 tan dugc cla
nguoi, nhu polypeptit chira mot phin cua alphad4beta7 hoic manh sinh mién dich
alphadbeta7 khéc. Vi du khac vé& chét sinh mién dich thich hop 1a t€ bao biéu hién

alphadbeta7 & mirc cao hogc ché phdm mang té bao thu duoe tir do.
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Vi du vé k¥ thuat tao ra va sir dung dong vat chuyén gen dé san xuét cac khéang
thé cua ngudi hodc mot ph?in cua nguoi duge mo ta trong cac patent My s6 5,814,318,
5,569,825 va 5,545,806, Davis et al., 2003, Production of human antibodies from
transgenic mice trong Lo, ed. Antibody Engineering: Methods and Protocols, Humana
Press, NJ:191-200, Kellermann et al., 2002, Curr Opin Biotechnol. 13:593-97, Russel
et al., 2000, Infect Immun. 68:1820-26, Gallo et al., 2000, Eur J Immun. 30:534-40,
Davis et al., 1999, Cancer Metastasis Rev. 18:421-25, Green, 1999, J Immunol
Methods. 231:11-23, Jakobovits, 1998, Adv Drug Deliv Rev 31:33-42, Green et al.,
1998, J Exp Med. 188:483-95, Jakobovits A, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs. 7:607-
14, Tsuda et al., 1997, Genomics 42:413-21, Mendez et al., 1997, Nat Genet. 15:146-
56, Jakobovits, 1994, Curr Biol. 4:761-63, Arbones et al., 1994, Immunity. 1:247-60,
Green et al., 1994, Nat Genet. 7:13-21, Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-58,
Jakobovits et al., 1993, Proc Natl Acad Sci U S A. 90:2551-55. Chen, J. et al., 1993,
Int Immunol 5: 647-656, Choi et al., 1993, Nature Genetics 4: 117-23, Fishwild et al.,
1996, Nat Biotechnol 14:‘845-51, Harding et al., 1995, Ann NY Acad Sci, Lonberg et
al., 1994; Nature‘ 368: 856-59, Lonberg, 1994, Transgenic Appfoaches to Human
Monoclonal Antibody trong Handbook of Experimental Pharmacology 113: 49-101,
Lonberg et al., 1995, Int Rev Immunol 13: 65-93, Neuberger, 1996, Nat Biotechnol
14: 826, Taylor et al., 1992, Nucleic Acid Research 20: 6287-95, Taylor et al., 1994,
Int Immunol 6: 579-91, Tomizuka et al., 1997, Nat Gen 16: 133-43, Tomizuka et al.,
2000, Proc Natl Acad Sci U S A. 97: 722-27, Tuaillon et al., 1993, Proc Natl Acad Sci
U S A. 90: 3720-24 va Tuaillon et al., 1994, J Immunol 152: 2912-20. Céac vi du nay
va cic vi du khac ciing dugc thao lusn trong cong bd don sang ché My sb 2007-

0098715, cong bd ngay 03/05/2007.

Theo khia canh khéc, sing ché d& xuét cic khang thé don dong lién két voi
aIpha4beta7. Céc khang thé don dong c6 thé dugc tao ra bing cach st dung k§ thuét
bét ky da biét trong linh vuc k§ thuét nay, vi du, bing cach 1am bt tir t bao lach thu
hoach dugc tir ddng vat chuyén gen sau khi hoan tit chu trinh gdy mién dich. Té bao
lach c6 thé dugc 1am bét tir bing cach sir dung k¥ thuat bét ky d biét trong linh vuc
k¥ thuét nay, vi du, bing cach dung hop ching véi té bao u tuy dé thu duge cac té bao
lai. Té bao u tuy dé st dung trong quy trinh dung hop tao té bao lai t6t hon la khong

tao khang thé, c6 hiéu qua dung hop cao va cac khiém khuyét enzym khién cho chung
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khong c6 kha ning sinh trudng trong mdi trudng chon loc nhit dinh ma chi h3 trg cho
su phat trién ctia cac té bao dung hop mong mudn (t& bao lai). Vi du vé cac dong té
bao thich hop @& sir dung trong qua trinh dung hop ctia chudt nhét bao gbm Sp-20, P3-
X63/Ag8, P3-X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Agl4, FO, NSO/U, MPC-11,
MPC11-X45-GTG 1.7 va S194/5XX0 Bul; vi du vé cic dong té bao dwoc sit dung
trong qua trinh dung hop cta chudt cbng bao gdbm R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F
va 4B210. Céc cac dong té bao khac c6 thé ding dé dung hop t& bao 1a U-266,
GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 va UC729-6.

Theo mot phuong 4n, dong t& bao lai duoc tao ra bang cach gay mién dich cho
déng vat (vi dy, dong vat chuyén gen c¢6 trinh ty globulin mién dich cua ngudi) véi
chét sinh min dich alphadbeta7; thu hoach t€ bao lach tir dong vat dugc giy mién
dich; dung hop t€ bao lach da thu hoach véi dong té bao u tuy, nho d6 tao ra t& bao lai;
thiét 14p céc dong té bao lai tir cc t& bao lai va nhan dién dong té bao lai tao ra khang
fché lién két polypeptit alphadbeta7. Cac dong té bao lai nay va cac khang thé don dong

khang alphadbeta7 duoc tao ra tir chiing dugc bao gdm trong séng ché.

Céc khéng thé don dong duoc tiét ra bai dong t& bao lai c6 thé duge tinh ché
bang cach st dung ky thuat bt ky di biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac té bao lai
hodc cac mADb c6 thé duge sang loc tiép dé nhan dién cdc mADb véi cac dic tinh cy thé,
nhu kha ning phong bé hoat tinh gay ra bdi alphadbeta7. Vi du v& viéc sang loc nay

duogc néu trong phan vi du thuc hién sang ché dudi day.

Céc khang thé don dong ciing c6 thé duoc tao ra bing cac quy trinh dugc goi la
gdy mién dich di truyén. Vi dy, axit nucleic ma ho4 khang nguyén mong muén c6 thé
duogc két hop vao vecto virut (nhu vecto adenovirut). Vecto thu duge sau d6 duge sir
dung dé phat trién dap g mién dich chéng lai khang nguyén mong mudn & dong vat
chu thich hop (vi du, bénh dai thdo dudng khéng do béo phi hoic NOD, chudt nhit).
Ky thuat nay vé co ban 1 duge mo ta trong tai lidu ciia Ritter et al., Biodrugs16(1): 3 —

10 (2002), phin mb ta ctia né dugc két hop vao ddy bang cach vién dan.

Su tién hoa phén tir ctia cac ving quyét dinh b trg (cic CDR) & trung tAm ciia
vi tri lién két khang thé cling dugc sir dung dé phan 1ap cac khang thé c6 4i luc tang, vi

dy; cac khang thé ¢6 4i luc ting dbi véi c-erbB-2, nhu duge md ta bai Schier ef al.,
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1996, J. Mol. Biol. 263:551. Do d6, cac k§ thuat nay c6 thé duge st dung dé tao ra cac
khang thé véi alphadbeta?.

Protein lién két khang nguyén duoc nhim chéng lai alphadbeta? c6 thé duoc st
dung, vi du, trong thir nghiém & phét hién sy c6 mit ciia polypeptit alphadbeta7 hodc
té bao biéu hién alphadbeta?, in vitro hogc in vivo. Protein lién két khang nguyén ciing
c6 thé duge sir dung dé tinh ché protein alphadbeta7 bing sic ky i luc mién dich. Cac
protein lién két khang nguyén ma c6 thé phong bé sy tuong tac cia MAACAM-1 va
alphadbeta7 co thé dugc st dung dé \rc ché hoat tinh sinh hoc tao ra tir su tuong tac
ndy. Viéc phong bé protein lién két khang nguyén c6 thé duoc sir dung trong céac
phuong phép theo sang ché. Céc protein lién két khang nguyén ma cé chirc ning nhu
chit dbi khang alphadbeta7 c6 thé dugc st dung d& diéu tri tinh trang bénh do
alphadbeta7 giy ra, bao gdm nhung khong giéi han &, tinh trang viém. Theo mdt
phuong 4n, khang thé don dong khéng alphadbeta7 clia ngudi dugce tao ra tir cac quy
trinh bao gdm budc gay mién dich cho chudt nhit bién ddi gen duoc st dung dé didu

tri céc tinh trang bénh nay.

Protein lién két khang nguyén c6 thé duogc sir dung trong cac quy trinh in vitro
hodc dugc dung in vivo @& rc ché hoat tinh sinh hoc gdy ra béi alphadbeta7. Do do,
céc r6i loan duoc gy ra hodc 1am trAm trong (truc tiép hodc gian tiép) boi alpha4beté7
va sy twong tac clia n6 véi MAACAM-1, vi du vé ching duoc néu trong ban md ta
nay, cé thé duoc diéu tri. Theo mot phuong &n, sang ché dé xuét phuong phap tri ligu
bao gdm budc cho dong vét c¢6 vi can didu tri sir dung in vivo protein lién két khang
nguyén phong bé alphadbeta7 véi lugng hiru hidu ¢ lam giam hoat tinh sinh hoc do
alphadbeta7 gay ra.

Protein lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm céc khang thé don dong
ciia ngudi mot phin va cla ngudi hoan toan, (rc ché hoat tinh sinh hoc cua
alpha4beta7. Theo mot phwong 4an, sang ché d& xudt khang thé don dong ciia nguoi
phong bé it nhit mot phin tuong tac cua alphadbeta7 cta ngudi véi MAACAM-1.
Theo mét phuong an, cac khang thé nay duoc tao ra béng cach gay mién dich chudt
nhét bién d6i gen bang chat sinh mién dich alpha4beta7. Theo mot phuong 4n khéc,
chét sinh mién dich 1a polypeptit alphadbeta7 ctia ngudi (vi dy, té bao duogc bién nap
hodc chuyén nhidm d& biéu hién alphadbeta7 hodc té bao biéu hién alphadbeta? theo

cach tu nhién). Cac dong té bao lai thu dugc tir chudt nhit di duge gay mién dich nay,
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trong d6 t€ bao lai tiét khang thé don dong lién két alphadbeta?, cling dugc bao gdm

trong sang ché.

Mic dit céc khéng thé clia ngudi, clia ngudi mot phan hodc duogc 1am gibng nhu
clia ngudi, 14 thich hop cho nhidu tng dung, dic biét 1a cac Umg dung lién quan dén
viéc ding khang thé cho d6i twong 14 ngudi, cac loai protein lién két khang nguyén
khac éﬁng s& thich hop cho c4c tmg dung nhét dinh.l Cac khang thé khéng phai cua
nguoi theo sang ché c6 thé, vi dy, thu duoc tir dong vat tao khang thé bat ky, nhu
chudt nhit, chudt, tho, dé, lira hodc dong vat linh trudng khong phai ngudi (nhu khi (vi
du, khi cynomologous hodc khi rezut) hodc khi khong duéi (vi du, tinh tinh)). Céc
khang thé khéng phai ctia ngudi theo sang ché c6 thé duoc st dung, vi dy, trong céac
ng dung dya trén viéc nudi cdy in vitro va nudi cdy té bao hoic img dung khac bét ky
trong d6 dép tmg mién dich v&i khang thé theo sang ché khong xay ra, khong dang ké,
c6 thé dugc ngin ngira, khong phai 1a mdi quan tim hodc dugc mong mudn. Theo mét
phuong &n, khéng thé khong phai ctia ngudi theo sang ché duoc dung cho d6i tuong
khong phai nguoi. Theo mdt phuong én khac, khang thé khong phai ctia ngudi khong
gay ra dép ing mién dich & d6i tugng khong phai ngudi. Theo mét phuong an khac,
khang thé khéng phai ctia ngudi 14 tir loai tuong tu nhu d6i tuong khong phai ngudi, vi
du, khang thé chudt nhét theo sang ché duoc dung cho chu6t nhét. Khang thé tir mot
loai cu thé c6 thé duoc tao ra béng cach, vi du, gy mién dich cho dong véat thudc loai
d6 bang chét sinh mién dich mong mudn (vi du, t& bao bidu hién alph4beta7 hoic
polypeptit alphadbeta7 tan dwoc) hodc bﬁng cach sir dung hé nhan tao d tao ra cac
khang thé cta loai dé (vi du, hé duge dua trén sy bidu hién cia vi khudn hodc thé thuc
khuén d& tao ra cac khang thé ctia loai cu thé) hoic bing cach chuyén hoa khang thé tur
loai nay thanh khang thé tir loai khac bing cach thay thé, vi du, ving n dinh cia
khang thé bang ving 6n dinh tir loai khac hodic bang cach thay thé mot hoic nhidu gbc
axit amin ctia khéng thé sao cho né tuong tu nhat véi trinh ty ctia khang thé tir loai
khéc. Theo mét phuong 4n, khang thé 13 khang thé kham chua trinh tu axit amin thu
duogc tir cac khang thé cta hai hodc nhiéu loai khéc nhau.

Protein lién két khang nguyén c6 thé dwoc diéu ché bing c4c k§ thuat thong
thuong bat ky. Vi du, ching ¢ thé duoc tinh ché tir té bao biéu hién chung mét cach
tu nhién (vi du, khang thé c6 thé dugce tinh ché tir t bao lai tao ra nd) hodc dugc tao ra

trong hé¢ biéu hién tai tb hop, béng cach st dung k¥ thuat bét ky da biét trong linh vyc
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k¥ thuat nay. Xem, vi du, Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in
Biological Analyses, Kennet et al. (eds.), Plenum Press, New York (1980); va
Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Land (eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, (1988).

M6t hé biéu hién bit ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay cé thé duogc st dung
8 tao ra polypeptit tai t6 hop theo sang ché. N6i chung, céc té bao chi dugc bién nap
v6i vecto bidu hién tai td hop chira ADN mé hoa polypeptit mong mudn. Trong sd céac
t& bao chu c6 thé duge s dung 1a té bao sinh vat nhén so, té bao nAim men hoic t& bao
sinh vat nhan chudn bic cao. Sinh vat nhin so bao gém sinh vét gram &m hodc gram
duong, vi du E. coli hodc bacilli. Té bao sinh vat nhan chuin bic cao bao g(‘Sm té bao
¢on tring va cac dong té bao da dugc thiét 1ap cé ngudn gde tir dong vat c6 vi. Vi du
vé cac dong té bao chu ctia dong vat c6 va thich hop bao gdm dong COS-7 cua té bao
than khi (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al., 1981, Té bao 23:175), t& bao L, t& bao
293, t& bao C127, té bao 3T3 (ATCC CCL 163), t€ bao budng trimg chu¢t dong Trung
Qudc (CHO), t& bao HeLa, cic dong té bao BHK (ATCC CRL 10) va dong té bao
CVI/EBNA c6 ngudn gbc tir dong t€ bao than khi xanh chau Phi CVI (ATCC CCL 70)
nhu d3 dugc mo ta boi McMahan etal., 1991, EMBO J. 10: 2821. Céc vecto tach dong
va biéu hién thich hop dé sur dung véi té bao chu cua vi khudn, ndm, ndm men va dong
véat c6 va dugc md ta boi Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual,

Elsevier, New York, 1985).

Té bao duoc bién nap c6 thé duoc nubi céy dudi diéu kién thic déy su biéu hién
clia polypeptit va polypeptit dwoc thu hdi bing quy trinh tinh ché proteih thong
thudng. M6t quy trinh tinh ché nay bao gém viéc sir dung sic ky 4i luc, vi du, trén chét
nén c6 toan bd hosic mdt phan (vi du, mién ngoai bao) cla alpha4beta’7 duoc gén vao
d6. Polypeptit duge dy tinh dé st dung trong ban mé ta nay bao gdm cac polypeptit
khang thé khang alpha4beta7 ctia dong vat c6 vi tai td hop gén nhu cing loai vé& co

ban khong chira vat liéu noi sinh nhiém tap.

Trinh ty axit amin ctia polypeptit c6 thé dugc kiém tra bing cach bét ky da biét
trong Iinh vuc k¥ thuét nay va c6 thé giéng véi trinh tw dugce néu trong Danh muc trinh
tu hodc 6 thé khac véi trinh tr d6 & mot hodc nhidu gbe axit amin do két qua cua qua
trinh xt ly. Vi du, trén tit ci hodc mdt phan ctia céc polypeptit cling loai, axit amin

dAu tan C tir chudi nhe hodc chudi ning (hodic phan tir chudi don lién quan) cé thé
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duoc loai bd, bing qua trinh phan giai protein hoic bing qua trinh khac dién ra trong
thoi gian nudi cdy, vi du, xir Iy gbc Lys du tan C. Theo cach khac, nhidu hon mét gbe
axit amin d4u tan C bi loai bo, vi du hai axit amin déu tan C hoic ba, bdn hoic nim
axit amin du tdn C. Vi du, ddu tdn C c6 thé duoc cit ngén dé amit hoa prolin cua
chudi ning ctia khang thé nhu d3 duoc bdc 1§. Tuong tu, cac axit amin ddu tin N ¢6

the vang mdt, vi du, mdt, hai, ba, bon hodc ndm axit amin dau tdn N c6 thé vang mit.

Theo cach khac hodc ngoai ra, cic gdc axit amin ciing c6 thé chiu céc bién dbi
sau dich ma, vi du nhung khong gi¢i han &, glutamin (cu thé 13, glutamin & dau tan N)
6 thé duqcb déng vong hoic dugc chuyén héa thénh axit pyroglutamic; ngoai ra hodc
theo cach khac, cic axit amin c6 thé trai qua qué trinh khir amit, déng phan héa, duong
hoéa va/hoic oxy hoa. Polypeptit theo sang ché c¢6 thé chiu bién dbi khac sau dich ma,
bao gém qua trinh dudng héa, vi du dudng héa lién két véi N hoic lién két véi O, & vi
tr{ da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhu ¢i mo ta trude d6, céc thay dbi nay cé thé
dwoc thuc hién trong trinh ty axit amin ctia polypeptit d& ngin chin hoic giam thiéu
viée bién dbi hoéc‘ tao diéu kién thun loi cho viéc bién dbdi trong trudng hop viée xir
ly 1a c6 loi.

Céc ché pham polypeptit gin nhu cling loai ¢6 thé chira khoang 1%, 5%, 10 %,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% hodc 99%
polypeptit trai qua dang (hodc céc dang) xt ly cu thé. Cac ché phim polypeptit gin
nhu cing loai ndy c¢6 thé chira m6t vai (it hon hoic biang 50%), phin 16n (nhidu hon
50% nhung it hon 90%) hodc gin nhu toan bd (nhidu hon 90%) (cac) dang polypeptit
da xir Iy cu thé. Hon nita, cac ché phdm nay c6 thé chira polypeptit c6 cic mirc d6 khac
nhau ctia nhidu hon mdt loai bién dbi lién quan dén viéc xtt 1y, vi du, polypeptit c6 mot
sb, phén 16n hoac gz‘in .nhu toan bg lysin cé déu tan C bi loai bd (vi dLi, lysin ¢6 d4u tan
C trong SEQ ID NO: 72) va mot s6, phan 16n hodc gin nhu toan b axit amin dau tan
N dugc chuyén héa thanh axit pyroglutamic (vi dy, polypeptit bat ky dwoc thé hién
trong Bang 1 va/hodc 2 hodc trong trinh tu li€n Umg).

Protein lién két khang nguyén c6 thé duogc tao ra va sang loc cc dic tinh mong
mudn, bing cach k¥ thuat bat ky da biét. Céac k¥ thuat nay bao gdm phan lap axit
nucleic ma hoa chudi polypeptit (hodc mdt phin ciia nd) cia prdtein lién két khang
nguyén mong mudn (vi du, khéng thé khang alpha4beta7) va thao tac vdi axit nucleic

thong qua k¥ thuat ADN tai t6 hop. Axit nucleic c6 thé duoc dung hop voi axit nucleic
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mong mubn khac hodc dugc bién dbi (vi du, bang k¥ thuat giy dot bién hodc k¥ thuat

thong thuong khac) dé vi dy, thém, x6a hogc thay thé mot hodc nhiéu gbe axit amin.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét cdc manh lién két khang nguyén cua
khang thé khang alphadbeta7 theo sang ché. Cac manh nay gdm toan b trinh ty thu
dugc tir khang thé hodc ¢6 thé chira trinh tu bd sung. Vi du v& cac manh lién két khang
nguyén bao gdbm Fab, F(ab')2, cic khang thé chudi don, diabody, triabody, tetrabody
va cac khang thé mién. Céc vi du khac duogc néu trong Lunde et al., 2002, Biochem.

Soc. Trans. 30:500-06.

" Céc khéng thé chudi don c6 thé tao thanh bing céch lidn két cdc manh midn
thay ddi chudi ning va chudi nhe (viing Fv) thong qua cdu axit amin (lién két peptit
ngén), tao thanh chudi polypeptit don. Cac Fv chudi don (cic scFv) ndy dugc tao ra
béng cach dung hgp ADN mi hoa lién két peptit gitta cic ADN m3 hod hai polypeptit
mién thay dbi (Vi va V). Polypeptit tao thanh cé thé tu cudn lai dé tao thanh monome
lién két khang nguyén hodc ching c6 thé tao thanh cac multime (vi du, dime, trime
hodc tetrame), tiy vao chidu dai ctia thanh phén lién két linh hoat gitta hai mién thay
ddi (Kortt et al., 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt et al., 2001, Biomol. Eng. 18:95-108).
Bing cach két hop céc polypeptit chura V| va Vy khéc nhali, c6 thé tao thanh céc scFv
multime gén voi cdc epitop khac nhau (Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18:31-
40). Ky thuat dugc phat trién dé tao ra cdc khang thé chudi don bao gém céc k¥ thuat
dugc mo ta trong patent My sb 4,946,778, Bird, 1988, Science 242:423; Huston et al.,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879; Ward et al., 1989, Nature 334:544, de
Graaf et al., 2002, Methods Mol Biol. 178:379-87.

Protein lién két khang nguyén .(vi du, céc khang thé, ééc ménh khang thé va din
xut khang thé) theo sang ché c6 thé bao gdm ving on dinh da biét trong linh vyc k¥
thut nay. Ving 6n dinh chudi nhe c6 thé 13, vi du, ving dn dinh chudi nhe kiéu kapa
hodc lambda, vi dy, ving dn dinh chudi nhe kiéu kapa hoic lambda ctia nguoi. Ving
dn dinh chudi nang c6 thé 13, vi du, ving 6n dinh chudi ning kiéu alpha-, delta-,
epsilon-, gama- hodc mu-, vi dy, viing dn dinh chubi nang kiéu alpha-, delta-, epsilon-,
gama- hoic mu- clia ngudi. Theo mot phuong an, ving én dinh chudi nhe hogc chudi

nang la manh, dAn xuat, bién thé hodc mutein ctia ving 6n dinh c6 trong tu nhién.
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Ky thuat di biét d& thu nhan khéng thé tir 16p phu hoic isotyp khéc nhau tir
khang thé mong mudn, nghia 13, chuyén 16p phu. Vi vay, cac khang thé IgG c6 thé thu
dugc i, vi du khang thé IgM, va nguge lai. K§ thuit nay cho phép tao ra cac khang
th8 méi c6 cac dic tinh lién két khang nguyén cua khang thé cho trudce (khang thé ban
d4u), nhung ciing c6 cic dic tinh sinh hoc lién quan dén isotyp hozc 16p phu khang thé
khéc v6i khang thé ban diu. K§ thuit ADN tAi td hop c6 thé duoc sir dung. ADN da
dugc tach dong md hoa polypeptit khang thé cu thé c6 thé dugc st dung trong cac quy
trinh nhu vy, vi du ADN mi ho4 mién 6n dinh ctia khang thé c6 isotyp mong mudn.
Xem thém Lantto ef al., 2002, Methods Mol. Biol.178:303-16. Hon nita, néu TeG4 1a
mong mudn, cling c6 thé mong muén dua d6t bién diém (CPSCP -> CPPCP) vao ving
ban 1& nhu duge mo ta trong Bloom et al., 1997, Protein Science 6:407, duogc két hop
bing céch vién din) dé 1am gidm xu hudng tao thanh lién két disulfua trong chudi H

ma c6 thé din dén tinh khong ddng nhat gitra cac khang thé IgG4.

Hon nita, k¥ thudt thu nhan protein lién két khéng nguyén cé cac dic tinh khac
nhau (nghfa 13 4i lyc khic nhau ddi v6i khang nguyén ma ching lién két) cling da biét.
Mot k§ thuat nhu vay, duoc dé cap dén 1a su sép xép lai chudi, bao gdm buéc hién thi
cac thu muc gen mién thay dbi globulin mién dich trén bé& mat thuc khudn thé dang
soi, thuong dugce goi la hién thi trén thuc khuén thé. Viéc sép xép lai chudi duogc s
'dung dé tao ra cac khéng. thé 4i luc cao v6i hapten 2-phenyloxazol-5-on, nhu duge mod

ta bdi Marks et al., 1992, BioTechnology, 10:779.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén cé
hing s6 phan ly thdp tir alphadbeta7. Theo mot phuong 4n, protein lién két khang
nguyén c6 K4 bing 100pM hoic thip hon. Theo mdt phwong 4n khac, K4 bing 10pM
hoic thdp hon; theo mét phuong 4n khac, K4 bang 5pM hoic thap hon hogic bing 1pM
hodc thip hon. Theo m6t phuong 4n khéc, K4 gin nhu giéng v6i khang thé duoc mé ta
trong phan vi du thuc hién sang ché. Theo mot phwong 4n khéc, protein lién két khang
nguyén lién két véi alphadbeta? v6i Ky gin nhu gidng v6i khang thé duge mo ta trong
phz‘?ln vi du thuc hién sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xut protein lién két khang nguyén trc
ché hoat tinh cia alpha4beta7, vi du su lién két (hoic bam dinh) véi MAACAM-1, su
lien két véi té bao bidu hien MAACAM-1 hoic sy bam dinh giita cic t& bao biéu hién

alphadbeta 7 va té bao bidu hién MAdCAM-1. Theo mét phuong 4n, protein lién két
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khang nguyén c6 ICsy bing 1000pM hoic thap hon. Theo mét phuong an khac, ICs,
bang 500pM hoic thdp hon; theo mot phuwong an khéc, ICs, bang 100pM hodc thap
hon. Theo mdt phuong 4n khic, gia tri ICs, gin nhu giéng véi gi4 tri nay cia khang
thé duge mé ta trong phin vi du. Theo mot phucrhg an khéc, protein lién két khang
nguyén e ché hoat tinh clia alphadbeta? véi gia tri ICs) gan nhu gidng véi khang thé

dugc mo ta trong phan vi du thuc hién séng ché.

Theo mot phuong 4n, protein lién két khang nguyén theo sang ché c6 i luc
biéu kién v6i alphadbeta? (hodc té bao biéu hién alphadbeta7) bing 1000pM hoic thip
hon. Theo céc phuong 4n khéc, protein lién két khang nguyén c6 4i luc bidu kién bang
500pM hoic thip hon, 200pM hoic thdp hon, 100pM hodc thip hon, 80pM hoic thip
hon, 40pM hodc thép hon hodc 15pM hodc thép hon. Theo mét phuong an khac,
protein lién két khang nguyén c6 4i luc biéu kién gan nhu giéng véi khang thé duoc
mb ta trong phan vi du thuc hién sang ché. Theo mot phuong 4n khéc, protein lidn két
khéng nguyén c6 4i lyc biéu kién gin nhu gidng véi khang thé duoc mé ta trong phin

vi du thyc hién sang che.

Theo mot khia canh khac, sing ché dé& cap dén protein lién két khang nguyén
lien két véi dang alphadbeta7 hoat dong va bt hoat. Theo mét phuong 4n khac,
protein lién két khang nguyén lién két v6i chi mot dang hodc &t hon 1a lién két véi
mdt dang cla alphadbeta7. Vi du, protein lién két khang nguyén c6 thé lién két
alphadbeta7 khi c6 mat hoac Véng mit Mn** (nghia 13, n6 lién két véi ca dang hoat
dong va dang bit hoat). Theo cach khéc, protein lién két khang nguyén c6 thé lién két
v6i alphadbeta? chi khi ¢6 mit Mn®>" hodc chi khi ving mat Mn®* hodic né ¢ thé lién
két v&i 4i luc cao hon dudi didu kién nay hon 14 diéu kién khéc, cho thdy né uu tién

lién két véi mot dang cu thé cua alphadbeta?.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén canh
tranh lién két voi alphadbeta7 voi khang thé dugc mé ta trong ban md ta nay. Kha
ning canh tranh nay c6 thé dugc xac dinh bing cac phuong phép da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay, vi du béng su canh tranh lién két véi t& bao biéu hién alphad4beta7 khi
duoc quan sat bang cach st dung k§ thuat phan loai t& bao hoat héa huynh quang
(FACS) hoic céc thir nghiém twong tir khac, bing su canh tranh trong thir nghiém nhu
thir nghiém bam dinh (nghia 13, giita cAc té bao biéu hién alphadbeta7 va t& bao bidu

hién MAdCAM-1) hoac béng su canh tranh trong thir nghi€ém khac dugc mo ta trong
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ban mo ta nay. Theo mot khia canh, protein lién két khang nguyén canh tranh lién két
v6i alphadbeta7 voi khéng thé dwgc mo ta trong ban mo ta ndy lién két cac epitop
gidng nhau hoic epitop chdng 14p (hoic lién k&) dudi dang khang thé. Theo mot khia
canh khéc, protein lién két khang nguyén canh tranh lién két véi alphadbeta7 véi

khéng thé duogc moé ta trong ban mo ta nay trc ché hoat tinh ciia alphadbeta?.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén lién
két voi alphadbeta7 clia ngudi dugc biéu hién trén bé mat t& bao va, khi duoc lién két,
trc ché sy tuong tac alphadbeta7 véi MAACAM-1 ma khong lam giam déng ké luong
alphadbeta? trén bé mit té bao. Phuwong phap bat ky dé xac dinh hoic udc tinh luong
alphadbeta7 trén bé mit va/hodc bén trong té bao co thé duoc st dung. Theo mét
phuong 4n, sang ché dé xudt protein lién két khang nguyén lién két véi alphadbeta?
dugc biéu hién trén bé mit t& bao va, khi dugc lién két, tc ché su teong tac
alphadbeta7 véi MAACAM-1 ma khong lam ting ddng ké ty 1é ndi bao hoa cia
alpha4beta7 tir bé mit té€ bao. Theo cic phuong én khéc, viéc lién két ctia protein lién
két khang nguyén voi té bao biéu hién alpha4beta7 din dén alphadbeta7 trén bé mit té
bao duogc ndi bao hda véi ty 1€ nhd hon 75%, 50%, 40%, 30%, 20%, 15%, 10%, 5%,
1% hodc 0,1%.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén c6
thoi gian ban rd it nhit mot ngdy in vitro hodc in vivo (vi du khi duge ding cho dbi
tuong 1 ngudi). Theo mdt phuong 4an, protein lién két khdng nguyén c6 thoi gian ban
rd it nhit ba ngay. Theo mot phuong 4n khac, protein lién két khang nguyén c6 thoi
gian ban rd 1a bbn ngay hodc 14u hon. Theo mdt phuong 4n khéc, protein lién két
khing nguyén c6 thoi gian ban rd la tdm ngay hodc lau hon. Theo mét phudng an
khéc, protein lién két khéang nguyén duoc tao din xudt hodc duge bién d6i sao cho no
¢6 thoi gian ban rd 1au hon so véi protein lién két khdng nguyén khong dugc tao din
xuit hodc khong duoc bién dbi. Theo moét phuong 4n khéc, protein lién két khang
nguyén chtra mot hogc nhiéu dot bién diém dé ting thoi gian ban ra huyét tuong, nhu
dugc mé ta trong WO 00/09560, cong bb ngay 24/2/2000, dugc két hop bing cich
vién dan.

Séng ché con @ xuét protein lién két khang nguyén dic hiéu nhiéu vi tri, vi du,
protein lién két khédng nguyén dic higu hai vi tri, nhu protein lién két khang nguyén

lién két véi hai epitop khic nhau cua alphadbeta7 hodc voi epitop cua alphadbeta7 va
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epitop ctia phén tir khac, qua hai vi tri hodc ving lién két khang nguyén khac nhau.
Hon nita, protein lién két khang nguyén dic hiéu hai vi tri nhu duoc bdc 16 trong ban
mo ta ndy c6 thé chira vi tri lién két alphadbeta? tir mot khéng thé trong cac khang thé
dugc mo ta trong ban md ta ndy va ving lién két alphadbeta? thir hai tir mot khang thé
khac trong cac khang thé dugc mé ta trong ban mé ta ndy, bao gdm cac khang thé
dugc mb ta trong ban md ta nay bing cach vién din dén cac cong bd khac. Theo cach
khac, protein lién két khang nguyén dic hiéu hai vi tri c6 thé chira vi trf lién két khang
nguyén tlir mot khéng thé trong cdc khang thé duge md ta trong ban mé ta nay va vi tri
lién két khang nguyén thtt hai tir khéng thé alphadbeta7 khac da biét trong linh vuc k¥
thuat nay hodc tir khang thé duoc tao ra béng cac phuong phap da biét hodc cac

phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay.

Nhiéu phuong phép tao ra khang thé d3c hiéu hai vi tri 12 d3 biét trong linh vuc
ky thuat ndy va dugc thao luin trong don sang ché My sb 09/839,632, ndp ngay
20/4/2001 (dugc két hop vao ddy bang céch vién dan). Cac phuong phép néy bao gém
viée st dung cac té bao lai lai nhu duwoc mé téAbéri Milstein et al., 1983, Nature
305:537 va céc tai lidu khac (patent M§ s 4,474,893, patent M¥ s6 6,106,833) va su
ghép 361 hoa hoc cac manh khang thé (Brennan et al.,1985, Science 229:81; Glennie et
al.,1987, 7. Immunol. 139:2367; patent M§ s6 6,010,902). Hon nita, khéﬁg thé dac
hiéu hai vi tri c6 thé duoc tao ra béng cach tai td hop, vi du béng cach st dung géc
khoa kéo leuxin (nghia 14, tir cac protein Fos va Jun, tt hon 14 tao thanh di dime;
Kostelny et al., 1992, J. Immnol. 148:1547) hodc céc chu triic mién tuong tac kiéu &
khéa va chia khéa nhu di mo ta trong patent My sb 5,582,996. Cac k¥ thuét hiru dung
khac bao gdm céc ky thuat dugc mé ta trong Koftt et al., 1997, supra; patent M§ s6
5,959,083; va patent My s6 5,807,706.

Theo mdt khia canh khac, protein lién két khang nguyén theo sang ché bao gbm
din xuat ctia khang thé. Khang thé dugc tao din xuit c6 thé chira phan tir hogic chat bat
ky dem lai dic tinh mong mudn cho khang thé, nhu thoi gian béan ra ting trong ting
dung cu thé. Khang thé dugc tao din xudt c6 thé chira, vi dy, géc phat hién duoc (hoac
dugc danh d4u) (vi du, phéan tir cé hoat tinh phéng xa, phan tir do mau, phan tir khang
nguyén hodc phén tir enzym, hat phat hién dugc (nhu hat tir tinh hodc hat c6 mat 4o
dién tlr cao (vi dy, vang)), hodc phén tir li€én két v6i phan tir khac (vi du, biotin hoic

streptavidin)), gbc tri lidu hodc chén doén (vi du, géc ¢6 hoat tinh phdéng xa, gbc gay
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doc té bao hodc géc duge tinh) hodc phan tir lam ting d6 thich hop cia khang thé
trong tmg dung cu thé (vi du, ding cho déi twong, nhw ngudi hoic cic ng dung in
vivo hodc in vitro khéc). Vi du vé phén tr co thé duoc st dung dé tao din xuét khang
thé bao gdm albumin (vi dy, albumin huyét thanh cua ngudi) va polyetylen glycol
(PEG). Céc din xuét lién két albumin va PEG hoa ctia cic khang thé c6 thé dwoc tao ra
béng cach st dung cac k§ thuat da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Theo mot phuong
an, khang thé duoc tiép hop hodc theo céch khéc 1a dugc lién két voi transthyretin
(TTR) hoic bién thé TTR. TTR hoic bién thé TTR c6 thé dugc bién ddi hoa hoé béng,
vi du, hoa éhét dugc chon tir nhém gdm dextran, poly(n-vinyl pyurolidon), polyetylen
glycol, propropylen glycol homopolyme, copolyme polypropylen oxit/etylen oxit,
polyol dugc polyoxyetyl héa va cac rugu polyvinyl. Pon sing ché My sb
20030195154.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap sang loc phan tor
lién két véi alphadbeta7 bing cach sir dung protein lién két khéang nguyén theo séng
ché. K¥ thuat séng loc thich hgp bét ky co thé dugc sir dung. Theo mot phuong an,
phan tir alphadbeta7 hodc manh clia n6 ma protein lién két khang nguyén theo sang
ché lién két vao, dugc tiép xtc véi protein lién két khang nguyén theo sang ché va véi
phan tir khac, trong d6 phan tir khac lién két véi alphadbeta7 néu né 1am giam lién két
cua protein lién két khang nguyén véi alphad4beta7. Lién két ctia protein lién két khang
nguyén c6 thé dugc phat hién bang cach st dung phuong phép thich hop bét ky, nhu
ELISA. Vigc phat hién su lién két ctia protein lién két khang nguyén véi alphadbeta’
co fhé dugc don gian hoa bing cach danh d4u theo cach phat hién dugc protein lién két
khéang ﬁg_uyén, nhu d3 néu trén. Theo mdt phwong 4n khic, phan tir lién két
alpha4beta7 dugc phﬁn tich thém dé x4c dinh no c6 we ché sy hoat hod va/hodc truyén

tin hiéu alpha4beta7 hay khong.
Axit nucleic

Theo mot khia canh, séng ché dé xuit phén tir axit nucleic dugc phén lap. Céac
axit nucleic chira, vi dy, polynucleotit ma hod toan by hodc mot phén protein lién két
khéng nguyén, vi dy, mot hodc ca hai chudi khang thé theo séang ché, hoic manh, din
xuét, mutein hodc bién thé cta no, cac polynucleotit thich hop dé sir dung lam doan do
lai, doan mdi PCR hodc doan mdi giai trinh tw dé nhan dién, phan tich, gdy dot bién

hozic khuéch dai polynucleotit ma hoa polypeptit, axit nucleic dbi ma dé uc ché su biéu
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hién ctia polynucleotit va trinh tu bd sung ctia cac trinh tu néu trén. Céc axit nucleic ¢6
thé c¢6 chidu dai bt ky. Chung c6 thé c6 chidu dai gdm, vi dy, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1000, 1500,
3000, 5000 nucleotit hodic nhidu hon va/hodc c6 thé chira mdt hodc nhiéu trinh tu bd
sung, vi dy, trinh ty diéu hoa va/hodc 1a mot phén cua axit nucleic 16n hon, vi du,
vecto. Céc axit nucleic c¢6 thé 1a sgi don hodc soi kép va c6 thé chira cac nucleotit

ARN va/hoic ADN va bién thé nhan tao clia n6 (vi du, axit nucleic peptit).

Axit nucleic ma hod polypeptit khang thé (vi du, chudi ning hodc chudi nhe, chi
mién thay d6i hodic toan bd chiéu dai) c6 thé duoc phan lap tir t& bao B cua chudt nhit
duoc gay mién dich bang alphadbeta?. Axit nucleic c6 thé duoc phan 14p bing cac quy

trinh thong thudng nhu phan tmg chudi polymeraza (PCR).

Sang ché con dé xuét axit nucleic lai vi céc axit nucleic khac & didu kién lai cu
thé. Cac phuong phép lai axit nucleic 1a d biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Xem, vi
du, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-
6.3.6. Nhu dugc xéc dinh trong ban mé ta, didu kién lai nghiém ngit vira phai sir dung
dung dich rira so bd chira natri clorua/natri xitrat (SSC) 5X, SDS 0,5%, EDTA 1,0mM
(pH=8,0), dung dich dém lai chira formamit khodng 50%, SSC 6X va nhiét d6 lai bing
55°C (hodc dung dich lai twong ty khac, nhu dung dich chira formamit khoang 50%,
v6i nhiét d6 lai 1a 42°C) va diéu kién rira 14 nhiét do 60°C, trong SSC 0,5X, SDS
0,1%. Diéu kién lai nghiém ngat lai trong SSC 6X & nhiét d6 45°C, sau d6 rira mot
hoic nhiéu lan trong SSC 0,1X, SDS 0,2% & nhiét d6 68°C. Ngoai ra, ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat ndy c6 thé diéu chinh bing tay qud trinh lai
va/hogic diéu kién rira dé ting hodc giam do nghiém ngit clia qua trinh lai sao cho céc
axit nucleic chira céc trinh tu nucleotit déng nhét it nhit 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98
hodc 99% v&i nhau thudng vin dugc lai voi nhau. Cac thong s6 co ban anh hudng dén
viéc lua chon diéu kién lai va hudng dan thiét 1ap cac didu kién thich hop dugc néu
bdi, vi dy, Sambrook, Fritsch and Maniatis (1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., chapters 9
and 11; va Current Protocols in Molacular Biology, 1995, Ausubel et al., eds., John
Wiley & Sons, Inc., sections 2.10 and 6.3-6.4) va c6 thé dugc xac dinh d& dang boi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay trén co sd, vi dy, chiéu dai

va/hoic thanh phan bazo ctia ADN.
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Céc thay d6i c6 thé duoc dua vao axit nucleic bing cach gdy dot bién, nhor d6
lam thay ddi trinh ty axit amin cta polypeptit (vi du, protein lién két khang nguyén)
ma né ma héa. Dot bién c6 thé duge dua vao béng ky thuat bat ky da biét trong linh
vyc k¥ thuét ndy. Theo mot phuong 4n, mot hodc nhidu gdc axit amin cu thé duoc thay
d6i bang céch sir dung, vi dy, protocol gay dot bién diém. Theo mot phuong an khéc,
mét hodc nhidu gbc duoc lwa chon ngiu nhién dugc thay dbi bang cach sir dung, vi du,
protocol gy dot bién ngiu nhién. Tuy nhién, khi dwoc tién hanh, polypeptit dot bién
¢6 thé dugce biéu hién va duoc sang loc dic tinh mong mudn (vi du, sy lién két voi

alpha4beta7 hodc phong bé su lién két clia alphadbeta? v6i addressin nhu MAdCAM).

Dot bién c¢6 thé dugc dua vao axit nucleic ma khong 1am thay dbi dang ké hoat
tinh sinh hoc clia polypeptit ma né ma héa. Vi du, c6 thé tao ra cac phan thé nucleotit
dan t6i céc phan thé axit amin & cac gbe axit amin khong thiét yéu. Theo mét phuong
&n, trinh tu nucleotit hodc manh, bién thé mong mudn hozic din xuit cta no, dugc gay
d6t bién sao cho n6 ma hoa trinh ty axit amin chia mét hodic nhiéu phén x6a hodc
phan thé cac gbc axit amin. Theo mot phwong an khac, viec gdy dot bién chén mot axit
amin lién k& v&i mot hodc nhidu gbc axit amin. Theo cach khac, mot hodc nhidu dot
bién c6 thé duge dua vao axit nucleic 1am thay ddi chon loc hoat tinh sinh hoc (vi duy,
su lién két cua alphadbeta7, (c ché lién két cua alphad4beta7 vai addressin nhu
MAdCAM, v.v.) clia polypeptit ma né ma héa. Vi dy, dot bién c6 thé lam thay ddi
‘dinh tinh hodc dinh luwong hoat tinh sinh hoc. Vi du vé cac thay ddi dinh luong bao
gdm viée ting, giam hodc triét tiéu hoat tinh. Vi du v& c4c thay ddi dinh tinh bao gdm

thay d6i tinh d3c hidu khang nguyén ciia protein lién két khang nguyén.

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& xuét phan tir axit nucleic thich hop dé sir
dung lam doan mdi hodc doan do lai dé phat hién cac trinh ty axit nucleic theo sang
ché. Phan tir axit nucleic theo sang ché c6 thé chi chtra mot phin cla trinh ty axit
nucleic ma hoa polypeptit nguyén chiéu dai theo sang ché, vi du, mot méanh cé thé
duge st dung 1am doan do hodc doan mdi hofic manh ma hoa phén hoat tinh (vi du,

phin lién két alphadbeta7) ciia polypeptit theo sang ché.

Doan do trén co s¢ trinh ty axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc st dung dé
phét hién axit nucleic hodc céc axit nucleic twong tu, vi du, san pham phién ma ma ho4

polypeptit theo sang ché. Poan do c6 thé chira nhém danh diu, vi du chit dong vi
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phéng xa, hop chét phat huynh quang, enzym hodc ddng nhan tb enzym. Céc doan do

nay c6 thé dugc st dung dé nhan dién té bao bidu hién polypeptit.

Theo mot khia canh khéc, sing ché d& xuit vecto chtra axit nucleic ma hoa
polypeptit theo sang ché hodc mdt phan ctia né. Vi du vé vecto bao gdm, nhung khong
gioi han &, plasmit, vecto virut, vecto dong vat c6 via khong thudc thé bd sung va cac

vecto bieu hign, vi du, vecto biéu hién tai to hop.

Céc vecto biéu hién tai t6 hop theo sang ché c6 thé chira axit nucleic theo sang
ché & darig thich hop @ biéu hién axit nucleic trong t& bao chu. Céc vecto biéu hién téi
td hop bao gém mot hodc nhiéu trinh tu didu hoa, duoc chon dwa vao céac té bao chu
can duoc s dung dé biéu hién, dugc lién két hoat dong véi trinh tu axit nucleic cin
dugc biéu hién. Trinh tu didu hoa bao gdm cac trinh tu diéu khién su biéu hién ciu
tric cua trinh ty nucleotit trong nhiéu loai té bao chu (vi dy, trinh tu tdng cudng gen
sém SV40, trinh ty khai dAu virut sacém Rous va trinh tu khéi ddu xytomegalovirut),
trinh tu diéu khién sy biéu hién cua trinh tu nucleotit chi trong cac té bao chu nhit dinh
(vi dy, trinh tu didu hoa dic hiu mo, xem Voss et al., 1986, Trends Biochem. Sci.
11:287, Maniatis ef al., 1987, Science 236:1237, dugc két hop vao day bing cach vién
dan) va trinh tu diéu khién su biéu hién cam Ung cla trinh ty nucleotit trong dép tmg
voi diéu tri hodic tinh trang bénh cu thé (vi du, trinh tu khéi diu metallothionin trong
céc t& bao clia dong vat c6 va va trinh ty khéi dau dap ung tet va/hodc dap g
streptomyxin & ca hai hé sinh vét nhan so va sinh vat nhan chuin (xem id.). Ngudi c6
hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat nay biét rang viéc thiét ké vecto bidu hién c6
thé phu thudc vao cac yéu t6 nhu su lua chon té bao chi cin duoc bién nap, muc do
biéu hién ca protein mong mudn, v.v. Céc vecto biéu hién theo sang ché c6 thé duoc
dua vao trong céc t& bao chu dé nho d6 tao ra cac protein ho3c peptit, bao gdm protein
hodc peptit dung hop, dugc mé héa boi céc axit nucleic nhu duge mo ta trong ban md
ta nay. '

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé& xuét cac t& bao chi ma vecto bidu hién
tai t6 hop theo sang ché di dugc dua vao t& bao cht nay. Té bao chu c6 thé 1a té bao
sinh vat nhan so (vi du, E. coli) hodc t& bao sinh vt nhan chudn (vi dy, t& bao nim
men, t€ bao clia con tring hodc té bao cta dong vat c6 va (vi du, t& bao CHO)). ADN
vecto ¢6 thé duoc dua vao trong té bao sinh vat nhan so hodc nhan chuin béng ky

thuét bién nap hodc chuyén nhiém théng thuong. Dé chuyén nhiém 6n dinh céc t& bao
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cua dong vat c6 vu, da biét réng, phu thudc vao vecto bidu hién va k¥ thuat chuyén
nhiém duoc str dung, chi c6 mdt manh nho cia t& bao co thé két hop ADN la vao trong
bo gen ctia ching. D& nhén dién va lua chon cac thé két hop niy, gen ma hoa gen dénh
dau chon loc (vi du, dé khang céc chit khang sinh) thuong dugc dua vao cac té bao
chu cling v&i gen mong muén. Tét hon néu gen danh déu chon loc bao gdm cac gen
dem lai tinh khéng cho thudc, nhur G418, hygromyxin va métotrexat. Cac té bao duoc
chuyén nhiém 4n dinh véi axit nucleic dugc dua vao c6 thé duoc nhan dién béng cach
lua chon thube (vi du, cac té bao két hop véi gen déanh diu chon loc s& séng sot, trong

khi céc té bao khéc s& chét), trong sb cac phuong phép khac.
Chi dinh

Theo mot khia canh, sang ché mé ta phuong phap didu tri cho dbi twong.
Phuong phép nay c6 thé, vi dy, c6 hiéu qua t6t néi chung trén dbi tuong, vi du, phuong
phap nay c6 thé lam tang tudi tho mong mudn cua ddi trong. Theo cach khéc, phuong
phép nay co thé, vi du, diéu tri, ngdn ngua, chita tri, lam thuyén gidm hodc cai thién
(“diéu tri”) bénh, rdi loan, tinh trang bénh hodc ching bénh (“tinh trang bénh”). Trong
s6 cac tinh trang bénh cin dugc didu tri theo theo séng ché 1a cé4c tinh trang bénh dic
trung boi sy biéu hién hodc hoat tinh khong thich hop cuia alphad4beta7. Cac tinh trang
bénh nay bao gdm céc tinh trang bénh lién quan dén viéc di chuyén khong thich hop
cta t& bao, vi dy, viée di chuyén ctia bach ciu (nhu lympho bao hodc bach ciu don
nhén) dén duong da day rudt hoic cac md khéc chira té bao bidu hien MAdCAM-1 (do
két qua tlr viéc lién két ctia bach cdu véi té bao biéu hién MAACAM-1). Céc bénh ¢6
thé dugc diéu tri bao gdm bénh viém rudt, nhu viém loét dai trang, bénh Crohn, bénh
Celiac (bénh Sprue khong thudc ving nhiét déi), bénh Iy rudt lién quan dén bénh ly
khép huyét thanh 4m tinh, viém ru6t két vi mé hodc viém rudt két thé colagen, viém da
day ruét do ting bach ciu ua eosin hoic viém tui trong xay ra sau khi cét bo dai trang-
tryc trang va ndi hoi trang. Céac tinh trang bénh khac cé thé duoc diéu tri theo phuong
phap ctia sang ché bao gdm viém tuy, bénh d4i thdo dudng phu thudc insulin, viém v,
viém tui mét, viem dudng mit, viém quanh éng mat, viém phé quén' man tinh, viém

xoang man tinh, bénh hen va bénh ghép chdng chu.
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Céac phuong phép tri lidu va sir dung protein lién két khang nguyén

Céc phuong phap dugc md ta trong ban md ta nay bao gdm viéc cho ddi twong
ding protein lién két khang nguyén dic hidu di dime alpha4beta7, nhdr d6 giam dap
ung s‘inh hoc gay ra béi alphadbeta7 ma déng mot vai trd & cac tinh trang bénh cu thé.
Theo mét phuong 4an cu thé, cic phuong phap theo séng ché bao gdm viée cho
alphadbeta7 ndi sinh tiép xtic vdi protein lién két khang nguyén alphadbeta?, vi du

bang cach cho dbi fuqng st dung hodc trong céc quy trinh ex vivo.

Thuét ngir “didu tri” bao gdbm viéc lam thuyén giam hoic ngin ngira it nhit mot
triéu chtimg hosc khia canh khéc ctia rdi loan hodc 1am giam murc do nghiém trong cla
bénh va céc tac dong tuong tu. Protein lién két khang nguyén khéng cin c6 tic dung
chita tri hoan toan hodc trir ti€t moi tri€u ching hoéc biéu hién cua bénh, dé ciu thanh
hop chét tri liéu c6 thé st dung. Nhu duoc biét trong linh vuc thich hop, thudc dugc sir
dung lam céc chét tri liéu c6 thé lam giam muc d6 nghi€ém trong cuda tinh trang bénh
xac dinh, nhung khong can phai loai bé moi biéu hién cua bénh dé dugc xem la cac
chét tri liéu hitu dung. Tuong ty, viéc diéu tri dung dé phong ngtra khong can phai co
hiéu qua hoan toan trong viéc ngin ngira sy khoi phat tinh trang bénh dé ciu thanh
chét phong ngira c6 thé sir dung. Viéc 1am giam mot cach don thudn sy anh hudng cua
bénh (vi du bang cach giam sb lugng hodc mirc d6 nghiém trong cta cic tridu chimg
cua nd, hodc béng cach tang tinh hi€u qua cia viéc diéu tri khac hodc bi‘mg cachtaora
hi€u qua c6 lgi khac) hodc giam kha ndng bénh s& xﬁét hién hodc bi xdu di ¢ dbi
tugng, 1a di. Mot phuong 4n clia séng ché md ta phuong phap bao gdm viée cho bénh
nhan ding chit dbi khéng alphadbeta7 v&i luong va thoi gian du dé dem lai sy cai
thién duge duy tri lién tuc so véi dudng co ban ciia yéu t6 chi thi phan 4nh mic do

nghiém trong cta céc r6i loan cu the.

Nhu duoc hiéu trong linh vuc thich hop, dugc phdm chira cac phan tir theo sang
ché dugc ding cho ddi tugng theo cach thich hop véi chi dinh. Dugc phim c6 thé
dugce st dung bang k¥ thuét thich hop bt ky, bao gdm nhung khéng gidi han &, ding
ngoai dudng tiéu héa, ding khu tri hodc bang cach xong. Néu dugc tiém, dugc phim
c6 thé duge dung, vi du, qua duong trong khép, trong tinh mé,lch, tiém bép, tai vi tri
thuong ton, trong mang bung hoic tiém dudi da, béng tiém tinh mach nhanh hoc tiém
truyén lién tuc. Viéc ding tai chd, nhr tai vi tri bi bénh hoéc bi thuong cling dugc bao

gbm, nhu 13 phan phéi qua da va giai phéng duy tri tir manh cdy ghép. Viéc phan phdi
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bing céch xéng bao gdm, vi du, x6ng qua duong miii hoic miéng, st dung may khi
dung, xéng chét dbi khang & dang sol khi va cach twong tw. Cac phwong 4n thay thé
khac bao gdm thubc nhé mit; cac ché phim diung qua duong miéng bao gdm vién tron,
sird, vién thudc hinh thoi hodc keo cao su; va cac ché phém dung khu trd nhu thube

xtuc, gel, thudc xit va thuoc ma.

Viéc str dung protein lién két khang nguyén trong quy trinh ex vivo cling duoc
bao gdm. Vi du, méu ciia bénh nhan hoic dich thé khac c6 thé dugc cho tiép xuc véi
protein lién két khing nguyén lién két alphadbeta7 ex vivo. Protein lién két khéang

nguyén cd thé duoc lién két voi chét nén khong tan hoic vat lidu gia thé rin thich hop.

C6 loi néu protein lién két khang nguyén duoc dung & dang ché phim chira mot
hodc nhidu thanh phan bd sung nhu chit mang, ta dwgc hodc chét pha long chip nhan
duoc vé mit sinh ly. Tuy v, ché phém nay con chta mot hosc nhiéu hoat chit sinh ly,
vi du, chét trc ché viém hoic trc ché miln dich tht hai, chat chéng tao mach, chét giam
dau, v.v., vi du khong loai trir vé cac chét nay dugc néu trong ban mo ta nay. Theo céac
phuong én cu thé khac, ché phérn nay chira mdt, hai, ba, bdn, ndm hoic sau hoat chét

sinh 1y ngoai protein lién két khang nguyén lién két alphadbeta?.

Theo mét phuong 4n, duge phim chira protein lién két khéang nguyén theo sang
ché cing v&i mét hodc nhiéu chit duge chon tir nhém gdm dung dich dém, chit chéng
oxy hod nhu axit ascorbic, polypeptit phan tir lwgng thip (nhu polypeptit c6 it hon 10
axit amin), protein, axit amin, hydrat cacbon nhu glucoza, sucroza hoic dextrin, chét
tao chelat nhu EDTA, glutathion, chat lam dn dinh va ta dugc. Mubi dém trung hoa
hodc mudi duge tron véi albumin huyét thanh ciing loai 1a vi du vé chét pha lodng
thich hop. Theo tidu chuin cong nghiép thich hop, chét bio quan nhu ruou benzylic
cling c6 thé dugc bd sung. Ché phdm nay c6 thé dugc bao ché & dang dong kho béng
cach str dung dung dich t4 duoc thich hop (vi dy, sucroza) lam chét pha loang. Céc
thanh phan thich hop 13 khong gy ddc cho thé nhan & liéu luong va ndng do dugc
dung. Céc vi du khac vé thanh phén c6 thé duge ding trong ché phém dugc dugc trinh
bay trong Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16" Ed. (1980) and 20™ Ed. (2000),
Mack Publishing Company, Easton, PA.

Bo kit d& sir dung béi nguoi hanh nghé y bao gdm chét e ché alphadbeta7 theo

sang ché va nhan hojic cac hudng din khic dé sir dung trong diéu tri tinh trang bénh

-50-



23969

bit ky dwoc néu trong ban md ta nay. Theo mot phwong 4n, bd kit bao gdm ché phdm
v6 tring ctia mot hodc nhiéu protein lién két khang nguyén lién két alphadbeta’, c6 thé

& dang ché pham nhu dugc bdc 10 & trén va c6 thé & trong mdt hoic nhiéu lo nho.

Liéu lugng va tin suit ding c6 thé’thay ddi theo cac yéu t6 nhu dudong dung,
protein lién két khang nguyén cu thé dwoc sir dung, ban chit va mtc do nghi€ém trong
ctia bénh can dugc diéu tri, dii tinh trang bénh 1a cAp tinh hay man tinh, va kich thuéc
va tinh trang bénh chung cia ddi twong. Liéu lugng thich hop ¢6 thé dugc xac dinh
bang quy trinh da biét trong linh vyc thich hop, nhu trong céc thir nghiém 1am sang co

thé bao gdm céc thir nghiém ting lidu.

Chét e ché alphadbeta7 theo sang ché c6 thé duoc dung, vi du, mdt 14n hojic
nhiéu hon mét 14n, vi du & céc khoang thoi gian cach déu trong mot giai doan. Theo
cac phwong 4n cu thé, protein lién két khéng nguyén dugc dung trong khoang thoi gian
it nhat la mot thang hodc nhiéu hon, vi du mét, hai hodc ba thang hodc thdm chi khong
han dinh. D& diéu tri cc tinh trang bénh man tinh, viéc diéu tri lau dai thudng mang
lai hiéu tbt qua nhét. Tuy nhién, dé diéu tri tinh trang bénh cép tinh, viéc dung trong
khoang thdi gian ngén hon, vi du tir mot dén sau tudn, c6 thé thich hop. Noi chung,
protein lién két khéang nguyén dugc ding cho dén khi bénh nhan biéu hién muc do cai
thiéh thich hop v& mit strc khoe so véi dudng co s& ctia yéu td hoic cac yéu t6 chi thi

duoc chon.

Céc phuong 4n cu thé ciia sang ché bao gdm viéc ding protein lién két khang
nguyén & liéu diing nim trong khoang tir 1ng protein lién két khang nguyén véi mdi kg
thé trong cta ddi tuong mdi ngay (“1ng/kg/ngay™) dén 10 mg/kg/ngay, tot hon nita 1a
nim trong khoang tir 500ng/kg/ngay dén 5mg/kg/ngay va tdt nhat 1a ndm trong khoang
tir Sug/kg/ngiy dén 2mg/kg/ngay. Theo cac phuong 4n bd sung, protein lién két khang
nguyén duge ding cho ngudi 16n mét 14n mdi tudn, hai 14n mdi tudn hodc ba hoic
nhiéu hon ba 14n mdi tudn, dé didu tri bénh, tinh trang bénh hodc réi loan lién quan dén
alpha4beta7, nhu rbi loan v& mit y hoc dugce bdc 10 trong ban mo ta nay. Néu duogc
tiém, lwong hitu hiéu cta protein lién két khang nguyén véi mdi lidu & ngudi 16n c6
thé nim trong khoang tir 1 dén 20mg/m* va 6t hon 13 nim trong khoang tir 5 dén
12mg/m* Theo cach khac, lidu khéng dbi c6 thé dugc ding; véi lwong nim trong
khoang tir 5 dén 100mg/liéu. Liéu khong dbi c6 thé ndm trong khoang tir 20 dén 30mg

mdi lidu. Theo mot phwong 4n clia séng ché, liéu khong ddi bing 25mg/liéu dugc dung
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nhic lai bing cach tiém. Néu sir dung dudng ding khéac véi tiém, lidu duoc didu chinh
thich hop theo thuc hanh y t& chudn. Mot vi du vé& ché d6 tri liéu bao g6m viéc tiém
lidu tir 20 dén 30mg protein lién két khang nguyén tir mot dén ba 1an mdi tudn trong
khoang thoi gian it nhit ba tudn, cho di1 viéc diéu tri trong khoang thoi gian dai hon co
thé 14 can thiét & dem lai muc d6 cai thién mong mubn. Véi d6i tuong nhi khoa (tudi
tr 4 dén 17), mot ché do thich hop duogc léy lam vi dy bao gém vi€c tiém dudi da voi
lidu 0,4mg/kg, 1én t6i lidu ti da 1 25mg protein lién két khang nguyén dugc dung tir

hodc hoac ba lan moi tuan.

Céc phuong 4n cu thé vé phuong phap duoc néu trong ban mé ta nay bao gém
viéc tiém dudi da protein lién két khang nguyén véi lwong nim trong khoang tir 0,5mg
dén 10mg, t&t hon 13 ndm trong khoang tir 3 &én 5mg, mot hodc hai 1in mdi tudn. Mot
phuong an khic d& xuét viéc ding protein lién két khang nguyén qua dudong phdi (vi

du, bang méay khi dung) v&i luong 3mg hozic nhidu hon mdt 1an mot tudn.

Vi du vé ché db tri liéu dugc néu trong ban mo ta nay bao g6n1 viéc tiém dudi
da protein lién két khang nguyén mét 1dn mot tudn, véi lidu nim trong khoang tir 1,5
dén 3mg, dé diéu tri tinh trang bénh trong d6 alphadbeta7 déng mot vai trd. Vi du v&
tinh trang bénh nay dugc néu trong ban md ta ndy va bao gdm, vi du, tinh trang bénh
khép nhu d4 néu trude d6 va céc tinh trang bénh khac trong d6 viée di chuyén du thira
hoic khong thich hop cua té bao biéu hién alphadbeta7 déng vai trd chinh (nhu duoc
mo ta trong ban mo ta nay; vi du, bénh viém rudt, viém tuy, v.v). Viéc ding hang tuin
protein li€n két khang nguyén duoc tiép tuc cho dén khi dat duoc két qua mong mubn,
nhu giérﬁ cac tri€u chiing cua dbi tugng. Viée diéu tri c6 thé bét ddu lai khi cin hoic,

theo cach khéc, lidu duy tri ¢6 thé duoc ding.

Vi du khéc vé ché db tri liéu duoc néu trong ban mb ta nay bao gém vi€c dung
chét wrc ché alphadbeta? theo sang ché theo con dudng dudi da hodc trong tinh mach
voi lidu luong 14 1, 3, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 15 hodc 20mg trén mdi kg khéi luong co
thé ctia ddi tuong (mg/kg). Liéu ndy c6 thé cho ddi tugng ding mdt 1an hoic nhiéu hon
rﬁcf)f lan & khoang thdi gian nhét dinh, vi du, mot 1an mot ngay, ba 14n mot tuln, hai 14n
mot tudn, mot 14n mot tudn, ba 14n mot thang, hai 14n mot thang, mot 1An mot thang,
mdt 14n mdi hai thang, mot 14n mdi ba thang, mot 1an mdi séu thang hogc mot 1dn mot

nim. Khoang thoi gian di€u tri va cac thay doi bat ky ve liu va/hodc tan suat dicu tri,
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c6 thé thay dbi hosc bién ddi trong qu4 trinh didu tri dé dap tmg nhu ciu cy thé cia dbi

tuong.

Theo mdt phuong 4n khic, protein lién két khang nguyén duoc dung cho ddi
tuong voi lugng va thoi gian di dé dem lai sy cai thién, t6t hon 1a su cai thién duy tri,
& it nhat mot yéu 6 chi thi phan 4nh muc do nghiém trong cta réi loan dang dugc didu
tri. Cac yéu t5 chi thi khac nhau phan anh mtrc d6 dau 6m, bénh hoic tinh trang bénh
clia dbi tuong c6 thé dugc danh gia dé xac dinh luong va thoi gian diéu tri nay cé thich
hop hay khong. Yéu td chi thi bao gbm, vi du, cac yéu té chi thi duoc chip nhan v&
mat y té gém muc d6 nghiém trong cta bénh, cic triéu chimg hoic biéu hién cua rdi
loan dang nghi ngd. Theo mdt phuong an, sy cai thién dugc xem 13 duoc duy tri néu
dbi tuong c6 su cai thién trong it nhit hai thdi diém cach nhau tir hai dén bén tuin.
Muc d cai thién thuong dugc x4c dinh bdi bac si, ngudi c6 thé dua ra quyét dinh dwa
trén co s& cac du hiéu, céac triéu chimg, méu sinh thiét hodc két qua xét nghi€ém khac
va la ngu&i c6 thé str dung bang cau hoi duoc ding cho dbi tuong, nhu bang cau hoi

vé chét lugng cude song dugc tao ra cho mot bénh xac dinh.

Viéc bién dbi sy biéu hién alphadbeta7 va/hodc viéc hoat hoa alphé4beta7 va
hodic dbi tac lién két MAACAM-1 cua no, lién quan dén céc rdi loan, bao gém, vi du,
bénh viém trong hé da day rudt. bPéi tuong méic mot rdi loan x4c dinh c6 thé dugc sang
loc, d& nhan dién céc ca thé c6 su biéu hién va/hodc sy hoat hoa alphadbeta7 hodc
MAdJCAM-1 bi bién d6i, nhd d6 nhan dién duogc cac dbi tugng c6 thd c6 loi nhét tir
viéc didu tri bing protein lién két khang nguyén lién két alphadbeta7. Vi vdy, phuong
phap didu tri duoc néu trong ban md ta niy tuy y bao gébm budc diu tién 1a x4c dinh
muc d6 biéu hién hodc hoat hoa alpha4beta7 hoic MAdCAM-1 cia d(‘).i tuong. Protein
lién két khang nguyén duogc dung cho dbi twong c6 rhfxc biéu hién va/hodc hoat hoa
alpha4beta7 va/hoic MAACAM-1 duogc ting cao hon mic binh thudng.

Mirc hoat tinh alpha4beta7 hosic MAACAM-1 ctia ddi tuong c6 thé duge giam
sét trude, trong va/hogic sau khi didu tri bang protein lién két khang nguyén, dé phat
hién sy thay dbi, néu ¢6, v& hoat tinh alphadbeta7 hoic MAACAM-1. Béi véi mot sb
cac 1di loan, ty 18 c6 hoat tinh alpha4beta7 va/hoic MAACAM-1 gia ting c6 thé khac
nhau phu thudc vao cac yéu t6 nhu giai doan bénh hozc dang bénh cu thé. Cac k¥ thuat

da biét c6 thé duoc st dung dé x4c dinh hoat tinh, nhu trong miu méu hozic mo cua ddi

-53-



23969

tuong. Hoat tinh alphadbeta7 hoic MAdACAMI c6 thé dugc xac dinh bé‘mg cac k¥ thuat
thich hop bt ky.

Céc phuong an cu thé ctia phuong phép va ché phim theo sang ché bao gbm
viéc st dung protein lién két khang nguyén va mot hodc nhidu chit déi khang
alphadbeta7 bd sung, vi du, hai hosc nhiéu protein lién két khang nguyén theo sang
ché hoic protein lién két khang nguyén theo sing ché va mot hodc nhidu chét dbi
khang alphadbeta7 khac. Theo cac phuong 4n khéc, protein lién két khang nguyén
duoc dung mot minh hodc két hop véi céac chit khac hitu dung dé diéu tri tinh trang
bénh ma bénh nhan méc phai. Vi du vé céc chit nay bao gdm cé thudc chira protein va
thubc khong chira protein. Khi nhiéu chét trj liéu duoc ding ddng thoi, lidu dung cé
thé dugc didu chinh phi hop, nhu dugc biét trong linh vuc k§ thuat thich hop.“Dung
ddng thoi” va diéu tri phdi hop khong gisi han & viéc ding cing lac, ma con bao gdm
ca ché d6 diéu tri trong d6 protein lién két khéng nguyén duoc dung it nhat mot lan

trong dot didu tri bao gdbm viéc cho bénh nhan ding it nhat mot chét trj lidu khéc.

Vi du vé cac chét khic c6 thé duoc dung ddng thoi véi protein lién két khang
nguyén lé protein lién két khang nguyén khac hoic polypeptit tri liéu dwgc chon theo
tinh trang Bénh cu thé can duoc diéu tri. Theo cach khac, cac thuéé khong chira protein
13 hitu dung dé diéu tri mot trong s6 céc tinh trang bénh cu thé nhu da néu trén c6 thé

dugc diing ddng thoi véi chét dbi khang alphadbeta?.
Diéu tri phdi hop

Sang ché mé ta phuong phap didu trj cho déi tuong bang protein lién két khéng
nguyén tic ché alphadbeta7 va moét hoic nhiu phuong phép diéu tri khac. Theo mot
phuong 4an, viée diéu tri phéi hop nay c6 tac dung hiép ddng hoic tic dung cong bing
céch, vi du, tAn cdng vao nhiéu vi tri hodc dich phén tr trong khéi u. Cac loai diéu tri
phdi hop c6 thé dugc st dung lién quan dén séang ché bao gdm viéce tc ché hodc hoat
héa (néu thich hop) nhiéu diém trén mot con dudng lién quan dén bénh don 1&, nhidu
con dudng trong té bao dich va nhiéu loai té bao dich trong mo dich.

Theo mot phuong 4n khac, phuong phap diéu tri phdi hop bao gdm viée cho dbi
tugng dung hai, ba, bdn, nim, sdu hodc nhidu chit chu vin hodc chat dbi khéng
alphadbeta7 duge mo ta trong don sang ché nay. Theo mot phuwong an khac, phuong

phap niy bao gdm viéc cho d6i tuong ding hai hodc nhidu phuong phép diéu tri dé
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cling trc ché hodc hoat héa (truc tiép hoic gian tiép) viéc truyén tin hiéu qua trung gian
alphadbeta7. Vi du vé cic phuong phap niy bao gdm viéc st dung két hop cua hai
hodc nhiéu protein lién két khang nguyén trc ché alphadbeta7, cia protein lién két
khang nguyén trc ché alphadbeta7 va mét hoic nhiéu gbe tri liu khac c6 dac tinh
chéng viém (vi du chit chéng viém khong steroit, steroit va/hodc cac chit diéu bién
mién dich) hoic clia protein lién két khang nguyén trc ché alphadbeta7 va mot hoic
nhiéu phuong phép diéu tri khac (vi du, phiu thuat, siéu 4m hodc viéc didu trj c6 hidu
qua giam viém). Céac chét hitu dung c6 thé duoc két hop véi céc chit e ché
alpha4beta7 bao gdm cac chit duoc st dung dé didu tri, vi dy, bénh Crohn hogc viém
loét dai trang, nhu aminosalixylat (vi du, mesalamin), corticosteroit (bao gdm
predison), cdc chit khédng sinh nhw metronidazol hodc ciprofloxaxin (hodc cac chét
khang sinh khéc hitu dung dé diéu tri, vi du, cho cdc bénh nhan bi dau duong ro) va
chét rc ché mién dich nhu azathioprin, 6-mercaptopurin, methotrexat, tacrolimus va
xyclosporin. Dang két hop clia cac chit nay ciing c¢6 thé dugc bao gdm dé sir dung véi
cac chit (rc ché alphadbeta’ theo sang ché. (Céac) chat nay c6 thé dugc dung qua

dudng miéng hodc dudng ding khac, vi du thude dan hoic thude thut.

Ngoai ra, mot hodc nhiéu khang thé hodc din xuét khang thé khang alpha4beta’7
6 thé duge sir dung két hop voi mdt hodc nhidu phén tir hoic céc diu tri khac, trong
d6 (céc) phan tir va/hodic (cac) didu tri khac khong lién két truc tiép voi hodc c¢6 anh
hudng dén alphadbeta7, ma dang két hop niy c6 hiéu qua trong viéc didu tri hoic ngan
ngura tinh trang bénh can duoc diéu tri. Vi dy, chit uc ché alphadeta7 c6 thé duoc st
dung két hop véi phuong phép diéu tri bing men vi sinh (probiotic) hodc cac phuong
phéap didu tri khac dugc dung dé khoi phuc hodc duy tri h¢ vi sinh duong rudt binh
thudng. Theo mot phuong én, mot hodc nhidu phan tir va/hoic phuong phap didu tri tri
liéu hodic ngin nglra tinh trang bénh gay ra béi mot hodc nhiéu phan tir hodic phuong
phéap didu tri khac trong dot diéu tri, nhu budn ndn, mét moi, rung téc 16ng, ching suy
mon, mit ngy, v.v. Trong timg trudng hop khi dang két hop cua cac phén tr va/hodc
phuong phap diéu tri khac dugc st dung, (cac) phan tir va/hodc phuong phéap didu tri
riéng 1¢ c6 thé duoc st dung theo thi tu bt ky, trong khoang th(‘)ri gian bit ky, sao cho
¢6 hi¢u qua, vi du d(‘A)ng'théi, lién tip hodc xen k&. Theo mét phuong an, phuong phap
diéu tri bao gdm viéc hoan tit dot diéu tri thir nhit v6i mot phéan tir hodc phuong phép

diéu tri khac trudce khi bit ddu dot diéu tri thtr hai. Khoang thoi gian gifta thoi diém két
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thiic dot diéu trj thir nhit va bit ddu dot diéu tri thir hai c6 thé 14 khoang thoi gian bét
ky cho phép tong dot didu tri dat hidu qua, vi du hang gidy, hang phut, hang gid, hang

ngdy, hang tudn, hang thang hoic thdm chi hang nim.

Theo mot phuong én khic, phuong phép niay bao gdm budc diung mét hodc
nhiéu chat dbi khang alphadbeta7 dwoc mod ta trong ban md ta ndy va mét hosc nhidu
phuong phép diéu tri khéc (vi dy, diéu tri tri liéu hodic diéu tri 1am giam nhe). Khi
phuong phap bao gdm viée cho dbi twong ding nhiéu hon mét phuong phap didu tri,
c6 thé hiéu rang thir ty, thoi gian, sé luong, ndng d6 va luong dung chi bi gidi han boi
cac quy dinh trong y t va cac gidi han vé& phuong phap diéu tri, nghia 13, hai phuong
phép diéu tri c6 thé duoc dung cho dbi tuong, vi du déng thoi, lién tiép, xen k€& hodc

theo theo ché do khac bat ky.
Vi du thue hién sing ché

Vi du dudi day, ca thuc t€ va tién doan, déu nham muc dich minh hoa cac
phuong 4n hodc cdc dau hiéu cu theé cta sang ché va khong nham muc dich gidi han

pham vi ciia sdng ché.
Vidu 1: Tao khéng thé

Céc khang thé don dong khéng alphadbeta7 & ngudi dugc tao ra bing cach giy
mién dich cho chudt nhit XG2kapalambda (kI) va XG4kl XenoMouse™ (chudt nhit
bién dbi gen biéu hién IgG2 hoic IgG4 cta ngudi va cic chudi nhe kapa va lambda
clia ngudi, twong ting; Abgenix Inc., Fremont CA) bing t& bao biéu hién alphadbeta?
clia ngudi, hodc té bao 293 than phoi ngudi (HEK) duge chuyén nhidm tam thoi (293-
a4b7) hoic té bao budng trimg chudt ddng Trung Qubc (CHO) duge chuyén nhiém én
dinh (CHO-a4b7). Hiéu gia huyét thanh dwoc giam sét bing phén tich phén loai t& bao
hoat héa huynh quang (fluorescence activated cell sorter - FACS) so sanh té bao dugc
chuyén nhidm alphadbeta7 véi té bao dbi chimg ban dau tuong tmg. Pong vt ting
mién dich thu duoc tir hoat dong gdy mién dich duoc giét va mo lach va md hach bach
huyét duoc dua qua quy trinh dung hop té bao lai.

Céc khang thé dic hiéu di dime alphadbeta7 dugc nhén di€én b%mg cach tién
hanh loat thr nghiém. Dich ndi bé mit té bao lai trude tién duoc sang loc bz"mg Cong
nghé thuét thir nghiém vi thé tich do huynh quang (Fluorometric Microvolume Assay

Technology) (FMAT™ Applera Corporation, Foster City CA; hé théng phat hién té
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bao sang loc luu lugng cao) su lién két véi té bao duoc chuyén nhidm alphadbeta7 so
voi té bao duge chuyén nhiém md phéng. Phan dich ndi bé mit da nhin dién 1a duong
tinh véi lién két voi alphadbeta7 (1001 phan dich ndi bé mat lién két duong tinh tir
hoat dong gdy mién dich cho t& bao CHO-a4b7 va 1143 phin dich ndi bé mit lién két
duong tinh tir hoat dong gay mién dich cho t& bao 293-a4b7) duoc danh gid kha nang
trc ché sy bam dinh cia t& bao HUT78 trén MAdCAM-1-Fc theo kiéu tuong tu nhu da
dugc md ta (Erle, J. Immunol, (1994) 153:517). Trong thtt nghiém nay, 60 phan dich
ndi thﬁ duogc tlr hoat dong gay mién dich cho t& bao CHO-a4b7 va .1 74 phan dich ndi
tir hoat déng gy mién dich cho té bao 293-a4b7 da cho thdy kha ning trc ché cao hon
90% (n=2) va tiép tuc dwoc tién hanh phén tich tinh dic hiéu va hiéu luc.

Céc té bao 293 duoc chuyén nhidm alpha4beta7, alphadbetal va alphaEbeta7
duoc chudn bi va st dung trong phan tich FACS véi phan dich ndi té bao lai da duoc
nhén dién trong thtr nghiém tc ché. Phan dich ndi bé mat chimg to su lién két chi véi
té bao duogc chuyén nhiém alpha4beta7 duoc phan loai 1a dic hiéu di dime, do cac
khéng thé v6i cdu tric dudi phan tir alpha4 cta integrin nay cling lién két véi t€ bao
duge chuyén nhiém alphadbetal va céc khang thé lién két v6i chudi beta? sé lién két
v6i té bao dugc chuyén nhidm alphaEbeta7. Phan dich ndi bé mit t& bao lai cling dugc
phan tich dé d4nh gi4 hoat tinh lién két voi té bao 293 duoc chuyén nhiém alpha4beta?
ctia khi cynomologous bing phan tich FACS. Bay dong té bao thu duoc tir hoat dong
CHO-a4b7 va 25 dong té bao thu dugc tir hoat dong 293-a4b7 duogc chon dé tach dong
phu va phén tich thém.

Vi du 2: Phén tich khang thé

Té bao tiét khang thé thu dwoc duoc tach dong va céc axit nucleic m3 hoa
khéang thé duoc phan 1ap va giai trinh tu. Viéc gdy dot bién diém duoc st dung dé tao
ra cac bién thé khac véi trinh tu dugc phan 14p & mot hodc nhiéu géc axit amin. Trinh
ty axit amin cta chudi nhe va chudi ndng cua cac khang thé va cac bién thé duoc thé
hién trong cdc Bang 1 va 2 dudi ddy. D4 biét ring ranh gidi ctia c4c ving CDR va FR
c6 thé thay ddi so voi dit liéu duge thé hién dudi day, nhu d4 dugc néu trong ban mo
ta.

Bang 1: Phan tich trinh tu cic chudi nhe

| Chudi nhe | FR1 | CDRI | FR2
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1A10K DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQGVSSWLA | WYQQKPGMAPKLLIY
11E7K1 | EIVMTQSPATLSVSPGETATLSC RASQTVSSNLA WYQQKPGQAPRLLIY
11E7K2 | DIQMTQSPSSLSASIGDRVTITC RASQGIRNYLA WYQRKPGKVPKLLIY
2F12K DIQMTQSPSSVFASVGDRVTITC | RASQGISSWLA WYQQKPGKAPNLLIY
14E4L QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISC SGSSSNIGNNYVS | WYQQLPGTAPKLLIY
3A5K DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQGVISWLA WYQQKPGMAPKLLIY
10D7K DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQGVNNWLA | WYQQKPGKAPKLLIF
27D8K EIVMMQSPATLSVSPGERATLSC | RASQSVSTNLA WYQQKPGQAPRLLIY
18A11K | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQGISSWLA WYQQKPGKAPKLLIY
20D7K EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA | WYQQKPGQAPRLLIY
23H6K EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC RASQSVNSNLA WYQQKPGQAPRLLIY
27GS8L QSVLTQPPSVSEAPRQRVTISC SGSNSNIGNNPVN | WYQLFPGRAPKLLIY
26C7K EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC RASQSVSDNLA WYQQKPGQPPRLLIY
26H3K DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC QASQDISNYLN WYQQKPGKAPKLLIY
19G6K DIQMTQSPSSLSASVGDRVTISC QASQDINTYLN WYQQKPGKVPKLLIY
22B2K DVQMTQSPSSLSASVGDRVTITC | QASQDITDYLN WYQQKPGKAPKLLIY
24A2K EVMMTQSPATLSVSPGERATLSC | RASQSVSSNLA WYQQKPGQAPRLLIF
26E9K ELVMTQSPATLSVSPGERATVSC | RASQSVSSDLA WYQQKPGQAPRLLIY
22F5K EIVMTQSPATLSVFPGEGATLSC | RASQSVSSDLA WYQQKPGQAPRLLIY
26C10K | EIVLTQSPGTLSLSPGEGATLSC RASQTVTSSYLA | WYQQSPSQSPRLLIY
17C8K EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC RASQSVSSNLV WYQQKPGQAPRLLIY
25C9k DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQDISSWLA WYQRKPGKAPKVLIY
19E6L SYELTQPPSVSVSPGQTASITC SGDKLGDKYAC | WYQQKPGQSPVLVIY
26G2k DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQDISSWLA WYQQKPGTAPKVLIY
27G8L (a) | QSVLTQPPSVSGAPRQRVTISC SGSNSNIGNNPVN | WYQLFPGRAPKLLIY
27G8L (b) | QSVLTQPRSVSGAPRQRVTISC SGSNSNIGNNPVN | WYQLFPGRAPKLLIY
26H3K (c) | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC QASQDISNYLN WYQQKPGKAPKLLIY
1A10K (d) | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC | RASQGVSSWLA | WYQQKPGKAPKLLIY
Bang 1 (tiép theo)

Chudinhe | CDR2 FR3

1A10K AASILQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

11E7K1 GASTRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC

11E7K2 AASTLQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYCC

2F12K GASSLQN | GVPLRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

14E4L DNNKRPS | GIPDRFSGSKSGTSAILDITGLQTGDEADYYC

3A5K AASILQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

10D7K ATSSLQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLQPEDFATYYC

27D8K GASTRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYFC

18A11K GASNLES | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFANYYC

20D7K GASSRAT | GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

23H6K GASTRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC

27G8L HDDLLPS | GVSDRFSGSRSGTSASLAISGLQSEDETDYYC

26C7K GASTRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC

26H3K DASNLET | GVPSRFSGSGSGTDFTFTINSLQPEDIATYFC

19G6K DASNLET | GVPSRFSGSGSGTDFTFTISGLQPEDIATYYC

22B2K DTSNLEA | GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC

24A2K GASTRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYCC

26E9K GASSRAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC

22F5K GASARAT | GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC

26C10K GASTRAT | GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

17C8K GASTRAT | GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQSEDFAVYYC
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25C9k SASSLQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
19E6L QDSKRPS | GIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYC
26G2k SASSLQN | GVPSRFSGRGSGTDFALTISSLQPEDFATYYC
27GSL (a) | HDDLLPS | GVSDRFSGSRSGTSASLAISGLQSADETDYYC
27G8L (b) | HDDLLPS | GVSDRFSGSRSGTSASLAISGLRSADETDYYC
26H3K (c) | DASNLET | GVPSRFSGSGSGTDFTFTINSLQPEDIATYFC
1A10K (d) | AASILQS | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
Bang 1 (tiép theo)
Chudi nhe CDR3 FR4
1A10K QQANSFPWT FGQGTKVEIK
11E7K1 QQYDYWPPLT FGGGTRVEIK
11E7K2 QKYDSAPFT FGPGTKVDIK
2F12K QQANSFPWT FGQGTKVEIK
14E4L GTWDSSLSAGRV FGGGTKLTVL
3A5K QQANSFPWT FGQGTNVEIK
10D7K QQVNSFPGT FGQGTKVEIK
27D8K QQYNDWPT FGGGTKVEIK
18A11K QQANSFPWT FGQGTKVEIK
20D7K QQYDSSPPT FGGGTKVAIK
23H6K QQYDDWPPVT FGQGTRLEIK
27G8L TAWDDSLNGWV FGGGTKLTVL
26C7K QQYDDWPT FGGGTRVEIK
"26H3K QQYDNLPCS FGQGTKLEIK
19G6K QQFDNLPIT FGQGTRLEIK
22B2K QQYDILPYS FGQGTDLEIK
24A2K QQYDDWPT FGGGTKVEIK
26E9K QQYNNWPPLT FGGGTKVEIK
22F5K QQYHDWPPLS FGGGTKVEIK
26C10K QQYDSSPPT FGGGTKVEIK
17C8K QQYDDWPPLT FGGGTTVEIK
25C9k QQADSFPWT FGQGTKVEIK
19E6L QAWDSSTVV FGGGTKLTVL
26G2k QQADSFPWT FGRGTKVEIK
27G8L (a) TAWDDSLNGWV FGGGTKLTVL
27G8L (b) TAWDDSLNGWV FGGGTKLTVL
26H3K (c) QQYDNLPSS FGQGTKLEIK
1A10K (d) QQANSFPWT FGQGTKVEIK

Bang 2: Phén tich trinh tu cic chudi ning

Chudi ning | FR1 CDR1 FR2

1A10H S(\}IX(,QTLQ/I\?SGAEVKKPGASVKVSCKV DLSMH | WVRQAPGKGLEWMG
11E7HI .g;’%LSVESGGGLVKPGGSLRLSCVAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
11E7H2 g}’%LSVESGGGVVQPGRSLRLSCAA SYGMH | WVRQAPGKGLEWVA
2F12H ggg%\\,’?SGAEVKKPGASVKVSCKV DLSMH | WVRQAPGKGLEWMG
14E4H g;’TCQFIéVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
3ASH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKY | DLSMH | WVRQAPGKGLEWMG
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SGYTLN
10D7H g}’%%VESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
27D8SH g;’%LSVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DNYMS | WIRQAPGKGLEWVS
18A11H Sgg%&QSGAEVKKPGASVKVSCKV DLSIH | WVRQAPGKGLEWMG
20D7H g;’gFIéVESGGGLVKPGGSLRLSCTAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
23H6H g}’?FLSVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
26G2H g;’gFIéVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
27G8H g}’%‘: ESGGGLVQPGGSLRLSCAAS | oyyws | WYRQASGKGLEWVA
26CTH 8¥$F%VESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
26H3H (E}\égg QSGAEVKKPGESLKISCKGS | Gywig | wVRQMPGKGLEWMG
19G6H g;’TQFLSVESGGDLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWIS
22B2H (E}\é?FLFV QSGAEVKEPGESLKISCKGS | ouwiA | WYRQLPGKGLEWMG
24A2H g;’gFIQ’ESGGDLVEPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
26E9H g}’%LRVESGGGLVIQGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
19E6H g\F’%:LSLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS SYAMS | WVRQAPGKGLEWVS
22FSH g;’gFLSVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
25C9H 8¥§FLI\}’ESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWVS
26C10H g;’TQFLSVESGGGLVKPGGSLRLSCVAS DYYMS | WIRQTPGKGLEWVS
17C8H gl\:’TQFLSVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS DYYMS | WIRQAPGKGLEWLS
1A10H(a) Sg%ﬁ?SGAEVKKPGASVKVSCKV DLSMH | WVRQAPGKGLEWMG
27GBH(b) | g POOOGLVKPORSIRLSCAAS | sywMs | WVRQASGKGLEWVA

Béng 2 (tiép theo)

Chudi ning | CDR2 FR3
IAL0H GFDPAEGKIISAQKFQD RVTMTDDTSTDTAYMELSSLRSEDSAVYYCAT
11E7HI YISSSGSAIYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQLNSLRAEDTAVYYCAR
11E7H2 VIWYDGSNKYYADSVKG | RFTISRDNSKNTLHLQMNSLRAEDTAVYYCAR
2FI2H GFDPQDGETIYAQKFQG | RVTMTEDTSTDTAYMELRSLRSEDTAVYYCTT
14E4H YISNSGSVVYYADSVKG | RFTISRHNAKNSLYLQMNSLRADDTAVYYCAR
3ASH GFDPAEGKIISAQKFQD RVTMTDDTSTDTAYMELSSLRSEDSAVYYCAT
10D7H YISSTGSAMYDADSVKG | RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
27DSH YISSSGSATYYADSVKG ~_ | RFTISRDNAKNSLYLQMSSLRAEDTAVYYCAR
18AIIH | GFDPQDGETIYAQKFQG | RVTMTEDTSTDTAYMELSSLKSEDTAVYYCAT
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20D7H YISSSGSAIYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMDSLRAEDTAVFYCAR
23H6H YISSSGSAMYSADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
26G2H YISSIGSAIHYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
27G8H NIKQDGSEKYYVDSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
26C7TH YISRVGSTTYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
26H3H IITYPYDSDTRYSPSFQG QVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAMFYCAS
19G6H YISSSGSTMYYADSVKG RFTISRVNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
22B2H IIDPNDSDTRYSPSFQG QVTISADKSIHTAYLQWSSLKASDTAMYYCAT
24A2H YISSSGSAIYYADSVKG RFTISRDNPKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
26E9H YISSSGSTSYCADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
19E6H AISGSGGSTYYADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
22F5H YISSTGSTLYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMDSLRADDAAVYYCTR
25C9H YISSSGSAIHYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
26C10H YISSSGSAIHYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMDSLRAEDTAVFYCAR
17C8H YISNSGSAMYYADSVKG RFTISRDNARNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
1A10H (a) GFDPAEGKIISAQKFQD RVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
27G8H (b) NIKQDGSEKYYVDSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAGDTAVYYCAR
Bang 2 (tiép theo)

Chudi ning CDR3 FR4

1A10H LDFSSWFEFDP WGQGTLVTVSS

11E7H1 DYSSGWFYFDY WGRGTLVTVSS

11E7H2 EHWNYAFDI WGQGTMVTVSS

2F12H ESSSAWFDP WGQGTLVTVSS

14E4H DRSSAWDEAFDI WGQGTMVTVSS

3AS5H LDFSSWFDP WGQGTLVTVSS

10D7H EFSSGWSYFDY WGQGTLVTVSS

27D8H DYSSGWYYFDY | WGQGTLVTVSS

18A11H GSSSSWFDP WGQGTLVTVSS

20D7H EHSSGYWYFDL WGRGALVTVSS

23H6H EYSSGWYYFDY WGRGTLVTVSS

26G2H EYSSGWAYFDY WGQGTLVTVSS

27G8H EGGYDWNYADYYGMDV | WGQGTTVTVSS

26CT7TH DYSSGWYYFDY WGQGTLVTVSS

26H3H HRLWLGEFPGPLNI WGQGTMVTVSS

19G6H DRSSGLVSFDY WGQGTLVTVSS

22B2H HRLWLGTLPGGFY1 WGQGTMVTVSS

24A2H DFSSGYYYFDY WGHGTLVTVSS

26E9H DYSSGWFYFDY WGQGTLVTVSS

19E6H APYSSSWALGLGMDV WGQGTTVTVSS

22F5H EYSSGWFFFDY WGQGTLVTVSS

25C9H EYSSGWAYFDY WGQGTLVTVSS

26C10H DHSSGYWYFDL WGRGTLVTVSS

17C8H EYSSGWFFFES WGQGTLVTVSS

1A10H (a) LDFSSWFDP WGQGTLVTVSS

27G8H (b) EGGYDWNYADYYGMDV | WGQGTTVTVSS

Céc trinh tu axit amin ciia cac khang thé duoc phan tich theo bang cach tuong

tu. Céc chudi nhe kapa duoc phén thanh ba nhém va trinh tu lién ing dugc khai trién
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tir m8i nhém. C6 ba khang thé ¢ chudi nhe lambda, khong khang thé nao trong sb nay
¢ d d6 twong ddng véi nhau dé tao ra nhém cac trinh ty lién quan tir d6 trinh ty lién
mg c6 thé dugc khai trién. Hai trong s§ céc bién thé dugc khai trién thay ddi trong
chudi nhe lambda. Cac chudi ning dugc nhém vao bdn nhém véi chudi ning don duoc
phén loai thanh ndm nhém va trinh tu li€én tng dugc khai trién dbi véi cac nhém tir 1
dén 4. Cac két qua duoc thé hién trong Bang 3(a) va 3(b) dudi day; trinh tu lién tmg
duoc thé hién trong Danh muc trinh ty. Con s6 trong d4u ngoic don cho biét SEQ ID
NO trong Danh muc trinh tu.

Bang 3(a): Phan nhom céc khang thé theo chudi nhe kapa, véi chudi ning twong tmg

Nhém Kapa 1 | Nhém chudi | Nhém Kapa2 | Nhém chudi | Nhém Kapa Nhoém
(10 thanh vién) ning (9 thanh vién) ning 3 chudi ning
(H1 — HS) (H1—HS5) | (4 thanhvién) | (H1-HS5)
20D7K (10) H1 (38) 11E7K2 (3) H1 (31) 22B2K (16) H4 (45)
11E7K1 (2) H1 (30) 10D7K(7) H1 (35) 19G6K (15) H1 (44)
26C10K (20) H1 (51) 3A5K(6) H2 (34) 26H3K (14) H4 (43)
23H6K (11) H1 (39) 1A10K(1) H2 (29) 26H3K(c) (27) | H4 (43)
26C7K (13) H1(42) 25C9K (22) H1 (50)
24A2K (17) H1 (46) 26G2K (24) H1 (40)
27D8K (8) H1 (36) 18A11K (9) H2 (37)
.22F5 (19) H1 (49) 2F12K () H2 (32)
26E9K (18) H1 (47) 1A10K(d) (28) H2 (53)
17C8K (21) H1 (52)

Bang 3(b): Phén nhém cac khang thé theo chudi nhe lambda, v6i chudi ning tuong

img
Chudi lambda Nhém chudi niing

(3 khéng thé, khong lién (mg) (H1 — H5)
14E4 (5) H1 (33)
27G8 (12) H3 (41)
27G8(a) (25) H3 (54)
27G8(b) (26) H3 (54)
19E6 (23) H5 (48)

Céc ranh giéi CDR nim trong trinh ty lién ng (c6 thé thay ddi, nhu da néu
trudc d6) nhu sau: Nhém kapa 1 CDR1 24-35, CDR2 51-57, CDR3 90-99; Nhom kapa
2 CDRI1 24-34, CDR2 51-56, CDR3 89-97; Nhom kapa 3 CDR1 24-34, CDR2 50-56,
CDR3 89-97; Nhém chudi ning 1 CDR1 31-35, CDR2 50-66, CDR3 99-110; Nhém
chudi ning 2 CDRI1 31-35, CDR2 50-66, CDR3 99-107; Nhém chudi ning 3 CDRI
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31-35, CDR2 50-66, CDR3 99-114; va Nhém chudi ning 4 CDR1 31-35, CDR2 50-
66, CDR3 99-114.

Vi du 3: Thir nghi€ém chirc néng

Vi dy ndy m6 ta cac thir nghi€ém khac nhau dugc str dung dé mo ta dac diém
khéng thé. '

Thir nghiém bam dinh HUT78

Céac dfa dugc phu (vi du, dia 96 15 Costar® 3368; Corning Incorporated Life
Sciences, Lowell MA) dugc chuén bi bang cach phil dia 96 16 qua dém & nhiét do 4°C
bang 20pg/ml MAJCAM-1 (hoic IgG1 cta ngudi v6i ndng do tuong tur lam dbi chimg
pht) duoc pha lodng trong dung dich dém phosphat c6 d6 pH=9,0. L6p phu dugc loai
b6 va dia dugc phong bé bang 100uL BSA 3%/PBS, dugc G trong thdi gian 1 gid hoic
lau hon & nhiét d6 trong phong. Céc dia nay dugc rira ba 1an bing dung dich mubi can
bing Hank (HBSS). | | |

Té bao HUT78 (dong té bao u lympho t& bao T ciia ngudi thé hién céc dic tinh
cta dong té bao T trudng thanh voi kidu hinh gen cam tmg/hd trg; ATCC TIB 161),
duoc cho sinh truéng dé nhdp dong, dugc tao vién pelet va rira 3 lan trong HBSS, sau
d6 duoc tai tao huyén phi trong HBSS & ndng d6 thich hop dé thu dwoc khoang
30.000 té bao trong S0uL.

Céc khang thé cin dugc thir nghiém dugc pha lodng dén ndng d¢ gép d6i ndng
d6 cudi va sau d6 chuin do theo ty 18 1:4 trong HBSS khong chira canxi, khong chira
magie, chita BSA 1% v6i Mn®" ImM. 50uL chun d6 khéng thé hoic miu dbi chimg
duoc cho vao mdi 13 ctia dia c6 day VEE, sau d6 bd sung 50uL té bao HUT78. Té bao
va khéng th& dwgc 4 ¢ nhiét d6 4°C trong 30 phut, sau d6 dugc bd sung vio cac dia da
dugc phl va duge U ¢ nhiét do 37°C trong 40 phut. Céac té bao trén cac dia da phu
duoc rira ba 1in bing HBSS & nhiét d6 trong phong, bing cach bung sach HBSS gitta
céc 1an rira. Céc t bao bam dinh duoc 1am tan biang & nhiét d@d -20°C sau d6 thém vao
100puL dung dich dém thudc nhudém/chét phan giai CyQuant® (dung dich dém dugc st
dung trong thir nghiém dinh lugng té bao trén co s& phat huynh quang hitu dung dé
sang loc s6 luong 16n Molecular Probes®, Life Technologies Corporation, Carlsbad,

CA. Tin hiéu phat huynh quang tir mdi 15 dugc dinh lugng & budc séng kich thich
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485nm va budc séng phat 530nm, vi du bang cach sir dung Tecan GENiosPro, ddu doc

vi dfa nhiéu nhan (Tecan Group Ltd. Minedorf, Switzerland).
Thir nghiém bam dinh t& bao CD4 + ngudi ciia ngudi

Céc dia dugc pht MAdCAM-1-Fc cia nguoi hoéc IgG cta nguoi (3pug/ml trong
dung dich dém phosphat 20mM, 46 pH=9,0, NaCl 130mM), 100pL/15, & nhiét do 4°C
qua dém sau d6 dwoc phong bé bing chét phan tng phong bé véi lugng 200u1/18
(albumin huyét thanh bo 3% trong PBS) & nhiét do trong phong trong thoi gian it nhét
hai gio. Sau d6 rira sach dia ba lan béng dung dich dém bam dinh (HEPES 30mM, do
pH=7,4, NaCl 120mM, MnCl, 1mM, IgG cta nguoi 10g/ml).

Chuén bj céc phén pha lodng theo diy clia cic khang thé cin duoc thir nghiém
va b6 sung vao dia (35uL/18); té bao T CD4* dugce phan 1ap (250.000 té bao/35uL/13)
duoc bd sung va dia dugce 0 & nhiét d6 4°C trong 2 gid. Sau khi rira ba 1an bang dung
dich dém bam dinh, cac dia duogc dé dong lanh & nhiét do -20°C qua dém. Cac chét
phan tmg phat hién (chit phan tng CyQUANT® 100uL.15; Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA) duoc bd sung va cac dia dugc 0 & nhiét do 37°C trong 45
phiit. Cac két qua dugc xac dinh bing cach doc gi tri phat huynh quang & budc song
kich thich 485nm va budc séng phat 530nm.

Gié tri EC50 trong lién két t& bao T nhé CD4+CD45RA clia ngudi

Céc té bao don nhan mau ngoai bién cia nguoi (PBMC; tuoi hodc dong lanh va
dugc rd dong, vi du trong mubi dém phosphat v6i FBS 2%) duogc rira va tai tao huyén
phu trong dung dich d&m HEPES (HEPES 30mM + NaCl 140nM) véi BSA 1%, c6
hodc khong c6 MnCl, 1mM (tuy thudc thir nghiém; Mn** cin thiét cho lién két
MAAdCAM-1) va dugc cdy vao dia 96 15 (10° t& bao/1d). Cac té bao duoc u véi
10pg/ml IgG cla ngudi trong 30 phut trén da lanh dé phong bé lién két khong dic
hidu. Sau dé cac té bao dugc U véi cac phin pha lodng theo ddy cia cic khang thé
khang alphadbeta7 dugc biotinyl héa trong cac dia 96 16 trong thoi gian mét gid trén
d4 lanh, sau d6 bd sung phin pha lodng theo ty 18 1:100 clia streptavidin-phycoerythrin
(PE; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA), 4uL. CD3-xanh
Pacific, CD4-PerCP-CyS5.5 va CD45RA-isothioxyanat phat huynh quang (FITC) (BD
Biosciences, San Jose CA) dé dat thé tich cudi cing bing 100pL va @ thém mot gio

nita trén d4 lanh. Céc dia dugc rira hai lan béng dung dich d¢m HEPES (c6 MnCl,
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hoic khong, twong tmg) va sau d6 duoc c¢b dinh trong 200uL dung dich d¢m HEPES +
paraformaldehyt 0,5% (mét 1an nita, c6 MnCl, hodc khéong, twong mg). Phan tram
khang thé alphadbeta7 duong tinh lién két té bao T nhd CD4+CD45RA duge xac dinh
bang céach st dung may phan loai t& bao dugc hoat héa phat huynh quang (FACS), vi
du, may dém té bao theo dong d& ban BD™ LSR II (BD Biosciences, San Jose CA).
EC50 duoc xac dinh la néng do cua khang thé alphadbeta7 ma tai do 50% vi tri
alpha4beta? trén té bao nhé CD4CD45RA dugc lién két boi khang thé alphadbeta’.

Gia tri IC50 trong viéc phong bé MAACAM-1-Fc lién két voi t&8 bao T nhé
CD4+CD45RA cua nguoi

PBMC (twoi hodc dong lanh nhu duge md ta & trén) duoc rira va tai tao huyén
phu trong dung dich dém HEPES (HEPES 30mM + NaCl 140nM) vGi BSA 1% va
MnCl 1mM dén ndng d6 cudi 14 10 t& bao/ml. Céc té bao dugc phong bé nhu da mé ta
& trén; sau khi phong bé, t& bao duoc u v6i phan pha lodng theo ddy ctia khang thé
khéng alphadbeta7 (hodc miu déi chimg thich hop) trong dia 96 18 trong thoi gian 30
phut trén da lanh, va sau d6 u v6i 0,3pug/ml protein MAdCAM-1-Fc dugc biotinyl hoa

trong mot gio nita.

Sau hai 14n rira béng dung dich d&m HEPES véi MnCl 1mM, cac t& bao dugc
xtt Iy bang phan pha lodng theo ty 1& 1:100 cua streptavidin-PE, 4pul CD3-xanh Pacific,
CD4-PerCP-Cy5.5 va CD45RA-FITC nhu di md td & trén, trong thé tich cudi cling 14
100pl. Sau mot gid 0 trén d4, té bao duoc rira hai 1an bang dung dich dém HEPES voi
MnCl 1mM va sau d6 duoc c¢b dinh trong 200p] dung dich dém + paraformaldehyt
0,5%. Phan trim t& bao T nhé CD4+CD45RA lién két MAdCAM-1-Fc duong tinh
duoc x4c dinh bang phén tich phén loai té bao dugc hoat héa phat huynh quang
(FACS), nhu dé‘mé td ¢ trén. IC50 dugc x4c dinh lé ndéng d6 cua khang thé
alphadbeta7 ma tai 46 MAdCAM-1-Fc lién két v6i alphadbeta7 trén té bao nhg
CD4CD45RA bj trc ché dén 50%.

Cam tng alphadbeta7 bang axit retinoic trén té bao T hoat hoa

PBMC ctia ngudi dd phan 1ap dugc hoat héa bing khang CD3 (dia lién két,
Sug/ml), IL-2 cta nguodi (20ng/ml) khi c6 mdt axit retinoic hodc khdéng (1000nM)
trong 7 ngay. Cac té bao da hoat hoa dugc rira hai lan béng dung dich d&m nhudm mau

(PBS + BSA 0,5% va MnCl 1mM) va dugc 1 v6i 100ug/ml Ig cua ngudi trong thoi
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gian 30 phut d& phong bé lién két khong dic hiéu. Cac t€ bao trudc tién duge @ trong
phén pha lodng theo day cua khang thé khang alpha4beta7 trong thoi gian 30 phut tré
d4 va sau d6 dugc nhuém bing MAACAM-1-Fc duge biotinyl héa 1pg/ml trong 30
phut nita. Sau hai l4n rta béng dung dich dém nhudm mau, céc té bao dugc nhudm
bang Streptavidin-PE (ty 1& 1:1000) trong thoi gian 30 phut. Cac té bao duoc phén tich
bdng méay phan loai t& bao dugc hoat héa phat huynh quang, vi du, véi
FACSCalibur™ (BD Biosciences, San Jose CA). Céc té bao dugc chuén bj theo cach
nay cé thé duge diing cho cac thir nghiém khéc nhu thir nghiém canh tranh.

Thr nghiém canh tranh

Céc khang thé alphadbeta? ciing duoc kiém tra kha niing canh tranh ctia chung
v6i cac khang thé khang alphadbeta7 va/hodic beta7 khac trong viée lién két vai té bao
bidu hién alpha4 beta7 bang k¥ thuat thir nghiém vi thé tich phat huynh quang hay
FMAT, co ban dugc md t& trong Fiscella, et al., Nature Biotechnology 21:302-307,
2003. Tém tét lai 13, cac té bao biéu hién alphadbeta7 mirc cao dugc chudn bi, vi du
bing céch dong chuyén nhiém tam thoi t& bao véi cac axit nucleic mi hoa alpha4 va
axit nucleic biéu hién beta7. Cac dong t& bao 6n dinh dugc chuén bi theo cach tuong
tu, bing cach st dung t& bao va protocol thich hop cho viéc chuyén nhidm &n
dinh. Céc té bao dd chuyén nhiém duoc sang loc, vi du, bing FACS, bing cach sir
dung khang thé ddi véi alpha4, cac khang thé d6i voi beta7 va/hodc phdi tir (nghia 13,
MAdJCAM-1, vi du, protein dung hop MAdCAM-1-Fc). Céc t& bao c6 thé trai qua vai
chu trinh phan loai va tuyén chon d& thu dugc cic dong t& bao vé tinh c6 kha ning
sinh san, mic bidu hién alphadbeta? cao.

Lién két v6i thé dot bién S250N

Céc khang thé cling dugc danh gia kha ning nhan biét thé dot bién diém S250N
trong chudi beta7, ma dugc biét 1a quan trong dbi voi sy lién két ACT-1 (J Immunol.
159:1497, 1997). Té bao 293 dugc ddng biéu hién tam thoi alphadbeta7 c6 thé dot bién
S250N trong chudi beta (ref) duoc chuén bi theo cach twong tu nhu d3 néu trén dé thu

duoc té bao biéu hién alphadbeta7 & muc cao.

Tém tit lai 13, téng 1x10° t& bao duoc chuyén nhim dé tao profin dugc thu
gom bing cich st dung dung dich phan ly té bao va dugc quay & tbc d6 1000
vong/phut trong 5 phit. Sau d6 céc té bao duge phong bé bing 0,5ml dung dich d&ém
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phong bé (huyét thanh dé 1%/PBS) trong thoi gian tir 30 phit dén 1 gitr & nhiét d§ 4°C
trong khi lac. D& nhuém MAJdCAM-1-Fec, céc té bao dugc U trong 1 gidr & nhiét d6 4°C
trong khi ldc trong dung dich dém Mn** (MnCl 1mM trong HEPES 30mM + huyét
thanh dé& 1%). Sau d6 cac té bao dugc quay & tc do 1000 vong/phut/5 phut va 0,5ml
dung dich dém phong bé m&i cling véi 10pg/ml khéng thé so cip duoc bd sung, sau d6
ﬂ trong thoi gian tir 30 phit d&én 1 gid & nhiét do 4°C trong khi lic. Sau hai 14n rira
bang 4ml PBS lanh (mdi lin ria), khang thé thir cip (nghia la khéng thé tiép hop
khang IgG cua dé-phycoerythrin; Southern Biotech, dugc pha lodng véi ty 18 1:250
hoic 0,1pg/10° t& bao) trong 0,5ml dung dich dém phong bé duoc bd sung va t& bao
dugc 1 trong thoi gian tir 20 dén 30 phut & nhiét d6 4°C. Cac t€ bao duge rira mot 1an
cubi b@‘mg 4ml PBS lanh, sau d6 duoc tai tao huyén phu trong 0,5ml dung dich dém
FACS d tao profin.

Lién két v&i cac dang da hinh don nucleotit (cac SNP)

Dé phan tich SNP cua ciu tric dudi phan tir 04, cac exon tir 1 dén 28 clia gen
o4 tir 90 c4 thé (180 bd gen thé don boi) dai dién cho cac nhém dan toc khac nhau
dugc khuéch dai bang phan tng chudi polymeraza (PCR) va sau d6 dugc giai trinh tu.
Ba SNP Ung ctr trong ving mé héa cta gen 04 dugc nhén dién va mot trong ba SNP
ndy din dén sy thay déi axit amin (Arg878GIn). Tuong tir v6i viée phan tich SNP cu
tric duéi phan tr B7, ving ma héa cho cic exon tir 2 d&n 15 cila gen B7 tir 90 c4 thé
(180 bd gen thé don bdi) thudc cac nhom dan tdc khéc nhau duge khuéch dai béng
PCR va sau d6 dugc giai trinh ty. Ba SNP nay dugc nhén dién va hai trong s6 ching
din dén sy thay ddi axit amin. S6 liéu phén tich SNP ndi bd dugc so sanh véi thong tin
trong co s¢ dit liéu NCBI (NCBI: National Center for Biotechnology Information-
Trung tdm Quéc gia vé Thong tin Cong ngh¢ sinh hoc, mdt by phén cta thu vién y
qubc gia (National Library of Medicine-NLM) thudc Vién stc khoe quéc gia (National
Institutes of Health-NIH)). Chi dot bién A/G tao thanh GIn878Arg trong ciu triic dudi
phan tir 04 xuét hién ¢ tAn suét xuét hién cao - 20% hodc 30% trong cd SNP ndi bd va
co s& dit lidu da cong bd twong tmg. Cac SNP khac xuét hién & tin sudt xuit hién thip.

Théng tin ndy dugc tém tit trong Bang 4 dudi day.
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Bang 4: Tan sut xuét hién ctia cic SNP trong beta7 va alpha4 cia ngudi

Tan  suat x,uét hién Tan sult xuét hién alen
SNP alen thay thé — co so thay thé — phan tich 161 bd Vitri .
dir liéu NCBI s
E97V NA A(0,989)/T(0,019) ngoai bao
R213S C(0,975)/A(0,25) Khong quan sat thy ngoai bao
beta7 G611E NA Khong quan sat thay ngoai bao
G629S NA A(0,989)/T(0,019) ngoai bao
H672Y NA Khong quan sat thiy ngoai biao
V824A T(0,972)/C(0,028) Khong quan sat thiy ngoai bao
alpha4 | Q878R A(0,648)/G(0,352) A(0,783)/G(0,217) ngoai bao
R1007S NA Khong quan sat thay ngoai bao

cac t€ bao 293 cung véi cau tric bi€u hién doi tac kicu dai. Cac t€ bao 293 di duogc

CAu truc thé dot bién diém dai dién cho SNP bién ddi axit amin (a4b7(E97V);
a4b7(R2138); a4b7(G629S; a4(V824A)b7; a4(Q878R)b7) trong mién ngoai bao cia

ca alpha4 va beta7 dugc tao ra. Mdi cdu tric thé d6t bién diém duge chuyén nhiém vao

chuyén nhiém déu tién duoc nhudm bang 1pg/ml IgG ciia ngudi hoic khang thé khang

alphadbeta?, rira bang PBS va duoc nhuém béng khang thé thir cdp khang IgG cua
ngudi cia dé dugc tiép hop véi phycoerytherin. Sau khi rira bang PBS, t& bao dwoc
phan tich bing cich phén loai té bao dugc hoat héa huynh quang, vi du, bing
FACSCalibur™ (do BD Biosciences, San Jose CA cung c4p). Cudong d6 nhudm huynh
quang (gid tri trung binh hinh hoc) cho mdi 14n nhudém khang thé duoc thé hién trong

Bang 5 dudi day.

Bang 5: Lién két v&i cac SNP

Trong luong | E97V | R213S | G629S | V824A | Q878R
1eG 8 7 7 7 7
1A10 122 135 31 80 102 70
3A5 124 135 31 80 110 71
2F12 129 134 37 80 112 73
18A11 %) 105 30 63 82 56
22B2 97 108 58 65 85 58
26H3 93 106 49 62 82 55
27G8 102 116 59 68 88 58
26G2 99 113 38 64 8 | 58
17C8 93 96 49 58 74 51
19G6 94 108 46 59 67 46
25C9 96 106 33 59 77 51

Céc két qua nay chi ra rdng tAt ca cac khang thé dugc thir nghiém déu lién két

v6i cac SNP d3 biét cta alphadbeta?.
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Hoat tinh cua céc khang thé dic hiéu di dime alphadbeta7 khac nhau trong mot

s6 thir nghiém khac dugc so sanh trong Bang 6 dudi day.

Bang 6: Dic diém cta cic khang thé dbi voi alphadbeta?

| Swbém dinh Canh tranh Lién két té bao Lien két
Khang thé | HUT781C50 | MAdCAM-1 | CD4+CD45RA
(ng/ml) IC50 (ng/ml) EC50 (ng/ml) a4b7(S250N)

1A10 6.1 6.2 4,9 -

3A5 7,5 6.2 56 -
2F12 114 46 33 -
18A11 74 73 47 i
2282 37 232 51 i
2613 8,9 14,1 9,3 -
27G8 14,9 8,7 6,3 -
26G2 6.9 99,6 32,6 n
17C8 6.8 31,1 22.9 T
19G6 12,2 1033 32,9 T
2509 13,7 77,6 NA T

Soler et al. di béo cdo rang tinh dic hidu lién két ciia khang thé khang
alphadbeta7 duoc lam gidng nhu ctia ngudi duge biét 1 vedolizumab (J Pharmacol
Exp Ther 330:864; 2009). Khang thé nay dugc bao cdo 1a ¢6 gia tri EC50 trén lympho
bao T nhé CD4+ bing 0,042pg/ml (42ng/ml).Vedolizurﬁab ndy ciing trc ché sy lién
két ciia MAACAM-1 hoa tan véi cic t bao T nho alphé4beta7hi v6i IC50 bang
0,034pg/ml (34 ng/ml). Nguoc lai, nhiéu trong sd céc khang thé dugc thé hién trong
Bang 6 c6 gia tri EC50 trén cac t€ bao T nhé (nghia 13, té bao CD4+CD45RA) nhd
hon 10ng/ml va tit ca ching déu c6 gia tri EC50 nho hon 35ng/ml (tit ca chung ciing
c¢6 gia tri EC50 16n hon 0,1ng/ml trong thir nghiém nay). Ngoai ra, mot vai trong sb
cac khang thé dugc thé hién trong Bang 6 cho thy gia tri IC50 trong thir nghiém canh
tranh MAdCAM nho6 hon 10ng/ml va nhiéu khang thé cho thiy gia tri IC50 nho hon
30ng/ml (tt ca chung déu thé hién gia tri IC50 16n hon 0,1ng/ml trong thir nghiém
nay). Mic du Soler et al. khéng dé cap dén kha ning ctia vedolizumab trong viéc lién
két v6i thé dot bién S250N cua alphadbeta7, khang thé ACT-1 cta loai chudt tir d6
vedolizumab thu dugc duoc biét 1a khong 6 kha ning lién két vi thé dot bién S250N
(Tidswell et al., J Immunol 159:1497; 1997) va theo Soler et al., vedolizumab va ACT-

1 thé hién tinh dic hiéu khdng nguyén twong duohg. Vi vay, vedolizumab ciing khong
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lién két voi thé dot bién S250N, nguoc lai véi mot vai trong sb cac khang thé duoc thé

hién trong Bang 6.
Vi du 4: Cac phan tich bd sung

MGt vai khang thé dai dién c6 cac dic tinh khac nhau trong thr nghi€m chirc

ndng néu trén dugc chon dé ti€n hanh cac phén tich bd sung nhu duge mo ta dudi day.
Ai luc lién két v6i adb7 cta nguoi

Pé do i lyc lién két té bao ciia cac khang thé khang alpha4beta7 clia ngudi, thir
nghiém loai trir d6ng hoc dé do cac su kién lién két trong pha dung dich c6 thé dugc sir
dung @ tinh hing sd phan ly cin bing, Ky Cong nghé KinExA® (Sapidyne
Instruments, Boise, ID) dugc st dung, v& co ban nhu dugc mo ta trude day badi Xie et.
al. J. Imm, Methods 304:1 (2005) va Rathanaswami et. al. Anal. Biochem. 373:52
(2008). Tom tit lai, cac t& bao HUT78 biéu hién alphadbeta? ctia nguoi duoc chudn do
1 trong 3 1o khoang 50° t& bao/ml dén khoang 400 t& bao/ml va sau d6 duoc 1am cin
bang v6i ndng d6 cudi 1a 2 hogc 30pM ciia mAb 2F12 hozic 18A11 va 30 hodc 500pM
ddi voi 17C8 trong 18 gi¢ & nhiét d 4°C. Khéng thé tu do vin con trong phén dich nbi
bé mit & trang thai cin bing dugc do bing céng nghé KinExA® bang cach cho phin
dich ndi bé mit di qua cac hat PMMA dugc phi trude khang thé khang Fc cia nguoi
cta dé va dugc phat hién bang khang thé khang (H+L) Cy5 ctia ngudi ciia dé (vé co
ban dd dugc mo ta boi Rathanaswami et al. Biochem Biophys Research Commun:1004
(2005). Hing s6 phan ly can bang (K,) thu dwoc bing cich st dung phin mém
KinExA® bing “phan tich dudng cong n” ddng thoi khép tht cd cic dudng cong xéc
dinh véi gia tri K4 don (Rathanswami et al. 2005 va Xie et al., supra).; cac két qua

duoc thé hién trong Bang 7.

Bang 7: Ai luc lién két ctia cac khang thé

Ty 18

Khangthé | Kd (pM) | (Abthdp) | % saisb Kd thép Kd cao
2F12 4,56 0,44 3,80 1,94 11,12
18A11 0,90 2,22 4,40 0,23 2,29
17C8 29,36 1,02 3,58 12,09 74,53

Céac khang thé nay cho thiy gia tri Kd trong thir nghiém KinExA® 16n hon
0,05pM, nhung nho hon 80pM, nhd hon 15pM hoédc nhé hon SpM.

-70-



23969
Pic diém PK/PD

Tién hanh nghién ctru dugc dong hoc (PK) va duge luc hoc (PD) lidu don cta
ba khéng thé khang alphadbeta7 ciia ngudi diy du & khi cynomologous duc sau khi
dung qua duong trong tinh mach (IV; Smg/kg) hoic duéi da (SC; 0,5 hoic
5mg/kg). Su 16 dién PK ban diu tuong tu (Co; n6ng do tai thoi diém 0) va su phan bd
trong hé tudn hoan trung tdm sau khi dung IV véi lidu lugng 5 mg/kg dugc quan
sat. Sau khi ding SC, ca Cg; ¢a (ndng d6 t6i da trong huyét thanh) va AUC (vung dudi
duong cong ndng do-thoi gian) thé hién tinh ty 18 lidu trong khoang liéu SC tir 0,5 dén
Smg/kg & ca ba khang thé. Do sinh kha dung tuyét di sau khi dung SC cta ba khang
thé thir nghiém nim trong khoang tir 44% dén 68%. |

Alphadbeta7 tu do trén té bao T trudc va sau khi diéu tri bing khang thé duoc
dinh lugng bdi khang thé khang alphadbeta7 duoc tiép hop v6i PE, 27G8. Mic nén
duoc kiém soat bing cach nhudém véi khang thé khang alphadbeta7 duogc tiép hop véi
PE 27G8 v6i su ¢ mit cia 10mg/ml khéng thé duoc thir nghiém trudc va sau khi diéu
tri bing khang thé. P bdo hoa moét phin dwoc xac dinh bing phdn trim vi tri
alphadbeta? ty do so véi diéu tri trude d6 cho mdi khang thé. CD4-PerCP, CD99-APC
va CD28-FITC dugc st dung dé phan biét t& bao non, té bao nhd trung tdm va té bao
nhé thyc hién. D6 bio hoa mot phan cia alphadbeta7 trén t& bao T non duoc thé hién
do kha ning bién ddi va d6 nhay véi thir nghiém bi han ché trong quin thé té bao cua
khi cynomologous. Péi v&i diéu tri bing 18A11, ca ba nhém lidu dung van duy tri
trang thai bdo hoa tir ngay 1 dén ngay 14. O ngay 29, ca ba nhém nay déu mét 16p bao
v&. Trong cac diéu tri bang 2F12 va 17C8, viéc mét 16p bao vé dich dugce quan st thiy

vao ngay 14 & nhom liéu dung thip (0,5mg/Kg).

Ngoai viéc phat hién alphadbeta7 ty do, d§ bdo hoa dich cling dugc xac dinh
bang cach nhudm bing khang thé khang khang thé ctia ngudi duoc tiép hop véi PE
A35 trong diéu kién ving mit hodc c6 mit 10mg/ml khang thé. Téng cac vi tri
alphadbeta7 dugc udc tinh véi sy u trude cic m?tu v6i 10mg/ml khang thé khang
alpha4beta7, sau d6 nhudm vGi khang thé khang khéng fhé cua ngudi. B§ bdo hoa dich
duoc xac dinh bang phan trim tdng céc vi tri alphadbeta7 bi chiém bdi cac khang thé
khang alphadbeta7 ctia mdi mau. Ba khéng thé khang alphadbeta7 ctia ngudi ddy du
cho thdy d¢ bio hoa ciia alphadbeta7 dugc duy tri & gid tri trung binh ndm trong
khoéang tir 81 d&&n 100% trong vong 14 ngay sau khi ding IV véi liéu luong 5 mg/kg.
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Tién hanh md hinh héa PK/PD dua trén cic ndng do khang thé khéng
alphadbeta? trong huyét thanh va sb lidu bao hoa thu thé alpha4beta? tuong Gng béng
céch str dung md hinh E,,, truc tiép. M6 hinh nay udc tinh cac thong sé PD 1a Epay
(46 bio hoa thu thé alphadbeta7 t6i da) bing 92%, ECs, (ndng d6 khang thé khang
alphadbeta7 tai d6 dat duoc 50% Eax) béng 52ng/ml va E, (46 bdo hoa thu thé
alphadbeta7 ban dau) bing 18%. Ca ba khang thé nay du thé hién tac dung PD in vivo
tiém nang trong vi€c lam bdo hoa céac thu thé alphadbeta7 véi t;, trung binh tir 3 dén 5

ngay ¢ khi cynomolgus.
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YEU CAUBAO HQ
1. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 duoc phan 1ép c6 vung
thay dbi chudi ning chira CDR1, CDR2 va CDR3 va ving thay ddi chudi nhe chta
CDR1, CDR2 va CDR3, trong d6 cdc ving thay ddi nay 1a ving thay ddi chudi ndng
chira CDR1, CDR2 va CDR3 tir SEQ ID NO:37, va ving thay dbi chudi nhe chira CDR1,
CDR2 va CDR3 tu SEQ ID NO:9.

2. Protein lign két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 dugc phan 1dp theo
diém 1, trong d6 ving thay dbi chudi nhe ddng nhit it nhit 90% véi SEQ ID NO:9 va
ving thay d6i chudi ning déng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:37.

3. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 duoc phén 1ap theo
diém 2, trong d6 ving thay déi chudi nhe bao chira SEQ ID NO:9 va viing thay d6i
chudi ning chita SEQ ID NO:37.

4. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 dugc phan 1ap theo
diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 prbtein ndy con chira viing 6n dinh

chuoi nhe va vung 6n dinh chu6i néng.

5. Protein lién két khang nguyén dic hidu di dime alphadbeta7 dugc phén lap theo
diém 4, trong d6 viung 6n dinh chudi nhe 1a vung dn dinh chudi nhe kiéu kapa; va ving

6n dinh chudi ning duoc chon tir nhém gdm:
a') ving 6n dinh tir khang thé IgD;

b")  ving dn dinh tir khang thé IgE;

c' viing 6n dinh tir khang thé IgM;

d)  ving bn dinh tir khang thé IgG1;

e¢)  ving n dinh tir khang thé IgG2;

) viing 6n dinh tir khang thé IgG3;

g')  ving dn dinh tir khang thé IgG4; va

h')  ving on dinh tir khang thé IgG4 c6 it nhit mot dot bién trong ving ban 18 lam

gidm xu hudng tao thanh lién két disulfua trong chudi H.

6. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alpha4beta7 duoc phén lap theo

diém 4, trong dé ving bn dinh chudi nhe duge chon tir nhém gém:
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a) polypeptit chita SEQ ID NO:70;
b)  polypeptit ddng nhét it nhit 90% véi SEQ ID NO:70;
c) polypeptit ctia a) két hop v6i mot hodc nhidu cai bién sau dich m3; va

d) polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu dugc néu trong SEQ ID NO:70 tir d6 mdt,
hai, ba, bdn hodic nim axit amin dau tan N va/hodc dau tin C duge loai bé; va vung bn

dinh chudi ning dugc chon tir nhém gbm:

a")  polypeptit chira SEQ ID NO:72;

b)  polypeptit ddng nhat it nhit 90% vé&i SEQ ID NO:72;

c polypeptit clia a') két hop voi mot hodc nhidu cai bién sau dich ma; va

d)  polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu dugc néu trong SEQ ID NO:72 tir 36 mot,

hai, ba, bon hodc ndm axit amin dau tdn N va/hodc dau tdn C dugc loai bo.

7. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 duoc phéan 14p c6 ving
thay dbi chudi ning va ving thay déi chudi nhe, trong d6 ving chudi ning va chudi
nhe 12 ving chudi nhe dugc mi hoa béi axit nucleic ma héa SEQ ID NO: 37 va ving
thay ddi chudi nhe dugc ma héa béi axit nucleic ma héa SEQ ID NO: 9.

8. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 dugc phén ldp theo
diém 7, trong d6 cac axit nucleic ma hoa vung thay dbi chudi ning va chudi nhe 13 axit

nucleic chira SEQ ID NO:64 va axit nucleic chira SEQ ID NO:63.

9. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 duoc phéan 14p theo
diém 7 hoic 8, trong d6 protein nay con chira vung 4n dinh chudi nhe va viung 4n dinh
chudi ning, trong d6 viung dn dinh chudi nhe dugc ma hda b&i axit nucleic ma hoa
SEQ ID NO:70 va vung 6n dinh chudi ning duge mi hoéa béi axit nucleic ma hoa SEQ
ID NO:72.

10. Protein lién két khang nguyén dic hiéu di dime alphadbeta7 duoc phan lap theo
diém 9, trong d6 vung dn dinh chudi ndng dugc ma hda bdi axit nucleic chira SEQ ID
NO:69, va ving dn dinh chudi nhe dugc mé hda boi axit nucleic chira SEQ ID NO:71.

11. Ché phdm chtra protein lién két khang nguyén theo diém bt ky trong s6 cac diém

tir 1 @n 10 va chit pha lodng, t4 dugc hodc chét mang chép nhén dugc vé& mit sinh ly.
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12. Axit nucleic dugc phan 1ap ma hoa protein lién két khang nguyén theo diém bAt ky

trong s6 cac diém tir 1 dén 10.
13. Vecto chira axit nucleic theo diém 12.

14. Té bao chu duge phan 14p duoc chuyén nhiém hoic duoc bién nap véi vecto theo
diém 13.

15. Phuong phap san xuit protein lién két khang 1iguyén bao gdm budc nudi ciy té bao
chu theo diém 14 dudi diéu kién ting cuong sy bidu hién va thu hdi protein nay tir mbi
truong nudi cy.

16. Phuong phép ttc ché in vitro it nhat mot hoat tinh ciia alphadbeta7 bao gdm budc
cho té bao biéu hién alphadbeta? tiép xuc véi protein theo diém bét ky trong sé cac
diém tir 1 dén 10, sao cho sy bam dinh cua té bao ndy véi MAdACAM-I bj &tc ché mot

phan hodc toan bd.

17. Phuong phap trc ché in vitro su di chuyén cta té bao biéu hién alphadbeta7 dén mo
chtta t€ bao biéu hién MAdCAM-I bao gdm budc cho té bao biéu hién alphadbeta?
tiép xtc voi protein theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, sao cho sy bam

dinh cta té bao nay véi MAACAM-I bj &c ché mot ph?m hoac toan bd.
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Ser Ala Gly Arg Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105 110
<210> 6
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 | 15 .

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Val Ile Ser Trp

20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Met Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 _ 40 45

Tyr Ala'Ala Ser.ile Leu Gln Ser Gly Val Pfo Ser Arg Phe Ser Giy
50 55 60 |

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Trp

g5 90 T es |

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Asn Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 7
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

-80-



Asp

Asp

Leu

Phe

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ala

.50

Gly

Asp

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

106
PRT

Homo

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

Arg Ala

Ala

Trp

35

Gly Ala

50

Ser

Gly

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

sapiens

Met
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Met

Leu

Gln

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

23969

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

.Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

-81-

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Val

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Pro
15

Thr
Leu

Ser

Gln

Gly
e
Ilé
Gly
Pfo

80

Gly

Gly

Asn

Ile.

Gly

Ser -



65

70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys

85

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg
Leu Ala

Tyr Gly

50
Ser Gly
65

Glu Asp

‘'Thr Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

100
9
107

PRT

" Homo sapiens

9

Gln Met Thr

Val Thr Ile
20

frp Tyr Gln

35

Ala Ser Asn
Ser Gly Thr

Phe Ala Asn
85
ély Gin Gly
100
10
108
PRT

Homo sapiens

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser
o
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

23969

75

80

Gln Gln Tyr Asn Asp Trp Pro Thr

90
Ile Lys

105

Ser Ser

10
Ala Ser
25

Gly Lys
Gly Val
Leu Thr
Gln Gln
90

Glu Ile

105

-82-

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser
G}y
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly
Ile
Gly

Pro

. 80

Pro

95

Trp



<400>

Glu

Glu

. Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

<210>

Ile

Arg

Leu

10

Val

Ala

Ala

35

Tyr
50

Ser

Glu‘

Thr

<211>

<212>

<213>

<400>

Gly

Gly

Asp

Phe

11

108

PRT

Homo

11

Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Gly Ala

50

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

sapiens

Met

Thr

20

Tyr,

Ser

Thr

Leu

Gln

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Ser
Cys
Gln
Arg
55

AsSp

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys

Ala

55

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

23969

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90

Ala

Thr
10
Ser

Gln

Ile

-83-

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Val

Arg

- 45

Ala

60

Arg

Ser
Ser
30

Arg
Arg

Arg

Ser

Ser
Asn
30

Leu

Phe

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser

95

Pr¢
15
Ser

Leu

Ser

G;y"
Ser
Leu -
Ser
Glu

80

Pro

Gly
Asn

Ile

Gly



23969

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

65

Glu Asp Phe Ala Val

85

Val Thr Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>

<213>
<400>

Gln Ser

Arg Val

Pro Val

Ile Tyr
50
Gly Ser

65

Ser Glu

Asn Gly‘

<210>

<211>

12
110
PRT
Homo
12
Val
Thr
Asn
35
His
Arg
Asp
Trp

13

106

100

sapiens

Leu

Ile
20

Trp

Asp

Ser
Glu

Vai

100

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Thr

Phe

70 75 _ o 80' 

Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Asp Trp Pro Pro
90 95

Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

105

Gln Pro Pro Ser Val Ser Glu Ala Pro Arg Gln
10 15
Cys Ser Gly Ser Asﬁ Ser Asn Ile Gly Asﬁ Asn
25 30 |
Gln Leu Phe Pro Gly Arg Ala Pro Lys Leu Leu
40 45
Leu Leu Pro Ser Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser
55 ’ 60
Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gin
70 75 80
Asp Tyr Tyr Cys Thr Ala Trp Asp Asp Ser Leu
90 95
Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Léu‘ |

105 110

-84-
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 4 . . U5 10 - 15

Glu Arg Alé Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Vallsér Asﬁ Ash-
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu fle

35 40 45
TYr.Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60 |

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Asp Trp Pro Thr
- 85 “90 | - 95

Phe Giy.Gly Gly.Thr Arg Val Glu Ile Lys

100 105

<210> 14
<211>. 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

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

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

20 25 30

-85-



Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Ser

Asn

Asp

50

Trp
35

Ala

Giy Ser

Asp

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp
AAsp
Leu
,TY?
Ser
65

Glu

Thr

Ile
Arg
Asn
Asp
50

Gly

Asp

Phe

Ile
Gly
107
PRT
Homo
15
Gln
Val
Trp
35
Ala
Ser

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Gln
Asn
Th?
Thr

85

Gly

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Glu

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

23969

Gly

Phe

Gln

Glu

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

-86-

Ala Pro Lys

Pro

Ile

75

Ser

60

Asn

45

Arg

Ser

Tyr Asp Asn

Lys

Leu
Gin
Val
Pro
Ile
75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Asn

Leu
Phe
Leu

Leu

Ser
Asn
30

Leu
Phe
Leu

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro

95

Ile

Gly

Pro

- 80

Cys

Gly
Tyr

Ile

Pro
80

Ile



23969

100 105
<210> 16
<211> 107

<212} " PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Asp Val“Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly_

1 "' - 5 : 10 - 15 l

Asp"Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Thr Asp Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

'35 ‘ 40 45
Tyr'Asp Thr Ser Asn Leu Glu Ala Gly Val Pro Ser Arg Pﬁe Sér Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Ile Leu Pro Tyr

| 85 90 | 95

Ser Phe Gly Gln Gly Thr Asp Leu Glu Ile Lys

100 105
<210> 17
<211> 106
<212> PRT

<213} Homo sapiens

<400> 17

Glu Val Met Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
.  . zl . ; | 10 i . :

Glu Arg Aia Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser val Sér Ser .Asn

20 25 30

-87-



23969

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
5. a0 . 45 |
Phe Gly Aia Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Cys Cys Gln Gln Tyr Asp Asp Trp Pro Thr-

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 18
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Glu LeuXVal Met  Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly-

1 s 10 s

Glu Arg Ala Thr Val Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asp'

20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 S 45

Tyr Gly‘Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile éro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60 |

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

65 70 75 80

Glu Asp Phe Alé‘Vaivar Tyr Cys Gln Gln TYr Asn Asn Trp Pro éro

| 85 - 90 - 95
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

-88-
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<210>. 19 -
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 19
Glu Iie val Met-Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Phe Pro Gly.
1 5 10 15
Glu Gly Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala P:o Arg Leu Leu Ile
35 - 40 | 45
Tyr Gly Ala Ser Ala Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

65 ‘ : 70 - 75 . : - 80 .

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr His Asp Trp Pro Pro
85 90 95
Leu Ser Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

<210> 20
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

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

-89-



Glu
Ty;
Ile
Gly
65

Pro

Pro

Gly

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

Ile
A%g
Val
Gly

50

Gly

Ala
Ala
35
Gly
Gly
Asp
Phe
21
108
PRT
Homo
21 .
val
Ala
Trp
35

Ala

Ser

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

sapiens

Met

Thr

20

TYr

Ser

Gly

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Val

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Arg

Ser

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

23969

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

10

Ser
Ser
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Thr
10

Ser
Gln

Ile

Thr

-90-

Gln
Gln
Ile
Thr
7§

Gin

Ile

Leu

Gln

Pro

Ile

Thr

Ser

Val

Pro

45

Pro
60
Ile

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asp

Ser

Asp

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Thr

30

Arg

Arg

Arg

Séf

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro
15
Ser

Leu

Ser

Ser

Leu'

Ser

Glu

80

Pro

Gly

‘Asn

Ile

Gly

Gln Ser



65

Glu Asp

Leu Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

‘Asp Arg
Leu Ala

Tyr Ser
>;50
Ser Gly

65

Glu Asp
Thr Phe

<210>

<211>
‘<212>.

<213>

<400>

Phe

22

107

PRT’

Homo

22
Gln
Val
Trp
35
Ala
Ser
Phe
Gly

23

106

PRT

" Homo

23

70

Ala Val Tyr Tyr Cys

85 -

Gly Gly Gly Thr Thr

100

sapiens
Met Thr
Thr Tle

20~

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
- 85
Gln Gly

100

sapiens

Gln

Thr‘

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

23969

75

80

Gln Gln Tyr Asp Asp Trp Pro Pro

90

Val.Glu Ile Lys

105

Ser Ser

10
Ala Ser
25

Gly Lys
Gly Vval
Leu Thr
Gln Gln
90

Glu Ile

105

-91-

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Phe

95

Val
15

Sef
Leu
Ser

Gln

Pro

95

Gly
Trp
Ile
GlYAA
Pro

80

Trp



Ser Tyr Glu
Thr Ala Ser

Cys Trp Tyr
35
Gln Asp Ser
. .
Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Phe Gly Gly
<210> 24
<211> 107
<212> PRT.

<213> Homo
<400> 24
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ser Ala
.50.
Arg Gly Ser

65

Leu Thr

5

Ile Thr

20

Gln Gln

Lys Arg

Asn Thr

Asp Tyr

85

Gly Thr

100

sapiens

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Pro
Ser
Pro
Ser
55

Thr

Cys

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Pro

Arg

Pro

40

Asn

Ala

23969

Ser Val

10
Asp Lys
25

Gln Ser
Ile Pro
Thr Ile
Ala Trp
90

Val Leu

105

Ser Ser

10
Ala Ser
25

Gly Thr

Gly Vval

Leu Thr

-92-

Ser
Leu
Pro
G;u
Ser

75

Asp

Val
Gln
Ala
Pro

Ile

75

Val
Gly
Val
Arg
60

Gly

Ser

Ser
Asp
Pro
Ser

60

Ser

Ser

Leu

45

‘Phe

Thr

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro Gly

15
Lys Tyr
30

vVal Ile
Ser Gly
Gln Ala

Thr Val

o5

Ser Val
15

Ser Ser

30 |

Val Leu
Phe Ser

Leu Gln

Gln
Ala
Tyr
Ser
Mgt

80

Val

Gly
Trp
Ile
Gly

Pro

80



23969

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asp Ser Phe Pro Trp
| 85 90 95

Thr Phe Gly Arg Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 25

<211> " 110

<2125 PRT

<213§ Homo sapiens

<400> 25

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

1 s 10 o 15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn Ser Asn Ile Gly Asn Asn

20 25 30
Pro Val Asn Trp Tyr Gln Leu Phe Pro Gly Arg Ala Pro Lys Leu Leu
35 _ 40 - 45

'Ile Tyr His Asp Asp Leu Leu Pro Ser Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser
| 50 55 60 o

Gly Ser Arg Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leﬁ Gln

65 70 75 80

. Ser Ala Asp Glu Thr Asp Tyr Tyr Cys Thr Ala Trp Asp Asp Ser Leu .

85 90 ' _ . 95.

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105 110
<210> 26
<211> 110
<212> PRf‘

<213> Homo sapiens
<400> 26

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

-93-



23969

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn
20 25
Pro Val Asn Trp Tyr Gln Leu Phe Pro Gly
35 40
Ile Tyr His Asp Asp Leu Leu Pro Ser Gly
50 55

Gly Ser Arg Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu
65 70

Ser AlavAsp Glu‘Thr Asp Tyr Tyr éys Thr

85 90

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100 105
<210> 27
‘<211> 107
<212> YPRT

<213> Homo sapiens
<400> 27
Asp -Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 o 5 10
Asp Arg Val Thr Tle Thr Cys Gln Ala Ser
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
3/ ’ 40
Tyr Aép Aia Ser‘Asn Leu Glu Thr Gly Vval
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr
65 70

Giu_Asp Ile Ala:Thr Tyr Phe Cys Gln Gln

-94-

Ser
Arg
Val
Ala
»

Ala

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Asn

Ala

Ser

60

Ile

Trp

Thr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Asn

Asp

Ile
Pro
45

Asp
Ser

Asp

Val

Ala
Ile
Lys
45

Afg
Ser

Asn

Gly
30

Lys

Arg

Gly
Asp

Leu

110

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Phe

Leu

‘Ser

95

Val
15

Asn
Leu

Ser

Gln

Pro

Asn
Leu
Ser
Arg

80

Leu,'

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80

Ser



23969

85 90 95

Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105
<210> .28 - |
<211>' 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens
. <400> 28
Asp-Ile .Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser'Val_ély
1 _ 5 10 | | 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Val Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 : 45" .
Tyr Ala Ala Ser ile Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65. - R 70 75 8OA
Glu Asp éhe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phé Pfo Tfp.
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 29
211> 118
<212>  PRT

<213> Homo sapiens
<400> 29
Gln.Vél Gln‘Leu'Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 ' 15

-95-



Ser Val Lys

'sei Met His
| 35
Gly Gly Phe
50
Gln Asp Arg
65

Met Glu Leu

Ala Thr Leu
Leu Val fhr
115
<210> 30
<211> 120
<212> PRT
<213> 'Hémo
<400$ 30

Gln Val Gln
1

‘Ser Leu Arg

Tyr Met Ser
35
Ser Tyr Ile
50
Lyé Gly Arg

65

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp

1100

Val.

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Phe

Ser

sapiens

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Val

Ser

Ile

Ser

Thr

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Val

Gln

Gly

55

Ser

Val
Ala
40

Gly
Asp

Ser

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Ser

Arg

23969

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Phe

105

Gly
Ser
25

Pro

Ala

Asp

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

-96-

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Ser

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gly

Ser

60

Thr

Ala

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Asp

Trp

Lys
Ala
Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp
Trp

Ser

Leu

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

‘Val

Val

Tyr

80



Leu Gln Leu

Ala Arg Asp

Gly Thr Leu

<210>:

<211>

<212>

<213>

<400>

(115
31
118
PRT
Homo

31

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Met

Leu

Met

vVal

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>

<211>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

32

118

Asn Ser Leu Arg Ala

Tyr
100

Val

85

Ser Ser Gly Trp

Thr Val Ser Ser

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

His

100

Val

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Trp

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ala

23969

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

.95

Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Arg

105

Gly Gly

10
Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Lys

Asp Asn

Glu Asp

90

Phe Asp

105

-97-

val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ile

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln

110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Arg

Tyr

Val

Val
His
80

Cys

Thr



<212> PRT
<213> Homo
<400> 32
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ser Met His
35
Gly éiy Phe
50
Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Thr Thr Glu
Leu Val Thr
115
<210> 33
<211> 121
<212> PRT

<213> Homo

- <400> 33

' Gln val Gln

1

Ser Leu Arg

Tyr Met Ser

sapiens

Leu Val

Val Ser

20

Trp Val
Asp Pfd
Val Thr
Arg Sg;

-85

Ser Ser

100

Val Ser

sapiens

Leu Val
5
Leu Ser

20

Trp Ile

Gln

Cys

Arg

Gln

Met

70

Leu

Ser

Ser

Glu Ser Gly Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Ala

Gly

Val

Ala

40

Gly

Glu

Ser

Trp

23969

Ala Glu

10
Ser Gly
25

Pro Gly
Glu Thr
Asp Thr
Glu Asp
90

Phe Asp

105

10

Val

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Pro

Lys Lys

Thr. Val

Gly Leu

45
Tyr Ala
60

Thr Asp

Ala Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp Gly Gln

110

Gly Leu Val Lys Pro

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95-

Gly

Gly:

15

Ala
Lgu
Met
Phe
Tyr

80

Cys

Thy -

Gly

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

25

30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

-98-



35
Ser Tyr Ile
50
Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp
Gln Gly Thr
115
<210> 34 |
<211> 118
<212> PRT
<213>.:ﬁomo

<400>° 34
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ser Met His

35
Gly Gly Phe
50
Gln Asp'Arg
65

Met Glu Leu

Ala Thr Leu

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Met

Asn

Thr

Ser

Ile

.70

Ser

85

Ser

Val

sapiens

Leu
Val
20

Trp

Asp

vVal

Ser

Asp

Val
Sér
Val
Pro
Thr
Ser

85

Phe

Leu

Ser

Thr

Gln
Cys
Arg
Ala
Met
70

Leu

Ser

Gly
55

Ser
Arg

Ala

Val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

40

Ser
Arg
Ala
Trp

Ser

120

Gly
Val
Ala
40

Gly
Asp
Ser

Trp

23969

val
His
Asp
Asp

105

Ser

Ala
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Phe

Val

Asn

Asp

90

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Asp

-99-

Tyr
Ala
75

Thr

Ala

Val
Tyr
Lys
Ile
Ser
75

Ser

Pro

Tyr
60
Lys

Ala

Phe

Lys
Thr
Gly
Ser
60

Thr

Ala

Trp

45 .

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

Leu

'Leu

45

Ala

Asp

Val

Gly

Asp

Ser

Tyr

Ile

110

Pro

Asn

30 .

GiuA

Gln

Thr

Tyr

Gln

Ser
Leu

Tyr
95

Trp

Gly
15

Asp

Trp-

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

'Tyr.

80

Cys

Thr ..



Leu Val Thr

<210> -

<211>-

<212>

<213>

<400>

115
35
120
PRT
Homo

35

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Sef

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln.

Arg

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>.

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Glu

-Leu

115
36
120
PRT

Homo

36

100

Val Ser Ser

sapiens

Leu

Leu

20

Trp.

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Val

Val

Ser

Ile

Thr

Ser

85

Ser

Thr

sapiens

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

vVal

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Ser

120

23969

105

Gly Gly

10
Ser Gly
25

Pro Gly

Ala Met

Asp Asn

Glu Asp

90

Ser Tyr

105

-100-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Val
Thr
Gly
Asp
60

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
TYr

Trp

110

Gly
15

Asp
Trp

Ser

Leu

-Tyr

95

Gly

Gly -

Tyr
Yal
Val.
Tyr
80

Cys

Gln



23969

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn
o 20 - 25 . 30

Tyr'Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp'Vél-

35 40 45
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 - - 55 o 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn.Sér'Leu Tyr -

65 70 | 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr.Cys

85 90 95

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

100 | 105 | 110 |

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 37

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln Vél Glnvieu Val Gln Ser Gly Alé Glu val Lys‘Lys.Pro Gly Ala

1 5 10 15 |

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

Ser IlevHis Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

| 35 ‘ 40 45

Gly Gly Phe Asp Pro Gln Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Gln Lys Phe

-101-



50
Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Val

Ser

Ser

-.100

Ala Thr Gly
Leu.Val,Thr
115
<210> 38
<211> 120
<212> PRT
<21j> Homo
<400> 38

Gln Val Gln
1

‘Ser Leu Arg

Val

Thr
Ser
85

Ser

Ser

sapiens

Leu

Leu.

. 20

Tyr Met Ser
35
Ser Tyr Ile
‘50
Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gly Ala Leu

Trp

Ser

Phe

Asp

His

100

Val

Val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Met

70

Leu

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Val

55

Thr

Lys

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Glu

Ser

Trp

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Ser

23969

Asp

Glu

Phe

105 -

Gly

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Trp

105

Thr
Asp

90

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Tyr

-102-

Ser

75

60

Thr Asp

Thr

Thr Ala Val Tyr

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Trp Gly

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

45
Tyr Ala
60 -

Lys Asn

Ala Val

Asp Leu:

Gln

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Phe

Tfp

110

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly-

TYr

.80 

Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Arg



23969

115 i _ 120
<210> 39
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo~sapi¢ns

<400> 39

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly G;y

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20 25 : 30

Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp_Vai
| 35 40 45

Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ala Met Tyr Ser Ala Asp Ser Val
50 55 60

’Lys‘ély Arg.Phe Thr ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser;Leﬁ Tyr

65 - 70 75 Y

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
‘ Ala Arg Gluvar Ser Ser Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Arg
100 105 - 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
210> 40

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 40

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

-103-



Ser
' Tyr
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Gly

Leu Arg

_Met”Sér

35
Tyr Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Arg Glu

Thr Leu

115

<210> 41

<211> 125

<212> PRT

<213> Homo

<400> 41

Glu
1

Ser

Trp

Ala_

Val Gln

Leu Arg

Met Ser
35
Asn Ile

50

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Val

Ser
Ile
Ser
oo
Ser
85

Ser

Thr

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Val

Ser

Val

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ser

Val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

23969

10
Ser Gly Phe Thr Phe
25
Pro Gly Lys Gly Leu
45
Ala Ile His Tyr Ala
60
Asp Asn Ala Lys Asn
.75 .
Glu Asp Thr Ala Val
90
Ala Tyr Phe Asp Tyr

105

Gly Gly Leu Val Gln

-10

Ser Gly Phe Thr Phe

25

Ser Gly Lys Gly Leu
45

Glu Lys Tyr Tyr Val

60

-104-

Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Trp

110

Pro

Ser
30

Glu

Asp

15

Asp Tyr

Trp Vai o

Ser Val

Leu Tyr

8Q
Tyr Cys'
95

Gly Gln

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Ser Val



Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Phe Thr

Asn.Ser

85
Gly Gly
100

Gly Gln

Ala Arg Glu
Asp Val Trp
115
<210> 42
<211> 120
<212> PRT

<213} Homo
<400> 42
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Tyr Met Ser
| 35
Ser Tyr Ile
50
Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met
Ala Arg Asp

Gly Thr Leu

115

sapiens

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Ile

Ser Arg
Phe Thr

Asn Ser
85
Tyr Ser

100

Val Thr

Ile
70
Leu

Tyr

Gly

Glu
Cys
Arg
Val
Ile
70

Leu

Ser

Val

Ser

Arg

Asp

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Arg

Ala

Trp

Thr

120

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Trp

Ser

120

23969

Asp

Glu

Asn

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

-105-

Ala

75

Thr

Ala

Val

Leu

Phe

‘Lys

Tyr
Ala
75

Thr

Phe

Lys

Ala

Asp

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

Ser Leu

Tyr Tyr

- 95
Tyr Gly

110

Pro Gly

15
Ser Asp
30

Glu‘Tfp

Asp Ser

Ser Leu

Tyr
80

Cys

Met

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

Tyr Tyr
95

Trp Gly

110

Cys

Gln



23969

<210> 43
<211> 123
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

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

1 - 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr
20 25 30

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

35 ‘ 40 45
Gly ile Ile Tyr Pro Tyr Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro SerrPﬁe
50 55 60

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

65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Phe Tyrles

| 85 90 95 .

Ala Sef His Arg‘Léu Trp Leu Gly Glu Phe Pro Gly Pro Leu Asn'Ile

100 | 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 14
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

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

-106-



Ser
Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210>

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<211>

<212>

<213>

<400>

Arg
Ser
35

Ile
Afg
Met

Asp

Leu
20

Trp

Ser

4Phe

Asn

Arg

100

Leu

115

123
PRT
Homo

45

Glu Val Gln

1

Ser Leu Lys

Trp Ile Ala

35

Gly Ile Ile

50

Val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

~Ser

Thr

sapiens

Ile

20

Asp

-Leu Val

5

Ser

Trp Val

Pro

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Val

Gln

Cys

Arg

Asn

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Leu

Ser

120

Gly

Gly

Leu

40

Ser

23969

Ser

25

Pro

Thr

Val

Glu

Val

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

10

Gly

Gly

Met

Asn

Asp

90

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

-107-

Ehe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Phe

Val

Tyr

Lys

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Lyé

Ala

Asp

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Glu

Phe

Leu

45

Ser

Ser

30

Glu:

Asp

Sér

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Tyr
e
Val
tyr

80

Cys

‘Gln

Glu

Tyr

Met

Phe



Gln Gly Gln Val Thr

65

Leu Gln Trp

Ala Thr His

Trp Gly Gln

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

115

46

. 120

PRT

Homo

46

Gln Val Glh

1

Ser

Tyr

~ Ser

Lys

65

v Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Arg

Ser

35

'Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Ser Ser

85

VArg Leu

100

Gly Thr

sapiens

Leu .Val

Leu Ser

20

Trp Ile

Ser Ser

Phe Thr

‘Asn Ser

85
Phe Ser
100

Val Thr

Ile

70

Leu

Trp

Met

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Val

Ser

Lys

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ala

Ala

Gly

Thr

120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

23969

Asp

Ser

Thr

105

vVal

Gly

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Tyr

105

Lys
Asp
90

Leu

Ser

Asp
10

Gly
Gly

Ile

Asn

‘Asp

90

Tyr

-108-

Ser

75

Thr

Pro

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Phe

~Ile

Ala

Gly Gly

Val

Thr

Gly

His

Met

Glu

Phe

Leu

45

Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Ala

Asn

Val

Tyr

Thr

Tyr

Phe

110

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Trp

110

Ala Tyr

80
Tyr Cys
95

Tyr Ile

Gly Gly.
15

Asp Tyr
Trp Val
Ser Val .

Leu Tyr.

80
Tyr-Cst
95

Gly His



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

47
120

PRT

Homo sapiens

47

Gln Val Gln Leu Val Glu

1..‘

Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

TYr

50

Gly
Gln
Arg

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

Arg
Ser
- 35

Ile
Arg
Met

Asp

Leu

115

48

124

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

‘Asn

Tyr
100

Val

5

Ser Cys

Ile Arg

Ser Ser

Thr Ile

70

Ser Leu

85

Ser Ser

Thr Val

Homo sapiens

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Ser

120

23969

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Asn

Asp

90

Tyr

-109-

Leu

Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Phe

Val

Thr

Gly

Cys

60

Lys

Ala

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

Pro

Gly

Arg
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Trp

110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gly
Tyr
Val
Val.
Tyr
80

Cys

Gln



23969

<400> 48
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly =

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala MetVS§r Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 | 45
Sef Ala TIle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Sef Val
50 55 60 |
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 S 70 : 75 . 80 -
'Leu‘Gln Mef AsntSer Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys .
85 90 95
Ala Lys Ala Pro Tyr Ser Ser Ser Trp Ala Leu Gly Leu Gly Met Asp
100 105 110
" Val Trp Glnyin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 49
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 49
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10 ' 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyf
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20 . 25 30
Tyr Met Ser.Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val-
' 35 40 " 15
Ser Tyr Ile Ser Ser Thr Gly Ser Thr Leu Tyr Tyr Ala Asp Ser.Val
50 55 60
. Lys Gly Arg Phe Thr Ile‘Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr .
65 a0 | 75 - 80
Leﬁ Gln Met Asp Ser Leu Arg Ala Asp Asp Ala Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Tyr Ser Ser Gly Trp Phe Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 - - 105 _ : 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 50

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 50

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly -
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Asp Tyr
20 _ 25 30
.Tyr'Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ala Ile His Tyr Ala Asp Ser Val

50 55 60
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Lys Gly Arg

65

Leu Gln
Ala Arg
Gly Thr
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
Ser Leu
Tyr Met
Ser Tyr
50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Met

Glu

Leu

115

51

120

PRT

Homo

51
Gln
Arg
Ser

35
Ile
Arg

Met

Asp

23969

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 s 80
Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr'Tyr Cys
85 90 . 95 -
Tyr Ser Ser Gly Trp Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 _ 110
Val Thr vVal Ser Ser

120

sapiens

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

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

20 25 30

‘Trp Ile Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40 45
Ser Ser Ser Gly Ser Ala Ile His Tyr Ala Asp Ser Val
55 60
Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
| 70 ‘ 75 R
Asp Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Phe Tyr Cys
85 90 95

His Ser Ser Gly Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg
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100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
.Ser Leu
Tyr Met

Ser Tyr

50

Lys Giy‘

65

Leu Gln

Ala Arg-

Gly Thr

'<210>

<211>

115

52

‘120

PRT

Homo

52

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

115

53

118

Glu

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

vVal

Val

Ser

Ile

Asn

Thr

Ser

85

Ser’

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Ser

120

23969

105

Gly Gly

10
Ser Gly
25

Pfo Gly
Ala Met
Asp Asn
Glu Asp
90

Phe Phe

105

-113-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Arg

Ala

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ser

110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Trp

110

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Leu

Val

Tyr_

80

Cys

Gln
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<212> PRT

<213> Homo sapiens-
<400> 53
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

Ser Vél:Lyé Val. Ser Cys Lys Vai Ser Giy
20 25

Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

35 40
~Gly‘GiY_Phe‘Asp Pro Ala Glu Gly Lys Ile
50 : | 55 |

Gln Asp Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp

85 : 90

Ala Arg Leu Asp Phe Ser Ser Trp Phe Asp

100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 54

<211> 125
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

-114-

Val

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Thr

Gly

Ser

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Leu‘

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

Gly

Ala
Leu
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr



Glu

Ser
Trp
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Asp

23969

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Ser
Asn IlévLys Gln Asp Gly Ser Glu
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gly
85
Arg Glu Gly Gly Tyr Asp Trp Asn

100 105

Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

115 , 120

<210> 55

<211> 109

<212> PRT -

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu lién Gng chudi nhe

<220>'

<221> Piac diém MISC

<222>  (2)..(2)

10

Gly.

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

-115-

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ser

Lys
Phe
Leu
45

Val

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Léu

Arg

TYr

Val

Val -

Tyr

80

Cys

Met
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.<223> X cb6 thé 1la val, Leu hoidc Ile

<220>
<221> DPiac diém MISC
<222> (3)..(3)

'<223> X c6 thé 1a Met hodc Val

<220>
<221> Dac didm MISC
<222>  (4)..(4)

<223> X ¢cé6 thé 13 Met hodc Leu

<220>
<221> Pdc diém MIsC
<222> (5)..(5) .

<223> X cé thé la Met hoic Thr

<220>
<221> DPic diédm MISC
£ <222>  (9)..(9)

<223> X cé thé& 1a Ala hoic Gly

<220>
<221> DPic diém MISC
<222>° (13)..(13)

<223> X c6 thé 1a Leu hodc Val

<220>

<221> Pic diém MISC
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<222>

<223>

<220>

<221>

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

©<221>

<222>.

<223>

<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

23969

(14)..(14)

X cbé thé 13 Phe hodc Ser

Ddc diém MISC
(18)..(18)

X cbé6 thé 1la Gly, Arg hodc Thr

Pic diém MISC
(21)..(21)

X cbé thé& 1& val hodc Leu

Pic didm MISC
(28)..(28)

X cbé thé& 13 Thr hodc Ser

Pic diém MISC
(30) .. (30)

X cé thé& 1a thr, Asn hodc Ser

Pic didm MISC
(30)..(30)

X cbé thé& 1a Thr, Asn hodc Ser

Pic diém MISC
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<222> (31)..(31)

<223> X cé6 thé 1la Thr, Asp hodc Ser

<220>
<221> DP&c diém MISC
<222> (32)..(32)

<223> X c6é6 thé 1a Asn, Asp hodc Ser

<220>
<221> DPic diém MISC
<222> (33)..(33)

<223> X cb6 thé 1a Tyr hodc khéng

<220>
<221> DPiac didm MISC
<222> (35)..(35)

<223> X c6 thé 1la val hodc Ala

<220>
<221> D&c diém MISC
<222> (40)..(40)

<223> X cb6 thé& 1a Ser hoic Lys
<220>

<221> Dac didm MISC

<222> (42)..(42)

<223> X c6'thd 1la Ser hodc Gly

<220>
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<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>.

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>.

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

23969

Pic didm MISC

(44) .. (44)

X cé thé& 13 Ser, Pro hodc Ala

Pic diém MISC
(50) .. (50)

X cé thé 14 Phe hodc Tyr

Pdc diém MISC
(54) .. (54)

X cbé th& 1a Thr, Ala hodc Ser

Pic diédm . MISC
(61)..(61)

X cé thé& 1a Ala hodc Asp

Pic didm MISC
(71) .. (71)

X cé6 thé 1la Glu hodc Asp

Pic diém MISC
(78)..(78)

X c6 thé 1a Ser ho#c Arg
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<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (80)..(80)

<223> X cbé thé la Gln hodc Glu

<220>
<221> Dic diédm MISC
<222> (81)..(81)

<223> X cbé thé& 1a Pro hodc Ser

<220>
<221> PDic diédm MISC
<222> (88)..(88)

<223> X c6 thé la Phe, Cys hodc Tyr

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (93)..(93)

<223> X c6 thé 1a His, Asn hodc Asp

<220>
<221> Pic diédm MISC
<222>  (94)..(94)

<223> X cb6 thé 1la Asp, Asn, Tyr hodc Ser

<220>
<221> Piac diém MISC
<222> (95)..(95)

<223> X cbé thé la Trp hodc Ser
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<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222> .

23969

Pac didm MISC
(97)..(97)

X c6 thd 1la Pro ho#c khéng

Pic diém MISC
(98)..(98) .

X cé thd 1a Val, Leu hodc khéng

Pic diém MISC
(99)..(99)

X ¢6 thd la Thr hodc Ser

Pic diém MISC

(102)..(102)

X c6 thé 13 Gln hodc Glu

Pic didm MISC

(105) ...(105)

"X c6 thé 1a Arg, Thr hodc Lys

Pic diém MISC

(106)..(106)
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<223>

<220>

<221> PD&c diém MISC

<222>.
<223>
<400>
Glu Xaa
1

Glu Xaa

Xaa Leu

Ile.Xaa

50
Gly Ser
65

Xaa Glu

Xaa Xaa

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>

<223>

X cé thé& 13 Leu hodc Val

(107)..(107)

X c6 thé

55

Xaa Xaa,

Ala Thr

20
Xaa Trp
35

Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

Xaa Phe

100

',56

107
PRT

Nhan tao

la Glu hoac

Xaa

Xaa

Tyr

Ser

Gly

Ala

-85

Gly

Gln

Ser

Gln

Xaa

Thr

70

Val

Xaa

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Xaa

Tyr

Gly

Ala

Pro

Arg

Xaa

40

Ala

Phe

Xaa

Thr

23969

Xaa Thr

10
Ala Ser
25

Pro Xaa

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

90

Xaa Xaa

105

_Trinh ty lién ung chudi nhe

-122-

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Xaa

Ser

Xaa

Xaa

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Xaa

Val

Pro

45

Xaa

Ser

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

30

Arg

Arg

Xaa

Xaa

Pro

15

Xaa

Leu

Phe

Leu

Xaa

6ly.

Xaa

Leu

Ser"

Xaa
80

Pro
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<220>
1<221> Pic diém MISC
<222> (11)..(11)

<223> X cé thé 1la val hoic Leu

<220>
<221> DPic didm MISC
<222>  (12)..(12)

<223> X cbé thé& 13 Ser hodc Phe

<220>
<221> .Béc diém MISC
<222> (15)..(15)

<223> X cbé thé& 13 val hodc Ile

<220>
<221> . Pic diém MISC
<222> (28)..(28)

<223> X c6 thé& 1a Asp hodc Gly

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (29)..(29)

<223> X cbé thé& 1a Ile hodc Vval

<220>
<221> P&c diém MISC
<222>  (30)..(30)

<223> X c6 thé& 13 Ser, Ile, Asn hodc Arg
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<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

- <223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221$
<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

23969

Pic diém MISC
(31)..(31)

X c6 thé 1a Ser hodc Asn

Pic diém MISC
(32)..(32)

X cb6 thé la Trp hodc Tyr

Pic didm MISC
(38)..(38)

X cé thé 1a Arg hodc Gln

Pic diém MISC
(42)..(42)

X c6 thé 1a Lys, Met hoic Thr

Pdc didm MISC
(43) ..(43)

X c6 thé 13 Ala hodc Vval

Pic diém MISC
(45)..(45)

X cé thé 13 Lys hodc Asn
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<220>
<221> ©P&c diém MISC
<222>  (46)..(46)

<223> X cé thé 1a Val hoic Leu

<220>
<221> Pic diédm MISC
<222> (49)..(49)

<223> X .cbé th& 1a Tyr hodc Phe

<220>
<221> ©P&c diém MISC
<222> (50)..(50).

<223> " X cbé thé& 1la Ser, Ala hodc Gly

<220>
<221> D&c diédm MISC
<222> . (51)..(51)

<223> X c6 thé 1a Ala hoic Thr

<220>
<221> D&c diém MISC
<222>  (53)..(53)

<223> X cé thé& 1a Ser, Ile, Asn hodc Thr
<220>

<221> Pic diém MISC

<222> (55).;(55)
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<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>.

<222>

<223>

<223>

<220>

<221>

222>

<223>

<220>

<221>_

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

X cé thé& 13 Gln hodc Glu

‘Pic diédm MISC

(56) .. (56)

X cé thé& 1a Ser hodc Asn

Pdc diém MISC

(60)..(60)

X c6 thé& 1a Ser hodc Leu

Pac didm MISC

(65)..(65)

X cé th& 1a Ser hodc Arg

P&c didm MISC
(72)..(72) .

X c6é6 thé& 13 Ala hodc Thr

pic didm MISC
(76) ..(76)

X cé th& 13 Ser hodc Asn

Pac diém MISC

(83)..(83)

23969
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>.

<221>

<222>

<223>

<220>"

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

23969

X cb6 thé& 13 Phe hoic Vval

Pic didm MISC

(85)..(85)

X cé thé& 13 Thr ho#c Asn

P&c didm MISC
(87)..(87)

X c6 thé 1a Tyr hoic Cys

Pic didm MIsC
(90) .. (90)

X cbé6 thé 1la Gln hoic Lys

P&c didm MISC
(91)..(91)

X cbé6 thé 1la Ala, Val hodc Tyr

Pic diém MISC
(92)..(92)

X cbé6 th& 1a Asp hodc Asn

P&c didm MISC
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<222> (94)..(94)

.<223> . X cé thé 1a Phe hoic Ala

<220>
<221> PDic didm MISC
<222>- (96)..(96)

'<223> X c6 th& 1la Trp, Gly hoic Phe

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (100)..(100)

<223> X cé thé.1la Gln, Arg hoic Pro

<220>
<221> P&c diém MISC
<222>  (103)..(103)

<223> X c6é thd 1la Lys hodc Asn

<220>
<221> Pic diém MISC

<222> (105)..-(105)

<223> X c6 thé 1a Glu hoic Asp

<400> 56

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Xaa Xaa Ala Ser Xaa Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30

-128-



23969

Leu Aia Trp T?r Gln Xaa Lys Pro Gly Xaa Xéa Pro Xaa Xaa,Léu Ile
35 40 45
Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Leu Xaa Xaa Gly Val Pro Xaa Arg Phe Ser Gly
50 55 60
" Xaa Gly Ser Gly Thr Aép Phe Xaa Leu Thr Ile Xaa Ser Leu Gln Pro
65 70 75 TS
Glu Asp Xaa Ala Xaa Tyr Xaa Cys Gln Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Pro Xaa
85 90 95
Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Val Xaa Ile Lys

100 105

<210> 57
<211> 107

<212> PRT

<213>  Nhén tao

<220>

<223> Trinh ty lién tUng chudi nhe

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (2)..(2)

<223> X cbé6 th& 1a Ile ho#c Vval

<220>
<221> Diac diém MISC
<222> (22)..(22)

<223> X cé th& 1a Ser hodc Thr
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<220>
<221> Diac diém MISC

<222> (30)..(30)

© . <223> X cb6 thd 13 Ser, Asn hodc Thr

<220>
<221> P&c diém MISC
<222> (31)..(31)

<223> X c6 thé 1a Asn, Thr hoic Asp

<220>
<221> Diac diédm MISC
<222> (43)..(43)

<223> X c6 thé la Ala hoic Val

<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (51)..(51)

<223> X c6 th& 1a Ala hodc Thr

<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (56)..(56)

<223> X c6 thd 1a Thr hojc Ala

<220>
<221> DPic diém MISC

<222> - (76)..(76)

<223> X cé thé& 1a Asn hodc Ser
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<220>
<221> DP&c didm MISC
<222> (77)..(77)

<223> X cé6 thé 1a Gly hodc Ser

<220>
<221> Dic didm MISC

<222>  (87)..(87)

<223> X cb6 th& 1a Phe hodc Tyr

<220>
<221> P&c didm MISC
<222>  (91)..(91)

<223> X cb6 thé 13 Phe hodc Tyr

<220>
<221> Pic didm MISC
<222>  (93)..(93)

<223> X c6é th& 1a Asn hodc Ile

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (96)..(96)

<223> X cb6 thé 1la Cys, Ser, Ile hodc Tyr
<220>

<221> bP&c diém MISC

<222> (97)..(97)
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Asp
Asp
Leu
.Tyr
Ser
65

Glu

Xaa

Xaa
Arg
Asn

Asp

50

Gly

Asp

Phe'

<210>

<211>

<212>

<213>

X c6 thé& 1a Ser hodc Thr

Péc diédm MISC

(103)..(103)

X cb
57
Gln
val
Trp
35
Xaa
Ser

Ile

Gly

58

121

PRT

Nhéan

thé

Met

‘Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

tao

la Lys,

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Xaa

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Arg

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Xaa

Xaa

23969

hodc Asp

Pro

Gln

Pro

40

Xaa

Thr

Cys

Leu

Ser Ser

10

.Ala  Ser

25

Gly Lys
Gly Val
Phe Thr
Gln GIln
99

Glu Ile

105

-132-

Leu
Gln
Xaa
P?o
Ile
75

Xaa

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Xaa

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

15

Xaa

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ile

Gly .

Pro

80

Xaa
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<220>

<223> Trinh ty lién tng chudi ning

<220>
. <221> ©Piac diém MISC
<2225 (10)..(10)

<223> X cé thé 1a Gly hodc Asp

<220>

<221>  Pic diédm MISC

<222> (13)..<13)

<223> X cé thé 1a Lys hodc Glu
<220>

<221> D&c diém MISC

<222>  (23)..(23)

<223> X cbé thé 1a Thr, Val hodc Ala

<220>
<221> D&c diém MISC
<222> - (30)..(30)

<223> X c6 thé 1la Ser, Arg ho3c Asn

<220>
<221> P&c diém MISC
<222>  (32)..(32)

<223> X c6 thd& 1a Tyr hodc Asn

<220>

<221> bD&c diém MISC

-133-



<222>

<223>

<220>.

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>-

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>
<222>

<223>

<220>

23969

(405..(40)

X c6 thé 13 Ala hodc Thr

fDéc diédm MISC

(48) ..(48)

X cé thé& 13 val, Ile ho#c Leu

Pic didm MISC

(53)..(53)

X cé thé& 1a Ser, Arg hodc Asn

Pac diém MISC
(54)..(54)

X c6 thé& 1a Ser, Thr, Val hodc Ile

Pic didm MISC
(57)..(57)

X cé thé& 1a Ala, Thr hodc Vval

Pic didm MISC
(58)..(58)

X cé th& 1a Thr, val, Met, Ile, Leu hodc Ser
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23969

<221> P&c diém MISC
<222> (59)..(59)

<223> X cb6 thé la Tyr hodc His

<220>
<221> ©bD&c diédm MISC
<222> (60)..(60)

<223> X c6 thé la Tyr, Ser, Asp hodc Cys

<220>
<221> Dé&c diém MISC
<222> (73)..(73)

'<223> X c6 thé 1a Asp, Val hodc His

<220>
<221> Pé&c diém MISC
<222> (75)..(75)

<223> X cé thé& 1a Ala hodc Pro

<220>
<221> P&c diém MISC
<222> (76)..(76)

<223> X c6 th& 1la Lys hodc Arg

<220>
<221> DPac didm MISC
<222> (83)..(83)

<223> X cbé thé 1i Met hoic Leu
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23969

<220>
<221> Dic didm MISC

<222$ (84)..(84)

<223> X cb6 thé 1a Asp, Asn hodc Ser

<220>
'<221> _Dic diémﬁMISC
<222> (89)..(89)

<223> X cé6 thé& 13 Glu hodc Asp

<220>
<221> DP&c diém MISC
<222> (91)..(91)

<223> X c6é th& 1a Thr hodc Ala

<220>
<221> Dic diém MISC
<222> (94)..(94)

<223> X cbé thé 1a Phe hodc Tyr

<220>".
<221> Ddc didm MISC
<222> (97)..(97)

<223> X c6 th& 1a Ala hodc Thr

220>
<221> .Béé diém MISC
<222>  (99)..(99)

<223> X c6é thé 1a Glu hodc Asp
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23969

<220>.
<221> DPic diém MISC
<222> (100)..(100)

<223> X cb6 thé la His, Tyr, Phe hodc Arg

<220>"
<221> PDic diém MISC
<222> (103)..(103)

<223> X cbé thé& 1a Gly hodc Ala

<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (104)..{(104)

<223> X cé6 thé 1a Tyr, Trp hodc Leu

<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (105)..(105)

<223> X .c6 thé 1a Asp hodc khéng

<220>
<221> ©Pac diém MISC
<222> (106)..(106)

- 223> X ¢b thé 14 Trp, Ala, Phe, Tyr, Ser, Val hodc Glu
<220>

<221> Piac diém MISC

<222> (107)..(107)
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<223> X c6é th& 1la Tyr, Phe, Ser hodc Ala
<220>

<221> D&c diém MISC

<222> (109)..(109)

1 <223> X c6 -thé 1a Asp hodc Glu

<220>

<221> Pac diém MISC

<222>v (110)..(110)

<223> X cb th& 1a Leu, Tyr, Ser hodc Ile

<220>
<221> Dic diédm MISC
<222> (113)...(113)

<223> X c6 thd 1la Arg, Gln hodc His

<220>
<221> Pac diém MIsC
<222>  (115)..(115)

' <223> X cé thé 1a Ala hoic Thr

<220>
<221> Piac diém MISC

222> (116)..(116)

<223> X cbé thé 1la Leu hodc Met
<400> 58

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Xaa Leu Val Xaa Pro Gly Gly -
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Ser

:Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Xaa

Xaa

23969

Leu Arg Leu Ser Cys Xaa Ala Ser Gly
20 25

Mét'séi”Trp Ile Arg Gln Xaa Pro Gly

35 40

Tyr Ile Ser Xaa Xaa Gly Ser Xaa Xaa

50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Xaa Asn

| | 70
Gln Xaa Xaa Ser Leu Arg Ala Xaa Asp
85 90

Arg Xaa Xaa Ser Ser Xaa Xaa Xaa Xaa
100 - 105

Gly Xéé XaavVal Thr Vai Ser Ser

115 120

<210> 59

<211> 118

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu lién Gng chudi n&ng

<220>

<221> Pac diém MISC

<222> (29)..(29)

<223> X cé thé 1a Leu hodc val

<220>

-139-

Phe
Lys
Xaa
Xaa
75

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Xaa

60

Xaa

Ala

Phe

Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Xaa

Xaa

30

Glu

Asp

Ser

Xaa

Xaa

110

15

Asp

Trp

Ser
Leu
Tyr

95

Trp

Xaa

Xaa

VaI

Tyr

80

Cys

Gly



23969

<221> Pic didm MISC

<222>  (30)..(30)

<223>.'X‘cé thé& 1a Asn, Thr hodc Ser
<220>

<221> Pic didm MISC

<222> (34)..(34)

<223> X cé&.thé 1a 'Met hodc Ile

<220>
<221> DP&c didm MISC
<222> (54)..(54)

<223> X cé thé& 1a Ala hodc Gln

<220>
<221> Pic didm MISC
<222> (55)..(55)

'<223> - X c6 thé 1a Glu hodc Asp

<220>
<221> P&c diém MIsC
<222> (57)..(57)

<223> X c6 thé 1a Lys hodc Glu
<220>

<221> Pac diém MISC

<222> (58)..(58)

<223> X c6 thé 13a Ile hodc Thr

<220>
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<221>
<222>

<223>

<220>

- <221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

C<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

23969

D&c diém MISC
(60) ..(60)

X cé thé 13 Ser hoic Tyr

Péc didm MISC

.(66)..(66)

X c6 thd 1la Asp ho#c Gly

bac diém MISC
(72)..(72)

X cé thé 1a Asp, Arg hodc Glu

p3c diém MISC

(77) .. (77)

X cé thd 13 Asp hodc Ser

Dac diém MISC

(79) ..(79)

X cé thé& 1a Ala hodc val

Pac didm MISC
(84)..(84)

X cé thé 1a Ser hodc Arg
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<220>
<221> D&c diém MISC
<222> (87)..(87)

<223> X cb6 thé la Arg hodc Lys

<220>
<221> Pic diém MISC
<222> (91)..(91)

<223> X c6 th& 1a Ser hodc Thr

<220>
<221> DPic diém MISC
<222>  (97)..(97)

<223> X c6 thé 1la Ala hodc Thr

<220>
<221> P&c didm MISC
<222> (98)..(98)

<223> X c6 thé& la Thr hodc Arg

<220>
<221> Pic didm MISC
<222> (99)..(99)

<223> . X cbé thé la Leu, Glu hodc Gly

<220>
<221> Diac diédm MISC
<222> (100)..(100)

© <223> X cé thé la Asp hojc Ser
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<220>

<221>

<222>

'<223>

<220>

<221>

<222>

<223>°

<400>

Pac diém MISC

(101)..(101)

Pic didm MISC

X cb

59

thé

Gln Val Gln Leu

1

Sér
Ser
Gly
Gln
65

Met

Xaa

Leu

Val

Xaa

Gly

50

Xaa

Glu.

Xaa

Val

Lys
His
35

Phe
Arg
Leu

Xaa

Thr

115

Val
20

Trp

Asp E

Val

Xaa-

Xaa

100

Val

(103) .. (103)

la Ser hodc

Val

Ser

Val

Thr

Ser:

85

Xaa

Ser

Gln

Cys

Arg

Xaa

Met

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Lys

Gln

Xaa

55

Thr

Xaa

Xaa

X cé thé. 13 Phe hodc Ser

Ala

Gly

Val

Ala

40

Gly

Xaa

Ser

Trp

23969

Ala Glu

iO
Ser Gly
25

Pro Gly
Xaa Xaa
Asp Thr
Glu Asp
90

Phe Asp

105

-143-

Val

Tyr

Lys

Tle

Ser

75

Xaa

Pro

Lys

Thr

Gly

Xaa

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Xaa

Leu

45

Ala

Xaa

Val

Gly

Pro

Xaa

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

110

Gly

15

‘Asp

Trp

Lys.

Xaa

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe - °

Tyr

80

Cys - .

Thr



<210> 60
<211> 125
<212> PRT

<213> Nhan

<220>

tao

23969

<223> Trinh ty lién tng chudi ning

<220>.

<221> P&c diém MISC

<222> (13)

.. (13)

<223> X c6 thé& 1a Gln hodc Lys

<220> .

<221> Pic didm MISC

<222> (16)

.. (1e6)

<223> X c6 thé& 1a Gly hodc Arg

<220> -

<221> Diac diém MISC

<222> (89)

<223> X cb
<400> 60
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Ser

.. (89)

thé& 13 Glu hodc

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala

20

Trp Val Arg Gln

Asp

Gly Gly Gly Leu Val Xaa Pro Gly Xaa
10 15

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 ‘ 30 |

Ala Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
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35

Ala Asn Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg

Asp Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>:
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

Glu

Trp

Lys

Phe

Asn

Gln

Thr

Ser

-85

Gly
100

Gly

115

61
123
PRT

Nhéan

tao

Gly

Gln

Asp
Ile
70

Leu

Tyr

Gly

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Thr

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Thr

120

23969

Glu

Asp

Xaa

Asn

105

Val

Trinh ty lién Ung chudi ning

(13)..(13)

Pic diém MISC

X cé thé& 13 Lys hodc Glu

Pic diédm MISC

(28)..(28)

X cbé thé& 13 Ser hoidc Ile

Lys

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

-145-

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Val

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ser

45

Val

Asn

Val

Tyr

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Ser Val

Leu Tyrv
80

Tyr Cys_

95

Gly Met



<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

Pic diém MISC
(31)..(31)

X c6 thé 1a Gly hoic Ser

Pic diém MISC
(35)..(35)

X c6 thé-1la Gly hodc Ala

Pic diém MISC

(40) .. (40)

X c6 thé 1la Met ho#c Leu

Pic diém MISC

(52)..(52)

UX'cé,thé,la Tyr hodc Asp

Pic diém MISC

(54)..(54)

X cé thé 1la Tyr hodc Asn

Pic didm MISC

(77) .. (77)

23969
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<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>"

<223>

<220>

<221>

'<222>

<223>'

<220>

<221>,

<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

X cé thé 13 Asn hodc His

Pic diém MISC

©(94) .. (94)

X cé thé 1a Phe hoic Tyr

Pdc didm MISC -
(98)..(98)

X cb6 thé 1a Ser hodc Thr

Pic didm MISC
(105) .. (105)

X c6 thé 1a Glu hodc Thr

Pic diém MISC
(106) .. (106)

X cbé6 thé 1a Phe hodc Leu

Pic diém MISC
(109)..(L09)

X cé thé 1a Pro hodc Gly

Pic diém MISC

(110) ... (110)

23969
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Glu

Ser

Trp

Gly

Val

Leu

Ile

Ile

50

Gln

65

Leu

Ala:

Trp

Gly

Gln

Xaa

Gly

<210>

<211>

<212>

X cé thé 1a Leu hodc Phe

(111)..(111)

X cb
61

Gln
’Lys
Xaa
35

Ile
Gln
Trp
His

Gln

115

62
6

PRT

thé

Leu
Ile
20

Trp
Xaa
Val

Ser

Arg

100

Gly

. D&c diém MISC

la Asn hoac

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Thr

Gln

Cys

Arg

Xaa

Ile

70

Leu

Trp

Met

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Leu

Val

Tyr

Gly

Gly

Xaa

40

Ser

Ala

Ala

Gly

Thr

120

23969

Ala Glu

10
Ser Gly
25

Pro Gly
Asp Thr
Asp Lys
Ser Asp
90
Xaa Xaa

105

Val Ser

-148-

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Pro

Ser

Lys

Xaa

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Xaa

Phe

Leu

45

Ser

Xaa

Met

Xaa

Pro

Thr

- 30

Glu

Pro

" Thr

Xaa

Xaa

110

Gly
15
Xaa

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Xaa

Glu
Ty?
Met
Phe

Tyr

80

Cys

Ile ..



<213>

<220>

Nhéan tao

23969

<223> Peptit FLAG (nhdn hiéu d& dang ky)

<400> 62

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1
<210>° 63
<211> 32i
<212> ADN
<213>
<400> 63
gacatﬁcaga
étcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
.gggaccaagé'
<210> 64
<211> 354
<212>. ADN
<213>
<400> 64
caggtccagc
tcctgcaagg
,cctggaaaag
gcacagaagt

atggagctga

agctcgtcct

5

Homo sapiens

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
qaaattacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tggtacagtc
tttccggata
ggcttgagtg
tcéagggcag
gcagcctgaa

ggttcgaccc

tccatcttce
gggtattagc
gatctatggt
tgggacagat
ttgtcaacag

a

tggggctgag
caccctcagt
gatgggaggt
agtcaccatg

atctgaggac

ctggggccag

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccaatt
ttcactctca

gctaacagtt

gtgaagaagc
gatttatcca
tttgatcctc
accgaggaca
acggccgtgt

ggaaccctgg

-149-

ctgtaggaga

cctggtatca
tggaaagtgg
ccatcagcag

tccqgtggac

ctggggcctc

tccactgggt

aagatggtga

catctacaga
attactgcgc

tcaccgtcte

cagagtcacc

acagaaacca

ggtcccatca
cctgcagcct

gttcggccaa

agtgaaggtc

gcgacaggct

aacaatctac -

cacagcctac

aacggggagc

tagt

60
120
180

240

300 -

321

60
120
1SQ
240
300

354



<210> 65

<211> 324
<212> ADN

<213>

{4oo> 65

gaaatagtga
ctctcctgceca
~ggccaggctc
aggttcagtg
gaaéatttfg

ggagggacca
<210> 66
<211> 360
<212> ADN
<213>
<400> - 66

caggtgcagcv
tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
agcagtggct
<210>

67

<211> 321

Homo sapiens

tgacgcagtc
gggccagtca
cqaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta

cggtggagat

Homo sapiens

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

ggttcttctt

23969

tccagccacc
gagtgttagt
catttatggt
tgggacagac
ctgtcagcaa

caaa

tgggggagge
caccttcagt
gctttcatac
attcaccatc
agccgaggac

tgagtcctgg

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tatgatgact

ttggtcaagc
gactactaca
attagtaata
tccagggaca
acggcégtgt

ggccagggaa

-150-

ctccecgggga
tctggtatca
gggccactgg
ccatcagcag

ggccteeget

ctggagggtc
tgagctggat
gtggtagtgc
acgccaggaa
actactgtgc

ccctggtcac

aagagccacc
gcagaaacct

tatcccagcece

cctgcagtet

cactttcggce

cctgagacte
ccg;canct
catgtactac
ctcactgtat
gagagégtat

cgtctctagt

60
120

180

240

300

324

60

120

180

240

1300

360



<2125 apy
<213> Homo sapiens
<400> 67
'gacatccéga'tgacccagtc
atcacttgté gggcgagtca
gggaaagccc ctaatctcct
aggttcagcg gcagtggatc
gaagattttg caacttacta
’gggaécaagg tégaaatcaa
<210> 638

<211> 354
<212> ADN
<213> ‘Homo sapiens
<400> 68
caggtccagc tggtacagtc
tcctgcaagg tttccggata
cctégéaaag ggcttgagtg
gcacagaagt tccagggcag
atggagctga gaagcctgag
agctcggcct ggttcgaccce
<210>. 69
<211> 324
<212> ADN

<213> Homo sapiens

23969

tccatcttcece
gggtattagc
gatctatggt
tgggacagat
ttgtcaacag

a

tggggctgag
caccgtcact
gatgggaggt
agtcaccatg

atctgaggac

ctggggccag

gﬁgttﬁgcat
agctggttég
gcatccagtt
ttcactctca

gctaacagtt

gtgaagaagc

gatttatcca

tttgatcctc

accgaggaca
acggccgtat

ggaaccctgg

-151-

ctgtaggaga’

cctggtatca
tacaaaatgg
ccatcagcag

tccegtggac

ctggggcctc
tgcactgggt
aagatggtgé
catctacagé
attactgtac

tcaccgtctc

cagagtbacc

gcagaaacca

ggtcccatta

cctgcagcct

gttcggccaa

agtgaaggtc

gcgacaggct.

aacaatctac
cacagcctac
aacagaaagc

tagt

60

120

180
240

300

321

60
120
180
240
300

354



<400> 69

cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaégtgg
égcaaggaba
aaacacaaag
agcttcaaca
<210> 70
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 70
Arg Thr Val
1

Gln

Leu Lys

Tyr Pro Arg

35

Ser Gly Asn

50

ThrATyr Ser

65

Lys His Lys

Pro Val Thr

ctgcaccatc
ctgttgtgtg
aﬁaéégcéct
gcacctacag

tctacgectg

ggggagagtg

sapiens

Ala Ala

Ser Gly
20

Glu Ala

Pro

Thr

Lys

23969

tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

ttga

Ser Val

Ala Ser

Val Gin

40

Val

Trp

ttccegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc

catcagggcc

Phe Ile Phe

10
Val Cys
25

Lys Val

ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagé

tgagctcgece

Pro Pro

Leu Leu
_30
Asn

Asp

45

Ser

Asn

Ala

gttgaaatct

caaagtacag
agagcaggac

agactacgag’

cgtcacaaag

Asp Glu
15

Asn Phe

Leu Gln

Ser

‘Leu

Val

Lys

100

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Leu

Glu

Arg

Thr

Thr

Val

Gly

105

Glu

Leu

Thr

90

Glu

-152-

Gln
Ser
75

His

Cys

Asp
60

Lys

Gln

Ser

Ala.

Gly

Lys

Asp

Leu

Asp

Tyr

Ser

95

Ser

Glu.:

80

Ser

60

120

180
240
300

324



<210> 71

<211> 981
<212>. ADN
<213>
<400> 71

" gcctccacca
agc;cagcég
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
~ctcttc§ccc
gtggﬁggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtdtcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttet
gtcttctcat
tccetgtetce
<210> 72
<211> 326
<212>_'PRT

<213>

Homo sapiens

agggcccatc

ccctgggetg

gcgctcetgac
ccctcagcag
acgtagatca
tcgagtgece
céaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccegt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgcecct
ggcagccgga
tcctctacag
éétccgtgat

cgggtaaatg

Homo sapiens

23969

ggtcttcccce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagce
accgtgccca
ggacaccctc
cgaagacccce
gacaaagcca
tgtgcaccag
cccagceccccece
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct

a

ctggcgcect
gactactﬁéc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcaccaccty
atgatctccc
gaggtccagt
cgggaggagc

gactggctga

atcgagaaaa

cccceccatccece
ttctacccca
aagaccacac
gtggacaaga

ctgcacaacc

-153-

gctccaggag
cégaaccggt
cagctgtcct
gcaacttcgg

tggacaagac

tggcaggacc

ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgc
ctccecatgcet

gcaggtggca

.actacacgca

cacctecgag

gacggtgtcy

acagtcctca
cacccagacc

agttgagcgce

gtcagtcttc

ggtcacgtgce

cgtggacggce
cacgttccgt

gtacaagtgc

aaccaaaggg

gadcaagaac
cgtggagtgg

ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

60

120

180
240

300

>'36D

420
480
540
600
ééo
720
780

840

900

960

981



<400>.

Ala
Ser
‘Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Thr
Pro

Thr

Val

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Val
Leu

130

Ser

145

Val

Ser

Leu

Ala

Glu

Thr-

Asn

Pro

72

Thr

Ser

‘Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

Val

Phe

Gly
195

Ile

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn
Arg
100
Gly
Ile

Glu

His

Arg.

180

Lys

Glu

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

55

Vval

His

Cys

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Val

Phe

120

Pro

Val

Thr

Val

Cys

200

Ser

23969

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

-154-

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Ala

Leu

.Gly

Ser
60

Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Val

Asn

Gly

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

Val

Tyr

Glu

His

Lys
205

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr

Val

Pro

110-

Pro

Val

Val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Ser
15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

Val

Asp’

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Giy ‘

160

Asn

Trp.

Pro

Glu



Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305

Ser

210

Gln
Val
Val

Pro

Thr

290

Val

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

275

val '_As.p

Met

Ser

Tyr
Leu
Trp

260

Met

His

Pro

Thr

Thr

245

Glu

Leu

‘Lys

Glu

Gly

325

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
310

Lys

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Pro
Val
Gl‘y
Asp
280

Trp

His

23969

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

Arg
Gly

250

Pro

Gln

His

-155-

Glu

220

Glu

235

Phe
Glu
Phe
s

Tyr

315

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

. 270

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

©255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

240

Ile

Thr

Lys'

Cys

Leu

320





