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(57) Sang ché dé xuat khang thé va manh lién két khang nguyén cta né lién két dic hiéu
v6i té bao biéu hién ASIC1. Theo cic phuong 4n nhat dinh theo sang ché, khang thé e ché
dong ion qua trung gian ASIC1 do axit tao ra & t& bao biéu hién ASICI ngudi. Khang thé
theo sang ché hiru ich dé diéu tri ching dau, bao gdm chung dau di kém vai bién phap can
thiép phau thuat va cac r6i loan va bénh khac nhau.
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Linh vue k§ thuat dwoe dé cap
Sang ché dé c4p dén khang thé, va manh lién két khang nguyén cua nd, dac hiéu

v61 ASICI nguoi, va phuong phép st dung nd.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Kénh ion nhan biét axit (Acid sensing ion channel - ASIC) 1a kénh cation duoc
che chén va bidu hién trong hé thin kinh trung wong va hé than kinh ngoai bién. Ho ASIC
& ngudi bao gdbm cac tiéu loai ASIC1, ASIC2, ASIC3 va ASIC4, ching dugc sip xép
thanh kénh ion dong hoic di multime trong mang té bao thin kinh. ASIC1, ASIC2 va
ASIC3 duoc biéu hién véi muc cao & cac té bao than kinh cam thu dau c6 kich thudc nhé
va trung binh, nhiing té bao nay c6 kha nang phét hién ra cac hoa chit khong doc, nhiét,
cac kich thich co hoc ¢6 ngudng dau cao. ASIC2 va ASIC3 ciing dugc biéu hién & cac té
bao than kinh 16n twong tmg véi cac thu cam co hoc ¢6 ngudng dau thép.

Cac ASIC c6 kha nang thAm ion Na' va Ca* duogc hoat hoa béng su thay dbi do
pH bén ngoai va tir 6,8 dén 4,0. Cac ASIC nay dugc tin 1a c6 vai trd quan trong trong
viéc nhén biét ching nhiém axit cuc bd. Chimg nhiém axit md cuc bod 1a chi bao rd rang
cho chimg dau va viém, va cic mo bi viém thuong biéu hién mirc pH thip (dudi ~4,7).
Viéc uc ché cac ASIC dugc coi 1a li¢u phap diéu tri rit nhiéu rdi loan va céc tinh trang
bénh. Pic biét, viée tc ché ASIC1 dugc coi 1a liéu phap diu tri c4c tinh trang bénh nhu
dau, cac bénh thodi hoa than kinh va c4c bénh tam than.

Céc chat trc ché dugc ly cua ASICI bao gdm peptit Psalmotoxin-1 (PcTx1) tu
nhén den 16n & Nam Au, peptit nay Uc ché dic hiéu ASIC1 homone, va c4c chét (¢ ché
khong chon loc ASIC phan tt nhé, amilorit va A-317567. Doc t6 peptit gdm 40 axit amin
APETX2, thu dugc tir hai quy, dugc biét 1a tc ché ASIC3 homome va ASIC3/1 va
ASIC3/2 heterome.

Trong s6 khang thé da biét hién nay, chua phat hién thay khang thé bét ky c6 tac
dung trc ché dic hiéu ASIC. Do do, trong linh vuc k§ thuat nay, c6 nhu ciu vé cac chét
trc ché ASIC, nhu khang thé khang ASICI, c6 thé dung dugc trong didu tri bénh va cac
tinh trang bénh qua trung gian béi su truyén tin hiéu ASIC.
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Ban chét ky thuit clia sang ché

Sang ché dé xuit khang thé lién két dic hiéu véi ASIC1 ngudi, bao gbm, vi du
khang thé lién két dic hidu véi ASIC1 duogc biéu hién trén bé mit t& bao. Khang thé theo
sang ché, theo cac phwong an nhét dinh, (rc ché cac dong ion do axit tao ra, va qua trung
gian ASIC1 & té bao biéu hién ASIC1 nguoi. Khang thé theo sang ché c6 tac dung, khdng
ké nhiing tdc dung khdc, rc ché sy truyén tin hiéu qua trung gian ASIC1 va dugc dung dé
diéu tri cac bénh va céc rbi loan do hoat dong cua ASICI1 gdy ra hodc lién quan dén hoat
tinh va/hodc qua trinh truyén tin hiéu ASICI1. vi du khang thé theo sang ché c6 thé duoc
ding cho bénh nhin dé diéu tri hoic lérﬁ giam chiing dau va cac tinh trang bénh lién
quan.

Khéang thé theo sang ché co thé ¢6 chiéu dai ddy da (vi du, khang thé IgG1 hodc
IgG4) hodc c6 thé chi bao gdm phan lién két v6i khang nguyén (vi du, manh Fab, F(ab’),
hodc scFv), va co thé dugc cai bién dé tac dong dén chuc nang, vi du loai bd cac chirc
ning tac dong khong can thiét (Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-1933).

Sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia khang thé chira
vung bién d6i cta chudi nang (HCVR) ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhoém bao gé)m
SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258,
274, 290, 306, 322, 338, 354, 370, va 386, hodc trinh ty gin gidng ctia ching c6 muirc do
giéng vé mit trinh ty it nht bang 90%, it nhét bing 95%, it nhit bang 98% hodc it nht
bang 99%.

Sang ché con dé& xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua khang thé
chira viing bién d6i cua chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234,
250, 266, 282, 298, 314, 330, 346, 362, 378, va 394, hodc trinh tu gﬁn giéng ctiia ching
c6 it nhét b'fmg 90%, it nhAt b%lng 95%, it nhét béng 98% hodc it nhét béng 99% murc dd
gibng vé mit trinh ty.

Sang ché con dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né chira cip
trinh ty HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/314,
322/330, 338/346, 354/362, 370/378, va 386/394.

Sang ché con d& xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia khang thé
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chtra mién CDR3 ctia chudi nang (HCDR3) ¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, 344, 360, 376, va 392, hoic trinh ty gan gibng cua chung co
murc d6 gidng vé mit trinh tu it nht bing 90%, it nhit bing 95%, it nhit biang 98% hoic
it nhit bing 99%; va mién CDR3 ciia chudi nhe (LCDR3) ¢6 trinh tyr axit amin duoc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192,
208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336, 352, 368, 384, va 400, hoic trinh ty gin
gidng ctia chiing c6 mirc d giéng vé mit trinh tu it nhit bing 90%, it nhit bing 95%, it
nhét bang 98% hoic it nhat bang 99%.

Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé hodc phén lién két khang nguyén cua
khéng thé chira cap trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhém bao g&”)m SEQ
ID NO: 8/16, 24/32, 40/48, 56/64, 72/80, 88/96, 104/112, 120/128, 136/144, 152/160,
168/176, 184/192, 200/208, 216/224, 232/240, 248/256, 264/272, 280/288, 296/304,
312/320, 328/336, 344/352, 360/368, 376/384, va 392/400.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hoic manh ciia n6 con chira mién CDRI cua
chudi nang (HCDRI1) ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 4,
20, 36, 52, 68, 84, 100, .116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308,
324, 340, 356, 372, va 388, hoic trinh ty gin gidng cta chung c6 muc d6 giéng vé mat
trinh tw it nhit bing 90%, it nhit bing 95%, it nht bang 98% hoic it nhit bing 99%;
mién CDR2 ctia chudi ning (HCDR2) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm
SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262,
278, 294, 310, 326, 342, 358, 374, va 390, hoic trinh ty gin gidng cia ching c6 mic dd
gidng v& mit trinh tu it nhit bing 90%, it nhit bing 95%, it nhit bang 98% hodc it nhét
béng 99%; mién CDR1 cta chudi nhe (LCDR1) c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236,
252, 268, 284, 300, 316 332, 348, 364, 380, va 396, hoic trinh tu gan gidng ctia ching
c6 muc dd giéng vé& mit trinh ty it nhét bfmg 90%, it nhét béng 95%, it nhét b%mg 98%
hoic it nhét bang 99%; va mién CDR2 cia chudi nhe (LCDR2) c6 trinh tu axit amin
dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174,
190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334, 350, 366, 382, va 398, hoic trinh tu
gan gidng cua chung c6 mirc d6 gibng v& mat trinh ty it nhét bang 90%, it nht bing
95%, it nhat bang 98% hodc it nhit bing 99%.
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Vi du khong gi6i han pham vi sang ché v& khang thé va manh lién két khang
nguyén theo sang ché chita cic mién HCDRI1-HCDR2-HCDR3-LCDRI1-LCDR2-
LCDR3, tuong tmg c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém: SEQ ID NO: 4-6-
8-12-14-16 (vi dy, HIM6712N); 20-22-24-28-30-32 (vi du, HIM6716N); 36-38-40-44-
46-48 (vi dy, HIM6718N); 52-54-56-60-62-64 (vi du, HIM7101N); 68-70-72-76-78-80
(vi du, H2M7103N); 84-86-88-92-94-96 (vi duy, H3M6713N); 100-102-104-108-110-112
(vi du, H3M6715N); 116-118-120-124-126-128 (vi du, H3M6720N); 132-134-136-140-
142-144 (vi dy, H3M6721N); 148-150-152-156-158-160 (vi du, H3M6721N2); 164-166-
168-172-174-176 (vi duy, H3M6726N); 180-182-184-188-190-192 (vi du, H3M6760N);
196-198-200-204-206-208 (vi duy, H3M7102N); 212-214-216-220-222-224 (vi du,
H3M7118N); 228-230-232-236-238-240 (vi du, H4H6362P); 244-246-248-252-254-256
(vi du, H4H6363P); 260-262-264-268-270-272 (vi du, H4H6364P); 276-278-280-284-
286-288 (vi du, H4H6366P); 292-294-296-300-302-304 (vi du, H4H6372P); 308-310-
312-316-318-320 (vi du, H4H6374P); 324-326-328-332-334-336 (vi du, H4H6375P);
340-342-344-348-350-352 (vi du, H4H6379P); 356-358-360-364-366-368 (vi du,
H4H6380P); 372-374-376-380-382-384 (vi du, H4H6381P); va 388-390-392-396-398-
400 (vi du, H4H6383P). '

Theo phuong 4n lién quan, sang ché bao gdm khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua khang thé lién két dic hiéu véi ASIC1 (vi du, ASIC1 duoc biéu hién trén bé
mit té bao), trong dé khang thé hoic manh chua céac mién CDR cua chudi nang va chubi
nhe nim trong trinh tur Vl‘mg bién ddi ciia chudi ning va chudi nhe (HCVR/LCVR) duoc
chon tir nhom bao gdm SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250,
258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330, 338/346, 354/362, 370/378, va 386/394.

Phuong phép va k¥ thuat dé x4c dinh cdac CDR nim trong céc trinh ty axit amin
HCVR va LCVR la da biét trong linh vue k¥ thudt nay va co6 thé dugc ding dé xac dinh
cac CDR nim trong céc trinh tu axit amin HCVR va/hodc LCVR cu thé dugc mo ta &
day. vi du vé& quy udc c6 thé duge dung dé xac dinh ranh giéi gitta cac CDR bao gdm, vi
du dinh nghia ctia Kabat, dinh nghia ctia Chothia, va dinh nghia ctia AbM. Né6i chung,
dinh nghia Kabat dya trén tinh thay dbi trinh tu, dinh nghia Chothia dua trén su dinh vi
ving cAu tric dang vong, va dinh nghia AbM 1a sy két hop gitta dinh nghia Kabat va dinh

nghia Chothia. Xem, vi du Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest,"
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National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani ef al., J. Mol. Biol.
273:927-948 (1997); va Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989).
Co s dit liéu chung ciing c¢6 sin dé x4c dinh CDR c4c trinh tyr ndm trong mét khang thé.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit phan tir axit nucleic mad héa khang thé
khang ASIC1 hodc manh ctia né. Vecto biéu hién tai t& hop mang céc aixt nucleic theo
sang ché, va vat chi duoc dua vecto nay vio, cling nim trong pham vi ctia sang ché,
cling nhu phuong phép san xuit khang thé biang cich nudi cdy vat chi trong didu kién
cho phép san xuét khang thé, va thu hdi khang thé dugc tao ra ciing ndm trong pham vi
clia sang ché.

Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xuit khang thé hoic manh ciia n6 chira HCVR
duoc mi hoda boi trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 1, 17,
33, 49, 65, 81, 97, 113, 129, 145, 161, 177, 193, 209, 225, 241, 257, 273, 289, 305, 321,
337, 353, 369, va 385, hodc trinh tu gin giéng c6 mirc dd twong dong it nhit bang 90%, it
nhét bing 95%, it nhit biang 98%, hoic it nhit bang 99%.

Sang ché con dé xuit khang thé hodc manh ciia né chita LCVR dugc ma hoa boi
trinh tu axit nucleic duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 9, 25, 41, 57, 73, 89, 105,
121, 137, 153, 169, 185, 201, 217, 233, 249, 265, 281, 297, 313, 329, 345, 361, 377, va
393, hoic trinh tu gn gidng c6 mirc do twong ddng it nhit bing 90%, it nhit bang 95%,
it nhét bang 98%, hoic it nhit bang 99%.

Sang ché con d& xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia khang thé
chira mién HCDR3duoc ma hoa bai trinh tu nulceotit duge chon tir nhém bao gém SEQ
ID NO: 7, 23, 39, 55, 71, 87, 103, 119, 135, 151, 167, 183, 199, 215, 231, 247, 263, 279,
295, 311, 327, 343, 359, 375, va 391, hodc trinh ty gin gidng c6 mic do twong dong it
nhit bing 90%, it nhit bing 95%, it nhit bing 98%, hoidc it nhit bing 99%; va mién
LCDR3 duogc ma hoa béi trinh tu nulceotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 15,
31,47, 63,79, 95, 111, 127, 143, 159, 175, 191, 207, 223, 239, 255, 271, 287, 303, 319,
335, 351, 367, 383, va 399, hodc trinh ty gin gidng c6 muc d6 twong ddng it nhat bing
90%, it nhit bang 95%, it nhét bang 98%, hoic it nhit bing 99%.

Sang ché con @& xuét khang thé hoic manh ctia n6 con chira mién HCDR1 duoc
ma hoa badi trinh tu nulceotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 3, 19, 35, 51, 67,
83, 99, 115, 131, 147, 163, 179, 195, 211; 227, 243, 259, 275, 291, 307, 323, 339, 355,
371, va 387, hodc trinh ty gin giéng c6 muc d6 twong ddng it nhit bang 90%, it nhét
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bing 95%, it nhét bang 98%, hoic it nhit bing 99%; mién HCDR2 dwoc mi héa béi trinh
tur nulceotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 5, 21, 37, 53, 69, 85, 101, 117,
133, 149, 165, 181, 197, 213, 229, 245, 261, 277, 293, 309, 325, 341, 357, 373, va 389,
hoic trinh tu gin gidng c6 muc dd tuong ddng it nhit bing 90%, it nhét bang 95%, it
nhét béng 98%, hoic it nhét br?mg 99%; mién LCDR1 dugc ma héa bi trinh tu nulceotit
dugc chon tir nhéom bao gé)m SEQID NO: 11, 27,43, 59, 75, 91, 107, 123, 139, 155, 171,
187, 203, 219, 235, 251, 267, 283, 299, 315, 331, 347, 363, 379, va 395, hodc trinh tu
gin giéng c6 muc d6 twong ddng it nhat bang 90%, it nhit bang 95%, it nhit bang 98%,
hogc it nhat bang 99%; va mién LCDR2 dugc ma héa bdi trinh ty nulceotit dugc chon tir
nhém bao gébm SEQ ID NO: 13, 29, 45, 61, 77, 93, 109, 125, 141, 157, 173, 189, 205,
221, 237, 253, 269, 285, 301, 317, 333, 349, 365, 381, va 397, hoic trinh tw gin giéng c6
muc do tuong déng it nhét b?mg 90%, it nhét bﬁng 95%, it nhét bz‘“lng 98%, hoic it nhat
bang 99%.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khéng thé hodc manh ctia n6 chira cia cac trinh tu
chudi ning va chudi nhe CDR dugc mi hoa bdi céc trinh tu axit nucleic SEQ ID NO: 1
va 9 (vi duy, HIM6712N), 17 va 25 (vi du, HIM6716N), 33 va 41 (vi du, HIM6718N), 49
va 57 (vi du, HIM7101N), 65 va 73 (vi dy, H2M7103N), 81 va 89 (vi du, H3M6713N),
97 va 105 (vi dy, H3M6715N), 113 va 121 (vi du, H3M6720N), 129 va 137 (vi du,
H3M6721N), 145 va 153 (vi du, H3M6721N2), 161 va 169 (vi du, H3M6726N), 177 va
185 (vi du, H3M6760N), 193 va.201 (vi duy, H3M7102N), 209 va 217 (vi du,
H3M7118N), 225 va 233 (vi dy, H4H6362P), 241 va 249 (vi du, H4H6363P), 257 va 265
(vi dy, H4H6364P), 273 va 281 (vi du, H4H6366P), 289 va 297 (vi du, H4H6372P), 305
va 313 (vi du, H4H6374P), 321 va 329 (vi du, H4H6375P), 337 va 345 (vi du,
H4H6379P), 353 va 361 (vi duy, H4H6380P), 369 va 377 (vi du, H4H6381P), 385 va 393
(vi dy, H4H6383P). .

Sang ché bao gdbm khang thé khang ASIC1 c6 miu glycosyl héa duoc cai bién.
Trong mdt sb tmg dung, viéc cai bién dé loai bd cac vi tri glycosyl hoa khong mong
muén c6 thé dem lai loi ich, hodc khéng thé thiu nhém fucoza c6 mit trén chudi
oligosacarit.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét dugc phdm chira khang thé ngudi téi to hop
hoic manh ciia n6 lién két ddc hiéu v6i ASIC1 (vi du, ASIC1 duoc bidu hién trén bé mat

té bao) va chat mang dugc dung. Theo khia canh lién quan, sang ché dé xuét duoc phim
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1a hén hop ctia khang thé khang ASICI va chét diéu tri tht hai. Theo mdt phwong an,
chat diéu tri thir hai ndy 1a chét bit ky c6 thé két hop duge mot cach d& dang véi khang
thé khang ASIC1. Cac chit c6 thé két hop d& dang véi khang thé khang ASIC1 dugc lay
lam vi du bao gém, nhung khéng giéi han &, cac chét khac c6 tac dung trc ché hoat tinh
ctia ASIC1 (bao gdm khang thé khac hoic manh lién két khang nguyén ctia né, cac chét
tic ché peptit, chit d6i khang phan tir nho, v.v..) vi/hoic cac chit khong truc tiép lién két
v6i ASIC1 nhung ciing khong tuong tac, trc ché, hodc lam giam dong ion qua trung gian
ASICI.

Theo khia canh khac nita, sing ché dé xuit phuong phap dé wrc ché dong ion qua
trung gian ASICI sir dung khéng thé khang ASIC1 hoic phan lién két khang nguyén cua
khéng thé theo sang ché, trong d6 phuong phép didu tri bao gdm viéc ding lugng cho
hiéu qua diéu tri cia duoc phim chira khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia
khang thé theo sang ché. Réi loan duge didu tri 14 bénh hoic tinh trang bénh bét ky cai
thién dugc, lam gidm dugc, tc ché dugce hoic ngan nglra dugc bﬁng cach loai b, trc ché
hodc lam giam dong ion qua trung gian ASIC1. Khang thé khang ASICI1 hoic méanh
khang thé theo sang ché c6 thé c6 chiic ning rc ché dong ion qua trung gian ASICI do
axit tao ra, hodc theo cach khac, trc ché hoat tinh truyén tin hiéu cua ASICI1.

Sang ché con bao gdm viée st dung khang thé khang ASIC1 ho#c phan lién két
khang nguyén cta khang thé theo sang ché dé san xuét thubc dé didu tri bénh hoic rdi
loan lién quan dén hoic do dong ion qua tring gian ASIC1 giy ra & bénh nhan.

Céc phuong 4n khac sé tré 1én ro rang tir phdn mé ta chi tiét dudi day.

MO ta vin tit cAc hinh vé

Fig.1 thé hién cac ngudng co chan ciia chudt duoc diéu tri bing khang thé khang
ASIC1 (HIM6718N), hodc khang thé dbi chimg cing loai, khi d4p tGng vé6i lam dau co
hoc & dudi (dd thi A) hoic co sinh ddi cing chan (dd thi B). Cac két qua dugc biéu hién
bing ngudng co chan khi 1am dau tinh bing g (gia tri trung binh + do 1&ch chuin cho mdi
nhém chudt).

Fig.2 thé hién % thay d6i ngudng co chin so véi ngudng co s& trén md hinh chudt
bi ting cam dau co do nuéc mubi c6 tinh axit gay ra dugc diéu tri bang khang thé khang
ASIC1 (HIM6718N) hoic dbi chimg cing loai.

Fig.3 (d6 thi A va B) thé hién % thay ddi ngudng co chin so v6i ngudng co sé

trén md hinh chudt b ting cam dau co do caragenan giy ra duoc diéu tri bang khang thé

-8



32446

khang ASIC1 (HIM6718N, 10 hodc 40 mg/kg - dd thi A; hoic H4H6721N2 10 hoic 30
mg/kg - db thi B), hoic dbi chimg cung loai.

Fig.4 thé hién muc ting cam dau theo thoi gian do taxol gdy ra & chudt dugc nhan
taxol va ciing dugc diéu tri bang khang thé dbi chimg cing loai vdi liéu 30 mg/kg (dudi
da), HIM6718N véi lidu 30 mg/kg (dudi da), hodc gabapentin véi lidu 100 mg/kg (dudi
da). Cac két qua dugc biéu hién bang ngudng co chan (g) khi do sir dung céc sgi Von

Frey (nhu dugc mo ta trong vi du 10).

M0 ta chi tiét sang ché

Trudc khi sang ché duge mo ta, cAn hiéu ring sang ché khong bi gidi han & cac
phuong phap cu thé va cac didu kién thir nghiém dwgc md ta & ddy, vi cic phuong phap
va didu kién nay c6 thé thay ddi. Can hiéu ring cac thuét ngit duoc ding & day chi cho
muc dich md ta cac phwong 4n cu thé va khong duoc du dinh dé gigi han pham vi cia
sang ché ma pham vi ctia sang ché dugc xac dinh bang cac diém yéu cau bao ho di kem.

Trur khi dugce dinh nghia khéc, néu I%héng tAt ca céc thuat ngit k¥ thudt va khoa hoc
duoc dung & ddy c6 cung nghia nhu thudng dwoc hiéu dbi véi nguoi c¢6 k§ ning trong
linh vue k§ thuét ndy. Nhu duoc sit dung & ddy, thuét ngir “khoang” khi dugc dung dé dé
cap dén mot tri s6 cu thé thi ¢6 nghia ring gia tri nay c6 thé thay dbi so vai gia tri duoc
néu nhung khong 16n hon 1%. vi du nhu dugce st dung & day, cach dién dat “khoang 100"
bao gém 99 va 101 va tit ca gi4 tri & gitta (vi du, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v..).

Mic di phuong phap va nguyén liéu bit ky twong tu hodc twong duong véi
phwong phap va nguyén liéu duoc mé ta & day c6 thé dugc ding dé thuc hanh sang ché
nhung cdc phuong phép va nguyén li€éu duoc vu tién s&€ dugc md ta dudi day.

Cdc dinh nghia

Thuét nglt "ASIC1" va "manh ASIC1" nhu dugc st dung & day chi protein ASIC1
nguodi hodc manh trir khi c6 thong bdo khac 1a chung chi cac loai khong phai nguoi (vi
du, "ASIC1 & chudt nhit" "manh ASIC1 & chudt nhit" "ASIC1 & khi", "manh ASIC1 &
khi" v.v..). ASICI nguoi cé trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:401). Thﬁélt
ngit "ASIC1" nhu duoc st dung & ddy, bao gdbm cic manh tan ctia mién ASIC1 ngoai bao
(vi du, c4c polypeptit chira hoic bao gdm it nhat bing 30 axit amin lién tiép duoc phat
hién thiy trong axit amin tir 63 dén 424 ctia SEQ ID NO:401), ciing nhu ASIC1 duoc

biéu hién trén bé mit té bao (nhu thuat ngit nay dugc dinh nghia dudi day).
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Nhu duge sir dung & day, "khang thé lién két véi ASIC1" hoic "khang thé khang
ASIC1" bao gdm khang thé, va manh lién két khang nguyén cta n6, lién két véi méanh tan
cta protein ASIC1 (vi duy, mot phén clia mién ngoai bao cua ASIC1) va/hodc ASIC1
dugc biéu hién trén bé mit té bao. Thuat ngit "ASIC1 duogc biéu hién trén bé mit t& bao"
chi mot hodc nhidu protein ASIC1 duogc biéu hién trén bé mit té bao vitro hodc & vivo,
sao cho it nhit 12 mot phan cua protein ASICI (vi du, axit amin tir 63 dén 424 cua SEQ
ID NO:401) bi 16 ra so véi phia ngoai bao ciia mang t& bao va c¢6 thé tiép can véi phin
lién két véi khang nguyén cua khang thé. " ASIC1 dugc biéu hién trén bé mat té bao"
bao gém protein ASIC1 ndm trong ndi dung ctia kénh ion ASICI chirc ning & mang té
bao. Trong mdt sb trudong hop, "ASIC1 dwoc bidu hién trén bé mit t& bao" 1a protein
ASIC1 duge biéu hién dudi dang mot ph?ln ctia di multime trén bé mait té bao (vi du,
ASIC1/2, ASIC1/3 hodc ASIC1/4 di multime). Trong céc truong hgp, "ASIC1 duge biéu
hién trén bé mit té bao" 1a protein ASIC1 dwgc biéu hién dudi dang mot phin cua
homomultimer trén bé mit t& bao. Hon thé nira, "ASIC1 dugc biéu hién trén bé mit té
bao" ¢6 thé chira hoic bao gdm protein ASIC1 dugc biéu hién trén bé mit té bao thuong
biéu hién protein ASIC1. Theo cach khac, "ASIC1 dugc biéu hién trén bé mit té bao" ¢o
thé chira hoic bao gdm protein ASIC1 dugc biéu hién trén bé mit té bio ma thuong
khong biéu hién ASICI ngudi trén bé mit né nhung dugce con ngudi xtr Iy dé biéu hién
ASIC1 trén bé mit no.

Thuat ngit "khéng thé", nhu dugc st dung & day, chi phan tr li€n két hoic phuc
chit ciia phan tir khang nguyén bit ky chtra it nhit mot ving xac dinh tinh bd tro
(complementarity determining region - CDR) lién két hodc twong tac dic hiéu v6i mot
khédng nguyén nhét dinh (vi du, ASIC1). Thuat ngit “khang thé” bao gdm phén tir
globulin mién dich chtra bdn chudi polypeptit, hai chudi ning (heavy - H) va hai chudi
nhe (light - L) lién két v6i nhau bang lién két disulfua, ciing nhu cac multime cua ching
(vi du, IgM). M&i chubi ning chira ving bién dbi cta chudi ning (& day viét tit 1a HCVR
hodc Vi) va ving ¢ dinh cta chudi ning. Viing ¢ dinh cua chudi ning chira ba Vl‘lﬁg,
Cyl, Cy2 va Cy3. Mdi chudi nhe chira ving bién dbi cua chudi nhe (0 day viét tit 1a
LCVR hodc V) va vung cb dinh cua chudi nhe. Vung cb dinh cua chudi nhe chira mot
mién (CL1). Vung Vy va Vi ¢c6 thé con duge chia tiép thanh céc ving siéu bién, dugc goi
bang thudt ngit ving xac dinh tinh bd tro (complementary determining region - CDR),

xen gifta bang cac vung dugc bao toan & mac do 16n hon, dugc goi bang thuit ngit ving
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khung lam viéc (framework region - FR). M3i Vg va Vi dugc chu thanh tir ba CDR va
bdn FR, dugc sép xép tir dau tan cung dén dau tan cung carboxy theo thi tu: FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cé(_: phuong én khéic cua sang ché, cac FR cua
khang thé khang ASIC1 (hodc phan lién két khang nguyén clia chiing) c6 thé gibng véi
trinh try dong mam & nguoi, hodc co thé duoc cai bién tu nhién hodc nhén tao. Trinh tu
lién tmg axit amin c6 thé dwgc xac dinh dua trén phén tich lién tiép hai hoic nhiéu CDR.

Thuét ngit "khang thé," nhu dugc st dung & déy, cling bao gdbm cic manh lién két
khang nguyén ctia phan tir khang thé ddy du. Thuat ngit "phan lién két khang nguyén"
cua khang thé, "manh lién két khang nguyén" ciia khang thé, va cac phin twong tu, nhu
duoc sir dung & ddy, bao gdm polypeptit hodc glycoprotein bit ky xuét hién trong tu
nhién, thu duoc bing cach st dung enzym, téng hop hodc bang k¥ thuat gen va lién két
dac hiéu v6i khang nguyén tao thanh phtc chit. Cac manh lién két khang nguyén ciia
khéng thé c6 thé thu duoc, vi du tir phan tir khang thé diy du str dung k¥ thuét tiéu chuin
bat ky thich hgp nhu phan giai protein hodc k¥ thuat xir Iy gen tai td hon lién quan dén
viéc thao tac va biéu hién ADN mi héa ving bién ddi va tiy ¥ ving cb dinh ciia khang
thé. ADN nay la da biét va/hodc dé dang thu dugc tur, vi du cac nguén thuong mai, cac
thu vién ADN (bao gdm, vi du thir nghiém thue khudn-khang thé), hodic c6 thé duoc tong
hop. ADN ¢6 thé dugc doc trinh ty va xir 1y héa hoc hodc bing cach sir dung k§ thuat
sinh hoc phén t, vi du dé sap xép mot hodc nhiéu ving bién ddi va/hodc vung ¢ dinh
vao ciu hinh thich hop, hodc dua vao céc codon, tao ra cac géc xystein, cai bién hoidc bd
sung hodc loai bo céc axit amin, v.v..

Céc vi du khéng gi6i han vé cac méanh lién két khang nguyén bao gdm: (i) cac
manh Fab; (ii) cdc méanh F(ab')2; (iii) cac ﬁlénh Fd; (iv) cac manh Fv; (v) céc phan tt Fv
mach don (scFv); (vi) cac manh dAb; va (vii) cac don vi nhan dién nhé chta cac gde axit
amin ma md phong ving siéu bién cua khang thé (vi du, ving xac dinh tinh bd trg duge
phén tach (complementarity determining region - CDR) nhu CDR3 peptit), hodc peptit
ghép FR3-CDR3-FR4. Cac phén tir duge xir 1y k¥ thudt khac, nhu khang thé dic hiéu
mién, cic khéng thé mién don, cac khéng thé bi x6a bd mién, céc khang thé kham, céc
khang thé dugc ghép CDR, céc khang thé hai, cic khang thé ba, cac khang thé bon, tiéu
khéang thé, khéng thé nano (vi du, khéng thé nano don héa tri, khang thé nano hai héa tri,
v.v..), cdc dugc chat mién dich phan tr nhé (small modular immunopharmaceutical -

SMIP), va céc ving IgNAR bién dbi ciia ¢4 mép, cling ndm trong pham vi ctia thudt ngi
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“ménh lién két khang nguyén” nhu dugc st dung & day.

Manh lién két khang nguyén cua khang thé s& thudng chira it nht m6t mién bién
di. Mién bién dbi nay c6 thé c6 kich thudc bat ky va thanh phan axit amin bét ky va s&
thudng chira it nhit mét CDR ma 1ién ké hodc nim trong khung véi mot hodc nhiéu trinh
tu khung l1am viéc. Trong cic manh lién két khang nguyén c6 mién Vy di kém véi mién
Vi, mién Vg va Vi ¢ thé duoc dat & vi tri lién quan véi mién khéc voi su sép Xép bét ky
thich hop. vi du ving bién d6i c6 thé 1a dime va chira Vi-Vy, Vi-Vi hodc Vi -V,. Theo
cach khac, manh lién két khang nguyén clia khang thé c6 thé chira mién Vy hodc Vi &
dang monome.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, manh lién két khang nguyén cta khang thé c6 thé
chtra it nhat mot mién bién dbi lien két déng hoéa tri v6i it nhit mot vung c¢d dinh. Ciu
hinh vi du nhung sang ché khong bj gidi han & cdu hinh nay, cia ving bién ddi va ving
c¢b dinh c6 thé duge tim thiy trong manh lién két khang nguyén cta khang thé theo sang
ché bao gdm: (i) Vi-Cul; (i) Vg-Cu2; (iii) Vg-Cu3; (iv) Va-Cul-Ci2; (v) Vi-Cyl-Cp2-
Cy3; (vi) Vp-Cy2-Cy3; (vil) Vy-Cy; (viii) Vi-Cyl; (ix) Vi-Cy2; (x) Vi-Ch3; (xi) Vi-Cyl-
Cu2; (xii) Vi-Cul-Cu2-Cy3; (xiii) Vi-Cy2-Ch3; va (xiv) Vi-Cp. Trong cdu hinh bét ky
ctia ving bién dbi va ving c¢b dinh, k& ca cu hinh vi du bat ky da liét ké & trén, ving
bién dbi va ving c6 dinh déu c6 thé lién két truc tiép véi mot ving khac nita va c6 thé
lién két boi ving khép ddy di hodc mot phan hogc ving lién két. Ving khép c6 thé chira
it nhit 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 axit amin ho%c nhiéu hon) ma tao ra lién két linh
dong hodc ban linh dong gitra ving bién dbi va/hodc ving cb dinh lién ké& nhau trong
phan tir polypeptit don. Hon thé nita, manh lién két khang nguyén ctia khéng thé theo
sang ché ¢ thé chira dong dime hoic di dime (hodic multime khac) ctia cAu hinh ving
bién d6i va ving cb dinh bét ky duoc liét ké & trén két hop v6i mot ving khac va/hoic
vo1 mot hoac nhiu mién Vg hodc Vi & dang monome (vi du, béng (cac) lién két
disulfua).

Dbi v6i cac phan tir khang thé c6 chidu dai ddy du, cidc manh lién két khang
nguyén c6 thé 14 don dic hidu hoic da dic hidu (vi du, dic hiéu do6i). Manh lién két
khéng nguyén ciia khang thé s& thuong chira it nhit hai mién bién d6i khac nhau, trong
d6 mdi mién bién dbi c6 kha ning lién két dic hidu véi khang nguyén riéng biét hodc véi
epitop khac nhau trén cing mot khang nguyén. Dang khang thé da dic hiéu, ké ca dang

khang thé dic hiéu vi du dugec md ta & day, c6 thé duoc diéu chinh dé su dung trong ndi
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dung cta manh lién két khang nguyén ciia khang thé theo sang ché st dung cac k¥ thuat

¢6 sin trong linh vuc k§ thuét nay.

Thuét ngit "khang thé & nguoi" nhu duge st dung & ddy bao gdm céc khang thé co
ving ¢b dinh va bién dbi thu duogc tir cac trinh tu globulin mién dich cua t& bao dong
mam & ngudi. Cac khang thé & ngudi theo sang ché c6 thé bao gdm cic g axit amin
khéng dwoc ma héa béi cac trinh tu globulin min dich dong mam & ngudi (vi du, cac dot
bién dugc dua vao bé‘mg cach gay dot bién ngiu nhién hodc dic hiéu diém in vitro hoic
b%lng d6t bién soma in vivo), vi du trong cdc CDR va cu thé 1a CDR3. Tuy nhién, thuét
ngit "khang thé & nguoi”, nhu duoc st dung & ddy, khong bao gdm cac khang thé trong
d6 céc trinh tu CDR thu duge tir té bao dong mam cia céc loai dong vat c6 va khac nhu

chudt, da dugc ghép 1€n trén trinh tu ving khung lam viéc ¢ nguoi.

Thuét ngit "khang thé tai td hop & ngudi" nhu duoc st dung & diy bao gbm tit ca
cac khang thé & nguoi duge chuén bi, biéu hién, tao ra hodc duoc tach bﬁng phuong phap
tai td hop nhu céc khang thé dugc biéu hién st dung vecto biéu hién tai tb hop dugc
chuyén nhiém vao té bao chi, cdc khang thé dugc tach ra tir thu vién khang thé ngudi t6
hop, tai t6 hop (Hoogenboom, Trends Biotechnol, 15:62-70 (1997); Azzazy and
Highsmith, Clin. Biochem. 35:425-445 (2002); Gavilondo and Larrick, BioTechniques
29:128-145 (2000); Hoogenboom and Chames, Immunol Today 21:371-378 (2000)), cac
khang thé duoc tach ra tur dong vat (vi dy, chudt nh'flt) duoc chuyén vao cac gen globulin
mién dich & nguoi (xem tai li¢u: Taylor, et al. Nucl. Acids Res. 20:6287-6295 (1992);
Kellermann and Green L.L., Current Opinion in Biotechnol 13:593-597 (2002); Little et
al., Immunol Today 21:364-370 (2000)) hoic cac khang thé & ngudi duge chuin bi, biéu
hién, tao ra hodc dugc tich ra bing phwong phap bat ky khac bao gém budc phan cit
trinh tu gen globulin mién dich & ngudi thanh trinh tu ADN khac. Céc khang thé tai td
hop & ngudi ¢6 vimg ¢b dinh va bién déi thu dugc tir cée trinh tu globulin min dich cta
té bao dong mam & ngudi. Theo mét sb phuwong 4n nhét dinh, tuy nhién, cac khang thé tai
td hop ¢ ngudi duge giy dot bién in vitro (hodc khi st dung dong vat dugc chuyén gen la
trinh tu Ig & nguoi thi gdy d6t bién soma in vivo) va do dé, trinh ty axit amin cta ving
VH va VL cua khang thé tai t6 hop 1a trinh ty ddng thoi thu duoc tir va lién quan dén
trinh tw VH va VL cua té bao dong mim & nguoi, nhung ¢ thé khong ton tai mot cach tu

nhién trong kho khéng thé cta té bao dong mam & ngudi in vivo.
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Céc khang thé ngudi c6 thé tdn tai & hai dang ma két hop véi tinh di sinh ving
khép. 0 mét dang, phan tir globulin mién dich chira cAu tric chudi bén dn dinh c¢6 khéi
lwong phén tir khoang 150-160 kDa, trong d6 cac dime nay dugc giit cing nhau bang lién
két disulfua chudi ning lién chudi. O dang thtr hai, cdc dime nay khong lién két qua cac
lién két disulfua lién chudi va phan ttr khoang 75-80 kDa dugc tao thanh tir chudi ning va
chudi nhe cap voi nhau bing lién két dong hoa tri (nira-khang thé). Cac dang nay cuc ky
kho tach, ngay cé sau khi tinh ché theo i luc.

Su xuét hién thudng xuyén cta dang th hai trong céc isotyp IgG nguyén ven khéac
nhau 12 do, nhung khong chi han ché &, su khac biét cdu tric cta isotyp ving khép ciia
khéng thé. Viéc thay thé axit amin don trong ving khép ctia viing khép IgG4 & ngudi c6
thé lam giam sy xuét hién cia dang thi hai (Angal et al. (1993) Molecular Immunology
30:105) dén mirc thuong quan sat thdy khi st dung ving khép IgG1 & ngudi. Sang ché
ciing bao gdm cac khang thé c6 mot hodc nhidu dét bién trong ving khép, ving C2 hoic
Cy3 6 thé 1a mong mudn, vi du trong san xudt, dé cai thién hiéu sut thu dang khang thé
mong mudn.

"Khang thé da phan 1ap" nhu dugc st dung & ddy, chi khang thé da xac dinh dugc
va da tach duogc va/hodc thu hoi tir it nhit mot thanh phén ciia mdi trudng tu nhién cla
né. vi du khang thé da tach dwoc hodc loai bd khéi it nhat mot thanh phén cia sinh vat,
hodc tir md hodc té bao trong d6 khéng thé tdn tai trong tu nhieenn hodc dugc tao ra mat
cach tu nhién, 13 "khang thé da phan 14p" cho cic muc dich ciia sang ché. Khang thé da
phan 14p ciing bao gdm khang thé duoc san xuét ludn trong t& bao tai t6 hop. Cac khang
thé da tach 1 cac khang thé da trai qua it nhit mot bude tinh ché hodc tach. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khang thé da tach c6 thé hiu nhu khong chia nguyén lidu té bao
va/hodc cac héa chit khac.

Khang thé "trung hoa" hodc " ché" nhu dugc st dung & day, dugc dung dé chi
khang thé c6 kk véi ASIC1 lam giam hoéé trc ché & mic c6 thé phét hién thiy dong ion
qua trung gian ASIC1 do axit tao ra. Viéc tc ché do khang thé trung hoa hoic trc ché
ASIC1 gay ra khong cin phai hoan toan mién 1a né ¢6 thé phat hién duoc st dung thir
nghi€ém thich hgp. Thir nghi€ém vi du dung dé phét hién su trc ché ASIC1 dugc md ta &
day.

Céac khéang thé khang ASIC1 dugc mo ta trong séng ché c6 thé chira mot hoic

nhiéu thay thé, doan xen va/hoic loai bd axit amin trong khung lam vi€c va/hodc trong
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cac vung CDR thudc cac mién bién dbi cia chudi ning va chudi nhe so véi cic trinh tu
dong mam twong tng ma cac khang thé thu dugc tir 6. Cac dot bién nay c6 thé d& dang
thdy duoc bing cach so sanh trinh tir axit amin dugc md ta & ddy véi cac trinh tw ¢ sdn
tur, vi du cac dit liéu thy thé khang thé da duoc cong bd rong rai. Sang ché bao gém cac
phuong phap lién quan-dén viéc sir dung cac khang thé, va cic manh lién két khang
nguyén cia nd, ma thu dugc tir trinh ty axit amin bét ky dugc md ta & day, trong d6 mdt
hodc nhiéu axit amin ndm trong madt hodc nhiéu vung khung lam viéc va/hodc ving CDR
duoc dot bién so véi (cac) gbe twong Gng cua trinh ty dong mim ma tao ra khang thé,
hoic véi (cac) gde tuong ung ciia trinh ty dong mam khéc, hodc voi thay thé axit amin
bao toan ciia (cac) gdec dong mam tuong Gng (cac thay ddi trinh tw nay & ddy goi chung la
‘dot bién dong mam”. Nguoi c¢6 k§ ning trong linh vuc k¥ thuét nay, néu bit du tir cac
trinh ty cia ving bién ddi cta chudi nhe va chudi nhe dugc md ta & day, co thé dé dang
tao ra rat nhiéu khang thé va cic manh lién két khang nguyén ma chira mét hoic nhiéu
cac dot bién dong mam riéng r& hodc hdn hop ciia né. Theo cac phuong an nhét dinh, tit
ca cac géc cua khung le‘uﬁ viéc va/hodc cac géc trong ving CDR trong mién Vg vi/hodc
Vy, dugc dot bién nguoc so véi cac gbe duge phat hién théy trong trinh tw dong mim ban
d4u ma tr d6 thu dugc khéng thé. Theo céac phuong 4n khac, chi cac gbc nhit dinh bi dot
bién nguoc so vdi trinh ty dong mam ban dau, vi du chi cac géc bi dot bién duoc phat
hién trong 8 axit amin dau tién cta FR1 hodc trong 8 axit amin cudi cung cua FR4, hodc
chi cac gdc bi d6t bién duoc phat hién trong CDR1, CDR2 hoic CDR3. Theo cic phuong
an khac, mot hodc nhiéu géc trong khung lam viéc va/hodc trong CDR bi dot bién tuong
g so v&i cac gdc twong tmg cua trinh tr dong mim khéac nhau (nghia 13, trinh tu dong
méam khéc v6i trinh tw dong mam tao ra khéng thé ban dau). Hon thé nira, cdc khang thé
theo sang ché c6 thé chira hdn hop bit ky ciia hai hodc nhiu dot bién dong mam trong
vung khung lam viéc va/hodc ving CDR, vi du trong do6 cac géc riéng ré nhét dinh bi dot
bién so véi cac gde twong tng cia mot trinh tur dong mam cu thé trong khi d6 céc gde
khéc nhat dinh ma khéc véi trinh tu dong mam ban dau dugc giit lai hoic bi dot bién so
v6i cac gbc twong tng cua trinh ty dong mam khéc nhau. Ngay sau khi thu duge, céc
khang thé va cac manh lién két khang nguyén ma chtra mot hodc nhidu dot bién dong
mam c6 thé dé dang duogc kiém tra mot hodc nhiéu ddc tinh mong mudn nhu, tinh dic
hiéu lién két tang, 4i luc lién két tdng, dic tinh sinh hoc d6i khéng hodc chi van tang (vi

truong hop nay cé thé), tinh sinh mién dich giam, v.v.. Cac khang thé va cac manh lién
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két khang nguyén thu duge theo cach tdng hop nay ciing nidm trong pham vi clia sang
ché.

Sang ché con bao gdbm khang thé khang ASIC1 chira cic bién thé ctia cac trinh tu
axit amin HCVR, LCVR, va/hoac CDR dugc md td & ddy c6 mot hodc mot sb thay thé
duoc bao toan. Vi du, sang ché bao gdm khang thé khang ASIC1 cé cac trinh tu axit
amin HCVR, LCVR, va/hoac CDR c¢é, vi du, 10 thay thé axit amin bao toan hoac it hon,
8 hodc it hon, 6 hoac it hon, 4 hodc it hon, v.v.. clia cac trinh tu axit amin HCVR, LCVR,
va/hodc CDR duge md ta ¢ day.

Thuét ngi “epitop” chi thanh phin quyét dinh tinh khang nguyén ma twong tac véi
vi trf lién két khang nguyén dic hidu & ving bién dbi ctia phan tir khang thé goi 1a
paratop. Mot khang nguyén c6 thé c6 nhidu hon mét epitop. Do d6, khang thé c6 thé lién
két v6i cac khu vuc khac nhau trén khang nguyén va c6 thé c6 tac dung sinh 1y khéac
nhau. Céc epitop c6 thé ¢6 ciu dang hoic thang. Epitop ciu dang dugc tao ra béi cac axit
amin nim canh nhau trong khong gian thu dugc tir cdc méanh khic nhau cta chudi
polypeptit thing. Epitop thing 1 epitop dugc tao ra béi cac gde axit amin lién ké nhau
trong mach polypeptit. Trong mot sb truong hop nhét dinh, epitop nay c6 thé bao gém
cac nhom sacarit, cic nhém phosphoryl, hodc cdc nhém sulfonyl trén khang nguyén nay.

Thuat ngt "gén nhu giéng" khi dé& cap axit nucleic hodc manh cda né, thé hién
rang, khi duoc 1am thing t61 wu v6i doan xen nucleotit hodic loai bo nucleotit thich hop
v6i axit nucleic khac (hodc mach b trg ciia né), thi c¢6 su gidng nhau v& trinh ty nucleotit
it nhét bang khoang 95%, va tot hon néu it bing khoang 96%, 97%, 98% hoic 99% bazo
nucleotit, nhu dwoc x4c dinh biang thuit toan bat ky da biét dung dé xac dinh mtrc giéng
nhau cua trinh ty nhu FASTA, BLAST hoac GAP, nhu dugc thdo ludn dudi day. Phan ti
axit nucleic gdn nhu gidng v&i phan tir axit nucleic tham chiéu, c6 thé, trong mot sd
tredng hop, md héa polypeptit c6 trinh tu axit amin giéng hodc gin nhu twong tu véi
polypeptit dugc ma hoa bai phan tir axit nucleic tham chiéu.

Khi dwoc 4p dung cho polypeptit, thuat ngit "gan nhu gidng" ¢ nghia hai trinh tu
peptit, khi dwoc lam thing téi wu, nhw bing chuong trinh GAP hogc BESTFIT st dl_lhg
trong luong khoang tréng mic dinh, ¢6 muc giéng trinh ty it nhat bang 95%, tt hon nita
néu mirc gidng trinh ty it nhit bang 98% hoic 99%. Tt hon, néu cac vi tri gbc khong

gidng nhau khac nhau béi cac thay thé axit amin bao toan.
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"Su thay thé axit amin bao toan" 13 su thay thé trong d6 gbc axit amin dugc thay thé bang
gbc axit amin khac ¢6 mach nhanh (nhém R) ¢6 dic tinh hoa hoc twong tu (vi dy, mang
dién hodc tinh ky nuéc). Thong thuong, su thay thé axit amin bao toan gin nhu khong
lam thay ddi tinh ning ciia protein. Trong cic trudng hop trong d6 hai hodc nhidu trinh tu
axit amin khac nhau & céc thay thé bao toan thi % hodc mirc tuong tu vé& mit trinh tu ¢6
thé duoc didu chinh dé hidu chinh ban chét bao toan ctia viéc thay thé. Cac phuong phép
didu chinh 1a da biét déi v6i ngudi ¢6 k¥ ndng trong linh vue k¥ thudt nay. Xem, vi du,
Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307- 331. vi du vé& cac nhom axit amin ¢6 mach
nhénh c6 tinh chit hoéa hoc tuong tu bao gém: 1) mach nhénh béo: glyxin, alanin, valin,
leuxin va isoleuxin; 2) mach nhanh hydroxyl béo: serin va threonin; 3) mach nhénh chira
amit: asparagin va glutamin; 4) mach nhanh thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan;
5) mach nhanh bazo: lysin, arginin, va histidin; 6) mach nhanh axit: aspartat va glutamat,
va 7) mach nhanh chita luu huynh: xystein va methionin. C4c nhém thé axit amin bao
toan dugc uu tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-
valin, glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khac, viéc thay thé bao toan 1a
su thay ddi bat ky c6 gia tri duong trong ma trin log-xac suat PAM250 dugc mo ta trong
tai liéu: Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-45. Sy thay thé "bao toan v6i mirc do
trung binh" 13 su thay dbi bat ky c6 gia tri khong 4m trong ma tran log-xéc sudt PAM250.

Tinh twong tw v& mit trinh tu cia polypeptit, ma ciling thuong dugce goi 1a mirc
giéng nhau vé& mit trinh ty, thuong duge xac dinh sit dung phin mém phan tich trinh tu.
Phin mém phan tich protein ghép cip twong tng cac trinh tw twong tw nhau sir dung céc
phép do tinh twong tu dwgc gan cho cac thay thé, loai b khac nhau va céc cai bién khéc,
ké ca céac thay thé axit amin bao toan. Vi du, phan mém GCG c¢6 céc chuong trinh nhu
GAP va BESTFIT ma c6 thé dugc st dung ciing véi cac théng sé mic dinh dé xac dinh
mtic twong déng vé trinh tw hodc muc gibng nhau vé trinh ty gifta cac polypeptit c6 lién
quan chit ch& véi nhau, nhu céc polypeptit trong dong tir cac loai sinh vét khac nhau
hodc gifta protein kiéu dai va dot bién cta no. Xem, vi du, GCG, phién ban 6.1. Céc trinh
tu polypeptit ciing c6 thé duoc so sanh st dung FASTA v6i cac thong sé mic dinh hoic
duge khuyén céo; chuong trinh trong GCG phién ban 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va
FASTA3) cung cip két qué Jam thing va mirc d6 gidng vé trinh tr (%) cua céc vung ¢0
mirc chdng 14n 16n nhét gifra trinh ty cin xac dinh va trinh ty tim kiém (Pearson (2000)

supra). Mot thudt toan dugce uu tién khac khi so sanh trinh tu cia sdng ché véi co sd dir
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liéu gdbm mét sb lwong 16n trinh ty tir c4c sinh vat khac nhau 1a chuong trinh may tinh
BLAST, cu thé 1a BLASTP hoic TBLASTN, st dung c4c théng s mic dinh. Xem, vi
du, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 410 va (1997) Nucleic Acids Res.
25:3389 402.

Pic tinh sinh hoc ctia khang thé

Sang ché bao gom khang thé lién két dac hiéu véi ASICI duge biéu hién trén bé
mit té bao. Nhu duge st dung & ddy, khang thé lién két dic hiéu véi ASIC1 dugce biéu
hién trén bé mit té bao néu khang thé thé hién lién két & mirc phat hién dugc vdi té bao
biéu hién ASIC1 ty nhién hodc nhén tao nhung khong c6 lién két & muc phét hién duoc
vé6i té bao tuong duong khong biéu hién ASIC1. Mot dang thir nghiém vi du c6 thé duoc
dung dé x4c dinh khang thé lién két dic hidu véi ASIC1 dugc bidu hién trén bé mit té
bao 1a thtr nghiém phan loai té bao dugc hoat héa bing anh sang huynh quang
(fluorescence activated cell sorting - FACS), nhu dugc minh hoa & vi du 3 ¢ ddy. Thir
nghiém dinh lwgng-lién két FACS dwong tinh ctia khang thé véi cac té bao biéu hién
ASIC1, nhu dugc thé hién trong Bang 2, c6 thé dugc ding dé x4ac dinh khang thé lién két
dic hiéu v6i ASICI dugce biéu hién trén b mit té bao. FACS ciing c6 thé dugc dung dé
d4nh gia vé& mit dinh luong lién két cta khang thé véi t& bao bidu hién ASICI bing gia
tri ECso, nhu duoc thé hién trong vi du 3, Bang 3. Do d6, theo cac phuong an nhét dinh
theo sdng ché, khang thé "lién két dic hiéu véi ASIC1 dugc biéu hién trén bé mat té bao"
néu khang thé, khi duogc thi nghiém trong dang thr nghi€ém FACS trong vi du 3 hoic
dang thir nghiém gan gidng, biéu hién gi4 tri ECsy khoang 5 nM hodc nhd hon (vi du,
khoang 5,0 nM, 4,5 nM, 4,0 nM, 3,5 nM, 3,0 nM, 2,5 nM, 2,0 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3
nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM, 900 pM, 800 pM, 700 pM, 600 pM, 500 pM, 400 pM, 300
pM, 200 pM, 100 pM, 90 pM, 85 pM, 80 pM, 75 pM, 70 pM, hodc nho hon).

Khang thé theo sang ché, theo cic phuong 4n nhit dinh, cling c6 thé (hoic theo
céch khac) thuc hién chirc ning tic ché dong ion qua trung gian ASIC1 do axit tao ra & té
bao biéu hién ASIC1 ngudi. Nhu dugce sir dung & day, thuat ngit "dong ion qua trung gian
ASIC1 trc ché do axit tao ra" c6 nghia 13, trong thir nghiém trong d6 dong ion ndi bao do
axit tao ra c6 thé phét hién duoc va/hoic dinh lugng duoge, viée bd sung khang thé theo
séng ché lam giam hodc trc ché dong ion do axit tao ra so véi dong ion khong quan sat
duoc khi khong c6 mit khéng thé (vi dy, khi c6 mit khang thé déi ching am tinh khong

ddc hiéu). vi du khong gi¢i han pham vi sang ché vé thir nghiém cé thé dugc dung dé xac
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dinh viéc khang thé "trc ché dong ion qua trung gian ASIC1 do axit tao ra" dugc minh
hoa trong vi du 4 & ddy. Trong vi du nay, dong canxi do pH thip hoat héa duoc do & cac
té bao biéu hién ASIC1 khi c6 mit khang thé khang ASIC1 ("thir nghiém FLIPR"). Bing
cach thay dbi lugng khang thé dugc ding trong dang thir nghiém nay, lwong khang thé
can dé rc ché 50% dong ion do pH thép tao ra ¢ thé duge tinh toan va biéu hién bang
gia tri ICso (xem, vi du, vi du 4, Bang 5). Sang ché bao gdm khang thé khang ASICI wc
ché dong ion qua trung gian ASIC1 do axit tao ra véi ICsp nhd hon khoang 10 nM khi
duogc thr nghiém trong thir nghiém FLIPR & d6 pH khoang 5,0 dén khoang 6,0 (vi dy, &
pH=5,0, 5.1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, hodac 6,0) nhu dugc mé td & trén, hodc
trong thir nghiém gin gidng. vi du sang ché bao gdm khang thé khang ASIC1 ¢6 ICsy nhé
hon khoang 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,9 nM, 0,8 nM,
0,7 nM, 0,6 nM, 0,5 nM, 0,4 nM, 0,3 nM, 0,2 nM, 0,1 nM, hoac nhd hon, khi duoc thi
nghiém trong thr nghiém FLIPR & d§ pH=5,5 nhu dugc md td nhu dugc mo ta & trén,
hoic trong thir nghiém gan gibng.

Mot dang thir nghiém khéc duoc ldy lam vi du va c6 thé dugc dung dé dé xac dinh
viéc khang thé "ac ché dong ion qua trung gian ASICI do axit tao ra" duoc minh hoa
trong vi du 5 va 6 & day. Trong céc vi du nay, thit nghiém automated kep dién thé, patch-
clamp dugc ding dé do va/hodc danh gid mic d6 e ché dong ASIC & té bao biéu hién
ASIC1 & d pH axit khi ¢6 mit khang thé khang ASIC1, so v6i dong ASIC quan sét dugc
trong diéu kién twong ty nhung khong c6 mit khang thé (vi du, khi ¢6 mit c6 mit khang
thé d6i chimg 4m tinh khéng ddc hiéu). Khang thé dugc coi 1a "c ché dong ion qua
trung gian ASIC1 do axit tao ra" néu khang thé, khi duoc thir nghiém trong thir nghiém
kep dién thé rép ndi & néng do khang thé khoang 1 nM dén khoang 100 nM, & do pH tu
khoang 5,0 dén khoang 6,0 (vi dy, & pH 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5.4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, hoac
6,0), tao ra mirc do trc éhé thép nhét 10% dong ASIC (vi du, it nhét béng khoang 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, hodac mirc do trc ché dong ASIC 16n hon; xem, vi dy, vi du 5, Bang 6). Trong
mdt s trudng hop, khang thé theo sang ché we ché hoan toan dong ASIC (mirc db e ché
100%) & 10 nM hodc cao hon (vi dy, 100 nM), khi dugc thir nghi€ém trong dang thu
nghiém kep rap ndi nhu dugc mé ta & trén, hoic thir nghiém gan gibng.

Sang ché con bao gdbm khéng thé e ché hoic 1am giam (cac) dap tng dau & nhiéu

mo hinh dau khac nhau trén dong vat. vi du vé md hinh dau trén dong vat dugc dung aé

-19-



32446

phan tich dic tinh ctia khang thé khang ASIC1 theo sdng ché dugc minh hoa trong cac vi
du 7-9, & day. vi du sang ché bao gdm khéng thé khang ASIC1 1am giam hoic trc ché dap
g dau d6i v6i chimg dau ndi tang trén mé hinh chudt nhit. (xem, vi du vi du 7). Cu thé,
sang ché bao gdm khang thé khang ASIC1 ¢6 mirc trc ché thip nhat 20% dap tng dau ndi
tang (vi du, cic co bop bat thudng khi dap ing véi viée tiém trong mang bung axit axetic
0,6%) khi dwgc ding & lidu khoang 1 hodc 10 mg/kg cho md hinh chudt nhu duoc thé
hién trong vi du 7, hoic md hinh gin giéng. Trong mdt sd truong hop nhit dinh, % Gc
ché dap tmg dau do viéc ding khang thé theo sang ché giy ra c¢6 thé cao 1én mirc khoang
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, hodc cao hon khi dugc thit nghiém trén mo hinh dau & chudt
ctia vi du 7, hodc mo hinh gin gidng. Cac mo hinh dau khac trén dong vat ¢6 thé duoc
dung dé phén tich dic tinh ciia khang thé khang ASIC theo sang ché bao gdm, vi du, mo
hinh dap ung dau thu cam dau co hoc cia vi du 8, mo6 hinh dau co cia vi du 9, va cdc mbd
hinh twong ty khac c6 sin trong linh vuc k¥ thuat nay. Do d6, sang ché bao gdbm khang
thé khang ASIC1 c6 kha ning 1am giam hoic wrc ché dap tmg dau dbi véi cac kich thich
co hoc khong ddc (xem, vi dy, vi du 8); va/hodc ting cam dau co do axit-nude mubi hodc
caragenan gy ra (xem, vi du, vi du 9), nhu duoc thé hién trén mo hinh dong vat thich
hop duogc 14y 1am vi du & day.

Lap ban dd epitop va cac cong nghé lién quan

Sang ché bao gém khang thé khang ASIC1 tuong tic v6i mdt hodc nhidu axit
amin dugc phat hién théy trong mién ngoai bao cia ASIC1 ngudi (axit amin tir 63 dén
424 ctia SEQ ID NO:401). Epitop lién két v6i khang thé theo sang ché c6 thé bao gdm
mét trinh ty lién tiép chira 3 axit amin hogc nhiéu hon (vi dy, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoic nhiéu hon) nim tai mién ngoai bao ctia ASIC1. Theo
cach khac, epitop nay co6 thé bao gdm rat nhidu axit amin khong nim canh nhau (hodc cac
trinh tw axit amin) nim trong mién ngoai bao ctia ASIC1.

Rét nhiéu k¥ thuat da biét d6i véi ngudi c6 k§ ning trong linh vuc k§ thuat nay co
thé duoc dung dé xac dinh viéc khang thé "turong tac véi mot hodc nhidu axit amin" nam
trong polypeptit hodc protein. vi du vé cac k¥ thudt nay bao gom, vi du, thir nghiém tc
ché chéo thong thuong nhu thr nghiém dugc mo ta trong Antibody, Harlow and Lane
(Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), phan tich dot bién quét alanin, phan
tich thdm tach peptit (Reineke, 2004, Method Mol Biol 248:443-463), va phan tich phan
cét peptit. Ngodi ra, cic phwong phap nhu cét epitopt, chiét epitop va cai bién héa hoc
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khang nguyén c6 thé dugc sir dung (Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Phuong
phdp khac c6 thé dugc ding dé xac dinh viéc axit amin ndm trong polypeptit trong tac
v6i khang thé 14 trao dbi hydro/doteri dwoc phat hién nhd phd khéi. Néi chung, phuong
phép trao ddi hydro/doteri lién quan dén viéc d4nh d4u protein quan tdm bang ddowterri,
sau d6 cho khang thé lién két v6i protein duge danh déu doteri nay. Tiép theo, phirc chit
protein.kt dugc chueyern vao nuée dé hién tuong trao dbi hydro/doteri xuit hién & t ca
cac gbc ngoai trir cac gde dwoc bao vé bing khang thé (phan con lai dugc danh du
doteri). Sau khi phén ly khang thé, protein dich dugc phén cit bing proteaza va phan tich
phd khéi, nher 6 dé 16 ra cac gbe duge danh diu doteri ma teong g voi cc axit amin
dac hiéu twong tac véi khang thé. Xem, vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry
267(2):252-259; Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.

Sang ché con bao gdm khang thé khing ASIC1 lién két v6i cling epitop véi khang
thé bit ky duoc ldy vi du cu thé ¢ day (vi du, HIM6712N, HIM6716N, HIM6718N,
HIM7101N, H2MT7103N, I{3h46713}L H3M6715N, H3M6720N, H3M6721N,
H3M6721N2, H3M6726N, H3M6760N, H3M7102N, H3M7118N, H4H6362P,
H4H6363P, H4H6364P, H4H6366P, H4H6372P, H4AH6374P, H4H6375P, HAH6379P,
H4H6380P, H4H6381P, H4H6383P v.v..). Twong tu, séng ché con bao gdm khang thé
khang ASIC1 canh tranh lién két véi ASIC1 hodc ASIC1 duoc biéu hién trén bé& mit té
bao véi khang thé bat ky dugc 1iy vi du cu thé & day (vi du, HIM6712N, HIM6716N,
HIM6718N, HIM7101IN, H2M7103N, H3M6713N, H3M6715N, H3M6720N,
H3M6721IN, H3M6721N2, H3M6726N, H3M6760N, H3M7102N, H3M7118N,
H4H6362P, H4H6363P, H4H6364P, H4H6366P, H4H6372P, H4H6374P, H4H6375P,
H4H6379P, H4H6380P, H4H6381P, H4H6383P v.v..).

Ngudi ¢6 ky ndng trong linh vuc k¥ thuat ndy dé dang xac dinh dugc ring khang
thé c6 lién két véi cling epitop, hodc canh tranh lién két voi khang thé khang ASICI tham
chiéu hay khong bing cach st dung phuong phép théng thuong da biét trong linh vuc ky
thuét ndy. vi du dé xac dinh khang thé thir nghiém c6 lién két véi cung epitop véi khang
thé khang ASIC1 tham chiéu theo sang ché hay khong, khang thé tham chiéu dugc cho
lien két v6i protein ASIC1 (vi du, ASIC1 dugc biu hién trén bé mit té bao). Sau do,
dénh gid kha nang lién két ctia khang thé thir nghiém véi phén tir ASIC1. Néu khang thé
thtt nghiém c6 kha ning lién két dic hiéu voi ASIC1 sau khi lam bdo hoa lién két bang

khang thé khang ASIC1 tham chiéu, c6 thé két luan ring khang thé thir nghiém lién két
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v6i epitop khac véi khang thé ASICI. Mt khac, néu khang thé thir nghiém khong c6
khang nguyén lién két phan tr ASICI sau khi lam bdo hoa lién két bing khang thé
ASIC1 tham chiéu, thi khang thé thir nghiém c6 thé lién két vdi cliing epitop lién két véi
khang thé ASIC1 tham chiéu theo sang ché.

Thir nghiém thong thudng khac (vi du, dot bién peptit va phan tich lién két) sau do
c6 thé dugc tién hanh dé xac nhan viéc thiéu lién két quan sat dugc ciia khang thé thir
nghiém thuc té 1a do lién két v6i ciing epitop véi khang thé tham chiéu hodc néu viée can
tr& khong gian (hodc hién twong khac) 1am cho viéc thiéu lién két quan sat dugc nay. Céc
thir nghiém loai nay c6 thé duoc tién hanh st dung ELISA, RIA, Biacore, do dong té bao
hoic thir nghiém lién két khang thé dinh luong hodc dinh tinh sin c6 trong linh vuc k¥
thuét nay.

Hai khang thé lién két véi ciing mét epitop hodc céc epitop chdng 1dn néu mdi
khang thé wrc ché hoan toan (tc ché) lién két ctia khang thé khac v6i khang nguyén. Mot
khang thé 16n hon 1-, 5-, 10-, 20- hodc 100 14n khang thé con lai s& @c ché lién két cua
khéng thé con lai it nhit 12 50% nhung t&t hon 12 75%, 90% hodc tham chi 1a 99% nhu
dugc xéac dinh trong thtr nghiém lién két canh tranh (xem, vi dy, Junghans et al., Cancer
Res. 1990 50:1495-1502). Theo cach khéc, hai khang thé c6 ciing epitop néu gin nhu tat
ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén ma lam giam hodc loai bo lién két ciia mot
khéng thé s& lam giam hoéc loai bo lién két ctia khang thé con lai. Hai khang thé c6 cac
epitop chdng 14n néu mot sé d6t bién axit amin ma lam giam hodc loai bo lién két cua
mdt khang thé s& 1am giam hozc loai bo lién két cia khang thé con lai.

Pé xac dinh xem khang thé c6 canh tranh lién két v6i khang thé ASIC1 tham
chiéu, phuong phap lién két da mé ta ¢ trén duoc tién hanh theo hai hudng: hudng thir
nhét, khang thé tham chiéu duoc cho lién két v6i phan tir ASICI trong didu kién bio hoa
lién két, sau d6 danh gia lién két ciia khang thé thir nghiém vé6i phan ti ASIC1. Theo
huéng thir hai, khang thé thir nghiém dugc cho lién két v6i phan ti ASICI trong didu
kién bao hoa lién két, sau d6 danh gia lién két cia khang thé tham chibu véi phén tu
ASIC1. Néu theo ca hai hudng thi, chi c6 khia canh diu tién (bdo hoa lién két), d6 la
khéng thé c6 kha ning lién két v6i phan tir ASICI, thi két luan ring khang thé thir
nghiém va khang thé tham chiéu c6 sy canh tranh lién két dic hiéu véi ASICI. Nguoi co
k¥ ning binh thudng trong linh vue k¥ thuat nay s& hiéu ring, mot khang thé canh tranh
lién két v6i khang thé tham chiéu c6 thé khong nhat thiét phai lién két véi cing epitop
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v6i khang thé tham chiéu, nhung c¢6 thé can tré khong gian lién két cua khang thé tham
chiéu bang cach lién két v6i epitop chdng 14p hoic lién ké.
San xuét khang thé nguoi

Phuong phép tao ra khéng thé don dong, bao gdm khang thé don dong & ngudi c6
chiéu dai ddy di 1 da duoc biét trong linh vuc k§ thuét nay. Phuong phap bt ky da biét
nay c6 thé duge dung trong ndi dung cia sang ché dé tao ra khang thé nguoi lién két dic
hiéu v6i nguoi ASICI.

Str dung cong nghé VELOCIMMUNE™ hoic phuong phéap bit ky da biét khac dé
tao ra khang thé don dong, khang thé kham c6 4i luc cao véi ASICI ban ddu dugc pan
1ap c¢6 ving bién dbi & nguoi va ving ¢b dinh & chudt. Nhu trong phin thir nghiém dudi
day, khang thé dugc phan tich dic tinh va chon theo dic tinh mong mubn, bao gdm 4i
luc, d6 chon loc, epitop, v.v.. Ving ¢ dinh & chudt nhit dugc thay thé b%ng vung ¢ dinh
mong muén & ngudi dé tao ra khang thé ngudi c6 chidu dai diy du theo sang ché, vi du,
IgG1 hoic IgG4 kiéu dai hodc duoc cai bién. Khi ving ¢ dinh dugc chon c6 thé thay dbi
theo muc dich st dung cu thé thi dic tinh lién két voi khéng thé vé6i 4i luc cao va tinh dac
hidu dich nim trong viing bién dbi.

Céac tuong duong sinh hoc

Khang thé khang ASIC1 va manh cta khang thé theo sang ché bao gbm cac
protein c6 trinh tyr axit amin thay dbi theo timg khang thé dugc moé ta nhung chung van
gitt lai dugc kha ning lién két ddc hiéu véi ASIC1 ngudi. Cac bién thé nay cia khang thé
va manh cua khang thé nay chira mdt hodc nhiéu doan b sung, doan loai bd, hodc thay
thé axit amin so véi trinh tw gbc, nhung ching van bidu hién hoat tinh sinh hoc gin nhu
twong duong véi hoat tinh sinh hoc ctia cac khang thé da mé ta. Nguoc lai, trinh ty ADN
mi hoa khang thé ASICI theo sang ché bao gdm trinh ti chira mot hoic nhidu mot hoic
nhiéu doan bd sung, doan loai bd, hodc thay thé nucleotit so vdi trinh tu gbc, nhung
chiing vin ma héa khang thé ASIC1 hoic manh ctia khang thé nay ma gin nhu teong
duong sinh hoc v6i khang thé ASIC1 hodc méanh cta khang thé nay theo sang ché. vi du
v& c4c trinh tu axit amin va ADN cai bién d3 duoc thao ludn & trén.

Hai protein hozc khang thé lién kéf khang nguyén dugc coi 1a tuong duong sinh
hoc vé6i nhau néu, vi du, chiing 1a cac tuong duong dugc hoc hodc 1a cac thay thé dugc
hoc ¢6 tée dd va mirc do hép thu khong c6 nhiéu khac biét khi duge dung v6i lidu & cﬁng

s6 mol trong cac didu kién thi nghiém tuong tu nhau, 6 dang lidu don hodc da lidu. Mot
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s6 khéng thé s& duoc coi 1a cac tuong duong sinh hoc hoic céc thay thé dugce hoc néu
chiing twong dwong vé mirc do hip thu nhung khong twong duwong v& téc d6 hép thu
chiing va ngoai ra, chiing con duoc coi 1a tvong dwong sinh hoc vi su khac nhau trong tdc
do hap thu nim ngoai mong mudn va n6 duge phan anh trong nhin san phdm, khong nhit
thiét phai thu dugc néng d6 dugc chat hiéu qua trong co thé, khi, vi duy, st dung thudong
xuyén, va dugc coi 1a khong c6 ¥ nghia trong y hoc dbi véi mét san phdm thude cu thé
duoc nghién ctru. Theo mot phuong an, hai protein lién két voi khang nguyén duogc coi 1a
tuong duong sinh hoc khi khong cé sy khac bi€t c6 y nghia 1am sang vé db an toan, do
tinh khiét va hoat luc gifra chiing.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén duoc coi 1a twong duong
sinh hoc khi mét bénh nhan c6 thé chuyén qua ding mot hodc nhidu gitta san phim tham
chiu va san phim sinh hoc ma khong 1am ting nguy co xut hién cac tac dung phu, ké ca
su thay doi c6 ¥ nghia 14m sang vé tinh sinh mién dich hodc hiéu qua bi giam di so véi
viée tiép tuc sir dung san phim cii ma khong chuyén sang san phim moi.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén dugc coi 1a tuong dwong
sinh hoc néu chiing déu tac dong bang co ché hoic céc co ché tic dong thong thuong
trong diéu kién hoic cac diéu kién sit dung & mirc cic co ché nay da biét.

Tinh trong dwong sinh hoc ¢6 thé chimg minh duoc bing phuong phép in vivo va
in vitro. Cac phuong phap xic dinh tinh twong duong sinh hoc bao gbm, vi du, (a) thir
nghiém in vivo & ngudi va dong vat c6 va khéc, trong d6 néng d6 khang thé hodc chét
chuyén hoa cua n6 dugce do trong mau, huyét tuong, huyét thanh hoéc dich sinh hoc khac,
dudi dang ham cua thoi gian; (b) thtr nghi€ém in vitro lién hé véi va 1a du bao thich hop
cho s lidu vé d¢ sinh kha dung in vivo & ngudi; () thi nghiém in vivo & ngudi va dong
vat ¢6 va khéc, trong d6 tac dung dugc 1y tirc thoi thich hop cta khang thé (hoic dich cta
no) dugc xac dinh dudi dang ham cua thoi gian; va (d) trong thtr nghiém 1am sang dugc
kiém soat chit ch& dé x4c dinh duge dd an toan, hidu luc hodc do sinh kha dung hodc
teong duong sinh hoc clia khang thé.

Céc bién thé twong duong sinh hoc ctia khang thé khang ASIC1 theo sang ché ¢
thé dugc tao cu trac, vi du, b%mg cach tao ra céc thay thé khac nhau trén céac géc hoac
trinh tu hodc loai bd céc géc hodc trinh ty & dau tin cung hodc bén trong phan ti kh()-ng
tao ra hoat tinh sinh hoc. vi du cac gdc xystein khong tao ra hoat tinh sinh hoc c6 thé b

loai bé hoc thay thé bang axit amin khac .dé ngin can sy tao ra cau disulfua nodi phén ti
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khong can thiét hodc khong dung khi hdi tinh. Trong mot ndi dung khac, cac khang thé
tuong duong sinh hoc ¢ thé bao gdm céc bién thé ciia khang thé khang ASICI c6 cac
thay d6i axit amin ma 1am cai bién dic tinh glycosyl hoa cua khang thé, vi du, cac dot
bién ma loai bé su glycosyl hoa.
Tinh chon lgc theo loai va tinh phan tng chéo theo loai

Theo céc phuong 4n nhét dinh theo sang ché, khang thé khang ASICI lién két véi
ASIC1 ngudi nhung khong lién két v6i ASIC1 & cac loai khac. Sang ché con bao gbém
khang thé khang ASICI lién két v6i ASIC1 ngudi va véi ASICI tir mot hodc nhidu loai
khong phai 12 ngudi. vi du khang thé khang ASICI theo sang ché c6 thé lién két véi
ASIC1 ngudi va c6 thé lién két hoic khong lién két, vi trong trudong hop b thé, voi
ASIC1 & mdt hodc nhiéu loai duoc chon tir chudt nhét, chudt ddng, chudt lang, dong vat
gam nhim, chudt nhay, 'lc_m, meo, chd, tho, ctru, dé, ngua, lac da, khi dau cho, khi dudi
soc, khi nau hoic tinh tinh. Sang ché con bao gém khang thé khang ASICI wc ché co
chon lgc dong ion do axit tao ra di Qua kénh ASIC1 & nguodi (nhung khong di qua kénh
ASICI khdng & ngudi). Theo cach khac, theo cac phwong 4n nhét dinh, khang thé khang
ASIC1 duoc dé xuét c6 kha ning e ché dong ion do axit tao ra di qua kénh ASIC1 &
ngudi cling nhu cac kénh ASICI khdng phai & nguoi (vi dy, chudt nhit, chudt ddng,
v.v..) (xem, vi du, vi du 5, & day).
Céc thé tiép hop mién dich

Sang ché bao gdbm khang thé don dong khang ASICI1 ngudi duge tiép hop voi
nhém c6 tac dung didu trj (“thé tiép hop mién dich”), nhu chét gay doc té bao, dugc chét
dung trong hoa tri li¢u, chét tc ché mién dich hodc df‘mg vi phong xa. Cac chét gay doc té
bao bao gdm chit bit ky gy hai cho t bao. vi du v& cac chét gay doc té bao va duge chét
ding trong héa tri liéu thich hop dé tao ra cac thé tiép hop mién dich 13 da biét trong linh
vuc k§ thuat ndy, xem vi du WO 05/103081.
Pa dac hiéu

Khéng thé theo sang ché co thé ¢ tinh dic hiéu don, dic hiéu kép hodc da dic
hi¢u. Céc khang thé da dic hiéu co thé dic hiéu véi nhidu epitop khiac nhau cua mot
polypeptit dich hoidc c¢6 thé chira cac ving lién két khang nguyén dic hiu véi nhidu hon
mdt polypeptit. Xem, vi du, Tutt et al. (1991) J. Immunol. 147:60-69. Cac khang thé
khang ASIC1 ngudi c¢6 thé duge cho lién két hodc ddng biéu hién véi phan tir chirc ning

khéc, vi du, peptit hodc protein khéac. vi du khang thé hodc manh cta nd c6 thé duoc cho
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lién két chtre nang (vi dy, bing cach két hop hoa hoc, dung hop gen, két hop khong ddng
héa tri hodc theo cach khac) v6i mot hodc nhiéu thuc thé phan tir khac, nhu khang thé
khac hogc méanh cuia khang thé, dé tao ra khang thé dic hiéu kép hodic da dic hiéu c6 tinh
ddc hiéu lién két hai.

Vi du vé dang khang thé dic hidu kép c6 thé duge su dung trong ndi dung sang
ché lién quan dén viée st dung ving CH3 th® nhit cia globulin mién dich
(immunoglobulin - (Ig) va ving CH3 thtt hai ctia globulin mién dich, trong d6 ving CH3
thtr nhit va tha hai cta Ig khéc nhau it nhét mot axit amin, va trong d6 viéc khac nhau it
nh4t mot axit amin lam giam kha ning lién két ciia khang thé dic hicu kép vai protein A
so v6i khang thé dic hiéu kéo khong c6 sy khac nhau vé axit amin. Theo mot phuong én,
ving CH3 thtr nhit ctia globulin mién dich lién két véi protein A va ving CH3 tht hai
ciia globulin mién dich chtra d6t bién ma-lam giam hoic loai bo lién két cua protein A
nhu cai bién H95R (bing cach danh sb exon theo hé thdng IMGT; H435R bing cach
dénh sb theo hé thong EU). Ving CH3 ¢6 thé con chira cai bién Y96F (theo IMGT;
Y436F theo EU). Céc cai bién khéc c¢6 thé phat hién dugc trong ving CH3 tht hai bao
gdm: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82I (theo IMGT; D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M, va V422l theo EU) trong trudong hop khéng thé [gG1; N44S, K52N, va
V821 (IMGT; N384S, K392N, va V4221 by EU) trong truong hop khang thé IgG2; va
QI5R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va V82I (theo IMGT; Q355R, N384S,
K392N, V397M, R409K, E419Q, va V422I theo EU) trong trudng hop khang thé IgG4.
Céc cai bién trén dang khang thé dic hiu kép duge mo ta & trén cling nim trong pham vi
ctia sang ché. |
Ché phim ding dé didu trj va cach dung

Sang ché dé xuit duoc phdm chira khang thé khang-ASIC1 hodc manh lién két
khang nguyén clia n6 theo sang ché. Dugc phdm theo sang ché dugc bao ché cung voi
chét mang, ta dugc thfch hop, va cac chét khéac dé tao ra su cai thién trong van chuyén,
phan phdi, dung nhan va trong cac quy trinh khac. R4t nhidu cong thirc thich hop c6 thé
tim thiy trong cic cong thirc da biét dbi voi tht ca cac chuyén gia héa dugc: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac ché phim nay bao
gém, vi du, bot, dang bot nhio, thubc md, mte, xap, dau, chét long, lipit, céc chét din
chira lipit (cation hodc anion) (nhu LIPOFECTIN™, Life Technologies, Carlsbad, CA),

thé dung hop ADN, bot nhio hip thu nuée, nhil trong dau trong nude va nude trong dau,
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sap cacbon dang nhil treng (polyetylen glycol cé phan tir lugng khac nhau), gel ban rén,
va hdn hop bén rin chira sap cacbon. vi du ciing xem: Powell et al. "Compendium of
excipients for parenteral compositions" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Liéu khang thé dugc dung cho bénh nhan ¢ thé thay dbi phu thudc vao do tudi va
thé trong cia bénh nhan, bénh can diéu tri, tinh trang stc khée, duong dung, va v.v..Liéu
duoc uu tién thuong dugc tinh theo thé trong hodc dién tich bé mit co thé. Khi khang thé
theo sang ché dugc sir dung dé diéu tri cAc tinh trang bénh va bénh di kém hoat dong cua
ASICI1 ¢ dbi twong 13 ngudi 16n, thuan loi hon néu ding khang thé theo sang ché trong
tinh mach, thuong & liéu don ndm trong khoang tir 0,01 dén 20 mg/kg thé trong, tot hon
nita néu nim trong khoang tir 0,02 dén 7, ndm trong khoang tir 0,03 dén 5, hodc nim
trong khoang ttr 0,05 dén 3 mg/kg thé trong. Ty thudc vao mirc do trAm trong cla tinh
trang bénh, tin xuit va khoang thoi gian c6 thé dugc didu tri.

Liéu hidu qua va phac dd ding cic khang thé khang ASIC c6 thé dugc xac dinh
theo kinh nghiém, vi du, su tién trién cta bénh nhan c6 thé duoc theo doi béng cac danh
gi4 dinh k¥, va do d6, liéu dugc diéu chinh. Hon thé nira, ty 18 lidu gifra céc loai c6 thé
dugc thuc hién st dung cic phuwong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét nay (vi duy,
Mordenti et al., 1991, Pharmaceut. Res. 8:1351).

Céc hé thdng phan phdi khac nhau 12 d3 biét va c6 thé duoc st dung dé phan
phdi dugc phdm theo sang ché, vi du, bao nang trong liduong tinhom, vi hat, vi vién
nang, t& bao tai hd hop c6 kha ning biéu hién virut dot bién, nhap bao qua trung gian thu
thé (xem, vi du, Wu et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Phuong phap phan phdi
bao gbém, nhung khong chi gi6i han &, trong da, trong co, trong mang bung, trong tinh
mach, duéi da, trong miii, ngodi mang ctng, va qua duong miéng. Ché phdm c6 thé duogc
dung bing dudng bat ky thuan loi, vi du, bang cach truyén, hoic tiém lidu 16n, bang cach
hép thu qua 16p biéu mé hoic 16p niém mac (vi du, niém mac miéng, ni€ém mac am dao
va niém mac rudt, v.v..) va c6 thé dugc ding cing vé6i cac chat khac ¢6 hoat tinh sinh
hoc. C6 thé dung toan than hodc khu trd.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé duoc phan phéi duéi da hodc trong tinh mach
bing xylanh va kim tiém tiéu chudn. Ngoai ra, néu phan phdi dudi da, thi thiét bji phan
phéi dang but s& d& dang phan phdi dugc phim theo sang ché. Thiét bi phan phéi dang
bat ndy c6 thé diing nhidu 14n hoic bo di. Thiét bi phan phéi dang bat dung nhidu 1in
thuong str dung mot loai hop co thé thay thé, hop nay chtra dugc pham. Ngay khi toan bd
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dwgc phim trong hop duoc ding va hop s& rng, hop rdng nay ¢6 thé d& dang ldy ra va
thay bang hdp khéc chtra dugc pham. Thiét bi phan phéi dang bt sau d6 c6 thé sir dung
duoc nhiéu 1an. Trong thiét bj phan phdi dang but ding mot 14n, khong c6 hop thay thé.
N6i cach khéc, thiét bi phan phdi dang but ding mdt 1an duogc dién day trude bing dugc
phim va duoc giit trong khoang chira bén trong thiét bi. Khi khoang chtra khong con
dugc phidm, toan bd thiét bi s& duge b di.

Rét nhiéu but tai st dung va thiét bi phan phdi tw tiém c6 thé dugc s dung dé
phan phéi ché phdm theo sang ché du6i da. Cac vi du vé bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, bit AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), bt DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™, but
HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ [ II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), bt BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), trong sd rit nhiéu san pham khac.
Céc vi du vé but ding mdt 1dn ¢6 céc tmg dung trong phan phdi dugc phdm sang ché
dudi da bao gém, nhung khong chi gigi han &, but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis),
FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bi tu tiém
SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart,
Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL),
trong sb rat nhiéu san phdm khac. |

Trong mot s truong hop, duge phdm 6 thé dugc phan phdi trong hé giai phong
c¢6 kiém soat. Theo mot phuong 4n, bom ¢6 thé dwoc ding dén (xem Langer, supra;
Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo phwong 4n khéc, cac nguyén
liu polyme c6 thé dwgc dung dén, xem Medical Applications of Controlled Release,
Langer va Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida. Theo phuong 4n khéc nita,
hé giai phong kéo dai c6 kiém soat c6 thé dwoc ddt & vi tri mong mudn, do dé chi cin
dung mot ph::in liéu toan than (xem, vi du, Goodson, 1984, & Medical Applications of
Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138). Cac hé giai phong c6 kiém soat khac
dugc thao ludn trong tai li¢u: Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Ché phém dé tiém c6 thé bao g@)m cac dang lidu dé tiém trong tinh mach, dudi da,

trong da, va trong co, truyén nho giot, v.v...Cac ché phdm dé tiém nay c6 thé duoc bio
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ché theo phuong phap da dugc biét dén mét cach rong rii. vi du cac ché phdm dé tiém co
thé dugc bao ché, vi du, béng cach hoa tan, tao hdn dich hodc nhii héa khang thé hoic
mudi clia n6 dwgc mé ta & trén, trong mdi trudng nude vo tring hodc moi truong dau
thuong dung dé tiém. Dbi v6i méi trudng nude dé tiém, vi du, nude mubi sinh 1y, dung
dich déng truong chira glucoza va cac chét phu trg khéac, v.v.., ¢ thé duoc st dung két
hop véi chit 1am tan thich hop nhu rugu .(VI' du, etanol), rugu da chirc (vi du, propylen
glycol, polyetylen glycol), chit hoat dong bé mat khong ion hoa [Vi du polysorbate 80,
HCO-50 (san phdm cong hop cuia polyoxyetylen (50 mol) véi dau thau dau da duoc
hydro héa)], v.v.. Péi v61 moi trudng dau, vi du, dau vung, diu dau nanh, v.v.., c6 thé
duogc st dung két hop véi chét 1am tan nhu benzyl benzoat, rugu benzylic, v.v.. Do d6,
t6t hon néu ché phim dé tiém d4 bao ché duoc dién day vao 6ng tiém thich hop.

Thuan loi hon néu dugc phdm d ding qua dudng miéng hodc ngoai dudng tiéu
hoa duge mb ta & day duge bao ché thanh cac dang lidu & liéu don vi duoc 1am phit hop
v6i lidu ctia thanh phan c¢6 hoat tinh. Céc dang lidu nay trong liéu don vi bao gbm, vi du,
vién nén, vién tron, vién nang, dang tiém (dng tiém 16n), vién dan, v.v.. Luong khang thé
néu trén c¢6 mat thuong nim trong khoang tir 5 &én 500 mg trong dang liéu trong lidu don
vi; ddc biét 1a & dang dé tiém, duoc wu tién hon néu khang thé néu trén c6 mit voi luong
nam trong khoang tir 5 &én 100 mg va nim trong khoang tir 10 dén 250 mg dbi véi cac
dang lidu khéc.

Sir dung khang thé trong diéu tri bénh

Khéng thé theo sang ché co tac dung, khong ké nhitng tdc dung khéc, didu tri,
ngin ngira va/hodc 1am giam bénh hoic rdi loan di kém véi hodc qua trung gian hoat tinh
ctia ASIC1 hoic c6 thé diéu tri dugc bang cach trc ché hoic lam giam dong ion qua trung
gian ASIC1 do axit tao ra & céac té bao than kinh cia ca thé. vi du v& cac bénh hoic rbi
loan ¢6 thé diéu tri dugce bang khang thé khéng ASIC1 theo sang ché bao gdm chimg dau
cac tinh trang bénh nhu chiing dau thu cam dau va ching dau ndi tang (vi du, ching dau
do bénh viém rudt/hdi ching rudt bi kich thich, viém bang quang k&, viém tuyén tuy,
viém mang da con, hdi ching dau xwong chiu man tinh, v.v..), cling nhu chtng dau di
kém véi viém (vi du, dau co do viém), viém da co, dau vét rach sau khi md (vi du, ching
dau sau phau thuat), bénh 1y than kinh (vi du, bénh 1y than kinh do dai thao duong), dau
than kinh toa, dau day than kinh sau khi méc bénh zona, hoi chiing dau co mit man tinh

(vi dy, chiing dau co mit man tinh), viém khép, té bao hinh ludi liém, thi€u mau cuc bd
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than kinh rudt, ching dau do bi qué, gdy xwong, boéng, gdy xuong do lodng xuwong, bénh
git, dau nira dau, rdi loan gy dau co va khép, hoi ching dau ving phirc hop, chimg dau
do bénh zona cip tinh, v.v.. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc dung dé didu tri,
ngédn nglra va/hodc lam giam céc tinh trang bénh nhu, vi dy, cdc bénh thoai hoa than kinh
(vi du, céc bénh mét myelin nhu da xo cing, bénh xo cing teo co mot bén, v.v..), tdn
thuong ndo (vi dy, dot quy, tdn thuong ndo do chin thuong, axit hda ndo), cac r6i loan
than kinh (vi du, con tai bién ngdp mau, cac rdi loan lién quan dén con tai bién ngip
mau), va cac bénh tam than (vi du, trdm cam, rdi loan lo lrfmg, 161 loan cang théng sau
chén thuong, rbi loan hoang sg, v.v..).

Khang thé khang ASICI theo sang ché ciing hitu ich dé diéu tri hoic ngin ngua
chimg dau di kém v&i bénh ung thu. "Ching dau di kém bénh ung thu" bao gdm, vi du,
chimg dau do ung thu xwong, bao gdm chig dau do ung thu di cin vao xwong (vi du,
ung thu va, ung thu tuyén tuy, ung thu phéi, sacom, ung thu than, da u tay, v.v..).
"Chung dau di kem bénh ung thu" cfing bao gdm chiing dau thudng di kém véi céc tinh
trang bénh ung thu nhu, vi dy, caxinom té bao than, caxinom tuyén tuy, ung thu vu, ung
thu diu va cb, ung thu tuyén tién 1iét, u thin kinh dém &c tinh, sacom xuong, ung thu
rudt truc trang, ung thu da day, u trung biéu mé 4c tinh, da u tay, ung thu budng tring,
ung thu phdi té bao khong nhd, ung thu phdi té bao nho, ung thu tuyén giap, sacom hoat
dich, hodc u hic séc td. Khang thé khang ASICI theo sang ché cling hitu ich dé diéu tri
hodc ngan ngira chirg dau do hodc di keém véi li€u phép tri ung thu hodc cac phuong
phap y té diéu tri ung thu, vi du, ching dau thin kinh do héa tri nhu chiing dau do hodc
di kém véi viee dilu tri béng paclitaxel (Taxol™), docetaxel (Taxotere®); nitrosourea,
xyclophosphamit, doxerubixin, epirubixin, 5-fluorouraxil, topotexan, irinotexan,
carmustin, estramustin, va cdc héa chit dua trén platin, nhu cisplatin, carboplatin, va
iproplatin.

Piéu tri phdi hop

Sang ché bao gdm cac ché do dung trong diéu tri bao gdm viéc ding khang thé
khang ASICI theo sang ché két hop vai it nhat mot thanh phan c6 tac dung didu tri khéc.
vi du khong giéi han pham vi sang ché v& cac thanh phin nay bao gdm céc chét trc ché
ASIC nhu, vi dy, khang thé khang ASIC1 thir hai, khang thé dinh hudng vao thanh phin
ASIC khéc (vi du, khang thé khang-ASIC2, khang thé khang-ASIC3, khang thé khéﬁg-
ASIC4, v.v..), chét wc ché peptit ASIC (vi du, psalmotoxin-1 [PcTx1], APETx2, v.v..),
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va/hodc chét (e ché ASIC phén tr nho (vi dy, amilorit, A-317567, v.v..).

Céc thanh phan khéc nay c6 thé dugc dung va cho loi ich khi két hop v6i khéng
thé khang ASICI theo sang ché bao gdm céc chét wrc ché xytokin (bao gdm cac chét e
ché xytokin phan tir nhé va khang thé lién két v6i cac xytokin nhu IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13; IL-17, IL-18, hodc céc thu thé twong Ung ctia
no), thube khéng khuén, thube khang sinh, thube gay mé, corticosteroit va’hoac NSAID.

(cac) thanh phén co tac dung diéu tri khac c6 thé dugc dung trudc, déng thoi hodc
sau khi dung khang thé khang ASICI theo sang ché; (48 mé ta, cac ché do dung nay duge
coi 1a dung khéng thé khang ASIC1 "két hop v6i" thanh phin khéc c6 tac dung didu tri).
Str dung khéng thé trong chin doan bénh

Khéng thé khang ASICI theo sing ché ciing c6 thé dugc dung dé phat hién
va/hodic do ASICI, hogc cac té bao biéu hién ASIC1 & miu, vi dy, cho muc dich chin
doén. vi du khang thé khang ASICI, hoic manh cta n6, c6 thé duoc dung dé chin doan
tinh trang bénh hodc bénh dic trung béi sy bidu hién bat thuong (vi du, biéu hién qua
mirc, bidu hién dudi mtc binh thuong, khong biéu hién, v.v..) ASIC1. vi du vé cac thir
nghiém chin doan cho ASICI ¢6 thé bao gém, vi du, cho mau, thu dugc tir bénh nhﬁn,
tiép xtc v6i khang thé khang ASICI theo sang ché, trong d6 khang thd khang ASIC1
duoc dénh diu bing phan tir danh diu c6 thé phat hién dugce hodc phén tr thong béo.
Theo céch khac, khang thé khang ASIC1 khong dugc danh diu c6 thé dugc dung trong
céc tmg dung chan doan két hop voi khang thé thir hai, chinh khang thé tht hai nay duoc
dénh diu dé phét hién dugc. Phéan tir danh ddu c6 thé phat hién duoc hodc phan ti thong
béo co thé 1a déng vi phong xa, nhu 3H, 14C, 2p 33 S, hoidc 1251; nhom phét huynh quang
hodc nhém phit quang héa hoc nhu isothioxyanat, hodc rhodamin phat huynh quang;
hodc enzym nhu alkalin phosphataza, béta-galactosidaza, peroxidaza cadi ngua, hodc
luciferaza. vi du cu thé vé céc tht nghiém c6 thé dugc dung dé phét hién hodac do mirc
ASIC1 trong miu bao gém thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA), thit nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay -
RIA), va thir nghiém phén loai thtt nghiém dugc hoat héa bing dnh sang huynh quang
(fluorescence-activated cell sorting - FACS). ‘

Cac miu c6 thé dwoc ding trong thir nghiém chin dodn ASIC1 theo sang ché bao
gém mau md hoic dich bt ky co thé thu dugc tir bénh nhan ma chta lugng c6 thé phat

hién dugc cua protein ASIC1, hodc manh cua nd, trong diéu kién sinh ly binh thudng
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hodc diéu kién bénh ly. Thong thuong, cac mic ASIC1 & miu cu thé thu dugc bénh nhan
khée manh (vi du, bénh nhan khong bi méc bénh hoic tinh trang bénh di kém véi muc
hodc hoat tinh ctia ASIC1 bit thuong) s& duge do dé budc dau xac dinh mic co s
ASICI hogc mirc ASICI chuan. Mitc ASICI co s& nay sau d6 c6 thé dugc so sanh véi
mirc ASIC1 do dwgc & mau thu duoc tir cac c4 thé bi nghi ngd méc bénh hodc tinh trang

bénh dén ASICI.

Vi du thwe hién siang ché

Céc vi du sau day dugc dugc néu ra chi d& cung cép cho ngudi c6 k§ ning trong
linh vuc k¥ thudt nay phdn mé ta hoan chinh va céch thirc tién hanh va st dung phuong
phép va cac diéu kién theo sang ché, va chung khong duge du dinh dé gi61 han pham vi
ctia sang ché ciing nhu pham vi cta déi tuong néu trong sang ché. Cic tac gia sang ché
cling d4 ¢d ging dé dam bao tinh chinh xac cho cac tri sb dugc dung (vi dy, lugng, nhiét
do, v.v..) nhung mot sd sai s& thir nghiém va do 1éch ciing nén dugce tinh dén. Trir khi c6
thong bao khac, néu khong cic phin s& tinh bing phén trong lugng, phéan t& lugng la
phan tit lugng trung binh, nhiét o do biang °C, va 4p suit bang hoic gin bang ap suét khi
quyén.
Vidu 1. Tao ra khang thé nguoi lién két vai ASIC1 ngudi

Dé tao ra khang thé khang-ASIC1, quy trinh gdy mién dich ADN dugc sit dung
trong d6 ADN plasmit ma héa ASIC1 nguoi c6 chiéu dai ddy du, cing véi plasmit riéng
biét ma hoa chét didu chinh, dwoc tiém vao da chuét VELOCIMMUNE® (Regeneron
Pharmaceuticals, Inc., Tarrytown, NY). Vi tri tiém sau d6 dugc md 10 béng dién dé
chuyén nhiém céc plasmit nay vao vét chi. Chudt VELOCIMMUNE® duogc sir dung dé
gy mién dich chira ADN ma héa céc ving bién ddi ctia chudi ning kappa va chudi ning
ctia globulin mién dich va thiéu gen asicl/a nfi sinh ¢ chudt. Pap tng mién dich véi
khéng thé dugc theo dai bing thir nghiém lién két té bao sir dung céc té bao dugc xit 1y di
truyén dé biéu hién ASICI nguoi. Khi thu dugc dap ing mién dich mong mudn, thu
hoach cac té bao 14 lach va dung hop véi cac té bao u tiy & chudt dé bao toan kha ning
sdng sot ctia chung va tao ra dong t& bao lai. Céc dong té bao lai dugc sang loc va chon
loc dé xac dinh céc dong t€ bao ma tao ra cic khéang thé dic hiéu ASICI. St dung k¥
thut ndy dé tao ra mot vai khang thé kham khang ASICI (nghia 13, cic khang thé co

mién bién doi & ngudi va mién co dinh & chudt); vi du vé khang thé dugc tao ra theo cach
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ndy dugc ky hi€u nhu sau: HIM6712N, HIM6716N, HIM6718N, HIM7101N,
H2M7103N, H3M6713N, H3M6715N, H3M6720N, H3M6721N, H3M6721N2,
H3M6726N, H3M6760N, H3M7102N, va H3M7118N.

Khéng thé khang ASIC1 duoc phén lap truc tiép tir cic té bao B duong tinh vdi
khéng thé ma khong cin dung hop véi cac té bao u tiy, nhu dugc mod td & US
2007/0280945A1. Bang cach sir dung phuong phap c6 thé tao ra mot vai khang thé khang
ASIC1 & nguoi c6 chidu dai diy da (nghia la, khang thé c6 mién bién dbi & ngudi va
mién bién ddi ¢ dinh & nguoi); vi du vé khang thé duoc tao ra theo cach nay dwogc ky
hiéu nhu sau: H4H6362P, H4H6363P, H4H6364P, H4H6366P, H4H6372P, HAH6374P,
H4H6375P, H4H6379P, H4H6380P, H4H6381P, va H4H6383P.

Cac dic diém sinh hoc nhét dinh cia khang thé khang ASIC1 duogc tao ra theo
phuong phdp ciia vi du nay va duoc ldy 1am vi du dugc md ta chi tiét trong cac vi du
dugc néu dudi day. '

Vidu 2. Céc trinh tu axit amin cta ving bién déi ctia chudi ning va chudi nhe
Béang 1 du6i day thé hién cip trinh tu axit amin cta ving bién ddi cia chudi ning

va chudi nhe cua khang thé khang ASIC1 duogc chon va cac chit xac dinh khéng thé

twong ing.
Béang 1
SEQ ID NO:
Ky hiéu cia
khing thé HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
6712N 2 4 6 8 10 12 14 16
6716N 18 20 22 24 26 28 30 32
6718N 34 36 38 C 40 42 44 46 48
7101N 50 52 54 56 58 60 62 64
7103N 66 68 70 72 74 76 78 80:
6713N 82 84 86 88 90 92 94 96
6715N 98 100 102 104 106 108 110 112
6720N 114 116 118 120 122 124 126 128
6721N 130 132 134 136 138 140 142 144
6721N2 146 148 150 152 154 156 158 160
6726N 162 164 166 168 170 172 174 176
6760N 178 180 182 184 186 188 190 192
7102N 194 196 198 200 202 204 206 208
7118N 210 212 214 216 218 220 222 224
6362P 226 228 230 232 234 236 238 240
6363P 242 244 246 248 250 252 254 256
6364P 258 260 262 264 266 268 270 272
6366P 274 276 278 - 280 282 284 286 288
6372P 290 292 294 296 298 300 302 304
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6374P 306 308 310 312 314 316 318 320
6375P 322 ~324 326 328 330 332 334 336
6379P 338 340 342 344 346 348 350 352
6380P 354 356 358 360 362 364 366 368
6381P 370 372 374 376 378 380 382 384
6383P 386 388 390 392 394 396 398 400

Khang thé thuong duoc goi & ddy theo danh phép sau: tién t6 Fc (vi du, "H4H",
"HIM", "H2M"), sau d6 1a sd x4c dinh (vi du, "6712" hoic "6362" nhu dugc thé hién
trong Bang 1), sau d6 1a hau t6 "P" hoic A"N". Do d6, theo danh phap nay, khang thé &
day c6 thé goi 13, vi du, "HIM6712N" hodc "H4H6362P". Tién t6 H4H, HIM, va H3M
trong ky hiéu cia khang thé dugc st dung & dy chi phin Fc cu thé cia khang thé. vi du
khang thé "HIM" ¢6 IgG1 Fc & chudt, trong khi d6 khang thé "H4H" c6 IgG4 Fc & day.
Ngudi ¢6 k§ nang binh thuong trong linh vue k¥ thuat nay khang thé HIM hodc H3M c6
thé ciing duwoc chuyén héa thanh H4H khang thé, va nguoc lai, nhung trong trudng hop
bat ky, cic mién bién di (bao gdm cac CDR) — duoc thé hién bing chit danh diu c6 sb

duoc thé hién trong Bang 1 — s& gilt nguyén.

Vi du 3. Lién két cua khang thé véi té bao bidu hién ASIC1 & ngudi hodc chudt ¢6 chidu
dai day du

Dé phan tich thém khéng thé khang ASICI, kha ning lién két v6i (a) dong t& bao
3TC & chudt nguyén bao s¢i dugce chuyén nhidm on dinh dé biéu hién ASICI ngudi c¢6
chiéu dai ddy di (3T3/hASICI; axit amin 1-528 cta trinh tw ¢6 ma sé truy cdp NCBI
NP_001086.2 [SEQ ID NO:401]), (b) dong té bao 3T3 dugc chuyén nhiém én dinh dé
bidu hién qui mirc ASICla & chudt c6 chidu dai ddy du (3T3/mASICla; axit amin 1-526
c6 mi s6 truy cdp NCBI NP_033727), hoiic (c) dong t& bao ND7 (ECACC, # 92090903)
1a dong té bao dung hop ciia u nguyén bao than kinh & chudt nhét va té bao hach ré lung
tiy sdng & chudt dong biéu hién noi sinh ASIC1 & chudt ddng, duoc xac dinh st dung
phwong phéap do dong té bao (flow cytometry - FACS). Cac t& bao ND7 dugc khu biét
bang cach thay thé méi trudong nudi ciy .béng mdi trudng nudi cdy c6 ndng do huyét
thanh thip (0,5% FBS) chtra dibutyryl-cAMP 1mM (Cat. No. sc-201567A, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA). Lién két FACS dugc tht nghiém dbi voi mot sb
khéng thé trén ca cdc té bao ND7 chua biét héa va cc té bao ND7 da biét héa.

Pé thuc hién céc thir nghiém lién két FACS, cac té bao két dinh dugc thu sir dung
EDTA 1 mM & PBS, sau d6 rira, va tai tao huyén phu trong PBS lanh chira FBS 5%. DPéi
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v6i mdi thir nghiém lién két, mdi khang thé khang ASIC1 (& ndng d6 cubi ciung cua
khang thé da tinh ché bing 10 nM hoic bang 3,3 nM ddi v6i dich ndi chira khang thé lién
két véi céc t€ bao 3T3/hASICI va 5nM dbi véi lien két véi té bao 3T3/mASIC1a hogc
ND7) duge bd sung vao cac té bao v6i mét dd 250,000 trong 500 pL PBS bing FBS 5%.
Sau khi 1 trong 20 phiit & nhiét d6 phong, khang thé thtr hai nhan biét Fc ngudi (Cat. No.
109-136-098, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) hoic Fc &
chugt (Cat. No. 550826, BD Biosciences, San Jose, CA) va dugc dung hgp véi
allophycoxyanin, sau dugc bd sung vao hdn hop té bao & ndng dd cudi cing bing 13,3
nM. Sau khi @ trong 20 pht trén d4, cac t& bao nay duoc rira va tai tao huyén phi trong
PBS chita FBS 5%, sau d6 phan loai va phan tich bing dung cu do dong té bao
(FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA) dé xac dinh lién két twong ddi cia khang
thé thr nghiém véi dong té bao duoc thir 'nghiem. Biéu d6 hoa mé cia cac té bao dugc
nhudm bang khang thé khang ASIC1 dugc so sanh v6i biéu dd hoa md cia cac té bao chi
dugc nhom bing khang thé thit hai. % tin hiéu ASIC1 khi st dung m6t minh khang thé
thir hai dugc tinh st dung phin mém FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). C4c miu dugc
nhudm bang khang thé khang ASIC1 duoc ghi dudi dang duong tinh véi FACS khi dugc
tap hop lai 16n hon 10%. Cac miu duge nhudm bing khang thé khang ASIC1 duogc ghi 1a
am tinh véi FACS khi duoc tap hop lai 16n hon 1%. Céc miu dugc nhudm béng khéng
thé khang ASIC1 dugc ghi 1 yéu khi dugc tap hop lai nim trong khoang tir 1% dén 10%.
Pic tinh lién két cia khang thé khang ASICI véi cac té bao 3T3/hASICI, té bao
3T3/mASICla va té bao ND7 dugc tém tit trong Bang 2 (ND = khéng xé4c dinh dugc).
Béng 2: Lién két dic hiéu ctia khang thé khang ASIC1 dugc x4c dinh bing FACS

Lién két FACS Lién két FACS | Lién két FACS véi
v6i 3T3/mASICla véi cac té bao cac té bao ND7 da
Lién két FACS ND7 chua biét biét hoa

Khéng thé v6i 3T3/hASIC1 héa
HIM6712N Duong tinh ND ND ND
H3M6721N Duong tinh Duong tinh Am tinh ND
HIM6718N Duong tinh Duong tinh Duong tinh Duong tinh
H4H6372P Am tinh ND ND ND
H4H6374P Am tinh ND ND ND
H4H6375P Am tinh ND ND ND
H4H6379P Am tinh ND ND ND
H4H6380P Am tinh ND ND ND
H4H6381P Am tinh ND ND ND
H4H6383P Am tinh ND ND ND
H4H6362P Am tinh ND ND ND
H4H6363P Duong tinh ND ND ND
H4H6364P Duong tinh ND ND ND
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Duong tinh

HIM7101IN Duong tinh Duong tinh ND
HIM6716N Duong tinh ND ND ND
H3M6726N Duong tinh Duong tinh Duong tinh Duong tinh
H3M6720N Duong tinh Am tinh Am tinh Am tinh
H3M6713N Duong tinh ND ND ND
H3M7102N Duong tinh Duong tinh Duong tinh ND
H3M6760N Duong tinh ND ND ND
H2M7103N Duong tinh Duong tinh Am tinh Am tinh
H3M6715N Duong tinh ND ND ND
H3M7118N Duong tinh Yéu Yéu Duong tinh
H4H6366P Duong tinh Duong tinh Duong tinh Duong tinh
H4H6721N2 Duong tinh Duong tinh Duong tinh Duong tinh

Ai luc lién két cua khang thé da chon véi cac té bao 3T3/hASIC1 con duogc xéc
dinh bing FACS sir dung nhidu ndng d6 khang thé (67 nM, 6,7 nM, 0,67 nM, 67 pM, va
6,7 pM) tir d6 tinh duoc gia trji ECso gdn dung. Tin hiéu cudng d6 anh sang huynh quanh
trung binh (mean fluorescence intensity - MFI) dugc quan sét thiy cho khang thé khang
ASIC1 dugec trir cho tin hiéu nén (sir dung mot minh khéng thé tha hai) va duoc xay dung

trén do thi diém dudi dang ham cua ndng do khang thé dé xac dinh cac gid tri ECsq st

dung GraphPad Prism (Bang 3).
Béng 3: Gid tri ECs cho cac khang thé khang ASIC1 da chon lién két vé6i céc té bao

Nhu duoe thé hién trong Bang 2, 17 trong sb 25 khang thé dwgc thir nghiém thé
hién lién két dic hiéu v6i dong t& bao3T3/hASIC1; 8 trong sb 10 khang thé duge thir
nghiém thé hién duong tinh lién két véi cac té bao 3T3/mASICla; 6 trong sé 10 khang
thé dugc thir nghiém thé hién duong tinh lién két voi dong t& bao ND7 chua dugc bit

hoéa; va 5 trong sb 7 khang thé duogc thir nghiém thé hién dwong tinh lién két v6i dong té

3T3/hASIC1

Khang thé ECs
HIM6712N <100 pM
H3M6721N 85 pM
HIM6718N 550 pM
H4H6363P 836 pM
H3M6713N 215 pM
H3M6715N 72 pM
HIM6716N 23 pM
H3M6720N 1,1 nM
H3M6726N 2,6 M
H3M6760N 853 pM
HIM710IN 720 pM
H3M7102N 5,4 nM
H3M7118N >67 nM
H2M7103N 1,7 nM
H4H6364P 1,5 nM
H4H6366P 1,0 nsM
H4H6721N2 1,7 nM
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bao ND7 di biét hoa. Pang chi ¥ 13 mét 'khéng thé (H3M7118N) thé hién lién két yéu
v6i ca 3T3/mASIC1a 14n dong té bao ND7 chwa duoc biét hoa nhung cho két qua lién két
dwong tinh véi cac té bao 3T3/hASIC1. Nhu dugc thé hién trong Bang 3, khang thé
khang ASICI duoc thir nghiém & nhiéu ndng d6 khang thé thé hién ai luc lién két FACS
cao v6i gia tri ECs) gin duing thip va bang 23 pM khi lién két véi cac té bao
3T3/hASICI.

Vi du 4. Khang thé khang ASICI e ché viée truyén tin hiéu té bao qua trung gian axit
trong thir nghiém dong canxi té bao

Pé phan tich chirc ning trc ché viée truyén tin hiéu té bao qua trung gian axit cla
khéng thé khéng ASICI, thtr nghiém do dong canxi té bao duuoc thuc hién st dung dong
té bao, HEK293 CL:1F10 (1F10), dugc chuyén nhidm tam thoi dé bidu hién ASICI
ngudi (cac axit amin 1-528 ¢6 mi sb truy cadp NCBI NP_0010862.2 [SEQ ID NO:401]).
Dong té biao nay dugc tao ra tir dong té bao gbc HEK293/D9 da duoc chuyén nhiém én
dinh dé biéu hién Par2 nguoi. Céac té bao da chuyén nhiém dugc u & 37°C, 5% CO, trong
2 ngay trudce khi dat lai vao dia thr nghi€ém day mau den, trong subt, 96 16 & néng do
100,000 té bao/15. Céac té bao nay dwoc phép két dinh vao dia & nhiét do trong phong
trong 20 phut, sau d6 4 qua dém & 37°C, 5% CO,.

Kit thit nghiém canxi Fluo-4 NW (Invitrogen, # F36206) dugc sir dung dé do muc
dong canxi ndi bao trong céc té bao dugc hoat hoa béng dém c6 do pH thép. bém tha
nghiém duge chuin bi theo hudng dan cﬂa nha san xuit. 50 pL probenecid (77 pg/ul)
duoc bd sung vao 5 mL dém C (2xHBSS), sau duoc bd sung vao thanh phan A (thudc
nhuém Fluo-4). Khang thé khang ASIC1 dugc pha lodng trong thudc nhudém Fluo-4 dén
ndng d6 250 nM dbi vé6i thir nghiém trc ché don diém. Khang thé trc ché dong canxi dugc
kich thich bing dém c6 do pH thip con duge phén tich thém trong tht nghiém nay st
dung nhiéu ndng do khang thé. Khang thé khang ASIC1 dugc pha loing dén ndng d6 250
nM trong thubc nhudm va 8 pha lodng pha loang theo ty 18 1:3 (ndm trong khoang tir 250
dén 0,1 nM) dugc ding dé x4c dinh gia tri ICsy tc ché ciia mdi khang th8. Méi trudng
nudi cy té bao duoc loai bo khoi dia thir chira céc t& bao va 50 pL thude nhudm Fluo-4
chira khéng thé khang ASIC1 sau d6 dwoc-bd sung vao. Pia nay duge 0 & 37°C, 5% CO,
trong 1 gio trude khi doc bang FLIPR Tetra (Molecular Devices).

D6 pH cta dém C dugc diu chinh dén do pH=5,0 hodc pH=5,5 va dugc bd sung

vao dia bio quan trudc khi bd sung vao céc té bao. Sau d6 FLIPR Tetra dugc bd sung 50
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uL dém c6 do pH thip tir dia bdo quan vao cic té bao trong dia thir nghiém & tc d6 50
ul/gidy. Tin hidu canxi dugc tao ra trong mdi 16 trong 10 gidy trude khi bd sung dém
(truée khi doc) va trong 100 gidy sau khi bd sung dém dwoc do bing FLIPR Tetra st
dung cai dat budc song kich thich & 470-490 nm va cai dat budc song phat xa 515-575
nm. Su khac nhau giita gi4 tri 16n nhit quén sat dugc sau khi bd sung dém va gia tri nhé
nhét trong toan bd thir nghiém bao gdm ca trudng hop trude khi doc va sau khi bd sung
dém duoc tinh toan va thé hién béng do thi st dung GraphPad Prism. Céc Kkét qué duoc
thé hién trong Bang 4 va 5.
Béng 4: Uc ché dong canxi té bao qua trung gian axit bing 250 nM khang thé khang
ASICI1 & pH=5,5va 5,0

FLIPR

Thir nghiém don diém 250 nM
Khang thé Do pH=5,5 Do pH=5,0
HIM6712N Yéu Am tinh
H3M6721N Duong tinh Duong tinh
HIM6718N Duong tinh Duong tinh
HIM7101N Am tinh Am tinh
HIM6716N Yéu Yéu
H3M6726N Am tinh Am tinh
H3M6720N Am tinh Am tinh
H3M6713N Yéu Yéu
H3M7102N Am tinh Am tinh
H3M6760N Duong tinh Yéu
H2M7103N Am tinh Am tinh
H3M6715N Yéu Yéu
H3M7118N Am tinh Am tinh
H4H6372P Yéu Am tinh
H4H6374P Yéu Am tinh
H4H6375P Yéu Yéu
H4H6379P Am tinh Am tinh
H4H6380P Yéu Am tinh
H4H6381P Yéu Am tinh
H4H6383P Am tinh Am tinh
H4H6362P Am tinh Am tinh
H4H6363P Am tinh Am tinh
H4H6364P Am tinh Am tinh
H4H6366P Am tinh Am tinh
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Bang 5: Tac dung e ché dong canxi té bao qua trung gian axit phu thudc lidu cia

khang thé khiang ASIC1 & pH=5,5 va 5,0

Duong cong liéu FLIPR
; z | % tc ché & A9 ICso nM & d9 % e ché & do ICso nM & dd
Khing thé pH=5,5 pH=5,5 pH=5,0 pH=5,0
- ~ -
HIM6712N 64% 6 M 10%, Khong phu | Khong phu
thudc liéu thudc liéu
H3M6721N 44% 0,3 nM 25% IC*
HIM6718N 78% 0,6 nM 48% IC*
5 - -
H3M6713N 63% 0,2 nM 23%, Khong phu | Khong phu
thudc liéu thudc lieu
- = -
H3M6715N 39% 0,1 nM 10%, Rhong phu | Khong phu
thudc liéu thudc liéu
5 . -
HIMG6716N 37% 1,1 nM 25% Khong phu | Khong phu
thudc liéu thudc licu
H3M6760N 71% 0,9 nM 56% 1 nM
- A —
HA4H6375P 27% 0,1 nM 10%, Khong phu | Khong phu
thudc li€u thudc liéu
H4H6380P Am tinh Am tinh Am tinh Am tinh
H4H6381P Am tinh Am tinh Am tinh Am tinh

Nhu duoc thé hién trong Bang 4, hai trong sb 24 khang thé, H3M672IN va
HIM6718N, thé hién mirc e ché dong canxi (duwong tinh) 16n hon 30% & mot ndng do
250 nM & ca @ pH=5,5 1an d6 pH=5,0, va mot khang thé (H3M6760N) thé hién mirc e
ché 16n hon 30% chi & d6 pH=>5,5. Hai muoi trong s6 24 khang thé & pH=5,5 va 17 trong
s6 24 khang thé & pH=5,0 dugc thir nghiém & mot ndng d6 250 nM khong thé hién mirc
tic ché do dwoc (4m tinh). 9 trong sb 24 khang thé & pH=5,5, va 5 trong sb 24 khang thé &
pH=5,0, dugc thir nghiém & mdt ndng d6 250 nM thé hién anh hudng lam giam dong
canxi & murc ndm trong khoang tir 10 dén 30% (yéu).

Nhu dugc thé hién trong Bang 5, tim trong s 10 khang thé dugc thi nghiém tac
dung wc ché phu thude litu & pH=5,5 thé hién muc @c ché (%) dong canxi nim trong
khoang tir 27% dén 78% va gia tri ICs, ndm trong khoang tir 0,1 nM dén 6 nM. Hai
khang thé dugc thir nghiém tic dung @c ché dong canxi phu thudc lidu & pH=5,5,
H4H6380P va H4H6381P, thé hién mirc trc ché khong do duge. Hai trong sé 10 khéng
thé dugc thir nghiém tac dung trc ché phu thude lidu pH=5,0, H3M6721N va HIM6718N,
thé hién muc Gc ché dong canxi 1an luot 12 25% va 48%, nhung gié tri [Cs5o khong thé xac
dinh duge (IC*) mic dit c6 thé hién su phu thude liéu. Mot trong s6 10 khang thé duoc
thir nghiém tac dung @c ché phu thudc lidu & pH=5,0, H3M6760N, thé hién mitc (rc ché
56% dong canxi va gia tri ICsy bang 1 nM. 5 trong s 10 khang thé duoc thir nghiém tac
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dung tac dung trc ché dong canxi phu thude lidu & pH=5,0 thé hién su tc ché khong phu
thudc lidu nhung e ché tir 10% dén 25% dong canxi & mbi ndng d6 khang thé dugc thir
nghiém. Hai trong s& 10 khang thé duogc thr nghiém tac dung e ché phu thudc lidu &
pH=5,0, H4H6380P va H4H6381P thé hién muirc Gc ché khong do dugc.

Vi du 5. Khang thé khang ASIC1 e ché dong ion ASIC1 do axit tao ra trong thir nghiém
kep rap ndi kep dién thé tu dong [Q-Patch]

Q-Patch (Sophion Bioscience, Inc., Ballerup, Denmark), mé6t hé théng kep rép ndi
dua trén vi chip, duogc st dung dé xac dinh kha ning tc ché dong ion ASIC1 & ngudi cia
khéng thé khang ASIC1 & dong té bao HEK293 dwoc chuyén nhiém dn dinh biéu hién
kénh ASICI c6 chidu dai day di & ngudi (HEK/hASICI; cac axit amin 1-528 ¢6 ma sb
truy cdp NCBI NP_001086.2) hoic dong ASICla & chudt & dong té bao 3T3 duoc
chuyén nhiém 6n dinh bidu hién kénh ASICla c6 chidu dai ddy du & ngudi
(3T3/mASICla; céc axit amin 1-526 c6 md s6 truy cAp NCBI NP_033727).

Cac té bao HEK/hASIC1 dugc nudi cly trong moi trudng c6 ndng dd glucoza cao
DMEM, 10% huyét thanh bao thai bé (fetal bovine serum - FBS), 1% axit amin khong
thiét yéu va 500 pg/mL Geneticin® (Invitrogen, # 10131). Céac t& bao 3T3/mASICla
duoc nuodi cdy trong mdi trudng co noéng do glucoza cao DMEM, 10% FBS, 1%
penixilin/streptomyxin/glutamin (Invitrogen, #10378-016), va 400ug/mL Geneticin®.
Viao ngay ghi két qua, cac té bao duge thu hoach bang dung dich lién két té bao Detachin
(Genlantis, San Diego, CA, # T100100), dugc ly tAm va tai tao huyén phu trong 1,4 mL
dung dich khéng chira huyét thanh [méi truong CHO-SFM-II (Invitrogen, # 31033),
HEPES 25 mM va penixilin/streptomyxin 100 don vi/mL]. Huyén phu chua té bao sau
d6 dugc U trong may lic trong 40 phut ¢ nhiét d6 phong (RT). Hai hodc ba khang thé
khang ASICI va khang thé ddi ching dugc chay song song trong mdt thr nghiém. Do
d6, vao thoi diém cudi ctia qua trinh 1, huyén phti chira té bao trong 4 dng (khoang 5x10°
té bao trong 300 puL/6ng) va khang thé dugc pha lodng dén ndng do cudi cing bang 100
nM truc tiép trong céc 6ng cho thtr nghiém mot diém, hodc & khoang néng dd cho céac thir
nghiém dép tmg liéu va sau d6 U trong may lic trong 20 phtit & RT. vao thoi diém cudi
clia qué trinh 0, c4c té bao duoc nap 1én Q-Patch.

Cac té bao diu tién phu bing dém & d6 pH=7.4 (NaCl 140 mM, KCI 4 mM,
MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM, glucoza 5 mM va HEPES 10 mM) chia 0,2% (trong

lugng/thé tich) albumin huyét thanh bo (dém ngoai bao) va khing thé quan tam & ndng
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do cubi cung 100 nM cho céc thir nghi€ém don diém, hodc & khoang néng dd cho cac thi
nghiém dép tmg lidu, dirgc bd sung vao va duge phép U trong khoang 3 phit. Sau do,
dong ASIC1 & ngudi duge tao ra trong 1 gidy bang cach bd sung dém ngoai bao dé didu
chinh d9 pH=6,0 déng thoi gilt cac té bao & dién thé gitt -80 mV. 30 uM amilorit dugc bd
sung vao sau mdi 1an ghi trén Q-Patch dé chting minh ring cac t& bao nay c6 dap tng
trong toan by thir nghiém. Thanh phan ciia dung dich noi bao ding dé ghi 1a CsCI 140
mM, MgCl, 4 mM, EGTA 10 mM va HEPES 10 mM; duoc didu chinh v& pH=7,3 bing
CsOH. |

Tat ca cac khang thé khang ASICI dugc thir nghiém véi bén ban sao song song
v6i khang thé dbi chiing khong lién quan. Viéc tc ché kénh dugc xac dinh dudi dang %
tic ché dong ASIC khi c6 mat khang thé khang ASICI so véi dong ASIC khi c6 mit
khang thé dbi ching khéng lién quan, dugc tinh trung binh tir nhiéu thir nghiém trc ché.
Cac két qua duoc tém tit trong Bang 6.

Bang 6: % Uc ché dong ASIC1 do axit tao ra & ngudi bing khang thé khang ASICI &

100 nM
Mikc d9 irc ché
S6 15 dwoe thir Nong d¢ khang dong ASIC1
Khing thé nghiém thé (nM) (%)
HIM6712N 10 100 0
H3M6715N 7 100 30
H3M6720N 7 100 82
H3M6726N 3 100 85
H3M6721N 14 100 100
HIM6718N 8 100 100
H4H6372P 4 100 0
H4H6374P 8 100 0
H4H6375P 5 100 0
H4H6379P 4 100 30
H4H6380P 5 100 0
H4H6381P 6 100 25
H4H6383P 4 100 15
H4H6362P 4 100 29
H4H6363P 4 100 0
H4H6364P 2 100 0
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H4H6366P 8 100 72
H3M7099N 4 100 25
HIM7101N 4 100 97
H3M7102N 3 100 100
H2bM7103N 7 100 92
H3M7104N 7 100 35
HIM7117N 4 100 30

Nhu dugce thé hién trong Bang 6, 17 trong sb 23 khang thé duogc thir nghiém & 100
nM trén Q-Patch thé hién chirc ning trc ché dong ASIC1 & ngudi véi 9 trong sd 17 khang
thé c6 murc e ché 16n hon 70%. 11 khang thé (HIM6718N, H3M6720N, H3M6721N,
H3M6726N, H4H6366P, HIM710IN, H3M7102N, H2bM7103N, H3M7118N,
H4H6718N, va H4H6721N2) con dugce thir nghiém vé kha ning trc ché dong ASIC1 &
ngudi & cac néng do khac nhau trén Q-Patch, va 9 khang thé (H4H6718N, H3M6720N,
H3M6721N, HIM7101N, H3M7102N, H2bM7103N, H3M6726N, H4H6366P, va
H3M7118N) dugc thir nghiém kha ning e ché dong ASIC1 & chudt. % e ché duoc
quan sat thAy ddi voi cac khang thé dugc tom tit & Béang 7 (ASIC1 nguoi) va Bang 8
(ASICI chubt).

Béang 7: % Uc ché dong ASIC1 ngudi do axit tao ra clia khang thé khang ASIC1 & cac
nong do khang thé khac nhau

| S616 dwgc thit | Nong @9 khang | Mikc d§ e ché dong ASIC1

Khéng thé nghiém thé (nM) (%) + SEM

4 100 1000

18 10 99 + 1
HIM6718N

13 1 63+13

8 0,1 0+0

13 100 83+9

8 50 88+6
H3M6720N

3 10 70

4 1 0

14 100 100

8 50 100
H3M6721N

11 10 75+ 10

6 1 30

14 100 77+3
H3M6726N

12 10 30+ 11
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7 1 15+ 15

7 100 76+ 6
H4H6366P 6 10 538

7 1 38+ 15

4 100 97

10 10 99 + 0,7
HIM7101N 4 5 96

10 1 5718

4 0,1 7

4 100 99

8 10 96+ 1
H3M7102N

3 5 35

10 1 00

7 100 96 + 3

3 50 9

H2bM7103N

5 10 6115

4 1 0

2 100 99
H3M7118N 2 10 89

2 1 30

7 10 100

6 5 98 + 2
H4H6718N 3 L 27

8 0,6 66+ 6

4 03 54

4 0,1 12

7 10 95+ 2

13 5 93+ 1
H4H6721N2 i ! 20+ 10

8 0,6 32.7+0,1

3 03 40

4 0,1 1
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Béng 8: % Ut ché dong ASIC1 chubt do axit tao ra ctia khang thé khang ASIC1 & cac

néng do khang thé khac nhau
, Nong do_ Mikc d9 e ché dong
] S6 16 dwoc khang thé ASIC1
Khang thé | thir nghiém (nM) (%) + SEM
10 10 90
4 5 98
3 2 96
H4H6718N 3 i 7
9 0,3 36 +3
2 0,1 20
4 100 83
4 50 83
H3M6720N 3 10 46
4 5 19
10 12 +3
6 0,1 21+38
4 100 91
H3M6721IN 3 10 57
4 1 0
H4H6721N2 8 25 2=l
7 10 62
HIM710IN 4 100 90
H3M7102N 4 100 100
8 100 67 +2
3 50 77
H2bM7103N : 10 30
2 5 32
10 33+5
7 0,1 31
4 100 51
H3M6726N : 20 38
3 5 23
4 1 3
1 100 46
H4H6366P 4 10 30
3 5 28
4 1 10
H3M7118N 7 100 92 +3
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3 50 87

8 10 36 +23
4 5 12

6 1 6 *6

Nhu dugc thé hién trong Bang 7, mét khang thé, H3M6726N, trc ché dong ASIC1
ngudi véi ICsy biéu kién 16n hon 10 nM, trong khi d6 6 khang thé (H3M6720N,
H3M6721N, H4H6366P, H3M7102N, H2bM7103N va H3M7118N) trc ché dong ASICI
ngudi véi ICsy biéu kién bang 10 nM hodc nhé hon. Bén khang thé, HIM6718N,
HIM7101N, H4H6718N, va H4H6721N2, tic ché dong ASICI ngudi véi ICs, biéu kién
nho hon InM.

Nhu dugc thé hién trong Bang 8, 6 trong sb 10 khang thé khang ASICI
(H4H6718N, H3M6721N, H4H6721N2, HIM7101N, H3M7102N va H3M7118N) dugc
thir nghiém trén cac té bao biéu hién & chudt ASIC1 trc ché 90 d&én 100% dong ASICI &
chudt & ndng dd khang thé cao nhét duogc thu nghiém, trong khi d6 bbn khang thé
(H3M6720N, H3M6726N, H4H6366P, va H2bM7103N) chi rc ché dong nay khoang
80% hodc nhé hon. H3M7118N, H2bM7 103N, H3M6720N va H3M6721N twc ché dong
ASICI & chudt v6i ICsq biéu kién nho hon 25 nM. H4H6718N tc ché dong ASIC1 ngudi
ICs) biéu kién nhd hon 1nM.

Q-Patch ciing duoc sir dung dé xac dinh kha ning @c ché dong ASIC1 cua khang
thé khang ASIC1 H4H6718N & dong t& bao ND7/23 (ECACC, # 92090903), ma la dong
té bao dung hop ciia u nguyén bao thin kinh & chudt va t& bao hach ré lung tiy séng &
chudt dong bidu hién noi sinh ASIC1 & chudt ddng.

Céc té bao ND7/23 duoc nudi ciy trong méi trudng c¢6 ndng do glucoza cao
DMEM chtra 10% FBS, 2mM glutamin, 1% penixilin-streptomyxin (Invitrogen, # 10378-
016). Mot ngay sau khi gieo mam, céc té bao ND7/23 dugc biét héa bing cach thay thé
mbi trudng nudi cdy bing moi trudng c6 ndng do huyét thanh thdp (0,5% FBS) chura 1
mM dibutyryl-AMP vong (Santa Cruz, # sc-201567A). Vo ngay ghi két qua, cac té bao
dugc thu hoach st dung chét thr lam tan t& bao StemPro Accutase (Invitrogen, #
A11105-01), dugce ly tam, va tai tao huyén phu trong 1 mL dung dich d€ém ngoai bao.
Huyén phti chira té bao nay sau d6 dugc nap 1én Q-Patch.

Cac té bao diu tién dugc phii bang dung dich dém ngoai bao & pH=7,4 (NaCl 1.40
mM, KCI 4 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM, glucoza 5 mM va HEPES 10 mM, dugc
diéu chinh dén pH=7,4 bang NaOH) chura 0,2% (trong lwgng/thé tich) albumin huyét
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thanh bo trong 6 phut dé 1am 6n dinh miéng kep. Dong ASIC1 & chudt ddng sau d6 duge
tao ra trong 1 gidy bang cich bd sung dém ngoai bao, ma dwge didu chinh dén pH=6,0,
trong khi d6 céc té bao nay duoc giit & dién thé giit biang -80 mV. Dong ASIC1 & chuot
déng dugc tao ra 2 lan trong dém ngoai bao & pH=6 va sau do, 2 14n nita & cung dém
ngoai bao chita 10 nM khéng thé ddi chimg cung loai hodc 10 nM khang thé khang
ASIC1 (H4H6718N, H3M6720N, H2bM7103N, H3M6726N, H4H6366P va
H3M7118N). Sau khi ghi déi véi khang thé khang ASIC1, 10 nM chét dbi khang ASICI1
chon loc, PcTx1 (Alomone Labs, # STP-200) dugc bd sung vao cac té bao dé danh gia
vai trd ctia dong ddc hiéu ASIC1 dbi véi dong dugc tao ra boi dém ngoai bao & pH=6.
Thanh phan cta dung dich dém ndi bao ding dé ghi 14 CsF 120 mM, NaCl 15 mM,
EGTA 10 mM va HEPES 10 mM; duoc diéu chinh dén pH=7,3 bang CsOH.

Mitic tic ché kénh dugc xéc dinh dudi dang % e ché dong ASIC khi ¢6 mat khéng
thé khang ASIC1 so v6i dong ASIC do duoc trude khi ding khang thé va dugc so véi %
trc ché dong ASIC khi ¢6 miat PcTx1, ma dugc st dung dé xac dinh muc tc ché dong déc
hiéu ASIC1 16n nhat. Cac két qua dugc thé hién trong Bang 9.

Bang 9: % Uc ché dong ASICla do axit tao ra & chudt ddng &
cac t& bao ND7 ctia khang thé khang ASIC1

S6 16 dwoc thir Nong do khang | Mikc dd trc ché dong ASIC1

Khang thé nghiém _ thé (mM) (%) + SEM
H4H6718N 9 10 100
H3M6720N 4 10 43+ 15
H2bM7103N 5 10 26+ 14
H3M6726N 5 10 7+6

H4H6366P 3 10 36+ 20
H3M7118N 10 10 65+ 11

Ddi chimg cing loai 21 10 15 3

Nhu duge thé hién trong Bang 9, H4H6718N thé hién muc e ché 100% dong ASIC1
& chudt dong & cac té bao ND7/23 da biét hoa & ndng d6 10 nM (n= 9) trong khi d6
H3M6720N va H3M7118N tic ché dong ndy véi mic gin 43% va 65% twong ung. Ba
khang thé (H2bM7103N, H3M6726N va H4H6366P) khong thé hién mirc wrc ché dang ké
dong ASICI & chudt ddng & 10 nM trong céc thir nghiém nay.
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Vi du 6. Khang thé khang ASIC1 tic ché dong ion ASICI1 do axit tao ra trong thir nghiém
kep rap ndi kep dién thé tu dong [Port-A-Patch]

Port-A-Patch (Nanion Technologies Inc., North Brunswick, NJ), mot hé théng kep
rap ndi dva trén vi chip, dugc st dung dé xac dinh gia tri ICs5y cia khang thé khéng
ASIC1 HIM6718N can dé we ché dong ion ASIC1 & ngudi cta khang thé khang ASIC1
& dong té bao HEK293 duoc chuyén nhidm 8n dinh biéu hién kénh ASIC1 c6 chidu dai
diy di & ngudi (HEK/hASICI; cic axit amin 1-528 ¢6 ma s truy cédp NCBI
NP_001086.2).

Céc té bao HEK/hASICI duogc nudi cdy trong moi trudng c6 ndng do glucoza cao
DMEM, 10% huyét thanh bao thai bé (fetal bovine serum - FBS), 1% axit amin khong
thiét yéu va 500 pg/mL Geneticin® (Invitrogen, # 10131).. Vao ngay ghi két qua, cac té
bao duoc thu hoach bing dung dich lién két t& bao Detachin (Genlantis, San Diego, CA,
# T100100), duge ly tAm va tai tao huyén phu trong 500 uL dung dich dém ngoai bao
(NaCl 140 mM, KCI 4 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM, glucoza 5 mM va HEPES 10
mM, d6 pH=7,4 bing NaOH). Huyén phi chta té biao nay sau d6 dugc nap lén Port-a-
Patch.

Céc té bao dau tién pha bang dém & do pH=7,4 chira 0,1% (trong lugng/thé tich)
albumin huyét thanh bo trong khoang 5 phut dé 1am 6n dinh kep. Sau d6, dong ASIC1 &
ngudi duge tao ra trong 3 gidy biang cach bd sung dém ngoai bao d& didu chinh do
pH=6,0 ddng thoi giir cac té bao & dién thé giit -80 mV. Dong ASIC1 nguoi dugce tao ra
3 lan (mdi 14n 2 phiit) & trong dém ngoai bao c6 dd pH=6,0 va 3 lan trong dém ngoai bao
do pH=6,0 100nM khang thé dbi ching cung loai hodc 10, 3, 1, 0,8 hoic 0,6 nM khéng
thé khang ASIC1 HIM6718N. 30 uM amilorit trong dém ngoai bao c¢6 d pH=6,0 dugc
bd sung vao sau khi hoan thanh cac phép do duoc kich thich bang pH dé ching minh
ring cac té bao niy c6 dap tmg trong toan bo thir nghiém. Thanh phén ciia dung dich ndi
bao dung dé ghi la: CsF 120 mM, NacCl, 15 mM, EGTA 10 mM va HEPES 10 mM; duoc
diéu chinh v& pH=7,3 bing CsOH.

Mitc tic ché kénh duoc xéac dinh dudi dang % e ché dong ASIC khi ¢6 mit khang
thé khang ASICI so véi dong ASIC truée khi dung khang thé. Két qua duoc tinh trung
binh tir nhidu thir nghiém e ché. % e ché dong ASIC1 ngudi & ndng do khang thé
HIM6718N 14 10, 3, 1, 0,8 va 0,6 nM dugc tom tét trong Bang 10.

-47-



32446

Bang 10: % Uc ché dong ASIC1 ngudi clia khang thé khang ASICI
& cac nong do khac nhau

| S616 dwgc thir | Nong do khéng Mikc d9 e ché dong ASIC1

Khéng thé nghiém thé (nM) (%) + SEM

3 10 94 % 1

3 3 86+ 7
HIM6718N 4 1 76+ 6

3 0,8 33£6

4 0,6 17£9
g | :

HIM6718N thé hién su trc ché phu thudc lidu dbi véi dong ASICI ngudi véi ICs,
tinh dugc bing 860 pM, trong khi d6 khang thé ddi ching cung loai khong thé hién tac
dung trc ché dong nay & ndng do biang 100 nM.

Vi dy 7. Khang thé khang ASIC1 lam giam dép tng dau mdi tang & md hinh chudt

Trong vi du nay, kha ning lam giam ching dau ndi tang chimg dau ciia khang thé
khang ASIC1 HIM6718N & md hinh co thit bit thuong do axit axetic tao ra dugc danh
gid. Chudt C57BL/6 kiéu dai tir phong thi nghiém Jackson (Bar Harbor, ME) dugc sit
dung & trong thir nghiém nay. 5 nhém chudt khac nhau (n=10) nhan 10 mg/kg (dudi da)
khang thé d6i chimg ciing loai hoic 1 hodc 10 mg/kg (dudi da) HIM6718N. 20 gi¢ sau
khi khang thé dung tit ci 5 nhém chudt nay duoc tiém trong mang bung axetic 0,6%,
viéc ndy s& duoc tao ra hanh vi co dudi chan bat thudong nhu phong doan (vi dy, co lai)
ma dugc dém bing ngudi quan sat khong biét nhém chudt ndo duge ding khang thé (tht
nghiém mu) trong thdi gian 1én dén 30 phut sau khi tiém. Céac két qua cua thi nghiém
nay, duoc thé hién bang % thay dbi téng s6 14n co chan bat thudng, dugc thé hién trong
Bang 11 (tat ca s liéu dugc thé hién bing gia tri trung binh + do 1éch chudn (SEM)).
Béang 11: Anh hudng ctia khang thé khang ASIC1 dén su co dudi bat thuong dugc tao ra

bang céach tiém axit axetic

% thay doi s6 1n co dudi bat thuwong
Liéu HIM6718N s0 v6i d6i chirng
1 -32,06 + 15,8
10 -46,57 + 19,3

Vi du ndy cho thay khing thé khang ASIC1 (H1M6718N), dugc biét 1a c6 kha ning
trc ché dong ASIC1 do axit tao ra (xem vi du 4 dén 6) lam gidm hiéu qué dép tng dau ndi
tang do axit tao ra trén mo hinh chudt. .

Vi du 8. Khang thé khang ASIC1 tao ra tic dung giam dau khi kich thich co hoc khong
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gdy hai trén mo hinh chudt

Trong vi du niy,, kha ning tao ra tac dung giam dau cia khang thé khang ASICI
(HIM6718N) khi dép tng véi kich thich ap luc/kep khong gy hai dugc danh gia.

Chudt C57BL/6 tir phong thi nghiém Jackson (Bar Harbor, ME) dugc st dung
trong thtr nghiém nay. Céc nhém chudt khac nhau dugc nhan HIM6718N véi lidu 1, 10,
hoic 40 mg/kg (dudi da), hoic khang thé di chimg cing loai véi lidu 10 mg/kg (duéi
da). 20 gid sau khi dung khang thé, cic nhém khac nhau nay (n=10) duoc thir nghiém
ngudng cam nhén dau do kich thich co hoc, ma duoc xac dinh bing ngudng co chén khi
kep co sinh do6i céng chan hodc dudi (Model #2455, IITC Life Science, Woodland Hills,
CA). Cam nhén dau do kich thich co hoc & dudi duge x4c dinh & chudt duge diéu tri bang
HIM6718N véi lidu 1 mg/kg va 10 mg/kg ngoai viée chiing duoc didu tri bang déi ching
cung loai. Cam nhan dau do kich thich co hoc & co sinh déi céng chan hodc dudi duoc
xac dinh ¢ chudt duge didu tri bing HIM6718N véi lidu 10 mg/kg va 40 mg/kg ngoai
viée chiing dwgc diéu tri bang dbi ching cing loai. Cac két qua cua thir nghiém duoc thé
hién b?mg ngudng co chan khi bi kep tinh theo don vi gam (trung binh + d6 l1éch chuin
d6i v6i mdi nhom chudt), duge thé hién trén Fig.1, d6 thi A va B.

Trong ca hai thir nghiém nay, viéc didu tri bing HIM6718N lam ting dang ké
ngudng co chan & liéu khang thé cao nhét dugc thir nghiém (10 mg/kg & thir nghiém &
dudi [Fig.1, dd thi A] va 40 mg/kg & thir nghiém & co sinh dbi cing chan [Fig.1, db thi
B]) so v6i d6i ching cing loai nhu duge xac dinh bing ANOVA (p=0,0015 cho thu
nghiém & dudi va 0,0228 cho thir nghiém & co sinh d6i cing chén) va biang kiém dinh
Bonferonni post-hoc (* = p<0,05).

Vi du 9. Khang thé khang ASIC1 lam giam dau co & mé hinh chudt

Trong vi du nay, kha ning lam giam dau do tiém nuéc mudi c6 tinh axit (pH=5,5)
hozc 3% caragenan ciia khang thé khang ASIC1 HIM6718N va H4H6721N2 duge danh
gia.

Chudt C57BL/6 tir phong thi nghiém Jackson (Bar Harbor, ME) dugc st dung
trong tht nghiém nay. Trong thtr nghi¢m dAu tién, cac nhém chudt khac nhau duoc nhan
khang thé déi chimg cing loai véi liéu 10 mg/kg (du6i da) hodc HIM6718N véi lidu 10
mg/kg (duéi da), hogc. 20 gid sau khi ding khang thé, tit ca s6 chudt nay duoc tiém bip
nude mudi cé tinh axit (pH=5,5) vio trong co sinh doi cing chan, ma tao ra sy ting cim

dau manh do kich thich co hoc ban d4u trong vai ngay nhu dugc xac dinh bing ngudng
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co chén khi kep co (Model #2455, IITC Life Science, Woodland Hills, CA). Cac két qua
duoc thé hién trén Fig.2.

Trong thr nghiém thtr hai, cdc nhém chudt khac nhau dugc nhan khang thé dbi
chimg cung loai véi liéu 10 mg/kg (dudi da); HIM6718N véi lidu 10, hodc 40 mg/kg
(duéi da); hodc H4H6721N2 10 hodc 30 mg/kg (dudi da). 20 gid sau khi ding khang thé,
tat ca s6 chudt nay duogc tiém bép nude mubi co tinh axit (pH=5,5) vao trong co sinh doi
cang chin, ma tao ra sy ting cam dau manh do kich thich co hoc ban diu trong vai ngay
nhu dugc xac dinh béng ngudng co chan khi kep co (Model #2455, IITC Life Science,
Woodland Hills, CA). Cic két qua dwoc thé hién trén Fig.3A (10 va 40 mgke
HIM6718N) va 3B (10 va 30 mg/kg H4H6721N2).

Céc két qué thtr nghiém, nhu dugc thé hién trong Fig.2 va 3, duoc thé hién béng %
thay dbi ngudng co chin so v&i ban dau (tit ca sb liéu duge thé hién bang trung binh + do
1éch chudn). D6i v6i ca hai thir nghiém, quan st dugc tdc dung chinh dang cha y khi diéu
tri bang HIM6718N st dung cac phép do ANOVA Lip lai (p=0,0363 dbi v6i nudc mubdi
c6 tinh axit va 0,0193 dbi v6i caragenan). D6i voi thie nghiém thr hai, quan sat dugc tac
dung chinh déng chu ¥ khi diéu tri bing HIM6721N2 st dung cac phép do ANOVA lip
lai (p= 0,0018). * = p<0,05 va ** =p <O;Ol trong kiém dinh Bonferonni post-hoc tai 1
thoi diém nhit dinh. Do d6, ca hai khang thé déu thé hién tac dung gidm dau co dang ké
trong hé thdng thir nghiém dugc st dung & day.

Vi du 10. Hiéu lyc ctia khang thé khang ASIC1 & mé hinh dau gidng bénh than kinh do
hoéa tri li¢u gay ra

Vi du ndy ndy dénh gid kha ning lam giam dau giéng bénh than kinh cta khéng
thé khang ASIC1 H4M6718N khi toan thin tiép xtc voi héa tri liéu taxol. Chuot
CS7BL/6 tir phong thi nghiém Jackson (Bar Harbor, ME) duoc sit dung trong thir nghiém
nay. Sau khi ddnh gi4 hanh vi ban dau, tit ca s6 chudt nay dugc nhin ché do didu tri bing
taxol (4 mg/kg, cach ngay, téng 4 lidu) trude khi bit diu dung khéng thé theo sang ché.
Céc nhom chudt khac nhau nhan khang thé déi ching cing loai véi lidu 30 mg/kg (dudi
da), HIM6718N véi liéu 30 mg/kg (dudi da), hodc gabapentin v6i lidu 100 mg/kg (dudi
da). Khang thé dwoc dung 24 gidr trude khi quan sat hanh vi mdi tudn va gabapentin duoc
dung 2 gid trude khi quan sat hanh vi mdi tudn. Mirc ting cam dau do kich thich co hoc
duoc do & tit ca cac nhom st dung soi von Frey (#58011, Stoelting Co., Wood Dale, IL)
theo phuong phap 1én xudng ciia Dixon (Chaplan et al., J Neurosci Methods. 53(1):55-
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63). Cac két qua ctia thir nghiém nay duoc thé hién trén Fig.4 (At ca sb liéu duoc thé hién
bang trung binh + d0 léch chun). v

Nhu duge minh hoa trén Fig.4, khi diéu tri bing HIM6718N va diéu tri bing
gabapentin déu quan sat thiy tac dung chinh d4ng ké so v6i nhom duoc didu tri bang dbi
ching clng loai bing cac phép do ANOVA lap lai (p=0,0003 déi véi HAH6718N,
p<0,00001 dbi véi gabapentin). Do d6, vi du nay goi y ring khang thé khang ASICI theo
sang ché ¢ hiéu qua cao trong viéc lam gidm dap Gng dau do hoéa tri liéu gay ra.

Tém lai, cac két qua cta cac vi du néu trén déu cho thiy khang thé khéang ASIC1
6 thé dugc dung dé wc ché rat nhidu tinh trang dau khac nhau.

Sang ché khong bi gi6i han pham vi béi cac phuong an cu thé dwge md ta & day.
Céc cai bién khac nhau cua sang ché dbi voi cac phuong dn duge mod ta & day cé thé duoc
ngudi ¢6 k§ nang trong linh vuc k¥ thuét nay tao ra dua vao phin mé ta & trén va cac
hinh vé& di kém. Céc cai bién nay ciing ndm trong pham vi cia cac diém yéu ciu bao ho

dudi day.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé phan l4p hoic manh lién két khang nguyén cta né lién két dic hidu véi
ASIC1 duoc biéu hién trén bé mit té bao (SEQ ID NO: 401), trong d6 khang thé hogc
ménh lién két khang nguyén bao gdm ving xac dinh tinh b tro ctia chudi ning (Heavy
chain complementarity determining region - HCDR) 1 ¢6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 36, HCDR2 c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 38, HCDR3 c¢6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 40, vung x4c dinh tinh bd tro cta chudi nhe
(Light chain complementarity determining region — LCDR) 1 c6 trinh tr axit amin néu
trong SEQ ID NO: 44, LCDR2 c¢6 trinh. ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 46 va
LCDR3 c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 48.

2. Khang thé phan l4p hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé
hodc manh lién két khang nguyén nay bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning (Heavy
chain variable region — HCVR) c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 34 va ving
bién d6i cta chudi nhe (Light chain variable region — LCVR) ¢6 trinh tu axit amin néu

trong SEQ 1D NO: 42.

3. Khang thé phan 14p hodc manh lién két khang nguyén cta né canh tranh lién két voi
ASIC1 duoc bidu hién trén bé mit té bao v6i khéng thé tham chiéu bao gdm HCVR ¢6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 34 va LCVR c¢¢ trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 42.

4. Khang thé phan lap hodc manh lién két khang nguyén cta né lién két dic higu véi
ASIC1 dugc biéu hién trén bé mit té bao (SEQ ID NO: 401), trong d6 khang thé hoic
manh lién két khang nguyén nay bao gdm CDR chudi ning va CDR chudi nhe cta cip

trinh tu axit amin HCVR/LCVR c¢0 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 34 va 42.

5. Dugc pham chira khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo diém bit ky trong

s§ cac diém tir 1 dén 4 va chéit mang hoic chét pha loang dugc dung.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals,

<120>

<130> 7250A-WO

<140>
<141>

duoc ky hiéu
va ndp kem theo

<150>
<151>

61/592,837
2012-01-31

<150>
<151>

61/644,038
2012-05-08

<150>
<151>

61/692,925
2012-08-24

<160> 401

<170>

<210> 1
<211> 348
<212> ADN
<213> Nhan

<220>
<223> Tdéng
<400> 1

caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacaag
tcacagaagt
atggaactga
ctcgtcctgg

<210> 2
<211> 116
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 2

Gln Val
1

Ser Met

Asp Ile
35
Gly Trp

tao

hop

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gtagcctcag

gctactgggg

tao

hop

Gln Leu Vél Gln Ser

5

Lys Val Ser Cys Lys

20

Asn Trp Val Arg Gln

Met Asn Pro Arg Ser

tggggctgaa
caccttcacc

gatggggtgg
agtcaccatg
gtctgatgac
ccagggaacc

40

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Thr

Gly Ser

Inc.

FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

gtgaagaagc
atttatgata
atgaacccta
accaggaaca
acggccgtgt
ctggtcaccg

Glu val
10

Gly Tyr
Gly Gln

Thr Gly

-57-

ctggggcctc
tcaactgggt
ggagtggtag
cctccataaa
attactgtgt
tctcctea

Lys Lys

Thr Phe
30
Leu
45
Ser

Gly

Tyr

Pro

Thr

Glu

Gln

KHANG THE KHANG ASIC1 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

aatgaaggtc
gcgccaggcec
cacaggctat
cacagccttc

gagagggcaa

Gly Ala
15

Ile Tyr
Trp Met

Lys Phe

60

120
180
240
300
348



50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu
Val Arg Gly

Thr Val Ser
115

<210> 3
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 3
ggatacacct

<210> 4
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 4

55

32446

60

Val Thr Met Thr Arg Asn Thr Ser Ile Asn Thr

70

75

Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr

85

90

Gln Leu Val Leu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100
Ser

tao

hop

tcaccattta tgat

tao

hop

105

Gly Tyr Thr Phe Thr Ile Tyr Asp

1

<210> 5
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 5
atgaacccta

<210> 6
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 6

5

tao

hop

ggagtggtag caca

tao

hop

Met Asn Pro Arg Ser Gly Ser Thr

1

5

-58-

110

Ala Phe
80

Tyr Cys

95

Leu Val

24

24



<210> 7
<211> 27
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 7
gtgagagggc

<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 8

tao

hop

aactcgtcct

tao

hop

32446

gggctac

Val Arg Gly Gln Leu Val Leu Gly Tyr

1

<210> 9
<211> 339
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 9

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcc
ccgtacactt

<210> 10
<211> 113
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 10

Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ser Thr Pro
35
Pro Pro Lys
50

5
tao
hop
tgacccagtc tccagactcc ctggctgtgt
agtccagcca gagtgttgta tacagttcca
agaaaccagg acagcctcct aaactgctca
tccectgaccg attcagtgge cgcgggtctg
tgcaggctga agatgtggcg gtttattact
ttggccaggg gaccaagctg gagatcaaa
tao
hop
Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
5 10
Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
40
Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr

55

-59-

ctctgggcga
cccctaagaa
tttactgggce
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val Ser

Ser Val Val
30
Gln Lys Pro
45
Arg Glu

60

Ser

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc
tttttctact

Leu Gly
15

Tyr Ser
Gly Gln

Gly Val

27

60

120
180
240
300
339



Pro Asp Arg Phe
65

Ile Ser Ser Leu

Tyr Phe Ser Thr
100

Lys

<210> 11

<211> 36

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 11

32446

Ser Gly Arg Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80
Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
105 110

cagagtgttg tatacagttc cacccctaag aactac

<210> 12

<211> 12

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 12
Gln Ser Val Val
1

<210> 13

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 13
tgggcatct

<210> 14

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 14
Trp Ala Ser
1

Tyr Ser Ser Thr Pro Lys Asn Tyr
5 : 10

-60-
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Ala
Ser
25

Thr

Ser

gtgaagaagc
atttatgata
atgaacccta
accaggaaca
acggccgtct

ctggtcaccg

Glu Val
10

Gly Tyr
Gly Gln

Thr Gly

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 15

cagcaatatt tttctactcc gtacact

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 16

Gln Gln Tyr Phe Ser Thr Pro Tyr Thr

1 5 ’

<210> 17

<211> 348

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Téng hogp

<400> 17

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc

actggacaag ggcttgagtg gatggggtgg

tcacagaagt tccagggcag agtcaccatg

atggagctga gtagcctcag atctgaggac

ctcgtcctgg gctactgggg ccagggaacc

<210> 18

<211> 116

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 18

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Gly Trp Met Asn Pro Arg Ser Gly
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg

Asn

Thr Ser

-61-

ctggggcctc
tcaactgggt
ggagtggtag
cctccataaa
attactgtgt
tctcctea

Lys Lys

Thr Phe
30
Leu
45
Ser

Gly
Tyr

Ile Asn

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

agtgaaggtc
gcgccaggcce
cacaggctat
cacagccttc

gagagggcaa

Gly Ala
15
Ile Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Phe

27

60

120
180
240
300
348
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65 -~ 70

80

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

85 90

95

Val Arg Gly Gln Leu Val Leu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

100 105
Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 19
ggatacacct tcaccattta tgat

<210> 20

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 20
Gly Tyr Thr Phe Thr Ile Tyr Asp
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 21
atgaacccta ggagtggtag caca

<210> 22

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 22

Met Asn Pro Arg Ser Gly Ser Thr
1 -5

<210> 23

-62-

110

24

24



<211>
<212>
<213>

27
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 23
gtgagagggc

<210> 24
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> Tdéng

<400> 24

tao

hop

aactcgtcct

tao

hop

32446

gggctac

Val Arg Gly Gln Leu Val Leu Gly Tyr

1

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

25
339
ADN
Nhén

<220>
<223> Tbng
<400> 25

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcc
ccgtacactt

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

26
113
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tbéng

<400> 26

Asp Ile Val Met Thr

1

Glu Arg Ala Thr Ile

20

Ser Asn Thr Lys Asn

35

Pro Pro Asn Leu Leu

50

Pro Asp Arg Phe Ser

65

5

tao

hop

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tcecctgaccg
tgcaggctga
ttggccaggg

tao

hop

5

Gln Ser
Asn Cys
Tyr Leu
Ile Tyr
55

Gly Arg
70

tccagactcc
gagtgttgta
acagcctcct
attcagtggc
agatgtggcg
gaccaagctg

Pro

Lys
25

Ala
40
Trp

Gly

Asp
Ser
Trp
Ala

Ser

ctggctgtgt
tacagttcca
aacctgctca
cgcgggtctg
gtttattact
gagatcaaa

Ser
10

Ser Gln

30

Tyr Gln
Ser
60
Gly
75

-63-

Leu Ala

Thr Arg

Thr Asp

ctctgggcga
acactaagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Ser

Gln
45

Val Ser
Val Val
Lys Pro
Glu Ser

Phe Thr

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc
tttttctact

Leu
15
Tyr

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val

Thr
80

Leu

27

60

120
180
240
300
339



32446

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

85 90

95

Tyr Phe Ser Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100
Lys

<210> 27

<211> 36

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 27

105

cagagtgttg tatacagttc caacactaag aactac

<210> 28

<211> 12

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 28

Gln Ser Val Val Tyr Ser Ser Asn Thr Lys Asn Tyr

1

<210> 29

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 29
tgggcatct

<210> 30

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hogp

<400> 30
Trp Ala Ser
1

<210> 31
<211> 27

5 10

-64-

110

36



<212>
<213>

ADN
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 31

tao

hop

32446

cagcaatatt tttctactcc gtacact

<210> 32
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 32

tao

hop

Gln Gln Tyr Phe Ser Thr Pro Tyr Thr

1

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

33
348
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 33

gaggtgcagc
tcctgtgeag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
tataaatggc

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

34
116
PRT
Nhén

<220>
<223> Tdéng
<400>
Glu
1
Ser

34

Leu
20
Ala Met
35
Ser
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Gly

Val Gln
Arg
Ser
Ile
Arg

Met

5

tao

hop

tgttggagtc
cctctggatt
gactggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

agccctgggg

tao

hop

Leu Leu

Leu Ser
Trp Val
Ser
Phe Thr

Asn Ser

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
Ser Gly
Ile Ser

70
Leu Arg

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaacc

Gly

Ala
25

Ala
40
Gly
55

Arg

Ala

Gly
Ser
Pro
Giy
Asp

Glu

ttggtacagc
agctttgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgcat
ctggtcaccg

Gly Leu

Gly Phe
Gly Lys

Thr His

60

Ser
75
Thr

Asn

Asp

-65-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtgg
attcgaagaa
attactgtgc
tctcctca

Val Gln
Thr
30

Gly

Phe

Leu
45
Tyr Ala

Lys Asn

Ala Ala

Pro
Ser
Glu
Asp
Met

Tyr

cctgagactc
ccgccaggct
cacacactac
catggtgtat
gaaagaggcc

Gly
15
Ser

Gly
Phe
Trp Val
Ser Val
Val Tyr

Tyr Cys

27

60

120
180
240
300
348



32446

85 90 95
Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

100

Thr Val Ser Ser

115

<210> 35
<211>24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 35
ggattcacct

<210> 36
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 36

tao

hop

ttagcagctt tgcc

tao

hop

105

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala

1

<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 37
attagtggta

<210> 38
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tbéng

<400> 38

5

tao

hop

gtggtggtgg caca

tao

hop

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr

1

<210> 39
<211> 27
<212> ADN

5

-606-

110

24

24



<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 39
gcgaaagagg

<210> 40
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 40

tao

hop

cctataaatg

tao

hop

32446

gcagccc

Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro

1

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

41
321
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdng
<400> 41

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gatgattttg
gggaccaaac

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

42
107
PRT
Nhén

<220>

<223> Téng

<400> 42
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Lys Ala

50
Gly

Ser Ser

65
Asp

Asp Phe

5
tao
hop
tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat
gggccagtca gaggattagt agctggttgg
ctaacctcct gatctataag gcgtctattt
gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca
caacttatta ctgccaacag tataatagtt
tggagatcaa a
tao
hop
Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu
5 10
Ile Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
40
Ser Ile Leu Glu Ser Gly Val Pro
55
Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
70 75
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 90

-67-

ctgtgggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attcgtacac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Arg

Asn
45
Arg

Pro

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

cagagtcatc
acagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Ser Tyr
95

27

60

120
180
240
300
321



32446

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 43

<211> 18

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 43
cagaggatta gtagctgg

<210> 44

<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 44
Gln Arg Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 45
aaggcgtct

<210> 46

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 46
Lys Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>

-68-



<223> Tdng

<400> 47

hop

32446

caacagtata atagttattc gtacact

<210> 48
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 48

tao

hop

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr

1

<210> 49
<211> 348
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 49

gaggtgcagc
tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tataaatggc

<210> 50
<211> 116
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 50

5

tao

hop

tgttggcgtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
agccctgggg

tao

hop

tgggggaggc
cacctttagt

ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaatc

ttggtacaga
agctttgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgcat
cgggtcaccg

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attattgtgc
tctcctceca

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagaggcc

Glu
1
Ser
Ala
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Thr

Val
Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln

Lys

Val

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Glu

Ser

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Ala

100
Ser

Leu
Ser
Val
Gly
Thr
Ser

85
Tyr

Ala Ser Gly

Cys Ala Ala

Gln Ala
40
Gly

Arg
Ser Gly
55
Ile Ser
70

Leu

Arg

Arg Ala

Lys Trp Gln

Gly Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Pro Trp

105

-69-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Gln

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Ala

Gly

Thr
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Ile
110

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Arg

Gly
Phe
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val

27

60

120
180
240
300
348



32446

115

<210> 51

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 51
ggattcacct ttagtagctt tgcc

<210> 52

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
attagtggta gtggtggtag caca

<210> 54

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 54
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 55

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

-70-

24

24



<400> 55

32446

gcgaaagagg cctataaatg gcagccc

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu

ctgtctgctt

agctggttgg

acgtctaatt
ttcactctca
tataatagtt

Thr
10
Ser

Leu
Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75
Gln Tyr
90

Ile Lys

<210>56
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hogp
<400> 56
Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro
1 5
<210> 57
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 57
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt
gggaaagccc ctaacctcct gatctataag
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gatgattttg caacttatta ctgccaacag
gggaccaagc tggagatcaa a
<210> 58
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Lys Thr Ser Asn Leu Glu Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu
100

105

-71-

ctgtgggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attcgtacac

Ser Ala

Ser Ile
30

Asn

45

Arg

Pro

Ser
60
Ser Ser

Asn Ser

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Tyr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Ser Tyr
95

27

60

120
180
240
300
321



<210> 59

<211> 18

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 59
cagagtatta gtagctgg

<210> 60

<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 60
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 61
aagacgtct

<210> 62

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 62
Lys Thr Ser
1

<210> 63

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 63
caacagtata atagttattc gtacact

32446

-72-

18

27



<210> 64
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 64

tao

hop

32446

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr

1

<210> 65
<211> 366
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tbng

<400> 65
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gtggactctg
ctgcaaatga
cggatacagc
tcctca

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

66
122
PRT
Nhén

<220>

<223> Tbng

<400> 66

Glu Val
1

Ser Leu

Gln
Lys

Met Ser
35

Ile

Trp
Ala Asn
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Gly

Gly Gln Gly

115

5

tao

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tatggtctag

tao

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Lys Gln

Phe Thr

Ser
85
Arg

Asn

Gly
100

Thr Leu

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu

Ile

Val

tgggggaggce
cacctttagt

ggtggccaat
attcaccatc
agccgaggac
ctggttcgac

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

Gln Leu

Thr Val

120

ttggtccagc
agcttttgga
ataaagcaaa
tccagagaca
acggctatat
ccctggggcec

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro Lys

Glu Thr Tyr
Thr
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

Trp Ser Ser

105

Ser Ser

-73-

ctggggggtc
tgagctgggt
atggaagtga
acaccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Val

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Ile Tyr

Trp Phe Asp

110

cctgaaactc
ccgccaggcet
gacatactat
ctcactgtat

gagagggggg
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Gly
Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Pro Trp

60

120
180
240
300
360
366



32446

<210> 67

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 67
ggattcacct ttagtagctt ttgg

<210> 68

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Trp
1 5

<210> 69

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 69
ataaagcaaa atggaagtga gaca

<210> 70

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 70
Ile Lys Gln Asn Gly Ser Glu Thr
1 5

<210> 71

<211> 45

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 71
gcgagagggg ggcggataca gctatggtct agctggttcg acccc

-74-

24

24

45



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

72
15
PRT
Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 72

tao

hop

32446

Ala Arg Gly Gly Arg Ile Gln Leu Trp Ser Ser Trp Phe Asp Pro

1

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

73
321
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 73

gacatccaga
atcacttgcc

gggaaagccc
agggtcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

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

74
107
PRT
Nhan

<220>
<223> Tdéng

<400> 74

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn

35
Ala
50

Gly

Tyr

Ser
65
Glu Asp

Thr Phe

<210> 75
<211> 18
<212> ADN

Trp
Ala
Ser
Phe

Gly

5

tao

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
cagcttacta
tggagatcaa

tao

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Ala
85
Gly Gly
100

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tccatcctcec
gagcattaaa
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
a

Ser Pro

Cys Arg

Ser
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

10

ctgtcagcat

aactatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agtttcagtg

Ser Leu
10
Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75
Gln Ser
90

Ile Lys

-75-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccgctcac

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Phe Ser

Ser
Lys
Leu
Val
Leu

Ala

15

cagagtcacc
gcagaaatca
ggtcccatca
tctgcaccct
tttcggcgga

Val
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

His Pro
80
Pro Leu

95

60

120
180
240
300
321



<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 75
cagagcatta aaaactat

<210> 76

<211> ©

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 76
Gln Ser Ile Lys Asn Tyr
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 77
gctgcatcc

<210> 78

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 78
Ala Ala Ser
1

<210> 79

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 79
caacagagtt tcagtgcccc gctcact

<210> 80
<211> 9

32446

-76-

18

27



<212>
<213>

PRT
Nhéan

<220>
<223> Tbng

<400> 80

tao

hop

32446

Gln Gln Ser Phe Ser Ala Pro Leu Thr

1

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

81
363
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 81
gaggagctag
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctacacttga
gctgtggttc
tca

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

82
121
PRT
Nhan

<220>
<223> Tdng

<400> 82

Glu Glu Leu

1
Ser Leu
Ala Met

35
Leu
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu His

Ala Lys

Gln Gly

<210> 83
<211> 24
<212> ADN

Arg
Ser
Ile
Arg
Leu
Asp

Thr
115

5

tao
hop

tgttggaatc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgcg
ctggctacgg

tao
hop

Val Leu

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly

Phe Thr
Ser
85
Ala

Asn

Thr
100

Thr Val

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu

Val

Thr Val

tgggggaggc
catgtttagc

ggtctcactt
gttcaccatc
agccgaggac
tttggacgtc

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Asp Gly
55
Ser Arg

Arg Ala

Val Pro

Ser
120

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Gly

105
Ser

ttggtacagc
acctatgcca
attagtggtc
tccagagaca
acggccgtat

tggggccaag

Gly
10
Gly

Leu
Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Ile Ser
75
Asp Thr

Tyr Gly

-77-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtgacggtag
tttccaggaa
attactgtgc
ggaccacggt

Val Gln

Met Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Arg Asn

Ala Val

Leu Asp

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Val
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactat
cacgctctat
gaaagataca
caccgtctcc

Gly
15
Thr

Gly
Tyr
Trp Val
Ser Val
Leu Tyr
Tyr Cys

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363



32446

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 83
ggattcatgt ttagcaccta tgcc

<210> 84

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tédng hop

<400> 84
Gly Phe Met Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 85
attagtggtc gtgacggtag caca

<210> 86

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 86
Ile Ser Gly Arg Asp Gly Ser Thr
1 5

<210> 87

<211> 42

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 87 .
gcgaaagata cagctgtggt tcctggctac ggtttggacg tc

<210> 88
<211> 14

-78-
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32446

<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 88
Ala Lys Asp Thr Ala Val Val Pro Gly Tyr Gly Leu Asp Val
1 5 10
<210> 89
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 89
gacatccaga tgacccagtc tcctgccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gactattagt aactggttgg cctggtatca gcagagacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaactgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gatgattttg caagttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtggac gttcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321
<210> 90
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 90
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Asn Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 : 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
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<223> Téng hop

<400> 91
cagactatta gtaactgg

<210> 92

<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 92
Gln Thr Ile Ser Asn Trp
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 93
aaggcgtct

<210> 94

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 94
Lys Ala Ser
1

<210> 95

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 95
caacagtata atagttattc gtggacg

<210> 96

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

32446

-80-
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27



<220>
<223> Tdéng

<400> 96

hop

32446

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr

1

<210> 97
<211> 363
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 97
gaggagctag
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctacaattga
gctgtggttc
tca

<210> 98
<211> 121
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> Tdéng

<400> 98
Glu Glu Leu
1
Ser

Leu Arg

Ala Met Ser
35
Leu Ile
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Leu

Ala Lys Asp

Gln Thr

115

Gly

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

99
24
ADN
Nhén

<220>

5

tao
hop

tgttggaatc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgceg
ctggctacgg

tao
hop

Val Leu

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly
Phe Thr
Ser
85

Ala

Asn

Thr
100

Thr Val

tao

tgggggaggc
catgtttagc

ggtctcactt
gttcaccatc
agccgaggac
tatggacgtc

ttggtacagc
acctatgcca
attagtggtc
tccagagaca
acggccttat

tggggccaag

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu

Val

Thr

Ser Gly Gly Gly

10
Gly

Leu

Ala Ala Ser Phe

25
Gln Ala Pro
40

Gly

Lys

Asp Asn Thr
55

Ser

Tyr

Ser
75
Thr

Arg Asp Asn

Arg Ala Glu Asp

90
Val Pro Gly Tyr
105

Ser

Gly

Val Ser

120

-81-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtgacggtaa
attccaggaa
attactgtgc
ggaccacggt

Val Gln Pro

Met Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Arg

Asp

Asn Thr

Ala Leu Tyr
Val

110

Met Asp

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactat
cacgctctat
gaaagataca
caccgtctcc

Gly
15
Thr

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363



32446

<223> Téng hop

<400>99
ggattcatgt ttagcaccta tgcc

<210> 100
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 100
Gly Phe Met Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5

<210> 101
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 101
attagtggtc gtgacggtaa caca

<210> 102
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 102
Ile Ser Gly Arg Asp Gly Asn Thr
1 5

<210> 103
<211> 42

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 103
gcgaaagata cagctgtggt tcctggctac ggtatggacg tc

<210> 104
<211> 14

<212> PRT
<213> Nhéan tao
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32446

<220>
<223> Téng hop
<400> 104
Ala Lys Asp Thr Ala Val Val Pro Gly Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 105
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 105
gacatccaga tgacccagtc tcctgccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gactattagt aactggttgg cctggtatca gcagagacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaactgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gatgattttg caagttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtggac gttcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321
<210> 106
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 106
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Asn Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 - 40 45
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 107
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Tbéng hop
<400> 107
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32446

cagactatta gtaactgg

<210> 108
<211> ©

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 108 :
Gln Thr Ile Ser Asn Trp
1 5

<210> 109
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 109
aaggcgtct

<210> 110
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 110
Lys Ala Ser
1

<210> 111
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 111
caacagtata atagttattc gtggacg

<210> 112
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-84-
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32446

Gly
Ser
Pro
Glu
Asp
Glu
Trp

105
Ser

ttggtccagce
agcttttgga
ataaagcaaa
tccagagaca
acggctatat
ccctggggcece

Gly
10
Gly

Leu
Phe
Gly Lys
Thr Tyr

Thr
75
Thr

Asn

Asp
90

Ser Ser

Ser

<400> 112
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr
1 5
<210> 113
<211> 366
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 113
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt
ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaat
gtggactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
cggatacagc tatggtctag ctggttcgac
tccteca
<210> 114
<211> 122
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 114
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala
20 25
Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 ' 40
Ala Asn Ile Lys Gln Asn Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Gly Gly Arg Ile Gln Leu
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120
<210> 115
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 115

-85-

ctggggggtc
tgagctgggt
atggaagtga
acaccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val Gln

Thr Phe
30
Gly Leu
45
Tyr Val
60
Lys Asn

Ala TIle

Trp

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Phe Asp
110

cctgaaactc
ccgccaggct
gacatactat
ctcactgtat

gagagggggg
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Gly
Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Pro Trp

60

120
180
240
300
360
366



32446

ggattcacct ttagtagctt ttgg

<210> 116
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 116
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Trp
1 5

<210> 117
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tédng hop

<400> 117
ataaagcaaa atggaagtga gaca

<210> 118
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 118
Ile Lys Gln Asn Gly Ser Glu Thr
1 5

<210> 119
<211> 45

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 119
gcgagagggg ggcggataca gctatggtct agctggttcg acccc

<210> 120
<211> 15

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

-86-
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32446

ctgtaggaga
gctggtatca
tacaaactgg
ccatcagcag
acccgtacac

Ser Ala

Gly Ile

30
Pro Lys
45
Ser Arg
60

Ser Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe

Asn

Tyr

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
ttttggccag

Val
15
Asn

Gly
Asp

Leu Ile

Ser
Gln Pro
80

Pro Tyr
95

<400> 120

Ala Arg Gly Gly Arg Ile Gln Leu Trp Ser Ser Trp Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 121

<211> 321

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 121

gccatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat

attacttgcc gggcaagtca gggcattagc aatgatttag

gggaaagccc ctaaactcct gatctatggt gcatccagtt

aggttcagcg gcagtggatc tggcacagat ttcactctca

gaagattttg caacttatta ctgtctacaa gatttcaatt

gggaccaaac tggagatcaa a

<210> 122

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 122

Ala Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Gly Ala Ser Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Asp

85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 123

<211> 18

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 123

cagggcatta gcaatgat

<210> 124
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60

120
180
240
300
321
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<211> 6
<212>PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 124
Gln Gly Ile Ser Asn Asp
1 5

<210> 125
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 125
ggtgcatcc

<210> 126
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 126
Gly Ala Ser
1

<210> 127
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 127
ctacaagatt tcaattaccc gtacact

<210> 128
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 128

32446

Leu Gln Asp Phe Asn Tyr Pro Tyr Thr

1 5

-88-
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<210>
<211>
<212>
<213>

129
348
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 129
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tataaatggc

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

130
116
PRT
Nhén

<220>
<223> Tdng
<400> 130
Glu Val
1
Ser Leu
Ala Met
35
Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Lys

Thr Val

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

131
24
ADN
Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 131

Gln
Arg
Ser
Ile
Arg
Met
Glu

Ser
115

tao

hop

tgttggcgtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
agccctgggg

tao

hop

Leu Leu

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Ser
85
Tyr

Asn

Ala
100
Ser

tao

hop

Ala
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Lys

32446

tgggggaggc
cacctttagt

ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaatc

Ser

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Val
55
Ser Arg

Arg Ala

Trp Gln

ggattcacct ttagtagctt tgcc

<210> 132
<211> 8

Gly

Ser
Asp

Glu

ttggtacagc
agctttgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgcecat
cgggtcaccg

Leu

Ser Phe

25

Pro Lys

Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Asp
90
Pro Trp

105

Gly

89-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtgttag
attccaagaa
attattgtgc
tctcctceca

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Ala

Gln Gly

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Ile
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagaggcc

Gly Gly

Ser Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
Tyr
95

Arg

Cys

Val

60

120
180
240
300
348

24



32446

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 132
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala
1 5

<210> 133
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 133
attagtggta gtggtgttag caca

<210> 134
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 134
Ile Ser Gly Ser Gly Val Ser Thr
1 5

<210> 135
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 135
gcgaaagagg cctataaatg gcagccc

<210> 136
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 136

Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro
1 5

-90-



32446

<210> 137
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 137

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtgggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct aatctataag gcgtctaatt tagaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtacac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 138
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 138
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 _ 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 139
<211> 18

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 139
cagagtatta gtagctgg 18

<210> 140
<211> 6

<212> PRT
<213> Nhéan tao

-91-



<220>
<223> Téng hop

<400> 140

Gln Ser Ile Ser Ser Trp

1

<210> 141
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 141
aaggcgtct

<210> 142
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 142
Lys Ala Ser
1

<210> 143
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 143

caacagtata atagttattc gtacact

<210> 144
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 144

32446

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr

1

<210> 145
<211> 348

-92-



32446

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 145

gaggtgcagc tgttggcgtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt agctttgcca tgagctgggt ccgccagget 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attagtggta gtggtgttag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgcat attattgtgc gaaagaggcc 300
tataaatggc agccctgggg ccagggaacc ctggtcaccg tctcctca 348

<210> 146
<211> 116
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 146
Glu Val Gln Leu Leu Ala 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 Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Val Ser Thr Tyr 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 Ala Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115

<210> 147
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 147
ggattcacct ttagtagctt tgcc 24

<210> 148
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
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<223> Téng hop

<400>

148

32446

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

149
24
ADN
Nhéan

Téng

149

attagtggta

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

<220>
<223>

<400>

150
8
PRT
Nhén

Téng

150

5

tao
hop

gtggtgttag caca

tao

hop

Ile Ser Gly Ser Gly Val Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

151
27
ADN
Nhén

Téng

151

gcgaaagagg

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

<220>
<223>

<400>

152
9
PRT
Nhéan

Téng

152

5

tao

hop

cctataaatg gcagccc

tao

hop

Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro

1

<210>
<211>
<212>

153
321
ADN

5

-9Y-

24

27



<213>

<220>
<223> Tbéng
<400> 153

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gatgattttg
gggaccaagc

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

154
107
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400>
Asp

1
Asp

154

Leu Ala
35
Tyr Lys
50
Ser Gly
65
Asp Asp

Thr Phe

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

155
18
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdéng
<400> 155

cagagtatta

<210> 156
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 156

Ile Gln
Arg Val
Trp
Ala
Ser
Phe

Gly

tao

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggagatcaa

tao

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Asn
Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly

100

tao

hop

gtagctgg

tao

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

32446

tccttceccacce
gagtattagt
aatctataag
tgggacagaa
ctgccaacag
a

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Ser

Lys

Glu
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

ctgtctgcat
agctggttgg
gcgtctaatt
ttcactctca
tataatagtt

Thr
10
Ser

Leu
Gln
Lys Ala
Val Pro
Ile

75
Tyr

Thr

Gln
90

Ile Lys

-05-

ctgtgggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attcgtacac

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asn Ser

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Tyr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Ser Tyr
95

60

120
180
240
300
321

18



Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 157
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 157
aaggcgtct

<210> 158
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 158
Lys Ala Ser
1

<210> 159
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 159
caacagtata atagttattc gtacact

<210> 160
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 160

32446

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr

1 5

<210> 16l
<211> 363
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>

-96-

27



<223> Tbng

<400> 161
gaggtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ctcgtccact
tct

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

162
121
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng
<400> 162
Glu Val
1
Ser Leu
Asp Met
35
Val
50
Gly

Ser

Lys
65
Leu Gln

Ala Lys

Gln Gly

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

163
24
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tbéng
<400> 163

ggattcaatt

<210> 164
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 164

Gln
Arg
Ser
Ile
Arg
Met
Asp

Thr
115

hop

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actactacgg

tao

hop

Leu Leu

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Ala

Phe Thr

Asn Ser

85

His Leu

100

Thr Val

tao

hop

ttaacaacta

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Val

Thr

3

tgggggggtc
caattttaac

ggtctcagtc
gttcaccatc
acccgaggac
tatggacgtc

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Arg

Ser Arg

Arg Pro
His Tyr

Val Ser

120

tgac

2446

ttggtacagc
aactatgaca
attagtgcaa
tccagagaca
acggccgtat
tggggccaag

Val
10
Gly

Gly Leu

Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Tyr Tyr
105

Ser

Gly

-97-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtcgtaa
attccaagat
attactgtgce
ggaccacggt

Val Gln Pro

Phe Asn
30
Glu

Asn

Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Ile Ser

Ala Val Tyr

Met Val

110

Asp

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
cagtctgtat
gaaagatcac
caccgtctcc

Gly Gly

Asn Tyr
Trp Val
Ser Val
Leu Tyr
Tyr Cys

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



32446

Gly Phe Asn Phe Asn Asn Tyr Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

165
24
ADN
Nhén

Téng

165

attagtgcaa

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

<220>
<223>

<400>

166
8
PRT
Nhén

Téng

166

5

tao

hop

gtggtcgtaa caca

tao

hop

Ile Ser Ala Ser Gly Arg Asn Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

167
42
ADN
Nhéan

Téng

167

gcgaaagatc

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

<220>
<223>

<400>

Ala Lys Asp His Leu Val His Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

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

<220>

168
14
PRT
Nhéan

Téng

168

169
336
ADN
Nhan

5

tao

hop

acctcgtcca ctactactac ggtatggacg tc

tao

hop

5 10

tao

-08-

24

42



<223> Tdng

<400> 169

gatattatga
atctcctgca
tacctccaga
tccggggtcece
agcagagtgg
cggacgttcg

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

170
112
PRT
Nhan

<220>
<223> Tbéng
<400>170
Asp
1
Glu
Asn Gly
35
His
50
Arg

Pro

Asp
65
Ser Arg

Leu Gln

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

171
33
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 171

cagagcctcc

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

172
11
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tbéng

<400> 172

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr

1

Ile Met
Pro Ala
Tyr
Leu
Phe
Val

Thr

hop

tgactcagtc
ggtctagtca
agtcaggaca
ctgacaggtt
aggctgagga
gccaagggac

tao
hop

Met Thr

Ser Ile
20
Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala
85
Pro Arg

100

tao

hop

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

32446

tccactctcc
gagcctcctg
gtctccacac
cagtggcagt
tggtggggtt
caaggtggaa

Ser Pro

Cys Arg

Asp Trp
40
Leu Gly
55
Gly Ser

Asp Gly

Phe Gly

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly
Gln
105

ctgtccgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgca
atcaaa

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp
Val
90

Gly

Tyr

Thr

tgcatagtaa tggatacaac tat

tao

hop

5

10

-99-

ccccectggaga
gatacaacta
atttgggttc
cagattttac
tgcaagctct

Ser Val Thr
Leu
30

Gly

Ser Leu

Ser
45
Ser

Lys

Ala
60
Phe

Gly

Thr Leu

Tyr Cys Met

Val Glu

110

Lys

gccggcectcece
tttggattgg
taatcgggcece
actgaaaatc
acaaactcct

Pro
15
His

Gly
Ser

Gln Ser

Val Pro
Ile
80
Ala

Lys

Gln
95

Ile Lys

60

120
180
240
300
336

33



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

<220>
<223>

<400>

173

9

ADN

Nhén tao

Téng hop

173

ttgggttct

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

<220>
<223>

<400>

174

3

PRT

Nhan tao

Téng hop

174

Leu Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

atgcaagctc

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

<220>
<223>

<400>

175

27

ADN
Nhé&n tao

Tng hop
175

176

9

PRT

Nhé&n tao
Téng hop

176

tacaaactcc tcggacg

32446

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Arg Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

177
363
ADN
Nhén tao

Téng hop

177

-100-

27



gaggaccgag
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctacaattga
gctgtggttc
tca

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

178
121
PRT
Nhén

<220>
<223> Tdng
<400> 178
Glu Asp
1
Ser Leu
Ala Met
35
Leu
50
Gly

Ser

Lys
65
Leu Gln

Ala Lys

Gln Gly

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

179
24
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 179

Arg
Arg
Ser
Ile
Arg
Leu
Asp

Thr
115

tgttggaatc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgcg
ctggctacgg

tao

hop

Val Leu

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly

Phe Thr
Ser
85

Ala

Asn
Thr

100

Thr Val

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu

Val

Thr

32446

tgggggaggc
catgtttagc

ggtctcactt
gttcaccatc
agccgaggac
tatggacgtc

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Asp Gly

Ser Arg

Arg Ala

Val Pro

Val Ser

120

ggattcatgt ttagcagcta tgcc

<210> 180
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdéng

<400> 180

Nhé&n tao

hop

Gly Phe Met Phe Ser Ser Tyr Ala

1

5

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Gly
105
Ser

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggtc
tccagagaca
acggccgtat

tggggccaag

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Asp
90

Tyr Gly

-101-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtgacggtaa
attccaggaa
attactgtgc
ggaccacggt

Val Gln

Met Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Arg Asn

Ala Val

Met Asp

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Val
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactat
cacgctctat
gaaagataca
caccgtctcc

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val
Ser Val
Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



<210> 181
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhan

<220>
<223> Tdng

<400> 181
attagtggtc

<210> 182
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tbng

<400> 182

tao

hop

gtgacggtaa caca

tao

hop

32446

Ile Ser Gly Arg Asp Gly Asn Thr

1

<210> 183
<211> 42
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tbéng

<400> 183
gcgaaagata

<210> 184
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 184

Ala Lys Asp Thr Ala Val Val Pro Gly Tyr Gly Met Asp Val

1

<210> 185
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 185

5

tao

hop

cagctgtggt tcctggctac ggtatggacg tc

tao

hop

5

tao

hop

-102-

10

24

42



32446

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gatgattttg caagttatta ctgccaacag
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 186
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhé&n tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 186 '
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro
35 40
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Asp Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100
<210> 187
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Tdéng hop
<400> 187
cagagtatta gtaactgg
<210> 188
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 188 Lo
Gln Ser Ile Ser Asn Trp
1 5
<210> 189
<211> 9

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

ctgtctgcat
aactggttgg
gcgtctagtt
ttcactctca
tataatagtt

Thr
10
Ser

Leu
Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75
Gln Tyr
90

Ile Lys

-103-

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attcgtggac

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
Ser
60
Ser

Arg
Ser

Asn Ser

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Tyr

cagagtcacc
gcagagacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
gttcggccaa

Val
15
Asn

Gly
Trp

Leu TIle

Ser Gly

Gln Pro
80
Ser Trp

95

60

120
180
240
300
321

18



32446

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 189
aaggcgtct 9

<210> 190
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 190
Lys Ala Ser
1

<210> 191
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 191
caacagtata atagttattc gtggacg - 27

<210> 192
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 192
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr
1 5

<210> 193
<211> 348
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 193

gaggtgcagc tgttggcgtc tgggggaggce ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage agctttgcca tgagctgggt ccgccagget 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attagtggta gtggtggtag cacatactac 180

-104-



32446

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaaaaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgcat attactgtgc gaaagaggcc 300
tataaatggc agccctgggg ccagggaatc cgggtcaccg tctcctca 348

<210> 194
<211> 116
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 194
Glu Val Gln Leu Leu Ala 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 Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr 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 Ala Tyr Tyr Cys
85 : 90 95
Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro Trp Gly Gln Gly Ile Arg Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115

<210> 195
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 195 :
ggattcacct ttagcagctt tgcc 24

<210> 196
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 196
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala
1 5

<210> 197
<211> 24
<212> ADN

-105-



32446

<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 197
attagtggta gtggtggtag caca 24

<210> 198
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 198
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 199
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 199
gcgaaagagg cctataaatg gcagccc 27

<210> 200
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 200
Ala Lys Glu Ala Tyr Lys Trp Gln Pro
1 5

<210> 201
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 201

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtgggaga cagagtctcc 60
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctaatt tagacagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240

-106-



32446

gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtacac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 202
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 202
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu Asp Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 ' 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 203
<211> 18

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 203 :
cagagtatta gtagctgg 18

<210> 204
<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 204
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 205
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>

-107-



32446

<223> Téng hop

<400> 205
aaggcgtct 9

<210> 206
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 206
Lys Ala Ser
1

<210> 207
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 207
caacagtata atagttattc gtacact 27

<210> 208
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 208
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr
1 5

<210> 209
<211> 387
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 209

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc cgggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttaga aactatgcca tgagctgggt ccgccagget 120
ccaggaaagg ggctggagtg ggtctcagct attaatggtg gtggtgatag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa tacgctgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaagaggag 300
ggagactgga actacgtggg atatggttac tactactact acggtatgga cgtctggggc 360
caagggacca cggtcaccgt ctcctca 387

-108-



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

<220>
<223>

<400>

Glu Va
1

Ser Le

Ala Me

Ser Al
50

Lys G1

65

Leu Gl

10

Ser

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

<220>
<223>

32446

210

129

PRT

Nhan tao

Tdng hop

210

1 Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

5 10
u Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
t Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
a Ile Asn Gly Gly Gly Asp Ser Thr
55
y Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Ala Lys Glu Glu Gly Asp Trp Asn Tyr Val

o 105
Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly

115 ‘ 120

211

24

ADN

Nhan tao

Téng hop

211

<400>

ggattcacct ttagaaacta tgcc

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

<220>
<223>

<400>

212

8

PRT

Nhén tao

Téng hop

212

Gly Phe Thr Phe Arg Asn Tyr Ala

1

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

5

213

24

ADN

Nhén tao

-109-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala
Tyr

110
Thr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Gly

Val
125

Pro
Arg
Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr

Thr

Gly Gly
15

Asn Tyr
Trp Val
Ser Val
Leu Tyr

80

Tyr Cys
Tyr Tyr

Val Ser

24



<220>
<223> Tdng

<400> 213
attaatggtg

<210> 214
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 214

32446

hop

gtggtgatag caca 24

tao

hop

Ile Asn Gly Gly Gly Asp Ser Thr

1

<210> 215
<211> 66
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 215

gcgaaagagg
gacgtc

<210> 216
<211> 22
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 216

5

tao

hop

agggagactg gaactacgtg ggatatggtt actactacta ctacggtatg 60
66

tao

hop

Ala Lys Glu Glu Gly Asp Trp Asn Tyr Val Gly Tyr Gly Tyr Tyr Tyr

1

5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val

<210> 217
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 217
gacatccaga
atcacttgtc

20

tao

hop

tgacccagtc tccatcttcc atgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca 120

-110-



gggaaagccc ctaagctcect
aggttcagcg gcagtggatc
gaagattttg caacttacta
gggaccaagc tggagatcaa a
<210> 218
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 218
Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu
50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100
<210> 219
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 219
cagggtatta gcagctgg
<210> 220
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 220
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5
<210> 221
<211> 9
<212> ADN

<213> Nhén tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

32446

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

-111-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Met
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ala

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Arg

Asn

Ala

Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
tgggacagat ttcactctca ccatcaggag cctgcagcct 240
ttgtcaacag gctaacagtt tcccgtacac ttttggccag 300

321

18



32446

<220>
<223> Tdng hop

<400> 221
gctgcatcc 9

<210> 222
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 222
Ala Ala Ser
1

<210> 223
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhé&n tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 223
caacaggcta acagtttccc gtacact 27

<210> 224
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 224
Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 225
<211> 369
<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 225

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgaag cctctggttt caccttcgga agctatggca tgcactgggt ccgccagget 120
ccaggcaagg ggctggagtg gatggcagtt atatcatatg atggaaatag tagatactct 180
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa tacgctgtat 240
ctgcagatga acagcctgag agctgaggac acggctctgt attactgtgc gaaagaaaat 300

-112-



32446

catatagcag ctcgtcgtcc cggaggtctg gacgtctggg gccaagggac cacggtcacc 360
gtctcctca

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val

1
Ser Le

Gly Me

Ala Val

50
Lys Gl
65
Leu Gl

Ala Lys

Trp Gl

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

<220>
<223>

<400>

226
123
PRT
Nhan

Téng

226

u Arg

t His

35

y Arg

n Met

y Gln
115

227
24
ADN
Nhén

Téng

227

ggtttcacct

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

<220>
<223>

<400>

228
8
PRT
Nhéan

T8ng

228

Gln

Ile

Glu

tao

hop

Leu Val Glu Ser
Leu Ser Cys Glu
20

Trp Val Arg Gln
Ser Tyr Asp Gly
Phe Thr Ile Ser

70
Asn Ser Leu Arg
85
Asn His Ile Ala

100
Gly Thr Thr Vval

tao

hop

tcggaagcta tggc

tao

hop

Gly
Ala
Ala
40

Asn
Arg
Ala

Ala

Thr
120

Gly Phe Thr Phe Gly Ser Tyr Gly

1

<210>
<211>
<212>

229
24
ADN

5

<213> Nhén tao

-113-

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Arg

105
Val

Gly
10

Gly
Gly
Arg
Asn
Asp

Arg

Ser

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Pro

Ser

Val
Thr
Gly
Ser
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Gly

Pro
Gly
Glu
Asp
Thr
Tyr

Leu
110

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Asp

Arg
Tyr
Met
Val
Tyr
80

Cys

Val

369

24
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<220>
<223> Téng hop

<400> 229
atatcatatg atggaaatag taga 24

<210> 230
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 230
Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Ser Arg
1 5

<210> 231
<211> 48

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 231
gcgaaagaaa atcatatagc agctcgtcgt cccggaggtc tggacgtc 48

<210> 232
<211> 16
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 232
Ala Lys Glu Asn His Ile Ala Ala Arg Arg Pro Gly Gly Leu Asp Val
1 5 10 15

<210> 233
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 233

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcgagtca gggcattagc atttatttag cctggtatca acagaaacca 120
gggaaagttc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaatcagg ggtcccatct 180
cggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagect 240
gaagatgttg caacttattt ctgtcaaaac tataacattg ccccgtggac gctcggccaa 300

-114-



32446

gggaccaagg tggaaatcaa a 321

<210> 234
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 234
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 ’ 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ile Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Asn Tyr Asn Ile Ala Pro Trp
85 90 95
Thr Leu Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 235
<211> 18

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 235
cagggcatta gcatttat 18

<210> 236
<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 236
Gln Gly Ile Ser Ile Tyr
1 5

<210> 237
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-115-



32446

<400> 237
gctgcatcc

<210> 238
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 238
Ala Ala Ser
1

<210> 239
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 239
caaaactata acattgcccc gtgg

<210> 240
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 240
Gln Asn Tyr Asn Ile Ala Pro Trp
1 5

<210> 241
<211> 384
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 241

gaggtgcagce tgttggagtc tgggggaggc ttggtgcagce
tcctgtgcag cctctggatt catctttacc aattatgcca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct cttagtggtt
gcagactccg tgaagggccg gttcaccacc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtct
cattactatg ggtcggggaa tgattacttc tactactacg

gggaccacgg tcaccgtctc ctca

-116-

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
cactctgtat
gaaagatccc

ctggggccga

ctggggggtc
tgacctggct

ctggtggtac
attccaagaa
attactgtgc
gtttggacgt

24

60

120
180
240
300
360
384



32446

<210> 242
<211> 128
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 242
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Ala Met Thr Trp Leu Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ser Ala Leu Ser Gly Ser Gly Gly Thr Thr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Thr Ser Arg Asp Asn
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ala Lys Asp Pro His Tyr Tyr Gly Ser Gly
100 105
Tyr Gly Leu Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr
115 120

<210> 243
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 243
ggattcatct ttaccaatta tgcc

<210> 244
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 244
Gly Phe Ile Phe Thr Asn Tyr Ala
1 5

<210> 245
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-117-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Thr

Val
Ile
Gly
Tyr
Lys
Ala
Asp

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr

Thr
125

Pro
Thr
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe

110
Val

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys
Tyr

Ser

24



32446

<400> 245
cttagtggtt ctggtggtac caca

<210> 246
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 246
Leu Ser Gly Ser Gly Gly Thr Thr
1 5

<210> 247
<211> 63
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 247
gcgaaagatc
gtc

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

248
21
PRT
Nhén tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 248

Ala Lys Asp Pro His Tyr Tyr Gly Ser Gly Asn Asp Tyr Phe Tyr Tyr

1 5
Tyr Gly Leu Asp Val
20

10

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

249

336

ADN

Nhén tao
<220>

<223> Tbng hop
<400> 249

gatattgtga
atctcctgca
tacctgcaga
tcecggggtcee

agcagagtgg

tccactctcce
gagcctcctg
gtctccacag
cagtggcagt
tgttggggtt

tgactcagtc
ggtctagtca
agccagggca
ctgacaggtt
aggctgagga

ctgcccgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgca

-118-

ccccectggaga
gatacaacta
atttgggttc
cagattttac
tgcaggctct

15

gccggcectcecce
tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc
acaaactccg

24

cccattacta tgggtcgggg aatgattact tctactacta cggtttggac 60

63

60

120
180
240
300



32446

tacacttttg gccaggggac caagctggag atcaaa 336

<210> 250
<211> 112
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 250
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser
20 _ 25 30
Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala 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 Met Gln Ala
85 90 95
Leu Gln Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 251
<211> 33

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 251
cagagcctcc tgcatagtaa tggatacaac tat 33

<210> 252
<211> 11
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 252
Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr
1 5 10

<210> 253
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

-119-



32446

<400> 253
ttgggttct

<210> 254
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 254
Leu Gly Ser
1

<210> 255
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 255
atgcaggctc tacaaactcc gtacact

<210> 256
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 256
Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 257
<211> 357
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 257

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggt ttggtccagt ctggggggtc cctgagactc
tcttgtgcag cctctggatt cacctttagt agatattgga tgagctgggt ccgccaggct
ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac ataaaacaag atggaagtga gaaagattat
gtggactctg tgaagggccg attcaccatt tccagagaca acaccaagag ctcactgttt
ctgcaaatga atagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gaaggagaga
tggaactgga acttctttga ctactggggc cagggaaccc tggtcactgt ctcctca

<210> 258

-120-

27

60

120
180
240
300
357



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg
Trp Met Ser

Ala Asn Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met
Ala Lys Glu

Thr Leu Val
115

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

<220>
<223>

<400>

119
PRT
Nhéan
Téng

258

35

259
24
ADN
Nhéan

Téng

259

ggattcacct

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

<220>
<223>

<400>

260
8
PRT
Nhéan

Téng

260

32446

tao

hop

Leu Val Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala
40

Lys Gln Asp Gly Ser

Phe Thr Ile Ser Arg
70
Asn Ser Leu Arg Ala
85
Arg Trp Asn Trp Asn

100
Thr Val Ser Ser

tao

hop

ttagtagata ttgg

tao

hop

Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr Trp

1

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

<220>
<223>

261
24
ADN

5.

Nhén tao

Téng

hop

-121-

Gly
Ser
25

Pro
Glu
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn

Asp

Phe

Leu
Phe
Lys
Asp
Thr
75

Thr

Asp

Val Gln
Thr Phe
Gly Leu
45

Tyr Val
60

Lys Ser
Ala Val

Tyr Trp

Ser
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Gly
110

Gly
15

Arg
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Gly
Tyr
Val
Val
Phe
80

Cys

Gly

24



32446

<400> 261
ataaaacaag atggaagtga gaaa

<210> 262
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 262
Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys
1 5

<210> 263
<211> 36

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 263
gcgaaggaga gatggaactg gaacttcttt gactac
<210> 264

<211> 12

<212> PRT

<213> Nhé&n tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 264

Ala Lys Glu Arg Trp Asn Trp Asn Phe Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 265
<211> 318
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 265
gacatccaga

gggaaagccc ctaagctcct

gatgattttg
accaagctgg

caacttatta
agatcaaa

<210> 266
<211> 106

-122-

tgacccagtc tccttccacc ctgtctgecat
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg
gatctataag gcatctagtt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca
ctgccagcag tttaatagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attccacttt

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect

tggccagggg

24

36

60
120
180
240
300
318



<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 266
Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu
50
Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100
<210> 267
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 267
cagagtatta gtagctgg
<210> 268
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 268
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5
<210> 269
<211> 9
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 269
aaggcatct

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Leu

32446

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu
Cys Gln

Glu Ile
105

-123-

Thr
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75
Phe

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Ser
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Thr

18



32446

<210> 270
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 270
Lys Ala Ser
1

<210> 271
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 271
cagcagttta atagttattc cact 24

<210> 272
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 272
Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Ser Thr
1 5

<210> 273
<211> 369
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 273

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttaatacagc cgggggggtc cctgagactc 60
tcctgtatag cctctggatt cacctttaga ggctatgcca tgagttgggt ccgccagget 120
ccaggggagg ggctggactg ggtctcaggt attagttctg gtggcgggaa cacatattac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ttgcaaatga acagtctgag agtcgaggac acggccgtat attactgtgc gaaagacaga 300

gggggtgtaa gggactttta ctacggtttg gacgtctggg gccaggggac cacggtcacc 360
gtctcctca 369

<210> 274
<211> 123
<212> PRT
<213> Nhéan tao

-124-



<220>
<223> Tdng

<400> 274

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35
Ser Gly Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 275
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 275
ggattcacct

<210> 276
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> Tdng

<400> 276

hop

Leu Val Glu Ser

Leu Ser Cys Ile

20

Trp Val Arg Gln
Ser Ser Gly Gly

Phe Thr Ile Ser

70

Asn Ser Leu Arg

85

Arg Gly Gly Val

100

Gly Thr Thr Val

tao

hop

ttagaggcta tgcc

tao

hop

32446

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala Pro
Gly Asn
Arg Asp
Val Glu

Arg Asp

105

Thr Val
120

Gly Phe Thr Phe Arg Gly Tyr Ala

1

<210> 277
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 277
attagttctg

5

tao

hop

gtggcgggaa caca

-125-

Asp
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Phe

Ser

Leu
Phe
Glu
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr

Ser

Ile
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Arg
30

Asp
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15

Gly
Trp
Ser
Leu

Tyr

Asp

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Val

24

24



<210> 278
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 278

tao

hop

32446

Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Thr

1

<210> 279
<211> 48
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 279
gcgaaagaca

<210> 280
<211> 16
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 280

5

tao

hop

gagggggtgt aagggacttt tactacggtt tggacgtc

tao

hop

Ala Lys Asp Arg Gly Gly Val Arg Asp Phe Tyr Tyr Gly Leu Asp Val

1

<210> 281
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 281

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gatgatttta
gggaccaagg

<210> 282
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan

5

tao

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttatta

tao

tcecttecace
gagtatttat
gatctataag
tgggacagat
ctgccaacaa
tggaaatcaa a

-126-

ctgtctgcat
agttggttgg
gcgtctagtt
ttcactctca
tatcttagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attctcggac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtcea
cctgcagcect
gttcggccaa

48

60

120
180
240
300
321



<220>

<223> Téng hop

<400>

Asp Il
1

Asp Ar

Leu Al

282
e Gln

g Val

a Trp
35

Tyr Lys Ala

50
Ser Gl
65
Asp As

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

283
18
ADN
Nhén

Tdng

283

cagagtattt

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

<220>
<223>

<400>

284
6
PRT
Nhéan

Tng

284

Met Thr Gln
Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln
Ser Ser Leu
Gly Thr Asp
Thr Thr Tyr

85

Gln Gly Thr
100

tao

hop

atagttgg

tao

hop

Gln Ser Ile Tyr Ser Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

285
9
ADN
Nhan

Téng

285

aaggcgtct

<210>
<211>
<212>

286
3
PRT

5

tao

hop

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Lys

32446

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu
Cys Gln

Val Glu
105

-127-

Thr
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Leu

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser

Ser

Ser
Tyr
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Ser
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Arg

18



32446

<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 286
Lys Ala Ser
1

<210> 287
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 287
caacaatatc ttagttattc tcggacg 27

<210> 288
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 288
Gln Gln Tyr Leu Ser Tyr Ser Arg Thr
1 5

<210> 289
<211> 378
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 289

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc 60
tcctttgecag cctctggatt cacctttgat gattatgcca tgcactgggt ccggcaagcet 120
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attagttgga atagtggtag cataggctat 180
gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat 240
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt attactgtgc aaaagcccgt 300
ggatacagct atggttacgg ggagtactac tacggtatgg acgtctgggg ccaagggacc 360
acggtcaccg tctcctca 378

<210> 290
<211> 126
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

-128-



<400> 290

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35
Ser Gly Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Lys Ala

Met Asp Val
115

<210> 291
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhan

<220>
<223> Tdéng

<400> 291
ggattcacct

<210> 292
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 292

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Arg

100
Trp

tao

hop

Val
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
85

Gly

Gly

Glu
Phe
Arg
Asn
Ile
70

Leu
Tyr

Gln

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg

Ser

Gly

ttgatgatta tgcc

tao

hop

32446

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Tyr

Thr
120

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala

1

<210> 293
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 293

tao

hop

5

attagttgga atagtggtag cata

<210> 294
<211> 8
<212> PRT

-129-

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Gly
105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Tyr

Val

Leu
Phe
Lys
Gly
Ala
75

Thr

Gly

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Glu

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Leu
Tyr

Ser
125

Pro
Asp
Glu
Asp
Ser
Tyr
Tyr

110
Ser

Gly
Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

Tyr

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

24

24



<213> Nhén
<220>
<223> Téng

<400> 294

tao

hop

32446

Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile

1

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

295
57
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 295

gcaaaagccc

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

296
19
PRT
Nhan

<220>
<223> Tbng

<400> 296

5

tao

hop

gtggatacag ctatggttac ggggagtact actacggtat ggacgtc

tao

hop

Ala Lys Ala Arg Gly Tyr Ser Tyr Gly Tyr Gly Glu Tyr Tyr Tyr Gly

1

Met Asp Val

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

297
321
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 297

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc

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

298
107
PRT
Nhéan

<220>

5

tao

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

tao

tccatcctcec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
a

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

-130-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccecgtacac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
ttttggccag

57

60

120
180
240
300
321



<223> Téng

<400> 298

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 299
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 299
cagagcatta

<210> 300
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 300

hop

Met Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr

85

Gln Gly
100

tao

hop

gcagctat

tao

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

<210> 301
<211> 9
<212> ADN
<213> Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 301
gctgcatcc

<210> 302
<211> 3
<212> PRT
<213> Nhén

5

tao

hop

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

32446

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

-131-

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

18



<220>
<223> Tdéng

<400> 302

Ala Ala Ser

1

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

303
27
ADN
Nhan

<220>
<223> Tdéng
<400> 303

caacagagtt

<210>304
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 304

hop

tao

hop

acagtacccc

tao

hop

32446

gtacact

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Tyr Thr

1

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

305
351
ADN
Nhén

<220>
<223> Téng
<400> 305

caggtgcagc
tcctgtgceag
ccaggcaagg
acagactccg
ctgcaaatga
tggaactctt

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

306
117
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 306

5

tao

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
ttgactactg

tao

hop

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
gggccaggga

gtggtccagc
aactatggca
atattgtatg
tccagagaca
acggctgtgt
accctggtca

-132-

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgce
ccgtctecte

cctgagactc
ccgccaggct
taaatactat
cacgctgtat
gagagataac
a

27

60

120
180
240
300
351



val
Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
85

Trp

Ser

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Asn

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ser

tcagtaacta tggc

32446

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Asn

Arg Asp
Ala Glu

Phe Asp
105

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly

Gln Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35
Ala Val Ile Leu
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Asp Asn
100
Val Thr Val Ser
115
<210> 307
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 307
ggattcacct
<210> 308
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 308
1
<210> 309
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Tbéng hop
<400> 309

5

atattgtatg atggaagtaa taaa

<210>

<211> 8

<212>
<213>

310

PRT
Nhan tao

-133-

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

Tyr

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Thr
Asn

Val

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Leu

24

24



<220>
<223> Tdng

<400> 310

hop

32446

Ile Leu Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

1

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

311
30
ADN
Nhén

<220>
<223> Tbéng
<400> 311

gcgagagata

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

312
10
PRT
Nhén

<220>
<223> Tbéng

<400> 312

5
tao
hop
actggaactc
tao
hop

ttttgactac

Ala Arg Asp Asn Trp Asn Ser Phe Asp Tyr

1

<210> 313
<211>321
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 313

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag

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

314
107
PRT
Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 314

5

tao

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa

tao

hop

tccatcctcce
gagcattagc
gatctatact
tgggacagat
ctgtcaacag
a

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacacta

ctgtaggaga
attggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
ccccattcac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcect

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

-134-

30

60

120
180
240
300
321



Asp Arg Val

Leu As

n Trp

Tyr Thr Ala

50
Ser Gl
65
Glu As

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>
cagagc

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

<220>
<223>

<400>

315
18
ADN

Nhéan

Téng

315
atta

316
6
PRT
Nhén

Téng

316

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Pro Gly
100

tao

hop

gcagctat

tao

hop

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>
actgca

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

<220>
<223>

317
9
ADN
Nhén

Téng

317
tcc

318
3
PRT
Nhén

Téng

5

tao

hop

tao

hop

Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

32446

Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

-135-

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Asp
105

10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

15
Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Phe

18



<400> 318

Thr Ala Ser

1

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

319
27
ADN
Nhéan

<220>
<223> Téng
<400> 319

caacagagtt

<210> 320
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 320

tao

hop

acactacccc

tao

hop

32446

attcact

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Phe Thr

1

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

321
375
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 321

gaggtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
gtggactctg
ctgcaaatga
gtagtagtac
gtcaccgtct

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

322
125
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 322

5

tao

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cagctgctat
cctca

tao

hop

tgggggaggc
cacctttagt

ggtggccaac
attcaccatc
agccgaggac
accccactgg

ttggtccagce
agctattgga
ataaagcaag
tccagagaca
acggctgtgt
tacttcgatc

ctggggggtc
tgagctgggt
atggaagtga
acgccaagaa
attactgtgc

tctggggcceg

cctgagactc
ccgccaggcet
gaaatactat
ctcactgtat
gagagagagg
tggcaccctg

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 Phe Ser Ser Tyr

-136-

27

60

120
180
240
300
360
375



Trp Met

Ala Asn
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Asp Leu

Ser
35

Ile
Arg
Met

Glu

Vl\ rp
115

<210> 323

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhan

<220>

<223> Téng

<400> 323
ggattcacct

<210> 324

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan

<220>

<223> Téng

<400> 324
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Trp

1

<210> 325

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhéan

<220>

<223> Téng

<400> 325
ataaagcaag

<210> 326

<211> 8

<212> PRT
<213> Nhan

<220>

<223> Téng

20
Trp

Lys
Phe
Asn
Arg

100
Gly

tao

hop

Val
Gln
Thr
Ser
85

Val

Arg

Arg
Asp
Ile
70

Leu

Val

Gly

Gln
Gly
55

Ser
Arg
Val

Thr

ttagtagcta ttgg

tao

hop

tao

hop

5

atggaégtga gaaa

tao

hop

32446

Ala
40

Ser
Arg
Ala

Pro

Leu
120

-137-

25
Pro

Glu
Asp
Glu
Ala

105
Val

Gly
Lys
Asn
Asp
Ala

Thr

Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Ile

Val

Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Pro

Ser

Leu
45

vVal
Asn
Val
His

Ser
125

30
Glu

Asp
Ser
Tyr

Trp
110

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Tyr

Val
Val
Tyr
80

Cys

Phe

24

24



<400> 326

32446

Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys

1

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

327
54
ADN
Nhan

<220>
<223> Tbng
<400> 327

gcgagagaga

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

328
18
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 328

5

tao

hop

gggtagtagt accagctgct ataccccact ggtacttcga tctc

tao

hop

Ala Arg Glu Arg Val Val Val Pro Ala Ala Ile Pro His Trp Tyr Phe

1
Asp Leu

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

329
339
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdng
<400> 329

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcc
cctcggacgt

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

330
113
PRT
Nhan

<220>
<223> Tbng

<400> 330

5

tao

hop

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tcecectgaccg
tgcaggctga
tcggccaagg

tao

hop

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcecct
attcagtggc
agatgtggca
gaccaaggtg

10

ctggctgtgt
tacagctcca
aagctgctca
agcgggtctg
gtttattact
gaaatcaaa

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

15

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc
ttatagtact

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

1

5

10

-138-

15

54

60
120
180
240
300
339



Glu
Ser
Pro
Pro
65

Ile

Tyxr

Lys

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

Arg
Asn
Pro
50

Asp

Ser

Tyr

<220>

<223>

<400>

Ala
Asn
35

Lys
Arg

Ser

Ser

331
36
ADN
Nhan

Téng

331

cagagtgttt

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

<220>

<223>

<400>

332
12
PRT
Nhéan

Téng

332

Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Thr
100

tao

hop

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85
Pro

Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Arg

Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

32446

Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp

Phe

Ser
25

Trp
Ala
Ser

Val

Gly
105

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gln

tatacagctc caacaataag aactac

tao

hop

Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ser
Gln
Arg
60

Asp
Tyr

Thr

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

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

333

ADN
Nhé&n tao

333

tgggcatct

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

334

PRT
Nhan tao

Téng hop

Tédng hop

5

-139-

10

Val
Lys
45

Glu
Phe
Tyr

Lys

Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys

Val
110

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Ile



<400> 334

Trp Ala Ser

1

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

335
27
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 335

cagcaatatt

<210> 336
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Téng

<400> 336

tao

hop

atagtactcc

tao

hop

32446

tcggacg

Gln Gln Tyr Tyr Ser Thr Pro Arg Thr

1

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

337
375
ADN
Nhéan

<220>
<223> Téng
<400> 337

caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagc
atggagctga
tacgatattt
gtcaccgtct

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

338
125
PRT
Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 338

5

tao

hop

tggtgcagtc
cttctggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
tgactggtta
cctca

tao

hop

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
ttactactac

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgcett
accacagaca
acggccgtgt
ggtatggacg

ctggggcctc
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgc
tctggggcca

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagcgtat
agggaccacg

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

1

5

10

-140-

15

27

60

120
180
240
300
360
375



Ser Va
Gly Il
Gly Tr
Gln G1

65
Met Gl

Ala Ar

Asp Va

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

<220>
<223>

<400>
ggttac

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

<220>
<223>

<400>

1l Lys

e Ser
35
p Ile

y Arg
u Leu
g Ala
1 Trp

115

339
24
ADN
Nhéan

Téng

339
acct

340
8
PRT
Nhéan

Téng

340

Val
20

Trp
Ser
Val
Arg
Tyr

100
Gly

tao

hop

Ser
Val
Ala
Thr
Ser
85

Tyr

Gln

Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Asp

Gly

Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Ile

Thr

ttaccagcta tggt

tao

hop

32446

Ala
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Leu

Thr
120

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>
atcagc

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

<220>
<223>

341
24
ADN
Nhén

Téng

341
gctt

342
8
PRT
Nhéan

Téng

tao

hop

5

acaatggtaa caca

tao

hop

-141-

Sér
25

Pro
Asn
Asp
Asp
Thr

105
Val

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Gly

Thr

Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Val

Thr
Gly
Tyr
Thr
Ala
Tyr

Ser

Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val

Tyr

Ser
125

Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Tyr
110

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Tyr
Met
Leu
Tyr
80

Cys

Met

24

24



<400> 342

32446

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr

1

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

343
54
ADN
Nhén

<220>
<223> Tbéng
<400> 343

gcgagagcgt

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

344
18
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 344

5

tao

hop

attacgatat tttgactggt tattactact acggtatgga cgtc

tao

hop

Ala Arg Ala Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met

1
Asp Val

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

345
333
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdng
<400> 345

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagatattg
actttcggcec

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

346
111
PRT
Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 346

5

tao

hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaagctcct
gaagtggatc
caacatatta
ctgggaccaa

tao

hop

tccatcctcece
ggacattagc
gatctacgat
tgggacagat
ctgtcaacag
agtggatatc

10

ctgtctgcat
aactatttaa

gcatccaatt

tttactttca
tatgataatc
aaa

ctgtaggaga
attggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tccecteeggg

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
gggttcattc

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

-142-

54

60

120
180
240
300
333



Asp Arg
Leu Asn

Tyr Asp
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Gly Gly

<210> 34
<211> 18

Trp
35

Ala
Ser

Ile

Ser

7

<212> ADN
<213> Nhéan

<220>

<223> Tdng

<400> 34

7

caggacatta

<210> 34
<211> 6

8

<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223> T4

<400> 34

ng

8

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Phe
100

tao

hop

Ile
Gln
Aén
Thr
Thr

85
Thr

gcaactat

tao

hop

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Phe

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

1

<210> 34
<211> 9

9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 34

9

gatgcatcc

<210> 35
<211> 3

0

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Téng hop

5

Cys
Lys
Glu
55

Phe
Tyr

Gly

32446

Gln
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Pro

-143-

Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Gly
105

10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Thr

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Val

Ile
Lys
45

Arg
Ser

Asn

Asp

Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

Ile
110

15
Asn

Leu
Ser
Gln
Pro

95
Lys

Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro



<400> 350

Asp Ala Ser

1

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

351
39
ADN
Nhén

<220>
<223> Tbng

<400> 351

tao

hop

32446

caacagtatg ataatctccc tccggggggt tcattcact

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

352
13
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tbng

<400> 352

tao

hop

Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pro Pro Gly Gly Ser Phe Thr

1

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

353
360
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 353

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tataattgga

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

354
120
PRT
Nhén

<220>
<223> Tbng

<400> 354

5

tao

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
aatttcactt

tao

hop

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac
tgactactgg

10

ttggtacagc
agttatgcca
cttagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggccagggaa

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attattgtgc
ccctggtceac

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagagaaa
cgtctcctca

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 Phe Ser Ser Tyr

-144-

39

60

120
180
240
300
360



Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Gly

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

Met
Gly
Gly
Gln
Lys

Thr

<220>

<223>

<400>

Ser
35

Leu
Arg
Met
Glu

Leu
115

355
24
ADN
Nhan

Téng

355

ggattcacct

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>
<223>Téng hop

356

PRT
Nhéan

<400> 356
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

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

<220>

<223>

<400>

357
24
ADN
Nhéan

Téng

357

cttagtggta

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

358

PRT
Nhéan

Téng

20
Trp Val

Ser Gly
Phe Thr
Asn Ser
85
Lys Tyr

100
Val Thr

tao

hop

Arg
Ser
Ile
70

Leu

Asn

Val

Gln
Gly
55

Ser
Arg

Trp

Ser

ttagcagtta tgcc

tao

5

tao

hop

gtggtggtag caca

tao

hop

32446

Ala
40

Gly
Arg
Ala

Lys

Ser
120

25
Pro Gly

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Phe His
105

-145-

Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Phe

Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asp

Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

30
Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr
95

Trp Gly
110

Val
Val
Tyr
80

Cys

Gln

24

24



<400> 358

32446

Leu Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr

1

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

359
39
ADN
Nhén

<220>
<223> Tdng

<400> 359

5

tao

hop

gcgaaagaga aatataattg gaaatttcac tttgactac

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

360
13
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 360

tao

hop

Ala Lys Glu Lys Tyr Asn Trp Lys Phe His Phe Asp Tyr

1

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

361
321
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 361

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagatattg
gggaccaagg

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

362
107
PRT
Nhéan

<220>
<223> Téng

<400> 362

5

tao

hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaagctcct
gaagtggatc
caacatatta
tggagatcaa

tao

hop

tccatcctcece
ggacattagc
gatctacgat
tgggacagat
ctgtcaacag
a

10

ctgtctgcat

aactatttaa
gcatccaatt
tttactttca
tatgataatc

ctgtaggaga
attggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tccegcetcecac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggcgga

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

1

5

10

15

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

20

25

-146-

30

39

60

120
180
240
300
321



Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Asp Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Ile Ala
Thr Phe Gly Gly
100
<210> 363
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223> Tdéng hop
<400> 363

Gin
Asn
Thr
Thr

85
Gly

caggacatta gcaactat

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 36
Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

1

<210> 36
<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 36
gatgcatcc

<210> 36
<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 36
Asp Ala Ser

1

364

PRT
Nhén tao

4

5

ADN
Nhéan tao

5

6

PRT
Nhan tao

6

Tédng hop

Tdng hop

Téng hop

5

Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr

Lys
Glu
55

Phe
Tyr

Lys

32446

Pro
40

Thr
Thr
Cys

Val

-147-

Gly
Gly
Phe
Gln

Glu
105

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Pro
Ser
60

Ser

Asp

Lys
45
Arg

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Leu



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

367
27
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 367

tao

hop

32446

caacagtatg ataatctccc gctcact

<210> 368
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223> Tdng

<400> 368

tao

hop

Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pro Leu Thr

1

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

369
354
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdng
<400> 369

caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagc
atggagctga
agctactcct

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

370
118
PRT
Nhan

<220>
<223> Tdng

<400> 370

Gln Val Gln

1
Ser Val

Gly Ile
35
Gly Trp

Lys
sSer

Ile

5

tao

hop

tggtgcagtc
cttctggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
ggttcgaccc

tao

hop

Leu Val Gln Ser Gly Ala

5

Val Ser Cys Lys Ala Ser
25
Trp Val Arg Gln Ala Pro

20

Ser Ala Tyr Asn Gly Asn

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac

ctggggccag

40

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgctt
accacagaca
acggccgtgt
ggaaccctgg

Glu Vval
10

Gly Tyr
Gly Gln

Thr Asn

-148-

ctggggcctc
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgc
tcaccgtctc

Lys Lys

Thr Phe

30

Gly Leu
45

Tyr Ala

Pro

Thr

Glu

Gln

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagatggg
ctca

Gly Ala
15

Ser Tyr
Trp Met

Lys Leu

27

60

120
180
240
300
354



32446

50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Gly Ser Tyr Ser Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 371
<211> 24
<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 371
ggttacacct ttaccagcta tggt

<210> 372
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 372
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly
1 5

<210> 373
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 373
atcagcgctt acaatggtaa caca

<210> 374
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 374
Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr
1 5

-149-

24

24



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

375
33
ADN
Nhéan

<220>
<223> Tdéng

<400> 375
gcgagagatg

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

376
11
PRT
Nhan

<220>
<223> Téng

<400> 376

tao

hop

32446

ggagctactc ctggttcgac ccc

tao

hop

Ala Arg Asp Gly Ser Tyr Ser Trp Phe Asp Pro

1

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

377
321
ADN
Nhan

<220>
<223> Tdng
<400> 377

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccece
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

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

378
107
PRT
Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 378

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Ala Ala

50

5

tao
hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

tao

hop

Met Thr Gln Ser

5

Thr Ile Thr Cys

20

Tyr Gln Gln Lys

Ser Ser Leu Gln

tccatcctcece
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
a

Pro
Arg

Pro
40
Ser
55

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

Ser Ser Leu

10

Ala Ser Gln
25
Gly Lys Ala

Gly Val Pro

-150-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccegcetceac

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

Ser Val Gly

15

Ser Ser Tyr
Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

33

60

120
180
240
300
321



32446

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

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu
85 90 : 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 379
<211> 18
<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 379
cagagcatta gcagctat 18

<210> 380
<211> 6

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 380
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 381
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tédng hop

<400> 381
gctgcatcc ) 9

<210> 382
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 382

Ala Ala Ser
1

<210> 383
<211> 27

-151-



<212> ADN
<213> Nhéan

<220>
<223> Téng
<400> 383

caacagagtt

<210> 384
<211> 9
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223> Tdéng

<400> 384

tao

hop

acagtacccc

tao

hop

32446

gctcact

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr

1

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

385
360
ADN
Nhéan

<220>
<223> Téng
<400> 385

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaagg
ccctceccectcea
aagctgagct
agctactact

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

386
120
PRT
Nhéan

<220>
<223> Tébng
<400>
Gln
1
Thr

386
Val
Leu
Tyr Trp
35
Gly Tyr
50
Ser Arg

65

Gln

Ser

Ser

Ile

Val

5

tao
hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
actacggtat

tao

Leu Gln

Leu Thr
20

Trp Ile
Tyr

Thr Ile

Glu
Cys
Arg
Ser

Ser
70

gggcccagga
ctccatcagt

gattgggtat
caccatatca
cgaagacacg
ggacgtctgg

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro
40
Gly Ser
55

Val Asp

Pro
Sér
25

Pro

Thr

Thr

ctggtgaagc

agttactact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
ggccaaggga

Gly Leu
10
Gly Gly

Gly Lys

Lys Tyr

Ser Lys

75

-152-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgggag
ccacggtcac

Val Lys

Ser Ile
30
Leu
45
Pro

Gly

Asn
60

Asn Gln

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

cctgtccectce
ccggcagccce
caagtacaac
gttctcecctg
acaaagtggg
cgtctcctca

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Leu
80

Ser

27

60

120
180
240
300
360



Lys Leu Ser

Arg Gln Ser

Gly Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

115

387
24
ADN
Nhan

Téng

387

ggtggctcca

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

<220>
<223>

<400>

388
8
PRT
Nhéan

Téng

388

32446

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

Gly Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln

85
100 105
Val Thr Val Ser Ser
120
tao
hop

tcagtagtta ctac

tao

hop

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

389
21
ADN
Nhén

Tdng

389

atctattaca

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

<220>
<223>

<400>

390
7
PRT
Nhéan

Téng

390

5

tao

hop

gtgggagcac c

tao

hop

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr

1

<210>
<211>

391
42

5

-153-

90

110

95

24

21
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<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 391
gggagacaaa gtgggagcta ctactactac ggtatggacg tc 42
<210> 392
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Tdéng hop
<400> 392
Gly Arg Gln Ser Gly Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 393
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Tdéng hop
<400> 393
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca aagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccce ctaagctcct gatctatget gcatccagtt tgcaaagtgg agtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta ccccgtacac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321
<210> 394
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 394
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 . 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Tyr

-154-



85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

<210> 395
<211> 18

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 395
caaagcatta gcagctat

<210> 396
<211> o

<212> PRT
<213> Nhé&n tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 396
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 397
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 397
gctgcatcc

<210> 398
<211> 3

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 398
Ala Ala Ser
1

<210> 399
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhan tao

32446

105

-155-

90

95



<220>

<223> Téng hop

<400> 399
caacagagltt acagtacccc gtacact

<210> 400

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 400

Gln Gln
1

Ser

<210> 401
<211> 528
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 401

Met Glu
1
Ser Ile

Ile Phe

Cys Phe
50

Val Gln

65

Ala Ala

Glu Phe
Glu Leu

Met Ala
130

Arg Ser

145

Ala Gly

Glu Val

Lys Cys

Thr Met
210

Gln Gln

225

Phe Glu

Phe Ile

Leu
Gln
Ser
35

Leu
Tyr
Ser
Arg
Tleu
115
Asp
Phe
His
Cys
Tyr
195
Lys
Asp
Ala

Asp

32446

Tyr Ser Thr Pro Tyr Thr

Lys
Ala
20

Tyr
Gly
Tyr
Gln
Phe
100
Ala
Glu
Lys
Asp
Ser
180
Thr
Gly
Glu
Gly

Gln

5

Ala
Phe
Glu
Ser
Phe
Leu
85

Ser
Leu
Lys
Pro
Ile
165
Ala
Phe
Gly
Tyr
Ile

245
Leu

Glu
Ala
Arg
Leu
His
70

Thr
Gln
Leu
Gln
Lys
150

Arg

Glu

Asn

Thr
Leu
230
Lys

Gly

Glu
Ser
Leu
Ala
55

Tyr
Phe
Val
Asn
Leu
135
Pro
Asp
Asp
Ser
Gly
215
Pro

Val

Phe

Glu
Ser
Ser
40

Val
His
Pro
Ser
Asn
120
Glu
Phe
Met
Phe
Gly
200
Asn
Val

Gln

Gly

Glu
Ser
25

Leu
Leu
His
Ala
Lys
105
Arg
Ile
Asn
Leu
Lys
185
Arg
Gly
Trp
Ile

Val

-156-

Val
10

Thr
Lys
Leu
Val
Val
90

Asn
Tyr
Leu
Met
Leu
170
Val
Asp
Leu
Gly
His

250
Ala

Gly
Leu
Arg
Cys
Thr
75

Thr
Asp
Glu
Gln
Arg
155
Ser
Val
Gly
Glu
Glu
235

Ser

Pro

Gly
His
Ala
Val
60

Lys
Leu
Leu

Ile

Asp

Val
Gly
Leu
45

Cys
Leu
Cys
Tyr
Pro

125
Lys

140 .

Glu
Cys
Phe
Arg
Ile
220
Thr

Gln

Gly

Phe
His
Thr
Pro
205
Met
Asp

Asp

Phe

Gln
Leu
30

Trp
Thr
Asp
Asn
His
110
Asp
Ala
Tyr
Phe
Arg
190
Arg
Leu
Glu

Glu

Gln

Pro
15

Ala
Ala
Glu
Glu
Leu
95

Ala
Thr
Asn
Asp
Arg
175
Tyr
Leu
Asp
Thr
Pro

255
Thr

Val
His
Leu
Arg
Val
80

Asn
Gly
Gln
Phe
Arg
160
Gly
Gly
Lys
Ile
Ser
240

Pro

Phe

27



Val
Thr
Tyr
305
Glu
Cys
Leu
Leu
Ala
385
Ile
Tyr
Gly
Thr
Leu
465
Asp

Cys

Ile

Ala
Cys
290
Ser
Asn
Thr
Val
Thr
370

Ser

Gly

Glu T

Asp
Val
450
Cys
Lys
Glu

Leu

Cys
275
Lys
Ile
Cys
Pro
Glu
355
Arg
Ala

Glu

Ile
435
Leu
Arg
Gly

Ser

Pro
515

260
Gln

Ala
Thr
Asn
Glu
340
Lys
Tyr
Lys
Asn
Ile
420
Gly
Glu
Arg
Val
Leu

500
His

Glu
Val
Ala
Cys
325
Gln
Asp
Gly
Tyr
Ile
405
Glu
Gly
Leu
Gly
Ala
485

Arg

His

Gln
Thr
Cys
310
Arg
Tyr
Gln
Lys
Leu
390
Leu
Gln
Gln
Phe
Lys
470
Leu

Gly

Pro

Arg
Met
295
Arg
Met
Lys
Glu
Glu
375
Ala
Val
Lys
Met
Asp
455
Cys
Ser
His

Ala

32446

Leu
280
Asp
Ile
Val
Glu
Tyr
360
Leu
Lys
Leu
Lys
Gly
440
Tyr
Gln
Leu

Pro

Arg
520

265
Ile

Ser
Asp
His
Cys
345
Cys
Ser
Lys
Asp
Ala
425
Leu
Ala
Lys
Asp
Ala

505
Gly

-157-

Tyr
Asp
Cys
Met
330
Ala
Val
Met
Phe
Ile
410
Tyr
Phe
Tyr
Glu
Asp
490
Gly

Thr

Leu
Leu
Glu
315
Pro
Asp
Cys
Val
Asn
395
Phe
Glu
Ile
Glu
Ala
475
Val

Met

Phe

Pro
Asp
300
Thr
Gly
Pro

Glu

Lys

Pro
285
Phe
Arg
Asp
Ala
Met

365
Ile

380 .

Lys
Phe
Ile
Gly
Val
460
Lys
Lys
Thr

Glu

Ser
Glu
Ala
Ala
445
Ile
Arg
Arg
Tyr

Asp
525

270
Pro

Phe
Tyr
Ala
Leu
350
Pro
Pro
Glu
Val
Gly
430
Ser
Lys
Ser
His
Ala

510
Phe

Trp
Asp
Leu
Pro
335
Asp
Cys
Ser
Gln
Leu
415
Leu
Ile
His
Ser
Asn
495

Ala

Thr

Gly
Ser
Val
320
Tyr
Phe
Asn
Lys
Tyr
400
Asn
Leu
Leu
Lys
Ala
480
Pro

Asn

Cys





