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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén protein lién két RGMa va phuong phép san xuét protein

nay, va duge phdm chira protein nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Phén tir din hudng ddy (repulsive guidance molecule - RGM), ma la protein
mang ¢ dinh GPI v&i khdi lugng phén tir khoang 33 kDa, duge xac dinh dau tién nhu
1a phan tr din huéng axon (soi truc than kinh) trong hé théng thi gidc (xem, Tai liéu
phi sang ché 1). Ho RGM bao gém ba thanh vién dugc goi 1a RGMa, RGMb va
RGMe. Trong s chung, RGMa dugc biéu hién lai sau chén thuong hé than kinh trung
wong & ngudi trudng thanh va chudt cling nhu & giai doan tién trién, va viéc e ché
RGMa & chudt ddy manh sy sinh truéng nhanh ctia s¢i truc than kinh sau tén thuong
tay sdng va thiic ddy phuc hdi chirc ning (xem, Tai liéu phi sing ché 2). Do d6, RGMa

duoc xem 1a chét e ché soi truc thin kinh sau chin thuong hé than kinh trung wong.

RGMa con dugce thong bédo 1a c6 tdc dung d6i voi hé thdng mién dich. RGMa
duoc biéu hién trong t& bao hinh cdy va tac dong trong té bao T, nhd d6 tang cudng sy
bam dinh cua t€ bao T vao ICAM-1 va fibronectin va cam Gng qué trinh san xut
xytokin (Tai liéu sang ché 4). Trong miu chudt mic bénh da xo cling, viéc st dung
khang thé khang RGMa ngin ngira tridu chimg do viém ndo tiy va con co tac dung
ngan nglra sy khdi phat va sy tai phat bénh. Khang thé khang RGMa con duge cho 1a
lién két véi RGMa dugce biéu hién trong té bao hinh cay dé trc ché su hoat hoa té bao
T, nh¢ do tao ra tac dung trong bénh da xo cung.

Co ché truyén tin hiéu cia RGMa ciing dugc 1am séng td, va protein neogenin
dugc thong bdo 1am thu thé RGMa (Tai lidu sang ché 3). Neogenin 14 protein xuyén
mang don duoc biéu hién trong noron té bao thin kinh va té bao T.

RGMa lién két v6i neogenin trong mang té bao dé cam tng su hoat héa RhoA
ndi bao va su bét hoat Ras, nhd d6 tao ra tic dung tre ché soi sy sinh trudng nhanh ciia

truc than kinh. Béng thoi, neogenin con dugce xac dinh 1a tao ra sy chét t& bao theo
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chuong trinh trong sy véng mit cua lién két RGMa trong ndo clia ga dang trong giai
doan phat trién (Matsunaga et al., Dev.Growth Differ.46, 481, 2004). Do do, con
duong RGMa/neogenin dugc cho 1a c6 hai tic dung dbi 1ap trong viéc ting cudng sy
séng s6t cua noron té bao than kinh, ma 1a tic dung c6 loi di véi su tai tao day than
kinh, va téc dung bat loi 1a Grc ché sy sinh trudng nhanh cta soi truc than kinh.

Pbéi v6i duge phdm huéng dich RGM, Tai liéu sang ché 1 boc 16 duge pham
déy manh su tai tao soi truc than kinh chtra khang thé trung hoa khang RGM lam hoat
chét. Tai lidu sang ché 2 va 3 boc 10 duge phdm tri lidu dbi véi ton thuong co hoc dbi
v6i ndo va tay séng, khang thé khang RGM ma didu hoa viéc lién két cia RGM véi
thu thé neogenin ctia né. Tai liu séng ché 4 boc 10 viéc st dung trong y té ctia khang
thé khéang RGM nhu dbi v4i bénh da xo ctng. Tai liéu sang ché 5 boc 10 viée sir dung
trong tri liéu ciia khang thé khang RGM d6i v6i bénh bao gdm bénh da xo cung, tén
thwong ndo & dong vat c6 vi, tén thuong thy séng, chimg ngap mau, bénh thoai hoa
than kinh va bénh tAm than phén liét. Ngoai ra, Tai liéu sang ché 6 boc 16 viéce sir dung
trong tri liéu ctia chét didu bién RGM 1am khéang thé khang RGM dbi véi ton thuong
tiy song va bénh da xo cting, va Tai liéu phi sng ché 3 boc 10 viéc str dung trong tri
liéu dbi vé6i bénh da xo cung tién trién.

Tai liéu ddi ching
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: W02005/087268

Tai liéu sang ché 2: Ban dich don quéc té sang tiéng Nhat s§ 2010-537655

Tai liéu sang ché 3: Ban dich don qudc té sang tiéng Nhat s6 2009-510002

Tai liéu sang ché 4: W02011/071059

Tai liéu séng ché 5: Ban dich don quéc té sang tiéng Nhat s6 2011-512806

Tai liéu sang ché 6: Ban dich don qudc té sang tiéng Nhat sb 2004-525875
Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Neuron 5, 735-743 (1990)

Tai li€u phi sang ché 2: J. Cell Biol. 173, 47-58 (2006)

Tai liéu phi sang ché 3: Cell Reports 10, 1-12 (2015)
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Ban chét ky thuit ciia sing ché
Vén dé ky thudt can dwoc gidi quyét

Viéc st dung trong tri liéu cta khang thé khang RGMa chbng lai bénh than
kinh va mién dich dugc boc 10 nhu dwgc md ta trén ddy, nhung khang thé thong
thuong gip phai cac vin d& nhu hoat tinh khong dud, kha ning lam giam chic nang ndi
tai cia RGMa, va tac dung phu. Cu thé hon, khang thé thong thudng co thé uc ché su
lién két gitta RGMa va neogenin, do d6 con rc ché ca tac dung c6 loi nhu e ché su

chét t& bao theo chuong trinh dugc tao ra béi neogenin dugc lién két véi RGMa.

Do d6, muc dich ctia sang ché 1a d& xuét protein lién két RGMa ma khong trc
ché su twong tac RGMa/neogenin nhung lam trung hoa hoat tinh trc ché su sinh trudng

nhanh cta soi truc than kinh cia RGMa.
Céch thirc giai quyét van @&

Céc tac gia sang ché d3 thuc hién cac nghién ciru siu rong dé giai quyét cac
véin dé trén day. Do do, cac tac gia sang ché da thanh cong trong viéc tao ra protein
lién két RGMa ma khong trc ché sur lién két gitta RGMa va neogenin nhung lam trung
hoa hoat tinh e ché sy sinh truéng nhanh cta sgi truc than kinh cia RGMa, va phat
hién ra ring protein lién két RGMa c6 thé duge st dung 1am thudc dbi voi bénh thin

kinh hozic mién dich, do d6 d tao ra sang ché.
Cu thé hon, sang ché dé xuét:
[1]. Protein lién két RGMa dugc phan 14p, ma khong trc ché sy lién két gitta RGMa va

neogenin nhung lam trung hoa hoat tinh rc ché sy sinh truéng nhanh ciia sgi truc than

kinh cia RGMa.
[2]. Protein lién két RGMa theo muc [1], ma lién két voi RGMa & ngudi, chudt
va/hodc chudt nhét.

[3]. Protein lién két RGMa theo muc [1] hodc [2], ma lién két véi peptit co trinh tu
EEVVNAVEDWDSQG (SEQ ID NO: 26 trong Danh muc trinh ty sau day),
NQQIDFQAFHTNAE (SEQ ID NO: 27 trong Danh muyc trinh ty), PTAPETFPYET
(SEQ ID NO: 28 trong Danh muc trinh ty), va/hoic KLPVEDLYYQA (SEQ ID NO:
29 trong Danh muc trinh ty).

[4]. Protein lién két RGMa theo muc bit ky trong s6 cac muc tir [1] dén [3], ma lién
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két v6i peptit 6 trinh ty SEQ ID NO: 26 va 27 trong Danh muc trinh tu.

[5]. Protein lién két RGMa theo myc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [4], ma lién

két voi peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 26, 27 va 28 trong Danh muc trinh ty.

[6]. Protein lién két RGMa theo muc bét ky trong s cac muc tir [1] dén [4], ma lién

két véi peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 26, 27 va 29 trong Danh myc trinh tur.

[7]. Protein lién két RGMa theo muc bét ky trong s& cac muc tir [1] dén [6], trong @6
protein lién két RGMa 14 khang thé ngudi, khang thé dugc nhan héa hodc khang thé

kham, hodc manh lién két khang nguyén cia no.

[8]. Phan tir axit nucleic m& hoéa manh protein cuia protein li€n két RGMa theo muc bét

ky trong s cac muc tir [1] dén [7].
[9]. Vecto tai t& hop chira phan tir axit nucleic theo muc [8].
[10]. Té bao vat chii chira vecto tai t5 hop theo muc [9].

[11]. Phuong phép san xuét protein lién két RGMa theo muc [1] dn [7], phwong phap

nay bao gdm budc nudi cly té bao vat chti theo muyc [10].

[12]. Dugc pham chira protein lién két RGMa theo muc bét k¥ trong s6 cac muc tir [1]
dén [7].

[13]. Dugc phém theo muc [12] dé sur dung trong viéc ngdn ngura, diéu tri, hodc phong

ngira sy tai phat bénh than kinh hoic mién dich.

[14]. Dugc phém theo muc [13], trong do than kinh bénh dugc chon tir nhém bao gém
bénh xo ¢t bén teo co, chin thuong thin kinh canh tay, tén thuong ndo (bao gdbm
chén thuong so ndo), bai nio, hdi chimg Guillain-Barre, loan dudng chét trdng nio,
bénh da xo cing (bao gdm bénh da xo cing dang tdi phat-thuyén giam, bénh da xo
clng tién trién nguyén phat, bénh da xo clng tién trién thr phat), viém tiy - thi than
kinh, h6i chirng sau viém tiy xam, tit nit a6t sbéng, tén thuong tiy sbng, teo co tiy
sbng, ung thu xwong séng, viém tiiy ngang, sa st tri tué (bao gdm sa st tri tué do 180
hoa, suy giam nhédn thic nhe, bénh Alzheimer, sa sut tri tu¢ li€n quan dén bénh
Alzheimer), bénh Huntington, i loan vén dong mudn, ching hung cam, bénh
Parkinson, hoi ching Steele-Richardson, hdi chimg Down, nhugc co, chin thuong
than kinh (bao gém chin thuong day than kinh thi giac), chirng thoai hoa dang tinh bot

trong mach, xuét huyét ndo lién quan dén chung thodi héa dang tinh bot, nhdi méu
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ndo, viém ndo, trang thai 14 14n cAp tinh, bénh tdng nhan &p, bénh tdm than phan liét va
su thoai hoa 16p soi than kinh véng mac (bao gbm bénh vdng mac do tiéu dudng, bénh
than kinh vong mac do thiéu mau cyc by, tich 16p vong mac do di truyén, bénh than
kinh thi giac do thudc, bénh loan dudng vdng mac, thoai hoa diém vang do ldo hoa,
bénh v& mét dic trung bdi ddu than kinh thi gidc, bénh vé mét dic trung bdi yéu tb
quyét dinh di truyén ddi voi su thodi hoa t& bao nhén kich thich 4nh sang, su loan
dudng té bao hinh nén-hinh que di truyén dang lin ctia nhiém sic thé thuong, rdi loan

& ty lap thé lién quan dén bénh ly than kinh thi giac).

[15]. Dugc phém theo muc [13], trong d6 bénh mién dich dugc chon tir nhém bao gém
bénh da xo cung (bao gdm bénh da xo cing dang tai phat-thuyén giam, bénh da xo
ctng tién trién nguyén phat, bénh da xo cing tién trién thir phat), viém tdy - thi than
kinh, bénh vdy nén, chirng viém khép (bao gbdbm bénh thap khép, bénh viém xuong
khép, bénh viém khép vay nén), hoi chimg Guillain-Barre, bénh than kinh Behcet,
bénh thiéu mau 4c tinh, bénh tidu dudng (phu thudc insulin) typ I, bénh lupus ban dé
hé théng (systemic lupus erythematosus - SLE), bénh viém rudt (inflammatory bowel
disease - IBD), hoi chirng Sjogren, hoi chung Goodpasture, bénh Graves, ching thiéu
mé4u mAt hdng cdu tw mi&n dich, bénh xuét hién giam tiéu ciu tw mién dich, bénh hen
suyén, bénh phén hoa, bénh viém da co dia, viém thén tiéu cdu, nhuoc co, bénh

Hashimoto, va bénh sarcoid.

[16]. Dugc phém theo muc [13], trong d6 bénh than kinh ho#c mién dich dugc chon tir
nhém bao gdm tbn thuong tiy séng, chéan thurong than kinh (bao gdm chin thuong day
than kinh thi gi4c) va bénh da xo cimg (bao gdbm bénh da xo cung dang tai phat-thuyén

giam, bénh da xo cing tién trién nguyén phét, bénh da xo cung tién trién thir phat).

[17]. Khang thé khang RGMa duoc phén 14p, hodc manh lién két khang nguyén clia
no, trong do6 trinh tw axit amin cia mdi trong s6 cac vung quyét dinh bd trg chudi nhe
1 (light chain complementarity determining region 1 - LCDRI1), vung quyét dinh bd
trg chudi nhe 2 (light chain complementarity determining region 2 - LCDR2), ving
quyét dinh bd trg chudi nhe 3 (light chain complementarity determining region 3 -
LCDR3), ving quyét dinh bd trg chudi ning 1 (heavy chain complementarity
determining region 1 - HCDRI), vung quyét dinh bd tro chudi ning 2 (heavy chain
complementarity determining region 2 - HCDR2) va vung quyét dinh bd tro chudi

ning 3 (heavy chain complementarity determining region 3 - HCDR3) chta trinh ty
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sau day:
L.CDR1:RASQDISSYLN (SEQ ID NO: 30 trong Danh muc trinh tw)
LCDR2:YTSRLHS (SEQ ID NO: 31 trong Danh muc trinh ty)
LCDR3:QQLNTLP (SEQ ID NO: 32 trong Danh muc trinh ty)
HCDR1:DAWMD (SEQ ID NO: 33 trong Danh muyc trinh tu)
HCDR2:EIRSKANNHATYYAESVKG (SEQ ID NO: 34 trong Danh muc trinh ty) va
HCDR3:RDGAY (SEQ ID NO: 35 trong Danh muc trinh ty);
hodc
LCDRI1:RSSQSLVHSNGNTYLH (SEQ ID NO: 36 trong Danh muc trinh ty)
LCDR2:KVSNRFS (SEQ ID NO: 37 trong Danh muyc trinh tu)
LCDR3:SQSTHVP (SEQ ID NO: 38 trong Danh muc trinh tu)
HCDRI1:TSYYWN (SEQ ID NO: 39 trong Danh muc trinh ty)
HCDR2:YISYDGTNNYNPSLKN (SEQ ID NO: 40 trong Danh muc trinh tu) va
HCDR3:SFG, va
trong do trong, mdi trong sb cac trinh ty CDR, mot hodc mot sb axit amin ¢6
thé dugc thé, dugc loai bo, va‘hoic dugc bd sung.
[18]. Khang thé khang RGMa hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo muc [17],
trong d6 ving bién ddi chudi nang (VH) chira trinh ty sau déy:
VH:
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLEWVAEI
RSKANNHATYYAESVKGRFTISRDDSKSIVYLQMNSLRTEDTALYYCTRRDG
AYWGKGTTVTVSS (SEQ ID NO: 41 trong Danh muc trinh ty) hodc trinh tu axit
amin c6 d0 twong ddng 13 it nhat 90% véi trinh ty axit amin nay; va
trong d6 ving bién ddi chudi nhe (VL) chtra trinh ty sau day:
VL:
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQDISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRL
HSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFASYFCQQLNTLPWTFGGGTKVEME
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(SEQ ID NO: 42 trong Danh muc trinh ty) hodc trinh tu axit amin c6 d twong dong 1a

it nhat 90% véi trinh tu axit amin nay.

[19]. Khang thé khang RGMa hogc ménh lién két khang nguyén ctia n6 theo muc [17]
hodc [18], trong d6 khang thé khang thé khdng RGMa dugc nhén héa.

[20]. Khang thé khang RGMa hodc manh lién két khang nguyén cta né theo muc bat
ky trong sé céc muc tir [17] dén [19], trong d6 khang thé khang RGMa chira viing

hang dinh ciia IgG & nguoi.

[21]. Protein lién két RGMa, ma bd sung cho khang thé khdang RGMa theo muc [17]
hoc [18] dé lién két véi RGMa.,

[22]. Phén t axit nucleic md hdéa manh protein cua Khang thé khang RGMa hoic

manh lién két khang nguyén ctia n6 theo muyc bét ky trong s cac muc tir [17] dén [20].

[23]. Phan tir axit nucleic theo muc [22], trong d6 mdi trinh tur nucleotit ma héa trinh

tu axit amin VH va VL la trinh tg nucleotit chira:

VH:
gaagtgcagctggtggaatctggeggeggactggtgeagectggeagatecctgagactgtectgtacegecteeggettc
accttctccgacgectggatggattgggtgcgacaggcetectggeaagggcectggaatgggtggecgagatceggiceaa
ggccaacaaccacgecacctactacgecgagtetgtgaagggecggttcaccatctcecegggacgactccaagtecategt
gtacctgcagatgaactccctgeggacecgaggacaccgecctgtactactgecaccagaagggacggegectactgggge
aagggcaccacagtgacagtgtcctee (SEQ ID NO: 43 trong Danh muc trinh ty), va

VL:
gacatccagatgacccagtecccectectecgtgtetgettcegtgggegacagagtgaccatcacetgtegggecteceag
gacatctcctcctacctgaactggtatcagcagaageccggeaaggeecccaagcetgetgatctactacaccteceggetge
actccggegtgecctetagattttceggetetggetecggeaccgactttacectgaccatctccagectgeageecgagga
cttcgectectacttetgtcageagetgaacaccctgecctggaccetitggeggaggeaccaaggtggaaatggaa (SEQ
ID NO: 44 trong Danh muc trinh tu).

[24]. Vecto tai td hop chira phan tir axit nucleic theo myc [22] hodc [23].
[25]. Té bao vét chii chira vecto tai tb hop theo muc [24].

[26]. Phuong phép san xuét khang thé khang RGMa ho#c manh lién két khang nguyén
ctia n6 theo muc bét ky trong sb cac muc tir [17] dén [20], phuong phap nay bao gdm

bude nudi ciy té bao vat chi theo myc [25].
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[27]. Dugc phdm chira khéng thé khang RGMa hozc méanh lién két khang nguyén cla

no6 theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [17] dén [20].

[28]. Dugc phdm theo muc [27] dé str dung trong viéc ngin ngra, diéu tri, hodc phong

ngira sy tai phat bénh thin kinh hoic mién dich.

[29]. Dugc phém theo muc [28], trong d6 than kinh bénh dugc chon tir nhém bao gém
bénh xo cdt bén teo co, chin thuong thin kinh céanh tay, tdn thuong ndo (bao gbm
chin thuong so ndo), bai ndo, hdi chimg Guillain-Barre, loan dudng chét tréng nio,
bénh da xo cung (bao gdbm bénh da xo cling dang tai phat-thuyén giam, bénh da xo
ctng tién trién nguyén phat, bénh da xo cing tién trién thu phat), viém tdy - thi than
kinh, hdi chirng sau viém tuy xam, tat nit dbt sbng, tdn thuong tiy sbng, teo co tiy
sdng, ung thu xuong séng, viém tiy ngang, sa sit tri tu¢ (bao gbm sa sut tri tué do 1do
héa, suy giam nhéan thirc nhe, bénh Alzheimer, sa sut tri tu¢ lién quan dén bénh
Alzheimer), bénh Huntington, réi loan vén dong mudn, chimg hung cdm, bénh
Parkinson, hoi chung Steele-Richardson, h¢i chimg Down, nhuoc co, chin thuong
than kinh (bao gdm chén thwong day than kinh thi gidc), chimg thodi hoa dang tinh bot
trong mach, xuit huyét nio lién quan dén chimg thoai héa dang tinh bot, nhdi mau
ndo, viém ndo, trang thai 1a 14n c4p tinh, bénh tdng nhan 4p, bénh tdm than phan liét va
su thoai hoa 16p s¢i than kinh vong mac (bao gdm bénh vong mac do tiéu dudng, bénh
than kinh voéng mac do thiéu mau cuc bd, tach 16p vong mac do di truyén, bénh thin
kinh thi gidc do thubc, bénh loan dudng vdng mac, thodi héa diém vang do 140 hoa,
bénh vé mit dic trung bai dau than kinh thi giac, bénh vé mit dic trung boi yéu td
quyét dinh di truyén dbi véi su thoai hoa té bao nhan kich thich 4nh sang, sy loan
dudng t& bao hinh nén-hinh que di truyén dang lan ctia nhiém sic thé thudng, rdi loan

& ty lap thé lién quan dén bénh 1y than kinh thi giac).

[30]. Dugc phém theo muc [28], trong d6 bénh mién dich duge chon tir nhém bao gdm
bénh da xo cung (bao gdm bénh da xo cimg dang tai phat-thuyén giam, b¢nh da xo
cung tién trién nguyén phat, bénh da xo cing tién trién thtr phat), viém tly - thi thin
kinh, bénh vy nén, chung viém khép (bao gdm bénh thap khép, bénh viém xwong
khép, bénh viém khép vay nén), hoi chimg Guillain-Barre, bénh than kinh Behcet,
bénh thiéu méu 4c tinh, bénh tiéu duong (phu thudc insulin) typ I, bénh lupus ban do
hé théng (SLE), bénh viém rudt (IBD), hdi chimg Sjogren, hoi chimg Goodpasture,

bénh Graves, chirng thi€éu mau mat hong cau tu mién dich, bénh xuat hién giam ti€u

-0



32922

ciu tu min dich, bénh hen suyén, bénh phan hoa, bénh viém da co dia, viém than tiéu

cau, nhugc co, bénh Hashimoto, va bénh sarcoid.

[31]. Duoc phém theo muc [28], trong d6 bénh than kinh hoic mién dich duoc chon tir
nhém bao gdm tdn thwong tiy sbng, chén thuong than kinh (bao gdm chén thuong day
than kinh thi gi4c) va bénh da xo cimg (bao gbdm bénh da xo cing dang tai phat-thuyén

giam, bénh da xo cung tién trién nguyén phéat, bénh da xo cing tién trién thir phat).
Hiéu qua c6 loi ciia sang ché

Protein lién két RGMa theo sang ché khong tc ché su tuong tac gitta RGMa
va neogenin, do d6 c6 thé duy tri tc dung nhu tic dung e ché su chét té bao theo
chuong trinh trong noron té bao than kinh va tic dung twong ty dugc tao ra boi
neogenin duoc lién két voi RGMa, do d6 c6 tac dung bao vé€ manh trong noron té bao
than kinh va it gy ra tac dung phu lién quan dén sy thiéu hut noron té bao than kinh,
Ngoai ra, khang thé dugc nhan héa khang RGMa theo séng ché 1a t6t hon khang thé
thong thuong xét vé cac dic tinh nhu sy lién két véi RGMa & ngudi va do 4n dinh
nhiét. Do do, khang thé nay co thé dugc sir dung lam thudc diéu tri bénh than kinh
hoic mién dich ma c6 hiéu qua trj lidu rat tbt va it tic dung phu.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién két qua ctia thir nghiém trc ché sy lién két RGMa-neogenin bing
cach st dung khang thé da dong khdng RGMa (AF2459), khang thé cta vi du so sdnh
(r5F9), va khang thé theo sang ché (r70E4 va 116A3).

Fig.2 thé hién két qua cia thit nghiém wrc ché su lién két RGMa-BMP2 bang
cach st dung IgG & chudt lam déi chimg va khang thé theo sang ché (B5.70E4 va
B5.116A3).

Fig.3 thé hién két qua ctia thir nghiém do dn dinh nhiét déi v6i khéng thé bang
cach st dung khang thd ctia vi du so sénh (tH5F9), khang thé kham theo séng ché
(r116A3C) va khang thé dugc nhan hoa theo sang ché (HE/KA va HA/KC).

Fig.4 thé hién két qua cua thir nghiém v& su sinh truéng nhanh cla s¢i truc
thin kinh bing cach sit dung khang thé theo sng ché (B5.70E4 (bén trai) va
B5.116A3 (bén phai)).

Fig.5 thé hién két qua cta thir nghiém v& mire do hiéu qua bang cach sir dung
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T¢G & chudt lam déi chimg (mo-IgG2bk), va khing thé theo sing ché (r70E4 va
r116A3) va bang cach sir dung miu chudt méc tdn thuwong tiy sbéng. Két qua cua thir
nghiém vé mirc d6 hiéu qua trong (A) mau €ép tiy sdng va (B) mau cit dit mot nira tiy

song dugc the hién.

Fig.6 thé hién két qua ciia thir nghiém v& muc do hiéu qua dbi véi khéng thé
theo sang ché (B5.116A3) bing cich st dung mAu chudt méc bénh da xo cling gy ra
bdi peptit PLP139.151. Phia bén trai thé hién didm EAE, phia bén phai thé hién su thay
dbi vé thé trong, va phan ddy va dinh thé hién két qua khi khang thé thir nghiém dugc

str dung 14n luot sau 7 va 10 ngay va sau 18 va 21 ngay.
MO ta chi tiét sang ché

Pé tao thuén loi cho viéc hi€u hon vé sang ché, cac thudt ngit dugc sir dung

trong sang ché s& dugc md ta chi tiét hon sau day.
RGMa

RGMa 14 protein rc ché su sinh truéng nhanh ciia soi truc than kinh trong hé
than kinh trung wong va protein RGMa & ngudi dugce sinh tbng hop dudi dang protein
tién cht chtra 450 axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 trong Danh muc
trinh tu. Peptit tin hi¢éu Met 1 dén Pro 47 ¢6 mat & dau cudi N (ma chi peptit tir gbc
methionin thir nhit d&n gc prolin 47 gbc tir mach nhanh du cudi N, duge mé ta theo
cach tuong tu sau day) dugc loai bo, lién két peptit gitta Asp 168 va Pro 169 duogc
phén cét, va peptit dau cubi C Arg 423 dén Cys 450 dugc loai bé va ddng thoi phin cb
dinh GPI dugc bd sung vao nhém carboxyl dau cudi C ctia Gly 422 ma tré thanh dau
cudi C. Protein RGMa & ngudi dugc biéu hién trong mang té bao théng qua phéan cb
dinh GPI lam protein trudng thanh trong d6 ving dAu cudi N (Cys 48 dén Asp 168) va
ving ddu cudi C (Pro 169 dén Ala 424) dugc nbi véi nhau bang lién két disulfua.
Protein tién chit ciia RGMa cta chudt nhit chira trinh ty axit amin duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 2 trong Danh muyc trinh ty va protein tién chit cia RGMa cta chudt chira
trinh ty axit amin dwgc thé hién trong SEQ ID NO: 3 trong Danh muc trinh ty. Do
peptit dau cubi C cia ching dugc loai bd, protein trudng tir d6 co cing trinh ty axit
amin. Theo sang ché, RGMa c6 thé chi protein tién chét, protein trudng thanh hodc
manh hoat tinh ctia no, hodc c6 thé 1a din xudt hodc bién thé cia no, mién 1a no tac

dong thong qua su lién két voi neogenin nhu duge mo ta sau dady. RGMa co thé 1a
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RGMa & ngudi hoic RGMa duge tao ra tir vi sinh vat khic, nhung RGMa & nguoi

dugc vu tién.
Neogenin

Neogenin dugc biéu hién trong, vi du, noron té bao than kinh trung uong va c6
chirc nang 1am mdt trong cac thy thé RGMa. Nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 10
trong Danh muc trinh tu, protein neogenin ¢ ngudi chira 1461 axit amin va dugc biéu
hién & dang protein xuyén mang trudng thanh sau khi loai bo peptit tin hi¢u Met 1 dén
Ala 33. Theo sang ché, neogenin c6 thé chi protein tién chét, protein truéng thanh
hozic manh lién két RGMa, hoic c6 thé 1a din xudt hodc bién thé ciia n6, mién 13 né
lién két véi RGMa. Neogenin c6 thé 12 neogenin & ngudi hodc neogenin'duqc tao ra tir

vi sinh vat khéc, nhung neogenin ¢ ngudi dugc uu tién.
Sy trung hoa

Thuét ngit "su trung hoa" nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay chi tac dong
thong qua d6 sy lién két voi dich lién quan va su tc ché dbi vai chirc ning bat ky cua
dich c6 thé xdy ra. N6i cdch khic, cum tir "trung hoa hoat tinh ac ché su sinh truéng
nhanh cta soi truc thin kinh cia RGMa" nghia 12 protein lién két RGMa lién két véi
RGMa, do d6 uc ché hoat tinh wrc ché sy sinh truéng nhanh cta sg¢i truc than kinh cta
RGMa. Hoat tinh trc ché sy sinh truéng nhanh cta soi truc than kinh c6 thé dugc xic
dinh bdi mot hoac nhiéu thir nghiém in vitro hodc in vivo da biét trong linh vuc nay,
va c6 thé duoc xé4c dinh béi, vi du, thir nghiém e ché sy sinh trudng nhanh cia soi

truc than kinh duoc md ta trong ban mo ta nay.
Dugc phan lap

Thuét ngit "duge phin 14p" nhu trong protein li€n két RGMa duoc phan lap
nghia 1a duogc xac dinh, va dugc phan tach va/hodc duge thu hdi tir cac thanh phén 4]
trang thai ty nhién cia n6. Cac tap chét trong cac chét & trang thai tu nhién ma cé thé
anh hudng dén viéc chudn doan hodc sir dung trong tri liéu cia khang thé, bao gdm
enzym, hocmon va cac chét hoa tan dang protein hodc khong protein khac. N6i chung,
qua trinh phéan 1dp protein li€n két RGMa hoidc dang tuong tu ¢ thé duoc thyc hién
bing it nhit mdt bude tinh ché. Protein lién két RGMa dugc tinh ché bang it nhat mot

bude tinh ché ¢6 thé dung 1am "Protein lién két RGMa dugc phan 14p".
Protein lién két RGMa
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Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thut ngit “protein lién két RGMa" chi
phén tr chira protein ma lién két véi RGMa. Vi du vé protein lién két RGMa bao gdm
khang thé khang RGMa va méanh lién két khang nguyén cuia n6; protein khung lién két
RGMa; protein thu thé RGMa hoa tan nhu ving ngoai bao ctiia Neogenin; va protein
dung hop cuia n6. Thudt ngit “protein khung li€n két RGMa" chi protein ma nhan ra
chirc nang cda viéc lién két v6i RGMa bing cach bd sung céac dot bién vao trong ving
Kunitz ctia chit Gc ché serin proteaza, ving ngoai bao cua fibronectin & ngudi,
ankyrin, lipocalin hoic dang tuwong tu. Thudt ngit “protein dung hop" chi protein lién
két RGMa duoc lién két v& mit héa hoc hodc bién dbi gen v6i phan tir chirc ndng ma
khong phai protein lién két RGMa theo sang ché nhu polyme khong peptit nhu
polyetylen glycol (PEG), chét phéng xa, doc t6, hop chét phan t lugng thip, xytokin,
yéu 6 ting truong (vi dy, TGF-B, NGF, neurotrophin), albumin, enzym, va khang thé
khéc. -

Khéang thé ngudi

Thuat nglt "khang thé ngudi" chi khang thé trong d6 ca chudi ning va chudi
nhe duoc tao ra tir immunoglobulin (globulin mién dich) & ngudi. Phu thudc vao sy
khéc nhau v& viing hiing dinh ctia chudi nang, khang thé ngudi bao gdm IgG ¢6 chudi
ning-y (bao gdm IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4), IgM ¢6 chudi ning-p, IgA c6 chudi
ning-a (bao gdm IgAl va IgA2), IgD c6 chudi ning-8, hogc IgE ¢6 chudi ning-e.
Chudi nhe, vé co ban, chira chudi k hogic chudi A.

Khang thé duoc nhan hoa

Thuét ngit "khang thé dugc nhan héa" chi khang thé chira ving bién doi chira
ving xé4c dinh bd trg clia khéng thé dugc tao ra tir ddng vat khong phai ngudi va ving
khung dugc tao ra tir khang thé nguoi, va ving hing dinh duoc tao ra tir khang thé
nguoi.

Khang thé kham

Thuat ngit "khang thé kham" chi khang thé trong d6 chudi nhe, chudi ning,

hoiic ca hai chira ving bién dbi dugc tao ra khong phai tir ngudi va ving hing dinh

duogc tao ra tir nguoi.

Khang thé khang RGMa
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Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "khang thé khang RGMa”
chi phin tt immunoglobulin ma lién két voi RGMa, hoiic phan tir duge bién dbi cta
n6. Phan ti duoc bién dbi bao gdm khang thé da ddc hiéu, khang thé kham, khdng thé

duoc nhan hoa, khang thé dugc bién ddi vé mit chie ning, va khang thé lién hop.
Khang thé da dic hidu

Thuét ngit "khéng thé da dic hiéu" chi khang thé bat di xtng chira hai hodc
nhiéu vi tri nhan biét khang nguyén doc 1dp c6 hai hodc nhiéu tinh dic hiéu khang
nguyén khac nhau, bao gdm khéng thé dic hi€u kép c6 hai tinh dic hiéu khdng nguyén

va khang thé dic hiéu ba trong mot c6 ba tinh dic hiéu khang nguyén.
Khéng thé dwoc bién ddi vé& mit chtrc ning

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngit "khang thé duoc bién ddi vé
mit chirc ning" chi khang thé trong d6 chitc ndng khac véi chirc nang lién két khang
nguyén cua khang thé, bao gdm chirc ning tiéu diét té bao, chirc nang hoat héa bd thé
va chirc ning kéo dai thoi gian ban thai trong huyét thanh, duoc bién d6i bang cach

bién dbi chu yéu chudi dudong hoic axit amin cua ving Fc ctia khang thé.
Khang thé lién hop

Nhu duge st dung trong ban mo ta ndy, thuat ngit "khang thé lién hop" chi
khang thé duoc lién két v& mit hoa hoc hodc bién dbi gen véi phan tir chire ndng khac
v6i khang thé nhu polyme khong peptit nhu polyetylen glycol (PEG), chét phéng xa,
doc t6, hop chéit phan tir lugng thap, xytokin, yéu t tang truéng (vi du, TGF-B, NGF,

neurotrophin), albumin, va enzym.
Manh lién két khdng nguyén

Nhu dugc sit dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit "manh lién két khang
nguyén" chi protein ma chura mot phin cta khang thé va co thé lién két v6i khing
nguyén. Vi du vé manh lién két khang nguyén bao gdm F(ab')z, Fab', Fab, Fv (méanh
bién ddi ctia khang thd), Fv chira lién két disulfua, khang thé chudi don (scFv), va
polyme ciia nd. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén bao gdm manh lién két khang
nguyén lién hop dugce lién két vé mit hoa hoc hodc bién ddi gen vé6i phan ti chirc nang
khac voi khang thé khang RGMa theo sdng ché nhu polyme khong peptit nhu
polyetylen glycol (PEG), chét phong xa, doc t, hop chét phan tir lugng thip, xytokin,
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yéu t6 ting truéng (vi du, TGF-B, NGF, neurotrophin), albumin, enzym, va khang thé
khéc.

Ving xac dinh bd trg

Thuét ngit "vung xéac dinh bd trg (CDR)" chi ving tao ra vi tri lién két khang
nguyén trong vung bién dbi cia phan tir immunoglobulin, ma con dwgc goi 1a ving
siéu bién, va cu thé 1 chi phén trong d6 trinh ty axit amin thay d6i dang ké dbi voi
mdi phan tt immunoglobulin. DPéi v6i CDR, mdi chudi ning va chudi nhe c6 ba CDR
(LCDR1, LCDR2, LCDR3, va HCDR1, HCDR2, HCDR3). Theo sang ché, CDR ctia
phin t&r immunoglobulin dugc x4c dinh theo hé danh sd Kabat (Kabat et al., 1987,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department of Health and

Human Services, NIH, USA).
Phén trim (%) d6 twong ddng cua trinh tw axit amin

“Phén trim (%) d6 twrong dong" lién quan dén trinh tu polypeptit tham chiéu
cu thé, nhu ving bién dbi, dugc x4c dinh 1a phén trim cta gbc axit amin trong trinh ty
¢6 thé chon ma tuong ddng véi gde axit amin cla trinh ty polypeptit tham chiéu cu
thé, sau khi sép xép trinh tw va bd sung phén thiéu sét néu can dé thu dugc % do tuong
dong tbi da va gia thiét ring khong c6 su thé bao toan dugc xem 1a mot phan cla do
tuong d@)ng trinh tu. Su sép xép dé xac dinh % 4o tuong déng ¢6 thé duge thuc hién
bang cach st dung céc phuong phép trong linh vy nay, vi du, bing céch st dung phén
mém mdy tinh c6 sin nhu phin mém BLAST, BLAST-2, ALIGN, hoic Megalign
(DNASTAR). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay co thé xac dinh duogc
céc thong sb phit hop dé thuc hién viée sap xép trinh tu, bao gbm thuat giai bét ky can
dé thuc hién sy sép xép tdi da trén chiéu dai hoan chinh ctia trinh tu duogc so sanh. Tuy
nhién, d6i véi muc dich trong ban mo ta nay, % gia tri do twong ddng dugc tao ra bing

céch sir dung trinh tu chuwong trinh mdy tinh so sanh BLAST trong bét cip su sip xép.

Trong trudng hgp trong d6 BLAST dugc st dung dé so sanh trinh tu axit
amin, % d¢ tuong ddng cua trinh tu axit amin A da cho dbi voi trinh ty axit amin B d3

cho duoc xac dinh nhu sau:
100 14n phan s6 X/Y

trong d6 X 1a sb lwong cia gbc axit amin dugc xdc dinh 1am muc trong dong

boi chuong trinh sép xép trinh tw BLAST trong viéc sip xép A va B ctia chuong trinh
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nay, vatrong do Y la tdng sb lugng cua gdc axit amin trong B. Cén phai hiéu rang néu
chiu dai cuda trinh tu axit amin A khdc véi chiéu dai cua trinh tu axit amin B, thi % d6
twrong ddng ctia A so v6i B s& khéc véi % do twong ddng cta B so v6i A. Trur khi dugce
chi ra theo cach cu thé khéc, tit ca cac % gia tri d§ tuong ddng trong ban mo ta nay
dugc tao ra bang cach sir dung chwong trinh mdy tinh BLAST nhu dugc thé hién trong

phin mo ta trén day.
Canh tranh

Nhu duoc str dung trong ban md ta nay, thuat ngit "canh tranh" v6i khang thé
khang RGMa theo sing ché nghia 13, nhu dugc xac dinh bang phd cong hudng
plasmon bé mit (surface plasmon resonance - SPR) dugc md ta trong bin mo ta nay,
su lién két gifta khang thé khang RGMa theo sang ché va RGMa bj giam v6i murc khac
nhau dang k& do sy c6 mit cia khang thé khing RGMa hogc manh lién két khang

nguyén cua no trén day.
Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon dudi day.
Protein lién két RGMa

Protein lién két RGMa theo séng ché 13 protein lién két RGMa dugc phén 1ap,
ma khong trc ché su lién két gitta RGMa va neogenin nhung 1am trung hoa hoat tinh

trc ché su sinh truéng nhanh cua sgi truc than kinh cuia RGMa.
Tét hon 13, protein RGMa la protein RGMa duoc tao ra tir dong vat ¢ vu.

Vi du, protein RGMa & ngudi bao gdm protein c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO: 1 trong Danh muc trinh tyw, protein RGMa & chu(t nhét bao gdm protein c6 trinh
tu axit amin 12 SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh ty, va protein RGMa & chudt bao
gdm protein c6 trinh ty axit amin & SEQ ID NO: 3 trong Danh muc trinh ty.
Polypeptit chira trinh tu axit amin trong d6 mot hodc mot s§ (t6t hon 1a 1 dén 20, t6t
hon nita 1a 1 dén 10, tét hon nita 1a 1 dén 5) axit amin trong trinh ty nay duoc thé,
duoc loai bd, dugc chén va/hodc dugc bd sung va vé co ban c6 cliing hoat tinh nhu 12
protein RGMa; hodc polypeptit chtra trinh tur axit amin ¢6 90% hodc cao hon (tdt hon

13 95% hoic cao hon) do tuong déng v6i trinh ty axit amin ¢ thé duogc wu tién hon.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, polypeptit "vé& co ban c6 cung hoat

tinh nhu 1a protein RGMa" bao gdm polypeptit b4t ky mién 1a polypeptit ndy co tac
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dung Grc ché sy sinh truéng nhanh cta sgi truc than kinh.

Su thé axit amin t&t hon 12 sy thé bao toan. Nhu dugc st dung trong ban md ta
nay, "su thé bao toan" nghia 14 sy thay thé gbc axit amin bang gbc axit amin tuong tu
v& mit héa hoc khac sao cho vé co ban khong l1am thay d6i hoat tinh cta peptit. Vi du,
su thé mot gbe ky nuéde bang gdc ky nuéc khac, sy thé mot gbc phan cuc bing gbc
phan cuc khéc c6 cung dién tich, va dang twong tu. Vi dy vé axit amin tuong tu v& mat
chirc nang trong d6 c6 thé thuc hién duge sy thé nay bao gdm, nhu axit amin khong
phén cuc (ky nuéc), alanin, valin, isoleuxin, leuxin, prolin, tryptophan, phenylalanin
va methionin. Vi du vé axit amin phan cuc (trung tinh) bao gbm glyxin, serin,
threonin, tyrosin, glutamin, asparagin, va xystein. Vi du v& axit amin (c6 tinh bazo) c6
dién tich duong bao gbdm arginin, histidin va lysin. Vi du vé axit amin (c6 tinh axit) c6

dién tich 4m bao gdm axit aspartic va axit glutamic.

Viéc lién két cua protein lién két RGMa theo sang ché v6i RGMa nghia 1a sy
lién két dic hiéu RGMa. Pugc vu tién hon 1a protein 1ién két RGMa ¢6 héng sb phéan
ly thip (Kd) dbi véi RGMa & ngudi, vi du, 10 M hogc thip hon, tét hon nira 1a 10
M hoic thap hon, tdt hon nita 12 10"1° M hoic thip hon 1am gid tri gidi han trén, va vi
du nhung khong chi gi6i han &, 10 M hodc cao hon, tét hon nira 1a 10" hodc cao
hon 1am gié tri giéi han dudi.

Protein RGMa chira ving ddu cudi N va ving d4u cudi C 1am protein trudng
thanh, nhung cé hoat tinh trc ché su sinh truéng nhanh cta sgi truc than kinh chi véi
ving dau cubi C. Protein lién két RGMa theo sang ché t6t hon 1a chi lién két voi ving
dau cubi C cia RGMa dé 1am trung hoa hoat tinh trc ché sy sinh trudng nhanh cla s¢i
truc than kinh. Pugc wu tién hon 13 protein lién két RGMa c6 hing sd phan ly thdp
(Kd) dbi véi ving déu cudi C cia RGMa & ngudi, vi dy, 10 M hogc thdp hon, t6t hon
nita 12 10 M hoc thp hon, t6t hon nita 13 101° M hozc thép hon lam gi4 tri gi¢i han
trén, va vi du nhung khong chi gi6i han &, 10'* M hodc cao hon, t&t hon nira 1a 10713

hodc cao hon lam gié tri giéi han duéi.

Protein lién két RGMa theo sang ché khong ché su lién két gitta RGMa va
neogenin. Trong ban mo ta ndy, cum tir "khoéng uc ché su lién két gitta RGMa va
neogenin" nghia 13, trong h¢ lién két cia RGMa va neogenin dugc thé hién trong Vi du
duoc mo ta sau day, thdm chi khi néng d6 cua protein lién két RGMa tang, su lién két

gitta RGMa va neogenin vé co ban khong bi gidm. Vi dy, trong trudong hop trong do
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protein lién két RGMa duoc bd sung vao hé lién két cia RGMa va neogenin va ndng
do cia no6 tang, néu ndng d9 cia protein lién két RGMa c6 IC50 khong nhé hon 10
ug/mL, tét hon nita 12 khong nho hon 50 pg/mL, tot nhat 1a khong nhé hon 100
ug/mL, thi co thé cho rang protein lién két RGMa nay khong Grc ché su lién két gitra

RGMa va neogenin.

Neogenin dugc st dung d6i vé6i thir nghiém lién két voi RGMa bt hon la
neogenin c6 cung loai nhu 14 RGMa. Néi cach khac, t6t hon 13 neogenin & chudt hodc
nguoi dugc sir dung lan lugt cho RGMa & chuft hodc nguoi. Vi du vé neogenin &
ngudi bao gdbm protein c6 trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO: 10 trong Danh muc trinh
tu. Tuy nhién, mién 1a n6 c6 khé nang lién két v6i RGMa, protein c6 trinh ty axit amin
véi 90% hodic cao hon (tbt hon 1a 95% hodc cao hon) do twong dong véi SEQ ID NO:

10 trong Danh muc trinh ty ¢6 thé duoc wu tién st dung.

Protein lién két RGMa theo sang ché 1am trung hoa hoat tinh trc ché sy sinh
trrdng nhanh cia soi truc than kinh cia RGMa. Hoat tinh {rc ché su sinh truéng nhanh
clia soi truc than kinh ¢6 thé dugc danh gia bang thir nghiém vé su sinh truéng nhanh
cua soi truc than kinh dugc thé hién trong Vi du dugc md ta sau day. Viec bd sung
RGMa tre ché sy sinh trudng nhanh cua soi truc than kinh, nhung viéc bd sung protein
lién két RGMa lai ngin ngira viée tc ché su sinh trudng nhanh cua sgi truc than kinh
boi RGMa. Protein lién két RGMa theo sang ché c6 thé lam trung hoa viée tc ché su
sinh trudng nhanh cla sgi truc than kinh bang viéc bd sung RGMa béng 50% hodc cao

hon, t6t hon nira 1 bing 80% hoic cao hon, va t6t nhat 12 bing 90% hodc cao hon.

Do trinh tu axit amin cua protein RGMa thay d6i phu thude vao loai dong vat,
nén con c6 su khac nhau vé trinh ti axit amin gitta RGMa ¢ ngudi duge thé hién biang
trinh ty SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh tu, RGMa cua chudt nhét dugc thé hién
béng trinh ty SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh ty, va RGMa cua chudt duoc thé
hién bang trinh ty SEQ ID NO: 3 trong Danh muc trinh ty. Do loai gam nhidm nhu
chudt nhét va chudt thudng dugc st dung 1am dong vét thi nghiém trong thir nghiém
vé duge 1y va do an toan cla ché phdm chira protein 1am ché pham chira khang thé,
nén protein lién két RGMa theo sang ché tét hon 14 lién két vé6i RGMa cua chuft
va/hodc chudt nhit, va dugc wu tién hon 1a cac protein c6 Kd thip d6i véi RGMa cua
chudt va/hodc chudt nhit. Protein lién két RGMa ma Kd c6 gid tri gi6i han trén 1a, vi

du, 5 x 107 M hoc thép hon, t6t hon nita 14 10® M hodc thip hon, t6t hon nita 12 107
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M hoiic thip hon, va gia tri giéi han dudi 13, vi du nhung khong chi gidi han ¢, 102 M

hoiic cao hon, tét hon nira 1a 10! hodc cao hon c6 thé duge st dung.

Protein lién két RGMa theo sang ché 5t hon 1a ¢6 dd n dinh nhiét tét. DO on
dinh nhiét c6 thé dugc danh gia bang su giam vé viée lién két véi RGMa béi vige xi
Iy bing nhiét, va protein lién két RGMa theo sang ché tét hon 1a 4n dinh tham chi béi
viéc xir Iy bang nhiét & 60°C hodc cao hon, t5t hon nira 1a boi viée xir ly bang nhiét &

65°C hoiic cao hon, tdt nhat 14 bai viéc xir Iy bing nhiét & 70°C hodc cao hon.

Vi tri lién két khi protein lién két RGMa theo sang ché lién két v6i RGMa
khong bi gidi han mot cach cu thé. Vi du, trong RGMa & ngudi, sy lién két voi mot
hodc nhidu peptit sau ddy dugc uu tién: EEVVNAVEDWDSQG (SEQ ID NO: 26
trong Danh muc trinh tu) (c4c axit amin 298-311 ¢6 SEQ ID NO: 1 trong Danh muc
trinh tw), NQQIDFQAFHTNAE (SEQ ID NO: 27 trong Danh muc trinh ty) (céc axit
amin 322-335 ¢6 SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh ty), PTAPETFPYET (SEQ ID
NO: 28 trong Danh muc trinh ty) (c4c axit amin 349-359 c6 SEQ ID NO: 1 trong
Danh muc trinh tr), KLPVEDLYYQA (SEQ ID NO: 29 trong Danh muc trinh ty) (cac
axit amin 367-377 ¢6 SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh tu). Protein lién két RGMa
theo sang ché t6t hon nira 13 lién két véi SEQ ID NO: 26 va 27 ctia danh myc trinh ty,
tdt hon nita 1a voi SEQ ID NO: 26 va 27 ctia danh muc trinh tyr va véi SEQ ID NO: 28

hodc 29 ctia danh muc trinh ty.

Vi du cu thé v& protein lién két RGMa bao gbdbm khang thé khang RGMa,
protein khung lién két RGMa , va protein dung hop cua né.

Khéng thé khang RGMa

Khang thé khang RGMa theo séng ché bao gdbm khéng thé da dong hozic don
dong dugc tao ra bang céch st dung protein RGMa hodc manh riéng phan ciia né (vi
du, manh chira mdt hodc nhiéu SEQ ID NO: 26 dén 29 trong Danh muc trinh tu trén
day) lam khéng nguyén va tao mién dich cho dong vat ¢6 vi nhu chudt nhit véi khang
nguyén nay; khang th8 kham va khang thé dugc nhan héa dugc tao ra bang céach st
dung k¥ thuat tai t6 hop gen; khang thé ngudi duge tao ra bang cach sir dung, vi du,
dong vat chuyén gen tao khéng thé ngudi; va dang twong ty. Khi khang thé theo sang
ché duoc st dung 1am dugce phdm cho ngudi, thi t6t hon 1a st dung khang thé dugc

nhan hoa hodc khang thé ngudi xét trén quan diém vé tac dung phu.
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Khang nguyén co thé duoc sir dung mot cach truc tiép dé tao mién dich hoic
¢6 thé dugc sir dung & dang thé tiép hop vé6i protein mang. Dé didu ché thé tiép hop
cta khang nguyén va protein mang, chit ngung tu nhu glutaraldehyt, carbodiimit va
maleimit este hoat tinh c6 thé dugc sir dung. Vi du vé protein mang bao gbm albumin

huyét thanh b, thyroglobulin, hemocyanin, va KLH.

Vi du vé dong vat cé vu dugc tao mién dich bao gém chudt nhat, chudt, chudt
déng, chudt lang, thd, méo, chd, lgn, dé, ngya va trau, va phuong phap tiém chung bao
gbm viéc sir dung duéi da, trong co hodc trong bung. Khi sir dung, khang nguyén cO
thé dugc sir dung trong hdn hop véi ta dugc Freund hoan chinh hodc ta dugc Freund
chua hoan chinh, va viéc st dung thuong dugc thuc hién mot 14n mdi 2 dén 5 tudn. Té
bao san xudt khang thé duoc tao ra tir 14 1ach hozc hach bach huyét ctia dong vat duge
tao mién dich dugc dung hop vai té€ bao u tiy va dugc phan 1ap lam té bao lai. Bdi véi
té bao u tdy, cac té bao dugc tao ra tir ddng vat ¢6 va nhu chudt, chudt nhét hodic ngudi

duogc st dung.
Khéng thé da dong

Khéng thé da dong c6 thé duoc tao ra bing phuong phép san xuét théng dung
hién c6. Cu thé 13, khang thé da dong c6 thé duoc tao ra tir huyét thanh dugc tao ra tir
dong vat duoc tao mién dich, vi dy, bang tao mién dich cho dong vét c6 vii nhu dugce
md ta trén day voi khang nguyén nhu dwoc mo ta trén ddy cung véi td duge Freund

néu can.
Khang thé don dong

Khéng thé don dong c6 thé dugc tao ra nhu sau. Cu thé 13, khing nguyén nhu
duoc mo ta trén ddy dugc st dung lam chét tao mién dich, va chit tao mién dich duoc
tiém hodc duogc céy mot hodc mot s6 14n két hop véi ta duge Freund, néu can, vao
dong vat c6 va nhu dugc mo ta trén ddy dudi da, trong co, trong tinh mach, vao trong
chan hodc trong bung dé tao mi&n dich. N6i chung, viéc tao mién dich dugc thyc hién
1 dén 4 14n mdi 1 dén 14 ngay tir viéc tao mién dich ban dAu, va té bao san xuit khang
thé duoc tao ra tir dong vat c6 v dugce tao mién dich tir khoang 1 dén 5 ngay sau viéc

tao mién dich cudi clng.

Khang thé don dong c6 thd duoc tao ra bang cach sir dung phuong phap da

biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay (vi du, "Current Protocols
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in Molecular Biology" (John Wiley & Sons (1987)), Antibodies: A Laboratory
Manual, Ed.Harlow and David Lan, Cold Spring Harbor Laboratory (1988))).

Qué trinh didu ché "té bao lai" ma tiét khang thé don dong c6 thé dugc thuc
hién theo phuong phap cuia Kohler va Milstein va cong su (Nature, 256, 495, 1975) va
phuong phéap tuong ty véi n6. Cu thé 13, té bao lai dugc tao ra bing cach dung hop té
bao san xuét khang thé c6 trong 14 lach hodc dang tuong tw dugc tao ra tir dong vat c6
v duge tao mién dich voi té bao u tily ma khong c6 kha ning san xut thé tu khang

duoc tao ra tir dong vat co vu, t5t hon 1 chuét, chudt nhét hoic nguoi.

Vi du v& té bao u tily ma c6 thé dugc st dung dé dung hop té bao bao gbm té
bao u tiy dugc tao ra tir chudt nhit P3/X63-AG8.653 (653), P3/NSI/1-Agd-1 (NS-1),
P3/X63-Ag8.U1 (P3U1), SP2/0-Agl4 (Sp2/0O, Sp2), PAI F0 va BW5147, té bao u tiy
dugce tao ra tir chuot 210RCY3-Ag.2.3., va té bao u tiy dugc tao ra tir ngudi U-
266AR1, GM1500-6TG-A1-2, UC729-6, CEM-AGR, DIR11 va CEM-T15.

Vi du v& chét hd trg dung hop bao gdm polyetylen glycol va chét twong tu.
N6i chung, t& bao san xuét khang thé va té bao u tay thuong & ty 18 sd lugng 1 khoang
1: 1 dén 10: 1 dugc cho phan mg, bing cach st dung polyetylen glycol (phan tir lwong
trung binh: 1000 dén 4000) & ndng do khoang 20 dén 50%, & nhiét do 1a 20 dén 40°C,
tét hon 13 30 dén 37°C trong khoang 1 dén 10 phit, nhdy d6 qua trinh dung hop t€ bao

¢6 thé dugce thuc hién.

Viéc sang loc dong t€ bao lai san xuat khang thé don dong c6 the¢ dugc thuc
hién bang c4ch nudi cdy te bao lai, vi dy, trong vi dia va x4c dinh hoat tinh cua dich
noi bé mit modi trudong nudi cdy trong cac gieng doi voi chat tao mién dich bang

phuong phép héa mién dich nhu ELISA.

Trong viéc sang loc té bao lai san xuét khang thé, ngoai thir nghiém lién két
vGi protein RGMa, viéc x4c dinh liéu khang thé khong tc ché sy lién két giita protein
RGMa va neogenin va viéc xac dinh liéu khang thé lam trung hoa chirc ning cua
protein RGMa (hoat tinh ¢ ché su sinh truéng nhanh cia soi truc than kinh) con duoc
d4nh gia. Cac phuong phép sang loc ndy giup chon loc dugc khang thé khang RGMa

theo sang ché.

Dong ¢6 thé con duge tao ra tir giéng chura té bao lai sin xuét khang thé mong

mudn bang cach tao dong st dung gidi han pha logng. Viéc chon va nhén giong cia t&
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bao lai thudng duge thuc hién trong moi truong nudi céy té bao dong vat chira 10 dén
20% huyét thanh thai bo duoc bd trg bing HAT (hypoxanthin, aminopterin va
thymidin).

Khang thé don dong tir té bao lai c6 thé dugc tao ra bing cach nudi cdy té bao
lai in vitro hodc phat trién chiing in vivo, vi du, trong dich cd trudng ctia dong vat co
vi nhu chudt nhit va chudt va phan 14p khang thé don dong tir dich ndi bé mit moi

truong nudi cay thu dugce hodc dich co6 truéng cia dong vat c6 vi.

Khi dugc nudi cdy in vitro, t€ bao lai dugc phét trién, dugc duy tri, va duoc
bao quéan theo cac diéu kién nhu dic tinh va phuong phép nudi cay doi voi dong t€ bao
can dugc nudi cdy, va moi trudng dinh dudng thich hop doi v6i viée san xuét khang

thé don dong trong dich ndi bé mit moi trudong nudi cdy c6 thé dugc st dung.

Vi du v& mdi truomg bazo bao gbém moi trudng nghéo canxi nhu mdi trudng
Ham F12, mdi truong MCDB 153 hodc mdi truong MEM nghéo canxi va moi truong
gidu canxi nhu mdi truong MCDB 104, méi truong MEM, mdi truong D-MEM, moi
truong RPMI 1640, moi truong ASF 104 hodc méi truong RD. Moi trudong bazo c6
thé chira, vi du, huyét thanh, hocmon, xytokin va/hodc cac chét vo co hoic hitu co tiy

theo muc dich.

Khang thé don dong c6 thé dugc phan 1ap va dugc tinh ché béng cach, vi du,
xtr ly dich ndi bé mit méi trudng nudi cdy hodc dich cb trudng trén day bing ammoni
sulfat bdo hoa, phuong phap két tinh euglobulin, phuwong phap st dung axit caproic,
phuong phap st dung axit caprylic, sdc ky trao dbi ion (nhu DEAE hodc DE52) hodc
sic ky cot 4i lyc lam cdt khang immunoglobulin hodc cot séc ky protein A. Cu thé
hon, qué trinh tinh ché khéng thé don dong c6 thé dugc thyc hién bing bit ky phuong
phép da biét 1am phuong phap tinh ché immunoglobulin, va ¢6 thé dugc thuc hién dé
dang bang phuong phap nhu tinh cit phan doan ammoni sulfat, tinh cit phan doan
PEG, tinh c4t ph4n doan etanol, va sc ky 4i luc bang cach tin dung chét trao d6i anion
va con stt dung thém protein RGMa.

Khang thé don dong c6 thé con dugc tao ra bang phuong phip bidu 19 trén
thuc thé khuén. Trong phuong phép biéu 16 trén thuc thé khuén, thuc thé khuén duoc
chon tir thu viéc khang thé thuc thé khuén thy y duoc sang loc bing cach sir dung chét

tao mién dich mong mudn va thuc thé khuan c6 kha ning lién két mong mudn vdi chét

-2



32922

tao mién dich dugc chon. Sau dd, trinh ty twong tmg véi khang thé co trong thuc thé
khuén dugc phan 14p hodc trinh tu duge xac dinh va vecto biéu hién chira phan tir axit
nucleic ma hoa ving lién két khing thé hodc khang nguyén dugc tao cAu tric trén co
s& trinh ty duogc phan 1ap hodc thong tin trinh tu dugc xéac dinh. Cudi cing, khang thé
don dong c6 thé dugce tao ra bing cach nudi cdy dong té bao duge truyén nhiém véi
vecto biéu hién nay. Thu vién khang thé nguoi co thé dugc st dung lam thu vién

khang thé thuc thé khudn dé tao ra khang thé ngudi c6 dic tinh lién két mong mudn.

Ddi véi protein khung, vi dy, ving Kunitz cla chit uc ché serin proteaza &
ngudi va viing ngoai bao cla fibronectin & ngudi dugc st dyng, va trinh ty cua vi tri
lién két dich trong bd khung c6 thé duoc bién dbi dé tao ra protein khung ma lién két
v6i RGMa (Clifford Mintz et.al BioProcess International, 2013, Vol.11(2), pp40-48).

Protein dung hgp bao gdm protein lién két RGMa duoc lién két vé& mit hoa
hoc hodc bién dbi gen véi phan tir chirc nang ma khoéng phéi protein lién két RGMa
theo sang ché nhu polyme khong peptit nhu polyetylen glycol (PEG), chét phong xa,
doc t6, hop chit phan tir lvong thip, xytokin, yéu t6 tang truéng (vi du, TGF-B, NGF,

neurotrophin), albumin, enzym, va khang thé khac.

Khi PEG duogc lién két & dang phén tir chirc ndng, PEG ¢6 thé duoc str dung
¢6 khéi luong phén tir 13, nhung khong chi giéi han &, 2000 dén 100000 Da, t6t hon
nita Ia 10000 dén 50,000 Da, ma c6 thé 1a mach thing hogc phan nhanh. Béng céch su
dung, vi du, nhdm hoat tinh NHS, PEG ¢6 thé duoc lién két, vi dyu, voi nhém amino
dAu cudi N clia axit amin cua protein lién két RGMa.

Trong truong hop st dung chét phéng xa 1am phan t& chirc nang, vi du, 131,

125 90y, 64Cy, 9Tc, ""Lu hodc 2!At dwoc sit dung. Chét phdng xa c6 thé duoc lién két

truc tiép v6i protein lién két RGMa béi, vi dy, phuong phép chloramin-T.

Khi st dung doc t§ 1am phén t&r chirc nang, vi dy, doc td vi khuén (vi du,
diphtheria toxin), phytotoxin (vi du, ricin), doc t6 phan tir nhd (vi dy, geldanamycin),
maytansinoid va calicheamicin dugc sir dung.

Khi st dung hop chét phan tir lugng thip 1am phan t& chirc ning, vi duy,
daunomycin, doxorubicin, metotrexat, mitomycin, neocarzinostatin, vindesin va thudc

nhudm huynh quang nhu FITC dugc sir dung.

Khi st dung enzym lam phén tt chie néng, vi du, luciferaza (vi du, luciferaza
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tr dom d6ém va luciferaza tr vi khudn; Patent M§ s& US 4,737,456), malat
dehydrogenaza, ureaza, peroxidaza (vi du, peroxidaza tir ci cdi ngya (HRPO)), alkalin
phosphataza, B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza (vi du, glucoza
oxidaza, galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza), oxidaza di vong
(vi du, uricaza va xanthin oxidaza), lactoperoxidaza, va microperoxidaza dugc st

dung.

Vi du v& chét tao lién két duge st dung dé tao lién két hoa hoc toxin, hop chat
phén t& luong thip hodc enzym bao gbm gbc hoa tri hai (vi du, alkylen, arylen,
heteroarylen), don vi lap lai cua chét tao lién két hoic alkoxy dugc thé hién béng -
(CR2).O(CR2)s- (trong d6 R 1a phén tir thé tiy ¥, va n s nguyén duong) (vi duy,
polyetylenoxy, PEG va polymetylenoxy) va alkylamino (vi du, polyetylenamino,
Jeffamine™) va este va amit cua diaxit (vi dy, sucxinat, sucxinamit, diglycolat,
malonat, va caproamit). Phuong phép bién ddi hoa hoc lién két phéan t chirc ning 12
da biét trong linh vuc nay (D.J.King., Applications and Engineering of Monoclonal
antibodies., 1998, T.J. International Ltd, Monoclonal Antibody-Based Therapy of
Cancer., 1998, Marcel Dekker Inc; Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol 152:127; Liu et
al., Proc Natl Acad Sci USA., 1996 Vol 93:8681).

Phuong an dugc wu tién v& protein lién két RGMa theo sang ché khang thé
kham. Déi v6i "khang thé kham", khang thé kham trong d6 ving bién ddi 1a ving bién
dbi dugc tao ra tir immunoglobulin ctia dong vat khong phai 1a ngudi (nhu chudt,
chudt nhét, chudt ddng hodc ga) va ving hing dinh 13 , vi du, ving hing dinh cta
immunoglobulin & ngudi. Khang thé kham c6 thé dugc tao ra, vi du, bing cach tao
mién dich cho chudt véi khang nguyén, cit loai bd ving bién dbi ma lién két vai
khang nguyén tir gen ma hoa khang thé don dong ciia chudt, va két hop ving bién d6i
v6i ving hang dinh ctia khang thé duoc tao ra tr tiy xuong ngudi. Ving hing dinh
duoc tao ra tir immunoglobulin & ngudi c6 trinh tu axit amin ddc bi€t phu thudce vao
kiéu twong duong (isotyp) nhu IgG (IgGl, I1gG2, 1gG3 va IgG4), IgM, IgA (IgAl va
IgA2), IgD va IgE, nhung ving hing dinh ciia khang thé kham tai td hop theo sang ché
¢6 thé ving hang dinh ctia immunoglobulin & ngudi thude kidu tuong duong bét ky.
Ving hing dinh tét hon la ving hing dinh cta IgG & ngudi. Vecto biéu hién c6 thé
duoc taora béng cach str dung gen cta khang thé kham ma dugc tao ra. Té bao vat chi

dugc bién nap véi vecto biu hién d€ thu dugc té bao bicn nap san xuat khéng thé
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kham, va sau d6 té bao duoc bién nap dugc nudi cdy dé thu duogc khang thé kham

mong muon tir dich ndi bé mit mdi trudong nudi cay.

Phuong an dugc uu tién khac vé protein lién két RGMa theo sang ché 1 khang
thé duoc nhan hoa. "Khang thé dugc nhan hoa" theo sang ché 1a khang thé dugc tao ra
bing cach ghép duy nhét trinh tw ADN cua vi tri lién két khang nguyén (CDR; ving
x4c dinh bd trg) cuia khang thé & dong vat khong phéai ngudi nhu chudt vao gen khang
thé ngudi (Ghép CDR). Khang thé duoc nhan hoa c6 thé duge tao ra bing phuong
phéap dugc md ta trong, vi du, Ban dich don qudc té sang tiéng Nhat s6 Hei 4-506458
va Patent Nhat s§ 2912618. Cu thé hon, khang thé duoc nhan hoa duge thiét ké dac
trung & chd mot phén hoic tit ca cac CDR 1a CDR dugc tao ra tir Khéng thé don dong
cia dong vat c¢6 va khong phai 1a nguoi (nhu chudt, chudt nhit va chudt df‘)ng), ma
vung khung cta vung bién dbi 1a ving khung cta ving bién ddi duoc tao ra tur
immunoglobulin & ngudi, va ung hing dinh 1a ving hing dinh dugc tao ra tur

immunoglobulin & nguoi.

Khang thé dugc nhin hoda theo sing ché ¢6 thé dugce tao ra, vi du, nhung

khong chi gidi han &, phuvong phap san xudt sau day.

Vi du, khang thé tai td hop dugc nhan hoa dugce tao ra tir khang thé don dong
ciia chudt c6 thé dugc tao ra bing k¥ thuat bién ddi gen trong ban dich sang tiéng Nhat
ciia don quéc té s& Hei 4-506458 va Sho 62-296890. Cu thé 1a, ADN ma héa phan
CDR chudi ning & chudt va ADN ma hoa phan CDR chudi nhe & chudt duge phén 1ép
tir té bao lai san xuét khang thé don dong cta chudt, va gen chudi ning & nguodi ma
héa toan bd vung khac véi CDR cua gen chudi ning & ngudi va chudi nhe & ngudi ma
héa toan bd vung khac véi CDR cua chudi nhe & nguodi duge phan 14p tir gen

immunoglobulin & nguoi.

Gen chudi niang & ngudi ma duge ghép ADN dugc phan 1dp ma hoa phin CDR
chudi ning & chudt duge bd sung vao trong vecto biéu hién thich hop sao cho ¢6 thé
bidu hién no6. Tuong ty, gen chudi nhe & ngudi ma dugc ghép ADN ma hoa phin CDR
chudi nhe & chudt dugc bd sung vao trong vecto biéu hién thich hgp khac ssao cho c¢6
thé biéu hién n6. Theo mot phuong an khéac, gen chudi nhe va chudi ning & ngudi ma
CDR & chudt dugc ghép co thé duoc bd sung vao trong cling vecto biéu hién sao cho
¢6 thé biéu hién né. Do do, té bao vat chu dugc bién nap voi vecto biéu hién duoc tao

ra dé thu duoc té bao bién nap san xuat khang thé dugc nhan hoa, va sau do t€ bao
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duge bién nap dugce nudi cdy dé thu dugc khang thé mong muén dugc nhan hoa tur
dich n6i bé mit moi truong nudi chy.

Phuong 4n dugc uu tién khac vé protein lién két RGMa theo sang ché 1 khang
thé ngudi. Khang thé nguoi chi khang thé trong d6 tit ca cac ving bao gdm ving bién
d6i chudi ning va ving hing dinh chudi ning va ving bién ddi chudi nhe va ving
hing dinh chudi nhe cAu thanh immunoglobulin dugc tao ra tr gen ma hoéa
immunoglobulin & nguoi. Khéng thé ngudi c6 thé dugc tao ra bing bd sung gen khing
thé ngudi vao trong chudt nhit. Khang thé nguoi c6 thé duoc tao ra theo cach nhu
phuong phép trén day d& didu ché khang thé khang thé da dong hoic don dong, cu thé
hon, vi du, béng cach tao mién dich cho dong vat chuyén gen dugc tao ra béng cach
két hop it nhat 1a gen immunoglobulin & ngudi vao trong vi tri xdc dinh trén gen cua

dong vét c¢6 va khac véi ngudi nhu chudt.

Vi du, chudt nht chuyén gen ma tao ra khang thé ngudi ¢ thé duoc tao ra
theo phuong phap dugc md ta, vi dy, trong Nature Gentics, Vol.7, p.13-21, 1994;
Nature Gentics, Vol.15, p.146-156, 1997; Ban dich sang tiéng Nhat ciia don qubc té sb
Hei 4-504365 va Hei 7-509137; WO 94/25585; Nature, Vol.368, p.856-859, 1994; va
Ban dich don quéc té sang tiéng Nhat sé Hei 6-500233. Vi du cu thé vé& chudt nhat
chuyén gen bao gdm chudt HuMab™ (Medarex, Princeton NJ), chugt KMTM (Kirin
Pharma Company, Japan), va chugt KM (FCyRIIb-KO).

Vi du cu thé vé khang thé don dong theo séng ché bao gém céc khang thé trong do
CDR trong ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 33
(HCDR 1), 34 (HCDR 2) va 35 (HCDR 3) trong Danh muc trinh ty va trong 6 CDR
trong ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 30 (LCDR 1), 31
(LCDR 2) va 32 (LCDR 3) trong Danh muyc trinh ty. Mot dén mot vai axit amin trong
mot hodc nhiéu CDR c¢6 thé duoc thé mién 1a dic tinh ctia khang thé theo séng ché c6
kha nang dé lién két véi RGMa, khong tc ché sy lién két gitta RGMa va neogenin, va
trung hoa hoat tinh tc ché sy sinh truéng nhanh cla sgi truc than kinh cia RGMa
duoc duy tri. Mot dén mot vai nghia 13, vi du, mot hodc hai. Su thé axit amin t6t hon 1a
su thé bao toan dé duy tri dic tinh theo sang ché. Viéc duy tri dic tinh cta khang thé
nghia la cac dic tinh ndy duoc duy tri dén cung mot mure, vi du, 80% hodc cao hon, tdt
hon 14 90% hodc cao hon, tot hon nita 1a 95% hodc cao hon nhu dugc so sanh véi dic

tinh trudc khi bién d6i trinh ty axit amin CDR. Viéc duy tri con bao gom viéc cai
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thién.

Vung khac v6i CDR khong bi giéi han mdt cach cu thé mién 14 no 1a trinh tu
ma c6 thé duy tri cdu tric 1am khang thé va tao ra chirc ning ctia nd, va cé thé 13 trinh
tu bat ky trong s cac trinh ty dugc tao ra tir chudt, nguoi, va dong vat co6 va khac,
trinh ty kham cta nd, va trinh ty nhén tao. Trong trudng hop chira vung hang dinh,
trinh tu axit amin cta ving hing dinh trong chudi ning va chudi nhe 13, vi duy, céc
trinh ty dugc md ta trong Nucleic Acids Research vol.14, p1779, 1986, The J ournal of
Biological Chemistry vol.257, p1516, 1982 va Cells vol.22, p197, 1980.

Vi du v& khang thé chudt c6 cdac CDR nay bao gbém khéng thé trong d6 chudi
nhe ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 4 trong Danh muc trinh ty va trong d6 chudi
ning c6 trinh ty axit amin 1& SEQ ID NO: 5 trong Danh muc trinh tu. Trong trinh ty
nay axit amin, co thé co su thé, sy loai bo, su bd sung hoic sy chén ctia mot hodc mot
s6 (1 dén 20, 1 dén 10 hodc 1 dén 5) axit amin mién 14 dic tinh cia khang thé cia c6
kha ning dé lién két véi RGMa, khong tc ché su lién két gitta RGMa va neogenin, va
trung hoa hoat tinh wc ché su sinh truéng nhanh cla soi truc than kinh cia RGMa
dugc duy tri. Sy thé, su loai bd hoic su bd sung nay c6 thé dugc bd sung vao trong
CDR, nhung né tét hon 1a dugce bd sung vao trong vung khac véi CDR. Sy thé axit

amin t6t hon 1 su thé bao toan dé duy tri dic tinh theo séng ché.

Sang ché con bao gdm khang thé kham chudt/ngudi trong d6 ving hing dinh
trong khang thé chudt trén day duoc tao ra tir ngudi. Vi du v& khang thé kham
chudt/nguoi nay la khang thé trong d6 chudi nhe c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:
8 trong Danh muc trinh tu (ving bién ddi kéo dai tir 1 dén 107) va trong d6 chudi ndng
¢6 trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO: 9 trong Danh myc trinh ty (ving bién dbi kéo dai
tir 1 dén 116). Trong trinh ty axit amin nay, c6 thé c6 su thé, su loai bo, su bd sung
hodc su chén cia mot hodc mot s6 (1 dén 20, 1 dén 10 hozc 1 dén 5) axit amin mién 13
dic tinh cla khang thé ctia c6 kha ning dé lién két véi RGMa, khong trc ché sy lién
két gitra RGMa va neogenin, va trung hoa hoat tinh trc ché sy sinh truéng nhanh cia
soi truc thin kinh cia RGMa dugc duy tri. Sy thé, su loai bod hoic su bd sung nay c6
thé duge bd sung vao trong CDR, nhung n6 t6t hon 1 duogc bd sung vao trong ving
khac véi CDR. Su thé axit amin t5t hon 1a sy thé bao toan dé duy tri ddc tinh theo sang

r
A

cheé.
Ngoai ra, sang ché con bao gbém, vi du, khéng thé dugc nhan hoéa trong do
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vung khéc voi CDR duge tao ra tir ngudi. Vi du v& khang thé dugc nhan héa nay la
khang thé trong @6 chudi nng c6 trinh ty axit amin 1a trinh ty bét ky trong s6 céc trinh
tu SEQ ID NO: 11 dén 18 (ving bién dbi 1én dén gbc 116 trong nhdnh dau cubi N) va
trong d6 chudi nhe c6 trinh ty axit amin 1a trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty SEQ ID
NO: 19-25 trong Danh muc trinh ty (ving bién ddi kéo dai tir gbc 1 dén 107 trong

mach nhanh dau cudi N).

Trong trinh ty axit amin ctia khang thé dugc nhan héa (chudi ning: SEQ ID
NO: 11-18 trong Danh muc trinh tu, chudi nhe: SEQ ID NO: 19 dén 25 trong Danh
muc trinh ty), c6 thé ¢6 su thé, sy loai bo, sur bd sung hodc sy chén ciia mdt hodc mot
sb (1 dén 20, 1 dén 10 hodc 1 dén 5) axit amin mién 13 dic tinh cia khang thé cta co
kha niang d& lién két véi RGMa, khong (rc ché su lién két gitta RGMa va neogenin, va
trung hoa hoat tinh (rc ché sy sinh trudéng nhanh cla soi truc than kinh cia RGMa
duoc duy tri. Su thé, su loai bé hodc sy bd sung nay c6 thé dugc bd sung vio trong
CDR, nhung né tét hon 13 duoc bd sung vao trong vung khac véi CDR. Su thé axit

amin t&t hon 12 sy thé bao toan dé duy tri dic tinh theo sang ché.

Trinh ty axit amin chudi ning va trinh tyr axit amin chudi nhe c6 thé 1a dang
két hop bat ky ctia chiing, nhung cu thé duoc wu tién 1a khang thé c6 chudi ning chira
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 15 trong Danh muc trinh ty va chudi nhe chira trinh
tu axit amin 13 SEQ ID NO: 19 trong Danh muc trinh tu. Trong trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 15 trong Danh muc trinh ty, trinh ty axit amin twong Gng véi vung bién d6i
chudi ning dugc thé hién trong SEQ ID NO: 41 trong Danh muc trinh ty va trinh ty
axit amin tuong Umg véi viing bién déi chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 42
trong Danh muc trinh ty. Do do, cu thé duoc wu tién néu khang thé theo sdng ché 1a
khang thé trong d6 ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw axit amin la SEQ ID NO: 41
trong Danh muyc trinh ty va trong d6 ving bién dbi chudi nhe ¢ trinh tu axit amin 1a

SEQ ID NO: 42 trong Danh muc trinh ty.

Trong trinh ty nay axit amin, ¢ thé co su thé, su loai b, su bd sung hodc su
chén ctia mot hodc mot sb (1 dén 20, 1 dén 10 hodc 1 dén 5) axit amin mién 14 dic tinh
ctia khang thé cta c6 kha ning dé lién két v6i RGMa, khong trc ché sy lién két gitra
RGMa va neogenin, va trung hoa hoat tinh ¢ ché su sinh trudng nhanh cua s¢i truc
than kinh cia RGMa dugc duy tri. Su thé, su loai bo hoidc su bd sung nay c6 thé dugc

bd sung vao trong CDR, nhung nd t8t hon 12 dugc bd sung vao trong ving khac voi
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CDR. Su thé axit amin t&t hon 1a sy thé bao toan dé duy tri dic tinh theo sdng ché.

Trong trinh ty axit amin ctia khang thé theo sang ché chua su thé, su loai bod
hoic dang twong tu trong trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 41 va/hodc 42 trong Danh
muc trinh ty nhu dugc mo ta trén day, vung bién ddi trinh tu axit amin chudi ning c6
90% hodc cao hon (tét hon nita 13 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc cao hon) d§ twong
déng v6i SEQ ID NO: 41 ctia danh muyc trinh ty, va ving bién ddi trinh ty axit amin
chudi nhe c6 90% hoic cao hon (tét hon nita 1a 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc cao
hon) dd tuong déng v4i SEQ ID NO: 42 cia danh muc trinh tu.

Vi du cu thé khac v& khang thé don dong theo sang ché bao gdm cic khang thé
trong d6 CDR trong vung bién dbi chudi ning chia trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:
39 (HCDR 1), 40 (HCDR 2) va SFG (HCDR 3) trong Danh muc trinh tu va trong do
CDR trong ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 36 (LCDR
1), 37 (LCDR 2) va 38 (LCDR 3) trong Danh muc trinh ty. M6t dén mot vai axit amin
trong mot hoic nhiéu CDR ¢6 thé dugc thé mién 1 dic tinh cta khang thé theo séng
ché c6 kha ning dé lién két v6i RGMa, khong tic ché sy lién két gitta RGMa va
neogenin, va trung hoa hoat tinh ¢ ché su sinh truéng nhanh cta sgi truc than kinh

cia RGMa dugc duy tri.

Mot dén mot vai nghia 13, vi du, mot hogc hai. Sy thé axit amin t6t hon 1 su

thé bao toan dé duy tri dic tinh theo sang ché.

Vung khac v6i CDR khong bi gigi han mét cach cu thé mién 1a n6 1a trinh tu
ma ¢6 thé duy tri cdu triic 1dm khing thé va tao ra chirc niing ctia no, va co thé trinh tu
bét ky trong sb céc trinh tu dugc tao ra tir chudt, ngudi, va dong vét ¢ vi khac, trinh
tu kham ctda no, va trinh ty nhan tao. Trong truong hop chira ving h%mg dinh, trinh tu
axit amin ctiia vung héng dinh trong chudi ning va chudi nhe 13, vi duy, cac trinh ty
duoc mod ta trong Nucleic Acids Research vol.14, p1779, 1986, The Journal of
Biological Chemistry vol.257, p1516, 1982 va Cells vol.22, p197, 1980.

Vi du v& khang thé chudt c6 cac CDR nay bao gbm khang thé trong d6 chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 6 trong Danh muc trinh tu va trong do chudi
ning c6 trinh tw axit amin 13 SEQ ID NO: 7 trong Danh muc trinh ty. Trong trinh tyr
nay axit amin, cO thé ¢ sy thé, su loai bd, su bd sung hodc sy chen ctiia mot hodc mot

s6 (1 d&n 20, 1 dén 10 hodc 1 dén 5) axit amin mién 1a dic tinh cua khang thé cua co
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kha nang dé lién két v6i RGMa, khong trc ché su lién két gitra RGMa va neogenin, va
trung hoa hoat tinh wc ché su sinh truéng nhanh cta sgi truc than kinh cia RGMa
dugc duy tri. Sy thé, sy loai bd hoic su bb sung nay c6 thé dugc bd sung vio trong
CDR, nhung né tét hon 13 dugce bd sung vao trong ving khac v6i CDR. Su thé axit

amin t&t hon 12 sur thé bao toan dé duy tri déc tinh theo sang ché.

DP4i v6i khang thé chudt trén day, vi dy, con bao gdm khang thé kham ma
ving hang dinh dugc tao ra tir ngudi. Khang thé duoc nhan hoa con bao gdm, vi duy,

trong d6 vung khac v6i CDR dugce tao ra tir nguoi .

Khang thé khang RGMa theo sang ché bao gdm khang thé da dic hi¢u, khang
thé duge bién d6i vé mit chirc ning, va khéng thé lién hop c6 CDR chira trinh tu axit
amin cu thé (vi du, trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 30 trong Danh muc trinh ty d6i
vdi LCDR1, SEQ ID NO: 31 trong Danh muc trinh ty ddi voi LCDR2, SEQ ID NO:
32 trong Danh muc trinh tw ddi véi LCDR3, SEQ ID NO: 33 trong Danh muc trinh tu
b1 v6i HCDR1, SEQ ID NO: 34 trong Danh muc trinh tw d6i véi HCDR2, va SEQ ID
NO: 35 trong Danh muc trinh tu dbi v6i HCDR3), hoic ¢6 ving bién dbi chra trinh tu
axit amin cu thé (vi du, trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO: 41 trong Danh muc trinh tu
dbi voi ving bién dbi chudi ning, va SEQ ID NO: 42 d6i v6i ving bién dbi chudi
nhe).

Khéng thé khang RGMa theo sang ché c6 thé con dugc lién két v6i khang thé
¢6 tinh dic hiéu lién két khang nguyén khac khic véi tinh dac hiéu khing RGMa bing
ky thuét bién d6i gen dé tao ra khang thé da dic hiéu nhu khang thé dic hidu kép. K¥
thuat bién ddi gen 13 da biét trong linh vyc nay. Vi dy, bang cach str dung k¥ thuét dbi
véi DVD-Ig trong d6 vung bién ddi dugc ndi ndi tiép (Wu et al., Nature
Biotechnology 25(11), 1290 (2007)) hodc ky thuét d6i véi ART-Ig trong d6 chudi
nang cua hai loai lién két khang thé v6i khang nguyén khéc dugc két hop bang cach
bién ddi ving Fc cta khang thé (Kitazawa et al., Nature Medicine 18(10), 1570(2012),
khang thé dac hiéu kép mong mubn c6 thé duoc tao ra. Khang nguyén khac véi RGMa
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, yéu 6 trc ché sy sinh trudng nhanh cua soi truc
than kinh nhu Nogo, MAG, Omgp, CSPG, Sema 3A va Lingo-1, va phan ti lién quan
dén mién dich nhu TNF-q, thu thé IL-6, CD3, CD20, a4 integrin, BLys, Thymic
Stromal Lymphopoietin, IgE, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL- 13, IL- 17, IL-23 va IL-
25.
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Vi du v& khang thé dugc bién ddi v& mit chirc ning lam phan tir dugce bién doi
ctia khang thé khang RGMa theo séng ché. Khang thé dugc bién d6i v& mit chtic ning
nghia 1a khang thé trong d6 chirc nang nhu chirc nang tiéu diét té bao, chirc ning hoat
hoéa bd thé va chirc ning dé kéo dai thoi gian ban huy trong mau duge bién dbi chu yéu
bang cach bién d6i ving Fc hogc dang twong tu (Shitara, Journal of the Pharmaceutical
Society of Japan, 2009, Vol. 129(1), p3; Ishii et al., Nippon Yakubutsugaku Zasshi
(Folia Pharmacologica Japonica), 2010, Vol.136(5), p280; Hashiguchi et al., The
Journal of Japanese Biochemical Society, 2010, Vol.82(8), p710).

Khéng thé dugc bién ddi v& mat chie niang cua khang thé khang RGMa theo
sang ché dugc tao ra bang phuong phap sau ddy. Vi duy, khi khéng thé khang RGMa
theo sang ché duoc tao ra bang cé4ch st dung, lam té bao vat chi, t& bao CHO ma gen
al,6-fucosyltransferaza (FUT 8) dugc lam dt doan, kKhang thé véi luong cua fucoza
chudi duong giam va ting chitrc ning tiéu diét té bao dugc tao ra, va khi khang thé
khang RGMa theo sang ché dugc tao ra bing céch str dung, lam té bao vat chi, té bao
CHO vao trong ma gen FUT® dugc bd sung, khang thé véi chirc ning tidu diét té bao
kém dugc tao ra (WO 2005/035586, WO 2002/31140 va WO 00/61739). Chuc néng
hoat héa bd thé c6 thé dugc didu hoa bing cach bién dbi gbc axit amin trong ving Fc
(Patent My s6: 6737056, 7297775 va 7317091). Viéc kéo dai thoi gian ban hiy trong
méu c6 thé dugc thuc hién bing cich st dung bién thé ving Fc véi mic ting vé lién
két v6i FcRn ma 12 mét trong sd céac thu thé Fc (Hashiguchi et al., The Journal of
Japanese Biochemical Society, 2010, Vol.82 (8), p710). Cac khang thé duoc bién doi

vé miit chirc ning nay c6 thé duge tao ra bing k¥ thuét bién ddi gen.

Khang thé lién hop dwoc dung lam, vi dy, phan tir duoc Bién dbi cua khang thé
khang RGMa theo sang ché. Vi du vé khang thé lién hgp bao gdm khéng thé lién hop
trong d6 khéng thé khang RGMa duogc lién két v& mit hoa hoc hodc bién ddi gen véi
phén tr chirc néng khic voi khang thé khang RGMa theo séng ché nhu polyme khong
peptit nhu polyetylen glycol (PEG), chét phong xa, doc t6, hop chit phan tir lugng
thip, xytokin, yéu 6 tang truong (vi dy, TGF-B, NGF, neurotrophin), albumin, enzym,
va khang thé khéc.

Khi PEG duogc lién két & dang phén tr chitrc ndng, PEG ¢0 thé duoc st dung
¢6 khdi lwong phan tir 13, nhung khong chi giéi han &, 2.000 d¢én 100.000 Da, t6t hon
nita 13 10.000 dén 50.000 Da, ma c6 thé 1a mach thng hodc phan nhanh. Bang céch su
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dung, vi du, nhém hoat tinh NHS, PEG c6 thé dugc lién két, vi dy, véi dau cudi N
amino nhém ctia axit amin ctia khang thé.

Trong trudng hop sir dung chit phong xa lam phén tir chirc nang, vi dy, P'L,

125] 90y 64Cy, 9T¢, 7Lu hodc 211At dwoc sir dung. Chét phéng xa c6 thé dugc lién két

tryc tiép véi khang thé béi, vi du, phuwong phap chloramin-T.

Khi st dung doc tdlam phén tir chitc nang, vi dy, doc td vi khudn (vi dy,
diphtheria toxin), phytotoxin (vi du, ricin), ddc t6 phén tir nhé (vi dy, geldanamycin),

maytansinoid va calicheamicin dugc st dung.

Khi stt dung hop chét phan tir lugng thép lam phén ti chirc nang, vi dy,
daunomycin, doxorubicin, metotrexat, mitomycin, neocarzinostatin, vindesin va thudc

nhudm huynh quang nhu FITC dugc sir dung.

Khi str dung enzym lam phén t& chitc nang, vi du, luciferaza (vi du, luciferaza
tr dom dém va luciferaza tir vi khudn; Patent My s& US 4,737,456), malat
dehydrogenaza, ureaza, peroxidaza (vi du, peroxidaza tir cti cai ngya (HRPO)), alkalin
phosphataza, B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza (vi dy, glucoza
oxidaza, galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza), oxidaza di vong
(vi du, uricaza va xanthin oxidaza), lactoperoxidaza, va microperoxidaza dugc su

dung.

Vi du v& chét tao lién két dugc sir dung dé tao lién két hoa hoc toxin, hop chat
phan t&r luong thip hodc enzym bao gbébm gdc hoa tri hai (vi dy, alkylen, arylen,
heteroarylen), don vi 1dp lai clua chét tao lién két hoic alkoxy dugc thé hién béng -
(CR2).:O(CR2)n- (trong d6 R 1a phin tir thé tiy ¥, va n sb nguyén duong) (vi dy,
polyetylenoxy, PEG va polymetylenoxy) va alkylamino (vi du, polyetylenamino,
Jeffamine™) va este va amit cta diaxit (vi du, sucxinat, sucxinamit, diglycolat,
malonat, va caproamit). Phuong phép bién dbi hoa hoc lién két phan tir chirc ndng 1a
da biét trong linh vuc nay (D.J.King., Applications and Engineering of Monoclonal
antibodies., 1998 T.J. International Ltd, Monoclonal Antibody-Based Therapy of
Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc; Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol152:127; Liu et
al., Proc Natl Acad Sci USA., 1996 Vol 93:8681).

"Manh lién két khang nguyén" cta khéng thé trong sang ché nghia 1a ving

riéng phan c6 dic tinh lién két khang nguyén, cua khéng thé dugc md ta trén day, bao
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gdm, cu thé hon, F(ab'),, Fab', Fab, Fv (méanh bién déi ciia khéng thé), Fv chira lién két
disulfua, khang thé chudi don (scFv), va polyme ctia né. Manh lién két khang nguyén
con bao gdm manh lién két khang nguyén tiép hop duge lién két v& mit hoa hoc hogc
bién dbi gen véi phan tir chic ning khac voi khang thé khang RGMa theo séng ché
nhu polyme khong peptit nhu polyetylen glycol (PEG), chét phong xa, doc t, hop
chit phan tr lugng thip, xytokin, yéu t6 ting truéng (vi du, TGF-B, NGF,

neurotrophin), albumin, enzym, va khang thé khac.

Nhu duge stir dung trong ban mo ta nay, "F(ab')," va "Fab" nghia la khang thé
manh ma dugc tao ra bang cach xr ly immunoglobulin v&i pepsin hodc papain
proteaza va dugc tao ra béng phén cét phin trudc va sau lién két disulfua gifta hai
chudi ning trong ving ban 18. Vi dy, viéc xit ly bing papain d6i véi IgG c6 thé phan
cét phin trudc ctia lién két disulfua gifta hai chudi niing trong ving ban 18 dé tao ra ctia
hai manh khang thé twong dong, mdi manh chira chudi nhe chira VL (Vl‘mg bién dbi
chudi nhe) va CL (ving hing dinh chudi nhe) va manh chudi ning chira VH (ving
bién dbi chudi ning) va CHyl (y1 ving bén trong ving hing dinh chudi ning) trong
d6 manh chudi nhe va chudi ning duoc lién két véi mdi khac thong qua lién két
disulfua & ving dau cudi C. Mbi trong sé hai manh khang thé twong ddng dugc goi 1a
Fab. Viéc xtr Iy bang pepsin dbi v6i IgG c6 thé phan c4t phan sau ctia lién két disulfua
gitta hai chudi niing trong ving ban 18 d8 tao ra manh khang thé 16n hon mdt chat so
v6i manh ban dau trong d6 hai Fab dugc lién két v6i nhau & ving ban 18. Manh khang

thé nay con dugc goi 1a F(ab')..

Manh lién két khang nguyén tiép hop duge dung lam, vi dy, phan tir duge bién
dbi ctia méanh lién két khang nguyén ctia khéng thé khang RGMa theo sang ché. Vi du
vé manh lién két khang nguyén tiép hop bao gdm céc khang thé trong d6 ving riéng
phdn c6 dic tinh lién két khdng nguyén cta khang thé khang RGMa dugc lién két vé
mit hoa hoc hodc bién ddi gen v6i phan ti chirc ning khac voi khang thé khing
RGMa theo sang ché nhu polyme khong peptit nhu polyetylen glycol (PEG), chit
phoéng xa, doc t5, hop chit phan tir luong thp, xytokin, yéu t ting truéng (vi duy,
TGF-B, NGF, neurotrophin), albumin, enzym, va khang thé khac.

Khi PEG duoc lién két & dang phan tir chtrc ning, PEG c6 thé dugce sir dung
¢6 khdi lugng phan tr 1, nhung khong chi giéi han & 2.000 dén 100.000 Da, tot hon
nira 13 10.000 dén 50.000 Da, ma c6 thé 1a mach thing hoic phan nhénh. PEG ¢6 thé
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duoc lién két, vi duy, véi dAu cudi N amino nhém cua ving riéng phén coO dac tinh lién
két khang nguyén cia khang thé khang RGMa bang céach st dyng, vi dy, nhom hoat
tinh NHS.

Trong trudng hop st dung chét phéng xa lam phan tir chirc nang, vi dy, P'L,

15[ 90y, 64Cy, %Tc, 7Lu hodc 211 At dwoc st dung. Chéit phéong xa c6 thé duoc lién két
truc tiép voi ving riéng phén c6 dic tinh lién két khang nguyén cta khang thé khang

RGMa béi, vi du, phuong phép chloramin-T.

Khi st dung doc td lam phan t chuc nidng, vi dy, doc t8 vi khudn (vi du,
diphtheria toxin), phytotoxin (vi du, ricin), ddc t5 phan tr nhé (vi dy, geldanamycin),

maytansinoid va calicheamicin dugc st dung.

Khi str dung hop chit phan tir lugng thip lam phan tir chirc nang, vi du,
daunomycin, doxorubicin, metotrexat, mitomycin, neocarzinostatin, vindesin va thude

nhudm huynh quang nhu FITC dugc sir dung.

Khi st dung enzym 1am phén ti chirc nang, vi du, luciferaza (vi dy, luciferaza
tr dom dém va luciferaza tir vi khudn; Patent My§ s US 4,737,456), malat
dehydrogenaza, ureaza, peroxidaza (vi du, peroxidaza tlr cii cai ngwa (HRPO)), alkalin
phosphataza, p-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza (vi dy, glucoza
oxidaza, galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza), oxidaza di vong
(vi du, uricaza va xanthin oxidaza), lactoperoxidaza, va microperoxidaza dugc st

dung.

Vidu vé chét tao lién két dugc str dung dé tao lién két hoa hoc toxin, hop chét
phan t& lugng thip hodic enzym bao gdbm gbc hoa tri hai (vi du, alkylen, arylen,
heteroarylen), don vi ldp lai cua chét tao lién két hodc alkoxy duoc thé hién bang -
(CR2)nO(CR2)n- (trong d6 R 1a phan tir thé thy ¥, va n s6 nguyén duong) (vi du,
polyetylenoxy, PEG va polymetylenoxy) va alkylamino (vi du, polyetylenamino,
Jeffamine™) va este va amit cta diaxit (vi dy, sucxinat, sucxinamit, diglycolat,
malonat, va caproamit). Phuong phap bién ddi hoa hoc lién két phan tir chirc ning 13
da biét trong linh vuc nay (D.J.King., Applications and Engineering of Monoclonal
antibodies., 1998 T.J. International Ltd, Monoclonal Antibody-Based Therapy of
Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc; Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol152:127; Liu et
al., Proc Natl Acad Sci USA., 1996 Vol 93:8681).
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Trong khang thé khang RGMa chitra CDR hodc ving bién dbi c6 trinh tur axit
amin cu thé theo sang ché, ving hing dinh tét hon 1a viing hing dinh ctia IgG & nguoi

(IgG1, IgG2, 1gG3 hodc IgG4) dé duy tri thoi gian ban hity dai hon trong mau.

Sang ché con bao gdm khéng thé khang RGMa ma bd sung cho khéng thé co
trinh tu axit amin ¢6 CDR cu thé nhu dugc mo ta trén déy dé lién két v6i protein
RGMa, va manh lién két khang nguyén cia n6. Khang thé ma b6 sung cho khang thé
¢O trinh tu axit amin c6 CDR cu thé nhu dugc mo ta trén day dé lién két vai protein
RGMa bao gdm quyét dinh khdng nguyén (epitop) trong ving dugc chon tir Glu 298
dén Gly 311, Asn 322 dén Glu 335, Lys 367 dé Ala 377, va Pro 349 dén Thr 359.

Khang thé ¢6 thé dugce tao ra (duge sang loc) hodc dugc danh gia bang cach
cho khang thé nay clng tdn tai trong hé lién két cta khéng thé c6 CDR trinh ty nhu
dugc mo ta trén diy va protein RGMa. Vi dy, khang thé ¢6 thé duoc tao ra bang viéc
sang loc bang cach st dung phuong phap phd cong huéng plasmon bé mit (SPR) sau
day.

Protein RGMa & ngudi duge biotin héa (4 pg/mL) lam phéi tir duoc tai trong
chip cam bién dugc lam bét dong bang avidin ¢ 1am bét dong protein RGMa & ngudi
twong duong véi 1300 dén 1600 RU. Sau d6, khang thé khing RGMa tuy y (15
pg/mL) dugc tai lam chéit gén két va dugc lién két véi protein RGMa & ngudi dugce
lam bét dong trong chip cam bién. Béng cach thyc hién 1dp lai viéc nay mot sb lan,
trang thai trong d6 khéng thé khang RGMa tiy ¥ dugc lién két véi tat ca céc phan tir
protein RGMa & ngudi trong chip cam bién dugc tao ra (trang thai bdo hoa) va muc

lién két trong trang thai bdo hoa (muc lién két bao hoa 1) dugc xac dinh.

Thir nghiém twong ty duge thyc hién v6i khang thé khang RGMa chira trinh ty
axit amin ¢6 CDR cu thé theo sang ché dé xéac dinh dugc muc lién két trong trang thai
bdo hoa (muc lién két bao hoa 2).

Sau d6, protein RGMa & nguodi trong chip cam bién bdo hoa v6i khang thé
khang RGMa chtra trinh ty axit amin ¢6 CDR cu thé theo sang ché, va sau d6 khing
thé khang RGMa tuy y (15 pg/mL) dugc tai 1am chét gén két dé nghién ciru x4c dinh
licu khang thé khang RGMa tity y con lién két v6i protein RGMa & ngudi dugce bio
hoa voi khang thé khang RGMa chira trinh ty axit amin ¢6 CDR cu thé theo sang ché.

Néu khéng thé khang RGMa tiy ¥ ¢6 thé con lién két véi protein RGMa &
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ngudi duogc bdo hoa bing khing thé khang RGMa chira trinh ty axit amin c6 CDR cu
thé theo sang ché ddng thdi c6 muc lién két bo hoa 1 cua khang thé khang RGMa tuy
y dugc xac dinh trén day, thi sau do khang thé nay duoc dénh gia 1a "khong canh
tranh". Mt khac, néu khang thé khang RGMa tiy y c6 thé khong lién két véi protein
RGMa & nguoi duge bao hoa bing khang thé khang RGMa chira trinh ty axit amin c6
CDR cu thé theo sang ché, thi sau d6 khang thé nay duogc danh gia 1a "canh tranh".
Tham chi néu khang thé khang RGMa tly y ¢6 thé con lién két v6i protein RGMa &
ngudi duoc bdo hoa biang khang thé khang RGMa chira trinh ty axit amin ¢6 CDR cu
thé theo sang ché, khi luong lién két bd sung khong dat dén muc lién két bdo hoa 1 v6i
mire khéc nhau dang ké, thi sau d6 khéng thé nay dugc danh gid 1a "canh tranh". Mirc
khéac nhau dang ké duogc xac dinh bang phuong phép théng ké chung (vi dy, thir

nghiém t-Student), va muc ding ké duoc thiét 1ap dén 5% hoic thip hon.

Khang thé khang RGMa ma bd sung cho khang thé khang RGMa chira trinh ty
axit amin CDR cu th nhu duge mo ta trén day dé lién két véi RGMa c6 thé 1 khang
thé dugc tao ra tir khang thé ciia dong vat bt ky nhw chudt, nguoi, chudt nhét, the, dé,
hodc lac da, hodc c6 thé 1a khang thé kham hodc dwoc nhan héa ma 1a dang két hop
clia cac khang thé nay, nhung tét hon 1a khéng thé ngudi, khang thé kham, hodc dugc

nhén hoa.
Phén tir axit nucleic theo sang ché

Vi du vé phén tir axit nucleic theo sdng ché bao gdm polynucleotit trong d6
ving ma hoa 13 ving bién d6i chudi ning chira trinh ty bazo ma hoa trinh ty axit amin
l4an lwot 1a SEQ ID NO: 33, 34, va 35 trong Danh myc trinh ty (trong d6 mot hodc mot
sb axit amin c6 thé dugc thé, dugce loai bd, duge chén hodc duoc bd sung) va ving ma
hoa 1a ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty bazo ma hda trinh tu axit amin lan luot 12
SEQ ID NO: 30, 31, va 32 trong Danh muc trinh ty (trong d6 mot hodc mot sb axit
amin c6 thé dugc thé, dugc loai \bc’), duogc chén hodc duge bd sung); va polynucleotit
trong d6 ving ma hoa 1a ving bién ddi chudi ning chira trinh tw bazo ma hoa trinh ty
axit amin 1an luot 13 SEQ ID NO: 39, 40, va SFG trong Danh myc trinh ty (trong do6
mot hodc mot sb axit amin c6 thé duoc thé, dugc loai bd, duoc chén hodc dugc bd
sung) va vung ma hoda la viung bién d6i chudi nhe chira trinh ty bazo ma hoa trinh ty
axit amin 1an luot 12 SEQ ID NO: 36, 37, va 38 trong Danh muyc trinh ty (trong d6 mot

hoiic mdt so axit amin c6 thé dugc thé, dugce loai bo, dugc chén hodc duge bo sung).
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Vi du khéac vé phan tir axit nucleic theo séng ché bao gém polynucleotit trong
d6 ving ma hoéa chudi ning chia trinh ty bazo ma hoa trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO: 5 trong Danh muyc trinh ty va ving ma héa chudi nhe chtra trinh ty bazo ma hoa
trinh tu axit amin la SEQ ID NO: 4 trong Danh muc trinh tu; va polynucleotit trong d6
ving mi héa chudi ning chira trinh ty bazo mé hoa trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:
7 trong Danh muc trinh ty va ving ma héa chudi nhe chira trinh ty bazo ma hoa trinh

tu axit amin 1a SEQ ID NO: 6 trong Danh muyc trinh ty.

Vi du khac vé& phan tir axit nucleic theo sang ché bao gém polynucleotit trong
d6 ving ma hoa chudi ning chtra trinh ty bazo ma héa trinh ty axit amin la SEQ ID |
NO: 9 trong Danh muc trinh ty va ving ma hoa chudi nhe chura trinh ty bazo ma héa

trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 8 trong Danh muc trinh ty.

Vi du khac vé phan tir axit nucleic theo sang ché bao gém polynucleotit trong
d6 viing ma héa chudi ning chtra trinh ty bazo ma héa trinh tir axit amin ¢6 trinh ty bét
ky trong sb cac trinh ty SEQ ID NO: 11 dén 18 trong Danh muc trinh ty va ving mé
hoa chudi nhe chira trinh tu bazo ma hoa trinh ty axit amin c6 trinh tu bét ky trong )
céc trinh tu SEQ ID NO: 19 dén 25 trong Danh muc trinh tu.

Cu thé dugc wu tién 14 vi du vé phan tir axit nucleic theo sang ché bao gébm
polynucleotit trong d6 ving ma hoa chudi ning chta trinh ty bazo ma hoéa trinh ty axit
amin 12 SEQ ID NO: 15 trong Danh muyc trinh ty va ving ma héa chudi nhe chira trinh

ty bazo ma hoéa trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 19 trong Danh muc trinh tu.

Vi du khac vé phan tir axit nucleic theo sang ché bao gébm polynucleotit trong
d6 ving ma hoéa la vung bién dbi chudi ning chira trinh ty bazo ma hoéa trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO: 41 trong Danh muc trinh ty va ving ma hoéa la vang bién ddi
chudi nhe chira trinh tu bazo mi hoa trinh ty axit amin 1& SEQ ID NO: 42 trong Danh

muc trinh tur.

Vi du cy thé vé phén tir axit nucleic theo sdng ché bao gdm polynucleotit trong
d6 vung ma hoa la vung bién ddi chudi ning chira trinh tu bazo c6 SEQ ID NO: 43
trong Danh muyc trinh ty va ving ma hoa 1a ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty bazo
c6 SEQ ID NO: 44 trong Danh muc trinh ty.

Phan tir axit nucleic theo sang ché co thé 1a polynucleotit ma lai duéi diéu kién

nghiém ngit véi sgi ADN bd sung c6 trinh tu bazo ¢6 SEQ ID NO: 43 trong Danh
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muc trinh tu va polynucleotit ma lai dudi diéu kién nghiém ngit voi sgi ADN bd sung
¢6 trinh ty bazo ¢6 SEQ ID NO: 44 trong Danh muc trinh tu mién 13 phin t axit
nucleic theo sang ché ma hoa khéng thé don dong ma c6 kha ning dé lién két véi
RGMa, khong trc ché su lién két gitta RGMa va neogenin, va lam trung hoa hoat tinh
rc ché su sinh trudng nhanh cua sgi truc than kinh cia RGMa. Vi du vé diéu kién
nghiém ngit bao gém diéu kién cua thuc hién viéc lai Southern va rira & nbng dod mubi

tuong tmg vé6i 0,1 x SSC, 0,1% SDS & 68°C.

Phaén tir axit nucleic theo sang ché c6 thé ma héa tht ca cac ving hang dinh va
ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe, va c6 thé chi md héa ving bién dbi cua
chudi ning va chudi nhe. Trinh ty bazo cia ving hing dinh ctia chudi ning va chudi
nhe trong treong hop méa hoéa tht ca cac ving hang dinh va ving bién dbi tét hon 12 cac
trinh tuy duge mo ta trong Nucleic Acids Research vol.14, p1779, 1986, The J ournal of
Biological Chemistry vol.257, p1516, 1982 va Cells vol.22, p197, 1980.

Phaén tir axit nucleic theo sang ché c¢6 thé dugc tao ra, vi dy, bing phuong phap
sau ddy. Trudce tién, ARN tbng duoc tao ra tlr té bao nhu t& bao lai bang cach sit dung
kit tich chiét ARN thuong mai, va ¢cADN dugc tbng hop véi transcriptaza ngugc
(enzym phién ma nguoc) bang céch st dung doan mdi ngdu nhién hodc dang twong ty.
Sau d6, cADN ma héa khang thé dugc khuéch dai bing PCR phuong phép bang céch
st dung, ddi vé6i doan moi, oligonucleotit c6 trinh ty dugc bao toan 14n luot trong viing
bién dbi clia gen chudi ning va chudi nhe ctia khang thé ngudi da biét. Di v6i trinh ty
ma héa vung hing dinh, né c6 thé dugc tao ra bing cach khuéch dai trinh tu da biét
bang phwong phép PCR. Trinh ty bazo ciia ADN c¢6 th8 duoc xac dinh bing phuong
phép thong dung, vi du bing cach két hop né vao trong plasmit dé giai trinh tu.

Theo mot phuong an khac, ADN ma hoa khang thé don dong theo séng ché ¢6
thé con dugc tao ra bing cach téng hgp héa hoc trinh ty cua ving bién ddi hoic mot

phan ctia n6 va lién k€t né vdi trinh tir chira ving hing dinh.

Sang ché con dé cap dén vecto tai td hop chira phan t axit nucleic theo sang
ché va thé bién nap (t& bao vat chit) chira vecto tai tb hop nay. Vecto téi td hop c6 thé
vecto ma c6 thé duge biéu hién trong té bao nhén rai rac nhu E. coli (Escherichia coli)
(vi du, pBR322, pUC119 hodc bién thé ciia n6), va tét hon 1a vecto ma c6 thé duoc
biéu hién trong té bao nhan dién hinh, va t6t hon nita 13 vecto ma c6 thé duoc bidu
hién trong té bao tir dong vat ¢6 va. Vi du v& vecto ma c6 thé duoc biu hién trong té
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bao tir ddng vat cd vu bao gdm vecto plasmit nhu pcADN 3.1 (Invitrogen), pConPlus,
pcDMS, pcADN I/Amp, pcADN 3.1, pREP4; va vecto virut nhu pDON-AI ADN
(Takara Bio). Vecto co thé 14 mot vecto chira trinh ty ma hoa chudi ning va trinh tu
mi hoa chudi nhe hodc co thé 13 hai vecto clia vecto chira trinh ty ma hoa chudi ning

va vecto chtra trinh ty ma hoa chudi nhe.

Thé bién nap trong d6 vecto tai t4 hop theo sang ché dugc bd sung co thé 1a té
bao nhén rai rdc nhu Escherichia coli hodc Bacillus subtilis, t5t hon 1a té bao nhan dién
hinh, t6t hon nita 13 té bao dong vat c6 va . Vi du vé dong vat c6 vu té bao bao gém té
bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (t€ bao CHO), COS, u tiy, BHK, HeLa,
Vero, 293, NS0, Namalwa va YB2/0,

Khang thé khang RGMa hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 dugc tao ra
¢6 thé duoc tinh ché @& ddng nhit. Phuong phép tach va phwong phép tinh ché duoc sir
dung db6i vdi protein thong thudng c6 thé duoc st dung lam phuong phap tach va qua
trinh tinh ché khang thé va dang tuong ty. Phuong phap tach va qué trinh tinh ché
khang thé co thé dugc thyuc hién bing cach két hop va chon mot cach thich hop, vi du,
nhung khong chi giéi han 0, sic ky cot nhu sic ky ai luc, loc, loc siéu am, gy két taa
bing mubi, thim tach, dién di trén gel polyacrylamit SDS hodc tich bing tap trung
diém ding dién (Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow and David Lan, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1988). Vi du vé ¢ot duge st dung d6i voi sic ky 4i luc bao
gbm cot protein A, cot protein G, cot tiép hop khang thé khang immunoglobulin va ct
tiép hop khing nguyén. Vi du vé cOt protein A bao gdbm Hyper D, POROS va
Sepharoza F. F. (Amersham Biosciences).

Chét phong ngira hoic diéu tri bénh mién dich va thin kinh

Protein lién két RGMa, cu thé 1a khang thé khang RGMa hodc manh lién Kkét
khang nguyén ctia n6 theo sang ché 1am trung hoa hoat tinh @rc ché su sinh truéng
nhanh cta soi truc than kinh cia RGMa dé déy manh su sra chita cia chitc nang
noron té bao than kinh va do d6 c6 thé dugc st dung lam chit nging ngira, diéu tri,
hodc phong ngira sy tai phat ctia thin kinh bénh.

Protein lién két RGMa, cu thé 1a khang thé khang RGMa hogc manh lién két
khing nguyén cia né theo sang ché con 1am trung hoa sy hoat hoa té bao Ta bang

RGMa va do d6 c6 thé dugc sir dung lam chit phong ngira, diéu tri, hodc phong ngira
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su tai phat bénh ctia bénh mién dich.

Vi du vé than kinh bénh bao gém bénh xo cdt bén teo co, chin thuong than
kinh cé4nh tay, tdn thuong ndo (bao gbm chin thuong so ndo), bai ndo, hoi ching
Guillain-Barre, loan dudng chét tring ndo, bénh da xo cing (bao gbm bénh da xo
cung dang tai phat-thuyén gidm, bénh da xo cliing tién trién nguyén phat, bénh da xo
ctng tién trién thtr phat), viém tay - thi thin kinh, hdi ching sau viém tiy xam, tat nit
d6t sbng, ton thuong tiy sbng, teo co tly séng, ung thu xwong sdng, viém tily ngang,
sa sut tri tué (bao gdm sa sit tri tué do 1do hoa, suy gidm nhan thirc nhe, bénh
Alzheimer, sa sut tri tu€ li€én quan dén bénh Alzheimer), bénh Huntington, r6i loan véan
dong mudn, ching hung cam, bénh Parkinson, hoi ching Steele-Richardson, hoi
chiing Down, nhuoc co, chan thuong than kinh (bao gdm chén thuong day than kinh
thi giac), ching thoai héa dang tinh bdt trong mach, xuét huyét ndo lién quan dén
chirng thoai héa dang tinh bot, nhdi méu ndo, viém ndo, trang thai It 14n cép tinh, bénh
tang nhan 4p, bénh tam than phén 1iét va sy thoai héa 16p soi than kinh vong mac (bao
g6m bénh vong mac do tiéu duong, bénh than kinh vong mac do thiéu mau cuc bo,
tach 16p vong mac do di truyén, bénh than kinh thi gidc do thubc, bénh loan dudng
vOng mac, thodi hoa diém vang do 1do héa, bénh vé& mit dic trung badi d4u than kinh
thi giac, bénh vé mit dic trung boi yéu t6 quyét dinh di truyén ddi véi su thodi hoa té
bao nhan kich thich a4nh sang, su loan dudng té bao hinh nén-hinh que di truyén dang
lan cua nhidm séc thé thuong, rdi loan & ty lap thé lién quan dén bénh ly than kinh thi
gi4c). Ton thuong tiy sdng va chan thuong thn kinh (bao gdm chin thuong day thin

kinh thi giac) dugc vu tién.

Vi du v& bénh mién dich bao gém bénh da xo cing (bao g6m bénh da xo cliing
dang tai phat-thuyén giam, bénh da xo cing tién trién nguyén phat, bénh da xo cing
tién trién thr phat), viém tiy - thi than kinh, bénh vay nén, ching viém khép (bao gdm
bénh thip khép, bénh viém xuong khép, bénh viém khép vay nén), hoi ching
Guillain-Barre, bénh thn kinh Behcet, bénh thiéu mau 4c tinh, dai thao duong (phu
thudc insulin) typ I, bénh lupus ban dé hé théng (SLE), bénh viém rudt (IBD), hoi
chirg Sjogren, hdi chimg Goodpasture, bénh Graves, chiing thiéu méau mét hong cau
tw mién dich, bénh xudt hién giam tiéu cdu ty mién dich, bénh hen suyén, bénh phén
hoa, bénh viém da co dia, viém thén tiéu cau, nhugc co, bénh Hashimoto, va bénh

sarcoid. Bénh da xo cing duoc uu tién.
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Protein lién két RGMa, cu thé 13 khang thé khdang RGMa hogc ménh lién két
khang nguyén ctia nd theo sang ché c6 thé dugce st dung 1am chét phong ngira, didu tri,
hodc phong ngira sy tai phat bénh cua thin kinh/bénh mién dich, ma t&t hon 1a bao
gbm ton thuong tiy séng, chén thurong than kinh (bao gdm chén thuong day than kinh
thi giac) va bénh da xo cing (bao gdm bénh da xo clng dang tai phat-thuyén gidm,

bénh da xo cung tién trién nguyén phat, bénh da xo cling tién trién thir phat).

Nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay, thuit ngir "didu tri" bao gdm viéc diéu
tri bét ky bénh & dong vat co v, cu thé 1a ngudi, va bao gém trc ché triéu ching bénh,
cu thé 13, tc ché su tién trién cta chung hoic loai bd bénh hodc triéu ching, va lam
thuyén giam tri€u chung bénh, cu thé 13, ma gdy ra viéc lam giam nhe ctua bénh hodc

triéu chirng hodc lam chm sy phat trién cua tri¢u chirng.

“Phong ngira" bao gobm viéc ngan ngira sy khéi phét ctia bgnh duge mo ta trén

day ¢ dong vat c6 vu, cu the la nguoi.

“Phong nglra sy tai phat bénh" bao gbm viéc ngin ngira sy tai phat bénh cla
bénh dugc md ta trén day tai phat va lam giam sy méc phai bénh & dong vét c6 vu, cu
thé 12 ngudi.

Protein lién két RGMa (khang thé khang RGMa ho#c ménh lién két khang
nguyén ctia nd) theo sang ché c6 thé duge str dung 1am dugc phdm dé phong nglra

hoiic didu tri bénh than kinh hoic mién dich.

Dang str dung cta protein lién két RGMa (khéng thé khang RGMa hogc manh
lién két khang nguyén clia n6) theo séng ché khoéng bi giéi han mot cach cu thé va c6
thé dugc st dung cho dong vat c6 va bao gdm nguoi bing dudong bét ky cua viée sir
dung theo dudng miéng hodc ngoai dwong tiéu hoa (vi du, viéc st dung trong tinh
mach, trong co, dudi da, truc trang, qua da, intracerebral, trong cdt séng hoic viéc st
dung cuc bd khéc).

Dang liéu dé sir dung theo duong miéng va ngoai duong ti€u hoéa va phuong
phép bao ché n6 1a da bibt d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay, va
dwoc phim c6 thé duoc tao ra bang két hop khing thé theo sang ché véi chéit mang
dugc dung hoac chét tuong tu.

Dang lidu dé sir dung ngoai duong tiéu hoa bao gbm duoc pham tiém (vi dy,

tiém nhé giot, tiém trong tinh mach, tiém trong co, tiém dudi da, tiém trong da, dugc
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phim st dung trong ndo, va dugc pham st dung trong cdt séng), dugc phim bodi ngoai
da (vi du, thudc ma, thudc dép, va thudc xtrc ngoai da), thube dan, thudc nho mét,
thudc m& dung cho mét, thuéc nhé miii, thudc nho tai, va liposom. Cu thé hon, khi
khang thé theo sang ché tac dung truc tiép trong md than kinh trung wong, né c6 thé
dugc truyén lién tuc bang céch st dyng vi bom y té ma 12 bom thdm thu, hoic dugc
trdn vai keo fibrin hodc dang tuong tu dé tao ra dugc phdm giai phong kéo dai va sau

d6 duogc dit trong md bi nhiém.

Vi dy, duoc phadm tiém thuong dugc tao ra bing céch hoa tan khéng thé trong
nuéc cét c¢6 thé tiém dugc va, néu can, chét hoa tan, dung dich dém, chét diéu chinh
pH, chét déng truong, chét 1am tron, chét bao quan, va chét 1am 8n dinh c6 thé dugc
b6 sung. Dugc phim tiém c6 th con 1a duge phim dugc lam dong kho duge tao ra

trudce khi st dung.

Dang liéu dé sir dung theo dudng miéng bao gom dang licu rdn hodc long, cu
thé hon, vién nén, vién nén duoc bao, vién thudc, thuéc dang hat min, dang hat, bot,

vién nang, xird, nhil trong, huyén phu, thudc tiém va vién ngém.

Dugc pham theo sang ché c6 thé con chira chat c¢6 tdc dung tri li€u khac, va
néu can, thanh phan nhu chét khir tring, chat chong viém, vitamin va axit amin co thé

duoc tron 13n.

Chit mang dugc dung bao gém, vi du, ta duoc, chét 1am tron, chét két dinh va
chit gay ra ddi v6i duge pham rén; va dung moi, chét hoa tan, chit phén tan, chit déng
truvong, dung dich dém va chit 1am tron déi v6i duge phim long. Néu cin, chit phu
gia nhu chét khir trung, chét chéng oxy hoa, chit tao mau, chit lam ngot, chét hép thu,
va chit lam 4m thong thuom c6 thé duoc sit dung mdt cach thich hgp véi lwgng thich
hop.

Liéu lugng ctia khéng thé theo sang ché c6 thé dugc xac dinh trén co s¢ cac
yéu t& nhu duong st dung, loai bénh, mtc d§ cua triéu ching, do tudi, gidi tinh, thé
trong, mirc 46 nghiém trong cia bénh clia ngudi bénh, Kkét qua dugc ly nhu dic tinh
duogc dong hoc va doc hoc, vige xac dinh li¢u h€ phan phéi thudc cén can phai duogc st
dung hay khong, va viéc xac dinh li¢u khang thé dugc sit dung 1am mot phan cia dang
két hop véi thude khac. N6i chung, 1 dén 5.000 pg/ngay, tot hon 1a 10 dén 2.000
ng/ngdy, tét hon nira 1a 50 dén 2.000 pg/ngdy dé st dung theo dudng miéng hodc 1
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dén 5.000 pg/ngay, tét hon 1a 5 dén 2.000 pg/ngdy, tot hon nita la 50 dén 2.000
pg/ngdy dé tiém cé thé duoc str dung cho mdi nguoi trudng thanh (60 kg thé trong)
trong mot hodc mot sb liéu. Pbi vai viée st dung ngoai dudng tiéu hoa ddi voi toan bo
thé trong, 10 dén 100,000 pg/ke, tdt hon nita 1a 100 dén 50,000 pg/kg, va thdm chi tot
hon nita 1a 500 dén 20,000 pe/kg mdi thé trong c6 thé dugc sir dung & khoang mét lan
mot ngay, mot 14n mét tudn, mot 1dn mot thang, hoic 1 dén 7 1an mot nam. DPéi véi
viéc str dung cuc bd bang cach sir dung bom thdm thau hoic dang twong tu, noi chung,
viéc truyén lién tuc véi tde do 1a 10 dén 100,000 pg/ngay, tot hon nita 1a 100 dén
10,000 pg/ngay, tét hon nita 1a 500 dén 5.000 pg/ngdy mdi ngudi trudng thanh (60 kg

thé trong) ¢ thé duoc thuc hién.
Vi du thuc hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon duéi ddy thong qua cac Vi du sau déy, tuy

nhién can phai hiéu ring sang ché khong bi gi6i han & cac Vi du nay.
Vi du 1: Qué trinh diéu ché protein RGMa & ngudi (Ving dau cudi C)

Té bao CHO biéu hién protein RGMa & ngudi téi td hop trong d6 histidin tag
duoc dung hop vé6i dau cudi C ctia Pro 169 dén Gly 422 (ma dé chi gbc prolin & vi tri
169 dén gdc glyxin & vi tri 422 tir mach nhanh dau cubi N, sau ddy dugc md ta theo
cach twong twr) clia protein RGMa ¢ ngudi (SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh ty)

duoc tao ra.

Ving ddu cubi C ciia protein RGMa & ngudi c6 trong dich ndi bé& mat moi
treong nudi cdy cia té bao CHO dugc hép thu trong cot niken (GE Healthcare, 17-
5247-01), va dugc rira giai véi dung dich imidazol 100 mM. Bing cach thim tach,
dung dich rtra gidi imidazol dugc thay bang dung dich dém mudi phosphat (PBS) va

duoc str dung 1am chit tao mién dich.
Vi du 2: Qué trinh didu ché khang thé don dong & chudt khang RGMa & nguoi

Muoi microgam cta protein RGMa & nguoi tai td hop dugce tao ra trong Vi du
1 duoc tron véi ta duge Freund hoan chinh (Sigma) dé tao ra nhil twong, va chudt
BALB/c (Charles River Japan) dugc tao mién dich & mot sb vi tri duéi da trén lung,
Sau d6, viéc tao mién dich dwgc thuc hién tuong tu & cac khoang thoi gian 1 dén 2
tudn véi 10 pg ciia protein RGMa & ngudi tai t6 hop duge tao ra vao trong nhil tuong

voi ta duge Freund chua hoan chinh (Sigma), va mau dugc thu gom sau mot s6 lan tao
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mién dich. D6 chudn khang thé duoc xac dinh bing ELISA dugc mo ta sau dy trong
do protein RGMa ¢ ngudi hodc chudt nhit dugc lam bat dong. Déi véi cac dbi tuong
ma c6 su ting d6 chun khang thé, 10 pug cua protein RGMa & ngudi dugce st dung

trong tinh mach dé ting thé, va té bao lach duoc thu hdi sau 2 hoic 3 ngay.

Déi v6i qua trinh dung hop té bao, té bao 14 lach va té bao u tiry clia chudt
(SP2/0, Dainippon Sumitomo Pharma) véi mot ntra s6 luong té bao 14 lach dugce tron
va duoc ly tim, va polyetylen glycol (Roche Diagnostics) dugc bd sung vao phan doan
két tha thu dugce dé thu duge té bao dung hop. Té bao sau d6 duoc ly tim va dugc ria
hai 1in véi D-MEM (Invitrogen). Té bao dugc phin tan lai trong moi truong GIT
(Nippon Dugc phim) chira 10% huyét thanh thai bo (Invitrogen), 1% BM condimed
(Roche Diagnostics) va HAT (Sigma-Aldrich) va duoc nudi cdy trong mdi giéng ctia
dia 96 giéng & 5 x 10* té bao u tay/giéng. Dich ndi bé mit mdi trudng nudi cdy duoc
thu hdi va duge sang loc d6i véi té bao san xut khang thé bang ELISA dugc 1am bét

dong bang protein RGMa & ngudi ciia Vi du 3.

Té bao san xuét khang thé duoc tao ra bang viéc sang loc dugc tao dong bing
gioi han pha lodng phuong phap, va té bao lai ma san xuét hai loai khang thé don dong
(B5.116A3 va B5.70E4) dugc chon.

Kiéu twong duong clia ca hai clia khang thé don dong dugc xac dinh bang cach
st dung kit phan 16p khang thé (Mouse MonoAB ID/SP KIT, ZYMED, 93-6550) 1a

IgG2b & chudt dbi voi chudi ning va kappa d6i v6i chudi nhe.

Dich ndi bé& mat méi trudng nudi cdy cia té bao lai dugc sic ky ai luc bang
cach sir dung agaroza trong d6 khang thé khang IgG & chudt duoc lam bét dong (Anti-
Mouse IgG-Agarose dugc san xuét boi Sigma) dé tinh ché khang thé don dong. Sau
khang thé duoc lién két voi cot, cot duge rira véi PBS. Sau d6 khéng thé dugc rira giai
véi 10 mM glyxin hydroclorua (pH 1a 2,7) va nuéc rira gidi dugc trung hoa ngay sau
do. Sau d6, nudc rira giai dugc trung hoa dugce thay bing PBS bang thiét bi loc siéu

A

am.
Vi du 3: ELISA trong d6 protein RGMa & nguoi hodc chudt nhét dugc 1am bit dong

Protein RGMa & ngudi (R&D systems, 2459-RM) hodc protein RGMa & chudt
(R&D systems, 2458-RG) dugce tao ra & 2 pg/mL v6i PBS duoc phén tan trong dia 96
giéng & 50 pL/mdi giéng, va dia dugc dé yén & nhiét do phong trong 1 gid. Sau khi
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loai bé dung dich, ApplieBlock (Seikagaku Bio-Business, 200150) dugc pha loéng 5
1dn v6i PBS dugc phan tan & 200 pL/mdi giéng va dia dugc dé yén & nhiét do phong
trong 1 gid' dé phong bé sy lién két khong dac higu. Sau rira ba lan v6i PBST (PBS
chira 0,05% Tween 20), mau (vi du, huyét thanh chudt, dich ndi bé mat mdi truong
nuéi cAy té bao lai, dich ndi bé mit méi truong nudi cdy biéu hién khang thé téi t0 hop
dugc md ta sau ddy, hodc khang thé dugc tinh ché) dugc pha lodng theo ddy voi PBS
duogc bd sung & 50 pL/mdi giéng, va dia dugc dé yén & nhiét do phong trong 1 gid.
Sau d6, dia dugc rira ba 14n v6i PBST, va sau d6 khang thé & ciru khang IgG & chudt
dugc danh ddu bang peroxidaza (GE Healthcare, NA9310V) dugc pha lodng véi PBS
duoc phén tin & 50 pL/mdi giéng, va dia dugc dé yén & nhiét 6 phong trong 1 gio.
Sau rira ba 1an, kit tao mau peroxidaza (Sumitomo Bakelite, ML-11300) dugc bd sung
va mau duge phat trién trong mot khoang thoi gian xac dinh, va do hép thu & 492 nm

duge xac dinh véi thiét bi doc dia.
Vi du 4: Phan tich quyét dinh khang nguyén cua khang thé

Quyét dinh khang nguyén ma khang thé lién két duge x4c dinh bang phuong
phép quét bing peptit. Tbng cua 83 loai peptit dugc tbng hop bang cach dung hop
mach nhanh dau cudi N cia trinh tr axit amin bao gbm 11 gbc lién nhau dugc thay
bing 3 gbc trong Arg 172 dén Ala 424 cua protein RGMa & ngudi (SEQ ID NO: 1
trong Danh muc trinh ty) véi trinh ty dém (SGSG) véi dau cudi N dugc biotin hoa
(SEQ ID NO: 46 trong Danh muc trinh tu). Sau khi lam bét dong peptit trong dia dugc
pht bang avidin, khing thé thir nghiém (B5.116A3 va B5.70E4) dugc cho phan tng.
Sau d6, khang thé & tho khiang Ig & chudt dugc danh ddu bing peroxidaza (Dako,
P026002) dugc cho phan tmg. Sau do chét nén dung dich duoc bd sung va mau dugce
phat trién trong khoang thoi gian nhét dinh, d6 hip thu duoc xac dinh véi thiét bi doc
dia.

Két qua 13, B5.116A3 dugc lién két v6i peptit dugc tao ra tir RGMa & ngudi
c6 Glu 298 dén Gly 311 (hai loai peptit: Glu 298 dén Asp 308 va Val 301 dén Gly
311), Asn 322 dén Glu 335 (hai loai peptit: Asn 322 dén Thr 332 va Ile 325 dén Glu
335), va Lys 367 dén Ala 377; va B5.70E4 dugc lién két voi peptit dugc tao ra tir
RGMa & ngudi c6 Glu 298 dén Gly 311 (hai loai peptit: Glu 298 dén Asp 308 va Val
301 dén Gly 311), Asn 322 dén Glu 335 (hai loai peptit: Asn 322 dén Thr 332 va Ile
325 dén Glu 335), va Pro 349 dén Thr 359.
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Vi du 5: Phén tich trinh ty va tao dong gen khang thé chudt

ARN tbng dugc chiét tir té bao lai ma san xuét khang thé don dong cia chudt
(B5.116A3 hodc B5.70E4). Bing cich sir dung ARN tong lam khudn, cADN dugc
tbng hop bang phan tng phién ma ngugc. Bing cach st dung cADN lam khudn, gen
ctia ving hing dinh va ving bién ddi ctia chudi nhe, va ving hing dinh va ving bién
dbi cta chudi ning dugc khuéch dai bang PCR va trinh ty ADN dugc xac dinh. Sau
d6, trén co sé trinh ty dugc xéc dinh cua ving hing dinh va ving bién d6i, gen khang
thé ¢6 chidu dai hoan chinh duge khuéch dai bing PCR va dugc tao dong. Trinh tu

axit amin dugc ma hoa bang céc gen khang thé nay 1a nhu sau.
(1) trinh ty axit amin chudi nhe B5.116A3 (SEQ ID NO: 4 trong Danh muc trinh ty)

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISSYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRL
HSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQLNTLPWTFGGGTKLEIKR

ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNS
WTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

(2) trinh ty axit amin chudi ning B5.116A3 (SEQ ID NO: 5 trong Danh muc trinh ty)

EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVAEI
RSKANNHATYYAESVKGRFTISRDDSKRSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRRDG
AYWGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVILGCLVKGYFPESVTV
TWNSGSLSSSVHTFPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTTV
DKKLEPSGPISTINPCPPCKECHK CPAPNLEGGPSVFIFPPNIKDVLMISLTPKVT
CVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTIRVVSTLPIQHQD
WMSGKEFKCK VNNKDLPSPIERTISKIKGLVRAPQVYILPPPAEQLSRKDVSLT
CLVVGFNPGDISVEWTSNGHTEENYKDTAPVLDSDGSYFIYSKLNMKTSKWE
KTDSFSCNVRHEGLKNY YLKKTISRSPGK

(3) trinh ty axit amin chudi nhe B5.70E4 (SEQ ID NO: 6 trong Danh muc trinh tu)

DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQRPGQSPKLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGLYFCSQSTHVPYTFGGGT
KLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQ
NGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSF
NRNEC
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(4) trinh tu axit amin chudi ning B5.70E4 (SEQ ID NO: 7 trong Danh muc trinh tw)

DVKLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITTSYYWNWIRQFPGNKLEWMGYIS
YDGTNNYNPSLKNRISITRDTSKNQFFLRLNSVTITEDTATYYCAGSFGYSQGT
LVTVSAAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVTVTWNSGSLS
SSVHTFPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTTVDKKLEPSG
PISTINPCPPCKECHK CPAPNLEGGPSVFIFPPNIKDVLMISLTPKVTCVVVDVSE
DDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTIRVVSTLPIQHQDWMSGKEFK
CKVNNKDLPSPIERTISKIKGLVRAPQVYILPPPAEQLSRKDVSLTCLVVGFNPG
DISVEWTSNGHTEENYKDTAPVLDSDGSYFIYSKLNMKTSKWEKTDSFSCNV
RHEGLKNYYLKKTISRSPGK

Vi du 6: Qua trinh didu ché khang thé chudt tai td hop va khéng thé kham chudt chuot
nhét t4i t6 hop

Tai td hop khang thé chudt cta hai loai khéng thé khang RGMa B5.116A3 va
B5.70E4 dugc tao ra tir té bao lai dugc tao ra (sau day lan lugt duge goi 1a “r116A3”
va “r70E4”).

Ngoai ra, dbi voi vi du so sanh, khang thé kham chudt chuot nhit tai tb hop
(sau ddy con duogc goi 1a "rSF9") duogc tao ra bang cach dung hop ving bién dbi cta
khang thé 5F9 & chudt véi ving hing dinh cua khang thé chudt (IgG2bk) (ving hing
dinh chudi nhe Arg‘ 108 dén Cys 214 c¢6 SEQ ID NO: 4 trong Danh muyc trinh ty, va
ving hing dinh chudi ning Ala 117 dén Lys 452 ¢6 SEQ ID NO: 5 cta danh myc trinh
twr) theo Tai liéu sang ché 1 (W02009/106356).

ADN ma hoa chudi ning va chudi nhe ctia mdi trong s6 khang thé dugc chén
vao trong pcADN 3.3 (Life Technologies) d8 tao ra vecto biéu hién. Vecto biéu hién
duoc bd sung vao trong té bao HEK293F (Life Technologies) bang cach sir dung
Neofection 293 (ASTEC). Té bao dwgc nudi cdy & 37°C duéi khi quyén khi cacbon
dioxit 8% trong 6 ngay, va sau d6 dich ndi bé mit moi trudng nudi cdy duge thu hoi.
D6i véi qua trinh tinh ché khang thé tai 6 hop, dich ndi bé mit mdi trudng nudi ciy
dugc dua 1én cdt ai luc trong d6 protein A hodc protein G dugc lam bt dong (GE
Healthcare), va khang thé duoc lién két véi cot dugc rira gidi voi 10 mM glyxin
hydroclorua (pH 12 2,8). Nudc rira gidi duoc trung hoa ngay sau do, va sau do dugc
thay bang PBS.
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Trong trudong hop trong d6 do tinh khiét can duoc gia ting theo muc dich sir
dung, khang thé dugc tinh ché véi cot protein A dugc tinh ché voi cot Ceramic
Hydroxyapatite Type 1 (CHT) (BIORAD). Khang thé duoc lién két véi CHT cot dugc
rira v6i 10 mM KH,PO4 (pH 12 6,5) va sau d6 duoc rira giai véi 20 mM KH2PO4 (pH
12 6,5), 0,5 M NaCl. Céc phan doan dugc rira giai dugc thu gom va sau d6 dugc thay
bang PBS.

Vi du 7: Thtr nghiém lién két trén té bao biéu hién protein RGMa

Vecto biéu hién protein RGMa & ngudi ¢ chiéu dai hoan chinh (Met 1 dén
Cys 450 ¢6 SEQ ID NO: 1 trong Danh muyc trinh ty), vung d4u cudi C cua protein
RGMa ¢ ngudi (Pro 169 dén Cys 450 c6 SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh ty),
protein RGMa & chudt c6 chiéu dai hoan chinh (Met 1 dén Trp 454 ¢6 SEQ ID NO: 2
trong Danh muyc trinh tu), hodc ving d4u cudi C cua protein RGMa & chudt (Pro 170
dén Trp 449 c6 SEQ ID NO: 3 trong Danh muc trinh tw) dugc bd sung vao trong té
bao CHO hozic HEK 293 dé tao ra té bao biéu hién khdng nguyén.

Trong protein RGMa, peptit dau cudi C duoc xir ly trong phan (g cdng phan
¢b dinh GPI. Protein RGMa & chudt va chudt nhit duge phén cit & Ala 427 va peptit
diu cubi C dugc loai bod. Do @6, trinh ty axit amin cla protein va ving du cudi C c6
chidu dai hoan chinh dugc bidu hién trong té bao thong qua phin cb dinh GPI la gidng

nhau & chudt va chudt nhit.

Khang thé thir nghiém (r116A3 va r70E4) va r5F9 (Vi du so sanh) v6i nong do
cudi 1a 10 pg/mL dugc cho phén Gng véi té bao biu hién khang nguyén dugc md ta
trén day va sau d6 t& bao dugc rira bang PBS chtra 0,1% albumin huyét thanh bd va
0,05% NaNs. Khang thé khang immunoglobulin chudt dugc danh diu bang FITC
(DAKO) dugce cho phan ung va té bao dugc rira. Sy phat huynh quang dugc xac dinh
bing phan tich t& bao theo dong chay (FACSCalibur dugc san xudt boi Beckton
Dickinson), va déc tinh lién két cuia khang thé thir nghiém véi té bao biéu hién khang
nguyén dugc danh gia (Bang 1).

Két qua 13, r116A3 va r70E4 dugc xéc dinh 1a lién két véi ving déu cudi C
cua ngudi va protein RGMa & chudt, khong gidng r5F9. Protein RGMa c6 tac dung trc
ché soi sy sinh trudng nhanh cta truc than kinh tham chi chi trong ving diu cubi C, va

r116A3 va r70E4 (rc ché ca hai c6 chiéu dai hoan chinh protein RGMa va ving dau
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Bang 1: Danh gia viéc lién két ctia cac khang thé tai tb hop khang RGMa véi té bao
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biéu hién khang nguyén*

RGMa & Ving dau cudi | RGMa & Ving dau cudi
ngudi c6 C ciaRGMa | chudt nhitcé | C cia RGMa
chidu dai hoan | & ngudi chiéu dai hoan | & chudt
chinh chinh
r116A3 | ++ s +4 ++
r70E4 | ++ ++ + ++
r5F9 ++ - ++ -
*: ++  lién két manh
+ lién két yéu
- khong lién két

Vi du 8: Xac dinh hing s6 phén ly dbi v&i protein RGMa

Ai luc ctia khang thé thir nghiém (r116A3 va r70E4) va r3F9 (Vi du so sanh)
d6i véi protein RGMa dugce x4c dinh bing phuong phép phd cong hudng plasmon bé
mit (SPR) bang cach sir dung Proteon XPR36 (Bio-Rad).

Protein RGMa & ngudi (R&D Systems, 2459-RM), vung dau cudi C cia
protein RGMa & nguoi (dwgc tao ra trong Vi du 1) hodc protein RGMa & chut (R&D
Systems, 2458-RG) duoc pha lodng dén 10 pg/mL v6i 10 mM dung dich dém axetat
(pH 14 4,5) duge lam bét dong trong chip cam bién GLC bing phuong phap lién két
amin. Khang thé thir nghiém dugc pha lodng theo ddy dugc sir dung lam chét gén két &
tbc do dong 1a 100 pL/phut trong 60 gidy dé xac dinh dugc hing sb phan ly (Gi tri
Kd).

Nhu duge thé hién trong Bang 2, r116A3 va r70E4 con dugc lién két véi ving
dAu cudi C cia protein RGMa & ngudi, nhung r5F9 khong lién két. R116A3 duoc lién
két véi protein RGMa & ngudi cao hon 32 1an so vé6i rSF9 va véi protein RGMa &

chudt cao hon 44 14n so v6i rSF9.
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Bang 2: Ai luc ctia khang RGMa khang thé don dong

Khéng thé Hing s6 phan ly (Gia tri Kd, nM)
RGMa ¢ Ving dau cudi CctaRGMa & | RGMa cua chudt
nguoi nguoi nhit
r116A3 0,0487 0,0568 0,201
r70E4 2,43 1,12 174
rSF9 1,59 khong lién két 8,98
(Viduso
sanh)

Vi du 9: Thir nghiém trc ché su lién két RGMa-neogenin

Ving ngoai bao (Ala 34 dén Leu 1105) cta protein neogenin ¢ nguoi tai tb
hop (SEQ ID NO: 10 trong Danh muc trinh ty) duge tinh ché. Déng té bao CHO biéu
hién ving ngoai bao protein neogenin & ngudi dugc tao ra. Histidin tag duge dung hop
v6i diu cudi C. Tur dich ndi bé mit méi trudng nudi céy cua té bao CHO, ving ngoai
bao duogc hép thu trong cot niken (GE Healthcare, 17-5247-01), va sau do dugc ria
giai v6i dung dich imidazol 100 mM. Béang cach thdm tach, dung dich rira giai

imidazol dugc thay bing PBS.

Protein RGMa & ngudi (R&D systems, 2459-RM) dugc danh d4u bang biotin
bang cach st dung kif danh diu ChromaLink Biotin Labeling Kit (Solulink). Cac
lwvgng bing nhau cia protein RGMa & ngudi duge danh d4u bing biotin dugc didu
chinh dén 2 pg/mL va khang thé thir nghiém (r116A3 va r70E4) duoc pha lodng theo
day 2 14n duge tron va dugc cho phan tmg & nhiét do phong trong 2 gio dé tao ra dung
dich dugc tron.

Dong thoi, 50 uL/giéng cta viing ngoai bao protein neogenin & ngudi duoc
diéu chinh dén 2 pg/mL vé&i PBS dugc bd sung vao dia 96 giéng, va dia duoc dé yén &
nhiét dd phong trong 1 gi® @8 tao ra dia dugc lam bt déng neogenin. Sau khi loai bd

dung dich, dung dich 2,5% albumin huyét thanh bo duge bd sung va dia bén tréi dé
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yén trong 1 gi&r d& phong bé sy lién két khong dic higu. Déi véi dia dwoc lam bat dong
neogenin, dung dich dugc trdn dugc md ta trén day duge bd sung & 50 pL/giéng, va
dia dugc dé yén & nhiét 40 phong trong 1 gid. Sau d6, qua trinh rira dugc thuc hién, va
Avidin dwgc dénh ddu bing peridoxidaza (h¢ VECTASTAIN ABC dugc san xuét boi
Vecto Laboratories) dugce bd sung, va dia dugce dé yén & nhiét do phong trong 1 gio.
Qua trinh rira sau d6 dugc thyc hién, dung dich chit nén duoc bd sung, su phét trién
mau duoc thuc hién trong khoang thoi gian xac dinh, va do hép thu dugc xac dinh véi
thiét bi doc dia. Ty 1& dd hép thu v6i sy ving mit cua khang thé duoc thiét 1dp 12 1, va
su wre ché lién két RGMa-neogenin phu thudc vao ndng do bang khang thé duoc danh
gia (Fig.1).

Két qua 13, khong gidng v6i khang thé da dong khang RGMa & ngudi (R&D
Systems, AF2459) va r5F9, r116A3 va r70E4 khong wc ché su lién két RGMa-

neogenin.
Vi du 10: Thtt nghiém wc ché sy lién két RGMa-BMP2

Protein RGMa & ngudi (R&D systems, 2459-RM) dugc diéu chinh dén 2
ug/mL véi PBS dugc bd sung vio dia 96 giéng & 50 pL/mdi giéng, va dia dugc dé yén
& nhiét dd phong trong 1 gid. Dung dich 2,5% albumin huyét thanh bd duge bd sung
va hdn hop duoc dé yén trong 1 gio dé phong bé su lién két khong dic hiéu, do do tao
ra dia duoc lam bit dong protein RGMa. Khang thé thr nghiém (B5.116A3 va
B5.70E4) dugc pha lodng theo day dén 0,01 dén 10 pg/mL dugc bd sung vao dia dugc
lam bat dong protein RGMa va dia dugc dé yén & nhiét do phong trong 1 gio. Sau do,
qué trinh rira dugc thyc hién, va protein BMP2 & nguoi (R&D systems, 355-BM) duogc
pha lodng dén 0,5 pg/mL duge bd sung va dia bén trai dé yén & nhiét do phong trong 1
gio.

Khéng thé khang BMP2 dugc danh d4u bing biotin dugc cho phan ung, va
con d&qc bd sung véi Avidin dugc danh diu bang peroxidaza (hé VECTASTAIN
ABC, duogc san xudt b&i Vecto Laboratories) va chét nén dung dich duogc bd sung, su
phat trién ctia mau duge thuc hién trong khoang thoi gian xac dinh, va do hép thu duoc
xéc dinh véi thiét bi doc dia (Fig.2).

Két qua 1, cu thé hon, khang thé khang RGMa (B5.116A3) tc ché kém sy
lién két cia RGMa-BMP2 theo cach phy thudc vao ndng do (D9 hép thy: 0,45 ¢ 0,01
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ng/mL, 0,4 & 0,1 pg/mL, 0,32 & 1 pg/mL, va 0,1 & 10 pg/mkL).
Vi du 11: Thiét ké khang thé dugc nhan héa

Viée nhin hoa khang thé don dong ciia chudt B5.116A3 dugc thuc hién bang
cach ghép vung xac dinh bd trg (CDR) theo phuwong phap Winter et al. dwgc md ta
trong Patent Nhat s6 2912618,

Truéc tién, mAu twong ddng 3D cia ving bién ddi chudi nang va chudi nhe
cua khang thé don dong clia chudt B5.116A3 duoc tao ra va gbc axit amin bén trong
vung khung (FW), dugc b tri gn CDR dugc xac dinh. FW cua khang thé nguoi trong
d6 céc axit amin nay dugce duy tri & mic cao nhét c6 thé dugc chon, CDR cua khang
thé chudt dugce ghép trén d6, va do do khang thé thiét ké duoc nhan héa. Trong trinh ty
khéng thé dugc thiét ké dugc nhan héa, chudi ngng duge mo ta 1a HA (SEQ ID NO:
11 trong Danh muc trinh ty) va chudi nhe duge mod ta 1a KA (SEQ ID NO: 19 trong
Danh muc trinh tw). Ngoai ra, trinh tu khang thd duoc nhan hoéa duoc thiét ké bang
céch bd sung cac dot bién vio trong axit amin bén trong FW gbp phan lam én dinh chu
trac cta ving bién ddi (Tong 8 chudi ning trong khoang tir HB dén HH bao gdm HV
va tng 7 chudi nhe trong khoang tir KB dén KG bao gbm KA).
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Bang 3: Trinh ty khéng thé dugc nhan héa dugc thiét ké

Chudi ning SEQ ID
khong  ¢o
trong danh

muc trinh tu

HA | Trinh ty trong d6 CDR cua khiang thé chuot B5.116A3 duogc | 11
ghép véi FW cua khéng thé ngudi

HB | Trinh tu HA véi su thé Ala 81 bing Val va Lys 89 bang Arg 12

HC | Trinh tw HA v6i su thé Ala 81 bang Val 13

HD | Trinh ty HA v6i sy thé Lys 89 bing Arg 14

HE | Trinh ty HA véi sy thé Ala 81 bang Val, Lys 89 bang Arg, va | 15
Phe 37 bang Val

HF | Trinh ty HA v6i su thé Leu 95 bang Val 16

HG | Trinh tw HA vdi su thé Phe 37 bang Val 17

HH | Trinh ty HA véi sy thé Phe 37 bang Val, va Leu 95 bang Val 18

Chudi nhe

KA | Trinh tu trong d6 CDR cua khang thé chudt B5.116A3 duoc | 19
ghép véi FW cua khéng thé nguoi

KB | KA trinh tw v6i su thé Phe 71 biang Tyr 20
KC | KA trinh tu v6i su thé Phe 71 bang Tyr, va Phe 44 bing Val 21
KD | KA trinh ti v6i su thé Ser 85 bang Thr 22
KE | KA trinh tu véi su thé Pro 44 bing Val 23
KF | KA trinh tu v6i su thé Pro 44 bing Val, va Ser 85 bing Thr 24

KG | KA trinh ty v6i sy thé Phe 71 bing Tyr, Pro 44 biang Val, va Ser | 25
85 bang Thr

Vi du 12: Qué trinh didu ché khang thé kham ti td hop chudt-ngudi va khang thé tai
td hop dugc nhan hoa
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(1)  Khang thé kham tai t6 hop chudt-ngudi khang RGMa 116A3 (r116A3C) c6

trinh tu axit amin sau diy dugc tao ra theo Vi du 6.
Chudi nhe (SEQ ID NO: 8 trong Danh muyc trinh ty)

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISSYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRL
HSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQLNTLPWTFGGGTKLEIKR

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Chudi ning (SEQ ID NO: 9 trong Danh muyc trinh tu)

EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVAEI
RSKANNHATYYAESVKGRFTISRDDSKRSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRRDG
AYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(2) Téng 20 khang thé khang RGMa dugc nhan hoa chira cac dang két hop sau

day cua chudi ning va chudi nhe dugec tao ra theo Vi du 6.
Dang Kkét hgp cua chubi nang/chuai nhe;
HA/KA, HA/KB, HA/KC, HA/KG, HB/KC, HC/KA, HC/KB, HD/KA, HD/KB,

HD/KC, HD/KD, HE/KA, HF/KA, HF/KF, HF/KG, HG/KD, HG/KH, HH/KA,
HH/KD, HH/KF

3) Khang thé tai td hop dugc nhan hoa khang RGMa (sau déy con duge goi 1a
rH5F9) dugec tao ra theo Vi du 6 (Vi du so sanh).

Vung bién dbi cia khang thé don dong khang RGMa dugc nhan hoéa h5F9
dugc mo ta trong Tai li¢u sang ché 1 (W02009/106356) (trinh tw chudi nhe ID_53 cia
Tai liéu sang ché 1, va trinh tu chudi ning ID_50 cua Tai liéu sang ché 1) dwoc gin
v6i ving hing dinh khang thé nguoi (chudi nhe Arg 108 dén Cys 214 ¢6 SEQ ID NO:
26 trong Danh muc trinh tu, va chudi ning Ala 117 dén Lys 446 c6 SEQ ID NO: 27
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trong Danh muc trinh ty).
Vi du 13: Thir nghiém d6 dn dinh nhiét di v6i khang thé

Céc phan udc hai muoi pL cua dich ndi b& mat moi trudong nudi cdy trong dé
khang thé tai t6 hop duge md ta trong Vi du 12 duoc biéu hién dugc thu gom va duge
xtr 1y nhiét trong 10 phut & 8 diém nhiét do 1an luot 1a 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 va
75°C, bing cach st dung thiét b luan nhiét (Takara bio, TP 600). Dich néi bé mit moi
trudng nudi cdy duge pha loing véi PBS sao cho ndng d6 cudi cia khang thé 1a 125
ng/mL. Sau d6, dich ndi bé mit mdi trudong nudi cdy duoc ELISA trong d6 protein
RGMa ¢ nguoi duge lam bt dong duge mo ta trong Vi du 3 dé danh gia dic tinh lién

két khang nguyén cua khang thé (Fig.3).

Két qua 13, khang thé dugc nhan héa chira dang két hop ctia chudi ning HE va
chudi nhe KA (sau ddy con dugc goi 12 "rH116A3"), va khang thé kham chudt-ngudi
(r116A3C) ¢6 do dn dinh nhiét tt hon khéng thé dugc nhan hoa (rH5F9). Sau day,
khang thé duoc nhan héa chira dang két hop cia HE/KA dugc goi 1a rH116A3.

Khi viéc xtt ly nhiét khong dugc thuc hién, khang thé kham chudt-ngudi
(r116A3C) va khang thé duoc nhan hoa (rtH116A3) ¢6 dic tinh lién két khang nguyén
14 trong duong, va khong c6 su gidm v& dac tinh lién két khang nguyén lién quan dén
viéc nhan hoa.

Vi du 14: Thiét 1ap ctia dong té bao CHO dn dinh san xuét khang thé dugc nhan hoa
khang RGMa (rH116A3)

Dong té bao CHO 6n dinh san xuét khang thé duge nhan héa khang RGMa
(rH116A3) dugc tao ra bang cach sir dung hé théng Lonza GS Xceed (Lonza). Vecto
gen kép pXC chtra trinh tuy méi hoa chudi nhe (SEQ ID NO: 44 trong Danh muc trinh
tu) va trinh ty ma hoa chudi ning (SEQ ID NO: 43 trong Danh muc trinh ty) cta
khéng thé dugc nhan héa khang RGMa (rH116A3) dugc bd sung vao trong dong té
bao gbc bién ddi gen CHOK1SV GS, va céc té bao duoc bién nap dugc tao ra trong
didu kién chon methionin sulphoximin (MSX). Sau khi tach thanh céc té bao don bing
phén tich té bao theo dong chdy, lugng khang thé duoc tao ra trong dich ndi bé mit
mdi trudng nudi cdy, su ting sinh té bao va cac yéu tb twong tw duge danh gia, va

dong t& bao CHO bn dinh dugc tao ra.
Vi dy 15: Thir nghiém tu sinh truédng nhanh cua s¢i truc than kinh
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Tiéu ndo duogc cét tir chudt so sinh (P7), dugc phén tan trong dung dich trypsin
(0,25% dung dich trypsin trong PBS chita 0,2% DNaza) va dugc phén huy ¢ 37 °C
trong 10 dén 15 phat. Sau d6, mdi truong DMEM chira 10% huyét thanh thai bo dugce
bd sung va hdn hgp duoc ly tAm. Té bao dugc phan tan lai trong cing mdt moi truong
va dugc ly tAm, va qua trinh nay dugc lap lai hai 1in dé rira té bao. Ngoai ra, huyén
phi t& bao nay duoc loc thong qua thiét bi loc t& bao 70 pm va duge ly tdm, va phén
doan két tinh dugc phan tan lai trong cing mot mdi truong. Chét bd trg B27 (GIBCO)

duogc bd sung vao huyén phu té bao dé tao ra hat t& bao tir ndo chudt so sinh.

Sau d6, hat té bao tir ndo chudt so sinh dugc nudi cdy trong dia nudi cay t€ bao

va duoc nudi cdy & 37 °C trong 1 ngay.

Protein RGMa tai t6 hop (R&D systems, 2459-RM) v6i ndng do cudi 1a 2
ug/mL duge bd sung va té bao dwoc nudi cdy & 37 °C trong 2 ngay. Chiéu dai soi truc
than kinh dugc xac dinh bing kinh hién vi. Nhu dugc thé hién trong Fig.4, viéc bd
sung RGMa lam thay dbi chidu dai soi truc than kinh tir 37 pm dén 26 pm trong thir
nghiém trén hinh v& bén trai va tir 38 um dén 27 pm trén hinh vé& bén phai, do dé tc
ché sy sinh trudng nhanh cua sgi truc thdn kinh. Mgic di viéc chi bd sung duy nhét
khang thé thir nghiém (B5.116A3 hojc B5.70E4) & ndng dd cudi 1a 10 pg/mL khong
lam thay dbi chiéu dai soi truc than kinh, viéc bd sung ddng thoi hop protein RGMa tai
td va khang thé thir nghiém gdy ra sy sinh truong nhanh cta soi tryc than kinh v6i
cing mot mirc dd nhu mau d6i ching (RGMa khong dugc bd sung), diéu nay cho thdy

tac dung trung hoa ctia khang thé chdng lai protein RGMa.

Vi du 16: Thir nghiém vé muc d0 hiéu qua béng cach str dung mau chuot tbn thuong

tay séng.

Chudt Wistar (chudt céi, 8 tudn tudi, khbi lwong khodng 200 g) dugc gdy mé
bing bang cach cho ngiri halothan (Takeda Pharmaceutical) dugc cit bo tir cung sau
cot sdng trudc va sau quanh cot séng T9 (T8 dén T10), va tiy sdng duge mé ra. Trong
truong hop danh gia bang céach sir dung miu nén tiy séng, ap luc 200 kdyn duge tac
dong 1én tay séng di mé bing cach st dung thiét bi nén IH impactor (Precision

System).

Ngay sau d6 sau sy phé huy tay séng nhu dugc md ta trén day, vi bom tham

thiu duge nap bing 400 pg/mL cia khang thé thir nghiém (r116A3 hodc r70E4) hodc
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mAu déi chimg khang thé chudt (mo-IgG2bi) (200 pL thé tich, 0,5 pL/gid, 14 ngay
phan phdi) (Alzet, model 2002) dugc dit dudi da lung cia chudt. PAu cua dng silicon
duge ndi véi du ra cia vi bom thdm théu dugce ddt dudi mang cing 6 vi tri cla t6n
thuong tiry sdng. Ong nay dugc dinh va ¢ dinh vao mém gai trong mdt bén thip hon

ctia vi tri cit bo tir cung sau, co va cac 16p da duge khau lai, va chuft dugce nudi.

Chuc nang ddy than kinh van dong cla mAiu chudt tdn thuong tay sdng dugce
danh gi4 bang cach st dung thang diém Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) (Basso,
D.M., Beattie, M.S., & Bresnahan, J.C., A sensitive and reliable locomotor rating scale
for open field testing in rats. J Neurotrauma 12, 1-21 (1995)) ¢ 0, 1, 3 va 7 ngay sau
tdn thuong, va mbi tudn sau d6 1én dén 8 tudn. Do d6, nhu duge thé hién trong
Fig.5(A), r116A3 hodc r70E4 ning cao dang ké didm BBB lan luot sau 4 hoic 3 tudn
str dung khi so véi khang thé dbi chtng (mo-IgG2bk) (p<0,05, thir nghiém t-Student).

Trong truong hop danh gia bing cach sir dung miu c4t dut mot nira tiy sdng,
mat lung cua tay séng da mé duoc cét dén do sau 1,8 mm dén 2,0 mm. Theo cach nhu
trén day, khang thé thir nghiém (B5.116A3) hodc mAu d6i ching khang thé chudt (mo-
IgG2bk) dugc st dung bang cach st dung vi bom thdm thdu va dugc danh gid bing
cach str dung diém BBB &0, 1, 3 va 7 ngay sau tdn thwong, va mdi tudn sau d6 1én dén
10 tudn. Nhu duge thé hién trong Fig.5(B), B5.116A3 néng cao déng ké diém BBB 4
tudn sau str dung khi so v6i khang thé ddi chung (mo-IgG2bx) (p<0,01, thir nghiém t-
Student).

Vi du 17: Thtr nghiém vé mirc @6 hidu qua béng cach str dung mau chudt v6i ménh da

X0 cung

Peptit PLPi39.151 (HSLGKWLGHPDKF: SEQ ID NO: 45 trong Danh muc
trinh tu, Peptide Institute) dugc hoa tan trong nudc mubi sinh ly (Otsuka
Pharmaceutical Factory) va duoc tron véi t duge Freund chua hoan chinh (Sigma) ma
dugc bd sung truc khudn lao bat hoat tubercle bacillus H37 Ra (Difco Laboratories) dé
tao ra nhil tuong. Chuodt SJL/JorllcoCrj (SJL/J) (Charles River Japan) dugc tao mién
dich duéi da trén lung bang peptit PLP139.151 & 50 ng/dau, va su thay d6i vé diém EAE
score va thé trong duogc danh gia (H. Kataoka, K Sugahara, K. Shimano, K. Teshima,
M. Koyama, A. Fukunari va K. Chiba. FTY720, Sphingosine 1-phosphate receptor
modulators, ameliorates experimental autoimmune encephalomyelitis by inhibition of

T cell infiltration. Cellular & Molecular Immunology 6, 439-448, 2005.) (Fig.6).
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Khang thé thir nghiém (B5.116A3) dugc pha loang trong nuéc mudi sinh ly
dugc st dung trong bung & 20 mg/kg mbi & 7 va 10 ngay hodc 18 va 21 ngay sau viée

tao mién dich véi peptit PLP139.151.

Két qua 13, nhu duge thé hién trong Fig.6, khi so vdi khang thé ddi chtng (mo-
IgG2bx), khang thé don dong khang RGMa cua chudt (B5.116A3) ngdn nglra sy giam
diém EAE bang viéc st dung trude khi sy khoi phét (phén trén cia Fig.6) va c6 tac
dung ngéan ngira sy tai phat bénh bang viéc stt dung khéng thé sau sw khoi phét (phan

dudi cia Fig.6).
Vi du 18: Thir nghiém tao mién dich cua khang thé

Té bao hinh ciy chua dugc biét hoa trong mau ngoai vi dugc tao ra tu 51
ngudi cho khoe manh duge lam trudéng thanh bang yéu td kich thich cum bac cau hat-
bach cAu don nhian (GM-CSF) va qua trinh kich thich bang Interleukin-4. Khéng thé
thir nghiém (rH116A3) ¢ ndng do cudi 1a 50 pg/mL dugc bd sung vao té bao hinh cay
truéng thanh va té bao dwoc nudi cdy trong 4, 5 ngay d& khang thé dugc hip thy vao
trong t& bao hinh cay. Té bao T CD4+ trong mau ngoai vi (té bao T tro gitp) dugc tao
ra tr cing mdt nguoi nhén duge tron voi té bao hinh cdy, va cing duoc nudi cdy trong
mot tudn khac, va sau dé sy ting sinh cla té bao T dugce xac dinh béng phén tich té
bao theo dong chay. Bing cach st dung hoat tinh ting sinh t€ bao T cia khang thé thir
nghiém 1am chi sd, nguy co tao mién dich & ngudi duge danh gid. Do d6, su ting sinh
té bao T dugc quan sét trong 4 (7,8%) trong s6 51 nguoi cho, va do d6 nguy co tao

mién dich 14 thip.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé khang RGMa dugc phan 1ap, hodc manh lién két khang nguyén ciia né,

trong d6 trinh ty axit amin ciia mdi trong s6 ving quyét dinh b6 tro chudi nhe

1 (LCDR1), vung quyét dinh bd trg chudi nhe 2 (LCDR2), ving quyét dinh b tro
chudi nhe 3 (LCDR3), ving quyét dinh bd trg chudi ning 1 (HCDR1), ving quyét
dinh bd trg chudi ning 2 (HCDR2) va ving quyét dinh bd trg chudi ning 3 (HCDR3)

chira trinh tu sau day:

LCDR1: RASQDISSYLN (SEQ ID NO: 30 trong Danh muc trinh tu),
LCDR2: YTSRLHS (SEQ ID NO: 31 trong Danh muc trinh ty),
LCDR3: QQLNTLP (SEQ ID NO: 32 trong Danh muyc trinh ty),
HCDR1: DAWMD (SEQ ID NO: 33 trong Danh muc trinh tu),

HCDR2: EIRSKANNHATYYAESVKG (SEQ ID NO: 34 trong Danh muc

trinh ty) va

HCDR3: RDGAY (SEQ ID NO: 35 trong Danh muc trinh tu);

LCDRI1: RSSQSLVHSNGNTYLH (SEQ ID NO: 36 trong Danh muc trinh ty)
LCDR2: KVSNRFS (SEQ ID NO: 37 trong Danh muc trinh tu)
LCDR3:SQSTHVP (SEQ ID NO: 38 trong Danh muc trinh tyr)
HCDR1: TSYYWN (SEQ ID NO: 39 trong Danh muc trinh ty)

HCDR2: YISYDGTNNYNPSLKN (SEQ ID NO: 40 trong Danh muc trinh ty)

va

HCDR3: SFG.

2. Khang thé khang RGMa hogic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1,

VH:

trong d6 ving bién ddi chudi ning (VH) chira trinh tu sau day:

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLE
WVAEIRSKANNHATY YAESVKGRFTISRDDSKSIVYLQMNSLRTEDTA
LYYCTRRDGAYWGKGTTVTVSS (SEQ ID NO: 41 trong Danh muc trinh
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tu) hodc trinh ty axit amin c¢6 d0 tuong déng 1a it nhit 90% v&i trinh tu axit
amin nay; va

trong d6 ving bién dbi chudi nhe (VL) chira trinh tu sau day:

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQDISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY
YTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFASYFCQQLNTLPWTFG
GGTKVEME (SEQ ID NO: 42 trong Danh muyc trinh ti) hodc trinh ty axit

amin c6 d0 tuong ddng 1a it nhit 90% véi trinh tu axit amin nay.

3. Khéng thé khang RGMa hodc ménh lién két khang nguyén cia n6 theo diém 1 hozic

2, trong d6 khéang thé khang RGMa nay 1a khang thé duoc nhén héa.

4. Khang thé khdang RGMa hogc ménh lién két khang nguyén ctia né theo diém bt ky

trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé khang RGMa chtra ving hing dinh

cua IgG & nguoi.

5. Phan tr axit nucleic ma3 héa manh protein cta khéang thé khang RGMa hogc manh

lién két khang nguyén clia né theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4.

6. Phan tir axit nucleic theo diém 3, trong d6 mdi trinh ty nucleotit ma hoa trinh tw axit

amin VH va VL la trinh tu nucleotit chira:

VH:

VL:

gaagtgcagctggtggaatetggeggeggactggtgeagectggeagatcectgagactgtecetgtaccgect
ccggcttcaccttetecgacgectggatggattgggtgcgacaggetectggeaagggectggaatgggigge
cgagatccggtcecaaggecaacaaccacgecacctactacgecgagtetgtgaagggeceggticaccatetee
cgggacgactccaagtccatcgtgtacctgecagatgaactecctgeggaccgaggacaccgecectgtactact
gcaccagaagggacggcgcctactggggcaagggcaccacagtgacagtgtcctcc (SEQ ID NO:

43 trong Danh muyc trinh tu), va

gacatccagatgacccagtecccectectecgtgtetgettcegtgggegacagagtgaccatcaccetgicggge
cteccaggacatctcctectacctgaactggtatcageagaageccggeaaggeecccaagetgetgatetact
acacctcccggctgcactccggcgtgccétctagattttccggctctggctccggcaccgactttaccctgaccat
ctccagectgeageccgaggacttegectectacttetgtcageagcetgaacaceetgecetggacctitggegg
aggcaccaaggtggaaatggaa (SEQ ID NO: 44 trong Danh muyc trinh tu).
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7. Vecto tai td hop chira phan tir axit nucleic theo diém 5 hoic 6.

8. Té bao vat chu chira vecto tai t6 hop theo diém 7.

9. Phuong phép san xuit khang thé khang RGMa hogc manh lién két khang nguyén
ciia n6 theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, phwong phap nay bao gdm budc
nudi cdy té bao vat chil theo diém 8.

10. Dugc pham chira khéng thé khang RGMa hoic manh lién két khang nguyén cla n6

theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4.
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<160> 46
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 450
<212> PRT
<213> Loai nguoi

<400> 1

Met Gln Pro Pro Arg Glu Arg Leu Val Val Thr Gly Arg Ala Gly Trp

1 5 10 15

Met Gly Met Gly Arg Gly Ala Gly Arg Ser Ala Leu Gly Phe Trp Pro
20 25 30

Thr Leu Ala Phe Leu Leu Cys Ser Phe Pro Ala Ala Thr Ser Pro Cys

35 40 45
Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser Gly Ser
50 55 60

His Ala Pro Ala Ser Asp Asp Thr Pro Glu Phe Cys Ala Ala Leu Arg

65 70 75 80

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

85 90 95

Leu Ala Tyr His Ser Ala Val His Gly Ile Glu Asp Leu Met Ser Gln
100 105 110

His Asn Cys Ser Lys Asp Gly Pro Thr Ser Gln Pro Arg Leu Arg Thr

115 120 125
Leu Pro Pro Ala Gly Asp Ser Gln Glu Arg Ser Asp Ser Pro Glu Ile
130 135 140

Cys His Tyr Glu Lys Ser Phe His Lys His Ser Ala Thr Pro Asn Tyr

145 150 155 160

Thr His Cys Gly Leu Phe Gly Asp Pro His Leu Arg Thr Phe Thr Asp

165 170 175

Arg Phe GIn Thr Cys Lys Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Ile Asp Asn

180 185 190
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Asn Tyr Leu Asn Val Gln Val Thr Asn Thr Pro Val Leu Pro Gly Ser
195 200 205
Ala Ala Thr Ala Thr Ser Lys Leu Thr Ile Ile Phe Lys Asn Phe Gln
- 210 215 220
Glu Cys Val Asp GIn Lys Val Tyr Gln Ala Glu Met Asp Glu Leu Pro
225 230 235 240
Ala Ala Phe Val Asp Gly Ser Lys Asn Gly Gly Asp Lys His Gly Ala
245 250 255
Asn Ser Leu Lys Ile Thr Glu Lys Val Ser Gly Gln His Val Glu Ile
260 265 270
Gln Ala Lys Tyr Ile Gly Thr Thr Ile Val Val Arg Gln Val Gly Arg
275 280 285
Tyr Leu Thr Phe Ala Val Arg Met Pro Glu Glu Val Val Asn Ala Val
290 295 300
Glu Asp Trp Asp Ser Gln Gly Leu Tyr Leu Cys Leu Arg Gly Cys Pro
305 310 315 320
Leu Asn Gln Gln Ile Asp Phe Gln Ala Phe His Thr Asn Ala Glu Gly
325 330 335
Thr Gly Ala Arg Arg Leu Ala Ala Ala Ser Pro Ala Pro Thr Ala Pro
340 345 350
Glu Thr Phe Pro Tyr Glu Thr Ala Val Ala Lys Cys Lys Glu Lys Leu
355 360 365
Pro Val Glu Asp Leu Tyr Tyr Gln Ala Cys Val Phe Asp Leu Leu Thr
370 375 380
Thr Gly Asp Val Asn Phe Thr Leu Ala Ala Tyr Tyr Ala Leu Glu Asp
385 390 395 400
Val Lys Met Leu His Ser Asn Lys Asp Lys Leu His Leu Tyr Asp Arg
405 410 415
Thr Arg Asp Leu Pro Gly Arg Ala Ala Ala Gly Leu Pro Leu Ala Pro
420 425 430
Arg Pro Leu Leu Gly Ala Leu Val Pro Leu Leu Ala Leu Leu Pro Val
435 440 445
Phe Cys
450

<210> 2
211> 454
<212> PRT
<213> Chudt nhit nha

<400> 2
Met Gln Pro Pro Arg Glu Arg Leu Val Val Thr Gly Arg Ala Gly Trp
1 5 10 15
Met Gly Met Gly Arg Gly Ala Gly Arg Ser Ala Leu Gly Leu Trp Pro
20 25 30
Thr Leu Ala Phe Leu Leu Cys Ser Phe Pro Ala Ala Ile Ser Pro Cys
35 40 45
Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser Ser Gly
50 55 60
Ser His Ala Pro Ala Ser Asp Asp Val Pro Glu Phe Cys Ala Ala Leu
65 70 75 80
Arg Thr Tyr Ala Leu Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly
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85 90 95
Asp Leu Ala Tyr His Ser Ala Val His Gly Ile Glu Asp Leu Met Ser
100 105 110

Gln His Asn Cys Ser Lys Asp Gly Pro Thr Ser Gln Pro Arg Val Arg
115 120 125
Thr Leu Pro Pro Ala Gly Asp Ser Gln Glu Arg Ser Asp Ser Pro Glu
130 135 140
Ile Cys His Tyr Glu Lys Ser Phe His Lys His Ser Ala Ala Pro Asn
145 150 155 160
Tyr Thr His Cys Gly Leu Phe Gly Asp Pro His Leu Arg Thr Phe Thr
165 170 175
Asp His Phe GIn Thr Cys Lys Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Ile Asp
180 185 190
Asn Asn Tyr Leu Asn Val Gln Val Thr Asn Thr Pro Val Leu Pro Gly
195 200 205
Ser Ala Ala Thr Ala Thr Ser Lys Leu Thr Ile Ile Phe Lys Asn Phe
210 215 220
Gln Glu Cys Val Asp Gln Lys Val Tyr Gln Ala Glu Met Asp Glu Leu
225 230 235 240
Pro Ser Ala Phe Ala Asp Gly Ser Lys Asn Gly Gly Asp Lys His Gly
245 250 255
Ala Asn Ser Leu Lys Ile Thr Glu Lys Val Ser Gly Gln His Val Glu
260 265 270
Ile Gln Ala Lys Tyr Ile Gly Thr Thr Ile Val Val Arg Gln Val Gly
275 280 285
Arg Tyr Leu Thr Phe Ala Val Arg Met Pro Glu Glu Val Val Asn Ala
290 295 300
Val Glu Asp Arg Asp Ser Gln Gly Leu Tyr Leu Cys Leu Arg Gly Cys
305 310 315 320
Pro Leu Asn Gln Gln Ile Asp Phe Gln Ala Phe Arg Ala Asn Ala Glu
325 330 335
Ser Pro Arg Arg Pro Ala Ala Ala Ser Pro Ser Pro Val Val Pro Glu
340 345 350
Thr Phe Pro Tyr Glu Thr Ala Val Ala Lys Cys Lys Glu Lys Leu Pro
355 360 365
Val Glu Asp Leu Tyr Tyr Gln Ala Cys Val Phe Asp Leu Leu Thr Thr
370 375 380
Gly Asp Val Asn Phe Thr Leu Ala Ala Tyr Tyr Ala Leu Glu Asp Gly
385 390 395 400
Lys Met Leu His Ser Asn Lys Asp Lys Leu His Leu Phe Glu Arg Thr
405 410 415
Arg Glu Leu Pro Gly Ala Val Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Thr
420 425 430
Phe Pro Leu Ala Pro Gln Ile Leu Leu Gly Thr Ile Pro Leu Leu Val
435 440 445
Leu Leu Pro Val Leu Trp
450

<210> 3
<211> 449
<212> PRT
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<213> Chudt ndu

<400> 3
Met Gln Pro Pro Arg Glu Arg Leu Val Val Thr Gly Arg Ala Gly Trp
1 5 10 15
Met Gly Met Gly Arg Gly Ala Gly Arg Ser Ala Leu Gly Leu Trp Pro
20 25 30
Thr Leu Ala Phe Leu Leu Cys Ser Phe Pro Ala Ala Ile Ser Pro Cys
35 40 45
Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ser Ala Thr Ser Ser Gly
50 55 60
Ser His Ala Pro Ala Ser Asp Asp Val Pro Glu Phe Cys Ala Ala Leu
65 70 75 80
Arg Thr Tyr Ala Leu Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly
85 90 95
Asp Leu Ala Tyr His Ser Ala Val His Gly Ile Glu Asp Leu Met Ser
100 105 110
Gln His Asn Cys Ser Lys Asp Gly Pro Thr Ser Gln Pro Arg Val Arg
115 120 125
Thr Leu Pro Pro Ala Gly Asp Ser Gln Glu Arg Ser Asp Ser Pro Glu
130 135 140
Ile Cys His Tyr Glu Lys Ser Phe His Lys His Ser Ala Ala Pro Asn
145 150 155 160
Tyr Thr His Cys Gly Leu Phe Gly Asp Pro His Leu Arg Thr Phe Thr
165 170 175
Asp His Phe GIn Thr Cys Lys Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Ile Asp
180 185 190
Asn Asn Tyr Leu Asn Val Gln Val Thr Asn Thr Pro Val Leu Pro Gly
195 200 205
Ser Ala Ala Thr Ala Thr Ser Lys Leu Thr Ile Ile Phe Lys Asn Phe
210 215 220
Gln Glu Cys Val Asp Gln Lys Val Tyr Gln Ala Glu Met Asp Glu Leu
225 230 235 240
Pro Ser Ala Phe Ala Asp Gly Ser Lys Asn Gly Gly Asp Lys His Gly
245 250 255
Ala Asn Ser Leu Lys Ile Thr Glu Lys Val Ser Gly Gln His Val Glu
260 265 270
Ile Gln Ala Lys Tyr Ile Gly Thr Thr Ile Val Val Arg Gln Val Gly
275 280 285
Arg Tyr Leu Thr Phe Ala Val Arg Met Pro Glu Glu Val Val Asn Ala
290 295 300
Val Glu Asp Arg Asp Ser Gln Gly Leu Tyr Leu Cys Leu Arg Gly Cys
305 310 315 320
Pro Leu Asn Gln Gln Ile Asp Phe Gln Ala Phe Arg Ala Asn Ala Glu
325 330 335
Ser Pro Arg Arg Pro Ala Ala Ala Ser Pro Ser Pro Val Val Pro Glu
340 345 350
Thr Phe Pro Tyr Glu Thr Ala Val Ala Lys Cys Lys Glu Lys Leu Pro
355 360 365
Val Glu Asp Leu Tyr Tyr Gln Ala Cys Val Phe Asp Leu Leu Thr Thr
370 375 380
Gly Asp Val Asn Phe Thr Leu Ala Ala Tyr Tyr Ala Leu Glu Asp Gly
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385 390 395 400
Lys Met Leu His Ser Asn Lys Asp Lys Leu His Leu Phe Glu Arg Thr
405 410 415
Arg Glu Leu Pro Gly Ala Val Ala Ala Ala Ala Phe Pro Leu Ala Pro
420 425 430
Glu Met Leu Pro Gly Thr Val Thr Leu Leu Val Leu Leu Pro Leu Phe
435 440 445

Trp

<210> 4

211> 234

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 4
Met Met Ser Ser Ala Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe GIn
1 5 10 15
Gly Thr Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 25 30
Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp
35 40 45
Ile Ser Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60
Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
85 90 95
Asn Leu Glu Gln Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn
100 105 110
Thr Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
115 120 125
Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu Gln
130 135 140
Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr
145 150 155 160
Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg Gln
165 170 175
Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190
Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg
195 200 205
His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro
210 215 220
Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230

<210> 5
<211> 471
<212> PRT

-72-



32922

<213> Chudt nhit nha

<400> 5
Met Tyr Leu Gly Leu Asn Tyr Val Phe Ile Val Phe Leu Leu Asn Gly
1 5 10 15
Val Gln Ser Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30
Pro Gly Gly Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45
Ser Asp Ala Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Val Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr
65 70 75 80
Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser
85 90 95
Lys Arg Ser Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr
100 105 110
Gly Ile Tyr Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly GIn Gly
115 120 125
Thr Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr
130 135 140
Pro Leu Ala Pro Gly Cys Gly Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu
145 150 155 160
Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Ser Val Thr Val Thr Trp
165 170 175
Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Ser Val His Thr Phe Pro Ala Leu Leu
180 185 190
Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Met Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser
195 200 205
Thr Trp Pro Ser Gln Thr Val Thr Cys Ser Val Ala His Pro Ala Ser
210 215 220
Ser Thr Thr Val Asp Lys Lys Leu Glu Pro Ser Gly Pro Ile Ser Thr
225 230 235 240
Ile Asn Pro Cys Pro Pro Cys Lys Glu Cys His Lys Cys Pro Ala Pro
245 250 255
Asn Leu Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Asn Ile Lys
260 265 270
Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val Val
275 280 285
Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser Trp Phe Val Asn
290 295 300
Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr
305 310 315 320
Asn Ser Thr Ile Arg Val Val Ser Thr Leu Pro Ile Gln His Gln Asp
325 330 335
Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu
340 345 350
Pro Ser Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Ile Lys Gly Leu Val Arg
355 360 365
Ala Pro Gln Val Tyr Ile Leu Pro Pro Pro Ala Glu Gln Leu Ser Arg
370 375 380
Lys Asp Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Val Gly Phe Asn Pro Gly Asp
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385 390 395 400
Ile Ser Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly His Thr Glu Glu Asn Tyr Lys
405 410 415
Asp Thr Ala Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser
420 425 430
Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser
435 440 445
Cys Asn Val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr
450 455 460
Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 6

<211> 238

<212> PRT

<213> Chudt nhit nha

<400> 6
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15
Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30
Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
35 40 45
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Arg Pro
50 55 60
Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Leu Tyr Phe Cys
100 105 110
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125
Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro
130 135 140
Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu
145 150 155 160
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
165 170 175
Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser
180 185 190
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205
Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220
Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230 235

<210> 7
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<211> 466

<212> PRT )

<213> Chudt nhdt nha

<400> 7

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Ile Pro Gly Ile

1 5 10 15

Met Ser Asp Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro
20 25 30

Ser Gln Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr
35 40 45
Thr Ser Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu
50 55 60
Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Asn Pro
65 70 75 80
Ser Leu Lys Asn Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln
85 90 95
Phe Phe Leu Arg Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110
Tyr Cys Ala Gly Ser Phe Gly Tyr Ser Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120 125
Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly
130 135 140
Cys Gly Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys
145 150 155 160
Gly Tyr Phe Pro Glu Ser Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu
165 - 170 175
Ser Ser Ser Val His Thr Phe Pro Ala Leu Leu Gln Ser Gly Leu Tyr
180 185 190
Thr Met Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln
195 200 205
Thr Val Thr Cys Ser Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Thr Val Asp
210 215 220
Lys Lys Leu Glu Pro Ser Gly Pro Ile Ser Thr Ile Asn Pro Cys Pro
225 230 235 240
Pro Cys Lys Glu Cys His Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Glu Gly Gly
245 250 255
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Asn Ile Lys Asp Val Leu Met Ile
260 265 270
Ser Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp
275 280 285
- Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His
290 295 300
Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Ile Arg
305 310 315 320
Val Val Ser Thr Leu Pro Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys
325 330 335
Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ser Pro Ile Glu
340 345 350
Arg Thr Ile Ser Lys Ile Lys Gly Leu Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr
355 360 365
Ile Leu Pro Pro Pro Ala Glu Gln Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu
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370 375 380

Thr Cys Leu Val Val Gly Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser Val Glu Trp

385 390 395 400

Thr Ser Asn Gly His Thr Glu Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro Val

405 410 415
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys
420 425 430
Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His
435 440 445

Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro
450 455 460

Gly Lys

465

<210> 8

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> q
<223> Chudi nhe khang thé kham

<400> 8
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
65 70 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
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<210> 9

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> i

<223> Chudi ning khang thé kham

<400> 9

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

1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Arg Ser
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser

-77-



32922

325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly

370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp

385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp

405 410 415
Gln GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445

<210> 10

<211> 1461
<212> PRT
<213> Loai nguoi

<400> 10
Met Ala Ala Glu Arg Gly Ala Arg Arg Leu Leu Ser Thr Pro Ser Phe
1 5 10 15
Trp Leu Tyr Cys Leu Leu Leu Leu Gly Arg Arg Ala Pro Gly Ala Ala
20 25 30
Ala Ala Arg Ser Gly Ser Ala Pro Gln Ser Pro Gly Ala Ser Ile Arg
35 40 45
Thr Phe Thr Pro Phe Tyr Phe Leu Val Glu Pro Val Asp Thr Leu Ser
50 55 60
Val Arg Gly Ser Ser Val Ile Leu Asn Cys Ser Ala Tyr Ser Glu Pro
65 70 75 80
Ser Pro Lys Ile Glu Trp Lys Lys Asp Gly Thr Phe Leu Asn Leu Val
85 90 95
Ser Asp Asp Arg Arg Gln Leu Leu Pro Asp Gly Ser Leu Phe Ile Ser
100 105 110
Asn Val Val His Ser Lys His Asn Lys Pro Asp Glu Gly Tyr Tyr Gln
115 120 125
Cys Val Ala Thr Val Glu Ser Leu Gly Thr Ile Ile Ser Arg Thr Ala
130 135 140
Lys Leu Ile Val Ala Gly Leu Pro Arg Phe Thr Ser Gln Pro Glu Pro
145 150 155 160
Ser Ser Val Tyr Ala Gly Asn Asn Ala Ile Leu Asn Cys Glu Val Asn
165 170 175
Ala Asp Leu Val Pro Phe Val Arg Trp Glu Gln Asn Arg Gln Pro Leu
180 185 190
Leu Leu Asp Asp Arg Val Ile Lys Leu Pro Ser Gly Met Leu Val Ile
195 200 205
Ser Asn Ala Thr Glu Gly Asp Gly Gly Leu Tyr Arg Cys Val Val Glu
210 215 220
Ser Gly Gly Pro Pro Lys Tyr Ser Asp Glu Val Glu Leu Lys Val Leu
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225 230 235 240
Pro Asp Pro Glu Val Ile Ser Asp Leu Val Phe Leu Lys Gln Pro Ser
245 250 255
Pro Leu Val Arg Val Ile Gly Gln Asp Val Val Leu Pro Cys Val Ala
260 265 270
Ser Gly Leu Pro Thr Pro Thr Ile Lys Trp Met Lys Asn Glu Glu Ala
275 280 285
Leu Asp Thr Glu Ser Ser Glu Arg Leu Val Leu Leu Ala Gly Gly Ser
290 295 300
Leu Glu Ile Ser Asp Val Thr Glu Asp Asp Ala Gly Thr Tyr Phe Cys
305 310 315 320
Ile Ala Asp Asn Gly Asn Glu Thr Ile Glu Ala Gln Ala Glu Leu Thr
325 330 335
Val Gln Ala Gln Pro Glu Phe Leu Lys Gln Pro Thr Asn Ile Tyr Ala
340 345 350
His Glu Ser Met Asp Ile Val Phe Glu Cys Glu Val Thr Gly Lys Pro
355 360 365
Thr Pro Thr Val Lys Trp Val Lys Asn Gly Asp Met Val Ile Pro Ser
370 375 380
Asp Tyr Phe Lys Ile Val Lys Glu His Asn Leu Gln Val Leu Gly Leu
385 390 395 400
Val Lys Ser Asp Glu Gly Phe Tyr Gln Cys Ile Ala Glu Asn Asp Val
405 410 415
Gly Asn Ala Gln Ala Gly Ala Gln Leu Ile Ile Leu Glu His Ala Pro
420 425 430
Ala Thr Thr Gly Pro Leu Pro Ser Ala Pro Arg Asp Val Val Ala Ser
435 440 445
Leu Val Ser Thr Arg Phe Ile Lys Leu Thr Trp Arg Thr Pro Ala Ser
450 455 460
Asp Pro His Gly Asp Asn Leu Thr Tyr Ser Val Phe Tyr Thr Lys Glu
465 470 475 480
Gly Ile Ala Arg Glu Arg Val Glu Asn Thr Ser His Pro Gly Glu Met
485 490 495
Gln Val Thr Ile Gln Asn Leu Met Pro Ala Thr Val Tyr Ile Phe Arg
500 505 510
Val Met Ala Gln Asn Lys His Gly Ser Gly Glu Ser Ser Ala Pro Leu
515 520 525
Arg Val Glu Thr Gln Pro Glu Val Gln Leu Pro Gly Pro Ala Pro Asn
530 535 540
Leu Arg Ala Tyr Ala Ala Ser Pro Thr Ser Ile Thr Val Thr Trp Glu
545 550 555 560
Thr Pro Val Ser Gly Asn Gly Glu Ile Gln Asn Tyr Lys Leu Tyr Tyr
565 570 575
Met Glu Lys Gly Thr Asp Lys Glu Gln Asp Val Asp Val Ser Ser His
580 585 590
Ser Tyr Thr Ile Asn Gly Leu Lys Lys Tyr Thr Glu Tyr Ser Phe Arg
595 600 605
Val Val Ala Tyr Asn Lys His Gly Pro Gly Val Ser Thr Pro Asp Val
610 615 620
Ala Val Arg Thr Leu Ser Asp Val Pro Ser Ala Ala Pro Gln Asn Leu
625 630 635 640
Ser Leu Glu Val Arg Asn Ser Lys Ser Ile Met Ile His Trp Gln Pro
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645 650 655
Pro Ala Pro Ala Thr Gln Asn Gly Gln Ile Thr Gly Tyr Lys Ile Arg
660 665 670

Tyr Arg Lys Ala Ser Arg Lys Ser Asp Val Thr Glu Thr Leu Val Ser
675 680 685
Gly Thr GIn Leu Ser Gln Leu Ile Glu Gly Leu Asp Arg Gly Thr Glu
690 695 700
Tyr Asn Phe Arg Val Ala Ala Leu Thr Ile Asn Gly Thr Gly Pro Ala
705 710 715 720
Thr Asp Trp Leu Ser Ala Glu Thr Phe Glu Ser Asp Leu Asp Glu Thr
725 730 735
Arg Val Pro Glu Val Pro Ser Ser Leu His Val Arg Pro Leu Val Thr
740 745 750
Ser Ile Val Val Ser Trp Thr Pro Pro Glu Asn Gln Asn Ile Val Val
755 760 765
Arg Gly Tyr Ala Ile Gly Tyr Gly Ile Gly Ser Pro His Ala Gln Thr
770 775 780
Ile Lys Val Asp Tyr Lys Gln Arg Tyr Tyr Thr Ile Glu Asn Leu Asp
785 790 795 800
Pro Ser Ser His Tyr Val Ile Thr Leu Lys Ala Phe Asn Asn Val Gly
805 810 815
Glu Gly Ile Pro Leu Tyr Glu Ser Ala Val Thr Arg Pro His Thr Asp
820 825 830
Thr Ser Glu Val Asp Leu Phe Val Ile Asn Ala Pro Tyr Thr Pro Val
835 840 845
Pro Asp Pro Thr Pro Met Met Pro Pro Val Gly Val Gln Ala Ser Ile
850 855 860
Leu Ser His Asp Thr Ile Arg Ile Thr Trp Ala Asp Asn Ser Leu Pro
865 870 875 880
Lys His GIn Lys Ile Thr Asp Ser Arg Tyr Tyr Thr Val Arg Trp Lys
885 890 895
Thr Asn Ile Pro Ala Asn Thr Lys Tyr Lys Asn Ala Asn Ala Thr Thr
900 905 : 910
Leu Ser Tyr Leu Val Thr Gly Leu Lys Pro Asn Thr Leu Tyr Glu Phe
915 920 925
Ser Val Met Val Thr Lys Gly Arg Arg Ser Ser Thr Trp Ser Met Thr
930 935 940
Ala His Gly Thr Thr Phe Glu Leu Val Pro Thr Ser Pro Pro Lys Asp
945 950 955 960
Val Thr Val Val Ser Lys Glu Gly Lys Pro Lys Thr Ile Ile Val Asn
965 970 975
Trp Gln Pro Pro Ser Glu Ala Asn Gly Lys Ile Thr Gly Tyr Ile Ile
980 985 990
Tyr Tyr Ser Thr Asp Val Asn Ala Glu Ile His Asp Trp Val Ile Glu
995 1000 1005
Pro Val Val Gly Asn Arg Leu Thr His Gln Ile Gln Glu Leu Thr
1010 1015 1020
Leu Asp Thr Pro Tyr Tyr Phe Lys Ile Gln Ala Arg Asn Ser Lys
1025 1030 1035
Gly Met Gly Pro Met Ser Glu Ala Val Gln Phe Arg Thr Pro Lys
1040 1045 1050
Ala Asp Ser Ser Asp Lys Met Pro Asn Asp Gln Ala Ser Gly Ser
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1055 1060 1065

Gly Gly Lys Gly Ser Arg Leu Pro Asp Leu Gly Ser Asp Tyr Lys
1070 1075 1080

Pro Pro Met Ser Gly Ser Asn Ser Pro His Gly Ser Pro Thr Ser
1085 1090 1095

Pro Leu Asp Ser Asn Met Leu Leu ValIle Ile Val Ser Val Gly
1100 1105 1110

Val [le Thr Ile Val Val Val ValIle Ile Ala Val Phe Cys Thr
1115 1120 1125

Arg Arg Thr Thr Ser His GIn Lys Lys Lys Arg Ala Ala Cys Lys
1130 1135 1140

Ser Val Asn Gly Ser His Lys Tyr Lys Gly Asn Ser Lys Asp Val
1145 1150 1155

Lys Pro Pro Asp Leu Trp Ile His His Glu Arg Leu Glu Leu Lys
1160 1165 1170

Pro Ile Asp Lys Ser Pro Asp Pro Asn Pro Ile Met Thr Asp Thr
1175 1180 1185

Pro Ile Pro Arg Asn Ser Gln Asp Ile Thr Pro Val Asp Asn Ser
1190 1195 1200

Met Asp Ser Asn Ile His Gln Arg Arg Asn Ser Tyr Arg Gly His
1205 1210 1215

Glu Ser Glu Asp Ser Met Ser Thr Leu Ala Gly Arg Arg Gly Met
1220 1225 1230

Arg Pro Lys Met Met Met Pro Phe Asp Ser Gln Pro Pro Gln Pro
1235 1240 1245

Val Ile Ser Ala His Pro Ile His Ser Leu Asp Asn Pro His His
1250 1255 1260

His Phe His Ser Ser Ser Leu Ala Ser Pro Ala Arg Ser His Leu
1265 1270 1275

Tyr His Pro Gly Ser Pro Trp Pro Ile Gly Thr Ser Met Ser Leu
1280 1285 1290

Ser Asp Arg Ala Asn Ser Thr Glu Ser Val Arg Asn Thr Pro Ser
1295 1300 1305

Thr Asp Thr Met Pro Ala Ser Ser Ser Gln Thr Cys Cys Thr Asp
1310 1315 1320

His Gln Asp Pro Glu Gly Ala Thr Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Ser
1325 1330 1335

Ser Gln Glu Glu Asp Ser Gly Gln Ser Leu Pro Thr Ala His Val
1340 1345 1350

Arg Pro Ser His Pro Leu Lys Ser Phe Ala Val Pro Ala Ile Pro
1355 1360 1365

Pro Pro Gly Pro Pro Thr Tyr Asp Pro Ala LeuPro Ser Thr Pro
1370 1375 1380

Leu Leu Ser Gln Gln Ala Leu Asn His His Ile His Ser Val Lys
1385 1390 1395

Thr Ala Ser Ile Gly Thr Leu Gly Arg Ser Arg Pro Pro Met Pro
1400 1405 1410

Val Val Val Pro Ser Ala Pro Glu Val Gln Glu Thr Thr Arg Met
1415 1420 1425

Leu Glu Asp Ser Glu Ser Ser Tyr Glu Pro Asp Glu Leu Thr Lys
1430 1435 1440

Glu Met Ala His Leu Glu Gly Leu Met Lys Asp Leu Asn Alalle
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1445 1450 1455
Thr Thr Ala
1460
<210> 11
<211> 446
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220> 7
<223> Chudi ning khang thé dugc nhin hoa HA
<400> 11
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
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Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 12

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> 3 i
<223> Chuoi nang khang thé dugc nhan héa HB

<400> 12

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

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile

65 70 75 80

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

85 90 95

Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110

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

115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly

145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser

165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
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180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 13

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220 q
<223> Chudi ning khang thé dugc nhan hoa HC

<400> 13
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Arg
;er Leu Arsg Leu Ser CylsoThr Ala Serl(s}ly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
Trp Metz?Asp Trp Phezirg Gln Ala i’(zo Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
Ala §15u Ile Arg ?ej(iys Ala A%s(§1415§sn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu

5 5
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Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser lle
65 70 75 80
Val Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 - 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 14
<211> 446
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> q

<223> Chudi ning khang thé dugc nhan héa HD

<400> 14

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

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
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355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 15

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> 3 q
<223> Chuoi ning khang thé dugc nhan héa HE

<400> 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30
Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

-87-



32922

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro

245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val

290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys

305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser

325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly

370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp

385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp

405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445

<210> 16

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> ,
<223> Chudi ning khang thé duge nhan héa HF

<400> 16

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

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile

65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85 90 95

Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
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115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 17

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> N q
<223> Chudi ning khang thé dugc nhan hoa HG

<400> 17
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30
Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
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Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

420 425 430
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
<210> 18
<211> 446
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao
<220> i
<223> Chudi ning khang thé dugce nhan héa HH
<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 _ 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
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290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 19

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> 3 ]
<223> Chudi nhe khang thé dugc nhan héa KA

<400> 19

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

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 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 Tyr Thr Ser Arg Leu His 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 Ser Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

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

115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

165 170 175
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 : 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 20

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> )
<223> Chudi nhe khang thé dugc nhin héa KB

<400> 20
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 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 Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Ser Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 21

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220 7
<223> Chudi nhe khéang thé dugc nhan hoa KC

<400> 21
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp lle Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Ser Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 22

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> N 7
<223> Chubi nhe khang thé dugc nhan héa KD

<400> 22 :
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 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 Tyr Thr Ser Arg Leu His 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
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65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 23

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> N 7
<223> Chudi nhe khang thé dugc nhin hoa KE

<400> 23

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

1 5 10 15

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

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

35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His 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 Ser Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

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

115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

165 170 175
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 24

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> i
<223> Chudi nhe khang thé duoc nhan héa KF

<400> 24
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His 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 Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 25

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao
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<220> 3 7
<223> Chubi nhe khéng thé dugc nhan héa KG

<400> 25
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln GIn Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 26

211> 14

<212> PRT

<213> Chu0t nhit nha

<400> 26
Glu Glu Val Val Asn Ala Val Glu Asp Trp Asp Ser Gln Gly
1 5 10

<210> 27

211> 14

<212> PRT

<213> Chudt nhit nha

<400> 27
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Asn Gln Gln Ile Asp Phe Gln Ala Phe His Thr Asn Ala Glu
1 5 10

<210> 28
211> 11

<212> PRT

<213> Chu6t nhét nha

<400> 28

Pro Thr Ala Pro Glu Thr Phe Pro Tyr Glu Thr
1 5 10

<210> 29

211> 11

<212> PRT

<213> Chudt nhit nha

<400> 29

Lys Leu Pro Val Glu Asp Leu Tyr Tyr Gln Ala
1 5 10

<210> 30

211> 11

<212> PRT

<213> Chu6t nhét nha

<400> 30

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 31
Q11> 7

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 31
Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 32
11> 7

<212> PRT

<213> Chudt nhit nha
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<400> 32

Gln GIn Leu Asn Thr Leu Pro
1 5

<210> 33

<211> 5

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 33
Asp Ala Trp Met Asp
1 5

<210> 34

211> 19

<212> PRT

<213> Chu6t nhit nha

<400> 34
GluIle Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 35

<211> 5

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 35
Arg Asp Gly Ala Tyr
1 5

<210> 36

<211> 16

<212> PRT
<213> Chugt nhét nha
<400> 36

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
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<210> 37

211> 7

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 37

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 38

Q11> 7

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 38

Ser Gln Ser Thr His Val Pro
1 5

<210> 39

211> 6

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 39

Thr Ser Tyr Tyr Trp Asn
1 5

<210> 40

211> 16

<212> PRT

<213> Chudt nhét nha

<400> 40
Tyr Ile Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15

<210> 41

<211> 116

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220> 7
<223> Chubi ning khang thé duge nhan hoa

<400> 41
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30
Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile

65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Arg Arg Asp Gly Ala Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> i

<223> Chudi nhe khang thé dugc nhan hoa

<400> 42

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

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 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 Tyr Thr Ser Arg Leu His 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 Ser Tyr Phe Cys Gln Gln Leu Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Met Glu
100 105
<210> 43
<211> 348
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220> y 7
<223> Gen mi hda chudi ning khang thé dugc nhin hoa

<400> 43

gaagtgcagc tggtggaate tggeggegga ctggtgeage ctggeagate cctgagactg 60
teetgtaceg cetecggett caccttetee gacgectgga tggattgggt gegacagget 120
cctggcaagg gectggaatg ggtggecgag atceggteca aggecaacaa ccacgecace 180
tactacgccg agtctgtgaa gggeeggtte accatctcec gggacgacte caagtecate 240
gtgtacctgce agatgaactc cctgeggace gaggacaccg cectgtacta ctgeaccaga 300
agggacggceg cctactgggg caagggeacc acagtgacag tgtectee 348

<210> 44

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> N ]
<223> Gen mi hda chudi nhe khang thé dugc nhén hoa -

<400> 44

gacatccaga tgacccagtce ccceteetee gtgtetgett cegtgggega cagagtgace 60
atcacctgtc gggecteeea ggacatetee tectacetga actggtatca geagaageee 120
ggcaaggcecc ccaagetget gatetactac acctecegge tgeacteegg cgtgeeetct 180
agattttccg getetggete cggeacegac tttaceetga ccatctceag cetgeageee 240
gaggacttcg cctectactt ctgtcageag ctgaacacce tgeectggac ctitggegga 300
ggcaccaagg tggaaatgga a 321

<210> 45

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> PLP139-151

<400> 45
His Ser Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys Phe
1 5 10

<210> 46

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan dém

<400> 46

Ser Gly Ser Gly
1
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