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(57) Sang ché dé& xuat khang thé khang phan tor din huéng diy a (Repulsive Guidance

Molecule a - “RGMa”) don dong phan 14p dugc hitu ich dé dé diéu tri va chan doan cac

bénh va cac r0i loan thoai hoa than kinh. Sang ché ciing dé cap dén duoc pham chira khang

the nay.
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Linh vic ky thuit dwee dé cip

Sang ché d& cap dén c4c khang thé khang phan tir din huéng ddy a (Repulsive
Guidance Molecule a — RGMa) duge dung trong didu tri va chin doéan céac bénh di kém

v6i bénh thoai héa than kinh, nhu da xo clng.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Giai doan sém cta nhiéu bénh thodi héa thin kinh dic trung béi su tdn thuong
noron thn kinh va réi loan synap thoa hiép. Bénh thodi hoa than kinh thudng din t6i viée
chét té bao than kinh va c6 thé anh hudng dén su din truyén céc tin hiéu tai cac soi than
kinh bi anh huéng, lam gidm cam gic, sy van dong, nhan thirc hodc ciac chirc nidng khac
thy thudc vao céc s¢i thin kinh lién quan dén cac chirc ning nay. Bénh thoai héa than
kinh ciing 12 d4u hiéu bénh 1y ctia bénh da xo cing (“MS”). MS 1a mot bénh ty mién,
thoéi hoa thin kinh anh hudng dén khoang 350,000 ngudi & M§ va 13 nguyén nhan chinh
dan dén chimng liét thin kinh hodc din dén tir vong & ngudi truéng thanh tré. Tinh trang
bénh 1am sang phd bién & ngudi méc MS 1a sw hinh thanh cac tén thwong thin kinh c6
tinh chit thoai héa do sy phan hiy manh vo myelin bao xung quanh céc sgi tryc cia
noron t& bao than kinh, va cubi ciing 13 phan hiy chinh cac s¢i truc ndy. Viéc phén hiy vo
myelin x4y ra trong MS duoc tin 13 dugc khoi diu boi sy tn cong clia cac enzym
proteaza dbi véi ba protein thin kinh chinh: protein gdc myelin (myelin basic protein -
MBP), protein proteo-lipit (proteo-lipid protein - PLP) va glycoprotein t€ bao than kinh
dém it dudi gai myelin (myelin oligodendrocyte glycoprotein - MOG). May mo6c ma noi
thi MS 12 mot bénh hiy myelin gdy viém, duoc gy ra it nhdt mot phan do dap tmg tu
mién dbi véi san phdm phan hity myelin. Cac nghién ciru gin ddy da nhin manh vai trd
ctia soi truc thin kinh va su tdn thuong soi truc than kinh ngoai vi¢c hiy myelin va co ché

gy viém da dugc biét 0.
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Céc bénh nhan thudng duge chin doan 12 méc bénh thoai héa than kinh dya trén su
tbng hop tién sir bénh va kiém tra than kinh, bao gébm chup cong hudng tr (magnetic
resonance imaging - MRI) ndo va cot song, dién chin doan (vi dy, kham nghiém dién thé
o0i nhu dién thé goi thi gic, dién thé goi thinh gidc than ndo, hoic dién thé goi cam gidc
than th&), va choc do tiy song dé tim ra bing chimg cho thiy s tdng hgp globulin mién

dich trong dich néo tiry.

Hién nay, chua thé chita khoi cac bénh di kém véi su thodi héa than kinh, vi vay
viée diéu tri chu yeu tap trung vao viéc kiém soat cac tri¢u chirg va dicu tri gidm tan suat

t4i phat va mirc d6 tram trong khi tai phat.

US 2011/0135664 Al mé ta céc protein lién két RGMa, cu thé 14 cdc khang thé
don dong va cu thé 1a cac phién ban ghép CDR duge 1am cho gidng véi clia ngudi cua
chiing, ma c6 kha ning lién két RGMa va ngin can lién két cua cac protein RGM véi thy
thé RGMa va céc protein lién két RGMa khac, va do d6 trung hoa chirc ning cia RGMa
@ st dung trong didu tri thoai hoa 16p soi thin kinh vng mac (retinal nerve fiber layer -
RNLF). WO 02/051438 A2 d& cip dén viéc sit dung RGM va céc chit diu bién clia n6 va
mo ta céc khang thé da dong khang RGM1 va khiang RGM2 ciing nhu khéng thé don
dong khang RGM F3D4. WO 2004/003150 A2 d& cip dén cic chit didu bién cia su
tuong tac gitta RGM va Neogenin va ciing mo ta khang thé don dong khang RGM F3D4.
Brinks et al. (J Neurosci 24(15):3862-3869, 2004) bo céo ring RGMa d4 trc ché sy sinh
tredng qua mirc cua cac sgi truc than kinh ndi khiru in vitro va tac dung tc ché bi loai trir

khi ¢6 mat cua khang thé khang RGMa da dong.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Theo mét khia canh, sang ché d& xuét khang thé khang phan tir din hudéng diy a
(Repulsive Guidance Molecule a - RGMa) (“RGMa”) don dong phén 18p dugce. Khang thé
ndy chtra ving bién ddi ctia chudi nang chira ving xac dinh bd trg (CDR)1 chira trinh tw
axit amin néu trong SEQ ID NO:2, CDR2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:3, va CDR3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va vung bién ddi cua
chudi nhe chira CDR1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6, CDR2 chira trinh
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tu axit amin néu trong SEQ ID NO:7 va CDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:8 hoic trinh tu néu trong SEQ ID NO:73. Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé nay
chtta mién hoic ving dugc chon tir (a) ving bién ddi cta chudi ning chira trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO:1 va viing bién ddi ctia chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:5, (b) viing bién dbi ctia chudi ning chita CDR1 chtta trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:2, CDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:3, va
CDR3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va ving bién ddi cta chudi nhe
chita CDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6, CDR2 chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:7, va CDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8,
(¢) ving bién ddi cia chudi ning chira CDR1 chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO:2, CDR2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:3, va CDR3 chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:4, va viing bién ddi ctia chudi nhe chira CDR1 chtra trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:6, CDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:7, va CDR3 chira trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:73.

Khang thé nay c6 thé c6 & ngudi. Khang thé nay c6 thé chira mién cb dinh cia
chudi ning cta globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gém mién cb dinh cua IgM &
ngudi, mién cb dinh ctia IgG4 & ngudi, mién ¢6 dinh cua IgG1 & ngudi, mién cb dinh cla
IgE & ngudi, mién cb dinh cta IgG2 & ngudi, mién b dinh ctia IgG3 & ngudi, hodc mién
cb dinh cua IgA & ngudi. Mién ¢b dinh cua IgG1 & ngudi c6 thé chira, hodc bao gdm trinh

tu néu trong SEQ ID NO:140.

Khang thé nay c6 thé chira ving bién dbi cia chudi ning chira trinh ty néu trong

SEQ ID NO:1.

Khéng thé phan 1ap duge theo sang ché ¢ thé chira ving bién d6i cua chudi nhe

chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:5.

Khang thé phén lap dugc theo sang ché chira viing bién d6i ciia chudi nhe ma chira
cac gbc cua ving xac dinh bd trg (complementarity-determining domain - CDR) ctia céc
trinh ty néu trong SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:8 hodc SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:73.
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Khang thé phan 1ap dugc theo sang ché chita ving bién dbi cia chudi ning chia
céc gbe cia CDR cla céc trinh ty néu trong SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, va SEQ ID
NO:A4.

Khéng thé phan 1ap dugc theo sang ché chtra ving bién d6i ciia chudi ning ma
chtta céc gbc cia CDR cua céc trinh ty néu trong SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, va SEQ
ID NO:4, va vung bién ddi cua chudi nhe chira cac géc cua CDR cua céc trinh ty néu

trong SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:8.

Khéng thé phan 1ap dugc theo sang ché chira chit duge chon tir nhém bao gdm:
phan tir két dinh mién dich, tic nhan d& chup hinh, va téc nhan diéu tri. Tac nhan dé chup
hinh c6 thd duoc 13 chit danh déu phéng xa, enzym, chat danh dau phat huynh quang,
chit danh diu phét quang, chét danh diu phat quang sinh hoc, chét danh déu tir, hodc
biotin. Ch4t d4nh ddu phéng xa 1a 3H, 14C, 35S, 90Y, 99Tc, 1111In, 1251, 1311, 177Lu,
166Ho, hodc 153Sm.

Khang thé theo séng ché c6 thé lign két voi RGMa  epitop
PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (hRGMa 47-69) (trinh tu néu trong SEQ ID NO:79).
Khéng thé lién két v6i epitop cia RGMa PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (hRGMa
47-69) (trinh ty néu trong SEQ ID NO:79), ¢ thé chira viing bién dbi cta chudi ning
chira cac géc ctia CDR cia céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, va SEQ
ID NO:4, va vung bién ddi cua chudi nhe chira cac géc cia CDR cua céc trinh tu néu

trong SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:8.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit duogc phém chira khang thé dugc mod ta &

day hozc hdn hgp cua noé.

Séang ché ciing mé ta phuwong phap diéu tri, ngin ngira, didu bién, hodc 1am giam
bénh hodc r6i loan di kém véi bénh thoai héa than kinh, bao gém viéc cho dbi tuong can
didu trj dung luong hitu hiéu khéng thé duge md ta & day. Roi loan thoai héa than kinh c6
thé 13 bénh da xo cting, bénh Parkinson; bénh Alzheimer; bénh Huntington; hdi chimg xo
cimg teo co mdt bén va cac benh than kinh van dong khic; bénh Tay-Sachs; bénh
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Niemann-Pick; bénh Gaucher; hdi chimg Hurler; cic bénh thoai hoéa myelin viém tu phat;
thiéu hut vitamin B12; hoi chimg tan cAu ndo trung tAm; giang mai bién ching than kinh;
viém tuy ngang; bénh Devic, bénh ly ndo chét tréng da & tién trién; viém thén kinh thi
giac; tdn thwong CNS do chén thuong; dot quy do thiéu mau ndo cuc bo; bénh 1y vdng
mac; nhu glaucoma, bénh 1y vdng mac do dai thio dudng hodc thoai hoa vong mac do

tudi; va chirng loan dudng chat trang nio.

Sang ché ciing md ta phuong phép xac dinh d6i twong c6 rdi loan thodi héa than
kinh. Phuwong phap nay co th8 bao gdm viéc x4c dinh mitc RGMa trong mau lay tir dbi
twong nay; va so sanh miac RGMa trong mAu v6i dbi ching binh thuong. Mic RGMa
thay ddi cho thay ddi twong nay c6 18i loan thoai hoa than kinh. Mic RGMa tang so véi
déi chimg binh thudng cho thiy déi tugng ¢6 r6i loan thoai héa thin kinh. Mau c6 thé 1a
mAu méu hodc méiu huyét thanh hoic mau dich ndo tiy. Budc xac dinh mic RGMa trong
mau c6 thé duge tién hanh bang thir nghiém mién dich. Thir nghiém mién dich ndy c6 thé
13 thi nghiém hép thy mién dich lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay -

ELISA). Thir nghiém ELISA c6 thé 1a ELISA kep (sanwich ELISA).

Theo khia canh khéc, sang ché d2 xuit khang thé phan 13p dugc chira cac trinh ty
néu trong SEQ ID NO:1-7 va 73.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét khang thé don dong phén 14p dugc chira céc
trinh tw néu trong SEQ ID NO:1-7 va lién két vé6i epitop cia RGMa
PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (hRGMa 47-69) (trinh tw néu trong SEQ ID NO:79).

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién két qua thir nghiém tir thir nghiém sinh trudng soi truc than kinh st
dung 50 pg/ml cia manh hRGMa. Méanh nay bao gdm cac axit amin 47-127 & dau N cia
trinh tu néu trong SEQ ID NO:65 (xem trinh tw néu trong SEQ ID NO:139) va chtra ca

mién neogenin - 4i lyc cao 14n mién twong tac protein tao hinh thai xwong.
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Fig.2 thé hién két qua thir nghiém sinh trdng sgi truc than kinh sir dung 50 pg/ml
hRGMa c6 chidu dai diy du.

Fig.3 12 biéu dd cot phan 4nh mirc sy sinh trudng in vivo c6 tinh tai tao cia sgi truc

té bao hach véng mac quanh thuvong tdn (0-500 um) khi c6 m3t khang thé AE12-1.

Fig.4 1a bidu dd cot phan anh mite sinh truong in vivo c6 tinh tai tao cua sgi truc té
bao hach vdng mac (500-1000 pm) véi sy c6 mt cua khang thé AE12-1 khi so sénh truc
tiép v6i SF9. 23 ngudi.

Fig.5 12 phé MS ciia phin E1 duoc khir bing khang thé AE12-1 cla hRGMa do
E.coli tao ta dwoc cét bang trypsin/Asp-N thé hién trang thai dién tich +3 va +4 (dugc
déng khung) cta hai peptit twong tmg véi cdc trinh ty (SEQ ID NO 74 va 80, twong ung
theo trinh tu xuit hién) dugc thé hién trén phd niy. Cac dinh dwgc danh dau * 1a cac
peptit khong duge gan cho khang thé hRGMa va c6 thé lién quan v6i khang thé nay.

Fig.6 12 phd MS (hinh trén) va MS/MS (hinh duéi) tir phin E1 cia hRGMa (chu
triic MYC) duoc khir va 1am bién tinh bing AE12-1 mAb, dugc cat bing trypsin va Asp-
N, phd nay khéng dinh trinh tu peptit duoc cét la
KAGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh ty néu trong SEQ ID NO:81).

Fig.7 12 phé MS (hinh trén) v MS/MS (hinh du6i) ciia phan E1 cia hRGMa (cAu
traic MYC) duge khir va lam bién tinh bang AE12-1 mAb, va dugc cit bang trypsin va
Asp-N, phé  nay khing dinh  trinh tw  peptit  dugc the la
AGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh ty néu trong SEQ ID NO:89).

Fig.8 1a vi anh c4c thwong tén thn kinh & chudt nhit dugc xir 1y bing khang thé
d6i chimg (hlgG & 10 mg/kg; xem bang & trén), khang thé AE12-1 & 1 mg/kg (xem bang
& gitta), hoac khang thé h5F9.23 & 1 mg/kg (xem bang & dudi).

Fig.9 thé hién két qua phan tich sy phat trién soi truc than kinh cta céc té bao SH-
SY5Y trén dia 96 18 duge phu bing fibronectin lam co chit sau khi xir Iy bang RGMa

ngudi c6 chidu dai ddy dii va két qua trung hoa n6 bing AE12-1 (dd thi cot bén trai) va
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AE12-1-H (db thi c0t bén phai). Khang thd va hRGMa c6 chiéu dai ddy di duge bd sung

vao clng thoi diém va sau d6 canh truong duge  trong 24 gid.

Fig.10 thé hién két qua phan tich sy phat trién soi truc than kinh cta cac té bao SH-
SYSY trén dia 96 15 dugc phit bang fibronectin lam co chit sau khi xt Iy bing RGMa
ngudi ¢6 chidu dai ddy dii va két qua trung hoa né bing AB12-1-K (dd thi cOt bén trai) va
AE12-1-F (db thi cot bén phai). Khang thé va hRGMa c6 chiéu dai day du duge bd sung

vao clng thoi diém va sau d6 canh truong dugce U trong 24 gio.

Fig.11 thé hién két qua phan tich sy phat trién soi truc than kinh cua céc té bao SH-
SYS5Y trén dia 96 15 dwoc phu bang fibronectin 1am co chét sau khi xt Iy bing RGMa
nguoi co chidu dai diy da va két qua trung hoa n6 bang AE-12-1-1 (dd thi cot bén trai) va
AE-12-L (db thi cot bén phai). Khang thé va hRGMa cé chiu dai day du duoe b6 sung

vao cing thoi diém va sau d6 canh truong dugce u trong 24 gio.

Fig.12 thé hién két qua phan tich sy phat trién soi truc than kinh ctia cdc té bao SH-
SY5Y trén dia 96 15 dwoc phu bang fibronectin 1am co chét sau khi xir Iy bing RGMa
ngudi c6 chidu dai ddy di va két qua trung hoa n6 bing AE12-1-V (dd thi cOt bén trai) va
AE-12-1-Y (db thi cot bén phai). Khang thé va hRGMa c6 chiéu dai dAy du duoc bd sung

vao cing thoi diém va sau d6 canh truong dugce v trong 24 gio.

Fig.13 thé hién céc két qua cia RGMa lién két thr nghiém trén céc té bao SH-
SYS5Y va cac té bao than kinh phd bién (phan tich ndng do cao HCA) st dung AE12-6,
AE12-15 va AE12-23.

Fig.14 thé hién céc két qua ciia thir nghiém tc ché lién két RGMa trén céc té bao
SH-SYSY (nho phan tich ndng do cao HCA) st dung AE12-1 va cac bién thé AE12-1

xystein.

Fig.15 thé hién tic dung trung hoa clia AE12-1 va AFE12-6 trong thir nghiém tai tao

xung sinh trudng soi truc than kinh RGMa trong thir nghiém sinh trudng soi truc than
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kinh trén ving hai ma cua cac té bao thin kinh phé bién chuot nhit. Khang thé r5F9 dugc

st dung lam ddi ching.

Fig.16 thé hién ba (3) khang thé don dong lién két dic hiéu va chon loc v6i RGMa,
AE12-1, AE12-1Y va h5F9. 23, 1am thoai héa hang loat s¢i duong tinh véi GAP-43 phia
trén vi tri chén ép nhu dwge md ta trong Vidu 9. Truc Y = b b6 soi axon trong dién tich
0-500 pm phia trén vi tri chén ép. *** p < 0,001: mirc y nghia so v&i higG, **p<0,01:
murc y nghia so véi higG, * p < 0,05: mirc y nghia so v6i hlgG.

Fig.17 13 hinh v& thé hién ba (3) khang thé don dong lién két dac hiéu va chon loc
v6i RGMa, AE12-1, AE12-1Y va hSF9. 23, 1am tang s bo axon vong mac, nho d6 bao
vé 16p soi than kinh véng mac. Tryc Y = s6 b6 soi trong véng mac nhu dugc md ta trong

Vi du 10. ** p <0,01: mirc y nghia so v6i hIgG, * p <0,05: mirc y nghia so vai higG.

Fig.18 13 hinh v& thé hién khang thé khang RGMa, AE12-1, AE12-1Y va h5F9. 23
lam ting su khoi phuc chitrc ning & mo hinh tEAE tay séng nhu dugc mo ta trong Vi du
11. Viée xir Iy bang khang thé (iv) dugc bét dAu khoang 1 tudn sau khi tiém xytokin va
duoge Lip lai mot tudn mot 1an. Lidu duoc nhan 13 10 mg/kg. *** p < 0,001: mirc y nghia

so v6i hIgG, ** p <0,01: mirc y nghia so véi hlgG, * p <0,05: micy nghia so véi higG.

Fig.19 13 hinh v& thé hién khang thé khang RGMa, AE12-1, AE12-1Y va ABT-
207 (h5F9. 23) 1am ting dién tich GAP-43 va MBP va lam giam su thuong ton do viém
khi so sanh tryc tiép v6i khang thé d6i v6i khang thé d6i ching hIgG nhu dwgc md ta
trong Vi du 11. *** p <0,001: mirc y nghia so véi hlgG, ** p <0,01: mitc Y nghia so voi
hlgG, * p < 0,05: mirc y nghia so vdi hlgG.

Fig.20 13 hinh v& thé hién RGMa mAb AE12-1Y-QL lam tang su khoi phuc chirc
ning & mo hinh tEAE tuy séng & ba lidu khac nhau 0,1; 1 va 10 mg/kg duge nhén mot lan
mdt tudn trong tinh mach nhu dwgc md ta trong Vi du 11. Viée xir Iy bang khang thé (iv)
duoc bét ddu khoang 1 tudn sau khi tiém xytokin va dwgc lap lai mot tudn mot 1an. *** p
< 0,001: mirc y nghia so v6i hlgG, ** p < 0,01: mirc y nghia so véi higG, * p <0,05: mirc
y nghia so véi higG.
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Mo ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché di phét hién ra céc khang thé méi lién két véi RGMa va c6
thé dugc ding d& didu tri cac bénh lién quan dén bénh thodi héa thin kinh. Cac khéang thé
dugc phat hién 1a cac khang thé dic hiéu va khong dic hiéu, c6 kha nang lam gidm cic

déu hidu 14m sang di kém véi céc bénh lién quan dén bénh thodi héa than kinh.
Dinh nghia

Céc thuét ngit dugc st dung ¢ day chi dugc dung dé mé ta cac phuong 4n cu thé va
khéng duge ding de giéi han pham vi sang ché. Nhu duge sir dung trong phin mb ta va
cac dieém yéu cau bao hd di kém, dang s it “va” ciing bao gdm dang s6 nhiéu trir khi noi

dung c6 thong bao khac.
Khoang

“Khoang” nhu dugc su dung & diy co thé chi mirc thay dbi xap xi +/- 10% so v6i
gia tri dugc thong bao. Cén hidu ring mc thay dbi nay ludn nim trong gié tri bét ky duoc

néu & day, bat ké né c6 duge chi rd hay khong.

Khang thé duoc xit Iy dé c6 4i luc diy da (khéng thé dugc 1am thanh thyc 4i lyc)

“Khéng thé duge xit 1f d& c6 4i luc ddy di” duge sir dung & day chi khang thé c6
mot hodc nhiéu thay dbi trong mdt hodc nhiéu CDR, tao ra &i luc (vi dy, Kb, ka hodc ka)
cta khang thé d6i v6i khang nguyén dich cai thién hon so v6i khang thé gbc khong c6
(c4c) thay ddi nay. Cac khang thé duge xur ly dé 6 4i luc day du duoc 1ay lam vi du s& 6
4i lyc cAp d6 nanomol hodc thdm chi 14 picomol d6i v6i khang nguyén dich. R4t nhiéu
quy trinh khéac nhau dung dé tao ra khang thé dugc xt Iy dé ¢6 ai lyc day du da dugc biét
trong linh vyc k¥ thuét nay, bao gdm sang loc thu vién khang thé t6 hop ma duoc chuin
bi bing cach biu hién sinh hoc. Vi dy, tai liéu Marks et al., BioTechnology, 10: 779-783
(1992) mb ta viée xir 1y d& khang thé ¢6 4i lyc ddy dit bang cach sip xép lai mién VH va
VL. Viéc gay dot bién ngiu nhién d6i v6i CDR va/hoic céc géc trong khung hoat dong
dugc md ta trong tai lidu: Barbas et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 91: 3809-3813 (1994);
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Schier et al., Gene, 169: 147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. , 155: 1994-2004
(1995); Jackson et al., J. Immunol. , 154(7): 3310-3319 (1995); va Hawkins et al, J. Mol.
Biol. , 226: 889-896 (1992). Su dot bién chon loc tai cac vi tri gay dot bién chon loc va &
vi tri nguyén ven hodc siéu dot bién bing gbc axit amin dé 1am ting hoat tinh da dugc mo

ta trong US 6,914,128 B1.

Khéng thé va cic khang thé

“Khang th&” va “cac khang th&” nhu dwoc st dung & dy chi cac khang thé don
dong, khang thé da dic hiéu, khang thé ctia nguoi, khang thé dugc 1am cho giéng voi
khéng thé cta ngudi (duge 1am cho gidng véi ciia ngudi toan bo hoac mot phan), khang
thé ciia dong vat nhu, nhung khong chi giéi han &, chim (vi du, vit hoc ngdng), c4 map,
c4 heo, va dong vat co vi, bao gdm dong vat khong phai 13 dong vt linh truéng (vi du,
bo, lon, lac da, lac da khong budu, ngua, dé, thd, clru, dong vat gam nham, chudt lang,
meo, cho, chudt nhét, chuot déng, v.v.) hodc dong vat linh trudng khong phai 12 nguoi (vi
du, khi, tinh tinh, v.v.), khéng thé t4i td hop, khang thé kham, Fv mach don (“scFv”),
khang thé mach don, khang thé mién don, cac manh Fab, cAic manh F(ab'), cic manh
F(ab')s, Fv duge tao lién két disulfua (“sdFv”), va cac khang thé khang idiotyp (“khéng-
1d”), khang thé hai mién, khang thé hai ving bién doi (DVD) hogc ba ving bién dbi
(TVD) (globulin mién dich hai ving bién ddi va phuong phép tao ra ching dugc md ta
trong tai liéu: Wu, C. , et al., Nature Biotechnology, 25(11):1290-1297 (2007) va WO
2001/058956), va cac manh lién két epitop c6 hoat tinh chirc ning cta loai bét ky néu
trén. Cu thé, cac khang thé bao gdm cac phan tir globulin mién dich va cac manh c6 hoat
tinh mién dich cua cac phén tir globulin mién dich, cu thé 1a cac phan tir chira vi tri lién
két v6i chat phan tich. Cac phan tir globulin min dich c6 thé 1a loai bat ky (vi du, IgG,
IgE, IgM, IgD, IgA va IgY), nhém bat ky (vi du, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1 va IgA2)
hodc phan nhom bét ky. Dé don gian, khang thé khang chit phan tich & ddy thuong duge
goi 1a “khang thé khang chat phan tich” hodc don gian chi 1a “khang thé phan tich” (vi du,
khéng thé khang-RGMa hogc khang thé RGMa).
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Manh khéang thé

“Manh khang thé” nhu dugc st dung ¢ diy chi mot phén cua khéng thé nguyén
ven chira vi tri lién két khang nguyén hogc ving bién @bi. Phin nay khéng bao gdm mién
¢b dinh cua chudi ning (nghia 13, CH2, CH3 hodc CH4, phu thudc vao isotyp cua khang
thé) cua ving Fc cua khang thé nguyén ven. Vi du v& c4c manh khang thé bao gom,
nhung khéng chi giéi han &, cdc manh Fab, cic manh Fab', cac manh Fab'-SH, cdc manh
F(ab')2, cac manh Fd, cdc manh Fv, khang thé d6i, cac phan tt Fv mach don (scFv),
polypeptit mach don chi chira mft ving bién d6i ctua chudi nhe, polypeptit mach don
chira ba CDR cua ving bién dbi cia chudi nhe, polypeptit mach don chi chira mt ving
bién dbi ctia chudi ning, va polypeptit mach don chira ba CDR cua vung bién dbi cua

chudi nang.

Héng sb lién két

“Hang sb lién két” dugc mé ta ¢ ddy. Thudt ngit “hing s6 tdc do két hop”, "Kon",
holic “K,” nhw dugc st dung & ddy chi tbc do lién két ctia khang thé véi khang nguyén
dich ctia n6 hodc téc d6 tao thanh phirc hé giita khang thé va khang nguyén ciing dugc thé

hién bang phuong trinh:

Khang thé (“Ab”) + Khang nguyén (“Ag”)—>Ab-Ag.
Thuat ngit "hing s6 toc d6 phan 13” hodc “Kd” dugc sir dung thay thé cho nhau &
day chi thay toc do phan ly ciia khang thé khoi khang nguyén dich ctia né hodc téc dd
phan tach phitc hé Ab-Ag theo thoi gian thanh khang thé va khang nguyén ty do nhu
duoc thé hién bang phwong trinh sau:

Khéng thé (“Ab”) + Khang nguyén (“Ag”) <-Ab-Ag.

Céc phuong phap dé x4c dinh hing s tdc do két hop va phan ly 13 da biét trong linh vuc
ky thuat. Viéc sir dl_mg cac k¥ thut cho d§ nhay cao va tao kha nang xem xét cac mau
trong c4c dung dich dém sinh Iy khi can bang. Cac phuong phap thir nghiém khac va cac
thiét bi nhur BIAcore® (phan tich trong tc sinh hoc phan tir) c6 thé dugc sir dung (vi dy,
thiét bi s&n c6 tir BIAcore International AB, cong ty GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
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Ngoai ra, thit nghiém str dung hé théng KinEXA® (Kinetic Exclusion Assay), san c6 tir
Sapidyne Instruments (Boise, Idaho) c6 thé ciing duoc st dung.

Thuat ngit “héng sd phan ly can bang hoic “Kp” nhu dugce st dung thay thé & day chi gia
tri thu dugc trong phép do chuin dd khi cin béng, hodc bang cach chia héng sb téc do
phéan ly (kot) cho hing s téc d6 két hop (ko). Hing sd tdc dd két hop, hing s6 téc do
phan ly va hing s6 phan ly can bang dugc sir dung d2 thé hién 4i lyc lién két clia khang
thé v4i khang nguyén.

Protein lién két

“Protein lién két” dugc sir dung & day chi protein & dang monome hodc multime,
lién két va tao ra phitc chét véi phan tir lién két, vi du polypeptit, khang nguyén, hop chit
héa hoc hogic phan tir khéc, hodc co chét thudc loai bat ky. Protein lién két lién két dic
hidu v6i phan tir lién két. Protein lién két bao gdm cic khang thé, cling nhu cic manh lién
két khang nguyén va cac dang khic nhau va cac dAn xuét cua chiing nhu da duoc biét
trong linh vuc k¥ thudt ndy va dugc md ta dudi day, va cac phan tir khac chira mét hodc
nhidu mién lién két khang nguyén lién két voi phan tir khang nguyén hodc vi tri cu thé
(epitop) trén phan tir khang nguyén. Do d6, protein lién két bao gébm, nhung khong chi
giGi han &, khang thé, globulin mién dich & dang tetrame, phan tir IgG, phan tr IgGl,
khang thé don dong, khang thd kham, khang thé ghép CDR, khang thé dugc 1am cho
gibng v6i khang thé cita ngudi, khang thé c6 4i lyc duge lam thanh thuc, va cac manh cia

khéng thé bat ky néu trén ma giit lai kha ning lién két v6i khang nguyén.
Khang thé dic higu kép

Thuét ngit "khéng thé dic hidu kép" nhu dugc st dung ¢ day chi khang thé c6
chidu dai day da duoc tao ra bang cong nghé té bao lai (xem tai liéu: Milstein et al.,
Nature, 305(5934): 537-540 (1983), bang cach dung hop héa hoc clia hai khang thé don
dong khéac nhau (xem tai lidu: Staerz et al., Nature, 3 14(6012): 628-631 (1985), hodc bang
phuong phéap “mAu trong giéng” hoic phuong phap tuong ty dung d& dua cac dot bién
vao trdng ving Fc (xem tai lidu: Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90(14): 6444-
6448 (1993), tao ra nhidu loai globulin mién dich khac nhau, trong d6 chi c6 mot globulin
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min dich 13 khang thé dic hiu kép c6 chirc ning. Nhy chic ning & cap do phan tu,
khéng thé dic hidu kép lién két v6i chi mot khang nguyén (hodc epitop) trén mot trong hai
nhanh lién két cia né (mot cip HC/LC), va lién két véi khang nguyén khac (hodc epitop)
trén nhanh tht hai cua n6 (cdp HC/LC khac). Khang thé ddc hiéu kép c6 hai nhanh lién
két khang nguyén tach biét (& ca trinh tu x4c dinh tinh déc hiéu 14n trinh tu x4c dinh tinh

b trg), va c6 héa tri mot doi voi moi khang nguyén lién két v&i nd.

CDR

Thuét ngit "CDR" chi ving xac dinh bd trg ndm trong trinh tu cua ving bién dbi
ciia khang thé. C6 ba CDR trong mdi ving bién ddi ciia chudi nang va chudi nhe, dugc
goi 1a CDR1, CDR2 va CDR3, cho mdi ving bién doi. Thudt ngt “bd CDR” nhu duge st
dung & diy chi nhom gdbm ba CDR nam trong mot ving bién d@di lién két véi khang
nguyén. Ranh giéi chinh x4c cta ba CDR nay di dugc xac dinh khac nhau theo cac hé
théng khac nhau. H¢ théng dwoc mb ta bdi Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) va (1991))
khong chi cung cAp hé thdng d4nh s6 gbc 18 rang c6 thé ap dung cho ving bién d6i bat ky
ctia khang thé, ma con cung cap céc ranh gidi gbc chinh x4c x4c dinh ba CDR néu trén.
Céac CDR nay c6 thé duge goi 1a cac CDR Kabat. Chothia va cong su (Chothia &Lesk, J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987) va Chothia et al., Nature 342:877-883 (1989)) ciing da
phat hién ra rang mot sb vi tri phu nhét dinh trong CDR Kabat thu nhén cac cAu hinh co
khung xuwong peptit gén giéng nhau, mdc di c6 s khac nhau nhidu & cip do trinh ty axit
amin. Cac vi tri phu nay duge goi la L1, L2 va L3 hoac HI, H2 va H3, trong d6 "L" va
"H" 1an luot duoc goi 1a chudi nhe va chudi ning. Cac ving nay c thé dugc goi l1a cac
CDR Chothia, c6 ranh gi6i chong lén cac CDR Kabat. Céac ranh gidi khac xac dinh cac
CDR chdng 1én cic CDR Kabat dugc Padlan (FASEB J. 9:133-139 (1995)) va
MacCallum (J Mol Biol 262(5):732-45 (1996)) mo ta. Tuy nhién, cac dinh nghia khac vé
ranh giéi CDR co thé khong lién hé mat thiét véi cac hé théng & day, tuy nhién, s& chéng
1én cac CDR Kabat, mic du ching co thé bi rut ngén hoic kéo dai hon so v6i dy doan
hodc cac phat hién trong thir nghiém ma mot s6 gbc cu thé hoic mot s6 nhém gdc hoic

tham chi 13 toan b cdc CDR khong anh huéng nhidu dén lién két khang nguyén. Cac
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phuong phéap duge str dung & day co thé sir dung cac CDR dugc dinh nghia theo hé théng
bét ky trong sb cac hé théng néu trén mic du mot s6 phuong an nhét dinh st dung cac
CDR dugc dinh nghia Kabat hodc Chothia.

Thanh phén hodc c4c thanh phan

“Thanh phin”, “cac thanh phin” va “it nhit mot thanh phan” thudng dé cép dén
khang thé bt giit, khang thé phat hién hodc tiép hop, d6i chimg, bang dd nhay, vét chia,
dém, chét pha loang, mudi, enzym, déng yéu t6 cho enzym, thubc thir dé phat hién, thudc
thi/dung dich xt ly truéce, co chét (vi du, duéi dang dung dich), dung dich lam ngung, va
thanh phin twong tw c6 thé dugc dua vao trong bd kit dung cho thir nghiém mau xét
nghiém nhur miu nudce tidu bénh nhan, huyét twrong hodc huyét thanh, theo cac phwong
phap duoc md ta & diy va cac phuong phép khic da biét trong linh vyc k¥ thuét nay. Mot
s6 thanh phan nay c6 thé & trong dung dich hodc dugc dong kho d& hoan nguyén khi st

dung trong thir nghi¢ém.

Lién tmg hogc trinh tu lién Gng

“Lién tmg” hodc “trinh ty lién @ng” nhu dwgc sir dung © day chi trinh tu axit
nucleic téng hop, hodc trinh tu polypeptit twong ung, dugc tao céu trac dua trén két qua
phéan tich sy thing hang clia nhiéu loai khang nguyén cu thé. Trinh ty c6 thé dwgc dung dé
tao ra phd mién dich rong dua trén nhidu tidu loai va typ huyét thanh ctia khang nguyén
cu thé. Cac khang nguyén tdng hop nhu protein dung hop c6 thé dugc xur Iy thanh trinh tu

lién (mg (hodc khang nguyén lién ung).

Déi ching

“P6i ching” nhu duge st dung ¢ ddy chi thanh phan duoc biét 1a khong chira chat
phan tich (“ddi ching 4m”), vi dy RGMa (nhu RGMa két hop mang té bao, RGMa tan,
céc manh cia RGMa két hop mang té bao, cac manh ctia RGMa tan, céc bién thé cua
RGMa (RGMa két hop mang té bao, RGMa tan hodc hdn hgp cua ching) hogc chira mot
chét phan tich quan tAm (“dbi ching duong”), vi du RGMa (nhu RGMa két hop mang té
bao, RGMa tan, cic manh ciia RGMa két hop mang t€ bao, cic manh cua RGMa tan, cdc

bibn thé ciia RGMa (RGMa két hop mang té bao, RGMa tan) hodc hon hop ciia ching.
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Déi chimg duong c6 thé chira RGMa v6i ndng do da biét. Thudt ngit “ddi chimg”, “dbi
ching duong” va ““chét chudn hoa” c6 thé duge sit dung thay thé cho nhau ¢ day va dé
cap dén thanh phan chira RGMa véi ndng d6 da biét. “Péi chimg dwong” c6 thé dugce
dung dé x4c dinh dic trung cua thir nghiém va la chét chi thi hitu ich vé tinh nguyén ven
ctia cac thude thi (vi du, chit phan tich). “pdi chimg binh thudng” c6 thé chi mau hodc

d6i tuong khong mac bénh hodc roi loan lién quan.
Cac dan xuat

“DAn xult” theo khang thé nhu duge st dung ¢ déy c6 thé chi khang thé c6 mot
hoac nhidu cai bién vé trinh tu axit amin so v&i khang thé tham chiéu hoic khang thé géc
va ¢ cAu tric midn dugc cai bién. Dan xuit nay c6 thé ciing c6 kha ning thich img v6i
c4u hinh dién hinh ctia midn ma phét hién thiy trong khang thé tw nhién, cling nhu trinh
ty axit amin, c6 kha nang lién két dac hiéu véi cac dich (cac khang nguyén). Vi du dién
hinh v& din xuét cita khang thé 13 céc khang thé lién két v6i polypeptit khéc, mién khéng
thé hodc cac manh dugc tai chu tric cua cac khang thé. Dén xut nay ciing c6 thé chua it
nhat mot hop chét khac, vi du, mot mién clia protein, mién protein nay duoc lién Két déng
hoéa tri hodc khong dong héa tri. Lién két nay c6 thé dva trén sy dung hop gen'theo cac
phuong phap nay da biét trong linh vyc k¥ thuét nay. Mién bd sung c6 mit trong protein
dung hop chira khang thé dugc dung theo sang ché t6t hon 13 duoc lién két bang mt lién
két linh dong, t6t hon 1a lién két peptit, trong d6 lién két peptit nay chira nhiéu axit amin
dugc lién két voi nhau bing lién két peptit va ua nude, voi chiéu dai da dé mo rong
khoang cach gifta diu C cua mién bd sung cia protein va diu N cua khang thé hoic
nguoc lai. Khang thé nay c6 thé lién két v&i phan tir tac dong co cAu dang thich hop cho
hoat tinh sinh hoc hodc tinh lién két chon loc véi chit mang rén, hop chét c6 hoat tinh
sinh hoc (vi du, xytokin hodc hocmon sinh truong), chat hoa hoc, peptit, protein hodc

duoc chét, ching han.

Khéng thé ludng dic hiéu

Thuat ngit "khang thé luong dic hiéu", nhu duoc sir dung ¢ day, chi khang thé ¢6

chiéu dai dy da c6 thé lién két véi hai khang nguyén khac nhau (hodc céc epitop) trong
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mot trong hai nhanh gén két ciia né (cip HC/LC) (xem WO 02/02773). Do d9, protein
lién két ludng dic hidu c6 hai nhanh lién két khang nguyén giéng nhau c6 trinh tw xac
dinh tinh déc hiéu giéng nhau va trinh tu xé4c dinh tinh bd tro giéng nhau, va ¢6 hoa tri hai
d6i v6i mdi khang nguyén lién két vé6i né.
Ving bién dbi kép

"Ving bién déi kép" ("DVD") duge sit dung & day chi hai hoge nhiéu vi tri lién Kkét
khang nguyén trén protein lién két ma c6 thé 1a protein lién két hoéa tri hai (hai vi tri lién
két khang nguyén), hoa tri bdn (bén vi tri lién két khang nguyén) hodc da hoa tri. Cac
DVD c6 thé don diic hiéu, nghia 13, c6 kha ning lién két véi mot khang nguyén (hodc mot
epitop cu thé) hoic da dic hiéu, nghia 13, c6 kha néng lién két v6i hai hodc hai khang
nguyén (nghia 13, hai hodc nhidu epitop ctia cing mét phan tir khang nguyén dich hoac hai
hodic nhidu epitop clia cdc khang nguyén dich khac nhau. Protein lién két DVD dugc uu
tién bao gdm hai polypeptit DVD ciia chudi ning va hai polypeptit DVD cta chudi nhe va
hai polypeptit DVD va ¢ dédy goi 1a "globulin mién dich DVD" hodc "DVD-Ig". Do do,
protein lién két DVD-Ig ndy 14 mot tetrame va md phong lai phan tir IgG nhung lai c6
nhidu vi trf lién két khang nguyén hon so véi phan tir IgG. Do d6, mot nira cua phan tir
DVD-Ig & dang tetrame 13 hinh anh mé phong cia mdt nira phan t IgG va chaa
polypeptit DVD cua chudi ning va polypeptit DVD cua chudi nhe, nhung khong gidng
nhu cip chudi ning va chudi nhe cta phén tit IgG c6 vung li€n két khang nguyén don, cap
chudi ning va chudi nhe cia DVD-Ig c6 hai hodc nhidu vi tri lién két khang nguyén. |

MB&i vi tri lién két khang nguyén cua protein lién két DVD thu dugc tir khang thé
don dong cho “gd¢c” va do d6, chira VH clia chudi ning va VL cua chudi nhe véi tong s6
1a sdu CDR lién quan dén viéc lién két vi khang nguyén trong mot vi tri lién két khang
nguyén. Do d6, protein lién két DVD-Ig lién két véi hai epitop khac nhau (nghia la, hai
epitop khéc nhau cua hai phan tir khang nguyén khéc nhau hoic hai epitop khac nhau cua
cling mdt phan tt khang nguyén mang vi tri lién két khang nguyén thu dugc tir khang thé
don dong cho gbc va vi trf lién két ciia khang thé don dong gbc thir hai.

" Phin md ta v& viéc thiét ké, biu hién va phan tich dic tinh clia cdc phén tir lién két

DVD-Ig dugc cung cAp trong cong b6 don qudc té s6 WO 2007/024715, patent My 5O
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7,612,181, va tai liéu: Wu et al., Nature Biotech., 25: 1290-1297 (2007). Vi du dugc uu
tién v& cac phan tir DVD-Ig nay bao gdm chudi ning c6 cong thic cAu tao: VD1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n, trong d6 VD1 1a ving bién dbi cia chudi ning thir nhat, VD2 13 ving bién
ddi ctia chudi nang thir hai, C 13 ving ¢b dinh caa chudi ning, X1 1a chét lién két voi didu
kién n6 khong phai 1a CHI, X2 12 ving Fec, v n bing 0 hogc 1, nhung t6t hon néu bang 1;
va chudi nhe c6 cong thirc cau tao: VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong do VD1 12 ving bién
ddi ctia chudi nhe thir nhat, VD2 12 ving bién ddi cta chudi nhe thi hai, C la ving cb
dinh ctia chudi nhe, X1 1 chét lién két v6i diéu kién n6 khong phai 1a CHI, va X2 khong
chtra viing Fc; van bang 0 hoic 1, nhung t5t hon néu bing 1. DVD-Ig nay c6 thé bao gdbm
hai chudi ning néu trén va hai chudi nhe néu trén, trong do mdi chudi chira cac ving bién
dbi lién két lién tiép ma khong xen ving ¢d dinh vao giita cac ving bién d6i, trong d6
chudi ning va chudi nhe két hop dé tao ra cac vi tri lién két khang nguyén chutrc ning lién
tiép va cap chudi ning va chudi nhe c6 thé két hop véi cip chudi ning va chudi nhe khac
dé tao thanh protein lién két dang tetrame c6 4 vi tri lién két khang nguyén chirc ning.
Trong mét vi du khéc, phan tt DVD-Ig c6 thé bao gém chudi ning va chudi nhe ma mdi
chudi chita ba ving bién déi (VD1, VD2, VD3) lién két lién tiép nhau ma khong xen
viing ¢ dinh vao giita cac ving bién ddi, trong d6 chudi ning va chudi nhe két hop dé tao
ra ba vi trf lién két khang nguyén, va trong d6 cp chudi ning va chudi nhe c6 thé két hop
v&i cip chudi ning va chudi nhe khéc dé tao thanh protein lién két dang tetrame c6 6 Vi tri
lién két khang nguyén chirc nang.

Theo mot phwong 4n duge wu tién, protein lién két DVD-Ig theo sang ché khong
chi lién k&t v6i cing cac phan tir dich duge lién két boi cac khang thé don dong gbc ma
con ¢ mot hoac nhiéu dic tinh mong mudn ctia mot hodc nhiéu khang thé don dong géc
ctia chiing. T6t hon, néu dic tinh bd sung nay 12 mot thong sé khang thé ctia mot hodc
nhidu khang thé don dong gbc. Cac thong s6 khang thé co thé do mét hodc nhidu khang
thé don dong gdc tao ra cho protein lién két DVD-Ig bao gom, nhung khong chi giéi han
&, tinh dic hidu khang nguyén, ai luc véi khang nguyén, hoat lyc, chitc ning sinh hoc,
nhan dién epitop, do 4n dinh cua protein, do tan cia protein, hiéu qua san xuét, tinh sinh
mién dich, dugc dong hoc, do sinh kha dung, tinh phan @mg chéo v6i mo, va lién két

khang nguyén cing ngudn.
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Protein lién k&t DVD-Ig lién két véi it nhit mét epitop cia RGMa. Vi du khéng
giéi han vé protein lién két DVD-Ig bao gdm protein lién két DVD-Ig lién két véi mot
hodic nhidu epitop ctia RGMa, protein lién két DVD-Ig lién két v6i epitop cia RGMa va
epitop ctia cac loai khac (vi dy, chudt nhit), va protein lién két DVD-Ig lién két véi epitop
ctia RGMa va epitop ctia phan tir dich khac (vi du, VEGFR2 hodc VEGFR1).

Epitop hodc cac epitop

“Epitop” hodc “céc epitop”, hodc “cac epitop quan tam” chi (c4c) vi tri trén phén
tir bt ky duge nhan biét va c6 thé lién két véi (cdo) vi tri b tro trén phan tir lién két dic
hiéu. Phan tir va phﬁn tir lién két diic hiéu 1a mot phﬁn cua cdp lién két dic hiéu. Vi du,
epitop c6 thé 1a polypeptit, protein, hapten, khang nguyén carbohydrat (nhu, nhung khong
chi gi6i han &, cic glycolipit, cac glycoprotein hodc cac lipopolysacarit), hodc polysacarit.

Phin tir lidn két dic hidu co thé 13, nhung khong chi gi6i han &, khang the.

Khung hoat dong va trinh t ving khung hoat dong

Thuét ngit "khung hoat dong" hodc "trinh ty khung hoat dong" nhu dugc stir dung &
day c6 thé chi céc trinh ty con lai ciia vimg bién doi trir cac CDR. Do c6 thé x4c dinh
chinh x4c trinh ty CDR béng cic hé théng khac nhau (vi du, xem & trén) nén nghia cua
trinh tuy khung hoat dong dugc gidi thich theo nhiéu cach khac nhau nhung tuong Ung.
S4u CDR (CDR-L1, -L2, va -L3 cua chudi nhe va CDR-H1, -H2, va -H3 cua chudi ning)
ciing chia cac vung khung trén chudi nhe va chudi ning thanh bon viung phu (FR1, FR2,
FR3 va FR4) trén m&i chudi, trong d6 CDR1 nam gitta FR1 va FR2, CDR2 gitta FR2 va
FR3, va CDR3 giita FR3 va FR4. Néu khong chi rd cac ving phu cu thé nhu FR1, FR2,
FR3 hodc FR4 thi ving khung hoat dong nhu dugc dé cap boi cac hé théng khac, 1a FR
két hop trong ving bién dbi ctia mot mach don globulin mién.dich c6 trong tu nhién. Nhu
duogc st dung ¢ day, FR 1a mot trong s6 bdn viung phu, va cac FR 12 hai hodc nhiéu trong

s6 bdn ving phu céu thanh nén ving khung hoat dong.

Cé4c trinh ty FR cua chudi ning va chudi nhe & ngudi di duge biét trong linh vuc
k¥ thuat nay co thé duge ding dudi dang trinh ty khung hoat dong “nhén” clia chudi ning
va chudi nhe (hodc don gian 1 trinh tw “nhan”) dé nhan hoéa khang thé khong phai &
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ngudi st dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Theo mét phuong 4n, trinh
tw nhan cta chudi nang va chudi nhe & ngudi duge chon tir céc trinh tw ving khung hoat
dong duoc liét ké ¢ co so dit liu d& cong bd nhu co so dit lidu V (www://vbase. mrc-cpe.
cam. ac. uk/) hodc trong ImMunoGeneTics® qudc té (hé théng thong tin IMGT®)
(www://imgt. cines. fr/texts/IMGTrepertoire/LocusGenes/).

Vi tri lién két khang nguyén chirc ning

"Vi tri lién két khang nguyén chirc ndng" nhu dugc sir dung ¢ day co thé chi vi tri
¢6 kha ning lién két v6i khang nguyén dich. Ai lyc lién két voi khang nguyén dich cua vi
rf lién két khéng nguyén ndy khong nhét thiét phai manh nhu khing thé goc tir d6 thu
duoc vi tri 1ién két khang nguyén néu trén, nhung kha nang lién két khang nguyén phai do
duge st dung mot trong s6 phuwong phap bét ky sin c6 dé danh gia mic dd lién két cta
khéng thé véi khang nguyén. Hon nita, 4i lyc lién két khang nguyén ciia mdi vi tri lién két

khing nguyén cia khang thé da héa tri & day khong nhét thiét phai manh nhu nhau.
Khéng thé ciia ngudi

Thuit ngtt "khang thé cia ngudi" nhu duge st dung & day co thé bao gdm céc
khang thé c6 ving c¢b dinh va bién ddi thu dugc tir cac trinh tu globulin mién dich cia té
bao dong mam & ngudi. Cac khang thé cua nguoi theo sang ché c6 thé bao gdm cac gbe
axit amin khong dugc ma hoa bai céc trinh tu globulin mién dich dong mam & ngudi (vi
du, cac dot bién dugc dua vao béng cach gay dot bién ngau nhién hodc dic hiéu diém in
vitro hogic bang dot bién soma in vivo). Tuy nhién, thuft ngit "khang thé cia ngudi”, nhu
duoc st dung & day, khong bao gdm cac khang thé trong d6 cac trinh ty CDR thu duge tur
té bao dong mam ctia cac loai dong vat c6 va khac nhu chudt, dd dugc ghép 1én trén trinh

tu ving khung hoat dong & nguoi.
Khéng thé duge 1am cho gidng v&i khang thé cta ngudi

Thuit ngit “khang thé duge 1am cho gidng vé6i khang thé cua nguoi” chi khang thé
chira trinh tw ctia ving bién dbi ctia chudi ning va nhe cua loai khong phai 1a nguoi (vi
du, chudt nhét) nhung trong do it nhét mot phﬁn cua trinh ty VH va/hodc VL di dugc thay

d6i @8 “gidng nguoi” hon, nghia la gidong hon véi trinh tw cia ving bién doi cia te bao
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dong mam & ngudi. Do d6, "khang thé 1am cho giéng vdi khang thé cuia nguoi” 1a khang
thé hodc bién thé, din xuét, chét twong tu hoic manh cia né lién két dic hidu mién dich
vé6i khang nguyén quan tm va chtta ving khung hoat dong (FR) ¢4 trinh tu axit amin gan
gidng nhu cta khang thé & ngudi va trinh ty axit amin ciia vung xac dinh bd trg (CDR)
gin nhu trinh ty axit amin ctia khang thé khong phai clia ngudi. Nhu duoc st dung ¢ day,
thuat ngét "gin nhu" khi dé cap dén CDR chi CDR c¢6 trinh ty axit amin gidng it nhat
80%, it nhit 85%, it nht 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hoc it nhat 99% vdi trinh tir axit
amin ctia CDR cua khang thé khong phai ciia ngudi. Khang thé dwoc 1am cho gidng véi
khang thé ctia nguoi gin nhu tit ci trong s6 it nhat mét, va thudng 1a hai ving bién ddi
(Fab, Fab', F(ab") 2, FabC, Fv), trong d6 tét ca hogc gan nhu tAt ca cac vung CDR tuong
tng véi cac ving CDR cta globulin mién dich khong phai & nguoi (nghia 1a, khang thé
cho) va tét ca hoic gin nhu tit ca c4c ving khung hoat dong 14 cic ving khung hoat dong
ctia trinh ty phd bién cla globulin mién dich & ngudi. Theo mot phuong an, khang thé
dwoc lam cho gidng véi khang thé cta ngudi cling chua it nhit 12 mdt phén cla ving ch
dinh ctia phén tir globulin mién dich (Fc), thuong 1a ving ¢ dinh cta phan tir globulin
mién dich & nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé duoc 1am cho gidng véi khéng thé
cua nguoi chira ca chudi nhe ciing nhu it nhét ving bién dbi cta chudi nang. Khing thé
nay ciing c6 thé bao gdbm CHI, ving khép ndi, cac ving CH2, CH3, va CH4 cua chudi
ning. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé duoc 1am cho giéng véi khang thé ctia nguoi chi
chita chudi nhe dugc nhin hoa. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé duge lam cho giéng
v6i khang thé ctia ngudi chi chira chudi ning dugc nhan hoéa. Trong phuong an cu thé,
khang thé dwgc 1am cho gidng v&i khang thé ctia ngudi chi chita ving bién dbi dugc nhan

héa cua chudi nhe vi/hodc chudi ning dugc nhan hoa.

Khéng thé duge lam cho giéng véi khang thé cia ngudi co thé dwoc lya chon tir
16p globulin mién dich bét ky, bao gom IgM, IgG, IgD, IgA, va IgE, va isotyp bat ky, bao
gdm nhung khong chi gidi han &, IgG1, 1gG2, IgG3, va IgG4. Khang thé duge lam cho
gidng véi khang thé clia ngudi ¢6 thé chira céc trinh ty cla nhiéu hon médt 16p hodc mot
isotyp, va cac vung ¢b dinh cu thé c6 thé dugc chon dé t6i vu cac chirc nang tac dong

mong mudn st dung céc ky thuat da biét trong linh vue k¥ thuat.
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Céc vung khung hoat dong va cac CDR cua khang thé dugc lam cho gidng véi
khang thé clia ngudi khong can phai twong tng mdt cach chinh xac v6i trinh ty gbc, vi du
CDR cua khang thé cho hoic khung hoat dong phd bién co thé dugc gy dot bién béng
cach thay thé, xen va/hodc cét bo it nhat mot gdc axit amin sao cho gbc trong CDR hogc
gbc trong khung hoat dong khong twong ung véi khang thé cho hogc khung hoat dong
phd bién. Tuy nhién, theo mdt phwong 4n dugc wu tién, cac d6t bién nay, s& khong phai 1a
d6t bién rong. Thong thudng, it nhit 80%, tt hon néu it nhit 85%, tot hon nita néu it nhat
90%, va tot nhit néu it nhat 95% cac gdc khang thé dwoc 1am cho gidng véi khang thé ciia
ngudi twong ung voi cic gbc thudc trinh ty cua FR va CDR gbc. Nhu duge sit dung &
day, thuat ngir "khung hoat dong phd bién" chi ving khung hoat dong trong trinh ty cla
globulin mién dich phd bién. Nhu duge st dung ¢ ddy, thudt ngit " trinh ty cla globulin
mién dich phé bién" chi trinh tu duoc tao thanh tir cac axit amin (hodc cac nucleotit) Xuét
hién nhiéu nhét trong ho c4c trinh tu globulin mién dich lién quan (xem, vi du tai ligu:

Winnaker, From Genes to Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, 1987)). Do d6, “trinh

tur ciia globulin min dich phd bién” c6 thé chira “(cic) ving khung hoat dong phd bién”
va/hoac "(cac) CDR phé bién”. Trong ho cic globulin mién dich, mdi vi tri trong trinh tu
phé bién 14 vi tri ciia axit amin xuét hién nhiéu nhét & vi tri d6 trong ho. Néu hai axit amin
¢ tAn xuét xuét hién trong duong nhau thi ching ciling c6 thé ¢6 mat trong trinh tw phd

bién.
Gibng nhau hoic tinh gidng nhau

Thuét ngir “gidng nhau” hogc “tinh gidng nhau” dugc sir dung trong sing ché khi

d& cap dén hai hodc nhiéu trinh tir polypeptit hodc polynucleotit c6 thé ¢6 nghia ring cic
trinh tu nay c6 % géc cu thé gidng nhau trén mdt ving cu thé. % nay c6 thé duoc tinh
bang cach lam thing t6i wu hai trinh tw, so sanh hai trinh ty nay trén mot ving cu thé, x4c
dinh s vi tri tai d6 cac géc giéng nhau xuét hién & ca hai trinh ty dé thu duge s vi tri
twong Ung, chia sb vi tri twong g nay cho tdng s6 vi tri trong ving cu thé d6, va nhan
két qua véi 100 thi thu dugc % mic do gibng v& mit trinh ty. Trong truong hop hai trinh

tw ¢ chiéu dai khic nhau hodc vi¢c lam théng tao ra mdt hodc nhiéu dau so le nhau va
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ving cu thé duge so sanh chi bao gdm trinh tu don thi cac gbc trong trinh ty don nay

duge bao gdm trong mau s6 chir khong phai 1a tir s6 khi tinh.

Polynucleotit phén 1ap dugc

Thuét ngit "polynucleotit phan 14p dwgc" chi polynucleotit (vi du, polynucleotit h¢
gen, ADN b trg, hodc c6 ngudn gbe téng hop, hodc mot sé dang két hop cua chung) do
ngudn gbc clia né nén "polynucleotit phan lap duoc" khong gén véi toan bd hodc mot
phan polynucleotit duge phat hién trong ty nhién da tao ra "polynucleotit phén 1ap dugc";
lién két dong véi polynucleotit khong li€n két v&i n6 trong tu nhién; hodc khong phat hién

thdy trong ty nhién dudi dang mot phén ciia trinh tw 16n hon.

ChAt danh du va chat danh déu c6 thé phét hién dugc

“Chét danh déu” va “chit danh dAu c6 thé phat hién duge” nhu dugce st dung ¢ day
chi nhém duoc gén véi khang thé hodc chit phan tich 1lam cho phan ung giita khang thé
va chéit phan tich phat hién dugc, va khang thé hogc chét phén tich dugc déanh déu goi 1a
“dugc danh diu dé phat hién dugc”. Chét danh dAu c6 thé tao ra tin hiéu c6 thé quan sat
dugc bing mét thudong hodc cac dung cu. R4t nhidu chat danh ddu khac nhau bao gém
hop chét tao tin hiéu nhu cac chét sinh mau, céc chét phat anh sang huynh quang, cac chit
phat quang héa hoc, cac chit c6 hoat tinh phong xa, va cac chéit khac twong ty. Vi du dai
dién vé céc chit danh dau bao gém c4c nhom c6 thé tao ra anh sang, vi du, cac hop chét
acridin, va cdc nhém tao ra 4nh sing huynh quang, vi du fluoresxein. Céc chét danh diu
khéc duge md ta & ddy. V& khia canh nay, ban than nhém nay c6 thé khong phai 1a nhom
c6 thé phat hién duoc tuy nhién né ¢6 thé phat hién dwgc khi phan ing véi nhom khac.
Viée str dung thuat ngit “dugc danh dAu dé phat hién dugc” dugc dung v4i du dinh bao

gom viéc danh dau nay.

Chit danh dAu thich hop phat hién duoc bit ky da biét trong linh vye c6 thé dugc
sit dung. Vi du, chét danh du phét hién dugc c6 thé 1 chét danh diu hoat dong phong xa
(nhu 3H, 12°1, 338, 14C, 32P, va *P), chét danh diu enzym (nhu peroxidaza cai ngua, alkalin
peroxidaza, glucoza 6-phosphat dehydrogenaza, va chit twong ty), chét danh du héa phat

quang (nhu acridini este, thioeste, ho#c sulfonamit; luminol, isoluminol, phenanthridini
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este, va tuong tu), chit danh diu huynh quang (nhu floesxein (vi du, 5-floesxein, 6-
carboxyfloesxein, 3’6-carboxyfloesxein, 5(6)-carboxyfloesxein, 6-hexaclo-floesxein, 6-
tetraclofloesxein, floesxein isothioxyanat, va twong tw)), rhodamin, phycobiliprotein, R-
phycoerythrin, cham luong tir (vi dy, cadimi selenit c6 nip k&m sulfua), chat danh dau do
nhiét, hodc chét danh d4u phan tng chudi polymeraza mién dich. Giéi thigu ve chét danh
d4u, quy trinh danh d4u va viéc phat hién chat danh diu dugc tim thiy trong Polak va Van
Noorden, Introduction to Immunocytochemistry, 2™ ed., Springer Verlag, N.Y. (1997), va
trong Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (1996), 1a 56
tay va danh muc két hop dugce cong bd bdi Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon. Chéat
danh diu huynh quang c6 thé dugc sit dung trong FPIA (xem, vi du, Patent My s6
5,593,896, 5,573,904, 5,496,925, 5,359,093, va 5,352,803, dugc dua vao day bang cach
vién dan). Hop chét acridini c6 thé dugc sir dung 1am chét danh dAu phat hién dugc trong
thir nghiém héa phat quang ddng nhat (xem, vi dy, Adamczyk et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett. 16: 1324-1328 (2006); Adamczyk et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 4. 2313-2317
(2004); Adamczyk et al., Biorg. Med. Chem. Lett. 14: 3917-3921 (2004); va Adamczyk et
al., Org. Lett. 5: 3779-3782 (2003)).

Theo mdot khia canh, hop chit acridini 12 acridini-9-carboxamit. Phuwong phap daé
didu ché cac acridini 9-carboxamit dugc mo ta trong tai liéu: Mattingly, J. Biolumin.
Chemilumin. 6: 107-114 (1991); Adamczyk et al., J. Org. Chem. 63: 5636-5639 (1998);
Adamczyk et al., Tetrahedron 55: 10899-10914 (1999); Adamczyk et al., Org. Lett. 1:
779-781 (1999); Adamczyk et al., Bioconjugat Chem. 11: 714-724 (2000); Mattingly et
al., In Luminscence Biotechnology: Instruments and Applications, Dyke, K. V. Ed.; CRC
Press: Boca Raton, pp. 77-105 (2002); Adamczyk et al., Org. Lett. 5: 3779-3782 (2003);
va Patent M¥ s6 5,468,646, 5,543,524 va 5,783,699.

Mot vi du khac v& hop chét acridini 13 este arylic cua acridini-9-carboxylat. Vi dy
vé este arylic cta acridini-9-carboxylat c6 cong thac II 1a 10-metyl-9-
(phenoxycarbonyl)acridini flosulfonat (c6 ban trén thi truong béi Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI). Phuong phap didu ché este arylic cta acridini 9-carboxylat dugc mo ta trong

McCapra et al., Photochem. Photobiol. 4: 1111-21 (1965); Razavi et al., Luminscence 15:
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245-249 (2000); Razavi et al., Luminscence 15: 239-244 (2000); va Patent My sb
5,241,070.

Céc este aryl cia acridini-9-carboxylat la mdt chét chi thi phat quang héa hoc hiéu
qua cho viéc tao ra hydro peroxit trong qué trinh oxy héa chit phan tich bang it nhit mot
enzym oxidaza xét vé cuong do tin hidu va/hodc tdc @6 cta tin hiéu. Thoi gian phat xa
phat quang héa hoc ddi véi acridini-9-carboxylat aryl este rit nhanh, nghia 13, chua dén 1
gidy, trong khi d6 thoi gian phat xa phat quang hoéa hoc cta acridini-9-carboxamit kéo dai
trén 2 gidy. Tuy nhién, acridini-9-carboxylat aryl este mét dic tinh phat quang héa hoc
cta né khi c6 mit protein. Do do, khi st dung n6 can loai bd protein trong khi tao tin hi€u
va phat hién. Cac phuong phép @& tach hodc loai bo protein trong miu 1a da dugc biét 1
d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat ndy va bao gdm, nhung
khong chi gi¢i han &, si€u loc, chiét, két tua, thAm tach, sic ky va/hodc ti€u hoa (xem, vi
du tai liéu: Wells, High Throughput Bioanalytical Sample Preparation. Methods and
Automation Strategies, Elsevier (2003)). Lugng protein dugc loai bd hodc phén tach tir
mAu thir ¢ thé vao khoang 40%, khoang 45%, khoang 50%, khoang 55%, khoang 60%,
khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%, khoang 80%, khoang 85%, khodng 90%, hodc
khoang 95%. Chi tiét hon vé acridini-9-carboxylat aryl este va viéc st dung né dugc néu
trong don yéu ciu cdp patent My sd 11/697,835, nop ngay 9/4/2007. Acridini-9-
carboxylat aryl este c6 thé dugc hoa tan trong dung méi thich hgp nhu trong N,N-
dimethylformamit (DMF) khan da loai khi hogc natri cholat khan.

Trinh tu lién két va trinh tu peptit lién két

“Trinh tu lién két” hodc “trinh tw lién két peptit” chi trinh tu polypeptit ty nhién
hodc nhén tao lién két voi mot hodc nhidu trinh tw polypeptit quan tdm (vi dy, c6 chiéu dai
ddy du, cac manh). Thuat ngit “lién két” chi viéc gén két gitra trinh ty lién két v6i trinh tw
polypeptit quan tdm. Céc trinh ty polypeptit nay t&t hon 13 duoc gin bang mét hodc nhiéu
lién két peptit. Cac trinh tu lién két c6 thé c6 chidu dai khoang tir 4 dén 50 axit amin. Tt
hon néu chiéu dai cta trinh ty lién két ndm trong khoang tir 6 dén 30 axit amin. Trinh ty

lién két tw nhién c6 thé duoc cai bién bing cach thay thé, bd sung hoidc loai bd axit amin
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d2 tao ra trinh tu lién két nhan tao. Vi du vé trinh tu lién két bao gém, nhung khong chi
gi6i han &: (i) duéi Histidin (His), nhu du6i 6X His (trinh tu néu trong SEQ ID NO: 148),
¢6 trinh tu axit amin HHHHHH (trinh ty néu trong SEQ ID NO:148), hitu ich lam thy thé
lién k&t dé hd tro viéc phan tach va tinh ché polypeptit va cac khang thé quan tam; (ii) vi
tri phan cit enterokinaza, nhu cac dudi His, dugc dung d8 phan tach va tinh ché protein va
cAc khang thé quan tdm. Thong thuong, vi tri phan cét enterokinaza dugc dung cung véi
cac dudi His dé phan tach va tinh ché protein va cac khang thé quan tAm. Rat nhiéu vi tri
phan cit enterokinaza da duoc biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Vi du v& vi trf phan cat
enterokinaza bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6, trinh ty axit amin DDDDK (trinh tw
néu trong SEQ ID NO:149) va cac din xuét cia ching (vi du, ADDDDK (trinh tw néu
trong SEQ ID NO:150), v.v.); (iii) c4c trinh tw hdn hop c6 thé dugc ding d8 lién két hoic
gén ving bién dbi ctia chudi nhe va/hodc ving bién ddi cua chudi ning ctia cidc manh co
vung bién dbi mach don. Vi du vé céc trinh tu 1ién két khac c6 thé duoc tim théy trong tai
liéu: Bird et al., Science 242: 423-426 (1988); Huston et al., PNAS USA 85: 5879-5883
(1988); va McCafferty et al., Nature 348: 552-554 (1990). Céc trinh tu li€n két cling c6
thé dugc cai bién dé cb cac chirc ning bd sung nhu gén vao dugc chét hodc gin vao chét
mang ran. Trong sang ché, khang thé don dong, vi du c6 thé chira trinh ty lién két nhu

dudi His, vi tri phan cat enterokinaza, hodc ca hai.

Protein lién két da hoa tri

Thuét ngit "protein lién két da hoa tri" chi protein lién két chira hai hodc nhiéu vi
tri lién két khang nguyén (& day cling duoc d@ cap 1a “cac ving lién két khang nguyén").
Tt hon, néu protein lién két da hoa tri duge xtt 1y k¥ thuét dé c6 hai hodc nhiéu vi tri lién
két khang nguyén, va thudng khong phai la khang thé xuét hién trong tw nhién. Thuat ngit
"protein lién két da dic hidu" chi protein lién két c6 kha ning lién két v6i hai hodc nhiéu
cac dich lién quan ho#ic khong lién quan véi nhau, bao gbm protein lién két c6 kha ning
lien két v6i hai hodc nhidu epitop khac nhau cua cing mot phan tir dich.

Ngudng duge xac dinh truée va mire duge xac dinh trude
“Ngudng dugc x4c dinh trude” va “mirc duge xac dinh truge” dé cap chung dén

gi4 tri ngudng cua thir nghiém duge st dung dé danh gia cic két qua vé hiéu qua chén
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doan/tién doan/chita bénh bing cach so sanh céc két qua thir nghiém véi ngudng/mirc
duoc x4c dinh trude, trong d6 ngudng/mirc duge xac dinh trude lién két hodc Kkét hop véi
cac thong s6 1am sang khac nhau (vi dy, mirc do trAm trong cua bénh, su tién trién/su
khong tién trién/su cai thién, v.v.). Mic du phan mo ta cla sang ché c6 thé d& xuét nhiéu
mitc x4c dinh truée dé 1am vi dy, tuy nhién da biét o trong linh vuc k¥ thuat nay rang céc
gia tri ngudng co thé thay dbi tiy thudc vao ban chét cta thir nghiém mién dich (vi du,
khang thé duge st dung v.v.). Ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong finh vyc k¥ thuét s& biét -
didu chinh phan mé ta & day cho phu hop véi cac the nghiém mién dich khac dé thu duge
cac gia tri ngudng riéng cho thir nghiém mién dich d6. Tuy cac gia tri chinh x4c cua
ngudng/mic duge xac dinh trude co thé thay dbi trong cac th nghiém nhung cic mdi

twong quan nhu duge md ta ¢ ddy nén ap dung.
Thudc thir xir 1y trude

“Thudc thir xi Iy trude”, vi du thuéc thtr 1am tan, két tha vi/hodc hoa tan duge su
dung trong thir nghiém chan doan, nhu dwgc md ta & day 1a thuéc thir 1am tan t& bao bét
ky va/hodc hoa tan chit phén tich bt ky c6 mat trong mau thir nghiém. Viée xtt 1y trude
c6 thé khong cin thiét dbi v6i tt ca cac mAu nhu duge mé ta tiép & day. Trong s6 cac loai
thubc thtr ndy, thubc thir hoa tan chét phéan tich (vi dy, RGMa (nhu RGMa két hop mang
t& bao, RGMa tan, cdc manh cuia RGMa két hop mang té bao, cac manh cia RGMa tan,
céc bién thé cia RGMa (RGMa két hop mang t& bao, RGMa tan) gii phong chét phan
tich khoi protein lién két ngoai sinh bat ky c6 mit trong mau. Thudc thi xt Iy trude cd
thé ddng nhét (khong cin budc tach) hoic khong dong nhat (can budc tach). Khi sir dung
thube thir xit 1y trude ddng nhat, cAn loai bo protein lién két v6i cht phén tich bi két tia
bét ky khoi mAu thir nghiém truée khi tién hanh budc tiép theo cta thir nghi¢m. Chét thir
xur 1y truéce tiy y chira: (a) mot hodc nhiéu dung mdi va mudi, (b) mot hodc nhiéu dung
moi, mudi va chét ty ria, (c) chét tay rira, (d) chét tiy rira va mubi, hodc () chét tay rira
bét k¥ hodc hdn hop ctia céc chit thir thich hop dé 1am tan t& bao vi/hogc 1am tan chat
phan tich.

Céc thube thir ddi chimg chat lugng
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Thuét ngit “cac thudc thir d6i chung chat lwong” trong pham vi thir nghiém mién
dich va b6 kit duge md ta & ddy bao gdm, nhung chi khong giéi han &, chét chuan hoa,
chét ddi chimg, va cac bang do nhay. “Chét chudn hoa” hodc “tiéu chuin” thudng duoc sit
dung (vi du, mot hodc nhidu, nhu rat nhidu) dé thiét 1ap dudng cong chuén héa (chuén)
nhim ndi suy ndng o chét phan tich nhu khéng thé hodc chét phan tich. Theo cach khac,
6 thé stt dung mot chat chuén héa gin v6i ngudng duong tinh/dm tinh da x4c dinh trude.
Nhidu chit chuin héa (nghia 13, nhiéu hon mét chét chudn héa hoic lugng thay déi cua

(c4c) chét chuén héa) c6 thé duoc st dung két hop dé xay dung nén “bang do nhay.”

Khang thé tai t& hop va céc khang thé tai to hop

“Khang thé t4i t6 hop” va “cac khang thé tai t6 hop” chi cac khang thé dugc tao ra
b%mg mot hodc nhiéu budc, bao gém tach dong trinh tu axit nucleic mi hoéa toan bd hoac
mot phin mdt hogic nhidu khang thé don dong vao trong vecto bidu hién thich hop bing
k¥ thudt tai to hgp va sau do, biéu hién khang thé niy trong vét chu thich hgp. Thuat ngit
nay bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, cac khang thé don dong duoc tao ra béng cong
nghé téi td hop, cac khang thé kham, cac khang thé duogc 1am cho gidng véi khang thé cta
ngudi (toan by hodc mot phan khang thé dwoc lam cho gidng véi khang thé ctia ngudi),
céc cAu tric da dic hiéu hodc da hoa tri duoc tao ra tir cic manh khang thé, cac khang thé
hai chitc ning, cac khang thé di tiép hop, DVD-Ig®, va cac khang thé khac nhu dugc md
ta trong (i). (Mién globulin mién dich ving bién dbi kép va phuong phép tao ra ching
dugc mo ta trong tai lidu: Wu, C., et al., Nature Biotechnology, 25:1290-1297 (2007)).
Thuét ngit “khéng thé hai chic ning” nhu dugc sir dung ¢ déy, chi khéng thé chita nhanh
dAu tién c6 tinh dic hiéu véi mot vi tri khang nguyén va nhanh thr hai c6 tinh déc hicu
véi vi tri khang nguyén khac, nghia 13, cac khang thé hai chitc ning c6 tinh ludng déc

hiéu.
Mau, mau thir va mau bénh pham

“MAu”, “mau thir’ va “mau bénh pham” ¢ thé dugc ding thay thé cho nhau ¢ déy.
Mau nhu miu nudce tiéu, huyét thanh, huyét twong, dich 5i, dich ndio tiy, té bao hodc mé

nhau thai, & bao mang trong, té bao bach cAu, hogc té bao don nhan to, ¢6 thé dugc ding
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truc tiép khi thu duoc tir bénh nhan hodc c6 thé duge xit Iy truée, nhu bang cach loc,
chung cét, chiét, co, ly tam, bat hoat thanh phan giy nhiéu, bd sung chét thir, va cac cach
khac @& cai bién dic tinh cia miu theo mot s6 cach dugc thao luin & day hoac da biét

trong linh vyc k¥ thuét nay.

Céc ché pham hig¢u chuan

“Céc ché phim hiéu chuén” chi rit nhidu ché phdm chira Cys-CRGMa véi nong do

da biét, trong d6 mdi ché phdm khac véi ché phdm khac theo bac ndng d6 Cys-CRGMa.

Pha ran

“Pha rén” chi nguyén liéu bét ky khong tan, hodc cd thé dugc 1am cho khong tan
bang phan g sau d6. Pha rin c6 thé dugc chon theo kha ning hép dn va cb dinh chit
bét giit vén c6 cuia nd. Theo cach khac, pha rén c6 thé dugc gin vao dé chét lién két c6
kha nang hp din va cb dinh chat bt giit. Chat lién két nay c6 thé vi du, bao gdm hop
chit mang dién c6é dién tich trai dAu so v6i chinh chét bét giit hogc v6i hop chit mang
dién dwoc dung hop véi chat bét gitr. N6i chung, chét lién két c6 the la phan tir lién két
bét ky (t5t hon 1a dic hidu) dugc cb dinh trén (gan vao) pha rin va c6 kha ning c¢b dinh
chét bt giit thong qua phan tng tao lién k&t. Chét lién két khién lién két cta chat bat gift
v6i vat lidu ding 1am pha rén tré thanh gidn tiép true khi thye hién thir nghiém hodc
trong khi thyc hién thir nghiém. Pha rin c6 thé, vi du 13 vat liéu nhya, nhya dugc tao dan
xudt, kim loai ¢ tir tinh hodc khéng c6 tir tinh, thuy tinh hodc silicon, bao gém, vi du,
dng thir nghiém, 15 cuia dia vi chudn do, tAm, hat, vi hat, chip va cac cAu hinh khac da biét
d6i voi ngudi c6 ky ning trong linh vure k§ thudt nay.

Lién két dic hidu

“Lién két dic hidu” nhu duoc st dung & ddy c6 thé chi twong tic cla khang thé,
protein, hodc peptit v&i cac loai hoa chét thi hai, trong d6 tuong tac nay phu thudc vao sy
¢6 mit ctia mot clu tric cu thé (vi du, ving quyét dinh tinh khang nguyén hodc epitop)

trén céc loai hoa chat nay; vi du, khang the nhén bift va lién két véi cau tric protein dac

hiéu hon 1a céc protein thong thuong. Néu khang thé dic hiéu véi epitop “A”, thi sy co
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mit cia phan tir chita epitop A (hodc A tw do, khdng dugc danh d4u), trong phan tmg
chira “A” duoc dénh du va khang thé nay s& 1am giam lwgng A dugc dinh déu lién két

v6i v6i khang thé nay.
Phan tit lién két dic hiéu

“Phin tir lién k&t dic hiéu” 13 thanh phin ciia cip lién két dic hidu. Phan lién két
dic hiéu gdm hai phan tir khac nhau, lién két dic hiéu hoa hoc hogc vét ly v6i thanh phan
khac. Do d6, ngoai cac cdp lién két dic hicu khang thé va khing nguyén cua cac thir
nghiém mién dich thong thudng, cac cip lién két dac hidu khéc ¢ thé bao gdm biotin va
avidin (ho3c streptavidin), céc carbohydrat va lectin, céc trinh tu nucleotit bd sung, chat
hiéu tng va cac phan tir thu thé, cac ddng yéu t6 va enzym va chit trc ché enzym, va chit
twong tu. Hon nita, cdp lién két dic hiéu c6 thé bao gém céc thanh vién 13 chét twong tu
ctia cAc thanh vién lién két ddc hiéu ban dau, vi du chét twong tw chét phan tich. Cac thanh
vién lién két dic hiéu phan tmg mién dich, bao gdm cac khang nguyén, cc manh khing
nguyén, va khang thé, bao gdbm khéang thé don dong va da dong ciing nhu cac phuc hé, va
cac manh, trong d6 dugc tach ra hodc duge tao ra b'fmg cong nghe tai t6 hop.

Céc didu kién nghiém ngat

“Céac diéu kién nghiém ngat” dugc sir dung ¢ day dé mé ta viéc lai véi ADN lién
két chét loc trong 6x natri clorua/natri xitrat (SSC) ¢ khoang 45°C, sau d6 rira mdt hoac
nhidu Tan trong 0,2xSSC/0,1% SDS & khoang 50-65°C. Thuét ngit "trong diéu kién c6 do
nghiém ngét cao" chi viéc lai vé6i axit nucleic voi chét loc & 6xSSC ¢ khoang 45°C, sau
d6 rira mot hoac nhiéu 1an trong 0,1xSSC/0,2% SDS & khoang 68°C, hoéc trong cac diéu
kién lai nghiém ngit khac. Xem, vi du tai ligu: Ausubel, F. M. et al., eds. , 1989, Current
Protocols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates, Inc. va John Wiley
& Sons, Inc. , New York at pages 6,3. 1-6,3. 6 va 2. 10,3.

biéu tri

Thuat ngit “didu tri” & dang dong tr, danh tir & ddy duoc dung thay thé cho nhau

dé mo ta viéc 1am dao nguoc, lam giam, hodc tc ché sy tién trién cua bénh, hodc mot
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hoac nhiéu triéu ching ciia bénh dugc diéu tri. Phy thudc vao tinh trang ciia bénh nhéan
thuat ngit nay cling chi viéc ngén ngira bénh, va bao gdm ngin nglra sy khoi phat cia
bénh, hodc ngin ngira céc triéu chimg di kém voi bénh. Viée didu tri c6 thé dugc thuc
hién cép tinh hodic man tinh. Thuat ngit cling chi viéc 1am gidm muc d6 trAm trong clia
bénh hoic cac tridu ching di kém v6i v6i bénh nay trude khi chiu dau dén do bénh. Vige
ngin ngira hodc lam giam sy tram trong ciia bénh trude khi chiu dau dén do benh chi viée
dung khéang thé hodc dugc phim theo séng ché cho d6i trong ma khong phai & thoi diém
ding bi mic bénh. "Ngin ngira" ciing chi viéc ngin ngira sy tai phat ciia bénh hodc mot
hodc nhiéu triéu ching di kém vdi bénh nay. "Diu tri" va "c6 tac dung diéu tri" chi hoat

dong didu tri nhu duge xac dinh & déy.

Vét

“Vét” nhu duogc st dung & day chi chét phan tich hoic manh cia chét phan tich
duoc tiép hop véi chit danh ddu, nhu Cys-CRGMa dugc tiép hop v6i nhém phat 4nh sang
huynh quang, trong d6 chét phén tich duge tiép hop véi chit danh dAu c6 thé canh tranh

hidu quéa véi chat phan tich & cac vi tri trén khang thé dic hidu véi chit phan tich.

Bién thé

“Bién thd” nhu dugc st dung & diy chi peptit hodc polypeptit khac vé trinh tu axit
amin do sy xen vao, bo bdt, hodc thay thé bao toan céc axit amin, nhung van giit lai, it
nhét 13 hoat tinh sinh hoc. Cac vi dy dai dién vé “hoat tinh sinh hoc” bao gbdm kha ning
lién két v6i mot khang thé dic hiéu hodc kha ning tang cudng dap ung mién dich. Bién
thé cling dugc st dung & day d8 mo ta trinh tu axit amin gan gidng véi protein tham chiéu
véi trinh ty axit amin ma giit lai it nhét 13 hoat tinh sinh hoc. Sy thay thé bao toan axit
amin, nghia 13, thay thé mot axit amin bang axit amin khac ¢ cac déc tinh twong tur (vi
dy, tinh va nuéc va mic dd va sy phan bd cac ving tich dién) dugc nhan biét trong linh
vue k§ thudt nhu thuong lién quan dén céc thay ddi nho. Céc thay doi nay c6 thé duogc xac
dinh mot phan bang cach déanh gia chi s6 nuGe cia axit amin nhu da biét trong linh vuc k§
thuat nay (Kyte et al., J. Mol. Biol. 157: 105-132 (1982)). Chi sb6 nudc cia axit amin dya

trén danh gia tinh ki nudce va dién tich cia n6. Trong linh vuce k¥ thuat nay da biét ring
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chc axit amin c6 chi s§ nude twong ty nhau c6 thé dugc thay thé cho nhau va van gift lai
chitc ning cua protein. Theo mét khia canh, cc axit amin c6 chi s6 nude + 2 duge dung
dé thay thé cho nhau. Tinh wa nudc cua axit amin ciing dugc s dung @8 phat trién cac
thay thé s& tao ra protein giit dugc chirc ning sinh hoc. Viéc danh gia tinh wa nuwdc cua
axit amin trong pham vi peptit cho phép tinh toan mirc d6 wa nudc trung binh cuc bd 16n
nhét cia peptit ndy, ddy 1a mot phuong phap hitu ich da biét @8 thiét 1ap mébi twong quan
gifta tinh khéng nguyén va tinh sinh mién dich (Patent My s6 4,554,101). Viéc thay thé
axit amin bang axit amin c6 chi s6 wa nuée twong tuw cb thé tao ra cac peptit gilt duoc
chtrc ning sinh hoc, vi du tinh sinh mién dich, nhu da biét trong linh vuc k§ thuét nay.
Viéc thay thé 13n nhau dugc thuc hién d6i voi cac axit amin c¢6 chi s6 wa nudc trong
khoang =+ 2. Ca chi s6 ki nudc 13n chi sé wa nuréc cla axit amin déu bi anh hudéng bdi mot
chudi bén (manh nhanh) cy thé cua axit amin ndy. Phu hgp véi két qua quan st ndy, cac
thay thé axit amin twong hop véi chirc nang sinh hoc phu thuge vao tinh tuong tu tuong
ddi cua chung, va cu thé 13 cac chudi bén cua ching, nhu dugc biéu thi bé‘mg tinh ki nuéde,
tinh wa nuéc, dién tich, kich thudc, va cac déc tinh khac. “Bién thd” ¢ thé ciing duoc st
dung @& chi manh c6 phan ung khiang nguyén cia khang thé khang RGMa khac vé mit
trinh tu axit amin v6i manh twong Umg cua khang thé khang RGMa nhung vin c6 phan
ung véi khang nguyén va canh tranh lién két véi RGMa v6i manh twong tmg cta khang
thé khang RGMa. “Bién thé&” ¢6 thé ciing dugc sit dung dé& md ta polypeptit hodc manh
clia né d3 qua nhiéu budc xtt Iy khac nhau nhu bang cach thuy phan, phosphoryl héa,
hodc cac cai bién khac sau dich ma va van giit duge tinh phan Gmg véi khang nguyén cua

J4

no.

Vecto

"Vecto" chi phan tit axit nucleic c¢6 kha nang van chuyén axit nucleic khac lién két
véi nd. Mot loai vecto 13 "plasmit", vecto nay chi vong ADN soi kép mach vong, trong do
céc manh ADN bd sung c6 thé dugc ndi vao trong vong ADN nay. Mot loai vecto khac 1a
vecto virut, trong d6 cac manh ADN bd sung c6 thé duge ndi vao trong hé gen virut. Mot
s6 vecto nhét dinh c6 kha ning tw sao chép trong té bao vat chi ma ching dugce dua vao

(vi du, cac vecto vi khuan c6 diem khoi dau sao chép clia vi khuan va cac vecto dong vt
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¢ vii episom). Céc vecto khéac (vi dy, céc vecto dong vat c6 va khong phai episom) co
thé duoc gai vao trong hé gen cia té bao vat chu khi dwa vao trong té bao vat chu, va nho
d6, dugc sao chép cung voi hé gen cua vat chi. Ngoai ra, mot s6 vecto nhét dinh c6 kha
ning diéu khién su bidu hién cuia cac gen lién két dong v6i chung. Cac vecto nay & day
goi 12 "céc vecto bidu hién téi t& hop" (hodc don gian 1a "céc vecto bieu hién"). Nhin
chung, céac vecto biéu hién duoc st dung trong k¥ thuit ADN tai td hop thudng & dang
plasmit. "Plasmit" va "vecto" c6 thé dugc st dung thay thé cho nhau, va plasmit 14 dang
vecto thuong dugce st dung nhét. Tuy nhién, cic dang vecto biéu hién khac nhu cic vecto
virut (vi du, céc retrovirut khong sao chép, adenovirut va cac virut két hop véi virut
adeno) c6 cac chirc ning twong duong co thé duge st dung. V& khia canh nay, cac phién
ban ARN cia vecto khéac (bao gdm cac vecto virut ARN) ¢6 thé ciing duge st dung trong
sang ché.

Déi v6i vide trich din khoang sb liéu & day, mdi s trong khoang c6 cing do chinh
x4c cling duge du dinh bao gém. Vi du, d6i véi khoang 6-9, s6 7 va 8 duogc dy dinh ngoai
6 va 9, va dbi véi 6,0-7,0, sb 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, va 7,0 cling dugc
du dinh bao gdm.

Khang thé khang RGMa

Séang ché dé cap dén khang thé dé str dung trong cac phuwong phép diéu tri cdc bénh
va réi loan thoai héa soi truc than kinh. Mot s khang thé dugc mé ta & ddy da dugc chon
d8 lién két v6i RGMa, ddng thoi giam thiéu hodc loai b phan tmg véi phan tir dén day
(Repulsive Guidance Molecule ¢ - RGMc). Vi dy, xem Bang 4, trong do khang thé don
dong thu duoc bang cong nghé PROfusion AE12-1 va céc bién thé cua AE12-1 (AE12-
IF, AE12-1H, AE12-1L, AE12-1V, AE12-11, AE12-1K, va AE12-1Y) c6 hoat tinh trung
hoa RGMa ma khong phan tmg chéo véi RGMc (mirc phét hién thap). Do céc khang thé
phat trién dya trén RGMa c6 thé thuong phan tmg chéo véi RGMc va & lidu dung trong
tinh mach cao c6 thé din dén hién tuong tich liiy sit trong té bao gan nén cac khang thé
lién két ddc hidu véi RGMa duge md ta ¢ day co loi ich trong didu tri bénh. Ngoai ra, tinh

chon loc cao ctia khang thé nay dem t6i khoéng licu dicu tri rong.
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RGMa

RGMa ngudi, c6 thé ton tai dusi dang protein gbm 450 axit amin c6 peptit tin hiéu
& dau N duoc phong doan gém 47 axit amin va tin hi€u ge"m GPI & dhu C, dau tién dugc
cho 13 diéu chinh viéc din c4c axon vdng mac béng lién két v6i neogenin, mot protein
xuyén mang cling 1a mot thy thé ciia netrin, ma 1a c4c phan tir dugc tiét c6 vai trd trong
viéc phét trién noron va sy séng s6t cua té bao. Ngoai viée diéu hoa sy din axon vdng
mac, RGMa dugc chi ra 1a trc ché su phat trién axon & chudt thanh thuc. Xem tai lidu:
Yamashita et al., Current Opinion in Neurobiology (2007)17:1-6. Phu hop véi cac co ché
ndy, sy biéu hién RGMa ting 1én sau khi cot s6ng bi ton thuong, trong thoi gian nay su i
ché RGMa lam ting sy phat trién cua axon. Xem tai liéu: Kitayama et al., PLoS One,
(2011) Vol. 6 (9), trang 1-9; va Hata et al., J. Cell Biol. (2006)173:47-58. Su biéu hién
RGMa ciing dugc didu hoa ting tai vi tri thwong tdn va & mo seo & ngudi mac bénh thiéu
mau cuc bo tap trung & ndo hodc ton thwong nio do chén thuong. Xem tai liéu: Yamashita
et al., Current Opinion in Neurobiology (2007)17:1-6; Schwab et al, Arch Neurol
(2005)22:2134-2144; va Muramatsu et al., Nat. Medicine (2011) 17:488-94.

RGMa c6 thé c6 trinh ty axit amin sau:

MQPPRERLVV ~ TGRAGWMGMG  RGAGRSALGF ~ WPTLAFLLCS
FPAATSPCKI LKCNSEFWSA TSGSHA  PASDDTPEFC  AALRSYALCT
RRTARTCRGD LAYHSAVHGI EDLMSQHNCS KDGPTSQPRL RTLPPAGDSQ
ERSDSPEICH YEKSFHKHSA TPNYTHCGLF GDPHLRTFTD RFQTCKVQGA
WPLIDNNYLN VQVINTPVLP GSAATATSKL TIIFKNFQEC VDQKVYQAEM
DELPAAFVDG SKNGGDKHGA NSLKITEKVS GQHVEIQAKY IGTTIVVRQV
GRYLTFAVRM PEEVVNAVED WDSQGLYLCL RGCPLNQQID FQAFHTNAEG
TGARRLAAAS PAPTAPETFP YETAVAKCKE KLPVEDLYYQ ACVFDLLTTG
DVNFTLAAYY ALEDVKMLHS NKDKLHLYER TRDLPGRAAA GLPLAPRPLL
GALVPLLALL PVFC (SEQ ID NO:65). RGMa c6 thé 12 manh hogc bién thé cua trinh ty
néu trong SEQ ID NO:65.
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Manh ciia RGMa c6 thé ¢6 chidu dai tir 5 dén 425 axit amin, 10 dén 400 axit amin,
tir 50 dén 350 axit amin, tir 100 dén 300 axit amin, tir 150 dén 250 axit amin, tir 200 dén
300 axit amin, hodc tir 75 dén 150 axit amin. Manh nay ¢6 thé chira nhidu axit amin lién

k& nhau tir trinh tu néu trong SEQ ID NO:65.
Manh ctia RGMa c6 thé ¢ trinh ti axit amin sau:

PCKI LKCNSEFWSA TSGSHA PASDDTPEFC AALRSYALCT
RRTARTCRGD LAYHSAVHGI EDLMSQHNCS KDGPTSQPRL RTLPPAGDSQ
ERSDSPEICH YEKSFHKHSA TPNYTHCGLF GD (SEQ ID NO:66), twong g vdi cac
axit amin 47-168 cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:65. Manh RGMa c6 thé 13 manh cta
trinh tu néu trong SEQ ID NO:66. Manh RGMa c6 thé 1a bién thé cta trinh ty néu trong
SEQ ID NO:66. Manh RGMa c¢o th ¢6 trinh tr RGM sau:
PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh ty néu trong SEQ ID NO:74).

RGMa c6 thé tdn tai dusi dang lién két v6i mang té bao va/hodc dudi dang tan.

Khéng thé nhéan biét RGMa

Khang thé nay 1a khang thé lién két véi RGMa, manh ctia né, hodc bién thé cua né.
Ngoai ra, cac manh khang thé khang RGMa, céc bién thé va cac din xuét cta n6 duge boc
16 & day ciing nhu khang thé khang RGMa nay 1a khang thé da dong hoic don dong,
khéng thé kham, khang thé mach don, khang thé c6 4i lyc dugc 1am thanh thuc, khang thé
ngudi, khang thé duge lam cho gidng vé&i khang thé ctia nguoi, khang thé hoic manh
khang thé cila ngudi c6 chidu dai ddy di, nhu manh Fab, hodc hon hop clia chung. Manh
khang thé hoic din xuat ctia né c6 thé chira cac manh F(ab’)2, Fv hodc scFv. Dén xuét
ctia khang thé c6 thé dugc tao ra bing phuong phip mé phong peptit. Ngoai ra, cac k¥
thuit duoc md ta dung dé tao ra khang thé mach don c6 thé dugce didu chinh dé tao ra

khang thé mach don.

Céc khang thé ciia ngudi c6 thé thu dwgc bang cong nghé biéu hién thé thuc khuén
hodc st dung chudt chuyén gen biéu hién cac gen globulin mién dich & nguoi. Khang thé

ctia ngudi c6 thé dugc tao ra dudi dang dap ing mién dich in vivo & ngudi va dugc phén
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1ap. Xem, vi dy tai liéu: Funaro et al., BMC Biotechnology, 2008(8):85. Do d6, khang thé
nay c6 thé 1a san phdm clia ngudi va khong phai & dong vét. Do n6 ¢6 ngudn gde tlr ngudi
nén nguy co phan Gng trén chinh khang nguyén nay c6 thé duoc giam thiéu. Theo cach
khac, thu vién biéu hién nidm men va cong nghé biéu hién dugc ding dé chon loc va phan
1ap cac khang thé khang RGMa & ngudi. Vi dy, cac thu vién gdém cac manh (scFv) bién
d61 & nguoi tr nhién co th8 dwoc ding dé chon lgc khang thé khang RGMa & ngudi. Pong

vét chuyén gen c6 thé dugc ding dé bicu hi¢n cac khang thé cta ngudi.

Céc khéng thé dugc 1am cho gidng véi khang thé ctia ngudi co thé 13 cac phan tr
khang thé tir khang thé cua cac loai khac ngudi lién két v6i khang nguyén mong muén c6
mdt hodc nhiéu tir cac loai khong phai 12 ngudi va cac vang khung hoat dong tir phéan tir

globulin mién dich & ngudi.

Khang thé nay khéc véi cac khang thé da biét & chd n6 cb nhidu chirc ning sinh
hoc khac véi cac chitc nang da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi dy, cdc khang thé theo
sang ché khong chi nhan bidt va lién két vé6i RGMa ma chiing con dic trung boi vige co
hoat tinh sinh hoc bd sung, vi dy, kha nang lam giam céc d4u hiéu 1am sang di kem véi

cac bénh lién quan dén bénh thoai héa than kinh.

Khang thé niy 6 thé lién két véi RGMa. Khang thé RGMa dc hiéu véi RGMa ¢6
thé chira céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:1 va 5; SEQ ID NO:2-4 va 6-8 hoic SEQ ID
NO:2-4, 6, 7, v 73. Khang thé nay lién két véi cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:65,
SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74, hoic manh hogc bién thé ciia n. Khang thé nay c6 thé
nhan biét va lién két dic hiu véi epitop c6 mat trén polypeptit RGMa hodc bién thé nhu
dugc mo ta & trén. Epitop co thé 13 cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74,

ho#c bién thé cua no.

Dic tinh lién két ciia khang thé

Khéng thé nay c6 thé lien két dic hiéu mién dich véi RGMa (trinh tu n€u trong
SEQ ID NO:65), SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74, manh cia nd, hodc bién thé cua nd va
¢6 ko (hoiic kg) it nhét bing 1,0x107 s°!, it nhat bang 1,0x10 57!, it nhit bang 1,0x107% s,
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it nhat bing 1,0x10°° s’ hodc ¢6 Koz (hodc k) ndm trong khoang 1,0x107 s’ dén 1,0x10°°
sl tir 1,0x1073 s dén 1,0x10° s hogc tir 1,0x10% s d@én 1,0x10* 5. Manh nay c6 thé 1
trinh ty néu trong SEQ ID NO:66 hodc SEQ ID NO:74.

Khang thé c6 thé lién két dic hi¢u mién dich véi RGMa (trinh tw néu trong SEQ
ID NO:65), SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74, manh ciia né, hogc bién thé cia nd va 6 kon
(hoic k,) it nhét bing 2,4x10* M's”, it nhit bing khoang 2,5x10% M's™, it nhét bing
khoang 3,3x10* M-'s’}, it nhat bang khoang 5,0x10* M's™, it nhét bang khoang 1,25x10°
Mg it nhit bing khoang 1,35x105 M-!s”), it nhét bang khoang 1,0x10° M''s”", it nhét
bang khoang 1,0x107 M's!, hodc ¢6 kon (hodc ka) nim trong khoang tir 5,0x10* M's™!
dén 1,0x108 M-1s, khoang tir 3,3x10* M-!s! dén 1,0x10° M''s”!, khoang tir 2,5x10* M''s”!
dén 1,25x106 M''s”!, khoang tir 2,4x10* M''s™! dén 1,35x107 M''s”'. Manh nay c6 thé 1a
trinh tu néu trong SEQ ID NO:66 hodc SEQ ID NO:74.

Cau tric cua khang thé
Cac CDR cua chudi nang va chubi nhe

Khéng thé theo sang ché c6 thé lién két dc hiéu mién dich véi RGMa (trinh ty néu
trong SEQ ID NO:65), SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74, manh cua n6, hodc bién thé cua
n6 va chita ving bién ddi cia chudi ning va/hodc ving bién ddi ctia chudi nhe duoc thé
hién trong Bang 1. Khang thé theo séang ché ¢6 thé lién két diic hiéu mién dich véi RGMa,
manh cta nd, hodc bién thé ctia n6 va chira mot hodc nhiéu trinh tu CDR cta chudi ning
hodc chudi nhe cling duge thé hién trong Bang 1. Chudi nhe cua khang thé nay c6 thé 1a

chudi kappa hoic chudi lambda. Vi dy, xem bang 1.

Sang ché cung cdp axit nucleic phén ldp dugc ma hoa khang thé lién két dic hidu
mién dich véi RGMa, manh cta n6, hodc bién thé cta nd. Axit nucleic phan 1ap duge c6
thé chira trinh tu nucleotit ma lai, trong didu kién nghiém ngit, v6i phan tir axit nucleic
ma hoa khang thé chtra trinh tu CDR cua chudi ning hodc chudi nhe duoc thé hién trong

Bang 1.
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Bang 1: Danh sach céc trinh ty axit amin ciia ving VH va VL cua khang thé don
dong khang RGMa & ngudi c6 chiéu dai diy du (AE12-1 dén AE12-8, AE12-13, AE12-
15, AE12-20, AE12-21, AE12-23, vd AE12-24).

PROTEIN VUNG SEQIDNO. [Trinh ty

AE12-1 (VH) 1 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS
GYTFTSHGISWVRQAPGQGLDWMG
WISPYSGNTNYAQKLQGRVTMTTD
TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
VGSGPYYYMDVWGQGTLVTVSS

AE12-1 (VH) CDR-H1 2 SHGIS

AE12-1 (VH) CDR-H2 3 WISPYSGNTNYAQKLQG

AE12-1 (VH) CDR-H3 4 VGSGPYYYMDV

AE12-1 (VL) (chudi Lambda) 5 QSALTQPRSVSGSPGQSVTISCTG
TSSSVGDSIYVSWYQQHPGKAPK
LMLYDVTKRPSGVPDRFSGSKSG
INTASLTISGLQAEDEADYYCCSY
AGTDTLEGGGTKVTVL

AE12-1 (VL) CDR-L1 6 TGTSSSVGDSIYVS

AE12-1 (VL) CDR-L2 7 DVTKRPS

AE12-1 (VL) CDR-L3 8 CSYAGTDTL

AE12-2 (VH) 9 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC
KASGYTFTSYDINWVRQATGQG
LEWMGWMNPNSGNTGYAQKFQ
GRVTMTRNTSISTAYMELSSLRSE
DTAVYYCARSTSLSVWGQGTLVT
VSS

AE12-2 (VH) CDR-H1 10 SYDIN

AE12-2 (VH) CDR-H2 11 WMNPNSGNTGYAQKFQG

AE12-2 (VH) CDR-H3 12 STSLSV

AE12-2 (VL) (chudi Lambda) 13 SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGD
KLGDKYACWYQQKPGQSPVLVIY
QDSKRPSGIPKRFSGSNSGDTATLT
I[SGTQAMDEADY YCQAWDSSTGV
FGPGTKVTVL

AE12-2 (VL) CDR-L1 14 SGDKLGDKYAC

AE12-2 (VL) CDR-L2 15 QDSKRPS

AE12-2 (VL) CDR-L3 16 QAWDSSTGV

AE12-3 (VH) 17 EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCA
ASGFTFDDY AMHWVRQAPGKGL
EWVAVISYDGSNKYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCARERVYSSGKEGYYYG
MDVWGQGTMVTVSS

AE12-3 (VH) CDR-HI 18 DYAMH

AE12-3 (VH) CDR-H2 19 VISYDGSNKYYADSVKG

AE12-3 (VH) CDR-H3 20 ERVYSSGKEGYYYGMDV

AE12-3 (VL) (chudi Lambda) 21 QSGLTQPPSVSAAPGQRVTISCTG
SGSNIGAGYGVHWYQQLPATAPK
[LIYGDYNRPSGVPDRFSGSRSGTS
ASLTITGLQAEDEADYYCQSYDNS
LRGVLFGGGTKLTVL

AE12-3 (VL) CDR-L1 22 TGSGSNIGAGYGVH

AE12-3 (VL) CDR-L2 23 GDYNRPS
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AE12-3 (VL) CDR-L3 24 QSYDNSLRGVL

AE12-4 (VH) 25 EVQLVESGGGVVQPGTSL
RLSCAASGFPFSSYGMHW
VRQAPGKGLEWVAAISG
DGILKYYTDSVKGRFTISRD
INSKNTLYLQMNNLSGEDTG
LYYCARNYDNSLDYWGQGTL
VTVSS

AE12-4 (VH) CDR-H1 26 SYGMH

AE12-4 (VH) CDR-H2 27 AISGDGILKYYTDSVKG

AE12-4 (VH) CDR-H3 28 NYDNSLDY

AE12-4 (VL) (chudi Lambda) 29 QPVLTQSPSVSASLGASVKV
TCTLSSGHSAYAIAWHQQQP
EKGPRYLMKVNSDGSHNK
GDGVPDRFSGSSSGAERYL
[ISGLQSEDEADYYCQTWG
PGIRVFGGGTKLTVL

AE12-4 (VL) CDR-L1 30 TLSSGHSAYAIA

AE12-4 (VL) CDR-L2 31 VNSDGSHNKGD

AE12-4 (VL) CDR-L3 32 QTWGPGIRV

AE12-5 (VH) 33 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCK

VSGHSLSELTIHWVRQAPGKGLEW
MGGFDPEDGRGTYAPNFRGRVTM
TEDTSTDTAYMELSGLRSEDAAVY
YCATLLGEYDSYFDLWGRGTLVTV
SS

AE12-5 (VH) CDR-HI 34 ELTIH
AE12-5 (VH) CDR-H2 35 GFDPEDGRGTYAPNFRG
AE12-5 (VH) CDR-H3 36 LLGEYDSYFDL

AE12-5 (VL) (chudi Kappa)

37

DVVMTQSPDFQSVTPEDKVTITCR
ASQSIGSCLHWYQQKPDQSPKLLI
KYASQSISGVPSRFSGSGSGTDFTL
TINSLEAEDAATYYCHQSSSLPYT

FGQGTKLEIK
AE12-5 (VL) CDR-L1 38 RASQSIGSCLH
AE12-5 (VL) CDR-L2 39 [YASQSIS
AE12-5 (VL) CDR-L3 40 HQSSSLPYT

AE12-6 (VH)

41

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG
'YIFTNYDIAWVRQAPGQGLEWMGWM
INPDSGNTGFVQKFKGRVTATSNTDITT
AYMELSSLTSEDTAVYYCARDRFGSGY

DLDHWGQGTLVTVSS
AE12-6 (VH) CDR-HI 42 INYDIA
AE12-6 (VH) CDR-H2 43 'WMNPDSGNTGFVQKFKG
AE12-6 (VH) CDR-H3 44 DRFGSGYDLDH

AE12-6 (VL) (chudi Lambda)

45

SYELTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGS
KSVHWYQQKPGQAPVLVVYDDSDRPSG
[PERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADY
YCQVWGSSSDHYVFGTGTKVTVL

AE12-6 (VL) CDR-L1 46 GGNNIGSKSVH
AE12-6 (VL) CDR-L2 47 DDSDRPS
AE12-6 (VL) CDR-L3 48 QVWGSSSDHYV

AE12-7 (VH)

49

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF
TSSSYAMTWVRQAPGKGLEWVSGISGS
GESTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRVEDTAIYYCARQGYGAHDYWG
QGTLVTVSS
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AE12-7 (VH) CDR-H1 50 SYAMT
AE12-7 (VH) CDR-H2 51 GISGSGESTYYADSVKG
AE12-7 (VH) CDR-H3 52 QGYGAHDY

AE12-7 (VL) (chudi Lambda)

53

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGASSNVG
SNRVNWYQQFPGMAPKLLIYSNNQRPSGV
PDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCA

AWDDSLNGYVFGTGTKVTVL
AE12-7 (VL) CDR-L1 54 SGASSNVGSNRVN
AE12-7 (VL) CDR-L2 55 SNNQRPS
AE12-7 (VL) CDR-L3 56 AAWDDSLNGYV

AE12-8 (VH)

57

EVQLLESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFD
DYAMHWVRQAPGKGLEWVSLISWDGG
STYYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLOMN
SLRAEDTALYYCAKDIPKVGGYSYGYG

ALGYWGQGTPVTVSS
AE12-8 (VH) CDR-HI 58 DYAMH

AE12-8 (VH) CDR-H2 59 LISWDGGSTYYADSVKG
AE12-8 (VH) CDR-H3 60 DIPKVGGYSYGYGALGY

AE12-8 (VL) (chudi Lambda)

61

SYELTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGD
ISVHWY QQKSGQAPMLVVHDDSDRPSG
[PERFSGSNSGSSATLTISRVEAGDEAD
YHCQVWDSGSGHHVFGTGTKVTVL

AE12-8 (VL) CDR-L1 62 GGNNIGDISVH
AE12-8 (VL) CDR-L2 63 DDSDRPS
AE12-8 (VL) CDR-L3 64 QVWDSGSGHHV

AE12-13 (VH)

91

EVQLQESGAGLLKPSETLSLTCAVYGG
SFSGYYWSWIRQPPGKGLEWIGEINHS
GSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKL
SSVTAADTAVYYCARDDGAGVFDLW
GRGTLVTVSS

AE12-13 (VH) CDR-H1 92 GYYWS
AE12-13 (VH) CDR-H2 93 EINHSGSTNYNPSLKS
AE12-13 (VH) CDR-H3 94 DDGAGVFDL

AE12-13 (VL) (chudi Kappa)

95

DIQLTQSPSSLSASVGDGVTITCQASQ
DISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASN
LETGVPSRFSGSGSGTFFTLTINNLQPE
DFATYYCQQSGNTPWTFGQGTKVEINR

AE12-13 (VL) CDR-L1 96 QASQDISNYLN
AE12-13 (VL) CDR-L2 97 DASNLET
AE12-13 (VL) CDR-L3 98 QQSGNTPWT

AE12-15 (VH)

99

EVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKA
SGYTFTDYYIQWVRQAPGHGLEWM
GWINPKTGGTNYLQKFQGRVTMTR
DTSTRTAYMELSSLRSDDTAFYYCV
REDMNTVLATSWFDPWGQGTLVTVSS

AE12-15 (VH) CDR-HI1 100 DYYIQ
AE12-15 (VH) CDR-H2 101 WINPKTGGTNYLQKFQG
AE12-15 (VH) CDR-H3 102 EDMNTVLATSWFDP

AE12-15 (VL) (chudi Lambda)

103

SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGNQ
LGHKFASWYQQKPGQSPVVVIYED
KKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISG

TQAMDEADYYCQVWDVITDHY VF

GTGTKVTVLG

AE12-15 (VL) CDR-L1 104 SGNQLGHKFAS
AE12-15 (VL) CDR-L2 105 EDKKRPS
AE12-15 (VL) CDR-L3 106 QVWDVITDHYV

AE12-20 (VH)

107

EVQLVQSGSEVKKPGASVKLSCKT
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SGYTFTNSAIHWVRQAPGQRLEWM
GWINAGNGNTKYSQKFQGRVTITR
DTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
WAYCGGDCYSLDYWGQGTLVTVSS

AE12-20 (VH) CDR-H1

108

INSAIH

AE12-20 (VH) CDR-H2

109

'WINAGNGNTKY SQKFQG

AE12-20 (VH) CDR-H3

110

AYCGGDCYSLDY

AE12-20 (VL) (chudi Kappa)

111

DIQVTQSPSSLAASVGDRVTITCQAS
QDISNYLNWYQQRPGKAPKLLIYDA
SNLETGVPPRFSGDGSGTHFSFTITNV
QPEDVGTYYCQQYDSLPLTFGQGTR
LEIKR

AE12-20 (VL) CDR-L1 112 QASQDISNYLN
AE12-20 (VL) CDR-L2 113 IDASNLET
AE12-20 (VL) CDR-L3 114 QQYDSLPLT

AE12-21 (VH)

115

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLTCEGSG
FNFFTQTIHW VRQAPGKGLEWVASIS
SDSNYIYHADSLKGRFTVSRDNAQDS
'VFLQMNSLRVEDTAVYYCARDILLEP
LAPHYYYGLDVWGQGTTVTVSS

AE12-21 (VH) CDR-H1 116 TQTIH
AE12-21 (VH) CDR-H2 117 SISSDSNYIYHADSLKG
AE12-21 (VH) CDR-H3 118 DILLEPLAPHYYYGLDV

AE12-21 (VL) (chudi Kappa)

119

DIQVTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QPISTYVNWYQQKPGKAPKLLIYDA
STLEIGVPSRISGSGSGTDFTFTISSLQ
PEDIATYYCQQYDNFPLTFGGGTKV
DIKR

AE12-21 (VL) CDR-L1 120 RASQPISTYVN
AE12-21 (VL) CDR-L2 121 DASTLEI
AEI12-21 (VL) CDR-L3 122 QQYDNFPLT

AE12-23 (VH)

123

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISGYYWSWIRQSPGKGLEWIGEIFH
TGRTYYNPSLRSRLTISVDTSKNQFSL
KLSSLTAADTAVYYCARDSAFGSFD

YWGQGTLVTVSS
AE12-23 (VH) CDR-H1 124 GYYWS
AE12-23 (VH) CDR-H2 125 EIFHTGRTYYNPSLRS
AE12-23 (VH) CDR-H3 126 DSAFGSFDY

AE12-23 (VL) (chudi Kappa)

127

DIRVTQSPSSLSASVGDRVTITCQAN
EDISTYLNWYQQRPGKAPKLLIYDA
SNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISS
LQPEDFATYYCQQYHTYPFTFGGGT
KVDIKR

AE12-23 (VL) CDR-L1 128 QANEDISIYLN
AE12-23 (VL) CDR-L2 129 DASNLET
AE12-23 (VL) CDR-L3 130 QQYHTYPFT

AE12-24 (VH) 131 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCNVSG
GSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGNIYY
SGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKSQFSLK
LSSVTAADTAVYYCARALDFWSGQY
FDYWGQGTLVTVSS

AE12-24 (VH) CDR-H1 132 SYYWS

AE12-24 (VH) CDR-H2 133 INIYYSGSTNYNPSLKS

AE12-24 (VH) CDR-H3 134 ALDFWSGQYFDY

AE12-24 (VL) (chudi Kappa)

135

DIVMTQTPSSLSASVGDRVTITCQASQD
ISDYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASTLE
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SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISGLQPEDF
ATYYCQQSYSIPPTFGPGTRLEIKR

AE12-24 (VL) CDR-L1 136 QASQDISDYLN
AE12-24 (VL) CDR-L2 137 DASTLES
AE12-24 (VL) CDR-L3 138 QQSYSIPPT

Khang thé theo sang ché hodc bién thé hoic din xuit ctia n6 c6 thé chira mot hoic
nhiéu trinh tu axit amin c6 mitc do giéng 16n hon 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%,
60%, 55%, hodc 50% véi mot hodc nhiéu trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-64 va 67-73.
Khéng thé theo séng ché hodc bién thé hoic dan xuét cta né cé thd duge ma hoa bing
mot hodic nhidu trinh tw axit nucleic ¢c6 mtc dd giong 16n hon 95%, 90%, 85%, 80%,
75%, 70%, 65%, 60%, 55%, hodc 50% véi mot hodc nhiéu trinh tu néu trong SEQ ID
NO:1-64 va 67-73. Mitc d6 gidng va tuong ddng ciia polypeptit c6 thé duoc xac dinh, vi
du bang thuat toan trong bao cdo: Wilbur, W. J. va Lipman, D. J. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80, 726-730 (1983). Khang thé duoc md ta & ddy, bién thé hodc din xuét cta né c6
thé dwoc ma hoa bing axit nucleic ma lai trong diéu kién nghiém ngit v6i b thé cia mot
hodc nhidu trinh ty néu trong SEQ ID NO:3-42. Khéng thé dwgc md ta & day, bién thé
hodc dan xuét cta né c6 thé dwoc ma hoa bang axit nucleic ma lai trong cac didu kién co6
d6 nghiém ngit cao véi b6 thé ciia mdt hodc nhidu axit nucleic md hoa mot hodc nhiu

trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-64 va 67-73.

Khang thé nay c6 thé chira trinh tu néu trong SEQ ID NO:8, trong do6 gbc Cys cla
trinh tu néu trong SEQ ID NO:8 dugc thay thé cho axit amin khac. Khang thé nay c6 thé
chira cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:1 va 5, hodc 2-4 va 6-8, trong d6 gbc Cys cua
trinh tu néu trong SEQ ID NO:8 dugc thay thé cho axit amin khdc, hoic trong d6 gbc Cys
& vi tri 91 cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:5 dugc thay thé bang axit amin khéc. Géc
Cys & vi tri 91 cta trinh ty néu trong SEQ ID NO:5 ¢6 thé duoc thé bang phenylalanin,
histidin, leuxin, valin, isoleuxin, lysin, hodc tyrosin, chrflng han. Gbc Cys cua trinh tyr n€u
trong SEQ ID NO:8 ¢6 thé duoc thé bing phenylalanin (xem trinh ty néu trong SEQ ID
NO:67), histidin (xem trinh ty néu trong SEQ ID NO:68), leuxin (xem trinh ty n€u trong
SEQ ID NO:69), valin (xem trinh tw néu trong SEQ ID NO:70), isoleuxin (xem trinh tu
néu trong SEQ ID NO:71), lysin (xem trinh ty néu trong SEQ ID NO:72), hodc tyrosin
(xem trinh ty néu trong SEQ ID NO:73), chéng han. Xem Béang 2.
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Khang thé theo sang ché c6 thé 1a nhém phan tir IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va IgY
(vi du, IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgAl va IgA2) hoic phan nhém cua ching. Vi dy, khang
thé nay c6 thé 1a phan ttt [gG1 ¢ trinh tu ving ¢b dinh sau:

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK (SEQ ID NO:140).

Ving cé dinh néu trén trong SEQ ID NO:140 chira hai (2) d6t bién cua trinh tu
viing cé dinh kiéu dai & vi tri 234 va 235. Cu thé, cac dot bién nay Ia thay d6i leuxin thanh
alanin & vi tri 234 va 235 (chung dugc goi 1a dot bién “LLAA”). Cac dot bién nay duogc
thé hién & trén bang cach in dm va gach chan. Muc dich cia céc d6t bién nay 1a loai bod

cac chirc nang tac dong.

Theo céch khac, phan tit IgG1 c6 thé c6 trinh tw ving ¢6 dinh néu trén (SEQ ID
NO:140) chira mdt hodc nhidu dot bién. Vi du, trinh tyr viing ¢6 dinh caa SEQ ID NO:140
¢6 thé chira dot bién & axit amin 250 trong d6 threonin dugc thay thé bang glutamin (trinh
tu néu trong SEQ ID NO:141), dot bién & axit amin 428 trong d6 methionin dugc thay thé
béng leuxin (trinh tu néu trong SEQ ID NO:142) hodc cac dot bién & axit amin 250 trong
d6 threonin dugc thay thé bang glutamin va dot bién & axit amin 428 trong d6 methionin
duogc thay thé bang leuxin (trinh ty néu trong SEQ ID NO:143) nhu dugce thé hién trong
Bang 2A.

Theo cach khac, phan tir IgG1 c6 thé chira chudi niang chia: AE12-1 (VH) CDR-
H1 (trinh tu néu trong SEQ ID NO:2), AE12-1 (VH) CDR-H2 (trinh ty néu trong SEQ ID
NO:3), AE12-1 (VH) CDR-H3 (trinh tw néu trong SEQ ID NO:4) va chudi nhe chua:
AE12-1 (VL) CDR-L1 (trinh ty néu trong SEQ ID NO:6), AE12-1 (VL) CDR-L2 (trinh
tu néu trong SEQ ID NO:7) va AE12-1-V (VL) CDR-L3 (trinh ty néu trong SEQ ID



NO:70) va trinh ty ¢6 dinh ctia SEQ ID NO:143 nhu dugc thé hién trong Bang 2B (khang
thé nay duoc goi 1a AE12-1V-QL va ¢6 trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO:144 va
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trinh tu ¢6 dinh néu trong SEQ ID NO:145).

Theo céch khac, phéan tir IgG1 c¢6 thé chita chudi ning chira: AE12-1 (VH) CDR-
H1 (trinh ty néu trong SEQ ID NO:2), AE12-1 (VH) CDR-H2 (trinh ty néu trong SEQ ID
NO:3), AE12-1 (VH) CDR-H3 (trinh trr néu trong SEQ ID NO:4) va chudi nhe chua:
AE12-1 (VL) CDR-L1 (trinh ty néu trong SEQ ID NO:6), AE12-1 (VL) CDR-L2 (trinh
tu néu trong SEQ ID NO:7) va AE12-1-Y (VL) CDR-L3 (trinh tw néu trong SEQ ID
NO:73) va trinh ty ¢6 dinh néu trong SEQ ID NO:143 nhu dugc thé hién trong Bang 2B
(khang thé ndy dugc goi 1a AE12-1Y-QL va c6 trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID

NO:146 va trinh ty ¢b dinh néu trong SEQ ID NO: 147).

Bang 2

Bang 2A

VUNG PROTEIN SEQ ID NO. | Trinh tu

AEI12-1-F (VL) CDR-L3 | 67 FSYAGTDTL

AE12-1-H (VL) CDR-L3 | 68 HSYAGTDTL

AE12-1-L (VL) CDR-L3 | 69 LSYAGTDTL

AE12-1-V (VL) CDR-L3 | 70 VSYAGTDTL

AE12-1-I (VL) CDR-L3 |71 ISYAGTDTL

AE12-1-K (VL) CDR-L3 | 72 KSYAGTDTL

AE12-1-Y (VL) CDR-L3 | 73 YSYAGTDTL

Dot bién axit
amin

SEQ
NO:

ID

Trinh tu

Khéng

140

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

T250Q

141

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
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SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

M428L 142 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK
T250Q va | 143 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
M428L SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTK VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Bang 2B
VUNG PROTEIN | SEQ ID NO: Trinh tu
Chuéi nhe cua 144 QSALTQPRSVSGS PGQSVTISCTGTSSSVGDS IYVSWYQQHPGKAPK
AE12-1V-QL LMLYDVTKRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTI SGLQAEDEADYYCVSYA
(CDR du’qc gach GTDTLFGGGTKVTVLCGQPKAAPSVTLFPPSXEMLQAN KATLVCLISDF
chanva cac dét bién YPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQ SNNKYAASSYLSLTPEQWKS
duqc in dam) HRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS*
Chu5i nefmg cua 145 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVS CKASGYTFTSHGISWVRQAPGQGLDW
AE12-1 V-QL MGWISPYSGNTNYAQKLQGRVTMTTDTS TSTAYMELSSLRSEDTAVY
(CDR du'qc gach YCARVGSGPYYYMDVWGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
chian va cac d@t TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS SVV
bién dugc in dam) TVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVFLFPPKPKDQLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPRE PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VLHEALHNHYTQKSLSLSPGK*
Chusi nh¢ cua 146 QSALTQPRSVSGSPGQSVTISCTGTSSSVGDSIYVSWYQQHPGKAP
AE12-1Y-QL KLMLYDVTKRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTI SGLQAEDEADYYC_Y_S_
(CDR du'c_rc gach YAGTDTLFGGGTKVTVLGQPKAAPSVTLFPP SXEMLQANKATLVCLI
chin va céac d@t SDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNN KYAASSYLSLTPE
bién du'(_:fc in dé.m) QWKSHRSYSCQVTHEGSTVE KTVAPTECS*
Chu5i nang cua 147 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC KASGYTFTSHGISWVRQAPGQGLDWM
AE12-1 Y-QL GWISPYSGNTNYAQKLQGRVTMTTDTS TSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
(CDR du'c_yc gach ARVGSGPYYYMDVWGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
chanva cac d(}t bién GCLVKDYFPE PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS SVVTVPSS
dquc in dém) SLGTQTYICN’VNHKPSNTKVDKKVEPKS CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDQLMISRTPEVT CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC KVSNKALPAPIEKTISKAKG
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QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSL
SLSPGK*

Chuén bi/san xuét khang thé

Céc khang thé c6 thé dugc san xuit bing mot trong s6 cac ky thuét bat ky. N6i
chung, khang thé c6 thé dugc san xuit bang k¥ thuat nuéi chy té bao, bét ky tao ra khang
thé don dong thong qua céac ky thuat théng thuong, hodc thong qua chuyén nhiém céc gen
khang thé, cac chudi ning va/hodc chudi nhe vao trong cac té bao chu 1a té bao vi khuan
hodc t& bao dong vat c6 vi thich hop, @ cho phép san xuit khang thé. Céac dang khac
nhau ctia thut ngit "chuyén nhiém" duge dung dé duwa ADN ngoai sinh vao trong té bao
vét cha nhan khéng dién hinh hodc nhén dién hinh, vi dy, mé 15 bang dién, két tua bang
canxi-phosphat, chuyén nhiém DEAE-dextran va ky thuat tuong ty. Mac du co thé biéu
hién khang thé theo séing ché trong té bao vt chi nhan khong dién hinh hogc t& bao nhan
dién hinh nhung viéc bidu hién khang thé trong € bao nhan dién hinh dugc wu tién, va
dwoc wu tién nhit trong t& bao vat chit ddng vt ¢6 vii do cc té bao nhén dién hinh nhu
viy (va trong cdc té bao dong vat ¢6 vii cu thé) thich hop hon t€ bao nhén khong dién hinh
trong viéc tap hop va tiét ra khang thé gép nép hop 1y va c6 hoat tinh mién dich.

Té bao vét chi dong vat c6 vi duge 1y 1am vi du dé bidu hién khang thé ti t0 hop
theo sang ché bao gdm té bao CHO (bao gbdm té bao dhfr- CHO, dwoc md ta trong tai
liéu: Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220 (1980), dugc st dung
cung voi chit danh diu c6 thé chon loc DHFR, vi du chét danh ddu nhur dugc mo ta trong
tai liéu: Kaufman and Sharp, J. Mol. Biol. 159:601-621 (1982), té bao u tiy NSO, té bao
COS va té bao SP2. Khi céc vecto bidu hién tai t6 hop ma héa khang thé dugc dua vao
trong t& bao vat chu cia dong vét co v, khang thé nay duoc tao ra bang cach nudi cay té
bao vat chii nay trong mot khoang thoi gian du dé biéu hién khéng thé trong té bao vat
chu hodc t6t hon 13 du dé tiét khang thé vao trong mdi trudong nudi cly té bao chii. Khang

thé c6 thé dugc thu hdi tir mdi trudng nudi cAy bang cac k¥ thuat tinh ché protein chuan.

Céc té bao chu ciing c6 thé duge sir dung dé tao ra cac manh khang thé chirc nang,

nhu cac manh Fab hodc cac phén tir scFv. Can hicu rang céac cai bien doi voi quy trinh
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néu trén 14 ndm trong pham vi cia sang ché. Vi du, c6 thd mong mudn dé chuyén nhiém
té bao bang ADN ma héa cac manh chirc ning cia chudi nhe va/hodc ciia chudi ning cla
khang thé theo sang ché. Coéng nghé ADN tai td hop ciing c6 thé duge sir dung dé loai bo
mdt s, hodc toan bd ADN mi héa ca chudi nhe va chudi ning ma khong can cho viée
lién két vé6i cac khang nguyén quan tAm. Cac phan tir nay dwgc biéu hién tir cac phan tir
ADN bi cét nhu vy ciing nim trong pham vi cua cac khang thé theo sang ché. Ngoai ra,
cac khang thé hai chtrc ning co thé dugce tao ra, trong d6 mot chudi ning va mot chudi
nhe 13 cua khang thé theo sang ché (nghia 13, RGMa ngudi) va chudi nhe va chudi ning
con lai dic hiéu dbi v6i khang nguyén khong phai 14 RGMa ngudi bang céch tao lién két
chéo cua khang thé theo sing ché v6i khang thé tht hai bang phwong phéap hoéa hoc tao
lién két tidu chuan.

Trong hé tai td hop duge wu tién cua khang thé theo sang ché, vecto biéu hién tai
t8 hop ma héa ca chudi ning 1n chudi nhe ciia khang thé dugc dua vao trong té bao dhfr-
CHO béng cach chuyén nhiém qua trung gian canxi phosphat. Trong vecto biéu hién tai
t8 hop, mdi gen chudi ning va nhe ciia khang thé duoc lién két dong véi yéu t6 diéu hoa
doan ting cudng CMV/doan khai diu AAMLP dé ddy manh mtc sao chép cua cac doan
gen nay. Vecto biéu hién tai td hop ciing mang gen DHFR, gen nay cho phép chon loc cac
t6 bio CHO di dugc chuyén nhifm bang vecto nay bang cach st dung phuong phip
khuyéch dai/chon loc metotrexat. Cac t& bao bién nap di chon dugc nudi céy dé biéu hién
chudi ning va chudi nhe cua khang thé va khang thé nguyén ven dugc thu hdi tir moi
truong nudi cdy. Cac k§ thudt sinh hoc phan tir chudn duogc st dung dé diéu ché vecto
biéu hién tai td hop, chuyén nhidm cac té bao vat chu, Iya chon dé bién nap, nuodi céy cac
té bao vat chi va thu hdi khang thé tir méi truong nudi cdy. Sang ché con boc 160 phwong
phép tong hop khéng thé tai td hop bang cach nudi cdy té bao vat chu theo sang ché trong
mai trudng nudi cdy thich hgp cho dén khi khang thé tai td hop theo sang ché duoc tong
hgp. Phuong phép nay ¢ thd con bao gdm viéc tach khang thé tai t6 hop tir mdi trudng

nudi cay.

Phuong phép san xuét cac khang thé don dong bao gdm viéc chuin bi dong té bao

bét tir c6 kha ning tao ra cac khang thé c6 tinh dic hi¢u mong muon. Dong té bao nay c6
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thé dugc tao ra tir cac té bao 14 lach thu duoc tir dong vat da giy mién dich. Pong vat c6
thé duoc giy midn dich bing RGMa hojic manh va/hoic bién thé ctia né. Vi dy, trinh tu
bét ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:74,
manh SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66 hoic SEQ ID NO:74, hodc bién thé cua céc trinh tu
néu trong SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66 SEQ ID NO:74 ¢6 thé dwgc ding dé gay mién
dich cho dong vit. Peptit duoc dung dé gay mién dich cho dong vat c6 thé chira cac axit
amin m3 héa Fc & nguoi, vi du manh c6 kha nang két tinh mot ving hoic ving dudi cua
khéng thé ngudi. Cac t& bao 14 lach sau d6 c6 thé duge 1am bt tir bang cach, vi dy, dung
hop véi phan tir dung hop 13 t& bao u tiy. Rét nhiéu k¥ thuat dung hop c6 thé dugc st
dung. Vi du, cac t& bao 14 lach va t& bao u tiy c6 thé dugce két hop v6i chit tay khong ion
héa trong vai phit va sau d6 dat vao mdi truong chon loc v&i mat do thép, moi truong
chon loc nay hd tro sy sinh trudng ctia céc té bao lai, nhung khéng hd trg su sinh truéng
cho cac t& bao u tiy. Mot ky thuat nhu vdy sir dung viéc chon loc hypoxanthin,
aminopterin, thymidin (HAT). Sau mdt thoi gian vira du, thuong 1 dén 2 tuln, cac khuan
lac cua t& bao lai dugc quan st thay. Mot khuin lac dugc chon va dich ndi nudi cay
ching dugc thir nghiém hoat tinh lién két dua trén polypeptit. Té bao lai c6 tinh phan tng

va tinh dic hiéu cao ¢6 thé duoc dung dén.

Céc khang thé don dong c6 thé duoc phan 1ap tr dich ndi nudi cdy khuan lac ctia té
bao lai. Ngoai ra, rAt nhiéu k§ thuat khac nhau c6 thé duoc sir dung dé tang higu suét, nhu
tiém dong té bao lai vao khoang bung clia vét chu c6 xwong song thich hop, nhu chudt
nhét. Cac khang thé don dong sau d6 c6 thé duoc thu hoach tir dich hach hodc méau. Céc
tap chét c6 thé dugc loai bo khoi cac khang thé bang cac k¥ thuét thong thuong nhu sdc
ky, loc gel, két tia, va chiét. Sic ky 4i luc 1A mot vi du vé phuong phéap co thé dugc dung

trong quy trinh tinh ché cac khang thé.

Enzym phén cit protein papain wu tién phén cit cac phan tir IgG dé tao ra vai
manh, hai trong s§ cdc manh ndy (cac manh F(ab)) timg manh chira di dime dong héa tri
chira vi tri lién két khang nguyén nguyén ven. Enzym pepsin cling co kha ning cat cac
phan tir IgG dé vai manh, bao gdm manh F(ab’)2, chira cd hai vi tri lién két khang

nguyeén.
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Manh Fv c¢6 thé duge tao ra bang cach phan cat wu tién protein cua IgM, va hiém
khi 13 cdc phan tir IgG hodc IgA globulin mién dich. Manh Fv ¢6 thé thu dwgc st dung k¥
thuat tai td hop. Manh Fv bao gdm di dime VH::VL khong ddng hoa tri bao gbm vi tri
lién két khang nguyén ma giit lai nhidu kha ning nhan biét khang nguyén va kha ning lién

két ciia phén tir khang thé tu nhién.

Khang thé, méanh khang thé, hogc dan xuét ctia né c6 thé chira bd CDR ctia chudi
nang va chudi nhe, 14n luot duoc xen gifta by khung hoat dong cla chubi ning va chudi
nhe ma hd tro cho cdc CDR va xéac dinh mdi quan hé vé mat khong gian gifta cdc CDR
v6i nhau. B CDR c6 thé chira ba ving siéu bién cua ving V ciia chudi ning hodc chudi
nhe. Bt dAu tir ddu N cta chudi ning hodc chudi nhe, cac ving ndy 1an luot duoc ky hidu
1a “CDR1”, “CDR2” v& “CDR3”. Do d6, vi trf lién két khang nguyén, ¢6 thé bao gom 6
CDR, chtta bd CDR tir mdi trong s6 cac vang V cia chudi ning va chudi nhe. Polypeptit
chira CDR don (vi du, CDR1, CDR2 hodc CDR3) ¢co6 thé dwoc goi 1a “don vi nhén biét
phén ti”. Phan tich hinh hoc tinh thé phirc chit khang nguyén-khéng thé da chimg minh
rang cac goc axit amin cua CDR tao ra su tiép xtic sau rong voi khang nguyén lién két,
trong d6 viéc tiép xic sau rong nhét véi khang nguyén 12 véi CDR3 clia chudi ning. Do
d6, cac don vi nhan biét phan tir c6 thé chiu trach nhiém chinh v& tinh dc hi¢u cta vi trf
lién két khang nguyén. Noi chung, céc gbc CDR lién quan tryc tiép va hau nhu tic dong

dén lién két cua khang nguyén.

Cac phuong phap thich hgp khac dé tao ra va phan 1ap cac khang thé c6 tinh dic
hiéu cn thiét c6 thé dugc dung, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic phuong phap
chon loc khang thé tai td hop tir peptit hodc thu vién protein (vi du, nhung khong chi gidi
han &, thé thuc khuén, ribosom, oligonucleotit, ARN, ADN bd tro, ndm men hoic cic
phﬁn tr twong ty, thu vién biéu hién); vi du, nhu ¢ s&n tir nhiéu nha cung cép trén thi
treong nhuw Cambridge Antibody Technologies (Cambridgeshire, UK), MorphoSys
(Martinsreid/Planegg, Del. ), Biovation (Aberdeen, Scotland, UK) Biolnvent (Lund,
Sweden), stt dung cac phuong phap da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Xem patent My
sé 4,704,692; 5,723,323; 5,763,192; 5,814,476; 5,817,483; 5,824,514, 5,976,862. Cac

phuong phéap khac dua trén vigc gy mién dich cac dong vat chuyén gen (vi dy, chudt
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SCID, Nguyen et al.(1997) Microbiol. Immunol. 41:901-907; Sandhu et al.(1996) Crit.
Rev. Biotechnol. 16:95-118; Eren et al.(1998) Immunol. 93:154-161) c6 kha nang tao ra
kho khang thd & ngudi, nhu da biét trong linh vye k§ thuat ndy va/hogc nhu dwge moé ta &
day. Cac k¥ thuat nay, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, biéu hién ribosom (Hanes et
al.(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:4937-4942; Hanes et al.(1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 95:14130-14135); cong nghé san xudt khang thé don té bao (vi du, phuong
phap khang thé lympho biao chon loc ("SLAM") (patent My s6 5,627,052, Wen et
al.(1987) J. Immunol. 17:887-892; Babcook et al.(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:7843-7848); vi giot gel va do dong té bao (Powell et al.(1990) Biotechnol. 8:333-337;
One Cell Systems, (Cambridge, Mass).; Gray et al.(1995) J. Imm. Meth. 182:155-163;
Kenny et al.(1995) Bio/Technol. 13:787-790); chon loc té bao B (Steenbakkers et
al.(1994) Molec. Biol. Reports 19:125-134 (1994)).

Khang thé ¢6 4i luc dugc 1am thanh thuc ¢ thé duoc tao ra bang mét trong s6
nhidu quy trinh bat ky da duogc biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Vi dy, xem Marks et al.,
BioTechnology, 10: 779-783 (1992) md ta viéc 1am thanh thyc 4i lyc bang cach sip xép
Jai midn VH va VL. Gay dot bién ngu nhién déi véi CDR va/hogc céc gbe trong khung
hoat dong duoc mo ta trong tai liéu: Barbas et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 91: 3809-
3813 (1994); Schier et al., Gene, 169: 147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. , 155:
1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. , 154(7): 3310-3319 (1995); Hawkins et al,
J. Mol. Biol. , 226: 889-896 (1992). Dt bién chon loc & céc vi tri gdy dot bién chon loc
va o vi tri tiép xuc hodc si€u dot bién ¢c6 géc axit amin ting cudng hoat tinh dugc mo ta

trong patent My s6 6,914,128 B1.

Céc bién thé cua khang thé theo sing ché ciing c6 thé dugce tao ra sir dung viéc
phan phdi polynucleotit ma héa khing thé theo sang ché vao vat chu thich hop dé cung
cép cac ddng vat hodc dong vat co6 va chuyén gen, nhu dé, bo, ngya, va cac dong vat khac
twong tu, ma tao ra cac khang thé nay trong sita ciia ching. Cac phwong phép nay la da
dwoc biét trong linh vuc k¥ thudt nady va duge md ta trong patent My sb6 5,827,690;
5,849,992; 4,873,316; 5,849,992; 5,994,616; 5,565,362; va 5,304,489.
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Céc bién thé cua khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra bang cach phan
phéi polynucleotit theo sang ché dé tao ra cac thuc vat chuyén gen va nudi cAy céc t€ bao
thue vat (vi du, nhung khong chi gi6i han ¢, thudc 14, ngd va beo tAm) ma tao ra cic
khang thé nay, cac phﬁn dac hiéu hodc céac bién thé trong cac bd phan cua thyc vat hodc
trong cac té bao dugc nudi cdy. Vi du, Cramer et al.(1999) Curr. Top. Microbol.
Immunol. 240:95-118 va cac tai liéu vién dan dugce trich din & day, mo ta viéc san Xuét
cac 14 thude 14 chuyén gen biéu hién lwgng 16n protein tai t6 hop, vi du, stt dung gen khéi
dong gy cam tng. Ngbd chuyén gen di dwgc ding dé biéu hién protein & dong vat c6 va &
quy md san xuét thuong mai, v6i hoat tinh sinh hoc twong duong véi hoat tinh duogc tao ra
trong cac hé théng tai t6 hop khac hodc dugc tinh ché tir céac nguén tu nhién. Xem, vi du,
Hood et al., Adv. Exp. Med. Biol. (1999) 464:127-147 va céc tai liéu duoc trich dan &
day. Céc bién thé cta khang thé cling dwoc tao ra v6i lugng 16n tir hat cia thuc vat
chuyén gen bao gdm ménh khéng thé, nhu cac khang thé mach don (scFv's), bao gdm cac
hat ctia thubc 14 va cu khoai tdy. Xem, vi dy, Conrad et al.(1998) Plant Mol. Biol.
38:101-109 vA cdc tai lidu vién din & day. Do dé, cac khang thé theo sang ché ciing ¢6 thé

duoc tao ra st dung céc thye vat chuyén gen, theo phuong phap da biét.

Céc din xuét cia khang thé c6 thé tao ra, vi du, béng cach bd sung céc trinh tu
ngoai sinh d8 cai bién tinh sinh mién dich, hodc lam giam, ting cudng, hodc cai bién lién
Két, i luc, tbe dd két hop, tdc do phan ly, sy hap dén, tinh ddc hiéu, thoi gian ban hiy,
hodc cac dic tinh thich hgp khac. N6i chung, mot ph::in ho#c toan bd trinh ty CDR &
ngudi hodc khong phai ¢ ngudi dugc gitt lai ddng thoi céc trinh ty khéng phai & nguoi
clia ving bién d6i va ving ¢b dinh dugc thay bang céc axit amin & ngudi hodc céc axit

amin khac.

Céc khang thé manh nhé c6 th & thé d6i c6 hai vi tri lién két khang nguyén, trong
d6 cic manh chira ving bién déi ctia chudi ning (VH) lién két v6i ving bién dbi cla
chudi nhe (VL) trong ciing chudi polypeptit (VH VL). Xem, vi du EP 404,097; WO
93/11161; va Hollinger et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448. Bing
cach st dung chét lién két cuc ngin dé cho phép ghép cap giita hai mién trén cing mot

chudi, cac mién nay budc phai ghép cip v6i mien bo trg cua chudi khac va tao ra hai vi tri
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lién két khang nguyén. Ciling xem patent My 56 6,632,926 duoc cip cho Chen va céc
ddng tac gia va patent nay mo ta bién thé ctia khang thé c6 mot hodc nhiéu axit amin dugc
xen vio ving siéu bién cta khang thé gbc va co ai luc lién két v6i khang nguyén dich

manh hon it nhit khoang hai 14n so véi 4i luc cia khang thé gbc d6i v6i khang nguyén do.

Khéng thé c6 thé 13 khang thé thang. Quy trinh tao ra khang thé thang 13 da biét
trong linh vuc k¥ thuat nay va duoc md ta trong tai ligu: Zapata et al.(1995) Protein Eng.
8(10):1057-1062. Vén tht nhu sau, cdc khang thé nay chira mot cdp cua doan Fd lién tiép
(VH-CH1-VH-CH1) ma tao ra cdp vung lién két khang nguyén. Cac khang thé thang c6

thé c6 tinh dic hiéu d6i hodc don dic hiéu.

Céc khéng thé c6 thé duge thu hdi va tinh ché tir viée nudi cdy € bao tai t6 hop
bang cac phuong phép da biét bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, tinh ché protein A,
ammoni sulfat hodc Kkét taa bz"lng etanol, chiét br?mg axit, sic ky trao dbi anion hoic cation,
sdc ky phosphoxenluloza, sdc ky tuong tac ky nudc, sdc ky 4i luc, séc ky hydroxylapatit
va séc ky lectin. Séc ky long hiéu ning cao (High performance liquid chromatography -

HPLC) ciing c¢6 thé duge dung d& tinh ché.

' C6 thé s& hitu ich khi dénh ddu khang thé bing chit danh du c6 thé phat hién
duoc hoidc co tac dung diéu tri. Cac phuong phap dé két hop céc khang thé vao cac chat
nay la da dugc biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Pé minh hoa, cic khang thé ¢ thé duge
danh d4u bang nhém c6 thé phat hién dugc nhu nguyén tir ¢ hoat tinh phong xa, nhom
mang mau, nhém phat 4nh sanh huynh quang, hodc cac nhém khac twong ty. Cac khang
thé dugc danh ddu nay c6 thé duogc dung cho cac k¥ thuat chéan doan, in vivo, hodc trong
c4c mAu thir d3 phan tach. Cac khang thé ciing c6 thé duoc tiép hop, vi du vé6i duoc chét,
nhu héa chét tri lidu hodc cht doc. Ching c6 thé duge cho lién két véi xytokin, v6i phéi
tir, v6i khang thé khac. Céc chit thich hop ding dé két hop véi cac khing thé 8 tao ra tac
dung khang u bao gdm cac xytokin nhu interleukin 2 (IL-2) va yéu td hoai tit u (Tumor
Necrosis Factor - TNF); c4c chit nhay séng, dé st dung trong liéu phép quang dong hoc,
bao gdm nhom (III) phtaloxyanin tetrasulfonat, hematoporphyrin, va phtaloxyanin; nuclit

phéng xa, nhu iot-131 (131D), yttri-90 (90Y), bismuth-212 (212Bi), bismuth-213 (213Bi),
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techneti-99m (99mTc), rheni-186 (186Re), va rheni-188 (188Re); cac chéat khang sinh,
nhu doxorubixin, adriamyxin, daunorubixin, metotrexat, daunomyxin, neocarzinostatin,
va carboplatin; doc td vi khuén, thuc vat, va cac chit doc khac, nhu doc t6 bach hau,
ngoai doc t5 A cua vi khuén hinh que, doc td rudt A cta khuén tu cau, doc td abrin-A,
rixin A (rixin A loai nhém glycosyl va rixin A ty nhién), doc td TGF-alpha, doc t6 té bao
tir rin hd mang Trung Quéc (naja naja atra), va gelonin (dgc td thuc vat); protein vo hoat
ribosom tr thuc vat, vi khuin va ndm, nhu restrictoxin (mdt loai protein v6 hoat ribosom
do Aspergillus restrictus tao ra), saporin (m¢t loai protein vo hoat ribosom Saponaria
officinalis tao ra), va RNaza, chét e ché tyrosin kinaza; ly207702 (purin nucleosit dugc
flo héa hai lan); liposom chura céc chét chdng cystic agents (vi du, cac oligonucleotit a6i
nghia, cac plasmit md hoa doc t8, methotrexat, v. v.); va cac khang thé hoic manh khang

thé khac nhu F(ab).

Céc khéang thé c6 thé dugc doc trinh ti va sao chép bang phuong tién tai t6 hop
hodc phuong tién tbng hop. Chung ciing c6 thé duge doc trinh tu tiép xudi xudng trinh ty
nucleotit thang ma hoéa ching. Do d6, sang ché d& cap dén cac polynucleotit nay, mot
minh hogc két hop véi chit mang, vecto hodc t& bao chi nhu duge mo ta & trén, ma hoa

trinh ty khang thé theo sang ché.

Viéc san xuét khang thé thong qua viéc sir dung cong nghé té bao lai, phuong phap
SLAM, dong vét chuyén gen, va thu vién khang thé tai t6 hop duge mo ta chi tiét hon
dudi day.

(1) San xuét cic khang thé don dong khang RGMa st dung cong ngh¢ lai.

Céc khéang thé don dong c6 thé dugc san xuét str dung rat nhidu k§ thuat khac nhau
da biét trong linh vuc k¥ thuft bao gbm str dung cong nghé lai, tai t8 hop va biéu hién thé
thuc khuén, hogic két hop cac k¥ thudt nay. Vi dy, cac khang thé don dong c6 thé dugc tao
ra st dung cac k¥ thuat lai bao gbém cac k¥ thuat lai d biét trong linh vuc k¥ thuat va

dugc hudng din, vi du trong tai liéu: Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual,

Second edition, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1988);

Hammerling, et al., In Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, (Elsevier, N.Y,
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1981). Cén luu y ring thut ngit “khang thé don dong” dugc sir dung & déy khong chi gidi
han & céc khang thé dugce tao ra bang cong nghé lai. Thuét ngit ‘khing thé don dong” chi
khang thé thu dwgc tir mdt dong duy nhit, bao gdm dong té bao nhan chuén, tién nhan
hodc thé thuc khu4n va khong phu thudc vao phuong phép tao ra ching.

Theo mdt phuwong an, sang ché mé ta phuong phép tao ra cac khang thé don dong
cling nhu cac khang thé duge tao ra biang phuong phip nay. Phuong phap nay bao gdm
nudi cly té bao lai tiét ra khang thé theo sang ché trong do, t6t hon 1a té bao lai duoc tao
ra bing cach dung hgp céc té bao 14 lach dugc phan 1ap tir dong vit, vi du chudt nhét hoic
chudt dong, di giy mi2n dich bang RGMa theo sang ché véi céc té bao u tiy va sau do,
sang loc cac té bao lai khoi thé dung hop cho cac dong té bao lai tiét khang thé c6 kha
nang lién két véi polypeptit theo sang ché. Tém lai, chuéf ddng c6 thé duge gly mién
dich bang khang nguyén RGMa. Uu tién 1, khang nguyén RGMa duoc dung cung véi ta
chét d& kich thich dép tmg midn dich. CAc ta chét nay bao gdm chét diéu chinh Freund
hoan chinh hoiic khong hoan chinh, RIBI (muramyl dipeptit) hodc ISCOM (cac phuc kich
thich mi2n dich). Céc ta chit nay c6 thé bao vé polypeptit khoi sy phan tin nhanh bing
cach cang hdoa nd & dang két tha tai chd, hodc ching c6 thé chtra hop chét kich thich vat
chit tiét ra cac tac nhan c6 tinh chit huéng héa dbi vai cac dai thuc bao va céac thanh phan
khéc cia hé mién dich. Tét hon, néu polypeptit duge dung thi ché @6 giy mién dich s&
bao gdm hai hogc nhiéu 14n dung polypeptit, kéo dai trong vai tudn; tuy nhién, viéc dung
mdot 1an polypeptit cling c6 thé duge str dung.

Sau khi gdy mién dich dong vét bang khang nguyén RGMa, cic khing thé va/hodic
céc té bao sinh khang thé c6 thé thu duge tir dong vét nay. Huyét thanh chira khang thé
khang RGMa thu duge tir dong vat nay bing cach 14y méu hodc giét dong vat nay. Huyét
thanh c6 thé duoc st dung nguyén dang nhu khi thu dugc tir dong vat, phan globulin mién
dich c6 thé thu duoc tir huyét thanh, hodc cac khang thé khang RGMa c6 thé duoc tinh
ché tir huyét thanh. Huyét thanh hodc céc globulin mién dich thu dugc theo cach nay &
dang da dong, do d6 c6 ma tran dic tinh khac nhau.

Ngay sau khi dap ung mién dich dwgc phat hién, vi du cac khang thé dic hiéu véi
khang nguyén RGMa dugc phat hién trong huyét thanh cua chudt ddng, tién hanh lay 14

lach ciia chiing va phan 1ap té bao 14 lach. Nhitng té bao 14 lach nay sau d6 dugc dung hop
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bing cac k§ thuét da biét rd véi cac té bao u tiy bét ky thich hop, vi du céc té bao tir dong
té bao SP20 c6 sin tr B suu tip chung gibng Hoa Ky (American Type Culture
Collection - ATCC, Manassas, Va., US). Cac té bao lai dugce chon loc va tach dong b%mg
cach pha lodng c6 gi6i han. Cac dong t& bao lai sau d6 dugc thir nghiém bing cac phuwong
phap da biét trong linh vuc k¥ thuit dbi voi cac té bao tibt ra cac khang thé c6 kha ning
lién két v6i RGMa. Dich cb truéng, ma thudng chira cac khang thé v6i mirc cao c6 thé
duoc tao ra bing cach gy mién dich chudt ddng bing cac dong té bao lai duong tinh.

Céc té bao lai dugc 1am bét tir tao ra khéng thé co thé dugc tao ra tir dong vat da
gdy mién dich. Sau khi gdy mién dich, dong vat nay bi giét va céc té bao 14 lach B duoc
cho dung hop véi cac té bao u tiy da lam bit tir nhu da dwgc biét 18 trong linh vuc k§
thuat. Xem, vi du tai liéu: Harlow and Lane, & trén. Uu tién 13, cac té bao u tiy khong tiét
cac polypeptit globulin mién dich (dong té bao khong tiét). Sau khi dung hop va chon loc
bing khang sinh, cic té bao lai dugc sang loc sit dung RGMa, hogc phén cia né, hoic té
bao biéu hién RGMa. Ciing wu tién 13, viéc sang loc ban d4u duoc tién hanh sir dung thir
nghiém hép thu mién dich lién két enzym (enzym-linked immunosorbent assay - ELISA)
hozc thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay - RIA), tdt hon néu 1a ELISA.
Mot vi du vé sang loc st dung ELISA dugc cung cép trong cong bd don qubc té s6 WO
00/37504.

Céc té bao lai tao ra khang thé khang RGMa dugce chon loc, tach dong va sang loc
tiép dua trén dac diém mong mubn, bao gém kha nang sinh truéng manh cua té bao, hiéu
suét tao ra khang thé cao va cac dic diém mong mudn cia khang thé nhu dugc thao luin
trong Vi du 1 dudi day. Cac té bio lai c6 thé dugc nudi cdy va nhan 1én in vivo trong cac
dong vat cung nguén, trong cac dong vat thiéu hé mién dich, vi dy chudt trui 16ng, hoic
trong mbi truong nudi cly té bao in vitro. Phuong phép chon loc, tdch dong va nhan céc

té bao lai 1a da biét dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat

Ul tién 13, cac té bao lai 12 cac t& bao lai & chudt déng. Theo cach khéc, céc té bao
lai ¢6 thé duoc tao ra & cac loai khong phai 1a chudt ddng, khong phai 12 ngudi nhu chudt
nhét, ciru, lon, dé, gia suc hodc ngwa. Ciing uu tién 13, t& bio lai 13 té bio lai & ngudi,
trong d6 t& bao u tiry khong tiét & ngudi dugc dung hop véi té bao & ngudi biéu hién

khang thé c6 kha ning lién két véi khang nguyén dic hi¢u.
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Cac manh khang thé nhan biét cac epitop dic hiéu c6 thé duge tao ra bang cac k§
thuét da biét. Vi du, cdc manh Fab va F(ab')2 c6 thé duoc tao ra bang cach phan cit phéan
giai protein phan tr globulin mién dich str dung c4c enzym nhu papain (dé tao ra hai
manh Fab giéng nhau) hodc pepsin (dé tao ra manh F(ab')2). Manh F(ab')2 clia phan tr
TG giit lai hai vi tri lién két khéng nguyén cia phén tir IgG 16n hon (phan tir goc) bao
gdm c4 hai chudi nhe (chira ving bién ddi ctia chudi nhe va ving c¢b dinh ciia chudi ning),
ving CH1 ciia cac chudi ning va ving khép tao lién két disulfua cua phan tir IgG gbe. Do
d6, manh F(ab')2 vin c6 kha ning lién két ngang v6i céc phan tir khang thé giong nhu
phan tir IgG gbe.

(2) San xuét céc khang thé don dong khang RGMa sir dung SLAM.

Céc khang thé tai t6 hop cling c6 thé dwoc tao ra tir cac lympho bao da tach, riéng
ré sir dung quy trinh dugc d& cap dén trong linh vuc k¥ thuat dudi dang phuong phép
khang thé lymphd bao chon loc (selected lymphocyte antibody method - SLAM), nhu
dugce mo ta trong Patent My $6 5,627,052, WO 92/02551 va Babcock, J.S. et al. (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848. Trong phuong phép nay, cac t& bao riéng ré tiét
khang thé quan tim, vi du cac lymphd bao c6 ngudn gdc tir dong vat da gay mién dich,
duoc sang loc sir dung thtr nghiém mang tan huyét dic hiéu khang nguyén, trong do
khang thé RGMa, tiéu don vi cia RGMa hodc manh cta né dugc li€n Kkét voi cac té bao
méu dé & ctru sir dung chét lién két nhu biotin, va dugc ding dé xéc dinh céc t€ bao don
ma tiét ra cac khang thé c6 tinh dic hidu v6i RGMa. Sau khi xdc dinh céc t& bao tiét
khang thé quan tdm, ADN bd trg ciia viing bién ddi ctia chudi ndng va nhe dugc thu tir
c4c t& bao nay bang enzym PCR transcriptaza ngugc va cic vung bién d6i nay sau d6 c6
thé dugc biéu hién, trong pham vi cic ving ¢b dinh globulin mién dich thich hop (vi du,
cac vung c6 dinh & nguoi), trong cac té bao vat chi ciia dong vat c6 v, nhu céc té bao
COS hosic CHO. Céc té bao vat chi duoc chuyén nhidm bing trinh ty globulin mién dich
da khuéch dai, ¢6 nguén géc tr lympho bao chon loc in vivo, sau d6 ¢ thé duwoc phan tich
va chon loc tiép in vitro, vi du béng cach sang loc té bao chuyén nhidm d tach ra té bao
bidu hién RGMa. Trinh tu globulin mién dich d& khuéch dai c6 thé con dugc thao téc in
vitro nhu bang céc phuong phap 1am thanh thuc i lwc in vitro nhu cac phuong phap dugc

md ta trong WO 97/29131 va WO 00/56772.
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(3) San xuit cac khang thé don dong khang RGMa st dung dong vét chuyén gen

Céc khang thé don dong ciing c6 thé dugc tao ra bang cach gy mién dich dong vat
khong phai ngudi chira mét s hoic tht ca céc vi tri (locus) lién két v6i khang nguyén
RGMa. Theo mdt vi du, déng vat khong phai la ngudi nay 1a chudt chuyén gen
XENOMOUSE®, chung chudt dwoc cai bién di truyén mang nhiéu manh 16n cua céc vi
tri globulin mién dich & ngudi va khong tao ra khang thé & chudt nhit. Xem, vi du tai lidu:
Green et al. Nature Genetics 7:13-21 (1994) va cac Patent M§ s6 5,916,771, 5,939,598,
5,985,615, 5,998,209, 6,075,181, 6,091,001, 6,114,598 va 6,130,364. Ciing xem tai ligu:
WO 91/10741, duge cong bd ngdy 25.7.1991, WO 94/02602, dugc cong bd ngay
3.2.1994, WO 96/34096 va WO 96/33735, c4 hai dwgc cong bd ngay 31.10.1996, WO
98/16654, dugce cong bd ngay 23.4.1998, WO 98/24893, dugc cong bd ngay 11.6 1998,
WO 98/50433, dwge cong bé ngay 12.11.1998, WO 99/45031, duge cong bd ngy
10.9.1999, WO 99/53049, dugc cong bb ngay 21.10.1999, WO 00 09560, dwoc cong b
ngiy 24.2.2000 va WO 00/037504, duge cong bd ngay 29.6.2000. Chudt chuyén gen
XENOMOUSEP tao ra kho khang thé & nguoi thanh thuc hoan toan, va tao ra khang thé
don dong & ngudi dic hiéu khang nguyén. Chudt chuyén gen XENOMOUSE® chua
khodng 80% kho khang thé & ngudi bang cach dwa vao megabazo c6 kich thude, manh
YAC cAu hinh dong maAm cua céc vi tri chudi ning & ngudi va vi tri x cua chudi nhe.
Xem tai liéu: Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green va Jakobovits J.
Exp. Med. 188:483-495 (1998).

(4) San xuét cac khang thé don dong khang RGMa st dung thu vién khang thé tai td hop

Céac phuong phap in vitro co thé ciing dwoc sir dung dé tao ra cac khang thé gbc,
trong d6 thu vién khang thé dugc sang loc dé xé4c dinh khang thé c6 tinh lién két dic higu
RGMa mong mubn. Cic phuong phép sang loc thu vién khang thé t4i td hop 1a da biét
trong linh vyc k¥ thuat va bao gdm cac phwong phap dugc md ta trong, vi du tai ligu:
Ladner et al. Patent My s6 5,223,409; Kang et al. WO 92/18619; Dower et al. WO
91/17271; Winter et al. WO 92/20791; Markland et al. WO 92/15679; Breitling et al. WO
93/01288; McCafferty et al. WO 92/01047; Garrard et al. WO 92/09690; Fuchs et al.
(1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-
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85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-
554; Griffiths ef al. (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol
226:889-896; Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS
89:3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al.
(1991) Nuc Acid Res 19:4133-4137; va Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982, US
20030186374, va WO 97/29131.

Thu vién khéng thé tai t3 hop c6 thé thu dwgc tir dbi twong duge gdy mién dich
bing RGMa, hoic mét phin ciia RGMa. Theo céch khac, thw vién khéng thé tai t6 hop c6
thé thu dugc tir ddng vat ty nhién, nghia 1a, ddi trong khong duge gy mién dich bing
RGMa, nhu thu vién khang thé ngudi t d6i twong 13 nguoi khong duge giy mién dich
bang RGMa cua ngudi. Khang thé theo sang ché dugce chon bang cach sang loc thu vién
khéng thé tai td hop bang peptit chira RGMa cua nguoi, nh d6 chon duge cac khéang thé
nhén biét RGMa. Phuong phap dé tién hanh viéc sang loc va lyra chon 12 d biét trong linh
vuc k¥ thuét nay, nhu dugc mo ta trong cac tai liéu tham khao & trén. Dé lua chon céc
khang thé theo séng ché c6 4i luc lién két cu thé ddi v6i RGMa, nhu céc khang thé phan
ly khoi RGMa ctia ngudi ¢6 hing s6 tdc @6 Kot cu thé, phuong phép cong huong plasmon
b& mit da biét co thé dugc dung dé lya chon khang thé ¢ hing s6 toc @0 Kogr mong mudn.
Pé lva chon khéng thé theo sang ché ¢6 hoat tinh trung hoa cu thé d6i véi hRGMa, nhu
khang thé c6 mot gia tri ICso cu thé, cac phuwong phap chuén di biét trong linh vuc k§
thuat nay ding d& dénh gia hoat tinh ciia RGMa c6 thé dugc sir dung.

Theo mot khia canh, sang ché d8 cap dén khang thé phan lap dugc, hodc phén lién
két khang nguyén cua nd, lién két v6i RGMa cua ngudi. Tt hon, néu khang thé 1 khang
thé trung hoa. Theo cdc phuong an khac, khang thé nay 1a khang thé tai t6 hop hoic
khéang thé don dong.

Vi du, khang thé theo sing ché c6 thé ciing dugc tao ra bang cach st dung cac
phuong phap biéu hién thé thuc khuén da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Trong phuong
phap biéu hién thé thuc khuén, cac viing c6 chic ning cia khang thé dugc biéu hién trén
bé mit cua hat thé thuc khuén mang trinh tw polynucleotit ma héa ching. Cu thé 13, thé

thwe khudn ndy c6 thé duoc st dung dé biéu hién ving lién két khang nguyén da biéu hién
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fir kho hofic thu vién khang thé t3 hop (vi du, ngudi hodc chudt). Thé thyc khuan biu
hién ving lién két khang nguyén quan tdm c6 thé duoc chon loc hodic dugc xac dinh db6i
véi khang nguyén, vi du, st dung khang nguyén dugc danh dAu hoic khang nguyén dugc
gén két hodc duge bit gitr trén bé mit ran hoic hat. Thé thuc khuin dugc sir dung trong
cac phuong phap nay thuong la thé thuc khuan dang sgi bao gdm cac ving gin két fd va
M13 duge biéu hién tir thé thuc khuin c6 Fab, Fv hodc cac vung khang thé Fv dugc lam
bn dinh bing lién két disulfua dwgc dung hop tai td hop véi protein thé thuc khuan gen III
hoic gen VIII. Vi du vé cac phuong phap biéu hién thé thuc khuén c6 thé duogc sir dung
dé tao ra khang thé theo séng ché bao gdm phuong phap va khang thé dugc néu trong tai
lidu : Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol.
Methods 184:177-186 (1995); Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994);
Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Burton et al., Advances in Immunology 57:191-280
(1994); PCT/GB91/01134; WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619;
WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; va cac patent My $6 5,698,426; 5,223,409;
5,403,484; 5,580,717; 5,427,908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637,
5,780, 225; 5,658,727, 5,733,743 va 5,969,108.

Nhu dugc néu trong nhiéu tai liéu vién dan duoc trich din & day, sau khi chon loc
thé thuc khuén, cac ving ma héa khang thé tir thé thuc khudn c6 thé dugc tach ra va st
dung dé tao ra khang thé toan phin bao gém cic khang thé cua ngudi hodc manh gin két
khang thé mong mubn khac bét k¥, va dugc biéu hién trong vét cha mong mudn bét ky,
bao gém té bao dong vat co6 v, té bao con trung, té bao thuc vat, ndm men, va vi khuén,
vi du nhu dwgc mé ta chi tiét dudi day. Vi du, k¥ thuat dé san xuat tai td hop manh Fab,
Fab' va F(ab')2 c6 thé ciing duge sir dung phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thudt nay
nhu phuong phap duge bdc 1§ trong WO 92/22324; tai liéu: Mullinax et al.,
BioTechniques 12(6):864-869 (1992); va tai ligu: Sawai et al., AJRI 34:26-34 (1995); va
Better et al., Science 240:1041-1043 (1988). Vi du vé k¥ thuat c6 thé duge st dung dé san
xudt Fv mach don va khang thé bao gdm khang thé duoc néu trong Patent MY sb
4,946,778 va 5,258, 498; céc tai li¢u : Huston et al., Methods in Enzymology 203:46-838
(1991); Shu et al., PNAS 90:7995-7999 (1993); va Skerra et al., Science 240:1038-1040
(1988).
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Phuong 4n khac d& sang loc thu vién khang thé tai t6 hop bang cach biéu hién the
thue khuén, cac phuong phap khac da biét trong linh vuc k¥ thut nay ding dé sang loc
céc thu vién td hop 16n c6 thé dugc str dung dé x4c dinh cac khang thé gbc. Mot loai hé
théng biéu hién khac 1a hé théng trong @6 thu vién khéng thé t4i t6 hop duoc biéu hién
duéi dang thé dung hgp ARN-protein, nhu dugc md ta trong WO 98/31700 cia Szostak
va Roberts, va trong tai liéu: Roberts, R.-W. and Szostak, J.W. (1997) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94:12297-12302. Trong hé théng nay, thé dung hop dong héa tri dugc tao nén
gitta mARN va peptit hodc protein ma né ma hoa bang céach dich ma in vitro ARN thong
tin tong hop mang puromyxin, mot chit khéng sinh tiép nhan peptidyl, & dau 3’ cla
chiing. Do @6, ARN thong tin dic hidu c6 thé dugc lam giau tir phirc hop gdm cac ARN
thong tin (vi duy, thu vién td hop) dua trén cic dac diém cua peptit hodc protein dugc ma
hoa, vi du, khang thé hoic ph?m cua nd, nhu gén két cua khang thé nay, hoic phén cua no,
v6i khang nguyén dic hiéu kép. Céc trinh ty axit nucleic ma hoéa cac khang thé, hodc cac
phﬁn cua nd, dugc thu hdi tir sy sang loc cac thu vién nay cé thé dugc biéu hién bang
phuong phap tai t6 hop nhur duge mo ta & day (vi du, trong cac t€ bao vat chu dong vat co
vi) va, hon nita, c6 thé duoc tiép tuc trdi qua qué trinh thanh thuc i lyc tiép bang cic
vong sang loc bd sung cac thé dung hop mARN-peptit trong d6 cac su dot bién di dugc
dua vao trong (cac) trinh tu chon loc ban dAu, hodc bang cac phuong phap khac dé thanh

thuc 4i luc in vitro cac khang thé tai t6 hop, nhu duge mo ta & day.

Theo phuong phéap khéc, cac khang th8 gbc co thé ciing duge tao ra bang cach st
dung cac phuong phap biéu hién nAm men da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Trong
phuong phap bidu hién nidm men, cic phuong phéap di truyén duge st dung @8 gén cac
vung khang thd vao thanh té bao nAm men va biéu hién ching trén bé& mit nAm men. Cu
thé, nAm men c6 thé dugc st dung dé bidu hién cac ving lién két khang nguyén duogc biéu
hién tir kho hodc thu vién khang thé tb hop (vi dy, ngudi hodc chuot). Cac vi du v& cac
phuong phap bidu hién nim men c6 thé dugc st dung dé tao ra cac khang thé gdc bao

gdm céc khang thé dugc néu trong Patent M§ s6 6,699,658 cuia Wittrup va ddng tac gia.

-60-



26217

San xuét cac khang thé RGMa tai td hop

Céc khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc san xuét bang mot trong s6 cac k¥ thuat
bét ky da biét trong linh vyc k§ thuat nay. Vi dy, bidu hién tir cac t& bao chu, trong d6
(cac) vecto ma hoa chudi ning va/hodc chudi nhe dugc chuyén nhiém vao trong céc té
bao chu bang cac k¥ thuat chudn. Cac dang khac nhau cua thudt ngit "chuyén nhiém"
duogc dung dé bao gém rat nhidu k¥ thuat dugc thudng st dung dé dua ADN ngoai sinh
vao trong t& bao vat chi nhan khong dién hinh hogc nhan dién hinh, vi dy, mé 16 béng
dién, két tia bang canxi-phosphat,,chuyén nhiém DEAE-dextran va k¥ thuét twong tu.
Mic di ¢6 thé biéu hién khang thé theo séng ché trong té bao vat chi nhan khong dién
hinh hodc t& bao nhan dién hinh nhung viéc biéu hién khang thé trong té bao nhén dién
hinh dugc wu tién, va duge uu tién nhét trong té bao vat chu dong vat c6 vi do cac té bao
nhan dién hinh nhu vy (va trong cac té bao dong vat c6 va cu thé) thich hop hon té bao
nhan khong dién hinh trong viéc tap hop va tiét ra khang thé gép nép hop 1y va c6 hoat
tinh mién dich.

T& bao vat chi dong vét c6 vi duge 1y 1am vi du dé biéu hién khang the thi t6 hop
theo sang ché bao gdm té bao CHO (bao gbm té bao dhfr- CHO, dwgc md ta trong tai
liéu: Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220 (1980), duge su dung
ciing v6i chét danh ddu c6 thé chon loc DHFR, vi du cht danh dau nhu duge md t trong
tai liéu: Kaufman and Sharp, J. Mol. Biol. 159:601-621 (1982), té bao u tuy NSO, té bao
COS, va té bao SP2. Khi céc vecto bidu hién tai t6 hop ma hoa khéng thé duge dua vao
trong té bao vat chu dong vét cé v, khang thé nay duogc tao ra bang cach nudi cay té bao
vat chit ndy trong mdt khoang thoi gian di dé biéu hién khang thé trong té bao vat chi
hodc tot hon 13 du 2 tiét khang thé vao trong moi trudng nudi cAy té bao chi. Khang thé

6 thé duge thu hoi tir moi trudng nubdi cAy bang cac k¥ thuét tinh ché protein chuan.

Céc t& bio chu ciing c6 thé duge st dung dé tao ra cac manh khang thé chtrc ning,
nhu cac manh Fab hodc cac phan tir scFv. Cin hiéu rang céc cai bién d6i v6i quy trinh
néu trén 13 nim trong pham vi cla sang ché. Vi dy, c6 thé mong mudn dé chuyén nhiém
t& bao bang ADN ma hoa cac manh chirc nang cua chudi nhe va/hoic cua chudi ning ctia

khang thé theo sang ché. Cong nghé ADN tai td hop cling ¢6 thé dwoc sir dung dé loai bo
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mot s6, hodc toan bd ADN ma héa ca chudi nhe va chudi ning ma khong can cho viéc
lién két v6i cac khang nguyén quan tdm. Cac phén tir ndy dugc biéu hién tir cac phan tir
ADN bi cét nhu vay ciing nim trong pham vi clia cac khang thé theo sang ché. Ngoai ra,
cac khang thé hai chirc ning c6 thé duoc tao ra, trong d6 mot chudi ning va mot chudi
nhe 12 ciia khang thé theo sang ché (nghia 13, RGMa cua ngudi) va chudi nhe va chudi
ning con lai ddc hi¢u d6i v6i khang nguyén khong phai 1a RGMa cua ngudi bing cach tao
lién két chéo ciia khang thé theo sang ché véi khang thé thir hai bing phuong phép héa

hoc tao lién két ti€u chuan.

Trong hé tai tb hop dugc wu tién cia khang thé hogc phén lién két v6i khang
nguyén ctia n6 theo sang ché, vecto biéu hién téi td hop ma héa ca chudi ning 13n chudi
nhe cua khang thé dugc dua vao trong t& bao dhfr- CHO bing cach chuyén nhiém qua
trung gian canxi phosphat. Trong vecto bidu hién ti t6 hop, mdi gen chudi ning va chudi
nhe ciia khang thé dugc lién két dong vai yéu t6 diéu hoa doan ting cudng CMV/doan
khoi ddu AIMLP dé ddy manh mirc sao chép cia cac doan gen nay. Vecto bidu hién tai tb
hop ciing mang gen DHFR, gen nay cho phép chon loc cac t& bao CHO da dugc chuyén
nhidm bing vecto ndy bang cach st dung phuong phap khuyéch dai/chon loc metotrexat.
Cac t& bao bién nap di chon dugc nudi céy dé biéu hién chudi ning va chudi nhe cia
khang thé va khang thé nguyén ven dugc thu hdi tir mébi trudng nudi cdy. Céac k¥ thuét
sinh hoc phéan tu chuin duoc st dung dé tao ra vecto bidu hién tai t6 hop, chuyén nhiém
céc té bao vat chu, lya chon dé bién nap, nudi céy céc té bao vat chi va thu hoi khang thé
tir moi truong nudi chy. Sang ché con mod ta phuong phap tong hop khang thé tai t6 hop
dwoc mo ta & diy bang cach nudi cAy té bao vat chu theo sang ché trong mdi trudng nudi
cAy thich hogp cho dén khi khang thé tai t6 hop theo séng ché dugc tong hop. Phuong phap

nay c6 thé con bao gom viée tach khang the tai to hop tir mdi trudng nudi cay.

Khéng thé dugc lam cho gidng vé6i khang thé cta nguoi

Khéng thé dugc 1am cho gidng véi khang thé ciia ngudi co thé 1a khang thé hoic
bién thé, dan xuit, chét twong trr hodc ph?ln ctia n6 lién két dic hiéu mién dich vé6i khang

nguyén quan tdm va chira ving khung hoat dong (FR) ¢6 trinh ty axit amin gln giéng nhu

-62-



26217

ctia khang thé & nguoi va trinh ty axit amin cua ving xac dinh bd trg (CDR) gan nhu trinh

tur axit amin ciia khang thé khong phai & nguoi.

Khéng thé dugc 1am cho gidng véi khang thé cua ngudi c6 thé thu dugce tir khang
thé tir cac loai khong phai 1a nguoi lién két v6i khang nguyén mong mudn c¢6 mot hodc
nhidu ving x4c dinh bd trg (CDR) tir cac loai khong phai & ngudi va cac ving khung hoat

dong tir phan tir globumin mién dich & nguoi.

Nhu dugc st dung ¢ day, thuat ngit "g?ln nhu" khi @2 cap dén CDR chi CDR c6
trinh tur axit amin giéng it nhit 90%, it nht 95%, it nhat 98% hofc it nhat 99% véi trinh
tu axit amin cia CDR cua khang thé khong phai & nguoi. Khang thé dwoc 1am cho giéng
v6i khang thé cia ngudi gan nhur tt ci trong s6 it nhat mot, va thuong 12 hai ving bién
d6i (Fab, Fab', F(ab') 2, FabC, Fv), trong do tAt ca hodc gin nhu tit ca cac ving CDR
twong (g véi cac ving CDR cua globulin mién dich khong phai & nguoi (nghia 13, khang
thé cho) va tit ca hoic ghn nhu tit cd cdc vung khung hoat dong 1a céc vung khung hoat
dong cua trinh ty lién mg cua globulin mién dich & ngudi. Theo mot khia canh, khang thé
dwoc 1am cho gidng véi khang thé ctia nguoi cling chia it nhit 12 mot phan clia ving cb
dinh cua phan tir globulin mién dich (Fc), thuong la ving ¢b dinh cta phan tir globulin
mién dich & ngudi. Theo mot s6 phurong 4n, khang thé duge lam cho gidng véi khang thé
ctia ngudi chira ca chudi nhe cling nhu it nhét ving bién doi cta chudi ning. Khang thé
nay cling co thé bao gdbm CHI, ving khép ndi, cac ving CH2, CH3, va CH4 cua chudi
nang. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé duoc 1am cho gidng v6i khang thé cta nguoi chi
chira chubdi nhe dugc 1am cho gidng v6i ciia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
dwoc lam cho giéng véi khéng thé cuia nguoi chi chira chudi niang duge 1am cho gidng véi
cua nguoi. Theo phuong an cu thé, khang thé dugc 1am cho gidng vé6i khang thé cua
ngudi chi chira vung bién ddi duoc lam cho gidng véi ciia ngudi cla chudi nhe va/hodc

ctia chudi ning duge lam cho giong véi clia ngudi.

Khéng thé duge lim cho gibng v6i khang thé clia ngudi ¢6 thé duge chon tir nhém
globulin mién dich bét k¥, bao gdm IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va isotyp bat ky, bao
gbm, nhung khong chi gidi han ¢, IgG 1, IgG2, IgG3 va IgG4. Khang thé dugc 1am cho

gibng v6i khang thé ctia ngudi c6 thé chira trinh tur tir nhidu hon mot nhém hodc isotyp,
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va cac mién cb dinh cu thé c6 thé dugc chon dé t6i wu cic chirc ning tic dong mong

muén st dung cac k¥ thuat d3 dugc biét r5 trong linh vuc k¥ thuat nay.

Ving khung hoat dong hodc ving CDR cua khang thé duge 1am cho gidng véi
khang thé ctia ngudi khong cin phai twong tmg mot cach chinh xdc véi cac trinh tu gbe,
vi du CDR cua khang thé cho hoic ving khung hoat dong lién tng c6 thé duoc gay dot
bién bang cach thay thé, chén, va/hodc loai bo it nhit mot gdc axit amin sao cho gbc nay
trong CDR hoic khung hoat dong & vi tri d6 khong tuong {ing vé6i khung hoat dong cua
khang thé cho hodc khung hoat dong lién Gng. Tuy nhién, theo mot vi du, cac dot bién nay
s& khong phé bién. Thong thudng, it nhét 90%, it nhit 95%, it nhat 98%, hogc it nhét 99%
gdc trong khéang thé duge 1am cho giéng véi khang thé ciia ngudi s& tuong Gng voi cac
gbc ciia FR va trinh tw CDR gbc. Nhur duge st dung & déy, thuat ngit "khung hoat dong
lién Gng" chi ving khung hoat dong trong trinh ty globulin mién dich lién Gng. Nhu duogc
st dung & day, thuat ngir "trinh tu globulin mién dich lién tmg" chi trinh tu dugc tao
thanh tir axit amin (hodc nucleotit) xuét hién thuong xuyén nhét trong ho trinh ty globulin
mién dich lién quan (xem, vi du tai liéu: Winnaker, From Genes to Clones
(Verlagsgesellschaft, Weinheim, Germany 1987)). Trong ho cac globulin mién dich, mbi
vi tri trong trinh tu lién ing d3u cia axit amin xuét hién nhiéu nhét & vi tri ndy trong ho.
Néu hai axit amin xuit hién v&i tin sudt nhu nhau thi ching déu c6 thé c6 mit trong trinh

tu lién Gng.

Khang thé dugc 1am cho gidng véi khang thé cua ngudi ¢o thd dugc thiét ké dé
giam thiéu dap tmg mién dich khong mong muén déi véi cac khang thé & loai ngém nhim
khang ngudi, ma gi6i han thoi gian va hi¢u qua cua Ung dung didu tri ciia cdc nhoém
khang thé ndy & nguoi nhén. Khing thé dugc 1am cho gidng véi khang thé cua ngudi co
thé c¢6 mot hodc nhidu gbc axit amin duge dua vao tlr ngudn khong phai 1a ngudi. Cac gbc
khong c6 & ngudi ndy thuong goi la cac gbc “nhap khéu”, ma thuong dugc 14y tir ving
bién ddi. Viéc lam cho gidng véi cua ngudi cb thé dugc thuc hién bang cach thay thé
trinh tu ving siu bién cho trinh ty tvong tmg cua khang thé & nguoi. Do do, cac khang
thé “dwoc 1am cho gidng v6i cla ngudi” 1a cac khang thé kham trong d6 gin nhu it hon

ving bién dbi hoan toan ¢ ngudi dugc thay thé bang trinh tw trong tmg tir loai khong phai
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1 ngudi. Vi du, xem patent My sé 4,816,567. Khang thé dugc 1am cho giéng v6i khang
thé clia ngudi c6 thé 13 khang thé ciia nguoi trong d6 mot vai gbc & ving sidu bién, va c6
thé 1a vai gbc trong viing khung hoat dong dugc thay thé bang cac gbe tir vi tri tuong tu
trong khang thé ctia loai gdm nhim. Viéc 1am cho giéng véi ctia ngudi va xir ly di truyén
d6i v6i khang thé theo sang ché c6 thé dugc thuc hién bang cach sit dung phuong phap
bét ky da biét, nhung khong chi gidi han &, cac phuong phap dugc md ta trong patent My
s 5,723,323; 5,976,862; 5,824,514; 5,817,483; 5,814,476; 5,763,192; 5,723,323;
5,766,886; 5,714,352; 6,204,023; 6,180,370; 5,693,762; 5,530,101; 5,585,089; 5,225,539;
va 4,816,567.

Khéng thé dugc lam cho gibng v6i khang thé clia ngudi c6 the gii lai 4i lye cao
d6i véi RGMa va cac dic tinh sinh hoc ¢6 lgi khac. Khang thé duge 1am cho giéng véi
khang thé clia ngudi c6 thé duoc san xuét bang quy trinh phan tich trinh tu gbc va rat
nhidu san phim duge nhan héa khic nhau sir dung mo hinh ba chidu cua trinh tu gbc va
trinh ty dugc nhin héa. M6 hinh globulin mién dich ba chiéu c6 thé mua trén thi trudng.
Cac chuong trinh may tinh cd san ciling minh hoa va thé hién cac cAu tric cdu dang ba
chidu c6 thé co cua trinh tr globulin mién dich dugc chon dé thir nghiém. Viéc xem xét
céach biéu hién cho phép phén tich vai tro chéc chén cta cac gbe trong viée thuc hién chirc
ning cua trinh ty globulin quan tdm, nghia la, phén tich cac gbc ma anh hudng dén kha
ning lién két cua globulin mién dich quan tim véi khang nguyén ciia né. Theo cach nay,
cac gbe trong ving khung hoat dong c6 thé duoc chon va két hop tir trinh tw nhén va trinh
tw nhap khau sao cho thu dugc dic tinh mong mudn cua khang thé nhu 4i lyc véi RGMa
ting 1én. No6i chung, cac gbc trong ving siéu bién tryc tiép va hau hét déu anh huong dén

kha ning lién két ciia khang nguyén.

Theo cach khéac thay thé cho viéc nhan hoa, cac khang thé cua nguoi (cling duge
goi 1a “khang thé cta ngudi c6 chidu dai diy du”) c6 thé duogc tao ra. Vi dy, c6 thé phan
1ap cac khang thé ctia ngudi tir thu vién thong qua cong ngh¢ PROfusion va/hodc cong
nghé lién quan d&n nAm men. Xem c4c vi du dwgc cung cép & day. Ciing 6 thé tao ra cac
dong vat chuyén gen (vi dy, chudt nhit khi gdy mién dich c6 kha nang tao ra kho day du

ctia khéng thé ngudi khi khong san xut globulin mién dich ngoai sinh. Vi dy, viéc loai bd
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ddng hop tir gen thudc ving ndi ciia chudi ning ctia khang thé (Ju) & chudt dot bién dang
kham va dong mam s& tc ché hoan toan viéc san xuét khang thé ngoai sinh. Viéc chuyén
mang gen globulin mién dich dong maim & ngudi trong chudt nhit dot bién dong mam s&
san sinh ra khang thé ctia ngudi khi thir bang khang nguyén. Cac khang thé dugc 1am cho
gidng véi khang thé cta ngudi hodc khang thé ctia ngudi c6 chidu dai dly du c6 thé dugc
tao ra theo cac phwong phép dugc md ta trong patent M§ s 5,770,429; 5,833,985;
5,837,243; 5,922,845; 6,017,517; 6,096,311; 6,111,166; 6,270,765; 6,303,755; 6,365,116;
6,410,690; 6,682,928; va 6,984,720.

Dugc phim

Khéng thé theo sng ché c6 thé 12 mot thanh phan trong dugc pham. Duogc phim
nay c6 thé ciing chira chit mang dugc dung. Céc dugc phim chira khang thé RGMa theo
sang ché duoc st dung trong, nhung khong chi giéi han 6, chin doan, phat hién, hodc
theo dbi bénh, trong phong ngira, diéu tri, kiém soét, hodc lam giam bénh hodc mdt hogc
nhidu triéu chimg cta no, va/hodc trong nghién ciru. Theo mdt phuong an cy thé, dugc
phim chira mot hoac nhidu khang thé theo sang ché. Theo phuong 4n khéc, duge phim
chita mot hoiic nhidu khang thé theo sang ché va mot hodc nhidu khéng thé khong phai 1a
cac khang thé theo séng ché dé didu tri 16i loan, trong d6 hoat tinh cia RGMa dugc tao
dich 13 c6 hai. Theo phwong an khac, khang thé nay duoc biét 12 hitu dung hodc co tac
dung hodc hién dugc dung dé phong bénh, diéu tri bénh, quan 1y, hodc lam giam rbi loan
hodc mdt hodc nhidu triéu ching ciia né. Theo cac phwong 4n nay, dugc phém con ¢c6 thé

chira chit mang, chit pha lodng hodc ta dugc.

Khang thé theo sang ché c6 thé duge két hop vao dugce phdm thich hop dé dung
cho dbi trong. Thong thudng, duoc pham chira khéng thé theo sang ché va chit mang
duoc dung. Nhu sir dung trong day, "chat mang dugc dung" bao gdm dung moi bt ky va
tit ca cac dung mdi, moi trudng phan tan, cac chét bao, cac chit khang sinh va khang
nim, chét dﬁng truong va chét 1am cham qua trinh hép thu, va cac chét trong tw twong
thich vé mit sinh ly. Vi du v& chit mang dugc dyng bao gdm mot hodc nhidu chét sau:
nudce, nude mubi, nudc mudi dém phosphat, dextroza, glyxerol, etanol va cac chat twong

tu, ciing nhu hdn hep cia ching. Theo nhiéu treong hop, wu tién hon néu bao gdém céc
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chit déng truong, vi du dudng, rugu da chirc nhu manitol, sorbitol, hodc natri clorua trong
duoc phém. Céc chat mang duoc dung c6 thé con bao gém chét phu gia v6i lugng nho
nhu chit 1am Am hodc chét nhii hoa, chét bao quan hoic chét dém, d6 13 cac chét 1am ting

thoi gian sir dung hodc hi¢u qua cua khéng thé.

Theo phwong an khac, dugc phim chira it nhit mot tic nhan diéu tri khac dung aé

diéu tri roi loan nhu duge mo ta & trén.

Céc hé théng phan phdi khac nhau la da biét va c6 thé duge st dung dé ding mot
hodic nhiéu khéng thé theo sang ché hodc hdn hgp chira mét hodc nhidu khang thé theo
sang ché va tac nhan phong rdi loan ho#c tic nhin didu tri hitu dung dé phong ngira, kiém
soat, didu tri, hoic 1am giam 161 loan hoic mot hodc nhiéu triéu chimg ctia n6, vi du dugc
bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, cac t& bao tai t6 hop co6 thé bidu hién khang thé,
su nhap bdo qua trung gian thu thé (xem, vi du tai liéu: Wu and Wu, J. Biol. Chem.
262:4429-4432 (1987)), xay dung cdu tric axit nucleic duéi dang mdt phin cua vecto
retrovirut hodc vecto khac, v.v.. Cac phuong phép dung chét phong hoic didu tri bénh
theo sang ché bao gdm, nhung khéng chi gidi han ¢, dung ngoai duong tiéu hoa (vi du,
trong da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach va dudi da), stt dung trong mang
ctimg, st dung trong khéi u va st dung tai niém mac (vi dy, trong miii va trong miéng).
Ngoai ra, ¢ thé stt dung tai phdi, vi du bang cach st dung thiét bi xong hit hogc khi dung,
va tao ché phim véi tic nhan sol khi. Xem, vi dy, Patent My s6 6,019,968; 5,985,320;
5,985,309; 5,934,272; 5,874,064; 5,855,913; 5,290,540; va 4,880,078; va WO 92/19244;
WO 97/32572; WO 97/44013; WO 98/31346; va WO 99/66903. Vi du, khang thé theo
sang ché, liéu phap phéi hop hoic ché phdm theo séng ché c6 thé duge st dung bing k¥
thuat Alkermes AIR® phén phéi duogc chét vao phéi (Alkermes, Inc., Cambridge, Mass.,
US). Khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung trong co, trong tinh mach, trong
khéi u, qua dudng ubng, trong mii, tai phdi, hodc duéi da. Tac nhan phong bénh hodc
chita bénh c6 thé duge st dung bang dudng thuén tién bat ky, vi du bang cach truyén
hoc tiém thé tich 16n, bing cach hip thu qua nép ghp biéu mo hodc niém mac da (vi dy,
niém mac miéng, truc trang va niém mac rudt, v.v.) va c6 thé duoc str dung cung vdi céc

tac nhan khéc c6 tac dung sinh hoc. Viéc st dung c6 thé 1a toan than hodc khu tra.
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Theo cac treong hop cu thé, c6 thd mong mudn str dung khéang thé theo sang ché
tai vung can dugc didu tri; diéu nay co thé dat duogc béng cach, vi du va khong chi gi6i
han &, truyén tai chd, bang cach tiém, hodc bang cach cy, thiét bi cAy nay 1a nguyén liéu
x6p hoic khong x6p, bao gdm cac mang va hé cOt, nhu mang silastic, polyme, hé cbt dang
soi (vi du, Tissuel®), hodc hé cbt colagen. Vi dy, lugng c6 hiéu qua ctia mot hodc nhiéu
khang thé theo séng ché dugc sir dung tai chd & ving bi tac dong cho d6i twong dé phong
ngira, didu tri, quan ly va/hodc cai thign roi loan hodc triéu chirng cua nd. Ngoai ra, luong
c6 hiéu qua cua mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung tai chd cho
vung bi anh huong két hop v6i lugng c6 hiéu qua clia mot hodce nhiéu thude diéu tri (vi
du, mdt hodc nhiéu tac nhan phong 16i loan hodc chira rdi loan) khong phai 12 khang thé
theo sang ché cho ddi tugng dé phong ngtra, diéu tri, quan ly va/hodc cai thién rdi loan

hoic mdt hodc nhiéu triéu ching cua no.

Khéng thé ciing c¢6 thé dugc phan phdi trong hé giai phong kiém soat ho#ic giai
phéng duy tri. Vi du, ¢ thé stt dung bom dé tao ra ddc tinh giai phong kiém soét hodc
duy tri (xem tai liéu: Langer supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng., 14:20;
Buchwald et al., 1980, Surgery, 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med., 321:574.
Theo vi du khac, nguyén liéu polyme co thd duoc st dung @ thu dwoc ddc tinh gii
phoéng kiém soat hodc duy tri cho liéu phap (xem tai lidu: vi du, Medical Applications of

Controlled Release, (Langer and Wise, eds.), (CRC, Boca Raton, Fla (1974); Controlled

Drug Bioavailability, Drug Product_Design and Performance, Smolen and Ball (eds.)
(Wiley, New York, 1984); Ranger and Peppas, 1983, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol.
Chem. 23:61; ciing xem tai liéu: Levy et al., 1985, Science, 228:190; During et al., 1989,
Ann. Neurol., 25:351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg., 71:105; cac patent My sb
5.679.377; 5.916.597; 5.912.015; 5.989.463; and 5.128.326; va WO 99/15154 va WO
99/20253. Vi du v& cac polyme dugc sir dung trong ché phim giai phong duy tri bao gbm,
nhung khéng chi giéi han &, poly(2-hydroxy etyl metacrylat), poly(metyl metacrylat),
poly(axit acrylic), poly(etylen-co-vinyl axetat), poly(axit metacrylic), polyglycolit (PLG),
polyanhydrit, poly(N- vinyl pyrolidon), poly(vinylic), polyacrylamit, poly(etylen glycol),
polylactit (PLA), poly(lactide-co-glycolit) (PLGA), va polyorthoeste. Theo mét phurong

an cu thé, polyme dugc st dung trong ché phdm giai phéng duy tri thuong tro, khong
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chua tap chét, loc dugc, bn dinh khi bao quan, vO khuén, va c6 thé phan hidy sinh hoc.
Theo phuong 4n dugc vu tién, hé giai phong duy tri hodc kiém soét co6 thé dwoc dit gin
dich diéu tri hodc phong bénh, do d6 chi cAn mot ph?m cua liéu toan than (xem, vi du tai
liu: Goodson, in Medical Applications of controlled release, supra, vol. 2, pp. 115-138

(1984)).

Céc hé giai phong kiém soat duge thao lugn trong tap chi (1990, Langer, Science
249:1527-1533). Ky thuét bat ky da biét v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay c6 thé duge sir dung dé bao ché ché phim giai phéng duy tri chira mot hodc nhiéu
khéng thé theo sang ché. Xem, vi du patent My s6 4.526.938, WO 91/05548, WO
96/20698, Ning et al., 1996, "Intratumoral Radioimmunotherapy of a Human Colon
Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel," 179-189; Song et al.,, "Antibody
Mediated Lung Targeting of Long- Circulating Emulsions," PDA Journal of
Pharmaceutical Science and Technology, 50: 372-397; Cleek et al., 1997, "Biodegradable
Polymeric Carriers for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application," Proceed. Intl.
Symp. Control. Rel. Bioact. Mater., 24: 853-854, va Lam et al, 1997,
"Microencapsulation of Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local

Delivery," Proceed. Intl. Symp. Control Rel. Bioact. Mater.: 24: 759-760.

Khi ché phdm 13 axit nucleic axit ma héa khéng thé, axit nucleic nay c6 thé dugc
sir dung in vivo dé ting cudng su bidu hién cua khang thé dugc mi héa cia no, bing cach
thiét ké n6 dudi dang mot phan ciia vecto biéu hién axit nucleic thich hop va st dung sao
cho n6 & trong té bao, vi du bing cach sir dung vecto retrovirut (xem tai liéu: patent My
sb 4,980,286), hoic béng cach tiém truc tiép, hoac b%mg cach sir dung céch bén vi hat (vi
du, sting ban gen; Biolistic, Dupont), hodc bao bang lipit hogc cac thu thé bé mat té bao
hoic tac nhan chuyén nhidm, hoic bing céch sir dung né lién két v6i mot peptit twong ty
gen ty dot bién da dugc biét 1a di vao trong nhan (xem, vi dy, Joliot et al., 1991, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868). Theo cach khac, axit nucleic ¢ thé dugc dua vao
trong té bao va dua vao trong ADN cua té bao vat chu dé bidu hién bang cach tai t6 hop

tuong dong.
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Dugc phém theo sang ché duoc tao bao ché dé tuong thich v6i dudng dung du
tinh. Vi du vé dudng ding bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, ngoai duong tiéu hoa, vi
dy, trong tinh mach, trong da, dudi da, qua miéng, trong miii (vi dy, x0ng hit), qua da (vi
du, tai ch5), qua ni€ém mac, va tai tryc trang. Theo mot phuong an cu thé, ché phém dugc
tao cong thirc phi hop véi cac quy trinh thong thuong do dugc phim phi hop dé sir dung
trong tinh mach, duéi da, trong co, dudong ubng, trong miii, hodc tai chd cho ngudi.
Thong thudng, ché phdm dé ding trong tinh mach 13 cac dung dich trong dém nudc ding
truong vo khudn. Khi cin, ché phim nay ciing c6 thé chira tic nhan hoa tan va chit gay

mé tai chd nhu lignocamn &€ gidm dau & vi tri tiém.

Néu ché phim theo sang ché duoc sir dung tai chd, cac ché phim c6 thé dugc tap
cong thic ¢ dang thuéc m&, kem, cao dan qua da, nugc xtc, gel, dau g0i déu, thube xit,
sol khi, dung dich, nhii twong, hodc dang khac dd dugc nguoi cod hiu biét trung binh

trong linh vyc biét r6. Xem, vi du tai liéu: Remington's Pharmaceutical Sciences and

Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 19th ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa.

(1995). Déi v6i cac dang lidu tai chd khong phun dugc, dang rén hogc tir nhét dén ban rin
bao gém chét mang hodc mdt hodc nhiéu ta dugc tuong thich véi vig¢e st dung tai chd va
c6 dd nhét dong hoc cao hon nude thudong duge st dung. Cac ché phim thich hop bao
gém, ma khong gidi han &, dung dich, huyén phu, nhii tuong, kem, thudc md, bot, dau
xo0a bop, cao, va twong tu, cic ché phdm nay néu mudn, duge tiét khudn hozc két hop véi
céc chét phu gia (vi du, chét bao quan, chét 8n dinh, tdc nhan tao 4m, hé dém, hodc mubi)
dé tac dong dén cac dic diém khac nhau, nhu, vi dy, 4p sudt thdm thau. Cac dang liéu tai
chd thich hop khac bao gdm céc ché phim sol khi phun dugc trong d6 hoat chit, vi du két
hop véi chit mang rin hodic 16ng, dugc déng goi trong hdn hop véi chit d& bay hoi dugc
nén (vi du, khi déy, nhu FREON®) hodc trong mot 1o dugc nén. Cac chét gitt 4m hodc 1am
4m ciing c6 thé duoc bd sung vao cac duge phdm va cac dang lidu néu mudn. Vi du vé
cac thanh phan bd sung nay da dwoc biét rd trong linh vuc k§ thuat.

Néu ché phdm duoc sir dung trong miii, ché pham nay c6 thé dugc tao cong thirc &
dang sol khi, thube xit, dang phun mu hodc & dang thudc nho. Cu thé, khéang thé dé sur
dung theo sang ché c6 thé dwoc phan phdi thuin tién vao dang trinh bay phun sol khi tir

cac goi dinh 4p hoic thiét bj khi dung, ciing véi viéc str dung chét diy thich hop (vi dy,
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diclodiflometan, tricloflometan, diclotetrafloetan, carbon dioxit hodc khi thich hop khac).
Trong truong hop sol khi dinh &p, don vi lidu ¢6 thé duoc xac dinh béng cach tao mot van
dé phan phdi lugng di duge do. Vién nang va thudc dan (bao gdm, vi du, gelatin) dé sur
dung trong 6ng hit hodic thiét bi bom bt co thé duoc tao cong thirc chira hdn hop bot cua

hop chit va bot nén thich hop nhu lactoza hodc tinh bét.

Néu ché phdm dugc sir dung qua dudng ubng, cac ché pham cps thé duoc tao cong
thirc stir dung qua duong uéng & dang vién nén, vién nang, vién nhén, vién nang gelatin,
dung dich, huyén pht, va twong ty. Vién nén hodc vién nang ¢ thé dugc didu ché bang
céc phuong thirc théng thudng véi céac ta duge duge dung nhu tc nhén gén két (vi dy,
tinh bot ngd tién gelatin héa, polyvinylpyrolidon, hodc hydroxypropyl metylxenluloza);
chat don (vi du, lactoza, xenluloza vi tinh thé, hoidc canxi hydro phosphat); t& dugc tron
(vi du, magie stearat, hoat thach, hodc silic oxit); ta dugc ra (vi dy, tinh bt khoai tdy hodc
natri tinh bot glycolat); hodc tadc nhan tao am (vi du, natri lauryl sulphat). Vién nén c6 thé
duge bao bang cac phuong phap da biét 13 trong linh vuc nay. Cac ché phim léng dé sur
dung qua duong uéng c6 thé & dang, nhung khong chi giéi han 6, dung dich, sir6 hodc
huyén phi, hodc chiing ¢ thé dugc trinh bay & dang san phdm kho dé két hop v6i nuée
hoiic ti dugc 1ong thich hop truéce khi sir dung. Cac ché pham long nhu vay ¢6 thé duoc
didu ché bing cac phuong phap thich hop véi cac ta duge duge dung nhu tac nhan tao
huyén phu (vi dy, sird sorbitol, dan xuit xenluloza, hodc cac chét béo hydro héa tiéu hoa
dugce); tic nhan nhil hoa (vi du, lexitin hodc acaxia); cac ta dugc long khong phai nude (vi
du, diu hanh, este béo, rugu etylic, hodc dau thyc vat phan doan); va chét bao quan (vi
du, metyl hodc propyl-p- hydroxybenzoat hodc axit sorbic). Cac ché phim nay ciing c6
thé chira mudi dém, tac nhan didu vi, chét tao mau, va chit lam ngot thich hgp. Cac ché
phim dé st dung qua duong ubng c6 thé duge tao cong thirc thich hop dé giai phong
cham, giai phong kiém soét, hodc giai phong duy tri (cac) khang thé.

DPéi véi viee sir dung tai phéi, vi du bf?mg cach st dung thiét bi xong hit hoic thiét
bi khi dung, cac ché phém ¢6 thé duge bao ché cling véi tac nhan tao sol khi. Xem, vi dy,
Patent M§ sb 6,019,968; 5,985,320; 5,985,309; 5,934,272; 5,874,064; 5,855,913;
5,290,540; va 4,880,078; va WO 92/19244; WO 97/32572; WO 97/44013; WO 98/31346;
va WO 99/66903. Cu thé 13, khang thé theo sang ché, liéu phap két hop, va/hodc ché
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phim c6 thé dugc st dung bing k¥ thuat phan phdi dugc chét tai chd Alkermes AIR®
(Alkermes, Inc., Cambridge, Mass., USA).

Céc ché phim c6 thé dugc tao cong thire dé sir dung ngoai dudng tiéu hoa bang
céch tiém (vi du, bing cach tidm thé tich 16n hogc tiém lién tuc). Céc ché pham dé tiém c6
thé dugc trinh bay & dang lidu don vi (vi du, trong céc dng hoic trong cac vat chira nhiéu
1idu) v&i chét bao quan bd sung. Ché phim c6 thé & cac dang nhu huyén phu, dung dich
hodc nhil twong trong ta dugc long dAu hoic nudc, va ¢ thé chira cic ta dugc nhu tac
nhan tao huyén phy, tic nhan dn dinh va/hodc tic nhan phan tan. Theo cach khac, thanh
phan ¢6 hoat tinh c6 thé & dang bot dé két hop vdi ta dugc long thich hop (vi du, nude vo
trung khong chira chét gay s6t) trude khi sir dung.

Ngoai ra, cac ché phdm c6 thé dugc bao ché duéi dang ché pham giai phong kéo
dai. Céc ché pham tac dung kéo dai nay c6 thé dwoc st dung bang cach cy (vi dy, dudi
" da hoic trong co) hoic bing cach tiém trong co. Do d6, vi dy, céc ché pham nay c6 thé
duoc bao ché cing véi nguyén liéu 1a polyme hodc nguyén liéu ky nude thich hop (vi dy,
nhil twong trong dau dugc dung) hoic nhya trao dbi ion, hodc cac din xudt it tan (vi du,

muoi it tan).

Céac ché phém ¢6 thé duoc bao ché ¢ dang trung tinh hodc mudi. Cac mubi duoc
dung bao gdm cac dang véi cdc anion nhu anion thu dugc tr axit clohydric, axit
phosphoric, axit axetic, axit oxalic, axit tartaric, v.v., va cac mudi dugc tao thanh tr cic
cation nhu cation tir natri, kali, amoni, canxi, sét hydroxit, isopropylamin, trietylamin, 2-

etylamino etanol, histidin, procain, v.v..

Noi chung, cac thanh phan ctia ché phim dugc cung cAp riéng biét hodc dugc phéi
hop cung nhau & dang lidu don vi, vi du dudi dang bot dong khd hodc dich dic khong
chtta nudc dung trong céac vét chira dugce han kin nhu 6ng tiém hodc cac goi ghi rd luong
thanh phan c6 hoat tinh. Khi duong dung la truyén, ché phdm c6 thd dwoc pha ché véi
mdt chai truyén chita nudc hodc nude mubi tiéu chudn v6 khudn. Khi dudng dung 1a tiém,
mot 6ng tiém chira nude vo khudn d& tiém hogic nudc mudi c6 thé duge cung clp sao cho

c4c thanh phan c6 thé dugc tron trude khi dung.
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Cu thé, sang ché ciing d& xuht mot hodc nhidu khang thé, hodc dwgc phdm theo
sang ché dugc déng géi trong vat chira han kin nhu dng tiém hodc goi ghi rd lugng khang
thé. Theo mot phuong 4n, mot hodc nhiéu khang thé, hodc duogc phém theo sang ché duoc
cung cap & dang bot dong khod vo khuln hodc cac san phim cb khong c6 nudce trong vét
chira dugc han kin va co thé duge hoan nguyén (vi du, v&i nude hodc nudce mudi) dén
néng d6 thich hop d& str dung cho dbi tegng. Theo mot phuong an, mét hodc nhiéu khang
thé hodc dugce phim theo sang ché duge cung cip & dang bt dong khd vo khuén trong vt
chira han kin & lidu don vi chira it nhét Smg, vi du it nhat 13 10mg, it nhat 15mg, it nhét
25mg, it nhét 35mg, it nhét 45mg, it nhét 50mg, it nhéit 75mg, hoic it nhét 100 mg. Khang
thé hodc dugc pham dong kho theo sang ché nén dugc bao quan & nhiét do trong khoang
tir 2°C dén 8°C. trong vat chira ban diu ctia n6 va khang thé, hoic dugc phim theo séng
ché duoc sit dung, vi du trong vong 1 tudn, vi dy, trong vong 5 ngdy, trong vong 72 gio,
trong vong 48 gid, trong vong 24 gid, trong vong 12 gid, trong vong 6 gio, trong vong 5
gid, trong vong 3 gid, hodc trong vong 1 gio sau khi duge phuc hdi. Theo mdt phuong an
khac, mot hodc nhidu khéng thé hodc duoc phdm theo sang ché dugc cung cip & dang
16ng trong vat chira han kin chi rd lugng va ndng d6 cia khang thé. Theo mdt phuong 4n
khac, cac dang 1ong cua ché phdm sir dung dugc cung cAp ¢ trong vt chtra han kin véi
lwgng it nhét 0,25mg/ml, vi du it nhét 0,5mg/ml, it nhét 1mg/ml, it nhit 2,5mg/ml, it nhét
5mg/ml, it nhit 8mg/ml, it nhit 10mg/ml, it nhat 15mg/kg, it nhit 25mg/mL, it nhét
50mg/ml, it nhét 75mg/ml hoic it nhét 100mg/ml. Dang 16ng nén dugc bao quan & nhiét

do trong khoang tir 2°C dén 8°C trong vat chira ban d4u cia nd.

Céc khang thé theo séng ché c6 thé duge dua vao trong duge pham thich hop dé st
dung ngoai duodng tiéu hoa. Theo mdt khia canh, khang thé s& duge diéu ché thanh cic
dung dich tiém dwgc chira 0,1-250mg/ml khang thé. Dung dich tiém c6 thé ¢ dang lidu
l16ng hodc dong kho trong cac 6ng mau hd phach hodc 6ng cing, 6ng tiém hodc xilanh da
dong thube. Dém o6 thé 12 L-histidin (1-50 mM), t6t nhat 1a 5-10mM, & d6 pH =5,0 dén
7,0 (tbt nhét 12 d6 pH= 6,0). Céc dém thich hgp khéc bao gdm, nhung khéng chi gi6i han
&, natri sucxinat, natri xitrat, natri phosphat hogc kali phosphat. Natri clorua c6 thé duoc
sir dung dé didu chinh doc tinh cia dung dich & ndng do 0-300 mM (t6t nhat 13 150mM

d6i v6i dang lidu long). Cac chét bao quan dong kho ¢ thé duge két hop vao dang lidu
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dong kho, chit yéu 1a 0-10% sucroza (5t nhét 13 0,5-1,0%). Céc chat bao quan dong khd
thich hop khac bao gdm trehaloza va lactoza. Cac tac nhén tao khéi ¢6 thé dugc dua vao
dang lidu dong khd, chit yéu 1a 1-10% manitol (t6t nhét 1a 2-4%). Chét én dinh c6 thé
duoc st dung trong ca cac dang lidu long va dong kho, chut yéu 1a L-Metionin 1-50 mM
(tot nhét 13 5-10 mM). Cac tac nhén tao khéi thich hop khac bao gdbm glyxin, arginin, ¢6
thé dugc dua vao 13 0-0,05% polysorbat-80 (t6t nhat 12 0,005-0,01%). Cac chét hoat dong
bé mit khac bao gdm, nhung khong chi gii han 6, polysorbat 20 va chit hoat dong bé
mit BRIJ. Dugc phém chira khang thé theo sang ché dwge bao ché dudi dang dung dich
fiém dé dung ngoai dudng tidu héa, c6 thé chira thém chit hitu ich lam chat diéu chinh,
nhu céc chit duoc ding dé 1am ting dd hép thu, hodc phan tén cta khang thé. Chét diéu
chinh hitu ich cu thé 13 hyaluronidaza, nhu Helenex® (hyaluronidaza tai td hop & ngudi).
Viéc bd sung hyaluronidaza vao dung dich tiém s€ cai thién tinh sinh kha dung trén nguoi
sau khi diing ngodi duong ti€u héa, dic biét khi dung dudi da. No ciing cho phép thé tich
tiém tai chd 16n hon (vi du, 16n hon 1 ml) va dau it hon, thoai mai hon, va giam thidu cac

phan @ng tai vi tri tiém (xem WO04/078140 va US2006104968).

Céc dugc phdm theo sang ché ¢ thé c6 nhidu dang. Chiing bao gbm, vi du céc
dang liéu long, ban rén va rin, nhu dung dich 1éng (vi du, dung dich ti€ém dugc va truyén
duoc), hé phan tan hodc huyén pht, vién nén, vién ngdm, bdt, liposom va thudc dat. Dang
duge wu tién phu thudc vao duong dung du tinh va dp dung didu tri. Cac dugc pham cé
thé & dang dung dich tiém dugc hodc truyén duoc, nhu cac ché phém tuong tu dé sir dung
gdy mién dich thy dong cho nguoi véi cac khang thé khac. Theo mdt phwong an duge uu
tién, khang thé dugc md ta & day dugc st dung bang cach tiém hodc truyén trong tinh
mach. Theo phuong an khac, khang thé duoc st dung bang cach tiém trong co hodc dudi

da.

Céc ché phim didu tri dic trung phai vo khuén va én dinh trong cic didu kién san
xuét va bao quan. Ché phém nay co thé dugc tao cong thirc 1a mot dung dich, vi nhii twong,
hé phén tan, liposom, hodc cac cAu trac trat tu khac thich hop véi ndng d6 dugc chét cao.
Céc dung dich vo khuén tiém dugc c6 thé duge bao ché bling cach dua hoat chét (nghia 13,
protein lién két, vi du khang thé theo sang ché) véi lugng yéu clu vao trong dung moi thich

hop v6i mot hodc mot hdn hop cac thanh phﬁn d3 néu & trén, nhu yéu cAu, sau d6 loc tiét
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khudn. Théng thudng, cic hé phan tan dugc bao ché bing cach dwa hoat chét vao trong mot
t4 dugc 1ong vo khuln chita mot mdi truong phén tan bazo vi cdc thanh phan doi hoi khac
tir cac thanh phan da néu trong ddy. Trong truong hop vo khudn, bot dong khod dé bao ché
dung dich v6 khuin tiém dugc, cac phuong phép bao ché bao gdm sy chan khong va sy
phun dé thu dugc bot chira thanh phén c6 hoat tinh véi thanh phin mong mudn bat ky khac
nita tir dung dich dugc loc vo khudn truée d6 ctia ching. Do 1éng thich hop cia dung dich
c6 thé duogc duy tri, vi du, bing cach sir dung mang bao nhu lexitin, bing cach duy tri c&
hat yéu cdu trong trudng hop hé phan tan va bang cach sir dung chit hoat dong bé mit. Pic
tinh hip thu kéo dai ctia ché phdm tiém dugc c6 thé thu dugc bing cach dua vao trong ché

pham, tac nhan 1am chdm qua trinh hp thu, vi du mu6i monostearat va gelatin.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung bang nhiéu phuong phéap khéc
nhau d4 biét trong linh vuc ky thuat. i véi nhidu tng dung diu tri, theo mdt phwong an,
duong/cach dung c6 thé 1a tiém dudi da, tiém trong tinh mach hogc truyén. Cac chuyén gia
biét rd riang, dudng ding va/hodc kiéu diing phu thudc vao két qua mong mubn. Theo mot
s& phuong 4n, hoat chét co th8 duge bao ché cing véi mot chat mang c6 tic dung bao vé
hop chét nay khoi viéc giai phong nhanh chéng, nhu ché phdm giai phéng kiém soat, bao
gbm céc hé thudc cdy, miéng dan qua da, va h¢ phan phéi vién nang. Polyme twong thich
sinh hoc, c¢6 thé thoai bién sinh hoc, c¢6 thé dugce st dung, nhu etylen vinyl axetat,
polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Nhiéu phuong
phap @& bao ché cac ché phdm nhu vy da dugc cp bing sang ché hodc da duge biét rd boi
ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vwc nay. Xem, vi du, Sustained and Controlled

Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Theo mot sb phwong &n, khang thé theo sang ché c6 thé duge sir dung qua dudng
ubng, vi dy ciing v6i mét chit pha loang tro hogdc cht mang c6 thé tiéu hoa dugc. Khang
thé (va cdc thanh phan khac, néu mubn) ciing c6 thé dugc bao trong vién nang vé cung
hodc mém, nén thanh vién nén, hoic dugc dua truc tiép vao trong thirc dn ca bénh nhén.
Péi véi dudong ding qua duong udng, cac hop chit c6 thé dugc dua vio cling véi ta dugce
va st dung & dang vién nén ti€u héa dugc, vién nén ngdm trong m4, vién ngim, vién
nang, con ngot, huyén phu, sird, vién hinh trng nhén va cc dang tuong tu. Dé str dung

khéng thé theo sang ché bing dudng ding ngoai dudng tiéu hoa khac, co thé can thiét

-75-



26217

phai bao khéang thé nay bang hoic st dung ddng thoi khang thé nay véi mot nguyén liu

d& ngan n6 mét hoat tinh.

Céc hop chit bd sung c6 hoat tinh cling c6 thé dwoc dua vao trong cic ché pham.
Theo mot sé phuong 4n, khang thd theo sang ché dugc biao ché cung véi va‘hodc dugc sir
dung ddng thoi v6i mot hodc nhidu tac nhan didu tri bd sung hitu dung dé didu tri cac rbi
loan hodic bénh dugc mo ta & day. Vi du, khang thé khang RGMa theo sang ché ¢ thé
duoc tao cong thirc ddng thoi va/hodc st dung ddng thoi véi mot hodc nhiéu khang thé
khac gén két cac dich khac (vi du, cac khang thé gén két cac khang nguyén tan khac hodc
gén két cac phan tir bé& mat t& bao). Hon nita, mot hodc nhidu khang thé theo sang ché
cling co thé duoc sit dung két hop véi hai hoic nhiéu tac nhan diu tri d néu trén. Liéu
phap két hop ndy c6 thé str dung thuan lgi cac lidu thc nhan didu tri dugc st dung thip
hon, do d6 tranh dugc djc tinh c6 thé hoic cac bién chimg thudng gap cua céc ligu phap

don khéc nhau.

Theo mdt sb phuong an, khang thé theo sang ché duoc lién két véi mot ta duoc
16ng kéo dai thoi gian ban thai da biét trong linh vuc k¥ thuét. Cac ta dugc nhu vdy bao
gdm, nhung khdng chi giéi han o, ving Fc, polyetylen glycol, va dextran. Céac ta dugc
long nhu vy dwgc mo ta, vi dy, trong don yéu cAu cip patent My s6 09/428083 va WO
99/25044.

Céc trinh ty axit nucleic ma hoa khang thé theo sang ché c6 thé duge sir dung dé
diéu tri, phong ngira, quan ly, hodc cai thién r6i loan hodc mdt hoidc nhiéu triéu chimg cua
n6 bang liéu phap gen. Liéu phap gen chi li¢u phap dugc tién hanh bing cach st dung cho
mot dbi twong axit nucleic dugc biéu hién hoic cé thé duoc bidu hién. Céc axit nucleic cb
thé san sinh khang thé dugc mi héa theo sang ché ma chiing 1am trung gian cho hi¢u qua

phong r6i loan hodc chita roi loan.

Phuong phap bit ky cuia liéu phép gen di c6 trong linh vyre nay c6 thé dugc st
dung theo sang ché. Phan néu tdng quét vé cac phuong phap cua li¢u phéap gen dugc néu
trong tai liéu: Goldspiel et al., 1993, Clinical Pharmacy, 12: 488-505; Wu and Wu, 1991,
Biotherapy, 3: 87-95; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32: 573-596;
Mulligan, 1993, Science, 260: 926- 932; va Morgan and Anderson, Ann. Rev. Biochem.,

-76-



26217

62: 191-217, ¢6 thé (1993) TIBTECH 11(5):155-215. Céc phuong phéap thudng dugc biét
dén trong linh vuc k§ thuit ADN téi t6 hop ¢6 thé dugc sir dung dén, dugc mb ta trong tai

liéu: Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons,

NY, 1993); va Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, (Stockton

Press, NY, 1990). Phin mo ta chi tiét vé nhiéu phuong phép st dung liéu phap gen khéc

nhau dugc mé ta trong cong bb don yéu cau cép Patent My s Al.

Céc khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc ding mot minh hoic trong hdn hop dé
diéu tri bénh hoic tinh trang bénh di kém véi sy thoai hoa soi truc than kinh, nhu da xo
cirng, bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy gidm tri nhé, bénh Parkinson, tdn thuong do

chén thuong & hé than kinh trung wong, hogic bénh bét ky khéc di kem véi RGMa.

Cén hiéu ring khang thé c6 thé dugc str dung riéng 1€ hodc két hop véi mot tac
nhan bd sung, vi du, tic nhan didu tri, hoat chét nay néu trén duge chon bdi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay theo myc dich st dung dy tinh. Vi dy, hoat chét bd
sung 6 thé 1a chat trc ché mién dich hodc tic nhan diéu tri mot hodc nhiéu triéu chimg di
kém bénh da xo cing. Hoat chét bd sung nay co thé 13 beta interferon. Beta interferon,
nhu Avonex, Betaseron, Extavia and Rebif, c6 thé 1am cham toc do tién trién cua céc triéu
chimg da xo cing theo thoi gian. Hoat chit bd sung nay c6 thé 1a Glatiramer (Copaxon),
chit nay phong bé sy tdn cong vao hé mién dich trén myelin. Hoat chét bd sung nay ciing
c6 thé 1a Fingolimod (Gilenya), mot chét by t& bao mién dich & hach bach huyét. Hoat
chit bd sung nay c6 thé 1a Natalizumab (Tysabri), ma c6 thé can thiép vio su di chuyén
cta cac té bao mién dich c¢6 nguy co tén thuong khoéi dong mau vao ndo va tiy sdng.

Dugc chat bo sung nay c¢6 thé 1a Mitoxantrone (Novantrone), mot thuoc trc ché mién dich.

T4c nhan diéu tri bd sung c6 thé 13 “thudc ting cudng nhan thirc”, mot thudc ting
kha ning nhén thitc cia nfo (goi tén, suy nghi, hoc tdp va ghi nhé) & nguoi bi suy gidm.
Céc thude ting cudng nhan thirc hoat dong bang c4ch 1am thay dbi tinh sin c6 clia céc
chit hoa hoc thén kinh (vi duy, cac chat dan truyén than kinh, enzym, va hormon), béng
cach cai thién ngudn cung cip oxy, bing cach kich thich sy phat trién than kinh, hogc
béng cach trc ché su ton thuong thin kinh. Vi du vé cac thudc ting cudng nhan thic bao

gdm hop chét 1am ting hoat ddng clia axetylcholin nhu nhung khong chi gi6i han &, chét
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cht van thu thé axetylcholin (vi du, chét chu van thu thé nicotinic -7 hodc chit diéu bién
khéc nhau vé lap thé, chat chi van thu thé a4B2 nicotinic hodc chét didu bién khac nhau
v& lap thé), chit trc ché axetylcholinesteraza (vi du, donepezil, rivastigmin, and
galantamin), chét rc ché butyrylcholinesteraza, chét rc ché thu thé N-metyl-D-aspartat
(NMDA) (vi dy, memantin), chét chu van protetin bao vé than kinh phu thudc hoat tinh
(activity-dependent neuroprotective protein - ADNP), chit chu van thu thé serotonin 5-
HTI1A (vi du, xaliproden), chit cha van thu thé 5-HTA4, chét d6i khang thy thé 5-HT®6,
chét déi khang thu thé serotonin 1A, chét d6i khang thy thé histamin H3, chit wc ché
calpain, protein hodc chat chu van yéu td tang truéng ndi mac mach mau (vascular
endothelial growth factor - VEGF), yéu 6 sinh trudng sinh dudng, hop chét chéng lai qué
trinh chét t& bao theo chuong trinh, chét hoat héa thu thé glutamat loai AMPA, chét chen
hodc didu bién kénh canxi loai L hodc N, chit chen kénh kali, chét hoat héa yéu td gy
giam oxy huyét (hypoxia inducible factor - HIF), chét trc ché HIF prolyl 4-hydroxylaza,
chét chéng viém, chit ttc ché AP peptit dang tinh bot hodc mang bam dang tinh bot, chét
{rc ché qua trinh siéu phosphoryl héa protein Tau, chét rc ché enzym phosphodiesteraza 5
(vi du, tadalafil, sildenafil), chit tc ché enzym phosphodiesteraxa 4, chit @c ché
monoamin oxidaza, hodc mubi dugce dung ciia nd. Vi du cu thé vé céac thudc ting cudng
nhéan thirc nay bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, chét (rc ché enzym cholinesteraza
nhu donepezil (Aricept®), rivastigmin (Exelon®), galanthamin (Reminyl®), chéat ddi
khang N-metyl-D-aspartat nhu memantin (Namenda®). ft nhAt mot thudc ting cudng
nhan thirc ¢6 thé duge ding ddng thoi v6i cac khang thé theo sang ché hoic lién tiép véi
khang thé theo sang ché (va theo trinh tyr bt ky) ké ca cac chét hién d3 duoc phat hién,
hoic trong tuwong lai phat hi¢n théy, hitu ich d& diéu tri bénh hoic tinh trang bénh dugc
didu tri bang khang thé theo sang ché). Do d6, hon hop duoc mé ta & day co thé co tac
dung cdng hgp hodc hiép ddng khi dugc st dung trong truong hop didu tri néu trén. Cht
bd sung nay ciing c6 thé 1a chit déng gép loi ich cho dugc phém, vi du chit anh huong

dén d6 nhét cua ché pham.

CAn hiéu ring cic hdn hop duge dwa vao trong sang ché la cac hop chat hitu dung
cho muc dich mong mudn cua ching. Céc chat néu trén chi dé minh hoa cho muc dich va

khong gidi han pham vi sang ché. C4c hdn hop ndm trong sang ché c6 thé bao gdm khéng
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thé theo sang ché va it nhit mot hoat chét bd trg duge chon tir danh sach néu dudi day.
Hoén hop nay ciing ¢6 thé bao gdbm nhiéu hon mot hoat chét b trg, vi du, hai hodc ba hoat
chét bd trg néu viée két hop sao cho ché phém thu dugc co thé thuc hién chic ning dy
kién cia no.

Duoc phém c6 thé chira "luong c6 hidu qua diéu tri" hoic "luong c6 hidu qua
phong bénh" khang thé theo sang ché. "Luong c¢6 hiéu qua diéu tri" dé chi lugng c6 higu
qua, & lidu luong va thoi gian cAn thiét, c6 thé dat dugc két quéa didu tri mong mudn.
Luong c6 hi¢u qua diéu tri ctia protein lién két c6 thé duge xac dinh béi nguoi co hidu
biét trung binh trong linh vuc ndy va c6 thé thay ddi theo céc yéu t6 nhu tinh trang bénh
Iy, tudi, gioi tinh, thé trong, va kha ning gy ra dép ing mong mudn trén dbi twong diéu
tri clia protein lién Két. Luong c6 hi¢u qua diéu tri ciing 13 luvgng trong d6 doc tinh hodc
tac dung c6 hai bat ky cta khang thé, hodc manh khang thé 12 khong déng ké so véi cc
tac dung c6 lgi trong diéu tri. "Luong c6 hiéu qua phong bénh" dé chi luong c6 hiéu qua,
& lidu lugng va thdi gian cAn thiét, c6 thé dat dwoc két qua phong bénh mong mudn.
Thong thudng, do lidu phong bénh s& duge st dung cho d6i tugng trude khi hodic & giai
doan sém ctia bénh, nén lugng c6 hiéu qua phong bénh s& nho hon luong c6 hig¢u qua diéu

tri.

Ché d6 lidu c6 thé dugc diéu chinh dé tao ra d4p Gtng mong mubdn 81 wu (vi dy, dap
tg didu tri hodc dap tng phong bénh). Vi du, ¢6 thé st dung mot liéu don nhit, nhidu
lidu chia nhé theo thoi gian hodic c6 thé giam hoic ting lidu theo ty 1¢ dya vao tinh trang
didu tri. S& 13 rét wu viét khi tao ra dugc phim ding ngoai dudng tiéu héa & dang liéu don
vi @ c6 thé d& dang st dung va c6 sy ddng déu vé lidu lugng. Dang liéu don vi nhu sk
dung & ddy ding dé chi cac don vi riéng biét v& mt vét Iy nhu liéu don vi cho ddi twong
1a dong vét c6 va duogc diéu tri; mdi don vi chira mdt lwgng dinh trude hoat chit da dugc
tinh toan dé tao ra hiéu qua diéu trj cing v6i chit mang dugc dung can thiét. Viéc mo ta
cac dang liu don vi theo sang ché s& duoc dién giai va phu thudc truc tiép vao (a) dic
diém dic trung cta hoat chét va hidu qua didu trj hoic phong bénh cu thé can dat dugc, va
(b) c4c han ché vén ¢6 trong linh vire bao ché nhu hop chét c6 hoat tinh ding dé diéu trj
tinh trang nhay cdm ctia b¢nh nhén.
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Khoang vi dy, khong gigi han pham vi, vé lugng cho hidu qua diéu tri hoic luong
cho hiéu qua phong bénh cuia khing thé theo sang ché 12 liu nim trong khoang tir 0,1 dén
200mg/kg, vi du, 0,1 dén 10mg/kg. Luong cho hiéu qua diéu tri hodc phong ngira ¢6 thé
nim trong khoang 1 dén 200 mg/kg, 10 dén 200 mg/kg, 20 dén 200 mg/kg, 50 dén 200
mg/kg, 75 dén 200 mg/kg, 100 dén 200 mg/kg, 150 dén 200 mg/kg, 50 dén 100 mg/kg, 5
dén 10 mg/kg, hoic 1 dén 10 mg/kg. Cén lvu ¥ ring gié tri lidu ndy c6 thé thay doi tuy
thudc vao loai Vévml'IC d6 trAm trong cua tinh trang bénh dugc lam gidm. Hon thé nira,
lidu khang thé c6 thé duge x4c dinh bdi ngudi c6 k§ ning trong linh vyc k¥ thuat nay va
c6 thé thay dbi theo céc yéu té nhu tinh trang bénh, do tudi, gi6i tinh va trong lugng cla
c4 thé, va kha ning ciia khang thé trong viéc tao ra dp (mg mong mubn & c4 thé do6. Lidu
nay ciling 1a lidu trong d6 hiéu qua didu tri ciia khang thé 16n hon tac dong ddc hoic cb hai
bét ky, néu cé. Cling can hidu ring déi véi mot dbi twong cu thé bat ky, ché do lidu dic
hiéu nén duge didu chinh theo thodi gian dya theo nhu cu ctia dbi twong va danh gid
chuyén mdn ctia ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut ndy va khoang liéu

lugng néu trén chi 1a vi du.

Phuong phap didu tri, ngin ngira, diéu bién hogc 1am gidm bénh di kém véi bénh thoai

héa than kinh

O dbi twong bat ky, c6 thé danh gia duge dbi tugng nay co rdi loan thoai héa than
kinh hay khong. Viéc dénh gia c6 thé chi rd ché d¢ didu tri thich hop nhu diéu tri phong
ngira, didu tri duy tri hodc diéu tri didu chinh. Do d6, sang ché md ta phwong phép didu
tri, ngin ngira, diéu bién, hodc lam gidm bénh/réi loan cta bénh thoai héa than kinh.
Khang thé nay c6 thé dwoc ding cho dbi tugng cin diéu tri. Khang thé nay c6 thé dugc

dung v6i luong cho hidu qua diéu tri.

N6i chung, lidu dung céc khang thé s& thay dbi phu thudc vao céc yéu té nhu do
tudi ciia bénh nhan, trong luong, chidu cao, gidi tinh, tinh trang stc khde chung va tién sir
ding thudc truéc d6. Thong thudng, mong mudn cung cdp cho ngudi ding lidu chira
thanh phan khang thé, protein tiép hop hodc dung hop mién dich nim trong khoang tir 1
pg/kg dén 10 mg/kg (lwgng chit/thé trong bénh nhén), mdc du lidu thip hon hodc cao hon
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cling c6 thé dugc dung theo yéu ciu cu thé. Ché db lidu c6 thé duge didu chinh dé tao ra
dap tmg mong mudn t&i wu (vi dy, dap ing diéu tri hoic dap tng phong bénh). Vi du, c6
thé str dung mot lidu don nht, nhidu liéu chia nho theo thdi gian hogc c6 thé giam hogc
tang lidu theo ty 1& dya vao tinh trang didu tri. $& 12 rit wu viét khi tao ra dugc phim ding
ngoai duong ti€u hoa & dang lidu don vi d& c6 thé d& dang st dung va c6 su dong déu vé
lidu lvong. Dang liéu don vi nhu sir dyng & ddy ding @& chi cac don vi riéng biét vé mit
vat Iy nhu liéu don vi cho dbi trong 13 dong vét c6 vi dugc diéu tri; mdi don vi chira mot
lugng dinh trude hoat chét da dugc tinh toan dé tao ra higu qua diéu tri cing véi chét
mang dugc dung cin thiét. Viéc md ta cac dang liéu don vi theo sang ché s& dugc dién
giai va phu thudc truc tiép vao (a) dac diém dic trung cuda hoat chét va hiéu qua didu tri
hodc phong bénh cu thé can dat dugc, va (b) cac han ché vén c6 trong linh vuc bao ché

nhu hop chét c6 hoat tinh ding dé diéu tri tinh trang nhay cam ctia bénh nhén.

Khoéang vi du nhung khong gi6i han pham vi v& luong cho hidu qua diéu tri hoic
lwong cho hiéu qua phong bénh cua khang thé theo sang ché 14 lidu nidm trong khoang tir
0,1 dén 200mg/kg, vi du, 0,1 d&én 10mg/kg. Cin lwu y ring gi tri liu nay c6 thé thay doi
tuy thudc vao loai va mirc 4o trdm trong cua tinh trang bénh dugc lam gidm. Hon thé nira,
lidu khang thé c6 thé duge xac dinh bdi ngudi c6 k§ ning trong linh vire ky thuat ndy va
c6 thé thay d6i theo céc yéu t6 nhu tinh trang bénh, do tudi, gidi tinh va trong lugng cua
c4 thé, va kha ning cta khang thé trong viéc tao ra dép tng mong mudn & c4 thé d6. Liéu
nay cfing 12 liéu trong d6 hiéu qua diéu trj cia khéng thé 16n hon tac dong doc hodc c6 hai
bat ky, néu cé. Ciing cAn hiéu ring dbi voi mot dbi tuong cu thé bat ky, ché do lidu dic
hiéu nén dugc diéu chinh theo thoi gian dya theo nhu cdu cia ddi twong va dénh gia
chuyén mén clia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay va khoang lidu

lugng néu trén chi l1a vi du.

Viéc dung céc khang thé cho bénh nhan c6 thé 1a trong tinh mach, trong dong
mach, trong co, dudi da, trong mang phdi, ndi tly mac, trong mdy, trong thily tinh thé,
bang cach truyén thong qua mot bng thong ving, hoic bing cich truyén truc tiép vao
ving thuong tén. Khi ding protein tri liéu bang cach tiém, viéc ding c6 thé 1a truyén lién

tuc hodic bang cach tiém mot li€u hodc nhiéu liéu. Viéc tiém trong tinh mach la duong
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dung hitu ich do khang thé di vao vong tudn hoan va dugc phan b6 nhanh. Khang thé c6
thé duoc ding qua dudng ubng, vi dy, cung véi chét pha lodng tro hodc chit mang in
duogc va cb thé dong hoa duge. Khang thé va cac thanh ph?m khéc, néu can, c6 thé duogc
déng vao vién nang gelatin v cliing hodc mém, dap thanh vién nén, vién nén ngdm, thude
tring, vién nang, cdn ngot, huyén pht, sird, vién hinh tring nhén, va cac dang tuong tu

khac.

Khang thé khang RGMa c¢6 thd dugc ding ¢ lidu protein thip nhu 20 mg dén2g
protein trong mot lidu, ding mot 14n, hoic nhiéu 14n, ngoai dudng tiéu héa. Theo cach
khac, khang thé c6 thé dugc dung & lidu tir 20 dén 1000 mg protein trong mot lidu, hoic

tr 20 dén 500 mg protein trong mot lidu, hogc tir 20 dén 100 mg protein trong mot lidu.

Céc khang thé c6 thé duoc ding mot minh hodc chung ¢ thé duoc tiép hop véi
cac liposom, va co thé dugc bao ché theo cac phuong phap da biét dung d& bao ché cac
duoc phém hitu ich, theo do khang thé dugc két hop vao trong hdn hop véi chit mang
duoc dung. Thuat ngit “cht mang dugc dung” cd thé duoc dung nap bdi bénh nhan nhan.
Nuéc mudi duge dém phosphat vo tring 1a mdt vi du vé chit mang dugc dung. Céc chét
mang thich hgp khac ciling dugc ngudi c6 k§ nang trong linh vyc k¥ thuat nay biét rd.
Xem, vi du tai liéu: REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 19th Ed.
(1995).

D& didu tri, cac khang thé dugc ding cho bénh nhén véi lugng cho hiu qua diéu
tri trong chat mang dugc dung. Thuét ngi “lugng cho hi¢u qua diéu tri” 12 luong c6 y
nghia vé mit sinh ly. Khang thé c6 y nghia vé& mit sinh Ly néu dang trinh bay cua né tao ra
su thay dbi c6 thé phat hién dugc trong sinh Iy & bénh nhan nhan. Trong sang ché, khang
thé 6 thé c6 y nghia sinh ly néu dang trinh bay cta nd, vi dy, lam gidm viéc tiét
interferon-y (INF- y), interleukin-2 (IL-2), IL-4 va/hogc IL-17 tlr cac té bao T duong tinh
véi CD4. Mot chét cé ¥ nghia sinh Iy néu dang trinh bay ciia né, vi du lam giam dap Gng
ting sinh va/hodc mirc bidu hién xytokin tién viém trong cac té bao don nhan méu ngoai

vi (peripheral blood mononuclear cell - PBMC).
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Phuong phép diéu tri khac c6 thé duge st dung dé kiém soat thoi gian tac dong cua
khéng thé trong tmg dung didu tri. C4c ché phim giai phong c6 kiém soat c6 thé duge bao
ché bang cach st dung cic polyme dé tao phurc hodc hap thu khang thé. Vi du, cac
polyme tuong hgp sinh hoc bao gdm chét nén poly(etylen-co-vinyl axetat) va chét nén tir
polyanhydrit copolyme ctia dime axit stearic va axit sebacic. Sherwood et al.,
Bio/Technology 10:1446 (1992). Téc do giai phong khang thé khoéi chat nén nay phu
thudc vao phan tir lwgng cia protein, lwgng khang thé trong chit nén, va c& hat dugc phin
tan. Saltzman et al., Biophys. J. 55:163 (1989); Sherwood et al., & trén. Céc dang lidu
khac dwoc md ta trong REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 19th ed.
(1995).

Céc rdi loan/cac bénh thoai héa than kinh

Bénh/rdi loan sgi truc c6 thé 12 bénh hoic 16i loan bt ky, trong dd, co ton thwong
soi truc va chitc ndng synap bi tén thuong. Su t6n thuong va chirc nang bi tdn thwong nay
c¢6 thé do day than kinh khong duge myelin héa dly du va/hodc cit ngang soi truc. R&i
loan hoic bénh thodi héa than kinh c6 thé 1a bénh da xo cling, bénh Alzheimer, bénh
Parkinson, hoi chiing xo cing teo co mot bén va cic bénh than kinh van dong khac, bénh
Huntington, bénh Tay-Sachs, bénh Niemann-Pick, bénh Gaucher, hodi ching Hurler, cac
bénh tho4i hoa myelin viém tu phat, thiéu hyt vitamin B12, hdi ching tan cau ndo trung
tam, bénh giang mai bién chimg than kinh, bénh viém tiy ngang, bénh Devic, bénh 1y ndo
chét tréng da 4 tién trién, bénh viém than kinh thi giac va cic bénh vdng mac khac di kem
v4i bénh thoai hoa than kinh, nhu bénh glaucoma, bénh thin kinh do dai thao dudng va
thoai héa vong mac do tudi, tén thuong do chin thuong hé than kinh trung wong, hodc cac
bénh rdi loan dudng chét tring. Bénh hoic rbi loan thoai hoa than kinh ¢6 thé do cac sgi
thin kinh khong dugc boc diy du bang cac 16p mo tao boi chét béo (lipoprotein) duge goi
12 myelin. C4c 16p nay tao ra vo myelin. Vo myelin nay c6 thé cho phép cac xung dién
dugc dan truyén doc theo sgi than kinh nhanh va chinh x4c. Khi v6 myelin bi ton thuong
hodic bi mit, cac ddy than kinh khong dan truyén cac xung dién mot cach binh thuong.
P6i khi, do vo myelin bi mat hodc ton thuong, ma cac s¢i than kinh ciing c6 thé bi tén

thuong.
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Binh thuong, tré so sinh it thang c6 thé thiéu vé myelin hoan chinh. Do do, cac
chuyén dong clia chling thudng giat giét, khong phéi hop va vung vé. Khi v6 myelin dd
phat trién, cac chuyén dong tr& nén uyén chuyén hon, c¢6 chi dich hon va phéi hop tbt
hon. Tuy nhién, v myelin khong phat trién mot cach binh thuong & tré em bi mot 50

bénh, nhu bénh Tay-Sachs, bénh Niemann-Pick, bénh Gaucher va hoi ching Hurler.

(5 ngudi trudng thanh, vo myelin c6 thé bi pha hiy do trén thwong, viém, r6i loan
mién dich, rdi loan chuyén héa va suy dinh dudng (nhu thiéu vitamin B12). Chat ddc,
thudc (nhu khang sinh ethambutol), va viéc st dung qua mirc rugu c6 thé gay ton thuong
ho#c pha hiy vé myelin. Néu v nay c6 thé tu phuc hdi v tai tao, chirc ning day than
kinh binh thudng c6 thé phuc hdi. Tuy nhién, néu vé nay bi tén thwong ning, soi than
kinh nim bén dudi c6 thé chét. Vi cac soi thin kinh trong hé than kinh trung wong (ndo va

tiy sdng) hiém khi t4i tao, nén ton thuong nay 1 khong thé phuc hoi.

Mot sb rdi loan thoai héa s¢i truc ma gdy ra hily myelin tic dong chu yéu dén hé
than kinh trung wong. Cac ri loan khac anh hudng chu yéu dén day than kinh & cac phan
khac ctia co thd. Cac rdi loan thoai hoa soi truc ma gy huy myelin & hé than kinh trung
wong va khoéng c6 nguyén nhan rd rang duge goi 1a r6i loan huiy myelin nguyén phat. DPa

x0 ctng 12 6i loan pho bién nhat trong s6 cic roi loan nay.

Pa xo cling

Bénh canh 1am sang cua MS co thé duoc chia thanh 4 nhom chinh (hogc typ phu):
phuc hdi t4i phat (RRMS), tién trién thir phat (SPMS), tién trién nguyén phat (PMS) va téi
phat tién trién (PRMS). Bénh nhén c6 sy tai phat 1am sang mdi vai thing hogc vai ndm
véi cac khoang thoi gian gian doan c6 su 4n dinh 14m sang goi 124 RRMS. RRMS ¢6 thé 1a
phd bién & nit gAp hai 14n & nam trong mudi ndm thit hai hogc thi ba cua cude doi. Nguogce
lai v6i RRMS, bénh nhan bi SPMS thé hién tinh trang tién trién xau di giira cac lan tai
phét. Bénh nhan RRMS c6 thé chuyén sang SPMS theo thoi gian duge dac trung boi sy
suy giam dan chitc ning than kinh. Khoang 15% bénh nhan MS c6 PPMS duogc dic trung
boi su tAn cong mudn va tinh trang xAu di lién tuc cia chitc ning than kinh tir khi bénh

khoi phat. MS lanh dugc dinh nghia tuy tién 14 cac bénh nhan RRMS ma sau hon 15 nam,
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sau khi duoc chin do4n ban dau, van ctr dong duogc va chi thé hién céc khiém khuyét nhe
(Expanded Disability Status Scale [EDSS]). Thong thudng, cac bénh nhén nay thé hién it
hodc khong thé hién su tién trién ning 1én sau con bénh dau tién cua ho va khong can can
thiép didu tri; tuy nhién, khong thé chin doan dang MS ndy cho dén 5 ndm sau khi khoi
phat MS.

Bénh Parkinson

Bénh Parkinson 1a bénh phé bién & nira ban cdu Tay Au va 14n du dugc thong bao
béi béac si James Parkinson in 1817. Bénh Parkinson c6 thé dAu tién dugc phat hién dudi
dang bénh ligt chi, va cubi cing c6 thé tién trién thanh ba triéu chimg: (i) cing co, dac
trung boi d6 cliing giéng "banh xe" va "6ng chi"; (ii) van dong chdm hodc cham vén dong,
va (i) khong 8n dinh tu thé di kém véi tu thé gap lai va déng di khiém khuyét. Cac thay
ddi van dong nay 1a dic trung cua tinh trang 161 loan chirc ning van dong, nhung ngoai ra
ciing c6 thé cé déu hidu suy giam tinh than ¢ nhiéu bénh nhan, khoang 40% s6 bénh nhan

mac Parkinson.

Bénh Parkinson c6 thé do trang thai thiéu hut levodopamin trong néo giy ra. Cu
thé hon, levodopamin ¢6 thé gay 161 loan van dong & bénh nhan Parkinson va dan dén loai
bé chat x4am. Pén nay, y hoc chua phat hién ra chit nén cho phép dang c6 thé tiém vao
ndo va di qua thanh cdng hang rao mau ndo. Li¢u phap thay thé dopamin hién nay nham
vao viéc thay thé tryc tiép hoic md phong tac dung & vi tri thu thé domapin trong ndo.
Trong khi liéu phéap levodopa c6 thé tao ra mdt sb thay ddi c6 lgi ban d4u nhung nhiing
thay dbi nay c6 thé giam dan theo thoi gian, va tao ra nhidu vn d& khac nhu rdi loan gidc
ngt trAm trong, r6i loan chirc ning van dong, va budn ndn lidn tyc. Phuong phap y té didu
tri bénh Parkinson bao gém md cét bé mé ndo va dua vao cac vi dién cuc (kich thich di¢n
nfo sau) vao phan nio bi anh hudng. Viée dua cac vi dién cuc nay vao ¢6 wu diém 13 1am
dao nguoc sy tién trién ctia bénh. Tuy nhién, cic bién phap can thiép nay thuong la tam
thoi, va chiing cling khong tao ra su thay dbi 1au dai trang thai bénh Parkinson va cling
khéng ddo nguoc tic dong cia bénh. Bénh Parkinson c6 thé rdi loan nhidu yéu td, thoai
héa thin kinh, va rbi loan ndy lam tién trién sy oxy héa qua miec. Chét x4m cua xuong dé

bi tn thwong do qua trinh oxy héa, viéc ndy cung cép ly thuyét vé sy hinh thanh bénh

-85-



26217

Parkinson. Cac bit thudng ctia qué trinh phosphoryl héa bang cach oxy héa lam suy yéu

ty nap thé ciia chat xam, va tao ra cac goc tu do.

Tén thuong do cac chit chira oxy phan (ng (gbc tu do)

Céc chit chira oxy phan tmg (Reactive oxygen species - ROS) ¢6 thé tn cong mot
vai mé va viée tiép xic thudng xuyén véi RSO ¢b thé 1am suy yéu cic chtrc ning sinh 1y
khac nhau va lam ting nguy co méc mot sb loai 16i loan trim trong, bao gém céc rdi loan
v céc bénh thoai héa soi truc thin kinh. ROS c¢6 thé tAn cong c4c té bao than kinh va gy
chét t& bao. Vi du, viée xit Iy cac t& bao than kinh bing hydro peroxit ndng d¢ thap c6 the
lam ton thwong soi truc than kinh do tac dong dén su thay ddi bAt loi vé hinh thai hoc cta
soi truc than kinh, d6i khi goi l1a gép nép soi truc than kinh. Viéc gép nép soi truc than
kinh c6 thé 12 mot trong sd cc su kién sém cla qua trinh thoai hoa than kinh trudc khi

gdy chét cac té bao than kinh dwoc xit Iy bang hydro peroxit.
Bénh Alzheimer

Bénh Alzheimer (Alzheimer's disease - AD) 1a nguyén nhén chinh gay suy giam tri
nhé & nguoi gia. Méc du cac dang di truyén hiém gip caa AD vAn ton tai nhung hau hét
bénh nhan dugc phén loai 1a ¢6 AD khong thuong xuyén do khong c6 tién sir gia dinh
thuong duge ghi nhén. V& mit bénh 1y, AD duoc dic trung boi su thodi hoa than kinh va
synap voi s6 lugng mang bam va dam r6i to than kinh ting 1én theo tudi so voi cac ca thé

khong bi suy gidm tri nhé & cung do tudi

Céac mang bam do tudi, dic trung cla bénh Alzheimer, duoc chu thanh tir nhan
trung tAm cta beta-amyloid tich tu, mdt san phim phan cit cia protein tién chét dang tinh
bot (amyloid precursor protein - APP). Cac dam rbi to thin kinh 12 céc céu tric gidng sgi
chi khong tan bén trong t& bao dugc tao ra tir dang dugc siéu phosphoryl héa cua mét

protein dugc goi 1a Tau, ma thuong di kém véi vi cau trac hinh ong.

Céc 14t cit sau khi chét ctia md ndo & nhitng nan nhan cua bénh Alzheimer c6 xuat
hién su c6 mit cta dang tinh bdt trong dang clia nhan ngoai bao protein cia mang bam

viém day thin kinh, mdt dc trung cia AD. Nhén dang tinh bot clia cac mang bam viém
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day than kinh nay dugc cAu thanh tir mot protein goi 12 dang tinh bot p ma dugc sip xép &
cAu hinh dang tdm gép nép chi yéu. Mori et al., Journal of Biological Chemistry 267:
17082 (1992); Kirschner et al., PNAS 83: 503 (1986). Cac mang bam viém day than kinh
nay 13 biéu hién sém va khong thay ddi cua bénh. Mann et al., J. Neurol. Sci. 89: 169;
Mann, Mech. Ageing Dev. 31: 213 (1985); Terry et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol 46:
262 (1987).

Su 1§ng dong ban dau caa AP c6 thé xuét hién truéc khi cac triéu chiing 1dm sang
duoc nhan biét. “Tiéu chuan té vi t6i thiéu” dugc khuyén cdo hién nay dé chdn don AD
13 dua trén sd mang bam viém day than kinh dliqc phét hién thiy & ndo. Khachaturian,
Arch. Neurol. , supra (1985). Khong may 1a cong viéc danh gia s6 dém mang bam viém

day than kinh phai chi dugc tién hanh sau khi bénh nhan chét.

Céc mang bam viém day than kinh chira amyloit — mét dang gidng tinh bdt — 13 dic
tinh ndi bat cua cac khu vue chon loc ciia ndo trong bénh AD ciing nhu trong hdi ching
Down va & ngudi ddng hop tir cho alen apolipoprotein E4, nguoi ma rat c6 thé phat trién
AD. Corder et al., Science 261: 921 (1993); Divry, P. , J. Neurol. Psych. 27: 643-657
(1927); Wisniewski et al, in Zimmerman, H. M. (ed. ): PROGRESS IN
NEUROPATHOLOGY (Grune and Stratton, N. Y. 1973) pp. 1-26. Amyloit trong néo
dwoc chimg minh d& dang bang cach nhudm céc lat c4t ndo bang thioflavin S hodc do
Congo. Puchtler et al., J. Histochem. Cytochem. 10: 35 (1962). Amyloit duoc nhudém mau
bang do6 Congo dugc dic trung boi hinh dang ludng hudng sic, thé hién mau phan cyc
vang-xanh. Lién két ludng huéng sic 1a két qua cua céu trac dang tAm glp nép beta ctia
protein dang tinh bot. Glenner, G. N. Eng. J. Med. 302: 1283 (1980). Phan thao ludn chi
tiét vé héa sinh va hda md cua protein dang tinh bot co thé duge tim thiy trong tai lidu:

Glenner, N. Eng. J. Med. , 302: 1333 (1980).

Tén thuong do chn thuong d6i v&i hé than kinh trung wong

Ty 16 méc TBI & M§ dugc wéc tinh so bd 1a hon 2 triu ngudi hing nim véi
khoang 500,000 bénh nhan nhép vién. Trong s6 nay, khoang 70,000 dén 90,000 ca sbng

s6t lién quan dén ton thwong dau bi liét vinh vién.
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Céac dudng thin kinh trong CNS cua d6i twong c6 nguy co néu céc té bao thin kinh
bi chén thuong co hoc hoic héa hoc hodc mitc dd thoai hoa bénh than kinh da dé dua cac
t& bao thin kinh nay vio nguy co b chét. Chi ctia bénh 1y thn kinh, mdt trong s6 d6 chi
anh huéng dén quin thd bén dudi hodc hé thng té bao than kinh & CNS hodc he than
kinh ngoai bién dén nay da xac dinh dugc. Cac bénh 1y than kinh, ma c6 thé tac dong dén
ban than t& bao than kinh hodc céc t& bao than kinh dém di kém, c6 thé 1a két qua cia viée
r6i loan chuyén héa té& bao, nhiém khuén, tiép xtic v6i chat doc, rdi loan chirc ning tu
mién, suy dinh dudng hodc thiéu mau cuc bd. Trong mot sé trudng hop, réi loan chirc
nang t& bao duge cho 1a truc tiép giét chét té bao. Trong mot s6 trudong hop, bénh 1y than
kinh c6 thé gy ra hoai tir md v6i lugng dit dé kich thich hé mién dich/hé théng viém cua
co thé va co ché dap tmg mién dich cua co thé vé6i tén thuwong thin kinh ban dau s& phat

huy t& bao thin kinh va con dudng dugc dinh dang boi cac té bao than kinh nay.

Déi twong

bdi tugng cb thé 1a ddng vat c6 vii, ma cd thé 1a ngudi. bdi twong c6 thé c6, hoic
dang c6 nguy co méc rdi loan hodc bénh thoai héa soi truc than kinh. D4i turong c6 thé da

trai qua viéc didu tri rdi loan hogc bénh thodi héa soi tryc than kinh.
Phuong phap chan do4n

Séang ché cling @& cap dén phuong phép xac dinh d6i twong méc réi loan hodc bénh
thoai hoa soi truc than kinh. Mtcc RGMa gén vao mang t& bao co6 thé duoc do va so véi
mitc RGMa trong mau d6i ching. Mau ddi ching c6 thé thu duoc tir mo binh thudng.
Mitc thay d8i RGMa so véi ddi chimg c6 thé cho thdy déi twong co r6i loan hodc bénh
thoai héa sgi truc thin kinh. Vi dy, mirc ting RGMa, so v6i doi ching binh thudng, ¢6 thé
cho thiy ddi twong c6 r6i loan hogic bénh thoai héa soi truc thin kinh. Mc RGMa c6 thé

dwoc do bang cach st dung cac khang thé dugc mo ta & day.

Mau

MAau c6 thé 13 mAu mo bét ky tir dbi tuong. Mau c6 thé chira protein tir dbi tuong.

M3u c6 thé 1a huyét thanh, huyét twong clia mau hodc sinh thiét mo. MAu ¢ thé duoc
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ding truc tiép khi thu duoc tir dbi twgng hodc sau khi xir 1y true dé thay doi dic tinh cia
mau. Viéc xit Iy trude c6 thé bao gbm chiét, co, bAt hoat cac thanh phin gy nhiéu,

va/hodic bd sung chat thi.

Loai té bao, mo, dich co thé bat ky co thé duge st dung dé thu dugc mau. Té bao,
md, dich co thé c6 thé bao gdm céc 14t cht md nhu sinh thiét va mAu tir thi, cac 14t cat
d6ng lanh léy cho muc dich xac dinh mé6 hoc, mau, huyét thanh, huyét twong, phan, nudc
mét, dich nhdy, nudc bot, toc va da. Cac loai té bao va md c6 thé con bao gém dich bach
huyét, dich ¢b trudng, dich 4m dao, nudc tiéu, dich mang bung, dich ndo tuy, dich thu
duoc bﬁng cach rira 4m dao, hodc thu dugce bz"lng cach phun 4am dao. Loai m6 hodc té bao
¢6 thé duge cung cip bang cich loai bo mau té bao tir dong vat, nhung cling ¢ thé dugc
thyc hién bing cach sir dung céc t€ bao da phén 1ap trude d6 (vi dy, phan 1ap bang ngudi
khac, & thoi didm khac va/hodc cho muc dich khac). Cac md hoat dong, nhu cac md co
tién st didu tri hodc hiéu qua, cling c6 thé duogc dung. Viéc tinh ché protein c6 thé khong

can thict.

Phat hién RGMa

Su ¢6 mit hoic lwgng RGMa c6 mit trong mAu mau c6 thd duge xac dinh d€ dang
bang, vi du, phuong phap khdi phd, cac thir nghiém mién dich hodc héa mé mién dich (vi
du, nho' céc 14t cit tir sinh thiét mo) bing cach sir dung céc khang thé duge md ti & ddy
(don dong hogc da dong) hodc cic manh cua né khang RGMa. Khéng thé khang RGMa
va céc manh ctia né c6 thé duogc tao ra nhu dugc mo ta & trén. Cac phwong phap phat hién
khac bao gdm céc phuong phap dwoc mo ta trong, vi du, patent My sd 6,143,576;
6,113,855; 6,019,944; 5,985,579; 5,947,124; 5,939,272; 5,922,615; 5,885,527, 5,851,776;
5,824,799; 5,679,526; 5,525,524; va 5,480,792.

(1) Thir nghiém mién dich

RGMa, va/hodc céc peptit cua no, co thé dwgc phan tich bang cach sit dung thir
nghiém mién dich. Su c6 mit hodc lugng RGMa cé thé dugc xac dinh bang cach st dung
cac kﬁéng thé dwoc md ta & ddy va phat hién lién két ddc hiéu véi RGMa. Vi dy, khang
thé, hodc manh cua no, cé thé lién két dic hiéu véi polypeptit chira trinh tw néu trong SEQ
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ID NO:65, hodic manh ctia né. Khéng thé, hodc méanh ciia nd, c6 thé lién két dic hiéu véi

polypeptit chira trinh tw néu trong SEQ ID NO:66, hodc méanh cua no.

Thir nghiém mién dich bat ky ¢6 thé dwoc sit dung. Thir nghiém mién dich c6 thé
13 thir nghiém mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéong xa (RIA),
thr nghiém twc ché canh tranh, thtr nghiém tc ché canh tranh xuéi hoic nguoc, thi
nghiém phan cyc 4nh sing huynh quang, hogc thir nghiém li€n két canh tranh, ching han.
Thir nghiém ELISA c6 thé 1a thir nghiém ELISA kep. Lién két mién dich dic hiéu cia
khang thé ndy véi RGMa cé thd dugc phat hién thong qua chét danh dAu tryc tiép, nhu
dudi phat huynh quang hoic dudi phat quang, kim loai va nuclit phéng xa duoc gin véi
khang thé hoic thdng qua cic chit dénh déu gian tiép, nhu kiém phosphataza hodc

peroxidaza cai ngua.

Viéc st dung cac khang thé duge cb dinh hodc cac manh cua ching c6 thé duoc
két hop vio thir nghiém midn dich. Cac khang thé ¢6 thé dugc o6 dinh trén rat nhiéu cht
mang khac nhau, nhu c4c hat chit nén c6 tir tinh hoic chét nén 1am séc ky, bé mit cua dia
thir nghiém (nhu céac 16 cua dia vi chudn dd), cac manh cua nguyén liéu lam co chét rén,
va cac chit mang khic twong tw. Bang thir nghiém co6 thd dugc tao ra bang cach phu
khang thé hoic rat nhidu khang thé trong mang trén chit dan. Biang ndy sau d6 dugc
nhiing vao trong mau sinh hoc thir nghiém va sau d6 thir nghiém nhanh bang cach rita va

céc budc phat hién d€ tao ra tin hi¢u do duoc, nhu cac vet cO mau.

Thir nghiém ELISA kep

Thir nghiém ELISA kep do lugng khang nguyén gifta hai 16p khang thé (nghia 13,
khang thé bit giir v khang thé phat hién). RGMa duge do c6 thé chira it nhat hai vi tri
khang nguyén c6 kha nang lién két voi khang thé. Khang thé don dong hoic da dong co
thé duoc dung 1am khang thé bat giit va khang thé phat hién trong thir nghi¢m ELISA
kep.

Théng thudng, it nhat hai khang thé dugc dung d8 phan tach va dinh lugng RGMa
hosic manh RGMa trong mAu thir. Cu thé hon, it nhét hai khang thé lién két vdi cée epitop
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nhét dinh cia manh RGMa hoiic RGMa tao thanh phirc mién dich duogc goi 1a "kep". Mot
hodic nhidu khang thé c¢6 thé dugc ding dé bét gitt RGMa hoic manh RGMa trong mau
thr (cac khang thé nay thuong duge goi la khang thd "bét gift" hodc cac khang thé "bét
gii") vi mot hogc nhidu khang thé dwgc ding dé lién két v6i chit danh du phat hién
duoc (nghia 13, c6 thd dinh lwgng dugc) v6i hdn hop (cac khang thé ndy thudng duoc goi

9
AN

1a khang thé "phat hién" hodc cic khang thé "phat hién"). Trong thir nghiém kep, ca cac
khéng thé lién két véi epitop cita ching c6 thé khong bi giam kha ning lién két do lién két
ctia khang thé bit ky khac trong thir nghiém véi epitop trong Gmg ciia n6. N6i cach khac,
cac khang thé ¢6 thé duge chon mdt hodc nhiéu khang thé dau tién dwoc cho tiép xuac voi
mAu thir nghi ngd chira RGMa hodc manh RGMa khong lién két v6i toan bd hodc mot
phin cila epitop dugc nhan dién boi khang thé thi hai hodc khang thé sau do, nhdy d6 anh
huéng dén kha ning lién két véi RGMa hodc manh RGMa ciia mot hoc nhiéu khang the
phét hién thir hai.

Céc khang thé co6 thé dugc dung 1am khéng thé dAu tién trong thir nghiém mién
dich néu trén. Tét hon, néu khang thé lién két dic hiéu mién dich vdi cac epitop chira it
nhét ba (3) cac axit amin lién tiép clia trinh tr néu trong SEQ ID NO:65, 66 hodc 74.
Ngoai cac khang thé theo sang ché, thir nghiém mién dich néu trén c6 thé bao gdbm khéang
thé thtt hai lién két dic hidu mién dich véi cac epitop c6 trinh tir axit amin chia it nhét ba
(3) axit amin lién tiép cua cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:65, 66 hodc 74, trong do6 (3)
axit amin lién tiép lién két v6i khang thé thir hai khac ba axit amin lién tiép (3) lién két

v6i khang thé thir nhét.

Ut tién 13, mau thir nghi ngd chira RGMa hodc manh RGMa ¢6 thé dugc cho tiép
xtic véi it nhat mot khang thé bét giit dAu tién (hodc cac khang thé) va it nhit mot khang
thé tht hai ddng thoi hodc 1an hegt. Trong dang thir nghiém kep, mau thir bi nghi ngd
chira RGMa hosic manh RGMa dAu tién duge cho tiép xdc véi it nhit mot khang thé bét
gitr dAu tién lién két diic hidu vdi epitop cu thé trong cac diéu kién cho phép tao ra phirc
khang thé diu tién-RGMa. Néu nhiéu hon mot khang thé bt gitt dugc ding, thi phire chét
nhidu khang thé bit giit dau tién -RGMa dugc tao thanh. Trong thir nghiém kep, céc

khang thé t6t hon 1a it nhit mot khang thé bat giit, duge dung véi lugng mol du cia lugng
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RGMa hoiic manh RGMa t6i da nghi ngd trong miu thir. Vi dy, khoang tir 5 pg/ml dén 1
mg/ml khang thé trong ml dém phu vi hat c6 thé dugc ding.

Tay ¥, truée khi cho mAu thir tiép xtc v6i it nhit mot khang thé bat gidr du tién, it
nhéat mot khang thé bét gitr dAu tién c6 thé duoc cho lién két v4i chit mang rin ma hd tro
vide tich phirc chit khang thd du tién - RGMa khoéi mAu thir. Cht mang rdn bét ky da
biét trong linh vyc k¥ thuét nay co thé dugc dung, bao gém, nhung khong chi giéi han ¢,
chét mang rén dugc lam tir vat lidu polyme & dang 15, 6ng, hoac hat. Khang thé (hodc céc
khang thé) c6 thé lién két v6i chit mang rén bing cach hip thy, bang céch lién két dong
héa tri sit dung chét két hop héa hoc hodc bing céc phuong tién khac da biét trong linh
vuc k¥ thuét nay, mién 1a lién két nay khong anh hudng dén kha nang lién két véi RGMa
hodc manh RGMa cta khéng thé nay. Ngoai ra, néu cin, chit mang rin c6 thé dugc tao
dan xuit dé cho phép phan ing voi nhidu nhém chtrc khéc nhau trén khang thé. Viée tao
din xuét nay cin sir dung cac chét két hop nhat dinh nhu, nhung khong chi giéi han &,
maleic anhydrit, N-hydroxysuxinimit va 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit.

Sau khi mAu thir bi nghi ngd chita RGMa hodc manh RGMa dugc cho tiép xtic v6i
it nhit mot khang thé bit giit dAu tién, mAu thi nay duge 1 dé cho phép tao ra phirc chat
khang thé dAu tién bét giit (hogic nhidu khang thé)-RGMa. Viée 1 ¢6 thé duge tién hanh &
d6 pH ndm trong khoang tir khoang tir 4,5 dén 10,0, & nhiét do khoang tir 2°C dén 45°C,
va trong thoi gian tir it nht khoang mot (1) phut dén muoi tam (18) gio, khoang tir 2-6
phut, hodc khoang tir 3-4 phut.

Sau khi tao thanh phtrc chét nhidu khang thé bt gitr du tién-RGMa, phitc chét nay
sau d6 duoc cho tiép xic véi it nhét mot khang thé phat hién tht hai (trong cac diéu kién
cho phép tao thanh phirc khang thé diu tién/nhiéu-RGMa-khéng thé thir hai). Néu phtrc
chét khang thé diu tién-RGMa dugc cho tiép xtic v6i nhidu hon mot khang thé phat hién
thi phitc chét khang thé bat gift dAu tién/nhiéu-RGMa-nhiéu khang thé phat hién duoc tao
thanh. Do vé6i khang thé dAu tién, khi it nhit khéng thé tht hai (va sau d6) dugc cho tiép
xtic v6i phirc chét khang thé dAu tién-RGMa, thai gian 1 trong diéu kién tuong tyr véi céc

didu kien dwoc md ta & trén cAn dé tao ra phirc chit khang thé déu tién/nhiéu-RGMa-
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khéng thé thir hai/nhidu. TSt hon, nu it nhit mot khang thé tht hai chira chét danh dAu
phat hién duge. Chat danh déu phat hién dugc c6 thé cho lién két véi it nhat mot khang
thé thtr hai trudc khi, ddng thdi hodc sau khi tao ra phirc chét khang thé dau tién/nhitu-
RGMa-khang thé thit hai/nhidu. Chét danh d4u phat hién dugc da biét trong linh vuc k¥

thuét nay co thé dwoc dung.
U’ ché canh tranh xubi

Trong dang thir nghiém canh tranh xubi, phan uéc cia RGMa duge danh diu,
manh RGMa hoic bién thé RGMa ctia né ¢6 néng d6 da biét duoc ding dé canh tranh véi
RGMa hoic manh RGMa trong mAu thir khi lién két v6i khang thé RGMa (nhu khang thé

theo sang ché).

Trong thitr nghiém canh tranh xudi, khang thé da cb dinh (nhu khéng thé theo sing
ché) c6 thé 13n lugt hodic ddng thdi duge cho tiép xic véi mau thir va RGMa duge dinh
d4u, manh RGMa hoic bién thé RGMa ciia né. Peptit RGMa, manh RGMa hogc bién thé
RGMa c6 thé duoc danh ddu bing chét danh du phat hién dugc bit k¥, bao gdm céc chét
d4nh diu phat hién duogc duge thao ludn & trén lién quan dén khang thé khang RGMa.
Trong thir nghiém nay, khang thé c6 thé dugc cb dinh vao chit mang ran. Theo cach khac,
khéng thé c6 thé duge két hop v6i khang thé, nhu khang thé khang loai, duge ¢ dinh vao

chit mang r&n, nhu vi hat.

Peptit RGMa duoc dénh ddu, manh RGMa hogc bién thé RGMa, mau thir va khang
thé duoc u trong cac diéu kién twong tu v6i cac diéu kién dugc mo ta & trén lién quan dén
dang thir nghiém kep. Hai loai khac nhau cta phitc chit khang th8-RGMa sau d6 c6 thé
duogc tao ra. Cu thé, mot phirc chét khang thé-RGMa dugc tao ra chira chét danh dau phat
hién duogc trong khi d6 phirc chét khang thé-RGMa con lai khong chira chit danh du phat
hién dugc. Phirc cht khang thd-RGMa c6 thé, nhung khong nhét thiét phai, dwgc tach ra
khoi phin con lai cia mAu thit trude khi dinh lugng chét danh dau phét hién dwoc. Bat ké
phirc chit khang th8-RGMa c6 dugc tach ra khoi phan con lai ciia mau thir hay khong
nhung luong chat danh dau phat hién dugc trong phirc chét khang thé-RGMa sau d6 s&
dugc dinh lugng. Nong d9 cia RGMa hoac manh RGMa trong mAu thir sau d6 c6 thé

-03-



26217

dwoc xac dinh bing céch so sanh luong chit dénh diu phat hién duge trong phirc chét
khéang th8-RGMa véi dudng cong chudn. Pudng cong chuin cé thé dugc tao ra st dung
loat pha lodng ciia RGMa hodc manh RGM c6 ndng d da biét, bing phd khéi, do trong
luc va bang céc k¥ thuat khac da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Phttc chit khang th8-RGMa c6 thé dugc tach ra khéi mAu thir bing cach cho khang
thé lién k&t v6i chit mang rén, nhu chit mang rén dugc thao luin & trén dugc mo ta & trén
lién quan dén dang thir nghiém kep, va sau d6 loai bo phﬁn con lai cia miu thir khoi chét

mang ran ma tiép xdic voi no.
Thir nghiém canh tranh ngugc

Trong thit nghiém canh tranh ngugc, peptit RGMa da ¢ dinh, manh RGMa hoic
bién thd RGMa ciia né c6 thé 1an lugt hodc ddng thoi duge cho tiép xtic véi miu thir va it
nhit mot khang thé dugc danh dAu. Tét hon, néu khang thé nay lién két dic hiéu vai
epitop cé trinh ty axit amin chira it nhét ba (3) axit amin lién tiép cta trinh ty néu trong
SEQ ID NO:65 hoic 66. Peptit RGMa, manh RGMa hoic bién thé RGMa c6 thé dugc
cho lién két v6i chat mang rin, nhu chit mang rin dugc mo ta & trén lién quan dén dang
thir nghiém kep. Manh peptit RGMa c¢6 trinh ty axit amin chira trinh ty néu trong SEQ ID
NO:65 hodc 66.

RGMa d3 ¢b dinh peptit, manh peptit RGMa hoéc bién th8 RGMa cta nd, mau thir
va it nhat mot khang thé dugc danh ddu dugc 0 trong cac didu kién twong tw véi cac diéu
kién dugc md ta & trén lién quan dén dang thir nghiém kep. Hai dang khac nhau cta phire
chit RGMa-khang thé sau d6 dugce tao ra. Cu thé, mot trong hai phirc chit RGMa-khang
thé duoc tao ra duge b dinh va chita chit danh ddu phat hién dugc trong khi d6 phitc chat
RGMa-khang thé con lai khong duge cb dinh va chira chit danh diu phat hign dugc. Phic
chit RGMa-khang thé khong dugc ¢ dinh va phﬁn con lai ciia mau thir duge loai bo phire
chit RGMa duogc ¢b dinh-khang thé nhdr cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thudt nay
nhu rira. Ngay sau khi phuc chit RGMa-khang thé khong dugc ¢d dinh dugc loai bo,
lwong chit danh déu phat hién dugc trong phuc chit RGMa dugc ¢b dinh - khang thé sau
d6 duoc dinh lugng. Néng do cia RGMa hodc manh RGMa trong mAu thtr sau d6 c6 thé
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duoc xac dinh bang cach so sanh lugng chét danh diu phat hién duge trong phirc chét cua
RGMa véi dudng cong chuan. Pudng cong chuén c6 thé duoc tao ra sir dung loat pha
lodng cia RGMa hodc manh RGM c¢6 ndng do da biét, bang phd khéi, do trong luc va
bang cac k§ thuat khac da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy.

Thir nghiém phén cuc anh sang huynh quang

Trong thir nghiém phén cuc anh sang huynh quang, khang thé hodc manh cé hoat
tinh chitc ndng ciia n6 dau tién c6 thé duoc cho tiép xfic v6i miu thir khong dugc danh
diu nghi ngd chira RGMa hodc manh RGMa cua nd @2 tao ra phirc chit RGMa khéng
dugc danh dau-khang thé. Phirc chit RGMa khong duoc danh dau-khang thé sau @6 duogc
cho tiép xic v6i RGMa dugc danh diu phat 4nh sdng huynh quang, manh RGMa hodc
bién thd RGMa ctia n6. RGMa dugc danh déu, manh RGMa hogc bién thé RGMa canh
tranh v6i RGMa bét ky khong duge danh dAu hoiic manh RGMa trong mau thur trong viée
lién két v6i khang thé hodc manh c6 hoat tinh chitc ndng ctia né. Lugng phirc chit RGMa
duoc danh dAu-khang thé dugc tao ra duoc xac dinh va lugng RGMa trong mau thi duoc

x4c dinh st dung dudng cong chun.

Khang thé dugc dung in thir nghiém phén cuc anh séng huynh quang lién két dic
hiéu véi epitop ¢6 trinh ty axit amin chira it nhét ba (3) axit amin tir trinh ty néu trong

SEQ ID NO:65 hogc SEQ ID NO:66 hodc SEQ ID NO:74.

Khang thé, peptit RGMa dugc danh ddu, manh peptit RGMa hogc bién thé RGMa
cta né va mau thir va it nhat mot khang thé dugc danh dAu c6 thé dugc U trong cic diéu
kién tuong tw vi céc didu kién duge mo ta & trén lién quan dén thir nghiém mién dich

kep.

Theo cach khéc, khang thé hoic manh c6 hoat tinh chirc ndng ctia n6 co thé dong
thoi duge cho tiép xtc véi RGMa duge danh diu phat 4nh sang huynh quang, méanh
RGMa hoiic bién thé RGMa ciia n6 va mau thir khong duoc dénh dau bi nghi ngd chira
RGMa ho#c manh RGMa cta n6 dé tao ra ca phuc chit RGMa dugc danh d4u-khang thé
va phirc chit RGMa khong dwoc danh dAu-khang thé. Lugng phirc chat RGMa dugc déanh
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diu - khang thé duoc tao thanh dwgc x4c dinh va lugng RGMa trong mau thir dugc xéc

dinh st dung dudng cong chuin.

Theo cach khac, khang thé hodc manh c6 hoat tinh chirc ning cia n6 dau tién duge
cho tiép xtic véi RGMa dugc danh diu phat 4nh sang huynh quang, ménh RGMa hoac
bién thé RGMa ciia n6 dé tao ra phirc chit RGMa dugc déanh diu-khang thé. Phitc chét
RGMa dugc danh diu-khang thé sau d6 dugce cho tiép xic véi mau thir khong dwgce danh
dAu nghi ngd chira RGMa hogc manh RGMa ciia n6. RGMa bit ky khong dugc dénh dau
hodc manh RGMa trong mau thtt canh tranh véi RGMa duge danh d4u, manh RGMa
hoiic RGMa bién thé trong viéc lién két v6i khang thé hoic manh c6 hoat tinh chirc ning
cua nd. Luong phtc chit RGMa duoc danh déu-khang thé dugc tao thanh duoc xac dinh
lugng RGMa trong mau thir duge xac dinh théng qua viée st dyng duong cong chuén.
Khéng thé duogc dung trong thir nghiém mién dich nay lién két dic hi¢u véi epitop c6
trinh ty axit amin chira it nhit ba (3) axit amin lién tiép cua trinh ty néu trong SEQ ID
NO:65, 66 hodc 74.

Phuong phép khéi phd

Phuong phéap khdi phd (Mass spectrometry - MS) ¢6 thé dugc dung mot minh hodc
két hop vé6i cac phuong phap khac. Cac phuong phap khéc bao g0m céc thit nghiém mién
dich va cac phuong phap dugc mo ta & trén dung dé phat hién c4c polynucleotit ddc higu.
Phuong phap khéi phé c6 thé dugc ding dé xé4c dinh sy c6 mit va/hodc lugng cia mot
hodic nhidu chét danh ddu sinh hoc. Phan tich MS ¢6 thé bao gdm phan tich MS giai
hép/ion hoa laze hd trg boi chdt nén theo thoi gian bay (matrix-assisted laser
desorption/ionization — MALDI time-of-flight - TOF), nhu, vi du, MALDI-TOF truc tiép
tao vét hodc phan tich MS MALDI-TOF sdc ky long. Theo mot s6 phuong 4n, phan tich
MS bao gdm MS ion héa phun dién tr (electrospray ionization - ESI), nhur ESI-MS sic ky
long (liquid chromatography - LC). Phén tich khdi lugng c6 thé dugce thuc hién st dung
cac phd ké mua dugc trén thi truong. Phuong phap st dung phan tich MS, bao gdm
MALDI-TOF MS va ESI-MS, dé phat hién sy c6 mét hodc lugng cac peptit danh déu sinh
hoc trong mau sinh hoc ¢c6 thé dugc dung. Xem, vi du patent My b 6,925,389; 6,989,100,
va 6,890,763.
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Péi chimg

C6 thé ciing mong mudn bao gdm méu dbi chimg. Miu d6i chimg c6 thé duge
phan tich ddng thdi véi miu thu dugc tir d6i twong nhu di néu trén. Cac két qua thu duoc
tir mAu tir di twong c6 thd duge so sanh voi cac két qua thu duge tir miu dbi chimg.
Pudng cong chuén c6 thé duoc cung cAp, ma theo d6 cac két qua thir nghiém cho mau
sinh hoc c6 thé dugc so sanh véi. Cac dudng cong chuén nay 12 mirc chét danh dau duéi
dang ham cta don vi thit nghiém, nghia 13, cwong d¢ tin hi¢u dnh sing huynh quang, néu
chét danh déu huynh quang dugc dﬁng. Viée sit dung cac miu 13y tir nhidu dbi twong cho
cac duong cong chuén c6 thé dugc cung cip cho cac mirc d6i chimg cia RGMa & md
binh thudng, ciing nhu d6i vé6i mitc RGMa “& nguy co” & md 14y tir cac ddi tugng cho,

cac d6i tuong ma c6 thé c6 mot hodc nhiéu dac diem néu trén.
Kit

Sang ché ciing d& xuét kit, c6 thé duge ding dé diéu tri hodc chin doan cho dbi
tuong. Kit niy c6 thé chira khéng thé va phwong tién dé dung khéng th8. Kit nay c6 thé
con bao gém cac huéng dan st dung kit va cac hudng dan tién hanh phan tich, theo dbi,

hoac diéu tri.

Kit ciing c6 thé chira mot hodc nhiéu vat chira, nhu lo hodc chai, véi mdi vat chira
chitra cac chét thir riéng biét. Kit ndy con ¢6 thé bao gdm hudng dan st dung dugc trinh
bay trén gidy, c6 thé md ta cach thirc thyc hién hodc hudng dan phan tich, theo ddi, diéu

tri, hoic phuong phap dugc mo ta ¢ day.

Sang ché ¢6 nhiéu khia canh, duoc minh hoa béng cac vi du khong han ché pham

vi dudi day.
Vi du thuyc hién sang ché

Vi du 1: San xuét va phan 1ap khang thé don dong khang-RGMa & nguoi

Str dung cong nghé biéu hién ARN thong tin dung hop PRO, thu vién khang thé 14
lach ngudi dugc thu gom, hach hanh nhan, PBMC va hach lypmpho dugc chon thong qua
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8 chu trinh dua trén céc khang nguyén RGMa: 100nM RGMa ¢ nguoi hodc chudt nhit
duogc danh diu biotin. Cong nghé dung hop PRO di dugc mé ta trong cong b6 don yéu
cAu cap patent M§ sb: 20100099103 va 20100105569. Cic manh sc-Fv duoc tao dang lai
trong IgG ctia ngudi c6 chidu dai diy di. Sau khi sang loc céc IgG trong cac thir nghiém
ELISA dua trén RGMa, AE12-1 dén AE12-8 dwoc x4c dinh 1a chat lién két dwong tinh

v6i RGMa & ngudi va chudt nhit.

Céac khang thé AE12-13, AE12-15, AE12-20, AE12-21, AE12-23, va AE12-24 1a
céc khang thé khang RGMa toan phan & ngudi dwgce xac dinh tir thu vién ndm men scFv
ngudi trr nhién rong 16n duge lya chon khang RGMa & ngudi st dung cdng nghé biéu
hién nAm men chuén. 2 chu trinh phan loai té bao dugc hoat héa bang tir tinh (Magnetic-
activated cell sorting - MACS) va 4 chu trinh phéan loai té bao dugc 4nh sang huynh
quang hoat hoéa (Fluorescence-activated cell sorting - FACS) duoc thuc hién trén cic thu
vién nay st dung 100 nM RGMa & ngudi duge biotin héa lam khang nguyén chon loc.
D&i v6i chu trinh phan loai cudi ciing, cac té bao ciling dugc lya chon am tinh aéi véi
khang nguyén RGMc-Fc & ngudi. Cac manh sc-Fv di chon dugc tao dang lai trong cac
IgG & ngudi c6 chiu dai diy di. Sau khi sang loc céc IgG trong thir nghiém ELISA dbi
v6i RGMa & ngudi, AE12-13, -15, -20, -21, -23, va -24 duge x4c dinh 1a chét lién két
duwong tinh véi RGMa & ngudi. AE12-13, AE12-15 va AE12-23 ciing phan mg chéo véi
RGMc & ngudi nhu dugc danh gia bang thir nghiém ELISA.

Vi du 2: Phan tich dic tinh ctia khang thé

8 khang thé dwogc tao ra st dung cong nghé dung hgp PRO (AE12-1, AE12-2,
AE12-3, AE12-4, AE12-5, AE12-6, AE12-7, v AE12-8), dugc thir nghiém béng thir
nghiém ELISA lién két truc tiép dé x4c dinh viéc lién két véi RGMa & ngudi (hHRGMa) va
RGMa & chudt nhét va phan émg chéo véi hRGMc. Thir nghiém lién két canh tranh véi
hRGMa dugc st dung dé thir nghiém néu khang thé bat ky néu trén canh tranh v&i h5F9.
23 trong viée lién két véi hRGMa. h5F9. 23 1a khang thé dan khang RGMa dugc lam cho
gibng v6i ciia ngudi thu dugo tir 16 bao lai & chudt nhit va duge biét 1a lién két v6i mién

tan cing N ctia RGMa. H5F9. 23 ¢6 trinh tu sau:
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VH h5F9. 23 151 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFS
NYGMNWIRQAPGKGLEWIGMIYYDSSEKHYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKGTTPDYWGQGTMVTVSS

VL h5F9. 23 152 | DVVLTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLEY
SDGYTFLEWFQQRPGQSPRLLIYEVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CFQATHDPLTFGQGTKLEIKR

VH h5F9. 23 CDR-H1 | 153 | NYGMN

VH h5F9. 23 CDR-H2 | 154 | MIYYDSSEKHYADSVKG

VH h5F9. 23 CDR-H3 | 155 | GTTPDY

VL h5F9. 23 CDR-L1 | 156 | RSSQSLEYSDGYTFLE

VL h5F9. 23 CDR-L2 | 157 | EVSNRFS

VL h5F9. 23 CDR-L3 | 158 | FQATHDPLT

Thir nghiém ELISA lién két canh tranh neogenin hoic BMP-2/BMP-4 dugc st
dung dé xac dinh néu cdc mAb nay phong bé lién két cia hRGMa véi thu thé cta né,
neogenin hoic BMP-2/BMP-4.

Dua trén s6 liéu tir thir nghiém ELISA, tit ci 8 mAb dung hop PRO lién két véi
RGMa & ngudi va chudt nhét (Bang 3). D6i véi lién két RGMc trong thir nghiém ELISA,
3 mAb (AE12-6, -7 va -8) thé hién lién két vi hRGMc, AE12-4 thé hién lién két yéu &
ndng d6 cao, va 4 mAb con lai (AB12-1, -2, -3 va -5) khong thé hién lién két véi hLRGMe
& ndng d6 1én dén 100 nM. Trong thir nghiém ELISA lién két canh tranh véi hRGMa,
AE12-1, AE12-3 va AE12-6 déu c6 kha ning canh tranh v6i h5F9.23 trong lién két véi
hRGMa, didu nay goi y ring céc epitop lién két cia 3 mAb nay gin hoic chdng 14p lén
epitop ctia hSF9.23. Thir nghiém thdm diém céc manh ciia hRGMa cho thay rang AE12-1
va AE12-6 lién két v6i manh & ddu N, AE12-2 va AE12-4 lién két véi manh & déu C, va 4
Ab con lai khong c6 tin hidu c6 thé phét hién dwoc thé hién sy lién két bat ky. Dé phong
bé lién két cia hRGMa véi neogenin trong thit nghiém ELISA canh tranh, chi c6 AE12-5
va AE12-6 thé hién hoat tinh phong bé twong duong hodc 16n hon h5F9. 23, AE12-1 va
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AE12-4 thé hién su wc ché yéu, va AE12-2, -3, -7, va -8 khong thé hién sw rc ché & nong
d6 1én dén 100 nM. Trong thit nghiém ELISA lién két canh tranh BMP-2/BMP-4, chi ¢
AE12-1, AE12-4 va AE12-6 phong bé lién két cia hRGMa véi BMP-2/BMP-4.

Céc mAb dung hop PRO con duge thir nghiém trong thir nghiém lién két véi té
bao vé& kha niang phong bé lién két cia hRGMa véi cac t& bao than kinh. Trong thir
nghiém lién két t€ bao dya trén MSD trong d6 cac té bao duoc i v6i hRGMa-Fc duogc
biotin héa & nhiét d6 phong va lién két cia hRGMa dugc phat hién béng streptavidin-
Sulfo-Tag, chi ¢c6 AE12-1 va AE12-6 phong bé lién két cia hRGMa véi céc t€ bao than
kinh SH-SYS5Y & ngudi, twong ty vai hSF9. 23 (Bang 3).

Tuy nhién, trong thir nghiém sang loc khéi luong 16n (high content screening -
HCS), trong d6 cac té bao duge 1 véi hRGMa-Fc & 37°C va lién két cia hRGMa duge
pht hién bing khéng thé khang Fc duge danh du Cy3 va dugc tinh bang cach phan tich
anh huynh quang cudng do cao, chi c6 AE12-6 trong s6 cac khang thé dung hgp PRO thé
hién su trc ché manh lién két cia RGMa véi ca thin kinh céc té bao SH-SYSY va céc té
bao than kinh cha yéu trong ving hai ma & chudt nhét (Bang 3, Fig.13). Nhu dugc thé
hién trén Fig.13, AE12-15 va AB12-23, cic khang thé ndy thu dugc tir thu vién ndm men

scFv nguoi tu nhién, tre ché lién két cia hRGMa véi céc t€ bao.

Yéu t6 dap tng BMP (BMP responsive element - BRE) dugc tao cAu trac st dung
céc oligo chdng 1ap dya trén trinh ty dugc Korchynskyi va ten Dijke mo ta (J. Biol.
Chem. 2002, 277:4883), va dugc tach dong vao trong vecto thong béo luciferaza bazo
pGL4.27 [luc2P/minP/Hygro] (Promega) d8 tao ra céu tric théng béo BRE luciferaza.
Céc thanh vién trong ho RGM (RGMa, RGMb va RGMc) la cac dong thu thé cho viéc tao
tin hiéu BMP. Cé thit nghiém théng bdo RGMa 1in RGMc BMP déu duoc thiét 14p bang
cach ddng chuyén nhiém céc té bao 293HEK bang plasmit thong bdo BMP va plasmit
biéu hién RGMa hoic RGMc, va dugc ding dé sang loc cac mAb vé hoat tinh trung hoa
RGMa va RGMc. Trong thir nghiém théng bso RGMa BMP, AE12-1 va AE12-6 trung
hoa hoat tinh ciia RGMa, phit hop véi s8 liu thu duoc tir thir nghiém lién két t€ bao dua
trén MSD (Bang 3). Trong thtt nghiém thong bdo RGMc BMP, AE12-6 trung hoa hoat

-100-



26217

tinh cia RGMc, trong khi d6 AE12-1 lai khong. Do d6, AE12-1 1a mAb c¢6 hoat tinh trung

hoa va lién két dc hiéu v6i RGMa.

Cac mAb dung hgp PRO con duge thir nghiém vé kha ning trung hoa RGMa trong
thir nghiém héa huéng dong cia than kinh cac t& bao SH-SYS5Y. Trong thir nghiém nay,
RGMa téc dong nhw mét phan ti tao ra lyc ddy dé i ché hoa huéng dong té bao. AE12-1
thé hién hoat tinh trung hda manh d6i véi hRGMa (Bang 3). AE12-4 va AE12-6 thé hién
hoat tinh trung hoa & mdt mirc nhét dinh.

AE12-1 duge thir nghiém trong thir nghiém sinh trudng soi truc than kinh véi cac
t& bao than kinh SH-SY5Y & ngudi. Trong thit nghiém nay, RGMa, manh c6 chidu dai
dly du hodic manh tan cing N, trc ché thir nghiém sinh truéng sei truc than kinh. Phit hop
v6i hoat tinh chitrc ning trong thir nghiém thong bao RGMa BMP va thir nghiém héa
hudéng dong, AE12-1 thé hién hoat tinh trung hoa manh huéng vao hRGMa c6 chidu dai
ddy da hodc méanh tin cung N (Bang 3).

Phan tich BIAcore di véi AE12-1 trén hRGMc va RGMa & ngudi, khi dau ché
(cyno) va chudt nhét cho thiy AE12-1 khong lién két v6i hRGMc nhung thé hién phan
Gng chéo t6t véi RGMa & ngudi, khi d4u ché va chudt nhét véi i luc twong duwong. Xem

bang 4.
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Lién quan dén Bang 3, ““Neg” twong Ung v6i lién két 4m tinh vé6i tit ca cac manh
duoc thtr nghiém trong thir nghiém thAm diém. “®MSD” twong mg véi viée st dung
hRGMa-Fc dugc biotin héa va tao phirc véi streptavidin-Sulfo-Tag, va u véi cac té bao &
nhiét d6 phong (RT). “’“HCS” tuong tmg véi viée sir dung hRGMa-Fe dugc tao phic voi
khang thé khang Fc dugc danh ddu Cy3, va 1 véi céc t€ bao & 37°C. “AE12-1” tuong
{mg v6i lién két cia RGMa-Fe véi cc té bao ting manh, trai v6i viée tc ché lién két cia
biotin-RGMa-Fc véi chc t& bao SH-SY5Y bing MSD. “?” twong tng véi s6 lidu ma
khong xé4c dinh dbi véi AE12-7. “AE12-4” — ndng d) cua AE12-4 trong thir nghiém hoa
huéng dong ty 1€ nghich véi hoat tinh trung hoa.

Trong thir nghiém thong bio d4p mg-BMP, trong 6 RGMa hodc RGMc lam tang
viée truyén tin hiéu BMP bang cach twong tac v6i cac BMP, khang thé chura trinh tw néu
trong SEQ ID NO:1 va 5 (AE12-1) phong bé hoat tinh cia RGMa nhung khdong phong bé
hoat tinh cia RGMc, diéu niy phu hop véi tinh d6i khang chitc ning cta n6 va tinh dic
hiéu lién két d6i véi RGMa.

Fig.13 va Fig.14 minh hoa tdc dong trung hoa cua cac khang thé dugc 1am dic higu
@ lien két cia RGMa véi cac té bao than kinh st dung thir nghiém lién két t& bao séng
trén céc t& bao SH-SYSY va té bao thin kinh phd bién trong ving hai ma & chudt nhit.
RGMa duoc gén dudi Fe va cac khang thé khang Fe duge danh déu Cy3 dugc tao phic &
4°C trong 60 phut, sau d6 @ phitc nay véi khang thé phong bé ¢ nhiét d6 phong trong 10
phut. Phitc RGMa-Cy3 + khang thé sau d6 dwoc bd sung vao cac té bao cung véi
Hoechsts 33342 trong 30 phit & 37°C d tao lién két trén cac té bao nay. Céc té bao ndy
sau d6 duoc rira hai 1in trong méi trudng nudi cdy va c¢b dinh bang PFH. Viéc chyp anh té
bao dugc thuc hién bang con duong BD va cac anh dugc phan tich bang phan mém

Definiens Architect.

Nhu d3 néu trén, AE12-6, AE12-15, va AE12-23 phong bé lién két cia RGMa voéi
céc t& bao SH-SY5Y va céc t& bao thin kinh phd bién. Xem Fig.13. Trong thir nghiém
HCS, AE12-1 khong trc ché lién két cia RGMa trén céc té bao SH-SYSY. Xem Fig.14.
Ndng dd cao nhit clia AE12-1 ting cudng lién két cia RGMa-Fc véi céc té bao, trong khi
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d6 & cac ndng do6 thap hon, mirc lién két bang véi mirc lién két cia RGMa trong méu d6i
chimg. Pidu ndy trai ngwoc véi viée e ché lién két cua biotin-RGMa-Fc véi céc té bao
SH-SY5Y bing MSD (MSD twong tmg v6i viée sir dung hRGMa-Fe dugce biotin hoa va
duoc tao phitc véi streptavidin-Sulfo-Tag, va i v6i cac té bao & nhiét @6 phong). Su khac
nhau gitta thir nghiém MSD va thit nghiém HCS c6 thé do cac dicu kién thir nghiém khac
nhau.

Fig.15 thd hién tic dong trung hoa dén luc ddy RGMa bing rSF9 (déi ching),
AE12-1, va AE12-6 trong thir nghiém sinh truéng soi truc thin kinh. 6500 t& bao than
kinh phd bién trong ving hai ma chudt nhét trong mbi 16 duoc chuyén vio cac dia chup
hinh 96 18 duge phu poly-I-lysin. Cac té bao nay duogc xir ly trong 24 gio bang manh 47-
127 cia RGMa c¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:65 (trinh tw néu trong SEQ ID NO:139)
két hop véi cac khang thé khang RGMa. Céc té bao dugc cd dinh va nhum bang BIII-
tubulin sir dung quy trinh kit thir nghiém sinh trudng soi truc than kinh tir Millipore. Cac
anh duoc thu bang con dudng BD va duge phan tich béng phan mém Definiens Architect

d x4c dinh thir nghiém sinh truéng soi truc thin kinh/té bao than kinh.

Vi du 3: Bién thé khang thé va s6 ligu lién két

Bang 4 thé hién rang bang cach thay thé gbc Cys trong AE12-1 VL CDR3 (trinh ty
néu trong SEQ ID NO:8), ngudi ¢6 k§ ning c6 thé tao ra cc bién thé c6 &i lyc ting cudng
v&i hRGMa. Xem trinh ty néu trong SEQ ID NO:67-73. Vi dy, xem Bang 4, trong d6
dong khang thé AE12-1-Y thé hién i luc lién két v6i hRGMa it nhét ting 10 1an vé6i va
AE12-1-F thé hidn 4i Iuc lién két v6i hRGMa tang 5 1in. Cac khang thé khac thé hién ai
Iye twong dwong so véi AE12-1 géc. Tt cé cac bién thé phong bé lién két cia hRGMa
vé6i cac té bao SH-SYSY trong thit nghiém lién két té bao dua trén MSD, trung hoa hoat
tinh RGMa nhung khong trung hoa hoat tinh RGMc trong thtr nghi¢ém thong bao BMP, va

thé hién do 6n nhiét cao va d¢ tan tdt trong nghién ciru trwde khi tao thanh.
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Vi du 4: Thtr nghiém sinh treéng soi truc than kinh

Nhu duogc thé hién trén Fig.1, 2 va 15, AE12-1 trung hoa hoan toan hRGMa c6
chidu dai diy du va manh hRGMa, nhu dugc thé hién trén cac té bao SH-SYSY va céc té
bao thin kinh cha yéu trén ving ddi hai ma & chudt nhit. Manh nay cia hRGMa tuwong
‘g v6i axit amin 47-127 cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:65 nhu duge thé hién & day:
PCKI LKCNSEFWSA TSGSHAPASD DTPEFCAALR SYALCTRRTA
RTCRGDLAYH SAVHGIEDLM SQHNCSKDGP TSQPRLR (SEQ ID NO:139).

Céc thtr nghiém sinh trudong sgi truc than kinh khac duogc thuc hién dé danh gia tac
dong ciia AE12-1 cling nhu cac bién thé AE12-1, trong d6 khang thé nay chira céc trinh ty
néu trong SEQ ID NO:1 va 5, hodc 2-4 va 6-8, trong dd gbc Cys cua trinh ty néu trong
SEQ ID NO:8 dugc thay thé cho axit amin khac, hodc trong d6 gbc Cys & vi tri 91 cua
trinh tu néu trong SEQ ID NO:5 dugc thay thé bing axit amin (nghia 13, AE12-1-F,
AE12-1-H, AE12-1-L, AE12-1-V, AE12-1-I, AE12-1-K, va AE12-1-Y). Xem Fig.9-12,
trong d6 mirc d9 trc ché bing khang thé da mo ta (4 trong 24 gid) trén thir nghiém sinh
truéng soi truc thin kinh clia céc 6 bao SH-SY5Y duge xir Iy bing FL hRGMa dugc thé

hién.
Vi du 5: Cac thir nghiém in vivo

Nhu duoc thé hién trén Fig.3 va 4, AE12-1 ting cudng sy phét trién tai tao cac
exon hach véng mac quanh thwong tdn (0-500 um) (n = 3-5 chudt/nhém). Xem Fig3.
Khang thé AE12-1 ciing ting cudng sy phat trién tai tao cac exon hach vdng mac tai céac

khu vue cach xa thwong tén (500-1000 pm) (n = 3-5 chut/nhoém).

Vi du 6: Thir nghiém chén ép than kinh mét & chudt

AE12-1 ¢6 hoat tinh trong thir nghiém chén ép than kinh mét & chudt. Xem Fig.8.
Tbn thuong chén ép than kinh mét mot bén duoc tién hanh & chudt Wistar duc, 2-4 mm
canh mét. Chudt duge theo ddi trong 6 tudn (8 nhom, n = 6) va cac khang thé dugc ding
mot 13n mot tudn trong tinh mach & liéu 10 mg/kg, 1 mg/kg, hodc 0,1 mg/kg. Déi chimg
hlgG1 dugc dung trong tinh mach, mét tuAn/mot 1an 10 mg/kg (n = 6 chudt). Trong chudt
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dwoc xir 1y bang AE12-1, c4c soi tai tao than kinh c6 kha ning phat trién bén trén tén
thuong chén ép thin kinh mét, trong khi d6 & chudt duge didu tri bing khang thé dbi
chirmg hIgG1, céc soi tai tao thin kinh tich lily & tén thuwong do ching khong c6 kha nang

vuot qua cac thuong tdn. Xem Fig.8.

Vi du 7: Lap ban dd epitop cia RGMa & ngudi (hHRGMa) bing khéng thé don dong
AE12-1

Nghién ciru 1ap ban dd epitop duge tidn hanh d6i véi khang thé don dong AE12-1.
S lidu goi ¥ rang epitop cho AE12-1 nam tai ving tdn cing N cia RGMa. Mot vai chu
tric cia hRGMa duge ding dé c¢b ging xac dinh epitop cho AE12-1. Cac chu tric nay bao

gom:

pelB-M-[RGMA (47-168)]-6His ("6His" dugc md ta dudi dang trinh tw néu trong
SEQ ID NO: 148) (E. coli) dugc tao ra theo cach tai td hop. Khang nguyén bang 0,41
mg/ml trong ChemTag#16211, dém S100, d6 pH=8, Tris 25mM, NaCl 100mM, DTT
1mM, glyxerol 10% (thé tich/thé tich). Trinh tu cta cdu triic khang nguyén dau tién la:
MKYLL PTAAA GLLLL AAQPA MAMPC KILKC NSEFW SATSG SHAPA SDDTP
EFCAA LRSYA LCTRR TARTC RGDLA YHSAV HGIED LMSQH NCSKD GPTSQ
PRLRT LPPAG DSQER SDSPE ICHYE KSFHK HSATP NYTHC GLFGD HHHHHH
(trinh tw néu trong SEQ ID NO:75).

[TgK-trinh ty dAn]-AttB1-[hRGMA(47-422)]-AttB2-MYC-6His ("6His" dugc md
ta duéi dang trinh tu néu trong SEQ ID NO: 148) dugc tao ra theo cach tai td hop, 0,85
mg/ml trong PBS. Trinh tu cua cu trac khang nguyén tht hai la: METDT LLLWV
LLLWV PGSTG DAAQP ARRAR RTKLG TELGS TSPVW WNSAD ITSLY KKAGS
PCKIL KCNSE FWSAT SGSHA PASDD TPEFC AALRS YALCT RRTAR TCRGD
LAYHS AVHGI EDLMS QHNCS KDGPT SQPRL RTLPP AGDSQ ERSDS PEICH
YEKSF HKHSA TPNYT HCGLF GDPHL RTFTD RFQTC KVQGA WPLID NNYLN
VQVTN TPVLP GSAAT ATSKL TIIFK FNQEC VDQKV YQAEM DELPA AFVDG
SKNGG DKHGA NSLKI TEKVS GQHVE IQAKY IGTTI VVRQV GRYLT FAVRM
PEEVV NAVED WDSQG LYLCL RGCPL NQQID FQAFH TNAEG TGARR LAAAS
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PAPTA PETFP YETAV AKCKE KLPVE DLYYQ ACVFD LLTTG DVNFT LAAYY
ALEDV KMLHS NKDKI, HLYER TRDLP GNPAF LYKVV ISSTV AAARG GPEQK
LIXEM DLNSA VDHHH HHH (trinh ty néu trong SEQ ID NO:76).

[IgK-trinh tir dAn]-AttB1-[hRGMA(47-168)]-Xa-[hlgG L Fc (257-481)] (chu tric &
dong vat c6 vi), dugc tao ra bang cach tai t5 hop, 1,18 mg/mL, trong PBS. Trinh ty cua
cAu triic khang nguyén thit ba 1a: METDT LLLWV LLLWV PGSTG DAAQP ARRAR
RTKLP CKILK CNSEF WSATS GSHAP ASDDT PEFCA ALRSY ALCTR RTART
CRGDL AYHSA VHGIE DLMSQ HNCSK DGPTS QPRLR TLPPA GDSQE RSDSP
EICHY EKSFH KHSAT PNYTH CGLFG DLNSA DIEGR MDPPC PAPEL LGGPS
VFLEFP PKPKD TLMIS RTPEV TCVVV DVSHE DPEVK FNWYV DGVEV HNAKT
KPREE QYNST YRVVS VLTVL HQDWL NGKEY KCKVS NKALP APIEK TISKA
KGQPR EPQVY TLPPS REEMT KNQVS LTCLV KGFYP SDIAV EWESN GQPEN
NYKTT PPVLD SDGSF FLYSK LTVDK SRWQQ GNVFS CSVMH EALHN HYTQK
SLSLS PGK (trinh ty néu trong SEQ ID NO:77).

T4t ca cac khang nguyén dugc dung déu chira trinh tu axit amin RGMa (47-168),
trong d6 viéc danh s6 duoc dung dé xac dinh céc vi tri cua trinh ty twong ung v6i viée
danh s cta protein gdc. Trinh tw cia hRGMa (47-168) la: PCKI LKCNS EFWSA
TSGSH APASD DTPEF CAALR SYALC TRRTA RTCRG DLAYH SAVHG IEDLM
SQHNC SKDGP TSQPR LRTLP PAGDS QERSD SPEIC HYEKS FHKHS ATPNY
THCGL FGD (trinh ty néu trong SEQ ID NO:78).

Céc dém duge dung dé cit cac epitop nhu sau:

Pém A: NaHCO3100 mM, NaCl 500 mM, d¢ pH= 8;
Pém B: NaHCO3 100 mM, NaCl 100 mM, d6 pH= 8;
Pém C: NaOAc 100 mM, NaCl 500 mM, do pH=4; va

Pém D: Tris-HCI 100 mM, NaCl 500 mM, do pH= 8.
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Khéng thé don dong dugc 1am cb dinh nhu sau. 20mg céc hat Sepharoza dugc
CNBr hoat héa (GE Healthcare, Uppsala Sweden) dugc cén va chuyén vao cot phan ting
nén (USB Corp., Cleveland, OH) bang 35 pm thuy tinh va ria 3 1an bang 200 pl HCI
1mM, sau d6 rira 3 14n bang 200 pl dém A.

Khoédng 5-6 nmol dung dich khang thd AE12-1 dwgc thim tach dya trén PBS sir
dung b thidm tach nho 10,000 MWCO Slide-A-Lyzer (Pierce, Rockford, IL) trong
khoang 40 phit @ loai bd dém histidin ma s& tuong tac véi khang thé lién két véi
Sepharoza. Dung dich mAb da thdm tach dwgc bd sung vao nhira d3 hoat héa va cho phép
tron trén may tron quay (Mix-All Laboratory Tube Mixer, Torrey Pines Scientific, San
Marcos, CA) trong 4 git & nhiét dd phong. Sau khi lién két, dong chay qua nhua duge thu
gom, va nhya duogc rira ba lan bang 200 pl dém A. Nhya ndy dugc tao huyén phu trong
200 pl dém D, va quay & nhiét do phong trong 1 giy @& phong bé cac vi trf lién két qua
mirc trong nhua. Dung dich dém D rira bo va nhya duoc rira theo cach khac bang 200 ul
dém C va dém D (d6 pH rira cao/thip), tong cong rira ba 1An. Nhua nay dugc rira ba lan

bing 200 pl dém B, dé n6 sin sang két hop v6i khang nguyén.

Khéng thé don dong AE12-1 da ¢ dinh dugc két hgp véi hRGMa. Cac cdt phan
tmg nén (Compact reaction column - CRC) dugc chudn bi d& két hop khang nguyén bing
céch rira 35pm thiy tinh ciia CRC ba lan bang 200 ul dém B. Nhya cung véi khang thé
lién két duge tron tir tir dé tai tao huyén phi nhya dong nhét, va 50 pl nhua duge dit vao
mdi CRC d3 chuin bi. Nhua nay duoc rira ba 1an bang 200 pl dém B. Khoang 1,5 nmol
khang nguyén hRGMa dugc bd sung vao nhya cling véi du lugng dém B dé tao ra tong
thé tich it nhAt bang 200 pl. Trudc khi két hop khang nguyén, khang nguyén do E. coli tao
ra duoc thim tach dya trén dém PBS trong khoang 30 phit bang cach st dung bd thim
tach nho 3500 MWCO Slide-A-Lyzer @& loai bé DTT khéi dém khang nguyén. Hén hop
khéng nguyén/nhya dugc phép tron trén méay quay trong 4 git & nhiét do phong. FT dwoc
thu gom, va nhya dugc rira ba 14n bang 200 pl dém B.

Céc epitop dwoc phan ct bang cach sir dung trypsin va enzym endoproteinaza

Asp-N. Nhua chtra phirc khang thd/khang nguyén da c¢d dinh dugce tao huyén phu trong
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200 pl dém B. Lo nho chita 20 pg trypsin (Promega, Madison, WI) dugc hoa tan trong
100 pl dém tai tao huyén phit (HOAc 50 mM), cho ndng d6 0,2 pg/pl, va lo chia 2 pg
enzym endoproteinaza Asp-N (Roche) dugc hoa tan trong 50 pl nude (0,04 pg/ul). Viée
phan cit khang nguyén dugc thuc hién véi ty 16 1:100 (w/w) enzym:khéng nguyén. Phan
tmg dién ra trong 4-6 gid kém theo quay & nhiét do phong.

Sau khi tiéu héa, FT duoc thu gom va nhya dugc rira hai 1an bang 200 pl dém B,
v&i mdi 1an thu gom nuée rita duge thye hién riéng (nude rira 1an 1 va nuée rira 2), 200 pl
dém A (nuéc rira 3), va sau d6, 200 pl dm B (nudc rira 4). Pettit khang nguyén lién két
v6i khang thé dugc rira giai tir nhua bang ba phan wdc 200 ul cla axit formic 2%, va mdi
nudc rira giai duge thu gom riéng r& (nudce rira giai 1, 2 va 3). Phan nudc rira giai 1 dugc

phan tich bang phd khdi (LC-MS/MS) dé xac dinh ving epitop.

Céc phan nuéde rira giai 1 duge thu gom sau khi tiéu héa duogc phan tich bang LC-
ESI-MS/MS (ion dwong) st dung bom nap HPLC 1100 mao din Agilent (Santa Clara,
CA) va bom gradient nano-HPLC 1200, ¢c6 Chip Cube (c6t lam giau 40 nL, cdt phén tich
75 pum x 43 mm, chip C8 ZORBAX) ghép néi véi Agilent 6510 QTOF MS. Thé tich tiém
1én dén 7 ul duge dung, va MS/MS duge thyc hién trén 3 dAu dap tng tiéu chuén tin higu

MS chuyén dung.

Phan tich MS ban du d6i v6i cac phin phén cat epitop (nudc rira giai 1) cho thay
su c6 mit cua loai peptit 16n c¢6 thé khong tuong thich véi peptit phan c4t protein nhur
mong doi do sy c6 mét cua peptit cé lién két disulfua. D& khir lién két disulfua, cic phan
ttoc 10 pl duge didu chinh do pH dén ~8 st dung NaOH da pha lodng, va khir trong
dithiothreitol 5 mM (DTT) & 37°C trong 30 phit trude khi phan tich lai bing MS. Mot s6
phén cin bién tinh dé kh, trong trudng hop nay cac phan uéc duge pha lodng trong thé

tich twong dwong guanidin hydroclorua 8M, Tris 100 mM (pH=8) trudc khi bd sung DTT.

Phan tich LC-ESI-MS/MS dbi véi tit ca cac phan rira gidi 1 sau khi tiéu hoa khang
thé AE12-1 duge két hop véi cac cau tric hRGMa khac nhau bang enzym cho thay su c6
mit clia mot vai loai peptit 16n c6 phan tir lugng nadm trong khoang tir 8,5 dén 12 kDa.

Khdi lwong va su phan manh céc loai peptit 16n nay khong du @8 xac dinh ching. D& xac
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dinh peptit eptitop, viéc khir cac lién két disulfua 12 can thiét. Trong tit ca cac truong hop,
cuong dd tin hiéu MS cia cic peptit ndy giam dang ké sau khi kht, trong mét s truong

hop khong phat hién thiy trir khi dugc khir khi c6 mt chat 1am bién tinh.

Sau khi khir phan nuée rira giai 1 bing DTT, cac phin niy duoc phan tich lai bang
LC-MS/MS. Trong thir nghiém phan c4t st dung hRGMa do E. coli tao ra, phan 16n cac
dinh quan sat dugc trong biéu d0 sic ky ion 14 cac loai mang mdt loai dién, nhiéu trudng
hop lién quan dén polyme va céc phu gia khic. Hai peptit dugc xac dinh 1a lién quan dén
cAu traic hLRGMa dugce st dung. Xem Fig.5. Peptit dAu tién 1a peptit c6 phan tir lwong don
ddng vi bang 2420,2 Da. Phan tir lugng cta peptit ndy va khéi lwong ctia vai manh quan
sit dugc trong phd MS/MS (khong dugc thé hién) phu hop véi trinh ty
PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (hRGMa 47-69) (trinh ty néu trong SEQ ID NO:79)
mic di viéc gan nay khong pht hgp véi tinh dac hiéu enzym. Peptit epitop tiém nang thir
hai c6 phan tir luong don ddng vi bing 2551,2 Da chi x4c dinh duge 2-3 céc méanh c6 the
xac dinh dwgc bding MS/MS ma pho  hop véi trinh tw
MPCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh tw néu trong SEQ ID NO:80). Tinh dic higu
clia enzym khong tuong thich; tuy nhién phén tir lugng ctia khang nguyén bat dau khong
twong tng véi khdi lugng tinh todn duge cia trinh tu dly du, c6 thé do khang nguyén cé

tinh di sinh & diu N anh hudng dén tinh ddc hidu enzym biéu kién khong twong thich nay.

Viéc st dung ciu tric khang nguyén thtr hai khéng phai peptit c6 thé quan st
duge & phd MS sau khi khir bang DTT. Phan tich MS sau khi khir trong céc didu kién
bién tinh khong cho thay cé peptit trong s& cAc ion nén, mang dién don. Bon peptit khéng
nguyén dugc xac dinh trong phan E1 bi bién tinh va khir. Peptit lién quan dén khang
nguyén thi nhat c6 phan tir lugng don ddng vi bang 2763,3 Da, kém theo su phan manh
khi  phan  tich  bing  MS/MS, pha  hop  v6i  trinh  tu
KAGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh tu néu trong SEQ ID NO:81) (hRGMa
47-69 c6 4 gbc bd sung & dAu N). Phd ciia peptit duoc thé hién trén Fig.6. Tin hiéu peptit
cudng do rt thip trong ciing phd (MW 2878,4 Da; +4 & m/z 720,84, dugc danh diu sao
trén Fig.6) phu hop véi trinh tu KAGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPPASD (trinh ty
néu trong SEQ ID NO:82). Peptit c6 MW=2635,2, dugc thé hién trén Fig.7, phu hop véi
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trinh ty AGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPPAS (trinh ty néu trong SEQ ID NO:90).
Peptit khac & m/z = 688,82 (ddng vi phd bién nhét, & trang thai mang dién +4), dugc danh
déu sao trén Fig.7, cing rira giai bang peptit c6 MW=2635,2. S4 lidu MS/MS giéi han thu
dwgc & thanh phin c6 cudng d6 thidp ndy pho hop véi trinh tu
AGSPCKILKCNSEFWSATSGSHAPPASD (trinh ty néu trong SEQ ID NO:83)
(MW=2750,3 Da).

Chu tric thit ba cia hRGMa duge ding dé xac nhén eptiop bang AE12-1. Trong
phén nuée ria gidi 1 duge khir bing DTT, mirc d6 khir rit nho duge quan sat thiy, nhung
chi mot peptit c6 thé xac dinh dugc 12 peptit 1ién quan dén hRGMa khang nguyén va phu
hop véi cac két qua thu dugc tir cac cAu triic khang nguyén khéc. Peptit ndy dugc quan sat
& m/z=691,60 (& trang thai mang dién + 4), phan tir lugng don ddng vi ciia n6 béng
27624 Da. S6 liéu MS/MS gi6i han thu dugc cho peptit nay (khong duge thé hién) goi y
rang trinh trr cta ching 14 TKLPCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (trinh tur néu trong
SEQ ID NO:84). Cac peptit khac dugc quan sat trong phd MS ¢6 thé duge cho 1a peptit
lién quan dén ving hRGMa (47-168) bao gdbm DSPEICHYEK (trinh tw néu trong SEQ ID
NO:85); GDLAYHSAVHGIE (trinh ty néu trong SEQ ID NO:86); DLAYHSAVHGIE
(trinh tu néu trong SEQ ID NO:87); va DDTPEFCAALR (trinh ty néu trong SEQ ID
NO:88).

Trong céc phan nuéc rira giai 1 (tiéu hoa bang trypsin/Asp-N) tir thir nghiém phén
cit epitop cia hRGMa lién két voi AE12-1, peptit hRGMa (47-69) duogc xac dinh tir ba
cAu triic khang nguyén. Peptit ndy dugc xac dinh 1a epitop cho hRGMa lién két véi AE12-
1 1a: PCKILKCNSEFWSATSGSHAPAS (hRGMa 47-69) (trinh ty néu trong SEQ ID
NO:79).

Vi du 8: Nghién ctru vé doc tinh

Do su tich lily sit trong cac té bao gan va lugng sit giam trong té bao 14 1ach c6 thé
din dén su trung hoa RGMc nén doc hoc lyc va kha nang dung nhin cac khang thé don
dong choc loc RGMa duge mo ta & trén dwgce nghién ctru. Cac nghién ctru nay dugc mong

doi 12 thé hién sy tich lity sit trong céc té bao gan va sy loai bo sit trong té bao 14 1ach s&
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khong xuét hién khi cho chudt Sprague-Dawley dung khang thé don dong choc loc
RGMa.

Vi du 9: Céc khang thé don dong chon loc RGMa, AE12-1 va AE12-1Y, giéng khéng thé
don dong 5F9 duogc nhan hoa, tao ra sy ti tao axon thin kinh mét bi tén thuong, chén ép

& md hinh chudt nht bi tdn thwong than kinh mit

Mo hinh chén ép thin kinh mét (hay con goi 12 “tdn thwong thin kinh mit”) cung
cAp md hinh ddong vt dé thir nghiém cac hop chét khac nhau c6 tac dung kich thich sy tai
tao céc soi thin kinh méit va 1am giam qua trinh chét hang loat cta cac té bao hach than

kinh vOong mac.

Cac thtr nghiém dugc tién hanh trén chudt duc Wistar thanh thuc do phong thi
nghiém Charles River (D) (Dtrc) cung cap. Cac dong vat nay dugc giit trong ting 1ng
riéng trong chu ky sang/tdi 12:12 gir kém theo cung cAp thirc n va nuée udng theo nhu
cAu. Viée chén ép thin kinh mét luén dugc thuc hién chi & mét bén tréi bang cach tiéu
phéu trude nhu dwge mo ta trong tai liéu: P. Monnier et al., J. Neurosci. , 31:10494-10505
(2011), vi theo phuong phép phiu thujt mit truée & ngudi. Trude va trong khi phiu
thuét, cac dong vat thir nghiém dugce gy mé bing cach hit thudc mé st dung Sevoflurane
(Abbott GmbH Co. & KG, Delkenheim, Germany) va dugc cb dinh trén ban bang kep
miéng va bang bing dinh dinh cic chan lai. Tranh viéc giam d6t ngét than nhiét cua
chiing bang cach gin ching vao tAm gia nhiét. Khi kh6i md chén ép thin kinh mét phia
truGe, mit trai duge cAn than léy ra khoi day ch?mg va mo lién két. Buée thi nhét, thuc
hién tiéu phau cit 1iy 2-3mm mo 1ién k& & gdc ngoai cling cla mét. Bude tiép, mé than
kinh mét bang cach sir dung mot kep dé di chuyén co mét va tuyén 1é sang mét bén, do d6
loai bd duge né. Bude tiép, md doc mang néo sir dung cdy kéo nho dé md than kinh mit.
Viéc ndy 1am cho mit c6 dd linh dong cao hon va khién cho mét c6 thé quay sang mot
bén va tiép can duge than kinh mét bén trai. Thin kinh mét b ton thuwong khoang 1-3 mm
bén canh mét, sit dung kep dugc cai dat dé tao ra ap suit 16n nhit va ¢b dinh trong 10-20

gidy. C6 ging cAn than d8 tranh gay t6n thuong dén mach cung cip méu cho mét.
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Sau khi tiéu phiu khong x4m 14n, dong vat dugc dit 1én khin gidy trong 16ng sach
trén may 1am 4m d& kiém soat than nhiét cho dén khi ching bit ddu dong day. Thubc m&
chtra khang sinh (Gentamytrex, Dr. Mann Pharma) dugc bdi 1én mét dé tranh nhiém tring

va lam kh6 mang cung.

Carprofen (Rimadyl, 5 mg/kg) dugc dung trong mang bung dé diéu tri ching dau
sau md ngay sau khi md va sau d6, ding hai ngay mot 14n, trong 3 ngdy. Dong vat duge
quan sat va kiém soat déu din trong vai gid ngay sau khi md va trong 2-4 ngay sau d6 dé

dam bao tat ca so dong vat nay song sot va phuc hoi sau khi gdy me€ va mo.

Phuong phap cai tién chén ép thin kinh mét tir phia trudc néu trén cé uu diém
dang ké so v6i phuong phap chén ép than kinh mét chudn ma thyc hién trén tir phan sau
ctia mét. Cu thé, trong quy trinh néu trén, khong c6 vét thwong hé 16n can khau duge tao
ra va nguy co nhiém tring clia cac vét thuong nhé duoc giam dang ké. Ngoai ra, do thoi
gian cn dé tao ra khéi chén ép ngin hon (phwong phap chén ép tir phia trude néu trén
nhanh hon ba 1an so véi phuong phap chén ép tir phia sau) nén dong vt it dau hon, va do
d6, ching bi cédng théng it hon. Hon thé nita, cudng d6 dau ma dong vat phai chiu giam

dang ké va ddng vat phuc hdi véi ty 18 nhiéu hon va tbc do nhanh hon nhiéu.
Ding toan than khang thé

Dé phan phdi khang thé toan than, chudt dyc Wistar dugc ding toan than thong
qua tinh mach (iv) bang RGMa dugc nhin héa va khang th& phong bé RGMc, 5F9 (hSF9)
(n = 8 dong vat) (khang thé 5F9 dugc nhan héa dugc md ta trong US 2010/0028340),
béng khang thé cia ngudi chon lopc RGMa, AE12-1, duge mo ta & day, va bﬁng khang thé
RGMa tuong tu (c6 mdi lién quan mat thiét), AE12-1Y, ciing duge md ta & day va bang
khéang thé déi chimg ddng vi & ngudi (hgG) (n = 8 dong vét). Chudt duoc tiém mot lan
mdt tudn trong tinh mach bang 10 mg khang thé/kg va bét diu tiém ngay sau khi gy chén
¢p thin kinh mét. T4t ca chuét dugc tiém 5 14n va ching bi giét 6 tudn sau khi gy ton
thuong chén ép. Cac thit nghiém 1a thir nghiém mu va vig¢e tich mo, xu ly, chuén bi cac
manh cit va phan tich dinh lugng dugc tién hanh nhu dwoc md a trong tai lidu: P.

Monnier et al., J. Neurosci. , 31:10494-10505 (2011) va Koeberle et al., Neuroscience,
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169:495-504 (2010). Céc anh ghép ciia thin kinh mét & chudt dwge chuan bi, vi tri chén
ép dugc x4c dinh va céc soi dwong tinh véi GAP-43 di qua vi tri chén ép 500 pm duoc
dém. Nhu dugc th hién trén Fig.16, ca ba khang thé khang RGMa, h5F9, AE12-1 va
AE12-1Y d&u c6 muc sinh trudng tai tao dang ké & phia trén vi tri chén ép, didu nay trai

nguoc voi dong vét ddi chimg duge xir 1y bang higG.

Vi du 10: Cac khang thé don dong chon loc RGMa, AE12-1 va AE12-1Y gibng khéng thé
dugc nhan héa 5F9, bao vé 16p soi than kinh vdng mac (retinal nerve fiber layer - RNLF)

khoi su thoai hoa

Dé quan sit tac dung bao vé RNLF khoi sy thoai hoa, mét phuong phép thur
nghiém mdi trong phong thir nghiém duge dung. Phuong phép nay dya trén vi€e giai
thich va phan tich vong mac cua chudt thanh thuc c6 chén ép than kinh va duge xir 1y toan
than bing khang thé 5F9, AE12-1, AE2-1Y va khéng thé ddi chimg, IgG cia ngudi,
Phuong phap nay 1a phuong phép cai tién ctia phuong phap duge mo ta trong tai liéu: P.
Monnier et al., J. Neurosci. , 31:10494-10505 (2011) va Koeberle et al., Neuroscience,
169:495-504 (2010). P. Monnier et al., J. Neurosci., 31:10494-10505 (2011) va Koeberle
et al., Neuroscience, 169:495-504 (2010). Chudt Wistar thanh thuc do phong thi nghiém
Charles River cung cip duge tiém mdt 1An mot tudn trong tinh mach bang 10 mg khang
thé/kg va bit dau tiém ngay sau khi giy chén ép than kinh mét. T4t ca chudt duoc tiém 5

1in va ching bj giét 6 tuin sau khi gy tdn thuong chén ép.
Chuén bj vong mac va nhu¢m mau bang chét phat huynh quang mién dich:

Dong vat duge gdy mé sau bang Sevoflurane (8%; Abbott GmbH Co. & KG,
Delkenheim, Germany), sau d6 bi giét bﬁng cach m& léng nguc va dugce truyén dich bﬁng
dung dich paraformaldehyt 4% (PFA) qua tdm thét trai. Mt dugc cét nho cing véi md
lién két duge didu chinh va dit trong PFA 4% cho dén khi viéc chudn bi vong mac dién

ra.
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Viéc chuin bi véng mac dugc thuc hién trong dung dich mudi can béng Hank
(HBSS, khong chira magie va canxi; Invitrogen, #14170070). Mt dugc ¢b dinh & mé lién

két bing kep va mét vét cét tron dugc tao ra trén mang cimg xung quanh giac mac.

Mot nira vong mac hinh cau dugc cét & bon diém, dugc mo ra va trai rdng trén
mang nitroxenlulo mau xam (Sartorius, #13006-50-N). Néu can, mang cung v§i vdng mac

dugc phép 1am kho trong khong khi trong 5-10 gidy.

Sau d6, véng mac trén mang dugc dit vao dung dich formaldehyt dugc dém
phosphat trung tinh 10% (46 pH=7,3; Fisher Scientific, #F/1520/21) & +4°C cho dén khi
viéc nhudm mau béng chét phat huynh quang mién dich duogc thuc hién. Viéc nhudm mau

nay dugc thyc hién theo quy trinh duéi day.

Ché phdm vong mac dugce rira bang TBS, sau d6 phong bé va lam cho thdm bang
BSA 5%, Triton X-100 1% trong TBS trong 30 phit va sau d6, rira lai bang TBS. Khang
thé dAu tién, c6 tén 13, khang thé don dong TUJ-1, mot khang thé khang B III Tubulin &
chudt, AbCam, s6 khang thé 14545; pha lodng theo ty 1& 1:500, trong TBS, BSA 5%,
duogc bd sung vao trong 1 gid & nhiét do phong trong béng t1, sau d6 rira bang TBS,
Tween 20 0,1%. Tiép theo, khang thé thir hai, c6 tén 13, Cy3 khi khéng chudt; Jackson
ImmunoResearch (Dianova) 715-165-151, ty 1& pha loang 1:1000, va Bisbenzimid (50
pg/ml, ty 1€ pha lodng 1:100 trong TBS, BSA 5%) duoc bd sung trong 1 gid & nhiét do
phong trong bong t5i, sau d6 rira bing TBS, Tween 20 0,1%, va sau d6, ria bang H,0 d3
loai mudi. Ché phdm nay sau d6 dugc dinh vi bang Fluoromount G va bao quéan & +4°C

trong béng t6i.

Phén tich dinh lwgng tac dung bao vé cta khang thé RGMa trén 16p soi than kinh (RNFL)

trong mét

Phan mé&m Axiovision dugc sit dung dé chon ngau nhién cc anh (n = 12) clia moi
vong mac va xac dinh so soi than kinh trong moi anh. Poi v6i cac thir nghiém nay, 5 — 8

vong mac c6 than kinh mit bi chén ép duge ding cho mdi nhém: nhém khang thé h5F9,
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nhém khéng thé d6i chimg hlgG va nhém khang thé AE12. 1 va AE12-1Y. Viéc phén tich
s6 lidu va phan tich thong ké dugc thuc hién st dung chuong trinh GraphPad.

Céc két qua dugc minh hoa trén Fig.17. Cu thé, sb lugng bo soi than kinh quan sat
thay & vong mac clia nhitng dong vat duge xir ly toan than bing cac khang thé RGMa

theo sang ché cao hon so v6i dong vat duge xur ly bing khang thé hIgG ddi ching.

Vi du 11 : Céc khang thé RGMa ting cudng viéc phuc hdi chirc nang trong mo hinh viém

mang nio tu mién thir nghiém cot sdng tap trung

Kerschensteiner et al.(4dm. J. Pathol. 164: 1455 — 69, 2004) di phat trién md hinh
EAE hdi tu, khu biét trong d6 cac thuong ton gy viém dién rong khong mé rong tu nhién
trong cot séng, ndo va than kinh thi gidc nhung cé thé dugc tao ra mot cach chon loc
trong cot séng hoic trong cac ving khac cta ndo. Viéc sir dung m6 hinh hdi tu hodc tao
dich nay, cac thwong ton giy viém dién rong, khd twong tw vdi cac thuong ton cla cot
séng MS, dugc tao ra trong cdt séng lung coa day cot séng, anh huéng dén duong vé nio-
tuy séng. Trong mo hinh nay, chudt dAu tién dugc gdy mién dich bing myelin protein
MOG. Hai dén ba tudn sau khi gy mién dich, hiéu gia khang thé MOG dugc xé4c dinh va
dong vat c6 dap ing min dich duong tinh dugc tiém hén hop xytokin (TNFo. 250 ng,
IFNg 150 U) tai chd & cip do T8. Trong vong 1 tuin sau khi tiém xytokin, chudt cé biéu
hién cac thiéu hut van dong bﬁng chau sau, liét dudi va dang di khong on dinh va dat dén
diém EAE bing 2.,5. Bén tudn sau khi tiém xytokin, sb diém nay cai thién diém EAE

xubng dén 1 (Kerschensteiner et al., Am. J. Pathol. 164: 1455 — 69, 2004).

Chudt Female Lewis dugc tiém dudi da 75 pl MOG (75 pg, 1-125 aa, BlueSky
Biotech, Worcester, MA) da hoa tan trong nude mudi sinh 1y va sau d6, dugc nhil héa
bing 75 pl chit didu chinh Freund khong hoan toan (IFA, Sigma, #F5506). Ngay trude
khi tiém va sau d6 ct 7-8™ ngay, ldy mau mau tir cic dong vat ndy dé phan tich cdc mau

dbi v6i cac khang thé MOG.

Hai ho#c ba tuan sau khi gdy mién dich biang MOG, mau duge thu gom tir chudt da

gay midn dich va ELISA duoc thyc hién dé phat hién cc khang thé dic hiéu MOG. Viée
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gdy mién dich tao ra cac khang thé MOG nhiéu hon 90% chudt di gay mién dich. Tuy
nhién, trong ching nay, viéc tao ra khang thé MOG khong 1am xuat hién triéu chimg bénh
bét ky. Chudt Lewis chi c6 biéu hién khéng van dong sau khi tiém tai chd 2 xytokin gy

viém (INF a, IFNg) vio cot séng ving nguc & cip do T8.

Péi voi viée tiém xytokin, chudt duoc gy mé bang cach hit Sevoflurane (8%;
Abbott GmbH Co. & KG, Delkenheim, Germany) va thu thuat cit bo cung sau cot sdng
¢d dugce thue hién b%mg quy trinh chuén. Cu thé, da trén lung chudt nhét dugc cao va sat
tring bang etanol 70%, sau d6 dién tich di cao dugc 1am sach bang prodin va dugc cét
mdt doan 2-3 cm bing dao md bét dAu tir khoang T3-4 &én T11-12. Chét béo bé mit dugce
tach khoi co bang kéo séic va cac co duogc cit bang dudng giita doc theo cot sdng tir mot
phia. Khoang tréng gifta T8 va T9 dwoc dinh vi va T8 dugc 14y ra khoi md lién k&. Mii
khoan nho dugc diung dé tao ra mot hd tron c6 duong kinh khoang 1-2 mm & T8 va kep
nhon dugc dung dé loai bé mang xwong va manh xwong bét ky. Tiép theo, mang cling
dwoc loai bé bing kéo nho va tiém truc tiép duogc tién hanh bang 6ng mao din bing thuy
tinh rit mong ghép néi véi xylanh Hamilton 10 ul c¢6 Luer Tip (LT) va duge nap day dau
khoang (Sigma Aldrich).

Viéc st dung may tiém tw déng, ng mao din dugc nap ddy 3 pl hdn hop xytokin
trong PBS hoac chi minh PBS véi mét lwong vét xanh Evans. Liéu TNFa cao hon 4 lan
(4x) (1000 ng) va cing lidu IFNy (150 U) dugc ding nhu duge thong bao trong tai liéu:
Kerschensteiner et al.(2004). Liéu cao hon 4 14n 1am kéo dai dang k& quy trinh phuc hdi &

chudt duoc xtt Iy bing chit din hodc d6i chimg.

3 bude tiép, 6ng mao din bang thuy tinh duoc cim vao & do sdu 0,7 mm va 2 pl
hdn hop xytokin dugc tiém vao gifta cot song tai cap d6 T8 trong thdi gian 5 phut sit dung
may tu tiém. Sau khi dung lidocain va lam kin vét thuong, chudt duoc xir Iy bang thudc
giam dau Rimadyl (ngay sau khi md va hang ngay trong 3-4 ngay nita). Chut sau d6

dwoc dit vao khan gidy sach va dugc giit 4m cho dén khi chiing tinh.

Chudt biéu hién céc tridu chimg dAu tién trong vong 1 tudn sau khi tiém xytokin.

Viée xtt Iy bang khang thé duogc bét ddu vao ngay 7 hodc 8 sau khi ding xytokin. Khang
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th8 ddi chung hlgG va mét vai khang thé RGMa khac (c6 tén 13, AE12-1, AE12-1Y va
5F9.23 dugc nhan hoa (h5F9.23 dugc md ta trong US 2010/0028340)) dugc dung va
chudt dugc xtr Iy mdt tudn mot 1an thong qua duong tinh mach. Viéc tinh diém EAE duoc
tién hanh hang ngdy va didm dugc ghi chép vao tai liéu. Cac ddi twong tién hanh thur
nghiém trong didu kién khong biét vé cac nhém xir Iy khéc nhau (thtr nghiém mu). Sau
thoi gian 27-29 ngay sau khi dung xytokin, cdc dong vat nay bi giét, cot sdng dwgc tach
riéng va phan tich mirc biéu hién cac protein sau: GAP-43 (ch4t danh diu tai tao), CD68
(chét danh d4u viém cho cac té bao tiéu than kinh dém da hoat héa va cac dai thuc bao) va
MPB (protein co s& myelin, chit danh ddu tai myelin héa hogc cic dudng myelin dugc du
trit). Dién tich chita chit d4nh diu nay dugc do, phan tich va danh gia thong k& st dung
thtr nghiém ANOVA mot chidu va thir nghiém danh gia y nghia théng ké Bonferroni.
Nhu duoc thé hién trén Fig.18, ca ba khang thé RGMa déu lam tang kha ning phuc hdi
chirc nang & md hinh tEAE tiy séng.

Trong md hinh tEAE tiy séng, tit ca khang thé RGMa déu thé hién hoat tinh kich
thich s tai tao than kinh va hoat tinh kich thich bao vé thin kinh gin nhu nhau. Céc
khang thé chon loc RGMa, AE12-1 va AE12-1Y thé hién hoat tinh twong dwong véi
h5F9.23, mot khang thé trung hoa ca RGMa 1an RGMe. Viéc trung hdoa RGMc khong
duoc xem la cAn thiét cho hoat lyc. Do d6, dé hiéu sau hon v& co ché tac dong cua ca ba
khang thé RGMa trong mo hinh EAE tiry séng tap trung, mot vai chit danh déu duge
danh gia & nhidu 1at cit cot sdng cia chudt duge xtt Iy bang khang thé AE12-1Y, AE12-1
va h5F9.23 l1am ting dién tich tai tao (GAP-43), dién tich tai myelin héa (MBP) va lam
giam dién tich CD68 giy viém (dwong tinh véi CD68) xung quanh vi tri thuong tdn cot
sbéng (xem, Fig.19).

Khéng thé chon loc RGMa, AE12-1Y-QL, dugc thir nghiém dé xac dinh lidu c6
hiéu qua trong md hinh tEAE cdt séng nay. Cu thé, 4 lidu khang thé khéac nhau (do6 1a
(0,01, 0,1, 1, 10 mg/kg dugc ding toan than qua dudng IV mot tuin mot 1an cho chudt).
AFE12-1Y-QL th hién hoat tinh dang k& & 0,1, 1 va 10 mg/kg (Fig.20). Tuy nhién, liéu
0,01 mg/kg khong c6 hoat luc.
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé khang phén tir din huéng day a (Repulsive Guidance Molecule a - “RGMa”)
don dong phéan 1ap dugce chira ving bién dbi cua chudi ning chira ving xac dinh bd tro
(complementary determining region - CDR)1 chira trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID
NO:2, CDR2 chta trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:3, va CDR3 chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:4 va vung bién ddi cua chudi nhe chira CDR1 chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:6, CDR2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7
va CDR3 chra trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:8 hoac SEQ ID NO:73.

2. Khéng thé khang RGMa don dong phan 14p dugc theo diém 1, trong d6 CDR3 cua
ving bién dbi ctia chudi nhe chita trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:73.

3. Khéng thé khang RGMa don dong phan 14p dugc theo diém 1 hoic 2, trong d6 khéang
thé nay 13 khang thé ctia ngudi.

4. Khang thé khang RGMa don dong phén 14p dugc theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang
thé nay chira mién c6 dinh globulin mién dich cta chudi ning cua isotyp IgG.

5. Khéng thé khang RGMa don dong phén 1ap dugc theo diém 4, trong d6 isotyp IgG la
isotyp IgG1 & ngudi.

6. Khang thé khang RGMa don dong phan l4p dugc theo diém 5, trong d6 mién cd dinh
IgG1 & ngudi chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:140, 141, 142 hoac 143.

7. Khang thé khiang RGMa don dong phan 14p dugc theo didm 5, trong d6 mién c6 dinh
IgG1 & nguoi chia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 143.

8. Khang thé khang RGMa don dong phan 1ap dugc theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang
thé nay chira ving ¢ dinh ctia chudi nhe lambda.

9. Khéng thé khang RGMa don dong phan 1ap dugc theo diém bét ky trong sé cac diém tir
1 d&én 8, trong d6 khang thé nay chira trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO:146 va
trinh tu chudi ning néu trong SEQ ID NO: 147.

10 Khéng thé khang RGMa don dong phén 14p dugc theo diém bAt ky trong sb cac diém

tir 1 dén 9, trong d6 khang thé ndy con chira tic nhan dugc chon tlir nhém bao gdm: phan
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tir két dinh mi2n dich, tac nhan d& chup hinh, va tic nhan didu tri, trong d6 tic nhan dé
chup hinh duge chon tir nhém bao gém chét ddnh diu phong xa, enzym, chéat danh diu
huynh quang, chit danh du phat quang héa hoc, chét danh d4u phat quang sinh hoc, chét
danh dAu tir va biotin, va trong d6 chét danh dau phéng xa duge chon tir nhém bao gbm
3H, 14C, 358, 90Y, 99T¢, 111In, 1251, 1311, 177Lu, 166Ho va 153Sm.

11. Dugc phdm chtra khéng thé khang RGMa don dong phan 1ap dugc theo diém bat ky

trong s6 cac diem tir 1 dén 9.
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FIG.8
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DANH MUC TRINH TU
<110> MUELLER, BERNHARD
<120> KHANG THE KHANG PHAN TU DAN HUGNG DAY a (RGMa) VA DUGC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> 11423usol

<140>
<141>

<150> 61/591,324
<151> 2012-01-27

<160> 158
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 1
GTu val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr pPhe Thr Ser His
20 25 30

Gly 1le ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Gln Gly Leu Asp Trp Met
35 40 ‘ 45

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

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg val Gly ser Gly Pro Tyr Tyr Tyr Met Asp val Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu val Thr val ser Ser
115 120

<210> 2
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<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tr nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 2
Ser His Gly Ile Ser
1 5

<210> 3
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M) ta trinh ty nhan tao: Peptit tbng hop

<400> 3
Trp Ile Ser Pro Tyr Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 4
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M) ta trinh tw nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 4
val Gly Ser Gly Pro Tyr Tyr Tyr Met Asp Val
1 5 10

<210> 5
<211> 109
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhéan tao: Peptit tong hop

<400> 5
Gln ser Ala Leu Thr Gln Pro Arg Ser val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

ser val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Ser val Gly Asp Ser
20 25 30
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Ile Tyr val Ser Trp Tyr Gln Gln His
35 40

Met Leu Tyr Asp Vval Thr Lys Arg Pro
50 55

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr
85

Asp Thr Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105

<210> 6
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> M® ta trinh ty nhén tao: Peptit tng hop

<400> 6

Pro

Ser

Ser

cys

90

val

26217

Gly Lys

Gly val
60

Leu Thr
75

Cys ser

Thr val

Ala Pro Lys Leu
45

Pro Asp Arg Phe

ITe Ser Gly Leu
80

Tyr Ala Gly Thr
95

Leu

Thr Gly Thr Ser ser Ser val Gly Asp Ser Ile Tyr val ser

1 5

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

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 7
Asp val Thr Lys Arg Pro Ser
1 5

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

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 8

10
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Cys Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu

1 5
<210> 9
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao:
<400> 9
Glu val Gln Leu val GIn
1 5
Ser val Lys val Ser Cys
20
Asp ITe Asn Trp val Arg
35
Gly Trp Met Asn Pro Asnh
50
GIn Gly Arg val Thr Met
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu
85
Ala Arg Ser Thr Ser Leu
100
val ser Ser
115
<210> 10
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223>
<400> 10
Ser Tyr Asp Ile Asn
1 5
<210> 11
<211> 17

Polypeptit tng hop

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

val

Ala Glu
10

ser Gly
25

Thr Gly

Ash Thr

Ash Thr

Glu Asp

90

Trp Gly
105

M5 ta trinh tw nhén tao: Peptit tng hop

26217

val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Gly Tyr

60

Ser Ile
75

Thr Ala

Gln Gly

-149-

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

GIn

Thr

TYyr

Leu
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Thr



<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 11

26217

Trp Met Asn Pro Asnh Ser Gly Asn Thr Gly Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 12
<211> 6
<212> PRT

5

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 12

ser Thr Ser Leu Ser val

1

<210> 13
<211> 106
<212> PRT

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhén tao:

<400> 13
Ser Tyr Glu
1

Thr Ala ser

Cys Trp Tyr
35

Gln Asp Ser
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Leu

Ile

20

Gln

Lys

Asp

Asp

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

10

Polypeptit tbng hop

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

val

10

Lys

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Ser val

Leu Gly

Pro val

Lys Arg
60

Ser Gly
75

Asp Ser

-150-

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Pro

Lys

30

val

Ser

Gln

Thr

15

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly
95

Gln

Ala

Tyr

ser

Met

80

val
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Phe Gly Pro Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105

<210> 14
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 14
Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Ala Cys
1 5 10

<210> 15
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 15
Gln Asp Ser Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 16
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tng hop

<400> 16
Gln Ala Trp Asp Ser Ser Thr Gly val
1 5

<210> 17
<211> 126
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MBb ta trinh ty nhéan tao: Polypeptit tong hop

<400> 17
Glu val G1ln Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
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Ser Leu

Ala Met

Ala val

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Met Asp

<210> 18
<211> 5

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M ta trinh ty nhan tao: Peptit tbng hop

<400> 18

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Trp

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

val

Gly

Asp Tyr Ala Met His

1

<210> 19
<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M0 ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 19
val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys

1

Gly

5

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ser

Thr
120

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

105

Met

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Lys

val

10

26217

Phe

Lys

Tyr

ser

75

Thr

Glu

Thr

-152-

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

val

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser
125

Asp

30

Glu

Asp

Thr

TYyr

Tyr

110

Ser

Asp

Trp

ser

Leu

Tyr

95

Tyr

15

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly



M ta trinh tw nhan tao: Peptit tdng hop

26217

Glu Arg val Tyr Ser Ser Gly Lys Glu Gly Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp

<210> 20
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>
<400> 20
1 5
val
<210> 21
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao:
<400> 21
Gln ser Gly Leu Thr Gln
1 5
Arg val Thr Ile Ser Cys
20
Tyr Gly val His Trp Tyr
35
Leu Ile Tyr Gly Asp Tyr
50
Ser Gly Ser Arg Ser Gly
65 70
Gln Ala Glu Asp Glu Ala
85
Leu Arg Gly val Leu Phe
100
<210> 22
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

10

Polypeptit tong hop

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

TYyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

TYyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser Ala

Ser Asn

Ala Thr

Gly val

60

Leu Thr
75

Gln Ser

Lys Leu

-153-

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

15

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

95

Leu

Gin

Gly

Ile

Phe

Leu

80

Ser
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<220>
<223> M0 ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 22
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Gly val His
1 5 10

<210> 23
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéin tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop

<400> 23
Gly Asp Tyr Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 24
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M5 ta trinh ty nhan tao: Peptit tbng hop

<400> 24
Gln Ser Tyr Asp Ash Ser Leu Arg Gly Val Leu
1 5 10

<210> 25
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 25
Glu val GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly val val Gln Pro Gly Thr
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Ala Ala Ile Ser Gly Asp Gly Ile Leu Lys Tyr Tyr Thr Asp Ser val
50 55 60

-154-



26217

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

Leu Gln Met Ash Asnh Leu Ser Gly Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Tyr Asp Ash Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 26
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M) ta trinh tir nhén tao: Peptit tong hop

<400> 26
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 27
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 27
Ala Ile ser Gly Asp Gly Ile Leu Lys Tyr Tyr Thr Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

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

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> M ta trinh ty nhéan tao: Peptit tbng hop

<400> 28
Ash Tyr Asp Asn Ser Leu Asp Tyr
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1 5

<210> 29

<211> 111

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> M0 ta trinh ty nhan tao:

<400> 29

Gln Pro val Leu Thr Gln

1 5

Ser val Lys val Thr cys

20

Ile Ala Trp His Gln GIn
35

Lys val Asn Ser Asp Gly

50

Arg Phe Ser Gly Ser Ser

65 70

Gly Leu Gln Ser Glu Asp

85
Pro Gly Ile Arg val Phe
100

<210> 30

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>

<400>

MB® ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

30

Polypeptit tong hop

ser Pro Ser

Thr Leu Ser
25

Gln Pro Glu
40

Ser His Asn
55

Ser Gly Ala

Glu Ala Asp

Gly Gly Gly
105

val

10

Ser

Lys

Lys

Glu

Tyr

90

Thr

26217

Ser Ala

Gly His

Gly Pro

Gly Asp

60

Arg Tyr
75

Tyr Cys

Lys Leu

Thr Leu Ser Ser Gly His Ser Ala Tyr Ala Ile Ala

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

31
11
PRT

5

Trinh tu nhén tao

10

-156-

ser

Ser

Arg

45

Gly

Leu

Gln

Thr

Leu

Ala

30

Tyr

val

Ile

Thr

val
110

Gly

15

Tyr

Leu

Pro

Ile

Trp

95

Leu

Ala

Met

Asp

Ser

80

Gly



<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

26217

val Lys

His Ser

Lys Gly

Thr Tyr

60

Ser Thr
75

Ala Ala

Phe Asp

<400> 31
val Ash Ser Asp Gly Ser His Asn Lys Gly Asp
1 5 10
<210> 32
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop
<400> 32
Gln Thr Trp Gly Pro Gly Ile Arg val
1 5
<210> 33
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Mo ta trinh tw nhén tao: Polypeptit tbng hop
<400> 33
Glu val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
ser val Lys val Ser Cys Lys val Ser Gly
20 25
Thr Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Arg Gly
50 55
Arg Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Gly Leu Arg Ser Glu Asp
85 90
Ala Thr Leu Leu Gly Glu Tyr Asp Ser Tyr
100 105
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

-157-

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

TYyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Asnh

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

cys

Arg
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<210> 34
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ti nhén tao: Peptit tong hop

<400> 34
Glu Leu Thr Ile His
1 5

<210> 35
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 35
Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Arg Gly Thr Tyr Ala Pro Asn Phe Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 36
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 36
Leu Leu Gly Glu Tyr Asp Ser Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 37
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 37
Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Asp Phe Gln ser val Thr Pro Glu
1 5 10 15
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Asp Lys val Thr Ile Thr Cys Arg Ala
20 25

Leu His Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Asp
35 40

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

<210> 38
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MBS ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 38

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

26217

Gln ser

Ser Pro

Pro Ser
60

Ile Asn
75

Ser Ser

Lys

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Cys Leu His

1 5

<210> 39
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> MBS ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 39
Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser
1 5

<210> 40
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 40
His Gln Ser Ser Ser Leu Pro Tyr Thr

10

-159-

Ile

Lys

45

Arg

ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Cys

Ile

Gly

Ala

80

Tyr



1 5

<210> 41

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ti nhan tao

<220>

<223>

<400> 41

Glu val Gln Leu val

1 5

Ser val Lys val Ser

20
Asp Ile Ala Trp val
35
Gly Trp Met Asn Pro
50

Lys Gly Arg val Thr

65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Ala Arg Asp Arg Phe

100
Gly Thr Leu val Thr
115

<210> 42

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>

<400> 42

Ash Tyr Asp Ile Ala

1 5

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

GIn

Cys

Arg

Asp

Ala

70

Leu

Gly

val

ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40

Ser Gly

55

Thr Ser

Thr Ser

Ser Gly

Ser Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asn

Glu

Tyr
105

M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

M5 ta trinh t nhén tao: Polypeptit tong hop

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

26217

val

Tyr

Gln

Gly

Asp

75

Thr

Leu

-160-

Lys

Ile

Gly

Phe

60

Ile

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

val

Thr

val

His

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

TYyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Gln



<213> Trinh tu nhéin tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 43

26217

Trp Met Asnh Pro Asp Ser Gly Asn Thr Gly Phe val Gln Lys Phe Lys

1

Gly

<210> 44
<211> 11
<212> PRT

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 44

10

Asp Arg Phe Gly Ser Gly Tyr Asp Leu Asp His

1

<210> 45
<211> 108
<212> PRT

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MB0 ta trinh ty nhén tao:

<400> 45
Ser Tyr Glu
1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr
35

Asp Asp Ser
50

Ash Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gln

cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

10

Polypeptit téng hop

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

cys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

val

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Ser val

Ile Gly

Pro val

Glu Arg

60

Ser Arg
75

Gly Ser

-161-

Ala

Ser

Leu

45

Phe

val

Ser

Pro

Lys

30

val

ser

Glu

Ser

15

Gly

15

Ser

val

Gly

Ala

Asp
95

Gln

val

Tyr

Ser

Gly

80

His
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Tyr val phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105

<210> 46
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 46
Gly Gly Asn Ash ITe Gly Ser Lys Ser Vval His
1 5 10

<210> 47
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 47
Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser
1 5

<210> 48
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 48
Gln val Trp Gly Ser Ser Ser Asp His Tyr val
1 5 10

<210> 49
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tbng hop

<400> 49
Glu val Gln Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Ser Ser ser Tyr
20 25 30
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Ala Met Thr Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

ser Gly Ile ser Gly Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg val Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gln Gly Tyr Gly Ala His Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 50
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Peptit tng hop

<400> 50
Ser Tyr Ala Met Thr
1 5

<210> 51
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 51
Gly Ile ser Gly ser Gly Glu Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

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

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 52
Gln Gly Tyr Gly Ala His Asp Tyr
1 5

<210> 53
<211> 110
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 53
Gln ser val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr
1 5 10

Arg val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ala Ser Ser Asn val
20 25

Arg val Asn Trp Tyr Gln Gln Phe Pro Gly Met Ala Pro
35 40 45

Ile Tyr Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly val Pro Asp
50 55 60

Gly ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser
65 70 75

ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp
85 90

Ash Gly Tyr val Phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr val
100 105

<210> 54
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 54

ser Gly Ala Ser Ser Asn val Gly Ser Asn Arg val Asn
1 5 10

<210> 55

<211> 7

-164-

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



26217

<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop

<400> 55
Ser Ash Ash Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 56
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 56
Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Tyr val
1 5 10

<210> 57
<211> 126
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 57
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Lys
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

ser Leu Ile Ser Trp Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr ITe Ser Arg Asp Ash Ser Lys Ash
65 70 75

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu
85 90

Ala Lys Asp Ile Pro Lys val Gly Gly Tyr ser Tyr Gly
100 105

-165-

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

TYyr

95

Gly

Gly

TYyr

val

val

Tyr

80

cys

Ala



26217

Leu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Pro val Thr val ser Ser
115 120 125

<210> 58
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MBS ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 58
Asp Tyr Ala Met His
1 5

<210> 59
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Peptit tng hop

<400> 59
Leu ITe Ser Trp Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 60
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 60
Asp Ile pPro Lys val Gly Gly Tyr Ser Tyr Gly Tyr Gly Ala Leu Gly
1 5 10 15

Tyr

<210> 61
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tng hop
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M@ ta trinh tur nhan tao: Peptit tdng hop

Gln

cys

Lys

Pro

Ala

70

His

Gly

Pro

Gly

Ser

Ser

55

Thr

cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

val

val
105

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

26217

ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

Gly Gly Ash Asn Ile Gly Asp Ile Ser val His

M@ ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 61
Ser Tyr Glu Leu Thr
1 5
Thr Ala Arg Ile Thr
20
His Trp Tyr Gln Gln
35
Asp Asp Ser Asp Arg
50
Asnh Ser Gly Ser Ser
65
Asp Glu Ala Asp Tyr
85
His val Phe Gly Thr
100
<210> 62
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>
<400> 62
1 5
<210> 63
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223>
<400> 63
Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser
1 5
<210> 64
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

10
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val

Gly

Met

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Ala

Asp

Leu

45

Phe

val

Gly

Pro

Ile

30

val

ser

Glu

Ser

Gly

15

ser

val

Gly

Ala

Gly
95

Gln

val

His

Ser

Gly

80

His



<220>

<223> M0 ta trinh tr nhén tao: Peptit tong hop

<400> 64
Gln val Trp Asp Ser Gly Ser Gly His His val

1

<210> 65
<211> 450
<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 65
Met Gln Pro

1

Met

Thr

Lys

His

65

Ser

Leu

His

Leu

Cys

145

Thr

Arg

Gly

Leu

Ile

50

Ala

TYyr

Ala

Asn

Pro

130

His

His

Phe

Met

Ala

35

Leu

Pro

Ala

Tyr

Cys

115

Pro

Tyr

Cys

Gln

Pro

Gly

20

Phe

Lys

Ala

Leu

His

100

Ser

Ala

Glu

Gly

Thr

5

Arg

Arg

Leu

cys

Ser

cys

85

Ser

Lys

Gly

Lys

Leu

165

cys

Glu

Gly

Leu

Asn

Asp

70

Thr

Ala

Asp

Asp

Ser

150

Phe

Lys

Arg

Ala

Cys

Ser

55

Asp

Arg

val

Gly

Ser

135

Phe

Gly

val

Leu

Gly

Ser

40

Glu

Thr

Arg

His

Pro

120

Gln

His

Asp

Gln

val

Arg

25

Phe

Phe

Pro

Thr

Gly

105

Thr

Glu

Lys

Pro

Gly

10

val

10

Ser

Pro

Trp

Glu

Ala

90

Ile

Ser

Arg

His

His

170

Ala

26217

Thr Gly

Ala Leu

Ala Ala

Ser Ala
60

Phe Cys
75

Arg Thr

Glu Asp

Gln Pro

Ser Asp
140

Ser Ala
155

Leu Arg

Trp Pro
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Arg

Gly

Thr

45

Thr

Ala

Cys

Leu

Arg

125

Ser

Thr

Thr

Leu

Ala

Phe

30

Ser

Ser

Ala

Arg

Met

110

Leu

Pro

Pro

Phe

Ile

Gly

15

Trp

Pro

Gly

Leu

Gly

95

Ser

Arg

Glu

Asn

Thr

175

Asp

Trp

Pro

cys

Ser

Arg

80

Asp

Gln

Thr

Ile

TYyr

160

Asp

Asn



Asn

Ala

Glu

225

Ala

Asn

Gln

Tyr

Glu

305

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

385

val

Thr

Tyr

Ala

210

Cys

Ala

Ser

Ala

Leu

290

Asp

Asn

Gly

Thr

val

370

Gly

Lys

Arg

Leu

195

Thr

val

Phe

Leu

Lys

275

Thr

Trp

Gln

Ala

Phe

355

Glu

Asp

Met

Asp

180

Asn

Ala

Asp

val

Lys

260

TYyr

Phe

Asp

Gln

Arg

340

Pro

Asp

val

Leu

Leu
420

val

Thr

Gln

Asp

245

Ile

Ile

Ala

ser

Ile

325

Arg

Tyr

Leu

Asn

His

405

Pro

GIn

ser

Lys

230

Gly

Thr

Gly

val

Gln

310

Asp

Leu

Glu

Tyr

Phe

390

Ser

Gly

val

Lys

215

val

Ser

Glu

Thr

Arg

295

Gly

Phe

Ala

Thr

TYyr

375

Thr

Asn

Arg

Thr

200

Leu

Tyr

Lys

Lys

Thr

280

Met

Leu

Gln

Ala

Ala

360

Gln

Leu

Lys

Ala

185

Asn

Thr

Gln

Asn

val

265

Ile

Pro

Tyr

Ala

Ala

345

val

Ala

Ala

Asp

Ala
425

Thr

Ile

Ala

Gly

250

Ser

val

Glu

Leu

Phe

330

Ser

Ala

cys

Ala

Lys

410

Ala

26217

Pro

Ile

Glu

235

Gly

Gly

val

Glu

cys

315

His

Pro

Lys

val

Tyr

395

Leu

Gly

val

Phe

220

Met

Asp

Gln

Arg

val

300

Leu

Thr

Ala

Cys

Phe

380

Tyr

His

Leu

-169-

Leu

205

Lys

Asp

Lys

His

Gln

285

val

Arg

Asn

Pro

Lys

365

Asp

Ala

Leu

Pro

190

Pro

Asn

Glu

His

val

270

val

Asn

Gly

Ala

Thr

350

Glu

Leu

Leu

Tyr

Leu
430

Gly

Phe

Leu

Gly

255

Glu

Gly

Ala

Cys

Glu

335

Ala

Lys

Leu

Glu

Glu

415

Ala

Ser

Gln

Pro

240

Ala

Ile

Arg

val

Pro

320

Gly

Pro

Leu

Thr

Asp

400

Arg

Pro



26217

Arg Pro Leu Leu Gly Ala Leu val Pro Leu Leu Ala Leu Leu Pro val
435 440 445

Phe Cys
450

<210> 66
<211> 122
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 66
Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser
1 5 10 15

Gly Ser His Ala Pro Ala Ser Asp Asp Thr Pro Glu Phe Cys Ala Ala
20 25 30

Leu Arg Ser Tyr Ala Leu Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg
35 40 45

Gly Asp Leu Ala Tyr His Ser Ala val His Gly ITe Glu Asp Leu Met
50 55 60

Ser Gln His Asn Cys Ser Lys Asp Gly Pro Thr Ser Gln Pro Arg Leu
65 70 75 80

Arg Thr Leu Pro Pro Ala Gly Asp Ser Gln Glu Arg Ser Asp Ser Pro
85 90 95

Glu Ile cys His Tyr Glu Lys Ser Phe His Lys His Ser Ala Thr Pro
100 105 110

Asn Tyr Thr His Cys Gly Leu Phe Gly Asp
115 120

<210> 67
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop

<400> 67
Phe Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu
1 5
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<210> 68
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop

<400> 68
His Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu
1 5

<210> 69
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 69
Leu Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu
1 5

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 70
val ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu
1 5

<210> 71
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 71
Ile Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr Leu
1 5

<210> 72
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

26217
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<223> M ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 72
Lys Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr
1 5

<210> 73
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Leu

<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 73
Tyr Ser Tyr Ala Gly Thr Asp Thr
1 5

<210> 74
<211> 23
<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 74

Leu

26217

Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr ser

1 5

Gly Ser His Ala Pro Ala Ser
20

<210> 75
<211> 151
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

10

<223> MO ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 75
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala
1 5

Ala Gln Pro Ala Met Ala Met Pro
20

Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser Gly
35 40

Thr Pro Glu Phe Cys Ala Ala Leu
50 55

Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly

Ala

Cys

25

Ser

Arg

Asp

Ala Gly Leu Leu
10

Lys Ile Leu Lys

His Ala Pro Ala
45

Ser Tyr Ala Leu
60

Leu Ala Tyr His

-172-

Leu

Cys

30

Ser

cys

Ser

15

Leu Ala

15

Asn Ser

Asp Asp

Thr Arg

Ala val



65

His Gly

Pro Thr

Gln Glu

His Lys

130

Asp His
145

<210> 76

Ile

ser

Arg

115

His

His

<211> 478
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao:

<400> 76

Met Glu
1

Gly Ser

Lys Leu

Ala Asp
50

Leu Lys
65

Pro Ala

Ala Leu

Thr

Thr

Gly

35

Ile

Cys

Ser

cys

Glu

Gln

100

Ser

Ser

His

Asp

Gly

20

Thr

Thr

Asn

Asp

Thr
100

70

Asp Leu
85

Pro Arg

Asp Ser

Ala Thr

His His
150

Thr Leu
5

Asp Ala

Glu Leu

Ser Leu

Ser Glu
70

Asp Thr
85

Arg Arg

Met

Leu

Pro

Pro

135

His

26217

75

Ser GIn His Asn Cys

90

Arg Thr Leu Pro Pro

~105

Glu Ile Cys His Tyr

120

Asn Tyr Thr His Cys

Polypeptit tong hop

Leu Leu Trp

Ala

Gly

Tyr

55

Phe

Pro

Thr

Gln

Ser

40

Lys

Trp

Glu

Ala

Pro

25

Thr

Lys

Ser

Phe

Arg
105

val

10

Ala

Ser

Ala

Ala

cys
90

Thr

Leu

Arg

Pro

Gly

Thr

75

Ala

Cys

-173-

140

Leu

Arg

val

Ser

60

Ser

Ala

Arg

80

Ser Lys Asp Gly

95

Ala Gly Asp Ser

110

Glu Lys Ser Phe

125

Gly Leu Phe Gly

Leu

Ala

Trp

45

Pro

Gly

Leu

Gly

Trp

Arg

30

Trp

cys

Ser

Arg

Asp
110

val

15

Arg

Asn

Lys

His

ser

95

Leu

Pro

Thr

Ser

Ile

Ala

80

Tyr

Ala



Tyr

Cys

Pro

145

Tyr

cys

Gln

Leu

Thr

225

val

Phe

Leu

Lys

Thr

305

Trp

Gln

Ala

His

Ser

130

Ala

Glu

Gly

Thr

Asn

210

Ala

Asp

val

Lys

TYyr

290

Phe

Asp

Gln

Arg

Ser

115

Lys

Gly

Lys

Leu

cys

Ala

Asp

Asp

Ser

Phe

180

Lys

195

val

Thr

Gln

AsSp

Ile

275

Ile

Ala

ser

Ile

Arg

Gln

Ser

Lys

Gly

260

Thr

Gly

val

Gln

Asp

340

Leu

val

Gly

ser

Phe

165

Gly

val

val

Lys

val

245

Ser

Glu

Thr

Arg

Gly

325

Phe

Ala

His

Pro

Glin

150

His

Asp

Gln

Thr

Leu

230

TYyr

Lys

Lys

Thr

Met

310

Leu

Gln

Ala

Gly

Thr

135

Glu

Lys

Pro

Gly

Asn

215

Thr

Gln

Asn

val

Ile

295

Pro

Tyr

Ala

Ala

Ile

120

Ser

Arg

His

His

Ala

200

Thr

Ile

Ala

Gly

Ser

280

val

Glu

Leu

Phe

ser

Glu

Ser

Ser

Leu

185

Trp

Pro

Ile

Glu

Gly

265

Gly

val

Glu

cys

His

345

Pro

Asp

Pro

Asp

Ala

170

Arg

Pro

val

Phe

Met

250

Asp

Gln

Arg

val

Leu

330

Thr

Ala

26217

Leu Met Ser

Arg

Ser

155

Thr

Thr

Leu

Leu

Lys

235

Asp

Lys

His

Gln

val

315

Arg

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Pro

Phe

Ile

Pro

220

Phe

Glu

His

val

val

300

Ash

Gly

Ala

Thr

-174-

125

Arg

Glu

Asn

Thr

Asp

205

Gly

Asn

Leu

Gly

Glu

285

Gly

Ala

Cys

Glu

Ala

Gln

Thr

Ile

TYyr

Asp

190

Asn

ser

Gln

Pro

Ala

270

Ifle

Alrg

val

Pro

Gly

350

Pro

His

Leu

cys

Thr

175

Arg

Asn

Ala

Glu

Ala

255

Asn

Gln

TYyr

Glu

Leu

335

Thr

Glu

Asn

Pro

His

160

His

Phe

Tyr

Ala

cys

240

Ala

ser

Ala

Leu

AsSp

320

Asn

Gly

Thr



Phe

Glu

385

Asp

Met

Asp

Thr

Glu
465

Pro

370

Asp

val

Leu

Leu

val

450

Asp

355

Tyr

Leu

Asn

His

Pro

435

Ala

Leu

<210> 77
<211> 388
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tng hop

<400> 77

Glu

Tyr

Phe

Ser

420

Gly

Ala

Asn

Thr

Tyr

Thr

405

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala

Gln

390

Leu

Lys

Pro

Arg

Ala
470

Met Glu Thr Asp Thr Leu

1

5

Gly ser Thr Gly Asp Ala

20

Lys Leu Pro Cys Lys Ile

35

Thr ser Gly Ser His Ala

50

Ala Ala Leu Arg Ser Tyr

65

70

val

375

Ala

Ala

Asp

Ala

Gly

455

val

Leu

Ala

Leu

Pro

55

Ala

360

Ala

cys

Ala

Lys

Phe

440

Gly

Asp

Leu

Gln

Lys

40

Ala

Leu

Lys

val

Tyr

Leu

425

Leu

Pro

His

Trp

Pro

25

Cys

Ser

Cys

Cys

Phe

Tyr

410

His

Tyr

Glu

His

val

10

Ala

Asn

Asp

Thr

26217

Lys

Asp

395

Ala

Leu

Lys

Gln

His
475

Leu

Arg

Ser

Asp

Arg
75

Glu

380

Leu

Leu

Tyr

val

Lys

460

His

Leu

Arg

Glu

Thr

60

Arg

-175-

365

Lys

Leu

Glu

Glu

val

445

Leu

His

Leu

Ala

Phe

45

Pro

Thr

Leu

Thr

Asp

Arg

430

Ile

Ile

His

Trp

Arg

30

Trp

Glu

Ala

Pro

Thr

val

415

Thr

Ser

ser

val

15

Arg

Ser

Phe

Arg

val

Gly

400

Lys

Arg

Ser

Glu

Pro

Thr

Ala

Cys

Thr
80



Cys

Leu

Arg

Ser

Thr

145

Asp

Gly

Met

His

val

225

Tyr

Gly

Ile

val

ser

305

Glu

Arg

Met

Leu

Pro

130

Pro

Ile

Gly

Ile

Glu

210

His

Arg

Lys

Glu

TYyr

290

Leu

Trp

Gly

ser

Arg

115

Glu

Asn

Glu

Pro

Ser

195

Asp

Asn

val

Glu

Lys

275

Thr

Thr

Glu

Asp

Gln

100

Thr

Ile

Tyr

Gly

Ser

180

Arg

Pro

Ala

val

TYyr

260

Thr

Leu

Cys

ser

Leu

85

His

Leu

cys

Thr

Arg

165

val

Thr

Glu

Lys

Ser

245

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ala

Asn

Pro

His

His

150

Met

Phe

Pro

val

Thr

230

val

cys

Ser

Pro

val

310

Gly

Tyr

cys

Pro

TYyr

135

Cys

Asp

Leu

Glu

Lys

215

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

295

Lys

Gln

His

Ser

Ala

120

Glu

Gly

Pro

Phe

val

200

Phe

Pro

Thr

val

Ala

280

Arg

Gly

Pro

Ser

Lys

105

Gly

Lys

Leu

Pro

Pro

185

Thr

Asn

Arg

val

Ser

265

Lys

Glu

Phe

Glu

Ala

90

Asp

Asp

Ser

Phe

Cys

170

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

250

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

26217

val His Gly

Gly

Ser

Phe

Gly

155

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

235

His

Lys

GIn

Met

Pro

315

Asn

Pro

Gln

His

140

Asp

Ala

Pro

val

val

220

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

300

ser

Tyr

-176-

Thr

Glu

125

Lys

Leu

Pro

Lys

val

205

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

285

Lys

Asp

Lys

Ile

Ser

110

Arg

His

Asn

Glu

Asp

190

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

270

Glu

Asn

Ile

Thr

Glu

95

Gln

ser

Ser

Ser

Leu

175

Thr

val

val

ser

Leu

255

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

Ala

160

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

240

Asn

Pro

val

val
320

Pro



Pro val Leu

val Asp Lys

355

Met His Glu

370

Ser Pro Gly

385

<210> 78

<211> 122
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 78

Pro Cys Lys

1

Gly

Leu

Gly

Ser

65

Arg

Glu

Asn

Ser

Arg

Asp

50

Gln

Thr

Ile

Tyr

His

Ser

35

Leu

His

Leu

Cys

Thr
115

<210> 79

<211> 23

<212> PRT

Asp

340

Ser

Ala

Lys

Ile

Ala

20

TYyr

Ala

Asn

Pro

His

100

His

325

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn
375

Leu Lys Cys

Pro Ala Ser

Ala Leu Cys

Tyr His Ser
55

Cys Ser Lys
70

Pro Ala Gly
85

Tyr Glu Lys

Cys Gly Leu

Ser

Gln

360

His

Asn

Asp

Thr

40

Ala

Asp

Asp

ser

Phe
120

Phe
345

Gly

Tyr

Ser

Asp

25

Arg

val

Gly

Ser

Phe

105

Gly

330

Phe

Asn

Thr

Glu

10

Thr

Arg

His

Pro

Gln

90

His

Asp

26217

Leu Tyr

val Phe

Gln Lys
380

Phe Trp

Pro Glu

Thr Ala

Gly Ile

60

Thr ser
75

Glu Arg

Lys His

-177-

Ser

ser

365

Ser

Ser

Phe

Arg

45

Glu

Gln

ser

Ser

Lys

350

cys

Leu

Ala

cys

30

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala
110

335

Leu Thr

Ser val

Ser Leu

Thr ser
15

Ala Ala

Cys Arg

Leu Met

Arg Leu
80

Ser Pro
95

Thr Pro



<213> Nguoi

<400> 79
Pro Cys Lys
1

Gly Ser His

<210> 80
<211> 24
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 80
Met Pro Cys
1

Ser Gly Ser

<210> 81
<211> 27
<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 81
Lys Ala Gly
1

Ser Ala Thr

<210> 82
<211> 29
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 82
Lys Ala Gly
1

ser Ala Thr

<210> 83
<211> 28
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 83
Ala Gly Ser

26217

Ile Leu Lys Cys Ash Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser
5 10 15

Ala Pro Ala Ser
20

Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr
5 10 15

His Ala Pro Ala Ser
20

Ser Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp
5 10 15

Ser Gly Ser His Ala Pro Ala Ser
20 25

Ser Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp
5 10 15

Ser Gly Ser His Ala Pro Pro Ala Ser Asp
20 25

Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser

-178-



26217

Ala Thr Ser Gly Ser His Ala Pro Pro Ala Ser Asp
20 25

<210> 84
<211> 26
<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 84
Thr Lys Leu Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser
1 5 10 15

Ala Thr ser Gly Ser His Ala Pro Ala Ser
20 25

<210> 85
<211> 10
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 85
Asp Ser Pro Glu Ile Cys His Tyr Glu Lys
1 5 10

<210> 86
<211> 13
<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 86
Gly Asp Leu Ala Tyr His Ser Ala val His Gly ITe Glu
1 5 10

<210> 87
<211> 12
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 87
Asp Leu Ala Tyr His Ser Ala val His Gly Ile Glu
1 5 10

<210> 88
<211> 11
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 88
Asp Asp Thr Pro Glu Phe Cys Ala Ala Leu Arg
1 5 10

-179-



<210> 89
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh t nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 89

26217

Ala Gly Ser Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser

1 5

Ala Thr ser Gly Ser His Ala Pro Ala
20 25

<210> 90
<211> 27
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 90

10

Ser

15

Ala Gly Ser Pro Cys Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser

1 5

10

Ala Thr ser Gly Ser His Ala Pro Pro Ala Ser

20 25

<210> 91
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> MO ta trinh tw nhén tao: Polypeptit tong hop

<400> 91
Glu val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Ala
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala val Tyr
20 25

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro
35 40

Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr
50 55

ser Arg val Thr Ile Ser val Asp Thr
65 70

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Leu Leu

Gly Ser

Lys Gly

Tyr Asn
60

Lys Ash
75

-180-

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Gln

Pro

ser

30

Glu

ser

Phe

15

Ser Glu

15

Gly Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu
80



26217

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Asp Asp Gly Ala Gly val Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 92
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tr nhén tao: Peptit tong hop

<400> 92
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 93
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 93
Glu Ile Ash His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 94
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 94
Asp Asp Gly Ala Gly val Phe Asp Leu
1 5

<210> 95
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tong hop

-181-
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<400> 95
Asp I1e Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10

Asp Gly val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln
20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Tyr Asp Ala Ser Ash Leu Glu Thr Gly val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Phe Phe Thr Leu Thr ITe
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Ser
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Asn
100 105

<210> 96
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tbng hop

<400> 96
Gln Ala Ser GIn Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 97
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

<400> 97
Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 98
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-182-

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Asn

Gly

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Asn

Leu

ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp



26217

<220>
<223> M t trinh tw nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 98
Gln GIn Ser Gly Asn Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 99
<211> 123
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 99
Glu val Gln Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Glu
1 5 10

ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
20 25

Tyr Ile Gln Trp val Arg Gln Ala Pro Gly His Gly Leu
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Lys Thr Gly Gly Thr Asn Tyr Leu
50 55 60

Gln Gly Arg val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Arg
65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Phe
85 90

val Arg Glu Asp Met Asn Thr val Leu Ala Thr ser Trp
100 105

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 100
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 100
Asp Tyr Tyr Ile Gln

-183-

Pro

Thr

30

Glu

GIn

Thr

Tyr

Phe
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Asp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Pro



26217

<210> 101
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhéan tao: Peptit tng hop

<400> 101
Trp Ile Asn Pro Lys Thr Gly Gly Thr Asn Tyr Leu Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 102
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 102
Glu Asp Met Asn Thr val Leu Ala Thr Ser Trp Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 103
<211> 109
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 103
ser Tyr Glu Leu Thr GIn Pro Pro Ser val Ser val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Asn Gln Leu Gly His Lys Phe Ala
20 25 30

ser Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ser Pro val val val Ile Tyr
35 40 45

Glu Asp Lys Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80

-184-



26217

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln val Trp Asp Val Ile Thr Asp His
85 90 95

Tyr val Phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105

<210> 104
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M0 ta trinh t nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 104
Ser Gly Asn Gln Leu Gly His Lys Phe Ala Ser
1 5 10

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

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop

<400> 105
Glu Asp Lys Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 106
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop

<400> 106
Gln val Trp Asp val Ile Thr Asp His Tyr val
1 5 10

<210> 107
<211> 121
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: Polypeptit tbng hop

<400> 107
Glu val GIn Leu val GIn ser Gly Ser Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

-185-



Sser val

Ala Ile

Gly Trp

50

Gin Gly

65

Met Glu

Ala Trp

Gln Gly

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr
115

<210> 108

<211> 5

<212> PRT
<213> Trinh ty nhéin tao

<220>

<223> M0 ta trinh tu nh4n tao: Peptit tong hop

<400> 108
Asn Ser Ala Ile His

1

<210> 109
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 109
Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Phe Gln

1

Gly

Leu

20

Trp

Asn

val

ser

Tyr

100

Leu

Ser

val

Ala

Thr

Ser

85

cys

val

5

5

cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

val

Thr

Ala

40

Gly

Arg

ser

Asp

ser
120

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

cys

105

ser

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

10

26217

Tyr

Gln

Lys

ser

75

Thr

Ser

-186-

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Leu

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Asp

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

15

ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tbng hop

26217

Ala Tyr Cys Gly Gly Asp Cys Tyr Ser Leu Asp Tyr

<210> 110

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>

<400> 110

1 5

<210> 111

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhén tao:

<400> 111

Asp Ile Gln val Thr GIn

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr

20

Leu Ash Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu

50

Asp Gly Ser Gly Thr His

65 70

Glu Asp val Gly Thr Tyr

85
Thr Phe Gly GIn Gly Thr
100

<210> 112

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223>

<400> 112

10

Polypeptit tong hop

ser

cys

Arg

Glu

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Ser

Ccys

Leu

Ser Ser
10

Ala ser
25

Gly Lys

Gly val

Phe Thr

Gln GIn

90

Glu Ile
105

M ta trinh tw nhén tao: Peptit tong hop

Leu Ala

Gln Asp

Ala Pro

Pro Pro

60

ITe Thr
75

Tyr Asp

Lys Arg

-187-

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

Leu

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



26217

Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 113
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop

<400> 113
Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 114
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M ta trinh ti nhan tao: Peptit tng hop

<400> 114
Gln Gln Tyr Asp Ser Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 115
<211> 126
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: Polypeptit tong hop

<400> 115
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Arg
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Thr Cys Glu Gly Ser Gly Phe Asn Phe
20 25

Thr Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Ser Ile Ser Ser Asp Ser Ash Tyr Ile Tyr His Ala
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr val Ser Arg Asp Asn Ala Gln Asp
65 70 75

Leu GIn Met Ash Ser Leu Arg val Glu Asp Thr Ala val

-188-

Pro

Phe

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

15

Thr

Trp

Ser

val

Tyr

Gly

Gln

val

Leu

Phe

80

cys



26217

85 90 95

Ala Arg Asp Ile Leu Leu Glu Pro Leu Ala Pro His Tyr Tyr Tyr Gly
100 105 ) 110

Leu Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
115 120 125

<210> 116
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 116
Thr Gln Thr Ile His
1 5

<210> 117
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 117
ser Ile Ser Ser Asp Ser Ash Tyr Ile Tyr His Ala Asp Ser Leu Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 118
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhan tao: Peptit tbng hop

<400> 118

Asp Ile Leu Leu Glu Pro Leu Ala Pro His Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp
1 5 10 15

val
<210> 119

<211> 108
<212> PRT

-189-



<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>

26217

<223> MO ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tng hop

M t& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

40

Glu Ile

55

pPhe Thr

Tyr Cys

Lys val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Asp
105

Ser Leu Ser
10

Ser Gln Pro

Lys Ala Pro

val Pro Ser
60

Thr ITe Ser
75

Gln Tyr Asp
90

Ile Lys Arg

Arg Ala Ser Gln Pro Ile Ser Thr Tyr val Asn

M t4 trinh ti nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 119
Asp Ile Gln val Thr
1 5
Asp Arg val Thr Ile
20
val Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Asp Ala Ser Thr
50
Sser Gly ser Gly Thr
65
Glu Asp Ile Ala Thr
85
Thr phe Gly Gly Gly
100
<210> 120
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>
<400> 120
1 5
<210> 121
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>
<400> 121

Asp Ala Ser Thr Leu Glu Ile

1

5

10

-190-

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Ile

Leu

Phe

val

15

Thr

Leu

Ser

GIn

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



M5 ta trinh tu nhén tao: Peptit téng hop

Polypeptit tdng hop

ser Gly

Thr val

Gln Ser

40

Gly Arg

55

val Asp

Ala Ala

Ser Phe

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp
105

<210> 122
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tur nhén tao
<220>
<223>
<400> 122
GIn GIn Tyr Asp Asn Phe Pro Leu Thr
1 5
<210> 123
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> M0 ta trinh tu nhéan tao:
<400> 123
Glu val Gln Leu GIn Glu
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg
35
Gly Glu Ile Phe His Thr
50
Ser Arg Leu Thr ITle Ser
65 70
Lys Leu Ser Ser Leu Thr
85
Arg Asp Ser Ala Phe Gly
100
val Thr val Ser Ser
115
<210> 124
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Tyr

26217

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

-191-

val

Ser

Gly

Asnh

60

Asn

val

Gly

Lys

Ile

Leu

45

Pro

GIn

Tyr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gly
110

ser

15

Gly

Trp

Leu

ser

cys

95

Thr

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

80

Ala

Leu



26217

<223> M ta trinh tw nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 124
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 125
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh ti nhéin tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 125

Glu I1e Phe His Thr Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Ser

1 5 10

<210> 126
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhéan tao: Peptit tong hop

<400> 126
Asp Ser Ala Phe Gly Ser Phe Asp Tyr
1 5

<210> 127
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 127
Asp Ile Arg val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
1 5 10

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Asn Glu Asp Ile
20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly val Pro Ser Arg
50 55 60

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser

-192-

ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

15

val Gly

15

Ile Tyr

Leu Ile

ser Gly

Gln Pro



26217

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr His Thr Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val Asp Ile Lys Arg
100 105

<210> 128
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO t trinh tw nhan tao: Peptit tng hop

<400> 128
Gln Ala Asn Glu Asp Ile Ser Ile Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 129
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 129
Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 130
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 130
GIn Gln Tyr His Thr Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 131
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: Polypeptit tong hop

<400> 131

-193-



Glu

cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Trp

val

ser

Asn

Gln

Gly

55

val

Ala

Ser

Ser

Gly

val

Pro

40

ser

Asp

Ala

Gly

Ser
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Gln
105

M ta trinh tw nhén tao: Peptit tdng hop

M@ ta trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Tyr

26217

Leu val Lys

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Ser

Gly

Asn

60

Ser

val

Asp

Ile

Leu

45

Pro

GIn

Tyr

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

ser

Phe

TYyr

Trp
110

Ser

15

ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Ash Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

Glu val Gln Leu Gln

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr

20

Tyr Trp Ser Trp Ile
35

Gly Asn Ile Tyr Tyr

50

ser Arg val Thr Ile

65

Lys Leu Ser Ser val

85
Arg Ala Leu Asp Phe
100

Gly Thr Leu val Thr
115

<210> 132

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223>

<400> 132

Ser Tyr Tyr Trp Ser

1 5

<210> 133

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223>

<400> 133

1 5

<210> 134

<211> 12

10

-194-

15



<212> PRT
<213> Trinh tu nhéin tao

<220>

<223> MO ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop

<400> 134
Ala Leu Asp Phe Trp Ser Gly Gln Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 135
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

5

10

<223> M t4 trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop

<400> 135
Asp Ile val Met Thr Gln

1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<210> 136
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop

<400> 136
Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asp Tyr Leu Asn

1

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Pro
100

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

5

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Arg

Pro Ser Ser

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

10

26217

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

-195-

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Ser

ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ile

val

15

Asp

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



<210> 137
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> M ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop

<400> 137

Asp Ala Ser Thr Leu Glu Ser

1

<210> 138
<211> 9
<212> PRT

5

" <2135 Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 138
GIn GIn ser
1

<210> 139
<211> 81
<212> PRT

<213> Nguoi
<400> 139

Pro Cys Lys
1

Gly Ser His

Leu Arg Ser
35

Gly Asp Leu
50

Ser GIn His
65

Arg

<210> 140
<211> 330
<212> PRT

Tyr Ser Ile Pro Pro Thr

5

ITle Leu
5

Ala Pro

20

Tyr Ala

Ala Tyr

Asn Cys

Lys Cys

Ala Ser

Leu Cys

His Ser

55

Ser Lys
70

Ash Ser Glu
10

Asp Asp Thr
25

Thr Arg Arg
40

Ala val His

Asp Gly Pro

26217

Phe Trp

Pro Glu

Thr Ala

Gly Ile

60

Thr Ser
75

-196-

Ser

Phe

Arg

45

Glu

Gln

Ala

cys

30

Thr

Asp

Pro

Thr

15

Ala

cys

Leu

Arg

Ser

Ala

Arg

Met

Leu
80



<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tng hop

<400> 140
Ala Ser Thr Lys Gly Pro

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

GIn

Ala
210

ser

Glu

35

His

ser

cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

5

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Ala

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Ser val Phe Pro

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile
215

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

26217

Leu Ala

Cys Leu

ser Gly

Ser Ser
60

Ser Leu
75

Asn Thr

His Thr

val Phe

Thr Pro

140

Glu val
155

Lys Thr

Ser val

Lys Cys

Ile Ser
220

-197-

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190

val

Ala

Ser

15

Asp

Thr

TYyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Lys

TYyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly



Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

Pro Arg

Thr Lys

Sser Asp

Tyr Lys

275

Tyr ser
290

Phe Ser

Lys Ser

<210> 141
<211> 330
<212> PRT

<213>

<220>

<223> MBD ta trinh ty nhén tao:

<400> 141

Ala
1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

TYyr

ser Thr

Thr Ser

Pro Glu
35

val His
50

Ser Ser

Ile Cys

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

cys

Leu

Lys

Gly
20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Trinh tu nhan tao

Gly

5

Gly

val

Phe

val

val

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

cys

250

Ser

Asp

ser

Ala

Lys
330

Polypeptit tong hop

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

ser

26217

Pro

235

Leu

Ash

Ser

Arg

Leu
315

Leu

cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

-198-

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

AsSp

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Lys

Tyr

Ser

ser

Thr

80

Lys



Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

GIn

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

ser

TYyr

Tyr

290

Phe

Lys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

ser

Ser

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

cys

Leu

85

Lys

Ala

Gln

val

val

165

ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

ser

Ser
325

Ser

Ala

Leu

ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val
295

‘Met

Ser

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

ser

Asp

ser

Ala

Lys
330

26217

His

val

Thr

Glu

155

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

-199-

Ccys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

ser

Lys

GIn

Gly

285

Gln

Asn

Pro

110

Phe

val

phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

ser

Gln

His

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

cys

Pro

cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<210> 142
<211> 330
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh tw nh4n tao: Polypeptit tdng hop

<400> 142
Ala Ser Thr Lys Gly Pro

1

ser Thr

Phe Pro

Gly val
50

Leu Ser
65

Tyr Ile

Lys val

Pro Ala

Lys Pro

130

val val

145

Tyr val

Glu Gln

His Gln

Ser

Glu

35

His

Ser

cys

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

5

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Ala

Thr

val

val

165

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

ser

150

Glu

Thr

Asn

Ser val Phe

Ala

val

Ala

55

val

His

cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

26217

Leu

cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

sSer

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

cys

-200-

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ser

15

Asp

Thr

TYyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

cys

Pro

cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn



195

Ala Ala

210

Lys Leu Pro Pro

Gln
230

Gin Glu

225

Pro Arg Pro

GIn val

245

Met Thr Lys Asn

ITe Ala val

260

Pro Ser Asp

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

275

Leu Tyr Ser Leu Thr

290

Lys

val
310

val Phe

305

Ser Cys Ser

Gln Ser Leu Ser Leu

325

Lys

<210> 143
<211> 330
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao:

<400> 143
Ala ser Thr Lys Gly Pro
1 5

ser Thr ser Gly Gly Thr
20

Phe Pro Glu Pro val Thr
35

Gly val His Thr Phe Pro
50

200

Ile Glu Thr

215

Lys

val Tyr Thr Leu

Ser Leu Cys

250

Glu
265

Glu Trp Ser

val
280

Pro Leu Asp

val
295

Asp Lys Ser

Leu His Glu Ala

Ser Pro Gly Lys

330

Polypeptit tbng hop

Ser val Phe Pro
10

Ala Ala Leu Gly
25

val ser Trp Asn
40

Ala val Leu GIn
55

26217

205

Ile ser Ala

220

Lys Lys Gly

Glu
240

Pro Pro Glu

235

Ser Arg

Phe
255

Leu val Lys Gly Tyr

Gln Pro Glu Asn

270

Ash Gly

Ser Gly Ser Phe Phe

285

Asp

Arg Trp Gln GIn Gly Asn

300

Thr
320

Leu His His

315

Asn Tyr

Leu Ala Pro Ser Ser Lys
15

Cys Leu val Lys Asp Tyr
30

Ser Gly Ala Leu Thr Ser
45

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
60

-201-



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Ser

cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

TYr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

val

Asn

Pro

100

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

cys

val

val

85

Lys

Ala

Gln

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

ser

150

Glu

Thr

Asnh

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Leu

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Ser

Pro

Lys

105

Pro

sSer

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Leu

cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

26217

Ser Leu Gly

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

-202-

Lys

cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

ser

Gln

His

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Thr

80

Lys

cys

Pro

cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr



305

310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

144
215
PRT

Trinh ty nhin tao

' <400> 144
Gln Ser Ala Leu

1

Ser

Ile

Met

Sser

65

Gln

Asp

Lys

Gln

Gly

145

Gly

val

Tyr

Leu

50

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

130

Ala

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ala

115

Asn

val

Glu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Phe

100

Pro

Lys

Thr

Thr

325

Thr

5

Ser

Trp

val

Ser

Glu

85

Gly

Ser

Ala

val

Thr
165

MBO ta trinh ty nhén tao:

Gln

cys

Tyr

Thr

Gly

70

Ala

Gly

val

Thr

Ala

150

Thr

330

Polypeptit tng hop

Pro Arg Ser val

Thr

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Gly

Thr

Leu

135

Trp

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Thr

Leu

120

val

Lys

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Lys

105

Phe

cys

Ala

Lys

10

Ser

Pro

ser

Ser

Cys

90

val

Pro

Leu

ASp

GIn
170

26217

315

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

val

Thr

Pro

Ile

Ser

155

Ser

Gly

Ser

Lys

val

60

Thr

Ser

val

Ser

Ser

140

Ser

Asn

-203-

ser

val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Leu

Ser

125

Asp

Pro

Asn

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Ala

Gly

110

Glu

Phe

val

Lys

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Gln

Glu

Tyr

Lys

Tyr
175

320

Gln

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Thr

Pro

Leu

Pro

Ala

160

Ala



Ser

val Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

TYyr

210

<220>

<223>

180

185

26217

Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg

190

ser cys Gln val Thr His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr

195

200

Pro Thr Glu Cys Ser

145
450
PRT

Trinh ty nhén tao

<400> 145
Glu val GIn Leu

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Phe

Leu
145

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

val

Leu

115

Leu

cys

val

20

Trp

Ser

val

Ser

Gly

100

val

Ala

Leu

val

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

ser

Thr

Pro

val

MO ta trinh ty nhén tao:

Gln

cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Gly

val

ser

Lys
150

215

Polypeptit téng hop

Ser Gly

Lys Ala

GIn Ala
40

ser Gly
55

Thr Thr

Arg Ser

Pro Tyr

Ser Ser
120

ser Lys
135

Asp Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

ser

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Ser

Thr

Pro

val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Ash Tyr
60

Ser Thr
75

Thr Ala

Met Asp

Thr Lys

Ser Gly
140

Glu Pro
155

-204-

205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

val

val

Gly

125

Gly

val

Pro

Thr

30

Asp

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ala

His

Met

Leu

TYyr

80

Cys

Gln

val

Ala

ser
160



Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

TYyr

Thr

Leu

cys

370

Ser

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Gly

ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Ccys

Ser

340

Pro

val

Gly

Ala

165

Gly

Gly

Lys

cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

ser

Lys

Gln

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Ser

Ser

Thr

200

Lys

cys

Pro

cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

26217

His

Ser

cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

-205-

Phe

val

val

205

Lys

Ala

Gln

val

val

285

ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Ala

Leu

ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

val

val

Pro

Ala

175

val

His

cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

TYyr

Leu

Trp

val
400



405 410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
435 440

Gly Lys
450

<210> 146
<211> 215
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Mo ta trinh tw nhan tao: Polypeptit tdng hop

<400> 146
Gln ser Ala Leu Thr Gln Pro Arg Ser val
1 5 10

ser val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr ser
20 25

Ile Tyr val Ser Trp Tyr GIn Gln His Pro
35 40

Met Leu Tyr Asp val Thr Lys Arg Pro Ser
50 55

ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90

Asp Thr Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
100 105

Lys Ala Ala Pro Ser val Thr Leu Phe Pro
115 120

Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu val Cys Leu
130 135

26217

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp

415

Ser Cys Ser val Leu His

430

Ser Leu Ser Leu Ser Pro

Ser Gly

Ser Sser

Gly Lys

Gly val

60

Leu Thr
75

Tyr Ser

Thr val

Pro Ser

Ile Ser
140

-206-

445

ser

val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Leu

Ser

125

Asp

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Ala

Gly

110

Glu

Phe

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Gln

Glu

Tyr

Gln

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Thr

Pro

Leu

Pro



Gly Ala

145

Gly val

Ala ser

ser Tyr

val Ala
210

val

Glu

Ser

Ser

195

Pro

<210> 147
<211> 450
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MBOH ta trinh ty nhén tao:

<400> 147

Glu val
1

ser val

Gly Ile

Gly Trp

50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

val

Leu
115

Thr

Thr

Tyr

180

cys

Thr

Leu

val

20

Trp

Ser

val

Ser

Gly

100

val

val

Thr

165

Leu

GIn

Glu

val

Ser

val

Pro

Thr

sSer

85

Ser

Thr

Ala

150

Thr

Ser

val

cys

Gln

cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Gly

val

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
215

26217

Lys Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala

155

160

Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala

170

175

Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg

185

190

His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr

200

Polypeptit tbng hop

ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Pro

ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

AsSp

90

Tyr

Ser

val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr

60

Ser Thr
75

Thr Ala

Met Asp

Thr Lys

-207-

205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

val

val

Gly
125

Pro

Thr

30

Asp

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

His

Met

Leu

Tyr

80

cys

GIn

val



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

ser

Arg

Pro

Ala

290

val

TYyr

Thr

Leu

Leu

cys

Ser

ser

ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
355

Ala

Leu

Gly

ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

val

cys

ser

340

Pro

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Glu

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
360

Ser

Phe

Gly

Leu

185

TYyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

26217

Ser

Glu

155

His

Ser

cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

-208-

Gly

val

Phe

val

val

205

Lys

Ala

Gln

val

val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
365

Thr Ala

Thr val

Pro Ala
175

Thr val
190

Ash His

Ser Cys

Ala Gly

Leu Met
255

Ser His
270

Glu val

Thr Tyr

Asn Gly

Pro Ile
335

Gln val
350

val ser

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu



Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
370 375

Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
385 390

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
405 410

Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
435 440

Gly Lys
450

<210> 148
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: Dudi 6xHis tng hop

<400> 148
His His His His His His
1 5

<210> 149
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: Peptit tng hop

<400> 149
Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 150
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 150

26217

Asp Ile
380

Lys Thr

395

Ser Lys

Ser Cys

Ser Leu

-209-

Ala

Thr

Leu

Ser

ser
445

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Glu

Pro

val

415

Leu

sSer

Trp

val

400

Asp

His

Pro



26217

Ala Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 151
<211> 115
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MBS ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tong hop

<400> 151
Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Met Ile Tyr Tyr Asp Ser Ser Glu Lys His Tyr Ala Asp ser val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Gly Thr Thr Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Met val Thr
100 105 110

val Ser Ser
115

<210> 152
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh tw nhén tao: Polypeptit tdng hop

<400> 152
Asp val val Leu Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Tyr Ser
20 25 30

65

-210-



26217

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

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Glu val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
50 55 60

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

ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Phe GIn Ala
85 90 95

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

Arg

<210> 153
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: Peptit téng hop

<400> 153
Ash Tyr Gly Met Ash
1 5

<210> 154
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop

<400> 154
Met Ile Tyr Tyr Asp Ser Ser Glu Lys His Tyr Ala Asp sSer val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 155

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-211-



26217

<220>
<223> M0 ta trinh tur nhén tao: Peptit tong hop

<400> 155 .
Gly Thr Thr Pro Asp Tyr
1 5

<210> 156
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhén tao: Peptit tdng hop

<400> 156
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Tyr Ser Asp Gly Tyr Thr Phe Leu Glu
1 5 10 15

<210> 157
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tw nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 157
Glu val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 158
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh ti nhén tao: Peptit tbng hop

<400> 158
pPhe GIn Ala Thr His Asp Pro Leu Thr
1 5

-212-





