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Linh vuc ki thuat dwoc dé cip

Cac phén tir dac hiéu kép dugce bdc 19 trong badn mo ta nay thudc linh vuc tri

lidu bang protein.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Hau hét cac protein tri liéu lién két v&i mot protein dich don 1€ v6i mirc d
dic hiéu cao, nhd do6 can tré hoat tinh ciia protein dich don 1é ndy. Protein d6 c6 thé
12 mdt phin ctia mét hodc nhiéu chu trinh sinh hoc ma giy ra bénh & ngudi dang
duoc diéu tri, va do do, protein tri li€u co thé wc ché sy tién trién cia bénh. Tuy
nhién, mirc d6 hiéu nghiém cua céc protein tri li¢u hiém khi 1 hoan toan déi véi tat
c& cac bénh nhan. Trong mét sb truong hop, mic do hiéu nghiém khong hoan toan
ctia cac protein tri liéu c6 thé 13 do sy phirc tap ctia bénh. Vi du, mot s6 bénh c6 thé
12 do nhiéu chu trinh sinh hoc gdy ra, hodc céc chu trinh sinh hoc khéc nhau c6 thé
déng mot vai trd cha yéu trong viéc giy ra hoat dong clia bénh & cdc bénh nhan
khéc nhau c¢6 cing mot tinh trang xac dinh dugc v& mit 1am sang. Vi vy, & mdt s6

bénh, ¢6 thé 13 c6 loi néu tre ché mot cach dong thoi it nhét hai chu trinh sinh hoc.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuit protein dic hiéu kép ma c6 thé lién két voi va tc ché hoat
tinh sinh hoc cta ca protein 1 lién quan dén B7 (B7-related protein 1 - B7RP1, con
dwgc goi 14 GL50 va phdi tir ciing kich thich té bac T (T-cell co-stimulator ligand -
ICOSLG)) ctia ngudi va yéu t hoat héa té bao B ctia nguoi (B-cell activating factor
- BAFF, con dugc goi la thanh vién 13b siéu ho cua yéu t6 hoai tir khdi u (tumor
necrosis factor superfamily, member 13b - TNFSF13B)). BAFF dong vai tro nhét
dinh trong qué trinh séng sot ctia té bao B, va BTRP1 déng vai trd nhét dinh trong
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qué trinh cung kich thich té bao T. Vi viy, protein ma uc ché hoat tinh ctia ca hai

protein nay can trd hoat tinh cta ca té bao B va té bao T.

Sang ché dé xuét protein dic hiéu kép, trong dé protein nay cé thé e ché su
tang sinh do BAFF gdy ra cua cac t€ bao B ctia ngudi va trong d6 protein nay c6 thé
trc ché sy ting sinh do B7RP1 giy ra cla cac t& bao T cla nguoi. Protein ddc hiéu
kép c6 thé chira khang thé IgG chira hai chudi ning cta globulin mién dich c6 céc
trinh tu axit amin khac nhau va hai chudi nhe cta globulin mién dich c6 cac trinh tu
axit amin khéc nhau. Khang thé IgG c6 thé \rc ché su tang sinh do BAFF gy ra cla
cac té bao B cua ngudi va kha nang tang sinh do B7RP1 géy ra cla céc té bao T cua
ngudi. Khang thé IgG c6 thé 1a khang thé IgG1, khang thé IgG2, khang thé IgG3,
hodc khang thé IgG4 va c6 thé 12 khang thé IgG ciia ngudi hodc khang thé IgG dugc
lam giéng nhu khang thé cta ngudi. Protein dic hiéu kép c6 thé chira viing x4c dinh
tinh bd trg 1 (complementarity determining region 1 - CDR1) cua chudi nhe chira
trinh ty axit amin néu trongq SEQ ID NO:8, viung xac dinh tinh bd tro 2
(complementarity determining region 2 - CDR2) cua chudi nhe chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:9, viung xé4c dinh tinh bd tro 3 (complementarity
determining region 3 - CDR3) cua chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:10, CDR1 ctia chudi ning chtta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11,
CDR2 ctia chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:12, va CDR3
ctia chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13. Ngoai ra, protein
dac hiéu kép co thé chira ving bién dbi ctia chudi ning chura trinh ty néu trong SEQ
ID NO:15 hodc bién thé cia n6 va ving bién dbi cua chudi nhe chira trinh ty néu
trong SEQ ID NO:14 hodc bién thé ctia nd. Céc trinh tu bién thé nay c6 thé chira tbi
da 10 doan x6a bo, doan chén hodc doan thay thé ctia mot axit amin don 1é trong

mdi 100 axit amin so v&i trinh tu tham chiéu.

Theo mdt phuong 4n khéc, protein ddc hiéu kép ma c6 thé tre ché su tang
sinh do BAFF gy ra clia c4c t€ bao B ctia ngudi va ma c6 thé tre ché su ting sinh

do B7RP1 gay ra cua cac té bao T clia ngudi, ¢6 thé chira: (a) polypeptit chtra trinh
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tw axit amin c6 cong thic sau: A-L1-P-L2-P, trong d6 A 1a chudi ning cta globulin
mién dich cua khang thé IgG, L1 1a lién két the nhit ma khoéng c6 mit hoic c6
chidu dai tir 3 dén 40 axit amin, P 13 peptit lién két v6i BAFF ma c6 chidu dai tir 10
dén 40 axit amin, va L2 12 lién két peptit ma khong c6 mat hodc c6 chidu dai tir 5
dén 50 axit amin; va (b) chudi nhe cta globulin mién dich. Chudi ning cua globulin
mién dich cua (a) va chudi nhe cua globulin mién dich cta (b) c¢6 thé tao ra khang
thé IgG, chira hai phan ti ciia polypeptit cua (a) va hai phan tr cla chudi nhe cta
(b), ma c6 thé lién két véi BTRP1 va/hogc c6 thé tre ché su ting sinh do B7TRP1 gay
ra clia c4c té bao T cta ngudi. Chudi ning cta globulin mién dich c¢6 thé mét lysin &
d4u tan cing C clia n6 ndm ngay truéc L1. Khang thé IgG c6 thé 1a khang thé IgGl1,
khang thé IgG2, khang thé IgG3, hoic khang thé IgG4 cta ngudi hoic duge lam
gidng nhu khang thé ctia nguoi. Peptit lién két voi BAFF P ¢6 thé c6 trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, hodc SEQ ID NO:3. L1 ¢6 thé c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4, 37, 38, 39, hodc 40. L2 co thé c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:5, 6, hodc 7. Protein dic hi¢u kép c6 thé chua
CDR1 cua chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8
(RASQGISNWLA), CDR2 cua chudi nhe chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:9 (AASSLQS), CDR3 cua chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:10 (QQYDSYPRT) , CDRI1 cua chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:11 (SYWMS), CDR2 cua chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:12 (YIKQDGNEKYYVDSVKG), va CDR3 cua chudi ning chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13 (EGILWFGDLPTF). Protein ddc hiéu kép co
thé chira viing bién ddi ctia chudi nhe cua globulin mién dich chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:14 va/hodc vung bién déi cua chudi nang cua globulin mién
dich chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:15. Protein ddc hi€u kép co6 thé
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:19 hodc bién thé ctia n6 va trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:17 hodc 18 hodc cac bién thé cta ching. Cac trinh
ty bién thé nay khong thé chira nhiéu hon 10 doan x6a bo, doan chén hodc doan

thay thé mot axit amin trong mdi 100 axit amin so v6i trinh tw tham chiéu.
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Theo mot khia canh khéc nita, sing ché dé xuét protein dic hiéu kép chua:
(a) polypeptit chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:17 hodc SEQ ID
NO:18 hodc cac bién thé cta ching; va (b) mdt polypeptit khdc chira trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:19 hodc bién thé cta né. Céc trinh tw bién thé nay
khéng thé chita nhiéu hon 10 doan x6a bo, doan chén hodc doan thay thé mot axit
amin trong mdi 100 axit amin so véi trinh ty tham chiéu. Protein dic hidu kép ¢
thé (e ché sy ting sinh do BAFF gy ra clia cac té bao B ctia nguoi va kha néng
tang sinh do B7RP1 géy ra cua céac té bao T clia ngudi. Protein dic hiéu kép cé thé
13 tetrame chira hai phén tir clia polypeptit clia (a) va hai phan tir ctia polypeptit ctia
(b).

Theo mét phuong 4n khac, séng ché d& xuat protein chita lién két chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6 hodc SEQ ID NO:7. Theo mot s6 phuong an,
protein nay co thé e ché sy tang sinh do BAFF giy ra clia c4c té bao B clla ngudi
va/hodc kha ning ting sinh do B7RP1 gay ra cua cac té bao T clia ngudi. Protein
nay co thé bao gém c4c trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:14,
va/hoic SEQ ID NO:15. Protein nay co thé chita trinh tu axit amin chua it nhét hai
ban sao cua trinh ty néu trong SEQ ID NO:1 ngéan ééch bai trinh ty néu trong SEQ
ID NO:6 hodc 7. Theo mot phuong an khéc nita, protein nay co thé chtra chudi nhe
ctia globulin mién dich va chudi ning cta globulin mién dich, va trinh tw néu trong
SEQ ID NO:6 hoac 7 co thé ndm sau dau tan cung C cua chudi ning. Theo céc
phuong 4n nay, trinh ty néu trong SEQ ID NO:6 hodc 7 c6 thé nim bén sudn céc
peptit ma lién két v6i protein khong phai 1a protein dugce lién két boi chudi ning va
chudi nhe.

Hon nita, sang ché d& xuét duogc phim chira protein bét ky trong sb céac
protein dic hiéu kép dugc bdc 10 trong ban mé ta nay hodc protein chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:6 hodc 7 va ta dugc chép nhén dugc vé mit sinh ly.

Sang ché con dé xuét axit nucleic ma héa polypeptit bt ky nam trong mot
protein trong s cac protein dic hiéu kép hodc cac protein chira trinh tu néu trong
SEQ ID NO:6 hoic SEQ ID NO:7 duge bdc 1§ trong ban mod td nay. Cac axit
nucleic 1am vi du mé héa polypeptit ndm trong protein déc hiéu kép bao gbm, vi du,

céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 55, 56, 60, 61, 62, va 63, trong sb cac dbi tuong
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khac. Sang ché mo ta cac vat truyén chita cac axit nucleic nay va céac té bao chi
chira c4c vat truyén va/hodc axit nucleic nay. Sang ché con dé xudt phuong phap tao
protein dac hiéu kép bao gbm viéc nudi ciy té bao chi chira axit nucleic ma hoa
protein bit k¥ trong sb cac protein dic hidu kép dugc bc 16 trong ban md ta nay
trong cac didu kién sao cho axit nucleic dugc biéu hién va thu hdi protein tir khdi té
bao hoac moéi truong nudi céy. Té bao chu ¢6 thé 1a té bao ddng vat co6 v, vi duy, té
bao CHO, hoic té bao vi khudn nhu Eschericha coli.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuét phuong phap didu tri bénh luput
ban do6 toan than, ké ca bénh viém than do luput, bao gdm viéc cho bénh nhan ding
lugng hitu hi€u dé diéu tri bénh coa protein bét ky trong sb cac protein dac hiéu kép
duoc boc 16 trong ban mé ta nay hoic duge phdm chira protein dic hiéu kép nay. C6
thé cho bénh nhan ding mét chét tri liéu khéc trude khi, sau khi, hoic dong thoi véi
protein ddc hi¢u kép. Chét tri liéu khac c6 thé 1 corticosteroit, thudc tri bénh st rét,
axit retinoic, NSAID, xyclophosphamit, dehydroepiandrosteron, mycophenolat
mofetil, azathioprin, chlorambucil, metotrexat, tacrolimus, dapson, talidomit,
leflunomit, hodc xyclosporin.

Theo mot khia canh khéc nita, séng ché @& xuit phuong phap didu tri bénh
bao gém viéc cho bénh nhan dung lugng hitu hi¢u dé diéu tri bénh cua protein bét
ky trong sb cac protein dac hiéu kép dugc bdc 16 trong ban mdé ta nay hodc dugc
phém chira protein dac hiéu kép dugce bdc 10 trong ban md ta nay, trong 46 bénh
nhan mic bénh dugc chon tir nhém bao gém: bénh viém mach duong tinh véi
ANCA, bénh viém da khép dang thép (rheumatoid arthritis - RA), bénh Crohn,
bénh viém loét két trang, bénh celiac, bénh pemphigut, bénh pemphigoid, bénh
luput ban dé da ban cAp (subacute cutaneous lupus erythematosus - SCLE), bénh xo
climg rai rdc, bénh da diy thin kinh do bénh viém hiy myelin man tinh giy ra
(chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy - CIDP), bénh nhuoc co
nang, hdi chiing Goodpasture, bénh viém than tiéu cu, bénh thiéu méu tan huyét tu
mién (autoimmune hemolytic anemia - AIHA), bénh ban xuét huyét giam tiéu ciu
v6 can (idiopathic thrombocytopenic purpura - ITP), bénh viém gan man tinh hoat

d6ng, bénh xo dng mat nguyén phat, hoi chimg Sjogren, bénh xo cling toan than,
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bénh viém tuyén gidp Hashimoto, bénh Graves, bénh Addison, va tinh trang tao
budu tan sinh nhiéu tuyén noi tiét (multiple endocrine neoplasia - MEN).
Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit dugc phém chira protein bat ky
trong s cac protein dic hiéu kép hodc céc protein chira trinh ty néu trong SEQ ID
NO:6 hoic SEQ ID NO:7 dugc bdc 10 trong ban mo ta nay. Vi du, duge phém nay
¢6 thé dugc dung dé didu tri luput ban do toan than hodc bénh viém than do luput.
Theo mét khia canh khéc, sang ché mé ta cach str dung protein bét ky trong

s0 céc protein dic hiéu kép dugce de xuat trong ban mé ta nay lam duoc pham.
MO ta van tat cac hinh vé

Hinh 1: C4c biéu dd cta c4c protein dac hidu kép ma lién két véi BAFF va B7RP1.
Ngang qua hang trén cung 12 yéu t6 nhan dién cta mdi cdu tric dugc liét ké. Ngang
qua hang thi hai 1a cum tir m6 ta vén tit lién quan dén cu tric ctia mdi chu truc.
Ngang qua hang dudi cung la bidu dd vé céu truc cia mdi ciu tric. Cac hinh bau
duc khéng c6 dudng gach ngang 13 cic ving 6n dinh ctia chudi ning hoic chudi nhe
cta globulin mién dich. C4c hinh bau duc c6 cac duong gach ngang 13 céc ving
bién dbi (VH hoic VL) ctia chudi ning hodc chudi nhe cta globulin mién dich. Cac
vong va cac hinh vudéng nhé dugc biéu thi 1 cac peptit lién két v6i BAFF. Cac ving
ban 1& dugc thé hién & dang dudng théng ding nét dam, trong khi céac cau lién két
disulfua duogc thé hién & dang duong nidm ngang nét ddm. Trinh ty ctia “G4S” trén
hinh 1 duoc bdc 16 trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 72.

Hinh 2: Hoat tinh cua c4c protein dic hiu kép trong thir nghiém vé sy ting sinh té
bao B cia ngudi. Dit liéu dugc thé hién trén hinh 2A (trén ciing) va 2B (dudi cing)
la tir cac thr nghiém vé su tdng sinh t& bao B dugc thuc hién nhu duge mé ta trong
vi du 1. Trong c4 hai biéu dd, truc x biéu thi néng d6 (log[nM]) ctia protein dic higu
kép chira trong hdn hop thir nghiém, va truc y bidu thi luong hip thu *H-thymidin
(sb dém duoc trong mdi phit (counts per minute - cpm)). Y nghfa ctia mdi ky hiéu
duoc biéu thi béng mot yéu t8 nhan dién cta mbi protein dugc thir nghiém. Y nghia
cua cac yéu td nhan dién dugc thé hién trén hinh 1 va duoc giai thich trong vi du 1.
Hinh 3: Hoat tinh cta céc protein dic hi€u kép trong thir nghiém vé su tang sinh té

bao T clia ngudi. Dit liéu duoc thd hién 14 tir thir nghiém vé sy ting sinh t€ bao T
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duoc thyc hién nhu dugec mo ta trong vi du 1. Truc x biéu thi néng d6 (log[nM]) cua
khéng thé dic hiéu kép hodc khang thé aB7RP1 trong hdn hop thir nghiém, va truc
y biéu thi phan tram ctia mic hdp thu *H-thymidin trong té bao T khi c6 mit cac
chit e ché B7RP1 & céc ndng d6 dwoc chi ra so v6i mic hip thu 3 H-thymidin
trong té bao T khi khong c6 céc chit &rc ché B7RP1 (phn trdm cua ddi ching). Yéu
t6 nhan dién cta mdi protein dugc thir nghiém duoc biéu thi.

Hinh 4: Qua trinh giai phdng xytokin bdi cac t& bao amidan clia ngudi duoc kich
thich bang dbc t5 B cta Staphylococcus (Staphylococcus enterotoxin B - SEB). Cac
phuong phép dugc md ta trong vi du 1. Cac truc y biéu thi muc tin hiéu phat hién
duge cla céc xytokin khac nhau do dwoc bang cach sir dung kit do Meso Scale
Discovery (Rockville, Maryland) cung caaps theo cac huéng din ctia nha san XUét.
Céc t& bao nay dugc xtr Iy biang aB7RP1 (cot 1), P74293 (cot 2), CTLA4-Ig (cot 3),
hodc IgG cua nguoi (cdt 4). Cac xytokin dd duoc thr nghiém dugc biéu thi trén
hinh nay.

Hinh 5: Tinh chéit duogc dong hoc cua cac cu tric dic hiéu kép & chuot. Cac
phuong phap dénh gia cac tinh chit dwoc dong hoc in vivo ctia P71617, P71619,
P71621, P71622, P74293, va P74294 & chudt duge md ta trong vi du 1. Nhu dugc
giai thich trong vi du 1, cac protein ddc hi€u kép dugc phat hién bang hai thir
nghiém khéc nhau, mét trong s hai thir nghiém phéat hién chi phin Fc ctia céc
protein (c4c diém dit liéu dugc biéu thi bing cac hinh thoi dugc gach kin; thir
nghiém Fc) va mdt trong s6 hai thir nghiém phat hién ca phan Fc va phan lién két
véi BAFF cia céac protein (cac diém dir liu duge biéu thi béng cac hinh vuéng
duoc gach kin; tht nghiém nguyén ven). Truc x biéu thi thoi gian sau khi ti€ém
(gid), va truc y biéu thi néng dd cla protein dugc phat hién trong huyét thanh
(ng/ml). Chu tric duoc tiém thude kiém chimg duoc biéu thi trong mdi biéu do.
Hinh 6A: Su tc ché su ting sinh t& bao B ctia chudt bang phén tir thay thé dic hiéu
kép cua chudt (“thudc thay thé ctia chudt”) ma lién két véi BAFF va B7RP1. Thir
nghiém nay dugc thuc hién nhu duge mo ta trong vi du 2. Thubc thay thé ctia chudt
1a khang thé IgG khang B7RP1 ctia chudt ma c6 hai ban sao ctia peptit lién két véi
BAFF duoc gin vao dau tdn cung C cta chudi ning ctia globulin mién dich cta

khéng thé, nhu duoc giai thich trong vi du 2. D8i chimg dwong tinh 13 thé peptit lién
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két v6i BAFF (“aBAFF”). Dt lidu tir thubc thay thé ciia chudt va aBAFF 1an luot
duoc bidu thi bang céc hinh tron va hinh vudng duoc gach kin. Tryc x biéu thi néng
d6 cua céac protein thr nghiém nay trong thtr nghiém (log[pM]), va truc y biéu thi
murc sat nhap *H-thymidin (cpm).

Hinh 6B: Sy tc ché qué trinh lién két cia BTRP1 véi cac t& bao T clia chudt bang
thube thay thé cta chudt. Thi nghiém nay dugc thuc hién nhu duge mo ta trong vi
du 2. Khéng thé IgG khéing B7RP1 ciia chudt (“chit khang mB7RP1”) dugc s
dung lam dbi chimg duong tinh. Dit liéu tir thubc thay thé ctia chudt va chit khéng
mB7RP1 14n luot duge biéu thi bé’mg cac hinh tron va hinh vuéng dugc gach kin.
Truc x biéu thi néng d6 cta cic protein thir nghiém nay trong thir nghiém
(log[pM]), va truc y bidu thi phan tram ctia B7RP1-Fc ctia chudt lién két véi cac té
bao T.

Hinh 7: Cac tac dung in vivo dbi véi cac thong s6 mién dich hoc ctia viéc cho chudt
dung hdng cu cia ciru. TAt ca cac két qua dugce thé hién trén hinh niy 1a tir céc thur
nghiém duoc mé ta trong vi du 2. Céc protein ding dé diéu tri bénh cho chudt dugc
bidu thi bang kiéu dién vio mdi cot nhuwr sau: khéng c6 duong gach ngang, chat
khang mB7RP1; cac dudng thing dimg, aBAFF; cic dudng nim ngang, chit khéng
mB7RP1 cong véi aBAFF; cac dudong chéo, thude thay thé ctia chudt; kiéu ban co,
mlIgG1; va kiéu gach kin (chi trong dd thi duéi clng), cac con chudt khong dugc
cho dung liéu kiém ching SBRC. D4 thi trén cing, ty 1& phan trim cta té bao B
lach & chudt dugc cho dung lidu kiém ching hdng cau cta ctru (SRBC). Truc y bidu
thi phan trim cua cc t& bao tir lach 13 t& bao B. D6 thi & giita, ty 1& phan trim cla
céc té bao T CD4+ cua lach 1a t& bao T nhé & chudt dwoc cho ding lidu kiém ching
SRBC. Dé thi dudi ciing, céc lugng khing thé khang SRBC trong huyét thanh tir
cac con chudt dugce cho dung lidu kiém chtng SRBC.

Hinh 8A: Bénh protein-ni€u ¢ chudt NZB/NZW duoc diéu tri bénh béng cac
protein khac nhau. Cac phuong phap duoc md ta trong vi du 2. Phuong phap diéu
tri bénh cho mdi nhém chudt duoc biéu thi nhu sau: cac hinh tron duge gach kin,
dung dich mudi dugc dém phosphat (phosphate buffered saline - PBS); c4c hinh
vudng duoc gach kin, IgG1 ctia chudt (d6i chimg kidu tuvong duong; Smg/kg); cac
hinh vudng dé trdng, chit khang mB7RP1 (4,68mg/kg); céc hinh tam gi4c ¢6 dinh
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huéng 1én duge gach kin, oBAFF (1,88mg/kg); cac hinh tam gidc ¢6 dinh hudng 1én
d8 trbng, oBAFF (1,88mg/kg) cong véi chit khang mB7RP1 (4,68mg/kg); va cac
hinh tam gi4c ¢6 dinh hudng xubng dé tréng, thudc thay thé cta chudt (Smg/kg).
Truc x biéu thi tudi ctia cic con chudt (thang), va truc y bidu thi phan tram cia céc
con chudt ma da thé hién bénh protein-niéu, tirc 12 >300 mb/dl protein trong nudc
tidu.

Hinh 8B: Céc luong céc khang thé khéng lai ADN dai kép (double stranded DNA -
dsDNA) & chudt NZB/NZW vao thoi diém 8,5 thang tudi duge diéu tri bénh bang
céc protein khac nhau. Cac phuong phap dugc mé ta trong vi du 2. Truc x bidu thi
d6 ddng nhit cua (cac) phan tir didu tri bénh cho chudt nhu sau: 1, chit khang
mB7RP1 (4,68mg/kg); 2, oBAFF (1,88mg/kg); 3, aBAFF (1,88mg/kg) cong vdi
chit khéng mB7RP1 (4,68mg/kg); 4, thudc thay thé dic hiéu kép cta chudt
(5mg/kg); va 5, mIgGl (ddi chimg kiéu twong duong; Smg/kg). Truc y biéu thi cac
lwong khéng thé khang dsDNA do dugc & dang ty 18 phdn trim cta d6i chimg
dwong tinh. M&i chim biéu thi dit liéu tit mot con chudt don 1€.

Hinh 9A: Cic lwong IgG khang AND dai kép (dsDNA) & cdc con chudt
NZB/NZW. Cac phuong phap duge mé ta trong vi du 2. Dit liéu tir cdc nhém chudt
khac nhau duoc nhin dién nhu sau: 1, cac con chudt ma da tiép nhén chét khang
mB7RP1 (14mg/kg); 2, cac con chudt ma da tiép nhan oBAFF (5,6mg/kg); 3, cic
con chudt ma da tiép nhan hdn hop gbm chét khang mB7RP1 (14mg/kg) va aBAFF
(5,6mg/kg); 4, cac con chudt ma da tiép nhén thudc thay thé cta chudt (15mg/kg);
5, céc con chudt ma da tiép nhan dbi chimg kiéu twong duong mIgG (15mg/kg); va
6, cac con chudt ma di tiép nhan PBS. Céc ddu hoa thi bén trén céc cdt 1, 3, va 4
bidu thi mtic khac biét dang k& (*, p<0,05; ***, p<0,0001) giita dit liéu & cac cot
nay va dit liéu tir cft 5 (mlIgG).

Hinh 9B: Ty 1€ phﬁn trdm cta cac con chudt NZB/W F, trong mdi nhém méc bénh
protein-niéu. C4c phuong phap duge md ta trong vi du 2. Dit liu tr cac nhém chudt
khéc nhau dugc nhin dién nhu sau: cac hinh vudng dé tréng, cac con chudt ma da
tiép nhan chit khing mB7RP1 (14mg/kg); cac hinh tam gidc c6 dinh huéng lén
duogc gach kin, cac con chudt ma da tiép nhan aBAFF (5,6mg/kg); cac hinh tam

giac c6 dinh hudng 1én d8 tréng, céc con chudt ma da tiép nhan hdn hop gdm chét
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khiang mB7RP1 (14mg/kg) va oBAFF (5,6mg/kg); cac hinh tam giac c6 dinh huéng
xudng dé tréng, cac con chudt ma da tiép nhan thudc thay thé ctia chudt (15mg/kg);
cac hinh vudng dugc gach kin, cac con chudt ma da tiép nhén d6i chung kiéu tuong
duong mIgG (15mg/kg); va cac hinh tron dugce gach kin, cac con chudt ma da tiép
nhan PBS. Céc khac biét dang ké dwoc phat hién gitta thudc thay thé ctia chudt so
vé6i chit khang mB7RP1 (p<0,01), aBAFF (p<0,0001), va mIgG (p<0,0001). Khung
thdi gian ma trong d6 qué trinh diéu tri bénh dién ra dugc biéu thi.

Hinh 10: Diém sb cua than chuét NZB/W F,. Nhu dugc giai thich trong vi du 2,
than duge thu khi chudt chét, néu didu d6 xay ra truée khi két thiic nghién ctru nay,
hodc vao lic két thuc nghién ctru ndy. Céac diém s than duge x4c dinh nhu duoc
mo ta trong vi du 2, cac diém s cao hon biéu thi bénh than ning hon. Puoc thé
hién la cac mirc trung binh cta mdi nhém chudt cong véi cac cot sai sb thich hop.
Céc nhém chudt d3 tiép nhan cc phuong phép didu tri bénh sau: 1) chat khang
mB7RP1 (14mg/kg), cot dugc gach biang cic dudng thing dung; 2) aBAFF
(5,6mg/kg), cot cb cac dudng gach ngang; 3) hdn hop gdm chit khdng mB7RP1
(14mg/kg) va aBAFF (5,6mg/kg), cot dugc gach bing dudng soc 6 cira s0; 4) thude
thay thé cua chudt (15mg/kg), cot duge gach béng hoa tiét kiéu ban cd; 5) mlgG
(15mg/kg), cot duge gach béng cac chdm tréng trén nén den; va 6) PBS, cot dugc
gach kin hét. Cac déu hoa thi bidu thi su khac biét ddng ké tlr cac con chudt dugc
didu tri bénh bing mIgG véi tri s6 p <0,05 (*) hogic <0,001 (***),

Hinh 11: Céc tac dung trc ché cia BAFF vi/hoic B7RP1 d6i véi bénh viém khop
do colagen gy ra & chudt. Cac phuong phap duoc md ta trong vi du 4. Ndm nhém
chudt duogc didu tri bénh béng cac chit thir nghiém duoc biéu thi nhu sau: mIgG,
céc hinh vudng dugc gach kin duoc két ndi bang cic duong nét lién; PBS, c4c hinh
vudng duoc gach kin dwoc két ndi bang cac dudng nét dut; chét khang mB7RP1,
céc hinh tron duge gach kin duoc két ndi bang cac dudng nét dat; aBAFF, cac hinh
tron d& tréng duoc két ndi bang cac dudng nét lién; va hdn hop gdm chit khang
mB7RP1 va oBAFF, céc hinh tron duoc gach kin dugc két nbi bing cac dudng nét
1ién. Bidu db trén cing thé hién ty 18 mic bénh viém khép tinh theo phan trim cta

cac nhéom khéac nhau, va do thi dudi cing thé hién cac diém so bénh viém khép &
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mirc trung binh ctia cic nhém nay. Miii tén thing ding huéng xubng trong mdi dd

thi thé hién thoi gian cla 14n tao mién dich thir hai bang colagen ciia bd.

MO TA VAN TAT CAC DANH MUC TRINH TU

SO DANH MUC Ao
X MO TA
TRINH TU
SEQIDNO:1 Trinh ty axit amin cua peptit lién két véi BAFF
SEQID NO:2 Trinh ty axit amin cia peptit lién két véi BAFF
SEQID NO:3 Trinh ty axit amin cia peptit lién két véi BAFF
SEQID NO:4 Trinh ty axit amin clia nhom lién két
SEQID NO:5 Trinh tu axit amin cta nhém lién két
SEQID NO:6 Trinh tw axit amin ctia nhém lién két
SEQ ID NO:7 Trinh ty axit amin ctia nhém lién két
SEQIDNO:8 Trinh ty axit amin cia CDR1 cta chudi nhe
SEQ ID NO:9 Trinh tu axit amin cia CDR2 ciia chudi nhe
SEQID NO:10 Trinh ty axit amin cia CDR3 chubi nhe
SEQIDNO:11 Trinh tu axit amin caa CDR1 cua chudi ning
SEQID NO:12 Trinh tu axit amin cia CDR2 cta chudi ning
SEQIDNO:13 Trinh ty axit amin cia CDR3 cta chudi ning
SEQIDNO:14 Trinh ty axit amin cia vung bién ddi ctia chudi nhe
SEQID NO:15 Trinh ty axit amin cia ving bién ddi cia chudi ning
SEQID NO:16 Trinh tu axit amin cua chudi ndng cta phan tir dic hiéu kép P71619 BAFF/B7RP1
SEQID NO:17 Trinh tu axit amin cta chudi ning clia phan tir P74293 dic hiéu kép BAFF/B7RP1
SEQIDNO:18 Trinh ty axit amin cta chudi nang ciia phéan tir dic hiéu kép P74294 BAFF/B7RP1
SEQ ID NO:19 Trinh ty axit amin cta chudi nhe ciia globulin mién dich clia khéng the IgG khang
huB7RP1
SEQ ID NO:20 Trinh tr axit amin truéc CDR1 clia chudi ning
SEQ ID NO:21 Trinh tu axit amin truéc CDR2 clia chudi ning
SEQ ID NO:22 Trinh ty axit amin sau CDR3 cta chudi ning
SEQ ID NO:23 Trinh tu axit amin sau CDR3 chudi nhe
SEQ ID NO:24 Nhém lién ket
SEQ ID NO:25 Trinh ty axit amin cua chudi ning cia globulin mién dich cua khang thé IgG khang
B7RP1

SEQ ID NO:26 Trinh ty axit amin cua chudi nang ctia cdu tric P71617
SEQ ID NO:27 Trinh ty axit amin cua chudi nhe cla clu triic P71618
SEQ ID NO:28 Trinh tu axit amin cta chudi ning clia cau trac P71620
SEQ ID NO:29 Trinh ty axit amin cta chudi ning cla cAu triic P71621
SEQ ID NO:30 Trinh ty axit amin ctia chudi ning clia cAu tric P71622
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SO DANH MUC Ao
. MO TA
TRINH TU
SEQ ID NO:31 Trinh tw axit amin cia chudi ning ciia cdu tric P71623
SEQ ID NO:32 Trinh ty axit amin cua thé peptit aBAFF
SEQ ID NO:33 Trinh ty axit amin cta ving Fc cia IgG1 cua ngudi
SEQ ID NO:34 Trinh ty axit amin cia ving Fc cua IgG2 cua nguodi
SEQ ID NO:35 Trinh tu axit amin cua ving Fc ctia IgG3 clia ngudi
SEQ ID NO:36 Trinh ty axit amin cia ving Fc cua IgG4 cuia nguoi
SEQ ID NO:37 Trinh tu axitvamin ctia nhém lién két
SEQ ID NO:38 Trinh ty axit amin cia nhdm lién két
SEQ ID NO:39 Trinh ty axit amin cia nhém lién két
SEQ ID NO:40 Trinh ty axit amin ciia nhém lién két
SEQ ID NO:41 Trinh ty axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1
SEQ ID NO:42 Trinh ty axit nucleic ma héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4
SEQ ID NO:43 Trinh tu axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5
SEQ ID NO:44 Trinh ty axit nucleic ma héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6
SEQ ID NO:45 Trinh tu axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7
SEQ ID NO:46 Trinh ty axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8
SEQ ID NO:47 Trinh tu axit nucleic m3 héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9
SEQ ID NO:48 Trinh ty axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:10
SEQ ID NO:49 Trinh tu axit nucleic ma hoda trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:11
SEQ ID NO:50 Trinh tu axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:12
SEQ ID NO:51 Trinh ty axit nucleic m3 hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13
SEQ ID NO:52 Trinh ty axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:14
SEQ ID NO:53 Trinh ty axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:15
SEQ ID NO:54 Trinh tu axit nucleic ma héa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:16
SEQ ID NO:55 Trinh ty axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:17
SEQ ID NO:56 Trinh ty axit nucleic m3 hoa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:18
SEQ ID NO:57 Trinh tu axit nucleic ma héa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:19
SEQ ID NO:58 Trinh ty axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:24
SEQ ID NO:59 Trinh tu axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:25
SEQ ID NO:60 Trinh tu axit nucleic ma héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:26
SEQ ID NO:61 Trinh tu axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:27
SEQ ID NO:62 Trinh tu axit nucleic m3 hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:28
SEQ ID NO:63 Trinh ty axit nucleic ma hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:29
SEQ ID NO:64 Trinh tu axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:30
SEQ ID NO:65 Trinh ty axit nucleic m3 hoda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:31
SEQ ID NO:66 Trinh tu axit nucleic m3 hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:32
SEQ ID NO:67 Trinh tu axit nucleic m3 hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:33
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SO DANH MUC N
. MO TA
TRINH TU
SEQ ID NO:68 Trinh tu axit nucleic m3 hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:34
SEQ ID NO:69 Trinh ty axit nucleic ma héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:35
SEQ ID NO:70 Trinh ty axit nucleic m3 hda trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:36
SEQ ID NO:71 Trinh ty axit amin cta nhém lién két
SEQ ID NO:72 Trinh ty axit amin cia nhém lién két

MO ta chi tiét sang ché

Séng ché dé xuét cac protein dic higu kép ma lién két vai va tre ché ca yéu tb
hoat héa té bao B (B cell activating factor - BAFF; con duge goi 1a BLYS, TALLI,
THANK, hay TNFSF13B) va protein 1 lién quan dén B7 (B7-related protein 1 -
B7RP1; con duge goi 1a phédi tir ICOS, ICOSL, LICOS, B7 chit dong dang 2,
B7H2, va GL50), cac axit nucleic mi hda cac protein dic hi¢u kép nay, va cac
phuong phéap tao va st dung cac protein ndy. Cac protein dac hiéu kép co6 thé e ché
ca qua trinh ting sinh t& bao B do BAFF gay ra va qué trinh ting sinh té bao T do
B7RP1 gy ra. Theo mét khia canh khac, cac protein dédc hiu kép co thé tc ché qua
trinh lién két cia BTRP1 véi cac té bao T. Protein dic hiéu kép nay c6 thé 13 khéng
thé IgG chira hai chudi ning khic nhau ctia globulin mién dich va hai chudi nhe
khéc nhau cua globulin mién dich, trong d6 mét cap chudi ning/chudi nhe lign két
véi BAFF va cép kia lién két voi BTRP1. Theo cach khac, phan lién két véi B7RP1
cta protein dic hiéu kép c6 thé chira khéng thé IgG, ké ca hai chudi ning dong nhat
va hai chudi nhe ddng nhét, va phan lién két v6i BAFF ctia protein dic hiéu kép cé
th8 chira mot hodc nhidu peptit lién két véi BAFF, chét nay c6 thé duoc dung hop
v6i khang thé khang B7RPI, tiy y thong qua dau tan cing N cta chudi ning hodc
chudi nhe cta globulin mién dich, diu tan cung carboxy cua chudi ning cua
globulin mi&n dich, va/hodc trong ving CH2 va/hoic ving CH3 cua chudi nang cla

globulin mién dich.
Dinh nghia

“Khang thé”, nhu duoc dinh nghia trong ban mo ta nay, 1a protein chia

vung bién d6i ctia chudi nang va/hodc chudi nhe ctia globulin mién dich.
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Protein “ddc hiéu kép”, nhu dugc dinh nghia trong ban moé ta nay, la
protein ma c6 thé lién két dic hiéu vé6i hai phan tir khac nhau, ma theo mdt sd
phuong an, phén tir nay 1a protein. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, protein dic hiéu
kép c6 thé lién két v6i ca BAFF va B7RPI.

Bénh nhén tiép nhén viéc didu tri “dong thoi” theo hai hosc nhiéu phuong
phép didu tri bénh khi bénh nhan tiép nhén hai hodc nhidu phuong phép diéu tri
bénh nay trong sudt cling mét khung thoi gian chung, tity y vao chinh ciing mét thoi
didm. Vi dy, néu bénh nhan duoc cho ding mot chét tri lidu héng ngay trén co s&
dién ra lién tuc va cling dugc cho ding mét chét tri liéu khac mot 14n mdi thang trén
co s& dién ra lién tuc, thi bénh nhan nay thudng tiép nhéan hai loai thude nay mot
cach déng thoi. Tuong ty, bénh nhénr dugc cho dung hai chét tri liéu khac nhau, mbi
chét dugc cho dung hai tudn mot 14n, nhung khong cling mot ngay, thudng tiép
nhén phuong phép diéu tri bénh ddng thoi v6i hai chét tri liéu. Ngoai ra, bénh nhan
tiép nhin mdt chét tri liéu trén co so dién ra lién tuc mdi tuAn mot 14n va mot chat
tri liéu khac mot 1an mdi ngay chi trong ba ngay thudng tiép nhan phuong phap
didu tri bénh trong mot khoang thoi gian ngén véi hai chét tri lidu nay.

Nhu duogc dinh nghia trong ban md ta nay, “vung Fc¢” 1a dime chira hai
chudi polypeptit dugc ndi bing mot hodc nhidu lién két disulfua, mdi chudi chira
mot ph?ln hodc tt ca mién ban 18 cdng voi mién CH2 va mién CH3. Mdi chudi
trong s cac chudi polypeptit nay duoc goi Ia “chudi polypeptit Fc”. Cu thé hon,
cac vung Fc dugc du dinh dé su dung theo séng ché 1a cac ving Fc cua IgG, ving
nay c6 thé 1a ving Fec ctia IgG ctia dong vat c¢6 v, vi du, ving Fc cua IgGl, IgG2,
IgG3, hodc vung Fc cua IgG4 ctia nguoi. Trong s6 cac ving Fe ctia IgG1 ctia ngudi,
it nhit hai loai alen la da biét. Cac trinh ty axit amin ctia chudi polypeptit Fc c6 thé
thay dbi so véi axit amin ctia polypeptit Fc clia dong vat c6 vu 13 khong nhiéu hon
20, 15, 12, 10, 8, 5, hodc 3 doan thay thé, doan chén, hoic doan x6a bod clia mot axit
amin so v&i trinh tu axit amin cua polypeptit Fc ciia dong vat c6 vi. Theo cach khac
hodic ngoai ra, trinh ty axit amin ctia chudi polypeptit Fc ¢6 thé thay d6i so véi trinh
tu ctia chudi polypeptit Fc cé trong tw nhién hodc da biét 1a c6 khong nhiéu hon 10
doan chén, doan xda bo, hodc doan thay thé cuia mot axit amin trong mdi 100 axit

amin cla trinh ty ndy. Theo m6t sd phuong 4n, cic thay d6i nay c6 thé 1a “céc thay
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ddi heterodime héa” ma tao diéu kién thuan loi cho qué trinh tao ra heterodime so
v6i homodime. Khi d& cdp dén céc vi tri cu thé trong chudi polypeptit Fc, hé théng
d4nh sb EU (Edelman et al. (1969), Proc. Natl. Acad. Sci. 63: 78-85) dugc st dung,
nhu duoc minh hoa & dang xép thing hang IgG ctia chudi polypeptit Fc cua ngudi

trong bang 1 sau.

Bang 1: Dang xép thang hang cdc trinh tw axit amin céa ving Fe cia IgG cia
nguwoi

IgGlL = meeeememmmeemm—mmmm-om-c--— - ---s-s----os------

IgG2 = meememmmemmee e meemeemmm--— oo esmsse-——osss----—--

IgG3 ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCP
IgG4 = meemeemem e memmmem o e me---o-------o-----s-------

225 235 245 255 265 275

* * * * * *

IgGl EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
IgG2 ERKCCVE---CPPCPAPPVA-GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQF
IgG3 EPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQF
IgG4 ESKYG---PPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF

285 295 305 315 325 335
* * * * * *
IgGl NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
IgG2 NWYVDGMEVHNAKTKPREEQFNS TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKT
IgG3 KWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
IgG4 NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT

345 355 365 375 385 395

* * * * * *

IgGl ISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
IgG2 ISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
IgG3 ISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTP
IgG4 ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

405 415 425 435 445

* * * * *

IgGl PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:33)
IgG2 PMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:34)
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IgG3 PMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNIFSCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:35)
IgG4 PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:36)

G mot sb vi tri, cac hién tugng da hinh cé trong tu nhién cé thé xay ra. Vi dy,
metionin & vi tri 282 trong trinh ty IgG2 dugc dua ra trén ddy thong thudng hon la
valin trong céc trinh tu IgG2 ¢ trong tu nhién. Tuong ty, tyrosin & vi tri 296 trong
trinh ty IgG3 cling c6 thé 14 phenylalanin.

N6i chung, “cac thay d6i heterodime héa” dugc dung dé chi céc thay ddi
trong vung CH3 cia hai chudi ning khic nhau cua IgG ma tao diéu kién thuan loi
cho qué trinh tao ra dime chudi ning heterodime, tirc 13 cac chudi ning duoc dime
héa ma khéng c6 cac trinh ty axit amin ddng nhat. Céc thay dbi heterodime hoéa c6
thé 13 khong di xtmg, tirc 13 mot chudi ning c6 mot sy thay ddi nhét dinh c6 thé
ghép cdp voi mot chudi ning khac c6 mot su thay ddi khac. Céc thay dbdi nay tao
diéu kién thuan loi cho qué trinh heterodime héa va gy bat lgi cho qué trinh
homodime héa. Mot vi du vé cac thay dbi heterodime hoa duoc ghép cip nhu vy 1a
loai dugc goi 1a doan thay thé “chét va 15”. Vi du, xem patent M§ 7,695,936 va
cdng bd don yéu ciu cip patent My 2003/0078385, c6 cac phin md ta dot bién nhu
vy duoc dua vao ddy bang cach vién din. Nhu dugc dinh nghia trong ban mé ta
nay, cap chudi ning-chudi ning ma chira mdt cdp doan thay thé chdt va 13, chira
mot doan thay thé trong mot chudi ning va moét doan thay thé kia trong chudi ning
kia. Vi du, cac doan thay thé chdt va 15 sau d3 duoc phat hién ra 1a 1am ting muc
tao heterodime so véi doan thay thé duoc phat hién vdi cac chudi ning khong duoc
cai bién: 1) Y407T trong mét chudi va T366Y trong chudi kia; 2) Y407A trong mot
chudi va T366W trong chudi kia; 3) F405A trong mét chudi va T394W trong chudi
kia; 4) F405W trong mét chudi va T394S trong chudi kia; 5) Y407T trong mdt
chudi va T366Y trong chudi kia; 6) T366Y va F405A trong mot chudi va T394W va
Y407T trong chudi kia; 7) T366W va F405W trong mot chudi va T394S va Y407A
trong chudi kia; 8) F405W va Y407A trong mdt chudi va T366W va T394S trong
chudi kia; va 9) T366W trong mdt polypeptit ctia Fc va T366S, L368A, va Y407V
trong polypeptit kia. Nhu dugc dinh nghia trong ban mé td nay, dot bién &
polypeptit Fc dugc ghi theo cach sau. Axit amin (st dung md mot chit) thuong cé

mat & vi tri nhét dinh trong ving CH3 bang céch sir dung hé théng dénh s6 EU (hé
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thdng nay duogc trinh bay trong tai li€u: Edelman et al. (1969), Proc. Natl. Acad.
Sci. 63: 78-85), sau do 1a s6 vi tri theo EU, sau vi tri ndy 14 axit amin xen k& ma c6
mit & vi tri d6. Vi du, Y407T c¢6 nghia 1a tyrosin thuong c6 mat & vi tri 407 theo EU
dugc thay béng threonin. D& d& hiéu, hé théng d4nh s EU duogc minh hoa trong
bang 1 sau. Theo cach khac hodc ngoai cac thay dbi nay ra, cac doan thay thé tao ra
cAu lién két disulfua méi c6 thé tao didu kién thuan lgi cho qua trinh tao heterodime.
Vi duy, xem: cong bb don yéu cu cip patent M§ 2003/0078385, c6 cac phin mé ta
d6t bién nhu vay duoc dua vao ddy bing cach vién din. Cac thay ddi nhu viy trong
vung Fc cua IgGl bao gém, vi dy, cac doan thay thé sau day: Y349C trong mot
chudi polypeptit-Fc va S354C trong chudi kia; Y349C trong mot chudi polypeptit-
Fc va E356C trong chudi kia; Y349C trong mot chudi polypeptit-Fc va E357C
trong chudi kia; L351C trong mot chudi polypeptit-Fc va S354C trong chudi kia;
T394C trong mdt chudi polypeptit-Fc va E397C trong chudi kia; hodc D399C trong
mdt chudi polypeptit-Fc va K392C trong chudi kia. Twong tu, cic doan thay thé lam
thay ddi dién tich ctia mot hodc nhiéu géc, vi dy, trong mét phan cach CH3-CH3, c6
thé ting muc tao heterodime nhu dugc gidi thich trong WO 2009/089004, cé céc
phin md ta cac doan thay thé nhu vay dugc dua vao ddy bang cach vién dan. Céc
doan thay thé nhu vAy trong ban mo ta nay duogc goi l1a “cac doan thay thé cap dién
tich”, va ving Fc chta mot cap gém cac doan thay thé cap dién tich chira mét doan
thay thé trong mét chudi ning va doan thay thé kia trong chudi kia. Cac vi du chung
vé céc doan thay thé cip dién tich bao gdm cac loai sau: 1) R409D, R409E, K409D,
hodc K409E trong mot chudi céng véi D399K hoiic D399R trong chudi kia; 2)
N392D, N392E, K392D, hoic K392E trong mdt chudi cdng véi D399K hodc
D399R trong chudi kia; 3) K439D hoic K439E trong mot chudi cong véi E356K,
E356R, D356K, hodc D356R trong chudi kia; va 4) K370D hodc K370E trong mdt
chudi cong v6i E357K hoic E357R trong chudi kia. Ngoai ra, cac doan thay thé
Q355D, Q355E, R355D, R355E, K360D, hoic K360R & c4 hai chudi c¢6 thé 1am 6n
dinh heterodime khi dugc sit dung véi cac thay dbi heterodime hda khac. Cac doan
thay thé cdp dién tich dac hiu co thé dugc s dung moét minh hodc véi cac doan
thay thé cdp dién tich khac. Céac vi du cu thé vé cac cap don cua cac doan thay thé

cap dién tich va céac dang két hop cia ching bao gbm céc loai sau day: 1) K409E
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trong mdt chudi cong véi D39IK trong chudi kia; 2) K409E trong mot chudi cong
v6i D399R trong chudi kia; 3) K409D trong mot chudi cong véi D399K trong chudi
kia; 4) K409D trong mdt chudi céng véi D399R trong chudi kia; 5) K392E trong
m6t chudi cdng v6i D39IR trong chudi kia; 6) K392E trong mot chudi cong véi
D399K trong chudi kia; 7) K392D trong mét chudi céng véi D39IR trong chudi
kia; 8) K392D trong mdt chudi cong véi D399K trong chudi kia; 9) K409D va
K 360D trong mdt chudi cong véi D399K va E356K trong chubi kia; 10) K409D va
K370D trong mdt chudi cong véi D399K va E357K trong chudi kia; 11) K409D va
K392D trong mdt chudi cdng véi D399K, E356K, va E357K trong chudi kia; 12)
K409D va K392D trong mdt chudi va D399K trong chudi kia; 13) K409D va
K 392D trong mdt chudi cong véi D399K va E356K trong chudi kia; 14) K409D va
K392D trong mdt chudi cong véi D399K va D357K trong chudi kia; 15) K409D va
K370D trong mot chudi cong véi D399K va D357K trong chudi kia; 16) D399K
trong mdt chudi cong véi K409D va K360D trong chudi kia; va 17) K409D va
K439D trong mot chudi cong v6i D399K va E356K trong chudi kia. Thay d6i bat
ky trong sb céc thay dbi heterodime hoéa ndy cé thé 12 mot phan ctia chudi ning cua
globulin mién dich IgG nhu duge bdc 16 trong ban md ta nay.

Khang thé hoic protein “ctia ngwdi”, nhu duoc dinh nghia trong ban mé ta
nay, 1a khang thé hoic protein dugc mi hoéa bdi trinh tu axit nucleic ¢6 nguén gbe
tir ngudi. Khang thé hodc protein clia ngudi 6 thé duoc tao ra trong cac té bao
khong phai cta nguodi duge nudi cly hodc in vivo trong sinh VAt chuyén gen ma
phén tir axit nucleic ma hoéa khang thé hoc protein ctia ngudi dd duge dua vao do.
Theo céach khac, khang thé hodc protein ctia ngudi cé thé duoc tao ra trong céc té
bao ctia nguoi duge nudi cly hodc & nguoi in vivo.

“Khang thé IgG”, nhu dugc dinh nghia trong ban md ta nay, 1a khang thé
ma vé co ban chira cac mién globulin mién dich c¢é mit trong hu hét cac khang thé
IgG c6 trong ty nhién, tirc 1a chudi ning cta globulin mién dich chira ving bién doi
ctia chudi ning (VH), ving én dinh cta chudi ning thi nhit (CH1), ving ban 18,
ving 4n dinh ctia chudi ning thtr hai (CH2), va ving 6n dinh cta chudi ning thir ba
(CH3) va chudi nhe chtra ving bién dbi ctia chudi nhe (VL) va ving 6n dinh cla

chudi nhe (CL). Nhiéu trinh tu khéc nhau clia cic mién globulin mién dich nay
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dugc thong bio trong tai liéu khoa hoc, vi du, trong SEQUENCES OF
IMMUNOLOGICAL INTEREST, Public Health Service, N.I.LH., Bethesda, MD,
1991. Khéang thé IgG, nhu duge dinh nghia trong ban mo ta niy, 13 tetrame vé co
ban chtra hai chudi ning va hai chudi nhe. C4c khéng thé c6 trong tu nhién, trong d6
chi ¢6 hai chudi ning cta globulin mién dich va khéng c6 chudi nhe cia globulin
mién dich, nhu mot sb duge tim théy ¢ lac da va ca mép (vi du, xem tai liu:
Muyldermans et al., 2001, J. Biotechnol. 74:277-302; Desmyter et al., 2001, J. Biol.
Chem. 276:26285-90; Streltsov et al. (2005), Protein Science 14: 2901-2909),
khong phai 1a “cic khang thé IgG” nhu duogc dinh nghia trong ban mé ta nay.
Khang thé IgG c6 thé 13 ctia ngudi hodic ¢6 thé 13 tir mot loai khéc. Ngoai ra, khang
thé IgG c6 thé chua tdi da 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, hogc 5 doan thay thé, doan
chén, va/hoic doan xda bo cua mdt axit amin don 1€ so véi trinh tu axit amin cla
chudi ning hoic chudi nhe ctia khang thé IgG c6 trong tu nhién.

“Chudi ning cia globulin mién dich” duoc ding dé& chi chudi ning cta
khang thé IgG, IgA, IgM, IgE, hoic khang th8 IgD hodc cac bién thé ciia ching
chira khong nhiéu hon 40, 30, 25, 20, 15, 10, hoic 5 doan chén, doan x6a bd, hodc
doan thay thé cta mot axit amin so v&i chudi ning cta globulin mién dich dugc ma
héa béi trinh ty axit nucleic ¢6 trong tw nhién. “Chudi ning ciia globulin mién
dich IgG” bi giéi han & c4c chudi ning tir cac khang thé IgG hodc céc bién thé cia
chung chira khong nhiéu hon 40, 30, 25, 20, 15, 10, hodc 5 doan chén, doan xda bo,
hodac doan thay thé ctia mdt axit amin so véi trinh tu axit amin cta chudi ning cua
IgG dugc mi hda boi trinh ty axit nucleic ¢ trong tu nhién. Chudi ning cla
globulin mién dich v& co ban chita mét s6 ving hodc mién riéng biét, ké ca ving
VH, ving CH1, ving ban 18, ving CH2, va ving CH3. Trong mdt s6 kiéu tuong
duong khac, tuc 14 IgM va IgA, cic vung bd sung nim sau ving CH3. Céc chudi
ning cta globulin mién dich va c4c ving nim trong d6 dugc mo ta khai quat, vi dy,
trong tai liéu: Carayannopoulos and Capra, Immunoglobulins: Structure and
Function, pp. 283-314 trong FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY, 3" Ed, Paul, ed., Raven
Press, New York, 1993, ma dugc dua vao day béng cach vién dan. Ngoai ra, nhiéu
trinh ty khéc nhau cla céc ving con ciia cac chudi ning ctia globulin mién dich la

d3 biét trong linh vuc k¥ thudt ndy. Vi dy, xem tai liéu: Kabat et al., SEQUENCES
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OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, Public Health Service N.I.H.,
Bethesda, MD, 1991. Trong mét s6 truong hop, chudi polypeptit ma chira chudi
ning cta globulin mién dich cong véi mot s6 trinh tu khong globulin mién dich
trong ban md ta niy duoc goi 13 “chudi ning”.

“Chubi nhe ciia globulin mién dich”, nhu dugc dinh nghfa trong ban mé ta
nay, 13 chudi kapa hogic chudi lamda tir khéng thé ctia ngudi hoc khang thé tir mot
loai khac. Cling nam trong sb cac chudi nhe cia globulin mién dich, nhu duge dinh
nghia trong ban m6 ta nay, la céc protein cé khong nhiéu hon 20, 15, 10, hoic 5
doan chén, doan x0a bo, va/hoac doan thay thé ctia mot axit amin so véi chudi nhe
ctia globulin mién dich dugc ma héa béi trinh ty axit nucleic ¢6 ngué)n géc tu nhién.
Céc chudi nhe cta globulin mién dich dugc md ta khai quat, vi dy, trong tai liéu:
Carayannopoulos and Capra, Immunoglobulins: Structure and Function, pp. 283-
314 trong FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY, 31 Ed, Paul, ed., Raven Press, New York,
1993, ma dugc dua vao day béng céch vién dan. Chubi nhe cta globulin mién dich
chira ving VL va ving CL. Nhiéu trinh ty khéc nhau cta cac ving nay 1a da biét
trong linh vyuc k¥ thuat nay. Vi duy, xem tai liéu: Kabat ef al., SEQUENCES OF
PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, Public Health Service N.L.H.,
Bethesda, MD, 1991. Trong mét sb trudng hop, chudi polypeptit ma chira chudi nhe
ctia globulin mi&n dich céng v&i mot sb trinh tw khong globulin mién dich trong ban
mo ta nay duoc goi la “chudi nhe”.

| “Vung bién d6i cia globulin mién dich”, nhu dugc dinh nghia trong ban
md ta nay, la ving VH hoac ving VL, vung nay c6 thé ¢6 ngudn gbe tir ngudi hodc
tir mdt loai khéac. Cac vung bién dbi ctia globulin mién dich dugc mb ta khai quét, vi
du, trong tai liéu: Carayannopoulos and Capra, Immunoglobulins: Structure and
Function, pp. 283-314 in FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY, 31 Ed, Paul, ed., Raven
Press, New York, 1993, ma dugc dua vao day béng c4ch vién dan. Ciing nam trong
sb cac ving bién dbi ctia globulin mién dich, nhu duge dinh nghia trong ban moé ta
nay, la cac protein cé khong nhiéu hon 20, 15, 10, hodc 5 doan chén, doan xda b,
va/hodc doan thay thé ctia mot axit amin so véi ving bién ddi cua globulin mién
dich dugc m3 hda baoi trinh tu axit nucleic co nguén géc tu nhién. Vung bién dbi

ctia globulin mién dich chia ba ving siéu bién, duoc goi 1a ving x4ac dinh tinh bd

-21-



35903

trg 1 (CDR1), vung xé4c dinh tinh bd trg 2 (CDR2), va ving xé4c dinh tinh bd tro 3
(CDR3). C4c ving nay tao ra vi tri lién két v6i khang nguyén ctia khang thé. Cac
CDR duogc dua sau vao cac vung khung it bién d6i hon (FR1-FR4). Trét tu cla céc
ving con trong ving bién ddi nay 14 nhw sau: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4. Nhiéu trinh ty khac nhau cta céc vung bién dbi cua globulin mién dich 13 d3
biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi dy, xem tai liéu: Kabat ef al., SEQUENCES OF
PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, Public Health Service N.I.LH.,
Bethesda, MD, 1991.

Céc CDR ¢4 thé nim trong trinh tw ving VH theo cich sau. CDR1 bat dau &
gin gbc 31 cua ving VH trudng thanh va thuong cé chidu dai 5 dén 7 axit amin, va
n6 hau nhu ludn ludn ndm sau Cys-Xxx-Xxx-Xxx-Xxx-Xxx-Xxx-Xxx-Xxx (SEQ
ID NO: 20) (trong d6 “Xxx” 1 axit amin bat ky). Géc sau CDR1 ctia chudi ning
hau nhu luén luén 13 tryptophan, thudng 1a Trp-Val, Trp-Ile, hodc Trp-Ala. Mudi
bbn axit amin hiu nhu ludn luén & gifta gbc cubi cling trong CDR1 va dau tién &
CDR2, va CDR2 thudng chira 16 dén 19 axit amin. CDR2 c¢6 thé ndm ngay sau
Leu-Glu-Trp-Ile-Gly (SEQ ID NO: 21) va c6 thé nim ngay truéc Lys/Arg-
Lew!lle/Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/Ile/Ala. Céc axit amin khac ¢6 thé ndm trude hodc
sau CDR2. Ba muoi hai axit amin hdu nhu luén luén & gitta gbc cudi cing & CDR2
va ddu tién trong CDR3, va CDR3 c6 thé c6 chiéu dai 3 gbc dén 25 gbe. Cys-Xxx-
Xxx hu nhu ludn lubn nim ngay truée CDR3, va Trp-Gly-Xxx-Gly (SEQ ID NO:
22) hau nhu luén luén nim sau CDR3.

Céc CDR cua chudi nhe c¢6 thé nim trong ving VL theo cach sau. CDR1 bét
d4u & gin gbc 24 clia khang thé trudng thanh va thuong cé chidu dai 10 gbc dén 17
gbc. N6 hau nhu luén ludn nim sau Cys. Hau nhu 1udn ludn ¢ 15 axit amin giita
gbc cudi ciing ctia CDR1 va gbc dau tién ctia CDR2, va CDR2 hau nhu luén luén
c¢6 chidu dai 7 gbc. CDR2 thudng nim sau Ile-Tyr, Val-Tyr, Ile-Lys, hozc Ile-Phe.
HAu nhu ludn ludn ¢6 32 gbe gitta CDR2 va CDR3, va CDR3 thudng c6 chidu dai
1a 7 dén 10 axit amin. CDR3 hiu nhu lu6n ludén ndm sau Cys va thudng nim trudc
Phe-Gly-Xxx-Gly (SEQ ID NO: 23).

“Nhém lién két”, nhu duoc dinh nghia trong ban mo ta nay, 1a peptit ma lién

két hai polypeptit. Nhom lién két c6 thé ¢6 chiéu dai 1 dén 80 axit amin. Theo mot
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sé phuong 4n, nhém lién két c6 thé dai 2 dén 40 axit amin, 3 dén 30 axit amin, hozc
3 dén 20 axit amin. Theo mét s phwong 4n, nhém lién két c6 thé 1a peptit khong
dai hon 14 axit amin, 13 axit amin, 12 axit amin, 11 axit amin, 10 axit amin, 9 axit
amin, 8 axit amin, 7 axit amin, 6 axit amin, hodc 5 axit amin. Theo cac phuong an
khac, nhém lién két c6 thé dai tir 5 dén 25 axit amin, 5 dén 15 axit amin, 10 dén 20
axit amin, hodc 20 dén 30 axit amin. Theo céc phwong 4n khac, nhém lién két c6 thé
dai 2 axit amin, 3 axit amin, 4 axit amin, 5 axit amin, 6 axit amin, 7 axit amin, 8 axit
amin, 9 axit amin, 10 axit amin, 11 axit amin, 12 axit amin, 13 axit amin, 14 axit
amin, 15 axit amin, 16 axit amin, 17 axit amin, 18 axit amin, 19 axit amin, 20 axit
amin, 21 axit amin, 22 axit amin, 23 axit amin, 24 axit amin, 25 axit amin, 26 axit
amin, 27 axit amin, 28 axit amin, 29 axit amin, hoac 30 axit amin. Trong nhiéu
trudng hop, cac nhém lién két thiéu gdc xystein t do (tirc 12 va do d6 1a khong lién
quan dn lién két disulfua) va ciing khdng chia vi tri glycosyl héa & N (tirc 1 Asn —
Xxx — Set/Thr, trong d6 X c¢6 thé 14 axit amin bit ky ngoai trir prolin).

“Thé peptit”, nhu dugc dinh nghia trong ban mo ta nay, 12 mot hodc nhiéu
peptit c6 hoat tinh sinh hoc duge dung hop véi vung Fe. Tai liéu cua Shimamoto va
cde dong tdc gid (2012), mAbs 4(5): 586-591, c6 cac phan gii thich ciu tric cla
thé peptit va cach tao ra n6 dugc dua vao day bang cach vién dan.

“Peptit”, nhu dugc dinh nghia trong ban md ta nay, la polypeptit ma chira
trinh tu axit amin ngin, ma c6 thé dugc glycosyl héa hodc c6 thé khong duoc
glycosyl héa va/hodc chira cac axit amin dugc cai bién. Peptit c¢6 thé dai tir 2 d&én 75
axit amin. Theo mot s6 phuong 4n, peptit dai tir 3 dén 60 axit amin, 3 dén 50 axit
amin, 3 dén 40 axit amin, 3 dén 30 axit amin, hoéc 3 dén 20 axit amin. Theo céc
phuong an khac, peptit cé thé dai tir 5 dén 25 axit amin, 5 dén 15 axit amin, 10 dén
20 axit amin, hodc 20 dén 30 axit amin. Theo cac phuong an khéc, peptit c6 thé dai
2 axit amin, 3 axit amin, 4 axit amin, 5 axit amin, 6 axit amin, 7 axit amin, 8 axit
amin, 9 axit amin, 10 axit amin, 11 axit amin, 12 axit amin, 13 axit amin, 14 axit
amin, 15 axit amin, 16 axit amin, 17 axit amin, 18 axit amin, 19 axit amin, 20 axit
amin, 21 axit amin, 22 axit amin, 23 axit amin, 24 axit amin, 25 axit amin, 26 axit

amin, 27 axit amin, 28 axit amin, 29 axit amin, hodc 30 axit amin.
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“Lwgng hiru hiéu dé didu tri bénh” dwoc ding dé diéu tri bénh 14 lugng ma
¢6 thé 1am giam mic do trdm trong ctia bénh, 1am giam mirc d6 trdm trong clia mot
hodc nhiéu triéu chung lién quan dén bénh hoac phuong phap didu tri n6, hoic lam
tri hodn su khai phat cia céc tri€u ching trAm trong hon hodc mot bénh trAm trong
hon ma c6 thé xay ra véi mot s6 tin sudt nhit dinh sau tinh trang bénh ly dd duoc
diéu tri nay.

“Viéc didu tri” bénh bit ky dugc néu trong ban mo ta ndy bao ham viéc lam
giam it nhét mot triéu ching cta bénh, sy giam vé mic d6 trAm trong cua bénh,
ho#c viéc lam tri hodn hoac phong ngira su tién trién ca bénh thanh cac triéu ching
trAm trong hon ma c¢6 thé, trong mot sé trudng hop, lién quan dén bénh nay hoic
dAn dén it nhit mot bénh khéc. Viée diéu tri khong cin phai c6 nghia 1a bénh duoc
chita khoi hoan toan. Mot chét tri liéu hitu ich chi can 1am giam muc 4o trAm trong
ctia bénh, 1am gidm mirc d6 trdm trong clia mdt hodc nhiéu triéu ching lién quan
dén bénh hoic phuong phap diéu trji bénh cta no, hodc lam tri hodn su khéi phat cia
cac tri¢u chung trdm trong hon hodc mot bénh trdm trong hon ma cé thé xay ra véi
mdt sb tAn sudt nhit dinh sau tinh trang bénh 1y da duoc diéu tri nay. Vi du, néu
bénh 1a bénh viém rudt, thi chét tri liéu ding lam phwong phap diéu tri bénh c6 thé
lam giam sb vi tri viém riéng biét trong rudt hodc toan b pham vi rudt bi anh
hudng. Chit nay c6 thé lam giam tinh trang dau va/hoic sung, lam gidm céc triéu
chiing nhu tiéu chay, tdo bon, hodc ndn, va/hodc phong nglra tinh trang thing rudt.
C6 thé danh gia tinh trang bénh 1y ctia bénh nhan bang céc k§ thuat tiéu chudn nhu
chup x quang duogc thyc hién sau khi thut bari hodc chyp rudt non can quang, ndi
soi, ndi soi dai trang, va/hodc sinh thiét. Céc quy trinh thich hgp thay dbdi theo triéu
chitng va tinh trang bénh ly ciia bénh nhan. Tuong tu, néu bénh dugc diéu tri 13
luput ban d6 toan than (systemic lupus erythematosus - SLE), thi ¢6 thé danh gia
hoat dong cta bénh béng cach st dung chi s6 SLEDAI ding dé tinh diém, nhu duoc
giai thich dudi day.

Cdc protein ddc hiéu kép ma lién két véi BAFF va B7RPI

Duoc bdc 10 trong ban md ta nay 1a cac protein dac hiéu kép ma lién két véi

B7RP1 va BAFF va/hodc c6 thé e ché sy ting sinh té bao T do B7RP1 gy ra va
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qué trinh ting sinh t& bao B do BAFF giy ra in vitro. Protein BAFF va protein
B7RP1 ma protein dic hiéu kép nhu dugc bdc 1§ trong ban mo ta nay lién két véi c6
thé 1a céc protein clia ngudi va/hodc cé thé 14 céc protein tir mot loai khac nhu khi
dubi dai, khi rezut, tinh tinh, chudt, va/hodc tho, trong sb cac d6i tuong khac. Theo
mot sb phuong 4n, vi du, protein dac hiéu kép nhu duoc bdc 1 trong ban mé ta nay
c6 thé 1ién két v6i ca protein BTRP1 va protein BAFF ca clia ngudi (Homo sapiens)
va ca cua khi dudi dai (Macaca fascicularis).

Theo mét s phuong an, céc protein dic hiéu kép nay cé thé 1a cc khéng thé
IgG ddc hidu kép ma trong d6 phin lién két véi B7RP1 va phén lién két véi BAFF
mdi ph?ln vé co ban chita chudi ning ciia globulin mién dich IgG va chudi nhe cta
globulin mién dich. Vi vay, khang thé dic hiéu kép nay chira hai chudi ning khac
nhau cta globulin mién dich va hai chudi nhe khéc nhau ciia globulin mién dich.
Ddng thoi, hai cip gdm chudi ning va chudi nhe cua globulin mién dich ndy tao ra
khang thé IgG ddc hiéu kép hoan chinh. C4c khang thé TgG dic higu kép 1a da biét
trong linh vuc k§ thudt nay, va mot s kidu khac cla cic khang thé dic hiéu kép 1a
cling da biét. Vi duy, xem tai liéu: Kontermann, Bispecific Antibodies:
Developments and Current Perspectives, pp. 1-28 trong BISPECIFIC
ANTIBODIES, Kontermann, ed., Springer-Verlag, Berlin, Heidelburg, 2011, ¢6 cac
phin mé ta céc khang thé nay duoc dua vao ddy bing cach vién dan. Céc khang thé
ma cé thé lién két véi BAFF va B7RP1, bét ké kiéu nio, duge du dinh trong ban md
ta nay. Cac khang thé IgG dic hiéu kép c6 thé 1a khang thé clia nguoi, duoc lam
gibng nhu khéng thé ctia ngudi, hodc kham va cé thé thude kiéu twong duong IgG1,
kidu tuong duong IgG2, kiéu twong duong IgG3, hodc kiéu twong dwong IgG4.
Theo mot sb phuong an, cac khang thé IgG déc hiéu kép co thé duoc tiép hop véi
céc gbe khac. Céc trinh ty axit amin cta khang thé khdng BAFF va khang thé khéng
B7RP1 1a d3 biét trong linh vuc k¥ thuit nay. Vi du, xem: patent M§ 7,737,111 va
céng bd don yéu cdu cép patent M§ US 2011/0117093. C6 cac phdn mb ta cac
khang thé nay dugc dua vao day bang cach vién din. Theo mot s6 phuong 4n, cac
khang thé ddc hiéu kép ndy c6 thé c6 “céc thay ddi heterodime hoa”, nhu dugc dinh
nghia trén ddy, ké ca céc doan thay thé cap dién tich, ma tao diéu kién thuan loi cho

viéc tao ra khang thé IgG dic hidu kép dang heterotetrame.
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Theo céc phuong an khéc, cac protein ddc hiéu kép dugc boc 16 trong ban
mo6 ta ndy c6 thé 1a cac protein dung hop chita khang thé ma lién két véi B7TRP1, ma
chita chudi ning cta globulin mién dich IgG va chudi nhe ctia globulin mién dich,
va peptit ma lién két v6i BAFF. Peptit lién két voi BAFF c6 thé c6 mit trong mét
hodc nhiéu ban sao, nhu hai, ba, bdn, ndm, sau, bay, tam, hoic 1én dén 16 ban sao.
Peptit lién két véi BAFF c6 thé lién két véi protein BAFF tir céc loai nhu chudt, khi
dudi dai, va/hodc nguoi, trong s6 nhiéu loai c¢6 thé c6 khac. Khang thé co thé 1a
khang thé IgG khang B7RP1, tly y 1a khang thé ctia ngudi hodc khang thé dugc 1am
giéng nhu khang thé ctia nguoi ma lién két véi BTRP1 cua ngudi va/hodc B7RP1
ctia khi dudi dai. Theo mot s6 phuong an, lién két c6 th8 duoc gin vao diu tan ciing
C cta chudi ning ctia khing thé IgG khang B7RPI, sau d6 1a peptit lién két véi
BAFF thtr nhit, mdt lién két khéac, va peptit lién két véi BAFF thit hai. Peptit lién
két v6i BAFF tht ba, thtt bén, thtt ndm, thi séu, thir bay, thir tim, hogc 1én dén thu
mudi sau c6 thé theo hai peptit ndy, thy ¥ nim xen gifta céc lién két. Theo cach
khac hodc ngoai ra, mdt, hai, ba, bdn, nim, sdu, bay, hodc tdm peptit lién két voi
BAFF c6 thé dugc chén noi khac & khang thé khang B7RP1, vi dy, & dau tan cung
N ciia chudi ning ctia globulin mién dich hodc chudi nhe cta globulin mién dich
hoic & viing vong & ving CH2 hodc ving CH3. Khéng thé TgG c6 thé 1a khang thé
doéng vat c6 vu, nhu khang thé coa nguoi hodc khang thé cta chudt. Khang thé
khang B7RP1 c6 thé 1a khang thd IgG1, khang thé 1gG2, khang thé IgG3, hoic
khang thé IgG4 cla nguoi hodc duoc lam gibng nhu khang thé ctia ngudi. O cac
protein dung hop déc hi¢u kép chira khang thé IgG khang B7RP1 nay, protein dic
hiéu kép c6 thé bao gbm chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:17 hodc SEQ ID NO:18 va chudi nhe ctia globulin mién dich chua trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:19. Cac bién thé chira chudi ning cé trinh tv axit amin
chtra khong nhiéu hon 30, 25, 20, 15, 10, 5, hodc 3 doan chén, doan x6a bo, hodc
doan thay thé cta mot axit amin so v6i SEQ ID NO: 17 hodc 18 duogc du dinh.
Tuong tu, céac bién thé chira chubi nhe cta globulin mién dich c6 trinh tir axit amin
chtra khong nhiéu hon 20, 15, 10, 8, 7, 5, hoic 3 doan chén, doan x6a bo, hodc doan
thay thé ctia mét axit amin so véi SEQ ID NO:19 dugc du dinh. Céc protein dac

hidu kép nay c6 thé 13 tetrame bao gdm hai polypeptit chita trinh ty axit amin néu
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trong SEQ ID NO:17 hodc 18 hodc bién thé ctia chiing va hai chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:19 hodc bién thé cua né.

Phén peptit lién két véi BAFF ctia protein dung hop dic hiéu kép nhu duoc
mb 4 trén day c6 thé bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, hoic SEQ ID NO:3. Céc peptit lién két véi BAFF nidy dugc md ta trong
patent My 7,737,111, céc phdn lién quan cta tai liéu ndy dugc dua vao day bang
cach vién din. Theo mdt s6 phuong an, co6 th8 ¢4 mot, hai, ba, bdn, nim, sau, bay,
tam, chin, mudi, mudi mot, muoi hai, muoi ba, mudi bdn, mudi 13m, hoic mudi sdu
ban sao clia peptit lién két v6i BAFF ndy c6 mit & protein ddc hiéu kép. Peptit lién
két véi BAFF c6 thé duoc gin vao dAu tin cling carboxy cua khang thé khang
B7RP1, vi dy, théng qua mét lién két nao d6. Vi dy, ddu tan cung carboxy cua
khéng thé IgG khang B7RP1 c6 thé nim trudc mot lién két 6, vi du, trinh tu axit
amin 1a Gly-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO:4). Cac vi du vé c4c lién két thich hop khac
bao gébm Gly-Gly, Gly-Gly-Gly, Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO:37), Gly-Gly-Gly-
Pro (SEQ ID NO:38), Gly-Gly-Gly-Gln (SEQ ID NO:39), va Gly-Gly-Gly-Gly-Gly
(SEQ ID NO:40), trong sé nhidu loai khéc. Lién két niy c6 thé ndm trudc peptit lién
két v6i BAFF. Peptit lién Kkét véi BAFF c6 thé ndm trudc mot lién két khac chira, vi
duy, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, hoac
SEQ ID NO:24. Ciing c6 thé sir dung lién két khéc. Lién két nay c6 thé ndm trude
mdt peptit lién két véi BAFF khéc chtra, vi du, trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:1.

O cac protein dung hop dic hiéu kép dugc md ta ngay trén ddy hodc & céac
khang thé IgG dang heterotetrame dac hiéu kép duge md ta trén ddy, ving VL c6
thé chita CDR1, CDR2, va CDR3 lan luot chita c4c trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, va trinh ty néu trong SEQ ID NO:10. CDR1, CDR2,
va CDR3 cua vung VH c6 thé bao gdm cac trinh tu axit amin 1an luot néu trong
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, va trinh ty néu trong SEQ ID NO:13. Theo mot sb
phuong an, vung VL cua khang thé IgG c6 thé bao gbm trinh tr axit amin néu trong
SEQ ID NO:14 hozc bién thé cta né, va ving VH c6 thé bao gbém trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:15 hoic bién thé cta né. Céc trinh tw bién thé niy c6 thé
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chira khong nhiéu hon 10 doan x6a bd, doan chén hodc doan thay thé cua mot axit

amin trong mdi 100 axit amin so v6i trinh tu tham chiéu.

Cdc protein chiva lién két

Puoc d& xudt trong ban mé ta ndy 13 céc lién két c6 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:5, 6, hodc 7 ma dem lai céc tinh chét vat ly thuéan 1¢i cho protein
ma chira ching. Nhu duoc thé hién & vi du 1 sau, cach st dung hai lién két cu thé,
tirc 12 lién két c6 cac trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6 va trinh tuw néu
trong SEQ ID NO:7, d4 ¢6 tic dung tich cuc dbi voi cac tinh chit nhu su biéu hién,
tinh 6n dinh, va dd nhét cta phén t&r dac hiéu kép. Vi vay, mot loat protein chira cac
lién két nay co thé co céac tinh chét thuén loi ndy so véi cac protein tuong tu chia

cac lién két khac.

Cong dung tri liéu ciia protein ddc hiéu kép

Céc protein dac hiéu kép lién két v6i BAFF va B7RP1 dugce boc 16 trong ban
mé ta ndy c6 thé dugc sir dung 1am chét tri liéu dbi voi mét loat chi dinh, cu thé 14
céc tinh trang bénh 1y duoc thic ddy boi cac tu khang thé va/hodc céc tinh trang
bénh 1y do ca t& bao T va té bao B giy ra. C4c tinh trang bénh ly ndy bao gbm, vi
du, SLE, luput, bénh viém thén, bénh viém mach duong tinh véi ANCA, bénh viém
da khép dang thép (RA), bénh viém da co, bénh viém da co, cidc bénh da day-rudt
nhu bénh Crohn, bénh viém loét Kkét trang, va bénh celiac, cac tinh trang bénh ly vé
da nhu bénh pemphigut, bénh pemphigoid, va bénh luput ban do6 da ban clp
(subacute cutaneous lupus erythematosus - SCLE), c4c bénh vé hé thn kinh nhu
bénh x0 cing rai rac va bénh da day than kinh do bénh viém hiy myelin man tinh
(CIDP), cac bénh than kinh-co nhu bénh nhugc co ning, cdc bénh lién quan dén
than nhu hdi chitng Goodpasture va bénh viém than tiéu cu, céc tinh trang bénh ly
huyét hoc nhu bénh thiéu mau tan huyét ty mién (autoimmune hemolytic anemia -
ATHA), bénh ban xuat huyét giam tiéu cdu vo can (idiopathic thrombocytopenic
purpura-ITP), va bénh gidm bach cau trung tinh ty mién, cic tinh trang bénh ly vé
gan nhu bénh viém gan man tinh hoat déng va xo gan mat nguyén phat, hoi ching

Sjogren, bénh xo cimg toan thin, va céc tinh trang bénh 1y ndi tiét ké ca bénh viém
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tuyén giap Hashimoto, bénh Graves, bénh Addison, va tinh trang suy nhiéu tuyén
noi tiét ty midn (thong thudong bao gdm ca bénh dai thio dudng, bénh gidm ning
tuyén giap, bénh Addison, va suy tuyén sinh duc). C6 thé cho bénh nhan mic tinh
trang bét ky trong sb c4c tinh trang bénh ly nay dung luong hitu hiéu dé diéu tri
bénh cla protein dic hiéu kép nhu duge bde 1§ trong ban mo ta nay dé diéu tri tinh
trang bénh ly nay.

Theo mo6t phuong an, protein déc hiéu kép ma co thé trc ché sy tang sinh té
bao B do BAFF gy ra va qua trinh ting sinh t& bao T do B7RP1 giy ra c6 thé duoc
st dung dé diéu tri bénh nhan mic SLE. SLE la bénh ty mién c6 bénh nguyén hoc
chua biét duoc danh diu bang tinh tu phan tng véi khang nguyén tu than & nhan.
Céc bidu hién 1am sang ctia né thi da dang dén ndi c6 thé nghi vén 14 lidu day c6
thuc su 14 m6t bénh hay nhom gém cac tinh trang bénh ly c6 lién quan. Kotzin
(1996) Systemic lupus erythematosus. Cell 85: 303-306; Rahman and Isenberg
(2008), Systemic lupus erythematosus. N. Engl. J. Med. 358: 929-939. Cac tri€u
chimg c6 thé bao gdm céc loai sau déy: céc triéu ching thé tang nhu tinh trang kho
chiu, mét moi, sbt, ching biéng an, va sut can; cac triéu chimg da dang ctia da ké ca
ching phat ban mat nhét thoi, cép tinh & nguoi truong thanh, bénh bong nudc, va
phat ban lam bién dang va man tinh ¢ dau va cb; viém khép; dau co va’hodc yéu
stric; cdc triéu ching tim mach nhu tinh trang day van hai 14, tinh trang sui, tinh
trang hd, ching hep, chimg viém mang ngoai tim, va bénh tim do thiéu mau cuc b,
mdt s§ bénh trong s cac bénh ndy c6 thé dat dén dinh diém 1a dot quy, bénh nghén
mach, suy tim, bénh viém mang trong tim do lay nhiém, hoic suy van tim; bénh
viém than, bénh nay 1a nguyén nhén chinh cua tinh trang bénh & SLE; cic triéu
chung than kinh ké ca loan chirc nang nhén thie, trAm cam, rdi loan tAm thén, hén
mé, rdi loan dong kinh, bénh dau nira diu, va céc hoi chimg dau diu khic, bénh
viém mang ndo vo khudn, bénh mua giat, dét quy, va cac bénh than kinh so; céc
triéu ching huyét hoc ké ca ching giam bach cau, ching giam tiéu cau, bénh viém
thanh mac, bénh thiu mau, céc bit thuong vé dong méu, bénh to lach, va bénh hach
bach huyét; va céc bat thudng khac nhau ¢ da day-rudt. Tai li¢u da dan; Vratsanos
et al., “Systemic Lupus Erythematosus”, Chapter 39 trong Samter’s Immunological

Diseases, 6" Edition, Austen et al, eds., Lippincott Williams & Wilkins,
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Phiiladelphia, PA, 2001. Mirc do trAm trong ctia c4c triéu ching thay d6i nhidu, va
tién trinh ctia bénh cling vdy. SLE c6 thé gy chét.

Bénh nhan SLE co thé duogc diéu tri bénh béng protein déac hiéu kép ma trc
ché BAFF va B7RP1 truéc khi, sau khi, hodc ddng thoi véi phuong phap diéu tri
bénh bing cach str dung liéu phép hién c6 ding cho SLE. Céc liéu phép hién c6 nay
ding cho SLE bao gdm cic corticosteroit nhu prednison, prednisolon, va
metylprednisolon, thudc tri bénh sét rét nhuw hydroxycloquin, quinacrin, va cloquin,
axit retinoic, aspirin va cac thudc chdng viém khong steroit (nonsteroidal anti-
inflammatory drug - NSAID) khac, xyclophosphamit, dehydroepiandrosteron,
mycophenolat mofetil, azathioprin, chlorambucil, metotrexat, tacrolimus, dapson,
talidomit, leflunomit, xyclosporin, belimumab, cic khang thé khang CD20 nhu
rituximab, va cac protein dung hop nhu abatacept.

Hoat dong ctia bénh ctia cac bénh nhan SLE cé thé duoc xép hang béng cach
str dung cong cu nhu Chi sb6 Hoat dbng cta bénh cta bénh Luput ban d6 toan thin
(Systemic Lupus Erythrmatosus Disease Activity Index - SLEDAI), cong cu nay
dem lai diém sb v& hoat d6ng cua bénh ma xem xét dén céc tridu chiing sau day, cac
triéu chiimg nay dugc léy trong s6 theo mtrc d6 trAm trong: con dong kinh, 161 loan
tAm than, hoi chiing vé t§ chiic ndo, nhidu loan thi luc, réi loan day than kinh so,
bénh dau diu luput, bénh viém mach, bénh viém khép, bénh viém co, chét thai hinh
tru trong nudc tiéu, bénh huyét—niéu, bénh protein-ni€u, bénh mi-ni¢u, bénh phat
ban md&i, ching rung tdc, loét niém mac, bénh viém mang phdi, chimg viém mang
ngoai tim, ndng d6 bd thé thip, muc lién két ADN ting, sdt, ching giam tiéu cau,
va ching gidm bach cAu. Bombardier et al. (1992), Arthr. & Rheum. 35(6): 630-
640, cac phén lién quan cua tai liéu nay dugc dua vao day bz‘“mg cach vién dan. Cac
phuong phap diéu tri bénh dugc bdc 1§ trong ban md ta nay cé thé 1 hitu ich trong
viéc 1am gidm hodc loai bd céc triéu ching ctia SLE nhu duoc do béng SLEDAL
Céac phuong phép didu tri bénh duoc boc 16 trong ban md ta nay c6 thé cai thién
didm sb SLEDAI cuia bénh nhan so vdi tri sb dudng chuén cia cling mdt bénh nhan
trwée khi khai ddu su diéu tri bénh bang protein dic hi¢u kép nhu dugce be 16 trong

ban mo ta nay.
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Mot phwong phap khéc diing ¢ danh gi4 hoat dong cia bénh & SLE 1a chi sd
ctia Nhém Péanh gid Luput Quin dio Anh (British Isles Lupus Assessment Group -
BILAG), chi sé nay 13 hé théng danh gi4 hoat déng ctia bénh dbi véi bénh nhéan
SLE trén co s& nguyén tic 13 y dinh diéu tri ctia bac si. Tai liéu cua Stoll va cde
dong tdc gia (1996), Ann. Rheum Dis. 55: 756-760; tai liéu cua Hay va cdc dong
tdc gia (1993), Q. J. Med. 86: 447-458. Co céac phan mo ta BILAG dugc dua vao
day bang cach vién din. DPidm s6 BILAG duogc gan biang cach dua ra céc diém sd
hoat dong cta bénh theo s6 hodc theo thir tu chit cai tach biét trong mdi hé théng
trong s& tam hé thdng trén co s& co quan, téng quat (nhu s6t va mét moi), niém
mac-da (nhu ching phét ban va ching rung toc, trong s6 nhiéu triéu chimg khac),
than kinh (nhu con déng kinh, bénh dau nira dau, va rdi loan tAm than, trong sb
nhiu triéu chimg khéc), co-xuong (nhu bénh viém khép), tim-ho hip (nhu bénh
suy tim va chic ning phdi giam), bénh viém mach va ching huyét khéi, bénh than
(nhw bénh viém than), va bénh huyét hoc. Tai lidu d& din. Céc phuong phép diéu tri
bénh dugc bdc 1§ trong ban mod ta nay co thé 13 hitu ich trong viéc 1am gidm hoic
loai bo céc triéu chiing cua SLE nhu do duoc béng chi s6 BILAG hoic trong viéc
lam giam didm sé BILAG cua bénh nhén so v6i tri s6 duong chuan trude khi bat
dau diéu tri bénh béng protein dic hiéu kép nhu duge bde 1§ trong ban mo ta nay.

Protein d3c hiéu kép nhu dugc bdc 16 trong ban mo ta nay, ma e ché su tang
sinh do BAFF gy ra ctia t& bao B va kha ning ting sinh do BTRP1 gdy ra cla céc
t& bao T, ciing c6 thé duge sir dung dé didu tri bénh viém da khép dang thap (RA).
RA 13 bénh man tinh ¢6 cdc triéu chimg toan than, cling nhu céc triéu chung lién
quan cu thé dén khép. Céc triéu chiing thuong bao gbm sy viém mang hoat dich,
din dén tinh trang khép dau va kh6p sung, va céc bat thudng phat hién dugc trong
phong thi nghiém khac nhau nhu céc lugng Ién hon binh thuong cta yéu t6 dang
thdp, khang thé khang protein dugc cai bién bing xitrulin (chat khang CCP), va
protein ¢6 tinh phan tng C (C-reactive protein - CRP) va tdc do ling hong ciu
(erythrocyte sedimentation rate - ESR) tang. Céc triéu chung it phd bién hon bao
gbm cac tridu chimg ngoadi khép khac nhau lién quan dén, vi du, gan, diy ching,
mach m4u, tim va phdi. Théng thudng, c6 thé do hoat dong cia bénh bang cach sir

dung mdt loat chi sb. Vi dy, xem tai liéu: Anderson et al. (2012), Arthritis care &

-31-



35903

Res. 64 (5): 640-647, c6 cac phan ban luan vé céc chi sb nay duoc dua vao ddy bang
cach vién din. C4c yéu t6 ndm trong chi s6 tinh diém nay bao gbém s lugng khép
mém, s lwong khép sung, céc chi s danh gia chitc ning, va cc phét hién trong
phong thi nghiém khéac nhau nhu CRP, ESR, v.v..

Theo mét sé phuong 4n, bénh nhin mic RA c6 thé dugc didu tri bénh bang
protein dic hiéu kép ma e ché sy ting sinh t& bio B do BAFF gdy ra va qua trinh
tang sinh t& bao T do B7TRP1 gy ra truéc khi, sau khi, hodc ddng thoi véi vide diéu
tri bénh bing thudc hién dang dugc st dung di voi RA. Céc chét tri liéu hién dang
duoc st dung dbi v6i bénh viém da khép dang thip (RA) bao gdbm thubc chdng
viém khdng steroit (NSAID) (nhu chét e ché aspirin va chit Gc ché xyclo-
oxygenaza-2 (COX-2)), céc thude chéng viém lam thuyén gidm bénh (disease-
modifying anti-inflamatory drug - DMARD, nhu metotrexat, leflunomit, va
sulfasalazin), cac loai thubc tri bénh sbt rét (nhu hydroxycloquin),
xyclophosphamit, D-penixilamin, azathioprin, mubi ciia vang, cac chét tc ché yéu
t5 hoai tir khdi u (nhu etanercept, infliximab, adalimumab, golimumab, va
certolizumab pegol), chét trc ché CD20 nhu rituximab, céc chét dbi khéang IL-1 nhu
anakinra, cdc chét trc ché IL-6 nhu tocilizumab, cic chét trc ché cua ho kinaza Janus
(Janus kinase - JAK, nhu tofacitinib), abatacept, va céc corticosteroit, trong s6 cac
chit khac.

7 Luong hitu hiéu dé diéu tri bénh cua protein ddc hi€u kép nhu duge bde 16
trong ban mo ta nay, ma uc ché su tang sinh do BAFF géy ra ctia t€ bao B va kha
nang ting sinh do B7RP1 gay ra cta cac té bao T, cling c6 thé duogc st dung dé diéu
tri bénh viém rudt, nhu bénh Crohn hodc bénh viém loét két trang. Bénh Crohn lién
quan dén ching viém bat thuong cia phan bét ky ctia 6ng tidu héa tir miéng dén hau
mdn, mic di & hdu hét cac bénh nhén, chimg viém bét thudng bi giéi han & ving
hdi-két trang, ving rudt non va ving két trang-truc trang-hiu moén. Thong thudng,
bénh viém nay la khong lién tyc. Céc triéu ching phé bién bao gdm dau bung,
chimg biéng 3n, sut can, sdt, tiéu chay, cam gidc dAy bung va/hodic cam giic mém &
phﬁn tu dudi bén phai ctia bung, tdo bon, nbn, va sy khoé chiu quanh hdu mén va ro
quanh hau mén. Céc triéu chimg c6 thé c6 khéc bao gbm viém khép ngoai vi, chiing

cham 16n, bénh viém thugng ciing mac, bénh viém 1 miéng, ban do ndt, hoai thu
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da sinh mu, bénh séi than, tinh trang lodng nudc tidu do suy nhugc va tinh trang
kidm héa, tinh trang kém hép thu, va bénh so6i mat, trong s& cac bénh khac. Vi du,
xem tai liéu: Strober et al., Medical Immunology, 100 Edition, Section III, Ch. 35
(2001); Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 17™ Edition, Section 3, Ch. 31
(1999). Cac dai thuc bao phéan 1dp dugc tir cdc bénh nhén méc bénh Crohn tao ra
lugng gia ting cua IL-12, IFNy, TNFo, va c4c xytokin gdy viém khac.

Bénh viém loét két trang, mac du dbi khi khé phan biét bénh nay véi bénh
Crohn, khac véi bénh Crohn theo mot vai khia canh. Thi nhét, bénh nay néi chung
gi6i han & két trang trong khi bénh Crohn c6 thé xay ra khép ong tiéu hoa. Thir hai,
bénh viém két trang gy loét chu yéu lién quan dén chimg viém chi trong cac 16p bé
mit cta rudt, khong giéng bénh Crohn ma trong d6 viém cé thé thdm nhap tat ca
cac con duong qua thanh cua rudt hodc céc vi tri khac trong bng tiéu hoéa. Cudi
cling, bénh viém két trang gy loét théng thudng lién quan dén ving viém lién tuc,
ma khong phai 12 vi tri viém khéng lién tuc dién hinh ctia bénh Crohn. Gidng nhu
bénh Crohn, bénh viém két trang gy loét dugc tim thiy chi yéu trong khu vuc d6
thi. Ngoai ra, céc yéu t6 di truyén chic chin déng mét vai trd nhét dinh trong bénh
viém két trang gay loét vi ¢6 tap hop cac ca cé tinh di truyén. Thudng quan sat thiy
céc tu khang thé & c4c bénh nhan bénh viém két trang gdy loét hon so véi cac bénh
nhan mic bénh Crohn. Cac tu khang thé thuong duge huéng dén cac thanh phan té
bao bidu md két trang. Trong sb céac loai phd bién nhét 14 cac khang thé bao tuong
khang bach ciu trung tinh c6 tinh dic hiéu vdi catalaza, a-enolaza, va lactoferin.
Trong mdt sb trudng hop, cac khang thé nhu vay phan ting chéo véi céc vi sinh vat
trong két trang.

Trong céc thir nghiém 14m sang, hoat ddng ctia bénh Crohn thudng dugc tinh
diém bing cach sir dung chi s6 hoat dong cta bénh Crohn (Crohn’s Disease
Activity Index - CDAI). CDAI dem lai diém s6 hoat dong ctia bénh trén co s& tim
yéu t6 bao gbém (1) s6 14n di ngoai phan 16ng hoic mém trong mdi ngay, (2) xép
hang bénh nhan vé mic dau bung trong mdi ngay, (3) xép hang bénh nhan vé stc
khée tdng quat, (4) béo cdo ctia bénh nhan v& céc triéu chig khéc bao gdm bénh
viém khép, bénh viem méng mit, bénh viém mang mach nho, ban dé ndt, hoai thu

da sinh mu, bénh viém 1& miéng, rd hdu mon, 16 ro, hoac ap xe, 10 ro khac, hodc sot,
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(5) béo céo ciia bénh nhan vé& viée ding lomotil hodc cic ché phdm c¢6 thudc phién
khéc ding cho bénh tidu chay, (6) khdi u ving bung, (7) ty 18 thé tich huyét cau, va
(8) thé trong. Vi du, xem tai lidu: Best et al. (1976), Gastroenterol. 70: 439-444, c6
céc phan lién quan dugc dua vao dy bang cach vién dan.

Céc triéu chimg cua bénh viém két trang gy loét c6 thé thay dbi. Ching c6
thé bao gbém su tidu chay, su di ngoai bubt mét, sy dau quin ving bung, mau va
dich nhdy trong phan, s6t, va sy chay méu truc trang. Su phinh két trang gy doc,
mdt tinh trang bénh 1y v& tidm ning de doa mang séng ma trong d6 két trang bi giin
ra hon 6 xentimet va c6 thé mit truong luc co cia né va/hodc thing, cling c6 thé
xay ra. Céc triéu ching khac ma cé thé di kém v6i bénh viém két trang gay loét bao
gdm viém khép ngoai vi, bénh viém cot séng dinh khép, bénh viém khép xuong
cung-xuong chiu, bénh viém mang mach nho truéc, ching ban dé ndt, ching hoai
thu da sinh m0, bénh viém thugng cing mac, bénh viém gan tu mién, bénh viém
duong mat xo hoa nguyén phat, bénh xo gan, va tinh trang chdm lén va chdm phat
trién & tré em.

Theo mdt sd phuong &n, bénh nhin mic bénh viém rudt (inflammatory
bowel disease - IBD), nhu bénh Crohn hodc bénh viém loét két trang, co thé duoc
didu tri bénh bing protein dic hiéu kép ma lién két véi BAFF va B7RP1 trudce khi,
sau khi, hoic ddng thoi véi viée didu tri bénh bang liéu phéap hién ¢ déi véi IBD.
Cac chét tri liéu hién c6 dbi véi IBD bao gém, vi du, sulfasalazin, axit 5-
aminosalixylic va cac dan Xudt cla chung (nhu olsalazin, balsalazide, va
mesalamin), cac khang thé khang TNF (ké ca infliximab, adalimumab, golimumab,
va certolizumab pegol), céc corticosteroit d& ding qua dudng miéng hodc ngoai
dudng tidu héa (ké ca prednison, metylprednison, budesonit, hodc hydrocortison),
hormon v6 thuong than, cac chit khang sinh (ké ca metronidazol, ciprofloxacin,
hodc rifaximin), azathioprin, 6-mercaptopurin, metotrexat, xyclosporin, tacrolimus,

va talidomit.

Cidc axit nucleic ma hoa protein ddc hiéu kép
Puoc dé xuat trong ban md ta nay 1a cc axit nucleic mé hoéa protein dic hi¢u

kép ma c6 thé uc ché su tang sinh té bao T do B7RP1 giy ra va qud trinh ting sinh
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té bao B do BAFF gay ra. Vi dy, SEQ ID NO:52 ma hoa ving VL ¢ trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:14, va trinh ty néu trong SEQ ID NO:53 ma hoéa vung
VH cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:15. Tuong tu, céc trinh tu néu trong
SEQ ID NO:55 va 56 14n lugt md héa céc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:17 va 18, day 1a polypeptit chira chudi ning ciia khang thé khang B7TRP1 duoc
dung hop vdi hai peptit lién két v6i BAFF. Trinh tu néu trong SEQ ID NO:57 mi
héa chudi nhe ctia khang thé khang B7RPI, phdn nay c6 thé 1a mot phan cta khang
thé IgG dic hiéu kép dang hetero-tetrame hodc protein dung hop dic hiéu kép, nhu
dugc mo ta trén day. Trinh tu axit nucleic bét ky m& hoa trinh tu axit amin bat ky
duoc d& xuit trong ban mé ta nay dugce du dinh. Tuong tu, cac bién thé cua trinh tu
nucleotit k& ca cac dot bién cam so vé6i cac trinh tu dugce boc 16 trong ban mo ta nay
hodic mé héa céc bién thé ctia trinh ty axit amin dugc md ta trén day cling nim trong
pham vi cla sang ché. Cu thé hon, céc trinh tu nucleotit ma héa céc trinh tu axit
amin ma thay d6i khéng nhidu hon 10 doan chén, doan x6a bo, hodc doan thay thé
cta mdt axit amin trong mdéi 100 axit amin tit cac trinh ty axit amin dugc boe 16
trong ban md ta nay duogc du dinh.

Trinh tu axit nucleic mi héa cac protein dac hiu kép dugc bdc 16 trong ban
md ta ny cé thé duge xac dinh bdi chuyén gia trong linh vuc k¥ thudt nay trén co
s& céc trinh tu axit amin dugc dé& xut trong ban mo ta ndy va kién thirc trong linh
vuc k¥ thudt nay. Bén canh cac phuong phéap c6 tinh truyén théng hon ctia viéc san
xuét cac doan ADN dugc tach dong ma héa mot trinh ty axit amin cy thé, cac cong
ty nhu DNA 2.0 (Menlo Park, CA, M¥) va BlueHeron (Bothell, WA, MJ), trong s6
cac cong ty khac, hién thuong san xudt cdc ADN theo kich thuéc gen dugc tong
hop béng cach hoa hoc cé trinh tw mong mudn bét ky theo trét tu, vi vdy ma tinh
gian quy trinh san xuét cac ADN nhu vdy. Cong ning cua codon ¢d thé duoc diéu

chinh d t8i wu héa mirc biéu hién trong hé thdng lya chon.

Phwong phdp tao protein ddc hi¢u kép ma lién két véi BAFF va B7RPI
Céc axit nucleic mi hda protein dac hiéu kép duoc bdc 16 trong ban md ta
nay c6 thé dugc chén vao cac vt truyén thich hop dbi véi té bao chit ma trong d6

axit nucleic s& dugc bicu hién. Céc axit nucleic nay c6 thé dugce dua vao céc t€ bao

-35-



35903

chi véi phuong phép bét ky trong sé cac phuong phép da biét 15 trong linh vuc k§
thudt ndy. Cac t& bao chi ma c6 thé dugc st dung bao gém vi khuén, ké ca
Escherichia coli, nAm men, ké ca Saccharomyces cerevisiae hoac Pichia pastoris,
céc t& bao con tring k& ca té bao cia Spodoptera frugiperda, cac té bao thuc vit, va
té bao ddng vat c6 v, ké ca t& bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese
hamster ovary - CHO), t& bao than chudt ddng con (baby hamster kidney - BHK), té
bao than khi, té bao HelLa, t& bao canxinom cia té bao gan cla nguoi, va té bao 293,
trong s& nhidu t& bao khac. Céc té bao chi ndy c6 thé dwoc nudi cdy trong cac diéu
kién sao cho cac axit nucleic d& dugc dua vao s€ dugc biéu hién, va protein déc hiéu
kép c6 thé duoc thu hdi tir dich ndi trén bé mit cia mé nudi cdy hoic khéi té bao.

Nhin chung, quy trinh ding dé dwa cac axit nucleic vao cac té bao chi c6 thé
phu thudc vao té bao chii ma cac axit nucleic duge dua vao. Céc phuong phép dua
cac axit nucleic vao vi khuén 13 d3 biét 13 trong linh vyc k§ thudt nay. Vi duy,
phuong phap xung dién hodc bién nap bang canxi clorua thuong duogc sir dung. Céc
phuong phép ding d& dua céc axit nucleic vao nim men 1a cling da biét 13 trong
linh vue k§ thudt ndy va bao gdm, vi du, c4c phuong phép bién nap str dung lithi
axetat va polyetylen glycol. Cac phuong phap dua céc polynucleotit khac ngudn gdc
vao t& bao dong vat c6 vu 1a da biét 15 trong linh vuc k¥ thuat nay va bao gém,
nhung khong chi gidi han &, phuong phap chuyén nhiém nh¢ dextran, két tha canxi
phosphat, phuong phép chuyén nhifm nho polybren, dung hop thé nguyén sinh,
xung dién, bao nang (cac) polynucleotit trong liposom, va phuong phép napj té bao
truc tiép ADN vio nhén.

Céc vit truyén biéu hién dung trong t& bao bét ky trong sb céc té bao chi nay
c6 thé chita c4c trinh tir can thiét dbi véi qua trinh sao chép ADN, qua trinh lya
chon céc té bao chu chira vat truyén nay, va qué trinh biéu hién cac trinh tu
nucleotit ngoai sinh. Cac trinh tu nay thuong cé thé bao gém mot hodc nhiéu trinh
ty trong sb cac trinh tu nucleotit sau: gen khéi du, mot hodc nhiéu trinh ty gen ting
cudng, diém khoi diu sao chép, trinh tu két thic qua trinh phién ma, trinh ty ving
ndi hoan chinh chita vi tri tach intron cho va nhén, trinh ty ma héa trinh tu dan dau
ding d8 tiét polypeptit, vi tri lién két v6i ribosom, trinh ty polyadenyl hda, ving da

lién két ding dé chén axit nucleic ma héa polypeptit can dugc biéu hién, va yéu t6
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gen d4nh ddu lwa chon. Nhidu vt truyén biéu hién khac nhau thich hgp cho qué
trinh biu hién trong céc té bao chii khic nhau 13 d4 biét trong linh vyc k¥ thuat nay

va c6 san trén thi trudng,

Duegc phém, liéu legng, va phwong phdp diing thuoc

Sang ché dé xudt duogc phém chira protein dac hi€u kép dugc boc 1§ trong
ban md ta nay. Dugc phém nay cé thé chira luong hitu hiéu dé diéu tri bénh cta
protein dic hidu kép v6i mot hodc nhidu thanh phin bé sung nhu chit mang, ta
duoc, hodc chét pha lodng chip nhin dugc vé mit sinh 1y. Céc thanh phén bd sung
nay co thé bao gém dung dich dém, hydratcacbon, polyol, axit amin, chét tao chelat,
chit 1am &n dinh, va/hogic chit bao quén, trong sé nhidu chit ¢ thé c6. Nhiéu thanh
phin bd sung nay dugc md ta, vi du, trong tai liéu: REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18" Edition, (A.R. Gennaro, ed.), 1990, Mack
Publishing Company, c¢6 c4c phan lién quan dugc dua vao day bang cach vién dan.

Liéu luong clia cac protein déc hiéu kép duoc boc 16 trong ban md ta nay co
th duoc diéu chinh dé dat dwoc céc tic dung mong mudn. Trong nhiéu trudng hop,
doi hoi phai ding liéu I3p lai vi tinh chit man tinh ctia bénh dang dugc diéu tri. Vi
du, protein dac hiéu kép nhu dugce bdc 1§ trong ban md ta nay co thé dugc cho dung
mdi tudn hai 1An, mdi tudn mdt 14n, hai, ba, bdn, nim, sau, bay, tdm, chin, hozc
mudi tudn mdt 1dn, hodc hai, ba, bdn, nim, hodc sdu thang mot 14n. Luong protein
dic hiéu kép duge cho ding mdi ngay cé thé ndm trong khoang tir 0,0036mg dén
700mg. Theo cach khac, lidu lugng nay cé thé duoc hidu chinh theo bé mit da duoc
wée tinh clia bénh nhan, va mdi lidu luong c¢6 thé nim trong khoang tlr 0,002;,Lg/m2
dén 350mg/m> Theo mdt phuong 4n thay thé khac, liéu lugng c6 thé duoc hiéu
chinh theo thé trong ctia bénh nhan, va mdi lidu lwong c6 thé nam trong khoang tir
0,000051mg/kg dén 10,0mg/kg.

Protein dic hiéu kép, hodc cac dugc phém chira cac protein nay, co thé dugc
cho dung theo phuong phéap kha thi bat ky. Céc liéu phap ding ma bao gdm protein
thuong qua duong ngoai duong ti€u hda, vi dy, bang céach tiém, vi cach dung qua
duong miéng, khi khdng c6 mot s6 hoan canh hodc ché phdm dic biét, thuong din

dén sy thily phan protein trong moi trudng axit cta da day. Viéc tiém dudi da, trong
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co, tinh mach, trong dong mach, trong thuong tn, va tiém lidu cao vao mang bung
1a viée dung thude c6 thé ¢6. Ciing c6 thé cho ding céc protein dic higu kép béng
cach tiém truyén, vi du, tiém truyén tinh mach hoic duéi da. Ciing cé thé dung khu
tr, dac biét 1a d6i v6i cac bénh lién quan dén da. Theo cach khéc, cc protein dic
hiéu kép cé thé dugc cho dung nhd su tiép xuc v&i mang nhéy, vi du, béng cach
dung trong miii, dudi ludi, qua dudng am dao, hodc qua duong truc trang hodc cho
ding & dang thudc x6ng-xit. Theo cach khac, c6 thé cho dung cac dugc pham thich
hop nhét dinh chira protein dic hiéu kép qua dudng miéng.

Séng ché d3 dugc mo ta theo cac thuat ngit chung trén day, cac vi du dudi
day dugc dua ra nhim muc dich minh hoa va khong nhdm muc dich giéi han pham

vi clia sang che.
Céc vi du thwce hién sang che

Vi du 1: Thiét ké va thi nghiém phan tiv dic hiéu kép véi BAFF/B7RPI ding
cho cong dung tri liéu ¢ nguoi

Muc tiéu cua loat thir nghiém nay 1a tim ra phan t& ddc hiéu kép ma (1) tc
ché sy ting sinh té bao B do BAFF gay ra va qua trinh ting sinh té bao T do B7RP1
gy ra, (2) c6 hoat tinh cao trong cac thir nghiém sinh hoc, va (3) c6 céc tinh chét Iy
sinh thuén loi. Nhiu kiu thiét ké dang so dd d6i véi qua trinh dung hop peptit ma
lién két BAFF clia ngudi véi khang thé IgG khang B7RP1 clia ngudi (chit khang
huB7RP1) duoc minh hoa trén hinh 1. Trinh tu cta peptit lién két v6i BAFF duoc
néu trong SEQ ID NO:1, va cic trinh tu ctia chudi ning va chudi nhe cta globulin
mién dich cta chit khang huB7RP1 1an luot duoc néu trong SEQ ID NO:25 va trinh
tu néu trong SEQ ID NO:19.

Dé x4c dinh xem kidu thiét ké ndo c6 c4c tinh chét 1y sinh t6t nhét, trong khi
gift lai hoat tinh sinh hoc, cac phéan tir déc hiéu kép dugc v€ dudi dang so dd trén
hinh 1 dugc tao ra va dugc thr nghiém. Trong mot cAu truc, hai ban sao ndi tiép cua
peptit lién két voi BAFF c6 mot lién két xen giita (“lién két 1K”, ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:24) dugc dung hop v6i dAu tan cing N ctia chudi ning
cta globulin mién dich (P71617) hodc chudi nhe ctia globulin mién dich (P71618)
cta chit khang huB7RP1. Xem hinh 1. Trinh tu axit amin cla chudi ning cita
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P71617 dugc néu trong SEQ ID NO:26, va trinh ty axit amin cta chudi nhe cua
P71617 la twong tu véi trinh tu axit amin cia chudi nhe cua globulin mién dich cua
chit khang huB7RP1 (SEQ ID NO:19). Trinh ty axit amin cla chudi nhe cta
P71618 duoc néu trong SEQ ID NO:27, va trinh ty axit amin cua chudi ning cta
P71618 14 twong tu v6i chudi ning cua globulin mién dich ctia chit khdng huB7RP1
(SEQ ID NO:25). Hai ban sao nbi tiép ctia peptit lién két véi BAFF ciing duoc dung
hop véi dau tan cling C clia chudi ning cta globulin mién dich cta chit khang
huB7RP1 (c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:25) bang cach str dung lién
két 1K néu trén (c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:24; P71619) hoic lién
két 5X(G4S) (SEQ ID NO: 71) giita hai peptit lién két v6i BAFF (P71620). Cac
trinh ty axit amin cta cac chudi ning ctia hai cdu tric dung hop nay duoc néu trong
SEQ ID NO:16 (P71619) va trinh tuy néu trong SEQ ID NO:28 (P71620). Trong chu
tric P71621, hai ban sao ndi tiép cua peptit lién két v&i BAFF c6 lién két 1K xen
gitta dugc chén vao mién CH3 cua khéng thé gitta gbc 358 va 359 cia trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:25 (trinh tu axit amin ctia chudi ndng cta globulin mién
dich ctia khang thé khang huB7RP1). Trinh tu cla chudi ning cla céu tric P71621
duoc néu trong SEQ ID NO:29. Trong cAu trac P71622, peptit lién két véi BAFF
duoc chén vao midn CH3 cua chudi ning cua globulin mién dich cla chat khang
huB7RP1 (gitta gbc 358 va 359 néu trong SEQ ID NO:25 va ban sao tht hai ctia
peptit lién két v6i BAFF dugc dung hop véi diu tin cing C cta chudi nang. Trinh
tw axit amin cta chudi ning ctia P71622 dugc néu trong SEQ ID NO:30. Trong chu
triic P71623, mot peptit lién két véi BAFF dugc chén vao ving CH2 (gifta gbc 268
va 269 néu trong SEQ ID NO:25), va peptit lién két v6i BAFF tht hai duge chén
vao vung CH3 (gifta gbc 358 va 359 néu trong SEQ ID NO:25). SEQ ID NO:31 la
trinh tw axit amin cta chudi ning ctia P71623. Cac cAu tric P71619-P71623 déu 6
chudi nhe ctia globulin mién dich ctia chét khang huB7RP1 (SEQ ID NO:19).

Trong cAu triic P74293 va cu truc P74294, lién két giita hai ban sao ndi tiép
ciia cac peptit lién két v6i BAFF trong cdu tric P71619 dugc cai bién. Céc trinh ty
axit amin cta cac chudi ning clia P74293 va P74294 lan luot dugce néu trong SEQ
ID NO:17 va trinh ty néu trong SEQ ID NO:18. Cac chudi nhe ctia globulin mién

dich cta cac clu triic ndy cling c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:19.
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Céac axit nucleic ma héa céc clu tric dugc md ta trén ddy duoc tao ra nhu
sau. Céc axit nucleic mi héa phin déu tan cing N cia cic thé dung hop peptit
BAFF ¢6 dau tan cing N (P71617 va P71618), bao gbm hai ban sao ciia peptit lién
két v6i BAFF cong v6i ving bién dbi ctia chudi nhe hoic chudi ning ctia globulin
mién dich, dugc tao ra bang cach tdng hop. Cac thanh phan nay dugc budc, théng
qua céc vi tri endonucleaza giGi han thudn tién, vao cic axit nucleic ma hoa vung 6n
dinh cta chudi ning hodc chudi nhe cia globulin mién dich trong cc vét truyén
thich hop. Céc axit nucleic ma héa céc thé dung hop cé dAu tan cing C clia ving 6n
dinh cta chudi ning (P71619 va P71620), cac doan cheén vong Fc (P71621 va
P71623), va doan chén vong Fe/thé dung hop ¢6 ddu tan cling C (P71622) déu dugc
tao ra béng cach téng hop va duge budc vao vat truyén chirta vung bién dbi cua
chudi ning thong qua céc vi tri endonucleaza giéi han thuén tién.

Céc céu truc dic hiéu kép khic nhau duge md ta trén ddy duoc biéu hién
trong ca té bao 293 duogc chuyén nhiém mdt cach nhit thoi va té bao CHO dugc
chuyén nhidm mét cach én dinh. C4c protein dung hop dugc tinh ché va dugc thir
nghiém vé hoat tinh sinh hoc. P4 khéng quan sat théy su khac biét nao vé céc
protein duoc tao ra trong hai loai té bao chi khac nhau nay.

Hoat tinh trc ché BAFF ctia cac phéan tir dic hidu kép duge thir nghiém trong
thir nghiém vé su ting sinh té bao B so clp cta ngudi do BAFF gay ra. N6i mot
céch ngén gon, cac t& bao B clia ngudi duge tinh ché tir cac t& bao don nhin mau
ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell - PBMC) bang céach 4p dung phuong
phap chon loc 4m tinh bang cach st dung kit té bao B clia nguoi II mua duoge tir
Miltenyi Biotec (Auburn, CA). Khoang 10° t& bao B da tinh ché dwoc nubi ciy
trong céc dia vi chudn d6 c6 96 16 trong mdi trudng thiét yéu t6i thiéu (Minimal
Essential Media - MEM) cdng véi 10% huyét thanh bao thai bod (fetal bovine serum
- FBS) dugc 1am bét hoat bé‘mg nhiét khi ¢6 mit 50ng/ml protein BAFF cta nguoi,
2pug/ml F(ab’)2 IgM cta dé khang khang thé ctia ngudi (Jackson ImmunoResearch),
va céc néng dd khac nhau ctia mot trong sb cac protein dac hiéu kép dugc mo ta
trén day & 37°C trong 5% CO? trong 48 gid. Thé peptit khang BAFF duoc st dung
1am ddi chimg dwong tinh (“aBAFF”, thé peptit nay 1a homodime chira hai chudi
polypeptit, mdi chudi chira hai peptit lién két véi BAFF dugc dung hop voéi

-40-



35903

polypeptit Fc). Phan tr aBAFF duoc m6 td mot cach chi tiét trong patent My
7,259,137, va trinh ty axit amin ctia mdt chudi polypeptit cia homodime nay dugc
néu trong SEQ ID NO:32. Céc phan cia patent My 7,259,137 mé ta aBAFF duoc
dwa vao ddy bang cich vién din. M ting sinh dugc do theo muc hip thu *H-
thymidin c6 hoat tinh phdong xa trong sudt 18 gid cudi cling ctia qua trinh 1. Cac két
qué dugc thé hién trén hinh 2A va hinh 2B.

Dit lidu trén hinh 2A thé hién ring hai cdu tric dung hop ¢ dau tan cling C
(P71619 va P71620) 1a tuong duong nhau v& kha ning trc ché su ting sinh té bao B
do BAFF giy ra va cbng hiu hon tit ca cic cAu tric dung hop khic dugc thir
nghiém trong thr nghiém nay. Da khong tiép tuc véi P71620 vi nd c6 xu huéng két
tu, mot tinh chit ma hoan toan khéng mong mudn & protein tri liéu. D liéu trén
hinh 2B thé hién ring P71619 la twong dwong véi hai phién ban dugc cai bién &
muc nhe cta cdu tric ndy duoc md ta trén ddy (P74293 va P74294) va véi dbi
chitng duong tinh (aBAFF) v& kha nang e ché sy ting sinh té bio B do BAFF gy
ra. Vi vay, trong s6 cac cAu truc dic hidu kép dugc thir nghiém, P71619, P71620,
P74293, va P74294 ¢6 hoat tinh twong duong trong thir nghiém vé su tang sinh té
bao B do BAFF giy ra ndy va hoat tinh t5t hon so véi tat ca cac cdu trac khac dugc
thr nghiém.

Hoat tinh (c ché B7RP1 ctia P71619, P74293, va P74294 dugc thit nghiém
bang cach str dung thir nghiém vé sy tang sinh t& bao T do Fc B7RP1 clia ngudi giy
ra. Céc t& bao T so cAp ctia ngudi duge tinh ché tir PBMC tir d6i twong cho 1a ngudi
khoée manh bang cach sir dung kit phan 14p té bao T Pan mua dugc tir Miltenyi
Biotec (Auburn, CA) va duoc kich thich biang khang thé khang CD3 d4 bam vao dia
(1pg/ml) va protein dung hgp Fc-B7RP1 (3pg/ml) khi ¢6 mdt cac ndng d khac
nhau cla céc protein ddc hiéu kép duge mo ta trén day hodc khang thé IgG2 khang
B7RP1 cta ngudi (trong ban md ta nay duoc goi la “aB7RP1”). 3H—thymidin duogc
bd sung vao cac té bio sau 48 gid, va mirc sat nhap H-thymidin duoc do 24 gid sau
d6. TAt ca cac khang thé dic hiéu kép ma duoc thir nghiém c6 tri s6 ICs, twong tu,
tri s6 nay 1a tuong tu vé6i tri s6 ctia aB7RP1 (hinh 3). Vi véy, cc dit liéu nay cho

thdy rang dang tiép hop cla cac peptit lién két v6i BAFF véi khang thé khéng
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huB7RP1 ¢6 it tac dung hodc khong c6 tac dung ddi v6i kha ning ctia khéng thé nay
tic ché hoat tinh B7RP1.

Ai luc lién két ca cac khang thé dac hiéu kép dang heterodime P74293 va
P74294 véi BAFF va B7RP1 dugce do béng thir nghi€ém loai trir theo dong hoc
(Kinetic Exclusion Assay) (KinExA®; Sapidyne Instruments, Boise, Idaho). Ca hai
khang thé ddu c6 4i luc lién két cao véi BAFF clia ngudi (c6 tri s6 K4 khoang
30pM) va d6i voi BTRP1 ciia ngudi (c6 tri s6 K4 khoang 40pM). Xem bang 2 dudi
day. Nigoai ra, ca hai chit dic hiéu kép nay du c6 i luc lién két twong tu véi BAFF
ctia khi dudi dai so véi BAFF cuia nguoi va véi B7RP1 cua khi du6i dai so véi

B7RP1 ctia ngudi. Bang 2.

Bang 2: Ai lwc lién két va @9 cong hiéu té bao ciia P74293 va P74294.

P74293 | P74294
Kq (pM) dé lién két v6i BAFF cila ngudi 29 37
Kq (pM) dé lién két véi BAFF cha khi duoi dai 22,3 17,4
ICso (nM) dé trc ché su ting sinh t& bao B clia ngudi do BAFF

0,86 0,96
gdy ra
ICsy (nM) d& e ché sy ting sinh t& bao B ctia khi dudi dai do e g
BAFF gay ra ’ ’
Kq (pM) dé lién két véi BTRP1 clia ngudi 38 41
K4 (pM) dé lién két voi BTRP1 ctia khi dudi dai 49,4 452
ICso (nM) dé wc ché su ting sinh té bao T ctia ngudi do B7RP1

1,36 0,98
gdy ra
ICso (nM) d& trc ché sy ting sinh té bao T cta khi dudi dai do

0,29 ND*
B7RP1 gay ra

*ND c6 nghia 1a khong dugce xéac dinh.
D& d4nh gia thém hoat tinh ctia P74293 trong hé théng in vitro bang cach st

dung t€ bao ctia ngudi, qua trinh san sinh xytokin bdi cac t€ bao amidan clia ngudi
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duoc hoat héa bang ddc t rudt tu ciu khudn B (SEB) duoce danh gia khi c6 mit cac
phén tir thir nghiém khac nhau. N6i mét cach ngén gon, céc t& bao amidan cta
nguodi dd dugc phén 1dp ra khoi moé va dugce kich thich bang SEB (1pg/ml) khi ¢
mat mdt trong sb cc phan tir sau: (1) aB7RP1, (2) P74293, (3) CTLA4-Ig (d6i
chitng duong tinh), hodc (4) IgG cta nguoi (d6i chimg 4m tinh). Sau 72 gi® nudi
céy, dich ndi trén bé mit cua té bao dugc thu gom, va cac lugng xytokin duogc do
bang céch sit dung kit do Meso Scale Discovery cung clp theo cac hudng din cta
nha san xuit. Cac két qua duoc thé hién trén hinh 4.

T4t ca ba chit aB7RP1, P74293, va CTLA4-Ig, 1an luot 1a cac ¢t 1, 2, va 3
& tAt ca cac biéu db cta hinh 4, d3 (e ché sy giai phong 1L-17, IL-10, IL-4, va IFNy.
Su giai phéng IL-2 bi Grc ché chi boi CTLA4-Ig. Vi vay, aB7RP1 va P74293 dic
hiéu kép khang BAFF/B7RP1 c6 tac dung tuong dwong va tac dung déc hi¢u dén su
tiét xytokin boi té bao amidan ciia ngudi do SEB hoat héa.

Ba protein dic hiéu kép dang heterodime, tic la P71619, P74293, va
P74294, dugc kiém tra v& cac tinh chédt bd sung. Hiu gia protein tir moi trudng
nudi cly céc t& bao chi san sinh céc protein ndy thé hién rang P74293 va P74294
dugc tao ra véi lugng gép hai 1an luong P71619 duoc tao ra. P74293 va P74294
cling 6n dinh hon P71619 sau khi bao quan trong thdi gian hai tudn & 40°C nhu
dwoc danh gia theo phuong phap sic ky loai trir theo kich thude (size exclusion
chromatography - SEC). P74293 @3 tao dung dich trong subt vao lac bt diu bao
quéan va sau 4 tudn bao quan, trong khi d6 cac dung dich chira P74394 md duc tai tht
ca céc thoi diém. Cac dung dich P74293 va P74294 c¢6 d6 nhét kém hon so véi cac
dung dich P71619. Vi vay, P74293 va P74294 dugc biéu hién & mic cao hon
P71619 va ciing én dinh hon va cé d6 nhét kém hon & ndng d6 nim trong khoang
dugc thir nghiém so voi P71619. Sy khéac biét rd rét nhét gilta cdc phan tr nay nam
& lién két gitta hai peptit lién két v&i BAFF. Céc dit liéu nay cho thdy ring cac lién
két & P74293 va P74294 (cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:6 va 7) ¢6 thé dem lai
c4c tinh chét dugc cai thién cho cac phén tir nay.

Céc tinh chat dugc dong hoc cua cac phan tir ddc hiéu kép di dugc md ta
duoc danh gia & chudt. Céc con chudt CD-1 due duge cho ding mét lidu duy nhét

vao tinh mach (IV) (5mg/kg) chira cac protein dung hop ddc hiéu kép P71617,



35903

P71619, P71621, P71622, P74293, hodc P74294. Cic mau huyét thanh duoc thu
gom true khi ding thube va tai thoi diém 0,5 gio, 2 gio, 8 giv, 24 giv, 48 giv, 72
gio, 96 giv, 168 gio, 240 gid, 336 gio, 408 gio, 504 gio sau khi dung thudc. Nong
d6 cua phén tir diic hidu kép nay trong huyét thanh duge x4c dinh theo hai phuong
phap ELISA, mét phuong phap ghi nhén sy c6 mit cia phin Fc va mdt phuong
phép ghi nhén sy c6 mit cua ca phan Fc va phan peptit lién két v6i BAFF. D6i véi
phép do phan Fc, khang thé khang Fc duoc biotin héa duge st dung lam chét phan
ting bét, va khang th khéng Fc dugc dénh déu bing ALEXA FLUOR® 647 duoc sir
dung 1am chat phan tmg c6 tic dung phat hién. P& phat hién phan lién két véi BAFF
va phﬁn Fc cta chét dic hidu kép, protein BAFF dugc biotin héa duge st dung lam
chét phan tmg bét, va khang thé khang Fc duoc déanh d4u bing ALEXA FLUOR®
647 dugc st dung lam chét phan g c¢6 tdc dung phat hién. Céc protein dac hicu
kép c6 hai ban sao ndi tiép ctia peptit lién két véi BAFF dugc dung hop véi diu tin
cing N (P71617), dau tan cing C (P71619, P74293 va P74294) hoic mién CH3
(P71621) cua chudi ning c6 céc tinh chit PK rdt twong ddng & chudt. Hinh 5.
Protein d3c hiéu kép c6 mdt ban sao cla peptit lién két v6i BAFF dugc chén vao
midn CH3 va ban sao kia dwoc dung hop véi ddu tin cing C cia chudi ning
(P71622) ¢6 muc tiép xic thip hon so véi céc protein ddc hiéu kép khac. Hinh 5.
Ngoai ra, hai thtr nghiém ELISA khac nhau dem lai cdc mirc néng dd protein dac
hiéu kép trong huyét thanh tuong dbng, cho thiy ring khong c6 sy phan cét protein
dac hidu kép dang ké nao xay ra in vivo.

Théng s6 duoc dong hoc va thong s6 duoc luc hoc cta cac khang thé dac
hiéu kép dang heterodime P74293 va P74294 cling duogc danh gia bang nghién ctru
liéu duy nhat & khi dudi dai. Khi dudi dai duc chua quen thi nghiém (n=4) dugc cho
dung mdt lidu cao vao tinh mach hodc lidu duéi da chita P74293 (10mg/kg), hodc
mdt 1idu duy nhét dué6i da chira P74294 (10mg/kg). Ca hai phén ttr ddc hiéu kép c6
cac tinh chit PK twong tw véi tinh chét PK ciia khéng thé IgG. Cac thong sb duoc
déng hoc quan sat dugc cia P74293 va P74294, cling nhu cla chit khéang
huB7RP1, dugc dua ra trong bang 3 dudi day.
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Bang 3: Céc thong s6 dwgc dong hoc & khi dudi dai

P74293 P74294 Chit khang huB7RP1
10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg 10mg/kg
qua dwong | qua dwong | qua dwong | qua dwdng | qua dudng
tinh mach | dwéi da | duéi da | tinh mach | dwéi da
av (SC) (SO av) (C19)

Nong dd thudc t6i da (Cpay | 323 90 74 264 112
pg/ml)

Thoi diém ma quan sit thiy 45 51 72
Conax (Tmax; gi0)

Viung dwéi dwong cong (AUC,. | 33800 20300 22000 26100 23800
inf3 Rg*gid/ml)

Theoi gian luu trung binh 136 132 148 138 144
(MRT.ins; gi0)

Téng mirc thanh thai (CL; | 0,303 0,491 0,484 0,388 0,427
ml/gid/kg)

Thé tich phan bd & trang thai | 42,5 52,1

6n dinh (Vss; ml/kg)

Dit li€u néu trong bang 3 thé hién réng cac thong s6 duoc doéng hoc cua P74293 va
P75294 1a tuong duong v4i nhau va vdi cac thong sé duoc dong hoc cia khang thé
khang huB7RP1.

Vi du 2: Thiét ké va thik nghiém phén tik thay thé ddc higu kép ciia chugt

D& thuc hién c4c nghién ctu tidn 1am sang & chudt, phan tir thay thé dac hiéu
kép ctia chudt ma c6 thé lién két véi B7TRP1 cta chudt va BAFF ctia chudt (dudi
day, “thudc thay thé cua chudt”) da duoc thiét ké. Khang thé khang huB7RP1 ding
dé thiét ké cac clu trac dic hiéu kép duge mo ta trong vi du 1, khong lién két véi
B7RP1 cua chudt, trong khi peptit 1ién két véi BAFF dung trong céc chu tric nay
lién két v6i ca BAFF clia ngudi va BAFF cua chudt. Dit liéu khong duoc thé hién.
Thudc thay thé ctia chudt 1 khang thé IgG khang B7RP1 cia chudt ¢6 tinh ddi
khang (duoc goi la “chAt khang mB7RP1” trong ban md ta nay), thubc nay 1a thé
kham cua cc vung 6n dinh cta globulin mién dich cta chudt va cac ving bién d6i
ctia globulin mién dich cua chudt céng khang B7RP1 cta chudt nhit. Cach sir dung

chét khang mB7RP1 dugc mo ta trong tai liéu: Hu et al. (2009), J. Immunol. 182:
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1421, trong d6 chét nay duge ky hiéu 1a 1B7-V2. Thube thay thé cla chudt c6 hai
ban sao cua peptit lién két véi BAFF (SEQ ID NO:1) dugc dung hop thong qua mét
lién két ngén (dai ndm axit amin) véi dau tan cing C clia chudi ndng cta globulin
mién dich cua chit khdang mB7RP1. Hai ban sao clia peptit lién két v6i BAFF dugc
phén cach boi mét lién két khéc ma dai 23 axit amin. Céc axit nucleic ma héa chudi
ning cla thube thay thé cta chudt duoc tao ra b??mg cach st dung PCR chéng lop dé
ndi cac axit nucleic ma hoéa phin lién két véi BAFF cla oBAFF véi dau tan clng
ndm sau céc axit nucleic md héa chudi ning ctua 1B7-V2, tuc 1a chit khang
mB7RPI.

Viée tc ché BAFF bang thudc thay thé ctia chudt duge danh gid trong thir
nghiém vé su ting sinh té bao B do BAFF giy ra. Bach huyét bao B ctia chuot da
duoc phan 14p tir lach C57BL/6 theo phuong phap chon loc 4m tinh bang vi hat
MACS CD43 (Ly-48) theo huéng din ctia nha san xuét (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA) hoac tr PBMC bang cach sir dung kit phan 14p té bao B (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA). Té bao B d4 dugc tinh ché dugc kich thich bing 0,1pg/ml chat khang
IgM va 200ng/ml BAFF khi c6 mit cac ndng d6 khac nhau ctia thubc thay thé cta
chudt hodc aBAFF. Muc tang sinh té bao B d4 dugc do theo muc sit nhip H-
thymidin vao ngay 4. Tri s6 ICs, cua thudc thay thé clia chudt va oBAFF 1an luot 1a
0,59nM va 0,73nM. Xem hinh 6A. Vi vy, thudc thay thé ctia chudt da te ché mot
cach hitu hiéu BAFF vdi d6 cong hiéu twong duong véi do cong hi¢u cia aBAFF.

Dé do muc e ché su lién két ctia B7TRP1 v6i thu thé clia nd bang thudc thay
thé cua chudt, trude tién, cac té bao lach cta chudt di duoc hoat hda dé tang murc
biéu hién thu thé B7RP1 cia ching béng cach u chung trong céac 16 vi chuan do
duoc phi véi khang thé khang CD3 (Sug/ml) trong 24 gid. Céc té bao lach da duogce
hoat hoa dugce rira bé'lng dung dich mubi duoc dém phosphat (PBS) va sau d6, dugc
U véi Spg/ml muB7RP1 dd dugc biotin hoéa: Fc khi ¢6 mat cac ndng d6 khac nhau
ctia thudc thay thé ctia chudt & 4°C trong 30 phut. Céc té bao nay duogc rira va sau
d6, dugc nhudm biang khang thé khang CD3 cta chudt duoc tiép hop véi
alophycoxyanin (APC) va streptavidin-phycoerythrin (Streptavidin-PE) trong 20
phut nita. Sy lién két Fc-B7RP1 voi céc té bao T duoc phan tich theo phuong phap

dm té bao theo dong chay. Tri sb ICs, clia thubc thay thé ctia chudt va chat khéng
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mB7RP1 14n luot 1a 4,01pM va 2,8pM. Xem hinh 6B. Vi vdy, hoat tinh ctia thubc
thay thé ctia chudt 1a tuong tw véi hoat tinh cla chit khing mB7RP1 trong thir
nghiém nay. Vi vay, thubc thay thé cia chudt Gic ché ca BAFF va B7RP1.

Céc tac dung duogc luc hoc in vivo cua thude thay thé cta chudt duge danh
gi4 & chudt dugc tao mién dich bing hdng ciu ciia ciru (sheep red blood cell -
SRBC). Néi mét cach ngén gon, cac con chudt BALB/c (8 tudn tudi) di tiép nhan
14n tao mién dich ban dau vao ngay 0 va 14n tao mién dich ting cuong vio ngdy 28
bing dung dich chira 2 X 10° SRBC trong 0,2ml PBS thong qua phuong phép tiém
trong mang bung. Cac con chudt (n=5 d6i véi mdi phan t&r) duge diéu tri mdi tudn
hai 14n tir ngay 0 dén ngay 33 bang mét trong sb cac phan tir sau véi lugng Smg/kg:
thubc thay thé ctia chudt; oBAFF; chét khang mB7RP1; hodc IgG1 cta chudt. Cac
con chudt duoc didu tri bénh bang SBRC, ma khong tiép nhan mdt phwong phap
didu tri bénh khac, déng vai trd 13 dbi chimg dwong. Cac con chudt duge lam chét
vao ngay 34, va huyét thanh va lach dugc thu gom.

Pé do ty 16 cua t& bao B va té bao T nhd & lach, cac t& bao lach duge thu
bing cich nghién mo lach qua mang loc t& bao. Cac té bao lach nay duoc i so bd
v6i chat khang CD16/32 khéng dugc ddnh diu dé phong bé su lién két khong dic
hidu ctia c4c khang thé voi thu thé gama Fc (FcyR). Ty 1€ cua té bao B duoc x4c
dinh bing cach nhudm bing chét khang B220 dugc danh déu bing PE (chit nay
dugc bidu hién trong t& bao B). Ty 1& cha céc té bao T nhé (t€ bao T
CD44"CD62L°CD4) duge xac dinh bing cich nhudém bang chat khang CD44 dugc
tiép hop v6i FITC, chét khang CD62L dugc tiép hop v6i PE, chat khang CD4 dugc
tiép hop véi APC va chét khang CD3 dugc tiép hop véi PerCP. Tét ca cac khéng
thé nhudém déu do BD Bioscience (San Diego, CA) cung clp. Péi voi ca viéc xac
dinh t& bao B va viéc x4c dinh té bao T, phuong phép dém té bao theo dong chay
duoc thue hién bing thiét bi dém té bao theo dong chay FACSCALIBUR™ (BD
Bioscience, San Jose, CA), va dit liéu nay duogc phan tich béng céach st dung phﬁn
mém FLOWJO® (TreeStar Inc., Ashland, OR) dimg d& phan tich dit lidu cua
phuong phap dém té bao theo dong chay. Cac két qua dugc thé hién trén hinh 7.

Dé do luong khang thé khang SBRC trong huyét thanh, cac dia vi chudn d6
duoc phi khang nguyén SRBC hoa tan v6i lugng 10pg/ml duoc U trong thoi gian

-47-



35903

hai gio' & nhiét d¢ trong phong véi huyét thanh lodng tir chudt duoc diéu tri bénh. Ig
dic hidu v6i SRBC d3 lién két tir huyét thanh dwoc phat hién bang khang thé IgM
va khéng thé IgG da dong cua dé khang khang thé ciia chudt duge tiép hop véi HRP
(Southern Biotech, Birmingham, AL). Phan tng co chét duoc thuc hién bing cach
stt dung co chat peroxidaza vi 16 SUREBLUE™ TMB (KPL, Gaithersburg, MD)
theo cac huéng din ctia nha san Xuét, va mit 46 quang hoc dugc doc béng cach st
dung thiét bi doc vi dia Spectrum Max (Molecular Devices). La d6i chting duong
tinh, cac dung dich pha loéing theo bac chtta hén hop gbm c4c huyét thanh tir chudt
dugc tao mién dich béng SRBC ma khdng c6 viéc diéu tri bénh bit ky duoc bd sung
vao mdi dia, va dudng chuin duoc x4y dung tir cac s6 doc tir cc 16 nay. Cac lugng
khang thé khang SBRC ciia c4c mAu khac dugc thé hién hinh 7 & dang ty 1é phan
trim ca d6i chimg duong tinh ndy.

Ty 18 phén trim cla cac t& bao lach 14 té bao B bi giam xudng & chudt da
duoc didu tri bénh b.%mg thude thay thé cta chudt so véi ty 18 phﬁn trdm quan sat
duge & chudt d duoc didu tri bénh bing IgG1 cta chudt. Hinh 7 (db thi trén clng).
ba quan sat théy muc giam tuong ty & chudt da duogc diéu tri bénh béng oBAFF
hoic aBAFF cdng v6i chit khang mB7RP1, nhung khéng phai ¢ chudt da duoc
didu tri chi bang chit khang mB7RP1. Hinh 7 (db thi trén ciing). Lién quan dén cac
té bao T nhé, cac con chudt da duoc didu tri bénh bing thudc thay thé ctia chudt,
chét khang mB7RP1, hodc chit khang mB7RP1 cong véi aBAFF c6 ty 18 t bao T
nhé gidm so véi ty 18 t& bao T nhé quan sét duge & chudt di dugc diéu tri bénh
bang mulgG1. Hinh 7 (d thi & gifra). Nguoc lai, phuong phap didu tri bénh bang
aBAFF khong lam thay ddi quan thé té bao T nhd & lach so véi quan thé té bao T
nhé & lach quan st duge v6i phuong phép didu tri bénh mulgG. Hinh 7 (46 thi &
gitta). Thubc thay thé ctia chudt cling thé hién kha nang lam giam cong hiéu lugng
khéng thé khdng SRBC trong huyét thanh, tvong tu véi luong khéng thé khang
SRBC quan sét dugc sau khi diéu trj bénh bing chit khing mB7RP1 hogc chat
khang mB7RP1 cdng v6i aBAFF hodc ¢ chudt ma da khong duoc tiém SRBC. Hinh
7 (dd thi duéi cing). Su wc ché vira phai lugng khéng thé khang SRBC, so véi
lugng quan sat dugc véi phuong phap diéu tri bénh bing mIgG1, quan sat duoc &
chudt chi duoc didu tri bénh bing oBAFF. Hinh 7 (dd thi dudi cing). Cac dit liéu
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nay thé hién ré'mg thudc thay thé ctia chuét c6 tac dung trc ché kép trong ngan té bao
B va ngin té bao T & chudt in vivo.

Anh huéng cta thude thay thé ciia chudt dén bénh dugc dénh gia & mé hinh
NZB/W F; luput bang céch st dung hai lidu lwong khac nhau ctia mdi phén tit trong
sb cac phan tir dugc thir nghiém. Chudt NZB/W F, cai (4,5 thang tudi, n=20) duogc
didu tri mdi tudn hai 14n theo phwong phép tiém trong mang bung trong 18 tudn
bing cach 4p dung timg ché do lidu ding trong s6 cac ché d6 liéu ding sau: Smg/kg
hodc 15mg/kg thudc thay thé cta chuét (MW=160KDa); 4,68mg/kg hodc 14mg/kg
chit khiang mB7RP1 (MW=150KDa); 1,88mg/kg hodc 5,6mg/kg oBAFF
(MW=64KDa); hén hop gdm oBAFF (1,88mg/kg hoic 5,6mg/kg) va chét khang
mB7RP1 (4,68mg/kg hoic 14mg/kg); IgGl cua chudt (15mg/kg; d6i ching kiéu
tuong duong); hodc dung dich mubi dugc dém phosphat (PBS) (d6i ching am
tinh). Mic protein-niéu dugc do trong nudc tiéu bang cach sir dung ALBUSTIX®
(Bayer, Elkhart, IN) hai tudn mét 14n bit diu vao thoi diém 5 théng tudi. Ty 1& mac
bénh protein-niéu dugc biéu thi & dang ty 18 phﬁn tram cac con chudt cé protein
trong nudc tiéu & ndng d6 it nhat 13 300mg/dl trong hai 1an do lién tiép. Luong IgG
khang dsDNA trong huyét thanh duoc do theo ELISA. Viée tinh diém ddi v6i bénh
than cla tit ca cic con chudt dugc thuc hién theo phuwong phép kiém tra cac miu
mo than dbi véi tAm loai ton thuong khac nhau, tic 13 ting sinh mao quan cAu thén,
ting san t& bio mang ning vong mao mach, chit nén mang ning vong mao mach
tang, két dinh bui cAu than, ting san bidu mo vach, bénh viém thén k&, gidn 6ng
than/xac protein, va teo 6ng than/xo héa md k&. Mbi loai tdn thuong dugc cho diém
s6 v& muc d6 trdm trong tir 0 dén 5, d8 c6 dugc diém sb t6i da c6 thé c6 1a 32. Cac
diém s ctia mdi nhém chudt duoc tinh trung binh. Ty 1& séng sot duoc theo doi.

Vao thoi diém 12 thang tudi, khéng cé con chudt nao trong s6 cac con chudt
da duoc didu tri bénh brfmg thube thay thé cta chudt & mot trong s6 hai muc lidu
lugng phat trién bénh protein-nidu. Nguoc lai, 100% sé chudt di duge diéu tri bénh
bang IgG1 cta chudt hosc PBS & ca hai mirc lidu lugng duge thir nghiém da thé
hién bénh protein-niéu. Hinh 8A va hinh 9B. Lin luot khoang 60% va 35% sb chudt
da duoc didu tri bénh bang cac muc liéu luong chét khang mB7RP1 va aBAFF thap

hon, va 1in luot khoang 50% va 25% sb chudt da dugc diéu tri bénh bing céc mirc
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liéu luong chét khang mB7RP1 va aBAFF cao hon, da phat trién protein-niéu. Hinh
8A va hinh 9B. Ngoai ra, thubc thay thé cia chudt diéu tri & ca hai mtc lidu luong
gdy ra sy gidm dang ké v& lugng IgG khéng dsDNA trong huyét thanh so v&i di
ching 4m tinh d& dugc didu tri bénh bang mulgG1l. Hinh 8B va hinh 9A. Phuong
phép diéu tri bénh dic hiéu kép cling cai thién mdt cach dang k& ty 18 sbng sét so
v6i nhom dbi chimg ding mIgG va nhém d6i chimg dung PBS. Dit liéu khong duge
thé hién. Tuy nhién, khong c6 sw khéc biét & rét nao vé ty 1& séng sét quan sat dugce
gitta phuong phép diu tri bénh dic hiéu kép so véi phuong phap didu tri bénh bang
mdt chit don 18 tai thoi diém két thic thir nghiém.

Thén ctia tit ca cac con chudt da duoc didu tri bénh, ké ca cac con chudt chét
truée khi két thic thir nghiém, dugc thu gom ding dé tinh diém md hoc ddi véi
mirc d6 trAm trong cta bénh thin. Céc nhoém chudt di duge didu tri bénh bang
aBAFF, hdn hop gdm aBAFF cong v6i chit khang mB7RP1, hoic thude thay thé
clia chudt da c6 diém sb thip hon mot cach déng ké dbi véi bénh thén so véi nhém
dbi chiing d3 duge didu tri bénh bing mIgG1. Hinh 10. C4c nhém da dugc didu tri
bénh bing thudc thay thé dic hiéu kép hoic hdn hop ndy cling thé hién xu huéng
thién v& bénh 1y than giam so voi cac nhém di didu tri bénh bang mot chat don 18,
mot két qua ma cé tuong quan rd rang voi cac két qua ctia bénh protein-niéu dugc
m6 ta trén day. So sanh hinh 10 véi hinh 8A va hinh 9B. Néi tém lai, sy Grc ché kép
BAFF va B7RP1 bang thudc thay thé ctia chudt hodc theo phuong phép didu tri
bénh két hop bing aBAFF cong v6i chat khang mB7RP1 13 hitu hiéu hon sy trc ché
chi bing BAFF (aBAFF) hodc chi bing B7RP1 (chit khdang mB7RP1) trong viéc
phong ngira sy khoi phét bénh va sy tién trién & mé hinh NZB/W F; luput.

P& x4c dinh xem liéu su tc ché bing ca BAFF va BTRP1 c6 thé tic ché mot
cach hitu hiéu céc triéu chitng ctia bénh viém khép do colagen gdy ra & chudt hay
khdng, thir nghiém sau dugc tién hanh. Céc con chudt DBA duc dugc tao mién dich
bang 100pg colagen clia bd typ II dugce nhii héa trong 2 x ta chét Freund hoan chinh
(Complete Freund’s adjuvant-CFA) vao ngdy 0 va dugc tiém tang cuodng bang
colagen ctia bd typ II trong ta chit Freund khong hoan chinh (Incomplete Freund’s
Adjuvant IFA) vao ngay 21. Céac con chudt da dugc didu tri bénh bang mét trong sb

céc chét thir nghiém mdi tuan hai 14n trong sudt tién trinh nghién ctru 41 tudn bt
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dAu vao ngay 0. Ty 18 phan trim cia cic con chudt trong mdi nhém thé hién céc
triéu chimg ctia bénh viém khép va diém s vé& bénh viém khép trung binh ciia mi
nhém dugc danh gia tai mdi thoi didm. Cac diém sb vé bénh viém khép duoc xac
dinh bang cach kiém tra mdi chi va gan diém sb 0 dén 3 cho mdi chi, ma diém sb
cao hon cho chi bi sung ndng hon va/hoéc chi bi viém ning hon. Vi vay, téng diém
s& v& bénh viém khép t6i da 12. Chudt duoc tinh 13 mic bénh viém khép néu né cb
diém 6 v& bénh viém khép it nhit 12 1 & chi bat ky.

Cac két qua duoc thé hién trén hinh 11. Cac dit liéu nay thé hién rang hdn
hop gdm aBAFF va chit khang mB7RP1 (céc hinh tron dugce gach kin dugc két ndi
bing cc dudng nét lidn) 1a hitu hidu hon nhidu trong viéc e ché cic triéu ching
viém khép so véi aBAFF (céc hinh tron @& trbng dugc két ndi bang cac duong nét
1in) hodc bing mdt minh chit khing mB7RP1 (cac hinh tron duge gach kin duge
k&t néi bing cac dudng nét dut). Cac nhém ddi chimg 4m tinh d& duoc diéu tri bénh
bang mIgG (c4c hinh vudng dugc gach kin dugc két ndi bang cac dudng nét lién)
hodc PBS (c4c hinh vudng dugc gach kin duge két ndi bing céc dudng nét dut) co
ty 16 mic bénh viém khép tinh theo phin trdm cao nhat va diém sb bénh viém khép
cao nhit. Cac két qua nay cho thay rang viée trc ché ca bang BAFF 14n B7RP1, trai
vé6i viée e ché chi bang mot trong s céc chét nay, c6 thé 1a phuong phap didu tri
bénh hitu hidu ddi vé6i tinh trang bénh 1y tu mién va/hodc tinh trang bénh Iy viém
khép nhu bénh viém da khép dang thép.
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YEU CAU BAO HO

1. Protein dic hiéu kép, trong d6 protein nay bao gdm:
(2)  polypeptit chira trinh ty axit amin c6 cong thirc sau:

A-L1-P-L2-P, trong d6 A 14 chudi ning ciia globulin mién dich ctia khang
thé IgG, L1 1a lién két peptit thir nhit ma khong c6 mit hodc c6 chidu dai tir 3 dén
40 axit amin, P 12 peptit 1ién két véi BAFF ma c¢6 chidu dai tir 10 dén 40 axit amin,

va L2 14 lién két peptit ma khong c6 mit hoic co chidu dai tir 5 d&n 50 axit amin, va

(b) chudi nhe ctia globulin mién dich cta khang thé IgG, trong d6 chudi
ning cua globulin mién dich néu trong muc (a) va chudi nhe ctia globulin mién dich
néu trong muc (b) tao ra khang thé IgG lién két véi BTRP 1, trong d6 protein ndy
chira hai phan ti polypeptit (a) va hai phan tir chudi nhe (b);

trong d6 protein ddc hiéu kép nay chira CDR1 ctia chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:8 (RASQGISNWLA), CDR2 cuia chudi nhe chira
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:9 (AASSLQS), CDR3 ctia chudi nhe chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:10 (QQYDSYPRT), CDRI1 cua chudi ning
chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11 (SYWMS), CDR2 ctia chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:12 (YIKQDGNEKYYVDSVKG), va
CDR3 cta chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13
(EGILWFGDLPTF).

2. Protein ddc hidu kép theo diém 1, trong d6 chudi ning ctia globulin mién dich

mat lysin & dau tdn cung C ctia n6 ndm ngay truée L1.

3. Protein dic hidu kép theo diém 1 hozc 2, trong d6 khang thé IgG nay 1a khéng thé
IgG1 khang B7RP1 cta ngudi hoic duge lam giéng nhu khang thé clia nguoi.

4. Protein dic hiéu kép theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang thé khang B7RP1 nay 14
khang thé IgG2 cta ngudi hodc dugc lam gibng nhu khang thé ctia ngudi, hoic

khéng thé 1gG4 ctia ngudi hodc dugce lam gidng nhu khang thé cia nguoi.
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5. Protein ddc hidu kép theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 4, trong d6 P ¢

trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1 (LPGCKWDLLIKQWVCDPL).

6. Protein dic hidu kép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 L1
¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:40 (GGGGQ).

7. Protein dac hiéu kép theo diém bAt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 6, trong d6 L2
nay co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, hodc SEQ ID
NO:7.

8. Protein ddc hiéu kép theo diém bét ky trong s6 cic diém tir 1 dén 7, trong d6
protein ndy chira ving bién dbi cta chudi nhe cta globulin mién dich chira trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:14.

9. Protein dic hiéu kép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6
protein nay chira ving bién ddi ctia chudi ning cta globulin mién dich chira trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:15.

10. Protein dic hiéu kép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 5 dén 9, trong d6
chudi nhe cua globulin mién dich néu trong muc (b) chira trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO:19.

11. Protein ddc hiéu kép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 5 dén 10, trong d6
polypeptit néu trong muc (a) chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:17 hogc
18.

12. Protein dac hiéu kép theo diém 1, trong dé:

(a)  polypeptit (a) theo diém 1 chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:17 hodc SEQ ID NO:18 va

(b)  polypeptit (b) theo diém 1 chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO:19.

13. Protein dac hiéu kép theo diém 12, trong d6 polypeptit néu trong muc (a) chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:17.
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14. Protein dic hiéu kép theo diém 12, trong d6 polypeptit néu trong muc (b) chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:18.

15. Dugc phim chira protein dic hidu kép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1

dén 14 va ta duoc chip nhan dugc vé mit sinh ly.

16. Axit nucleic mé héa protein dic hiéu kép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir

1 dén 14.

17. Vt truyén chira axit nucleic theo diém 16.

18. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 16 va/hodc vét truyén theo diém 17.
19. Phuong phép tao protein dic hidu kép bao gdm budc:

nudi t€ bao chu theo diém 18 trong cac dieu ki€n sao cho axit nucleic dugc biéu

hién va thu hoi protein tir khoi t€ bao hodc moi truong nudi cay nay.

20. Phuong phép theo didm 19, trong d6 té bao chu 14 t& bao dong vat c6 vi, hodc té

bao Escherichia coli, tbt hon 1a trong do té bao dong vat co vu la té bao CHO.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HSU, HAILING
ZHANG, MING
KANNAN, GUNASEKARAN
JACOBSEN, FREDERICK W.
TSUJI, WAYNE

<120> PROTEIN PAC HIEU POI VOI BAFF VA B7RP1 VA SU DUNG
<130> A-1887-WO-PCT

<140> --sé& dugc clp--
<141> 2014-03-12

<150> 61/942,776
<151> 2014-02-21

<150> 61/780,260
<151> 2013-03-13

<160> 72
<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phidn mé ta vé trinh ty nhé&n tao: Peptit téng hop"

<400> 1
Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu

<210> 2

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé td vé trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 2
Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Cys His
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Gly Leu

<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phan mdé ta vé& trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

<220>
<221> bién thé
<222> (3)..(3)

<223> /thay thé="Tyr" hodc "Phe"

<220>
<221> GOC PUQC CAI BIEN
<222> (5)..(5)

<223> Axit amin bt ky

<220>
<221> bién thé
<222> (1) .. (7)

<223> /thay thé="Ile"

<220>

<221> bién thé

<222> (8)..(8)

<223> /thay thé="Arg" hodc "His"

<220>
<221> bién thé
<222> (10)..(10)

<223> /thay thé="Arg" hodc "His" hodc "Ala" hodc "Val" hodc "Leu" hoac
"Tle" hodc "Pro" ho&c "Phe" hodc "Trp" hoac "Met"

<220>
<221> dac tinh pha tap
<222> (1)..(1l2)

<223> /luu y="Cac gbc bién thé duoc dua ra & trinh tu nay khdéng cé uu
tién gi hon so véi cac gbc bién thé & cac phan chu thich cua cac
vi tri bién thé"

<400> 3
Cys Lys Trp Asp Xaa Leu Thr Lys Gln Lys Val Cys
1 5 10
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<210> 4

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phin mé ta vé& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 4
Gly Gly Gly Gly
1

<210> 5

<211> 23

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phidn mé ta vé trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

<220>
<221> bién thé
<222> (12)..(12)

<223> /thay thé="val"

<220>

<221> dac tinh pha tap

<222> (1)..(23)

<223> /luu y="Cac gbc bién th& dugc dua ra & trinh tu nay khéng c6 uu
tién gi so véi cac gbc bién ddi & cac phan chd thich cua cac vi tri

bién thé"
<400> 5
Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Ser Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr His Leu
20

<210> 6

<211> 23

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
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<223> /luu y="Phdn md ta vé& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 6
Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Val Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr His Leu
20

<210> 7

<211> 23

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé ta vé& trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 7
Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Ser Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr His Leu
20

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn md ta vé& trinh ty nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 8
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 9

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phin mdé ta vé& trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 9
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

35903

10

9

PRT

Trinh tyu nhdn tao

nguén

/luu y="Phan md ta vé trinh tu nhan tao:

10

Gln Gln Tyr Asp Ser Tyr Pro Arg Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

11

5

PRT

Trinh ty nhé&n tao

ngudn

/luu y="Phadn mdé tad vé trinh tu nhén tao:

11

Ser Tyr Trp Met Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

12

17

PRT

Trinh ty nhé&n tao

ngudn

/luu y="Phidn md ta vé trinh tu nhan tao:

12

Peptit tdéng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdéng hop"

Tyr Ile Lys Gln Asp Gly Asn Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys

1

Gly

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

5 10

13
12
PRT
Trinh ty nhé&n tao

-70-

15



35903

<220>
<221> nguén
<223> /luu y="Phin md ta v& trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 13
Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe
1 5 10

<210> 14

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phan mé ta v& trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 14
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 15

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn

-71-



35903

<223> /luu y="Phdn mé ta vé trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

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

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

Ala Arg Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 16
<211> 509
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé td vé trinh tu nhén tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 16
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

-72-



Ala

Lys

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

225

Phe

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Gln

Thr

Ser

85

Ile

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro
245

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

35903

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Lys

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr
250

-73-

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

235

Leu

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

45

Val

Asn

Val

Thr

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Asp

Ser

Tyr

Phe

110

Gly

Ser

vVal

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg
255

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

val

His

Cys

Val

240

Thr



Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

385

Asp

Trp

His

Gly

Cys

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

450

Asp

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His

435

Leu

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Pro

Leu

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Gly

Gly

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

vVal

Gln

Cys

Ser

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

455

Gly

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

440

Trp

Ser

35903

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Asp

Ala

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Leu

Thr

-74-

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

vVal

Pro

395

Thr

Val

Leu

Leu

Gly

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Ile

460

Gly

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Met

Asp

His

Pro

445

Lys

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Gln

Gly

Pro

Ala

vVal

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

sSer

Asp

Ser

415

Ala

Gly

Trp

Ser

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly

Val

Gly



35903

465 470 475 480

Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Ser Leu Pro Gly Cys Lys
485 490 495

Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
500 505

<210> 17

<211> 511

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phadn mé ta vé trinh tu nh&n tao: Polypeptit téng hop"

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Lys Gln Asp Gly Asn Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Arg Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala

-75-



Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

225

Phe

Pro

vVal

Thr

Val

305

Cys

Ser

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
340

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

Trp

Glu

vVal

Asn

325

Gly

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

35903

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
345

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

-76-

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

Val

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
350

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro



35903

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

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly
435 440 445

Gly Gly Gly Gly Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln
450 455 460

Trp Val Cys Asp Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly
465 470 475 480

Ser Val Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr His Leu Leu Pro Gly
485 490 495

Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
500 505 510

<210> 18

<211> 511

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé ta vé trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Ile

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

35903

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

-78-

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Thr

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Val



225

Phe

Pro

Val

Thr

vVal

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His
435

Pro

Thr

260

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

230

Lys

val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

35903

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

-79-

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

vVal

Leu

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Met

Asp

His

Pro
445

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly



35903

Gly Gly Gly Gly Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln
450 455 460

Trp Val Cys Asp Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly
465 470 . 475 480

Ser Ser Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr His Leu Leu Pro Gly
485 490 495

Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
500 505 510

<210> 19

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé ta vé& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 19
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

-80-



35903

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln

115 120

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 : 135 140

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

145

150 155

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr

165 170

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

180 185

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

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

<220>
<221>
<223>

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

<400>

20

9

PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Phin mdé ta vé trinh tu nhan tao:

GOC PUQC CAI BIEN
(2)..(9) )
Axit amin bat ky

20

Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

5

21

5

PRT

Trinh tu nhé&n tao

-81-

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Peptit tdéng hop"



<220>
<221>
<223>

<400>

35903

ngudn

/luu y="Phdn mé ta vé trinh ty nhan tao:

21

Leu Glu Trp Ile Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

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

<400>

5

22

4

PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Phin mé tad vé trinh tu nhédn tao:

cOC DPUQC CAI BIEN
(3)..(3) )
Axit amin bat ky

22

Trp Gly Xaa Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

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

<400>

23

4

PRT

Trinh tu nhén tao

nguén

/luu y="Phdn md tad vé trinh tu nhan tao:

cOC PUQC CAI BIEN
(3)..(3) ,
Axit amin bat ky

23

Phe Gly Xaa Gly

1

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

24

23

PRT

Trinh tu nhé&n tao

-82-

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"



35903

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mdé ta vé& trinh tu nhan tao: tdng hop

peptit”
<400> 24
Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr Gly Ser
20

<210> 25

<211> 447

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mdé ta vé& trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 25
Clu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr

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

Ala Arg Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

-83-



Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

vVal

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

vVal

Ser

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn
325

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

vVal

Val

Gln

295

Gln

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

35903

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala
330

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
335

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile



35903

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

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

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 26

<211> 508

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phin mdé ta vé& trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 26
Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ala Ser
20 25 30

Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Ser Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp
35 40 45

Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu Gly Gly Glu Val Gln
50 55 60

-85-



Leu

65

Leu

Trp

Lys

Phe

Asn

145

Gly

Leu

Leu

Cys

Ser

225

Ser

Asn

Asn

Val

Ser

vVal

Gln

Thr

130

Ser

Ile

Val

Ala

Leu

210

Gly

Ser

Phe

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

115

Ile

Leu

Leu

Thr

Pro

195

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
275

Ser

Ala

Gln

100

Gly

Ser

Arg

Trp

Val

180

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

260

Val

Gly

Ala

85

Ala

Asn

Arg

Ala

Phe

165

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

245

Gln

Asp

Gly

70

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

150

Gly

Ser

Arg

Tyr

Ser

230

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

135

Asp

Asp

Ala

Ser

Phe

215

Gly

Leu

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

120

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

200

Pro

Val

Ser

Thr

Val
280

35903

Val

Thr

Gly

105

Tyr

Lys

Ala

Pro

Thr

185

Ser

Glu

His

Ser

Cys

265

Glu

Gln

Phe

90

Leu

vVal

Asn

Val

Thr

170

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

250

Asn

Arg

-86-

Pro

75

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

155

Phe

Gly

Ser

Val

Phe

235

Val

Val

Lys

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

140

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

220

Pro

Thr

Asp

Cys

Gly

Tyr

Val

Val

125

Tyr

Cys

Gly

Ser

Ala

205

val

Ala

Val

His

Cys
285

Ser

Trp

Ala

110

Lys

Leu

Ala

Gln

Val

190

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

270

Val

Leu

Met

95

Tyr

Gly

Gln

Arg

Gly

175

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

255

Pro

Glu

Arg

80

Ser

Ile

Arg

Met

Glu

160

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

240

Ser

Ser

Cys



Pro

Pro

305

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

385

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

465

Gly

Pro

290

Pro

Cys

Trp

Glu

Val

370

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

450

Phe

Asn

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

355

His

Lys

Gln

Met

Pro

435

Asn

Leu

Val

Pro

Pro

Val

vVal

340

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

420

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Ala

Lys

Val

325

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

405

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
485

Pro

Asp

310

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

390

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

470

Cys

Pro

295

Thr

Val

Val

Ser

Leu

375

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

455

Leu

Ser

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

360

Asn

Pro

Gln

Val

Val

440

Pro

Thr

Val

35903

Ala Gly

Met Ile

His Glu

330

Val His

345

Phe Arg

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyr

410

Ser Leu

425

Glu Trp

Pro Met

Val Asp

Met His
490

-87-

Pro

Ser

315

Asp

Asn

val

Glu

Lys

395

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

475

Glu

Ser

300

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

380

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

460

Ser

Ala

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

365

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

445

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

350

val

Cys

Ser

Pro

Val

430

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Gln

335

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

415

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
495

Phe

Val

320

Phe

Pro

Thr

Val

Thr

400

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

480

His



35903

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
500 505

<210> 27

<211> 275

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phin mdé ta vé& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 27
Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ala Ser
20 25 30

Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Ser Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp
35 40 45

Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu Gly Gly Asp Ile Gln
50 55 60

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val
65 70 75 80

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Trp Leu Ala Trp
85 90 95

Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile Tyr Ala Ala
100 105 110

Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
115 120 125

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe
130 135 140

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Ser Tyr Pro Arg Thr Phe Gly
145 150 155 160

-88-



Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
165

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
180

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
195

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
210 215

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
225 230

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
245

Val Thr His Gln Gly Leu Ser
260

Gly Glu Cys
275

<210> 28

<211> 511

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phin md ta vé

<400> 28
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln
35

35903

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val
170 175

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser
185 190

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln
200 205

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val
220

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
235 240

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu
250 255

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg
265 270

trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

-890-



Ala

Lys

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

vVal

225

Phe

Pro

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Val

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr
260

Gln

Thr

Ser

85

Ile

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

vVal

Gly

Ser

Arg

Trp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

Val

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

35903

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp
265

Lys

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

250

Val

-90-

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

val

235

Leu

Ser

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Asn

Val

Thr

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Asp
270

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

vVal

160

Ala

Val

His

Cys

vVal

240

Thr

Glu



Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Gly

Cys
465

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

450

Asp

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His

435

Leu

Pro

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Pro

Leu

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Gly

Gly

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Cys

Gly
470

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

455

Gly

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

440

Trp

Gly

35903

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Asp

Ser

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Leu

Gly

-01-

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Leu

Gly
475

Val

Phe

300

Gly

Ile

val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Ile

460

Gly

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Met

Asp

His

Pro

445

Lys

Gly

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Gln

Ser

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Gly

Trp

Gly

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly

Val

Gly
480



35903

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Pro Gly
485 490 495

Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
500 505 510

<210> 29

<211> 510

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé ta vé& trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 29
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

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

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

Ala Arg Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

vVal Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140

-02-



Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Arg
355

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Gly

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Gly
360

35903

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Leu

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Pro

-03-

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

vVal

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Gly

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

vVal

Cys

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Lys
365

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

vVal

Glu

Lys

Thr

350

Trp

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Asp

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu



35903

Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr
370 375 380

Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly
385 390 395 400

Ser Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys
405 410 415

Asp Pro Leu Gly Gly Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
420 425 430

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
435 440 445

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
450 455 460

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
465 470 475 480

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
485 490 495

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
500 505 510

<210> 30

<211> 490

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phadn mdé ta vé trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 30
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

-94-



Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val
225

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Val

Gln

Thr

Ser

85

Ile

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys
230

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

35903

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

-05-

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val
235

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Leu

45

val

Asn

Val

Thr

Lys

125

Glu

Pro

Thr

vVal

Asn

205

Arg

Gly

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

vVal

Val

Tyr

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Val
240



Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Leu

vVal

385

Val

Pro

Thr

vVal

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Ile

370

Ser

Glu

Pro

Val

Met
450

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

val

Thr

Arg

355

Lys

Leu

Trp

Met

Asp

435

His

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Gln

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Trp

Cys

Ser

405

Asp

Ser

Ala

Lys
Val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Val
Leu
390
Asn
Ser

Arg

Leu

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Gly

Cys

375

Val

Gly

Asp

Trp

His
455

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Gly

360

Asp

Lys

Gln

Gly

Gln

440

Asn

35903

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Leu

Pro

Gly

Pro

Ser

425

Gln

His

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Pro

Leu

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

-06-

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Gly

Gly

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Thr

Met

His

vVal

Phe

300

Gly

Ile

Val

Cys

Gly

380

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
460

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Lys

365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

445

Lys

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Trp

Lys

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Asp

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser



35903

Leu Ser Pro Gly Gly Gly Gly Gly Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu
465 470 475 480

Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
485 490

<210> 31

<211> 491

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phadn md ta vé trinh ty nha&n tao: Polypeptit téng hop"

<400> 31
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Lys Gln Asp Gly Asn Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Arg Glu Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140

-97-



Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

225

Phe

Pro

Gly

Gly

Glu

305

Thr

Asn

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

Cys

Gly

290

vVal

Phe

Gly

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

val

Lys

275

Glu

His

Arg

Lys

Cys

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

260

Trp

Asp

Asn

Val

Glu
340

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

Asp

Pro

Ala

Val

325

Tyr

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Val

Leu

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

val

Leu

Val

295

Thr

vVal

Cys

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

Ile

280

Gln

Lys

Leu

Lys

35903

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Lys

Phe

Pro

Thr

Val
345

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

250

Val

Gln

Asn

Arg

Val

330

Ser

-08-

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Val

235

Leu

Ser

Trp

Trp

Glu

315

Val

Asn

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Tyr

300

Glu

His

Lys

Pro

Thr

Val

Asn

205

Arg

Gly

Ile

Gly

Cys

285

Val

Gln

Gln

Gly

Val

Phe

Val

130

Val

Lys

Pro

Ser

Gly

270

Asp

Asp

Phe

Asp

Leu
350

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Leu

Pro

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Val

160

Ala

Val

His

Cys

vVal

240

Thr

Pro

Leu

Val

Ser

320

Leu

Ala



35903

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
355 360 365

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Gly Gly Leu Pro
370 375 380

Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp Pro Leu
385 390 395 400

Gly Gly Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
405 410 415

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
420 425 430

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
435 440 445

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
450 455 460

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
465 470 475 480

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
485 490

<210> 32

<211> 293

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mé tad vé& trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 32
Met Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10 15

Asp Pro Leu Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala
20 25 30

-90-



Ser

Asp

Gly

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

145

Asn

Pro

Gln

Val

Val

225

Pro

Ser

Leu

50

Val

Gly

Met

His

Val

130

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

210

Glu

Pro

Gly

35

Leu

Asp

Gly

Ile

Glu

115

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

195

Leu

Trp

Val

Ser

Ile

Lys

Pro

Ser

100

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

180

Thr

Thr

Glu

Leu

Gly

Lys

Thr

Ser

85

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

165

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
245

Ser

Gln

His

70

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

150

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

230

Ser

Ala

Trp

55

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

135

Val

Cys

Ser

Pro

Val

215

Gly

Asp

Thr

40

Val

Cys

Leu

Glu

Lys

120

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

200

Lys

Gln

Gly

35903

His

Cys

Pro

Phe

Val

105

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

185

Arg

Gly

Pro

Ser

Met

Asp

Pro

Pro

90

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

170

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
250

-100-

Leu

Pro

Cys

75

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

155

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

235

Phe

Pro

Leu

60

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

140

His

Lys

Gln

Leu

Pro

220

Asn

Leu

Gly

Gly

Ala

Pro

Val

Val

125

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

205

Ser

Tyr

Tyr

Cys

Gly

Pro

Lys

Val

110

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

190

Lys

Asp

Lys

Ser

Lys

Gly

Glu

Asp

95

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

175

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
255

Trp

Gly

Leu

80

Thr

Val

Val

Ser

Leu

160

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

240

Leu



Thr

Val

Leu

35903

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
260 265 270

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
275 280 285

Ser Pro Gly Lys
290

<210> 33

<211> 232

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Glu

1

Pro

Lys

vVal

Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Arg

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
5 10 15

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
35 40 45

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
70 75 80

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
85 90 95

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 110

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
115 120 125

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

-101-



Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

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

<400>

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

34

228
PRT
Homo sapiens

34

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Ser

Ser

Glu Arg Lys

1

Ala

Met

His

Val

65

Phe

Gly

Ile

Glu

50

His

Arg

Pro

Ser

35

Asp

Asn

Val

Val

Val

Pro

180

Thr

Val

Leu

Cys

Ser

20

Arg

Pro

Ala

Val

Ser

Glu

165

Pro

val

Met

Ser

Cys

5

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
85

Leu

150

Trp

Val

Asp

His

Pro
230

vVal

Phe

Pro

Val

Thr

70

Val

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

Glu

Leu

Glu

Gln

55

Lys

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

Cys

Phe

Val

40

Phe

Pro

Thr

35903

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Pro

Pro

25

Thr

Asn

Arg

Val

Val

Gly

170

Asp

Trp

His

Pro

10

Pro

Cys

Trp

Glu

Val
90

-102-

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

75

His

Gly

Pro

Ser

Gln

His
220

Pro

Pro

Val

Val

60

Gln

Gln

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Ala

Lys

Val

45

Asp

Phe

Asp

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Pro

Asp

30

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Asn

175

Leu

vVal

Gln

Pro

15

Thr

Val

Met

Ser

Leu
95

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

80

Asn



35903

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro
100 105 110

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
115 120 125

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
130 135 140

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
145 150 155 160

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
165 170 175

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
180 185 190

val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
195 200 205

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
210 215 220

Ser Pro Gly Lys
225

<210> 35

<211> 279

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr Cys Pro Arg Cys
1 5 10 15

Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
20 25 30

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu
35 40 45

-103-



Pro

Glu

65

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

145

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

225

Lys

Lys

50

Leu

Thr

Val

val

Ser

130

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

210

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

115

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

195

Val

Pro

Thr

Cys

Gly

Met

His

100

Val

Phe

Gly

Ile

vVal

180

Ser

Glu

Pro

Val

Asp

Gly

Ile

85

Glu

His

Arg

Lys

Glu

165

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp
245

Thr

Pro

70

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

150

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

230

Lys

Pro

55

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

135

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

215

Asp

Ser

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

120

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

200

Ser

Ser

Arg

35903

Pro

Phe

Pro

Val

105

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

185

Val

Gly

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

90

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

170

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
250

-104-

Pro

Phe

75

Val

Phe

Pro

Thr

vVal

155

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

235

Gln

Arg

60

Pro

Thr

Lys

Arg

Val

140

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

220

Phe

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

125

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

205

Asn

Phe

Asn

Pro

Lys

Val

Tyr

110

Glu

His

Lys

Gln

Met

190

Pro

Asn

Leu

Ile

Ala

Pro

Val

95

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

175

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
255

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

160

Arg

Lys

Asp

Asn

Ser

240

Ser



35903

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr Gln Lys Ser

260

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

<400>

36
229
PRT
Homo sapiens

36

275

Glu Ser Lys

1

Leu

Leu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val
145

Gly

Met

Gln

50

vVal

Tyr

Gly

Ile

vVal

130

Ser

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Gly

5

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
150

Pro

Phe

Pro

Val

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

265

Pro Ser
10

Phe Pro

25

Val Thr

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

90

Val Ser

105

Ala Lys

Gln Glu

Gly Phe

-105-

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
155

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Ala

Pro

Val

45

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

270

Pro

Lys

30

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Phe

Thr

Val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala
160



Val

Pro

Thr

Val

Leu
225

<210>

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

<211> 4

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

37

37

Trp

Val

Asp

185

His

Leu

PRT
Trinh

nguén \
/luu y="Phan mdé ta vé trinh tu nhan tao:

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

ty nhan

Gly Gly Gly Ser

1

<210>

<211> 4

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

38

38

PRT
Trinh tu nhén tao

ngudn X
/luu y="Phin mé tad vé trinh tu nhan tao:

Gly Gly Gly Pro

1

<210>

<211> 4

<212>
<213>

<220>

39

PRT
Trinh tyu nhén tao

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp

Leu His
215

tao

Gln

Gly

Gln

200

Asn

35903

Pro

Ser

185

Glu

His

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

-106-

Asn

Phe

Asn

Thr

Asn

Leu

Val

Gln
220

Tyr Lys

Tyr Ser
190

Phe Ser
205

Lys Ser

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

Peptit tdéng hop"

Peptit tdng hogp"



<221>
<223>

<400>

35903

ngudn
/luu y="Phadn mdé ta vé trinh ty nhan tao:

39

Gly Gly Gly Gln

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

40

5

PRT

Trinh tyu nhan tao

ngudn
/luu y="Phin md ta vé trinh tuy nhan tao:

40

Gly Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

41

54

ADN

Trinh ty nhén tao

nguén
/luu y="Phadn mé ta vé trinh tu nhan tao:

41

Peptit téng hop"

Peptit tdéng hop"

Oligonucleotit téng hop"

ctgccgggtt gtaaatggga cctgctgatc aaacagtggg tttgtgaccc gctg

54

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

<220>
<221>
<223>

<400>

42

12

ADN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="Phidn mé td vé trinh tu nhén tao:

42

ggtggtggtg gt

12

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

43

69

ADN

Trinh ty nhdn tao

-107-

Oligonucleotit tdng hop"



<220>
<221>
<223>

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

<400>

35903

ngudn
/luu y="Phan mdé ta vé& trinh tu nha&n tao: Oligonucleotit tdéng hop"

bazo dugc cai bién
(36)..(36)
a, ¢, t, g, loai chua biét hodc loai khéc

43

ggatccggtt ctgctactgg tggttccggce tccedbngcaa gectctggttc aggcagtgcg

60

actcatctg

69

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

<220>
<221>
<223>

<400>

44

69

ADN

Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="Phidn mdé td vé& trinh ty nhadn tao: Oligonucleotit téng hop"

44

ggatccggtt ctgctactgg tggttccggce tccgtcgcaa gctctggttc aggcagtgcg

60

actcatctg

69

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

<220>
<221>
<223>

<400>

45

69

ADN

Trinh tu nhdn tao

ngudn
/luu y="Phidn mdé td vé trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdéng hop"

45

ggatccggtt ctgctactgg tggttccgge tcctcggcaa gctctggttc aggcagtgcg

60

actcatctg

69

<210>

46

-108-



<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

35903

33
ADN
Trinh ty nhdn tao

ngudn

/luu y="Phadn md ta vé trinh tu nhan tao:

46

cgggcgagtc agggtattag caactggtta gcc

33

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

<220>
<221>
<223>

<400>

47

21

ADN

Trinh tu nhdn tao

ngudn

/luu y="Phidn mdé ta vé trinh ty nhan tao:

47

gctgcatcca gtttgcaaag t

21

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

<220>
<221>
<223>

<400>

48

27

ADN

Trinh tu nhdn tao

ngudn

/luu y="Phin mé tad vé trinh tu nhan tao:

48

caacagtatg atagttaccc tcggacg

27

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

<220>
<221>
<223>

<400>

49

15

ADN

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/luu y="Phin mé td vé trinh tu nhan tao:

49

agttattgga tgagt

15

-109-

Oligonucleotit téng hop"

Oligonucleotit téng hop"

Oligonucleotit tdng hop"

Oligonucleotit tdng hop"



35903

<210> 50

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phadn mdé ta vé trinh tu nha&n tao: Oligonucleotit tdng hop"

<400> 50
tacataaagc aagatggaaa tgagaaatac tatgtggact ctgtgaaggg c
51

<210> 51

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phan mdé ta v& trinh tu nhan tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 51
gaagggatac tttggttcgg ggacttaccg acgttc
36

<210> 52

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Phdn mdé tad vé trinh ty nhén tao: Polynucleotit tdng hop"

<400> 52
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc
60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc aactggttag cctggtatca gcagaaacca
120

gagaaagccc ctaagtccct gatctatgcet gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct
240

gaagattttg caacttatta ctgccaacag tatgatagtt accctcggac gttcggccaa
300

-110-



gggaccaagg tggaaatcaa acga

324

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

53
363
ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 53

gaggtgcagce
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agt
363

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

54
1527
ADN

<220>
<221>
<223> /luu

<400> 54

gaggtgcage
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

ngudn

ngudén

y="Phan md

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

y="Phan md

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

Trinh tu nhdn tao

35903

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

tgggggaggc

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

Trinh tu nhén tao

ttggtccagce

agttattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

tggggccagg

ctggggggte

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaagggd

caccgtctcect

ta vé& trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng

tgggggaggc ttggtccagce ctggggggtc cctgagactc

tacctttagt agttattgga tgagttgggt ccgccagget

ggtggcctac ataaagcaag atggaaatga gaaatactat

-111-

th "



gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acatatacat
660

cggaagtgtt
720

tttctcttce
780

tgtgtggteg
840

ggcgtagaag
900

agggtggtca
960

tgtaaggtct
1020

ggacagccca
1080

aatcaggtca
1140

tgggagtcaa
1200

gacggaagct
1260

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccc

cggccecctggg

caggcgctct

actccctcag

gcaatgtgga

gcgtcgagtg

ctcccaagcc

tggacgtgtc

tccacaacgc

gcgtgttgac

caaacaaagg

gggaacccca

gcctcacgtg

atggacagcc

tctttttgta

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtc

gaccagcggc

cagcgtggta

tcataagcct

cccaccgtgt

aaaagataca

gcatgaggat

caagaccaag

agtagtccac

gctcccggceca

agtgtatacg

tctcgtaaag

cgaaaacaac

ctcgaaactg

35903

tccagagaca
acggctgtgt
tggggccagg
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
acggtgccct
tccaacacga
cccgctecte
ctcatgatct
ccggaggtgce
cctagagagg
caggactggc
cccattgaga
ctgcccccaa
ggattttacc
tataagacca

acggtggaca

-112-

acgccaagaa

attactgtgce

gaaccctggt

cctgctccag

tccccgaacc

tcccagcetgt

cctcaaattt

aggtggacaa

cggtcgctgg

caagaacccc

agtttaactg

aacaattcaa

ttaatgggaa

agacaatttc

gccgggagga

cgtcggacat

caccaccgat

aatcgcgctyg

ctcattgtat

gagggaaggg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtyg

cctacagtcc

cgggacgcag

gactgtggag

cccatcagta

agaagtgact

gtatgtggat

ctcgacgttc

ggaatacaaa

caaaaccaag

aatgacgaaa

cgcggtggag

gctcgactcc

gcaacagggg



aatgtcttta
1320

ttgtcgctct
1380

aaacagtggg
1440

gcgtccagcg
1500

atcaagcaat
1527

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

55
1533
ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 55

gaggtgcagc
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

ngudn

gctgctcggt

cgccgggtygg

tatgcgaccc

gatcgggctc

gggtgtgcga

y="Phdn md

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtyg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccc

cggccctggg

caggcgctcect

catgcacgag

gggtggagga

tttgggaagc

ggccactggg

tcceccectce

Trinh tu nhén tao

35903

gccctccaca
ctgcccggtt
ggctcggcga

tcactccctg

atcattacac

gcaaatggga

cgggtgggte

gatgcaagtyg

tcagaaaagc

tctgttgatc

ggggtcgggt

ggatcttctt

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng

tgggggaggc

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtc

gaccagcggc

ttggtccagc

agttattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

tggggccagg

cccctggegce

aaggactact

gtgcacacct

-113-

ctggggggtc

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgctccag

tccccgaacc

tcccagcectgt

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

hQ’p "



tcaggactct
600

acatatacat
660

cggaagtgtt
720

tttctcttcece
780

tgtgtggtcyg
840

ggcgtagaag
900

agggtggtca
960

tgtaaggtct
1020

ggacagccca
1080

aatcaggtca
1140

tgggagtcaa
1200

gacggaagct
1260

aatgtcttta
1320

ttgtcgctct
1380

ctgatcaaac
1440

tccgtcgcaa
1500

ctgctgatca
1533

<210> 56
<211> 1533

actccctcag

gcaatgtgga

gcgtcgagtg

ctcccaagcc

tggacgtgtc

tccacaacgc

gcgtgttgac

caaacaaagg

gggaacccca

gcctcacgtg

atggacagcc

tctttttgta

gctgctcggt

cgccgggtaa

agtgggtttyg

gctctggttc

aacagtgggt

cagcgtggta

tcataagcct

cccaccgtgt

aaaagataca

gcatgaggat

caagaccaag

agtagtccac

gctcccggcea

agtgtatacg

tctcgtaaag

Ccgaaaacaac

ctcgaaactg

catgcacgag

aggtggtggt

tgacccgctg

aggcagtgcg

ttgtgacccg

35903

acggtgccct
tccaacacga
ccecgcectcecte
ctcatgatct
ccggaggtgce
cctagagagg
caggactggc
cccattgaga
ctgcccccaa
ggattttacc
tataagacca
acggtggaca
gccctccaca
ggtggtctgc
ggatccggtt
actcatctgc

ctg

-114-

cctcaaattt

aggtggacaa

cggtcgctgg

caagaacccc

agtttaactg

aacaattcaa

ttaatgggaa

agacaatttc

gcecgggagga

cgtcggacat

caccaccgat

aatcgcgctg

atcattacac

cgggttgtaa

ctgctactgg

tgccgggttyg

cgggacgcag

gactgtggag

cccatcagta

agaagtgact

gtatgtggat

ctcgacgttc

ggaatacaaa

caaaaccaag

aatgacgaaa

cgcggtggag

gctcgactcc

gcaacagggg

tcagaaaagc

atgggacctg

tggttccggce

taaatgggac



<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 56

gaggtgcagc
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acatatacat
660

cggaagtgtt
720

tttctcttce
780

tgtgtggteg
840

ggcgtagaag
900

ngudn

y="Phan mdé

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccc

cggccctggg

caggcgctcet

actccctcag

gcaatgtgga

gcgtcgagtg

ctcccaagcc

tggacgtgtc

tccacaacgc

Trinh ty nhan tao

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

tgggggaggc

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtce

gaccagcggc

cagcgtggta

tcataagcct

cccaccgtgt

aaaagataca

gcatgaggat

caagaccaag

35903

ttggtccagc
agttattgga
ataaagcaag
tccagagaca
acggctgtgt
tggggccagg
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
acggtgccecct
tccaacacga
cccgctecte
ctcatgatct
ccggaggtgce

cctagagagg

-115-

ctggggggtc

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgctccag

tcceccgaacc

tcccagectgt

cctcaaattt

aggtggacaa

cggtcgctygg

caagaacccc

agtttaactg

aacaattcaa

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggyg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

cgggacgcag

gactgtggag

cccatcagta

agaagtgact

gtatgtggat

ctcgacgttc



agggtggtca
960

tgtaaggtct
1020

ggacagccca
1080

aatcaggtca
1140

tgggagtcaa
1200

gacggaagct
1260

aatgtcttta
1320

ttgtcgctct
1380

ctgatcaaac
1440

tcctcggcaa
1500

ctgctgatca
1533

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

57
642
ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 57
gacatccaga
60

atcacttgtc
120

gagaaagccc
180

ngudn

gcgtgttgac

caaacaaagg

gggaacccca

gcctcacgtg

atggacagcc

tctttttgta

gctgctcggt

cgccgggtaa

agtgggtttg

gctctggttc

aacagtgggt

y="Ph&n md

tgacccagtc

gggcgagtca

ctaagtccct

agtagtccac

gctcccggcea

agtgtatacg

tctcgtaaag

Cgaaaacaac

ctcgaaactg

catgcacgag

aggtggtggt

tgacccgctyg

aggcagtgcg

ttgtgacccg

Trinh ty nhén tao

35903

caggactggc
cccattgaga
ctgcccccaa
ggattttacc
tataagacca
acggtggaca
gccctccaca
ggtggtctge
ggatccggtt
actcatctgc

ctg

ttaatgggaa

agacaatttc

gccgggagga

cgtcggacat

caccaccgat

aatcgcgcectg

atcattacac

cgggttgtaa

ctgctactgg

tgccgggttyg

ggaatacaaa

caaaaccaag

aatgacgaaa

cgcggtggag

gctcgactcc

gcaacagggg

tcagaaaagc

atgggacctg

tggttccggce

taaatgggac

ta vé trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng

tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc

gggtattagc aactggttag cctggtatca gcagaaacca

gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca

-116-

hOp n



aggttcagcg
240

gaagattttg
300

gggaccaagg
360

tctgatgagc
420

cccagagagg
480

gagagtgtca
540

ctgagcaaag
600

ctgagctcgce
642

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

58
69
ADN

<220>

gcagtggatc

caacttatta

tggaaatcaa

agttgaaatc

ccaaagtaca

cagagcagga

cagactacga

ccgtcacaaa

tgggacagat

ctgccaacag

acgaactgtg

tggaactgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaaacacaaa

gagcttcaac

Trinh tu nhén tao

35903

ttcactctca
tatgatagtt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

ccatcagcag

accctcggac

ctgtcttcat

gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag

gcgaagtcac

gt

cctgcagect

gttcggccaa

cttcccgceca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

ccatcagggc

<221>
<223>

ngudn
/luu y="Phdn mdé ta vé& trinh tu nhan tao: Oligonucleotit tdng hop"
<400> 58

ggaagcggct cggcgacggg tgggtcgggg tegggtgegt ccagcggatc gggctcggece
60

actgggtca
69

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

59

1341

ADN

Trinh tu nhén tao

<220>
<221>
<223>

ngudn

/luu y="Phdn mé ta vé trinh ty nhan tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 59

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggggggtc cctgagactc
60

-117-



tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acatatacat
660

cggaagtgtt
720

tttctcttcc
780

tgtgtggteg
840

ggcgtagaag
900

agggtggtca
960

tgtaaggtct
1020

ggacagccca
1080

aatcaggtca
1140

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccc

cggcectggyg

caggcgctcet

actccctcag

gcaatgtgga

gcgtcgagtg

ctcccaagcece

tggacgtgtc

tccacaacgc

gcgtgttgac

caaacaaagg

gggaacccca

gcctcacgtg

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtc

gaccagcggce

cagcgtggta

tcataagcct

cccaccgtgt

aaaagataca

gcatgaggat

caagaccaag

agtagtccac

gctcccggea

agtgtatacg

tctcgtaaag

35903

agttattgga
ataaagcaag
tccagagaca
acggétgtgt
tggggccagg
cccctggcege
aaggactact
gtgcacacct
acggtgccect
tccaacacga
cccgctectce
ctcatgatct
ccggaggtgce
cctagagagg
caggactggc
cccattgaga
ctgcccccaa

ggattttacc

-118-

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgctccag

tcceccgaacc

tcccagcetgt

cctcaaattt

aggtggacaa

cggtcgetygy

caagaacccc

agtttaactg

aacaattcaa

ttaatgggaa

agacaatttc

gccgggagga

cgtcggacat

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggdg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

cgggacgcag

gactgtggag

cccatcagta

agaagtgact

gtatgtggat

ctcgacgttc

ggaatacaaa

caaaaccaag

aatgacgaaa

cgcggtggag



tgggagtcaa
1200

gacggaagct
1260

aatgtcttta
1320

ttgtcgctct
1341

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

60
1524
ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 60
cttccecggat
60

gggtccgcga
120

tcacttcccg
180

ggcgaggtgce
240

ctctcctgtyg
300

gctccaggga
360

tatgtggact
420

tatctgcaaa
480

gggatacttt
540

tctagtgect
600

ngudn

atggacagcc

tctttttgta

gctgctecggt

cgccgggtaa

y="Phan md

gcaagtggga

ccggtggatc

ggtgcaaatg

agctggtgga

cagcttctgg

aagggctgga

ctgtgaaggg

tgaacagcct

ggttcgggga

ccaccaaggg

35903

cgaaaacaac tataagacca caccaccgat gctcgactcc

ctcgaaactg acggtggaca aatcgcgctg gcaacagggg

catgcacgag gccctccaca atcattacac tcagaaaagc

a

Trinh ty nhan tao

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

tctgttgatc

ggggtcggga

ggacctcctg

gtctggggga

atttaccttt

gtgggtggee

ccgattcacc

gagagccgag

cttaccgacg

cccatcggtc

aagcaatggg

gcgtcatcgg

atcaaacaat

ggcttggtcc

agtagttatt

tacataaagc

atctccagag

gacacggctg

ttctggggcecc

ttcceceetygg

-119-

tctgcgaccc

gcagcggaag

gggtatgtga

agcctggggg

ggatgagttg

aagatggaaa

acaacgccaa

tgtattactg

agggaaccct

cgccctgetce

tctcgggtca

cgctacggga

tccgecteggt

gtccctgaga

ggtccgccag

tgagaaatac

gaactcattg

tgcgagggaa

ggtcaccgtec

caggagcacc



tccgagagca
660

gtgtcgtgga
720

tcctcaggac
780

cagacctaca
840

gagcgcaaat
900

gtcttcctcect
960

acgtgcgtygg
1020

gacggcgtgg
1080

ttccgtgtygg
1140

aagtgcaagg
1200

aaagggcagc
1260

aagaaccagg
1320

gagtgggaga
1380

tccgacggcet
1440

gggaacgtct
1500

agcctctccc
1524

<210> 61
<211> 825
<212> ADN

cagcggccect

actcaggcgc

tctactccct

cctgcaacgt

gttgtgtcga

tccccccaaa

tggtggacgt

aggtgcataa

tcagcgtcct

tctccaacaa

cccgagaacce

tcagcctgac

gcaatgggca

ccttcttect

tctcatgctc

tgtctccggyg

gggctgectg

tctgaccagc

cagcagcgtg

agatcacaag

gtgcccaccg

acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca

caccgttgtg

aggcctccca

acaggtgtac

ctgcctggtce

gccggagaac

ctacagcaag

cgtgatgcat

taaa

<213> Trinh tu nhén tao

35903

gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccagcac
accctcatga
gaccccgagg
aagccacggg
caccaggact
gcccccatceg
accctgcccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgce

-120-

acttccccga

ccttcccagce

cctccagcaa

ccaaggtgga

cacctgtggc

tctcceggac

tccagttcaa

aggagcagtt

ggctgaacgg

agaaaaccat

catcccggga

accccagcga

ccacacctcc

acaagagcag

acaaccacta

accggtgacg

tgtcctacag

cttcggcacc

caagacagtt

aggaccgtca

ccctgaggtc

ctggtacgtg

caacagcacg

caaggagtac

ctccaaaacc

ggagatgacc

catcgccgtyg

catgctggac

gtggcagcag

cacgcagaag



<220>
<221>
<223> /luu
<400> o1
ctccctgggt
60

ggaagcgcaa
120

tcgctccececg
180

ggtgatatcc
240

acgatcacct
300

cccgagaagg
360

tcgcggttta
420

ccggaagatt
480

cagggaacca
540

ccatctgatg
600

tatcccagag
660

caggagagtg
720

acgctgagca
780

ggcctgagcet
825

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

62
1533
ADN

<220>

ngudn

y="Phan md

gcaaatggga

ctgggggttc

gatgtaagtg

agatgacaca

gtcgagccag

caccgaaatc

gcgggtccegyg

ttgcgactta

aggtcgagat

agcagttgaa

aggccaaagt

tcacagagca

aagcagacta

cgcccgtcac

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

cctgttgatt

aggctcaggg

ggaccttttg

gtcaccctcg

ccagggcatc

gctgatctac

gtccggaacg

ttactgtcag

caaacgtacg

atctggaact

acagtggaag

ggacagcaag

cgagaaacac

aaagagcttc

Trinh tu nhén tao

35903

aagcagtggg
gctagctccg
attaaacagt
tcgttgagcg
tccaactggc
gcggcgtegt
gacttcacgc
caatatgact
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggag

-121-

tctgcgaccce

gatcggggtc

gggtgtgcga

ccagcgtggg

ttgcgtggta

cactgcagtc

tcacgatttc

catatccccg

catctgtctt

tgtgcctgcet

ccctccaatce

acagcctcag

cctgcgaagt

agtgt

tctcggatcg

ggccacaggg

tccacttgga

agatagagtg

ccaacaaaag

gggtgtaccg

ctcattgcag

cacattcggt

catcttcccg

gaataacttc

gggtaactcc

cagcaccctg

cacccatcag



35903

<221> ngudn

<223> /luu y="Phin md ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hop"

<400> 62

gaggtgcagc
60

tcctgtgeag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acatatacat
660

cggaagtgtt
720

tttctcttcc
780

tgtgtggtcg
840

ggcgtagaag
900

agggtggtca
960

tgtaaggtct
1020

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccce

cggcectggg

caggcgctct

actccctcag

gcaatgtgga

gcgtcgagtyg

ctcccaagcc

tggacgtgtc

tccacaacgc

gcgtgttgac

caaacaaagg

tgggggaggc

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtce

gaccagcggc

cagcgtggta

tcataagcct

cccaccgtgt

aaaagataca

gcatgaggat

caagaccaag

agtagtccac

gctcccggceca

ttggtccagce

agttattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

tggggccagg

cccctggege

aaggactact

gtgcacacct

acggtgccct

tccaacacga

cccgctectce

ctcatgatct

ccggaggtgce

cctagagagg

caggactggc

cccattgaga

-122-

ctggggggtce

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgctccag

tccccgaacce

tcccagetgt

cctcaaattt

aggtggacaa

cggtcgctgg

caagaacccc

agtttaactg

aacaattcaa

ttaatgggaa

agacaatttc

cctgagactc

ccgccaggct

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

cgggacgcag

gactgtggag

cccatcagta

agaagtgact

gtatgtggat

ctcgacgttc

ggaatacaaa

caaaaccaag



ggacagccca
1080

aatcaggtca
1140

tgggagtcaa
1200

gacggcagct
1260

aacgtcttct
1320

ctctcattgt
1380

aaacagtggg
1440

ggtggttccg
1500

ctgctgatca
1533

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

63
1530
ADN

<220>
<221>
223> /luu

<400> 63

gaggtgcagc
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

ngudn

gggaacccca

gcctcacgtg

atggacagcc

tctttttgta

catgttcagt

cgccgggtagg

tatgcgaccc

ggggaggcgg

agcagtgggt

y="Phan md

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccy

acagcctgag

agtgtatacg

tctcgtaaag

Cgaaaacaac

ttcaaagttg

aatgcatgag

gggtggagga

tttgggaggg

atcaggaggt

ctgtgatcct

Trinh tu nhén tao

35903

ctgcccccaa
ggattttacc
tacaaaacga
acagtggaca
gcccttcaca
ctgcccgggt
ggtgggtcag
ggaggatcgt

ttg

gccgggagga

cgtcggacat

ccccacctat

aatcgcgatg

accactacac

gcaagtggga

gagggggagg

tgcccggcetg

aatgacgaaa

cgcggtggag

gctcgattcg

gcagcagggc

gcagaagtcc

cctcttgatc

ttccggtgga

taagtgggat

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng

tgggggaggc

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

ttggtccagc

agttattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

-123-

ctggggggtc

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggg

th "



atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acctacacct
660

cgcaaatgtt
720

ttcctcttcee
780

tgcgtggtygg
840

ggcgtggagg
900

cgtgtggtca
960

tgcaaggtct
1020

gggcagccce
1080

ctccececgggt
1140

gggtcagcga
1200

tcacttcccg
1260

ggaacgaaga
1320

gctgtcgagt
1380

tcggggactt

ccaagggccc

cggcectggyg

caggcgctct

actccctcag

gcaacgtaga

gtgtcgagtg

CcCccCaaaacc

tggacgtgag

tgcataatgc

gcgtcctcac

ccaacaaagg

gagaaccaca

gcaagtggga

caggtggatc

gatgcaaatg

atcaggtctc

gggagtcgaa

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtce

gaccagcggc

cagcgtggtyg

tcacaagccc

cccaccgtgce

caaggacacc

ccacgaagac

caagacaaag

cgttgtgcac

cctcccagcce

ggtgtacacc

tcttcttatc

gggtagcggce

ggacctcttg

gttgacgtgt

tggacagccc

35903

tggggccagg

cccctggegce
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcecect
agcaacacca
ccagcaccac
ctcatgatct
cccgaggtcece
ccacgggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgccacctt
aaacagtggg
gcatcgagcg
attaagcagt
ctggtgaagg

gaaaacaact

-124-

gaaccctggt

cctgctccag

tccecgaacce

tcccagetgt

ccagcaactt

aggtggacaa

ctgtggcagg

cccggacccec

agttcaactg

agcagttcaa

tgaacggcaa

aaaccatctc

cgcgggagga

tatgcgaccc

gatcagggtc

gggtgtgtga

ggttttatcc

acaagaccac

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtyg

cctacagtcc

cggcacccag

gacagttgag

accgtcagtc

tgaggtcacg

gtacgtggac

cagcacgttc

ggagtacaag

caaaaccaaa

aatgggagga

gctggggtca

cgcgacgggc

cccgttgggt

ctcggatatc

cccgcectatg



35903

ctggactccg atggttcctt ctttttgtac tcgaaactga ctgtggataa gagcaggtgg

1440

cagcaaggga atgtattctc gtgttccgtc atgcacgaag ccctccataa ccactataca

1500

caaaaatcgc tttcacttag cccgggaaaa

1530

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

64
1470
ADN

<220>
<221>
<223> /luu

<400> 64

gaggtgcagc
60

tcctgtgcag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acctacacct
660

ngudn

y="Phan md

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccce

cggccetggyg

caggcgctcet

actccctcag

gcaacgtaga

Trinh tu nhé&n tao

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hop"

tgggggaggce

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttc

atcggtcttc

ctgcctggtce

gaccagcggc

cagcgtggtg

tcacaagccc

ttggtccagc

agttattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

tggggccagg

ccecctggcege

aaggactact

gtgcacacct

accgtgccct

agcaacacca

-125-

ctggggggte

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgctccag

tcceccgaacc

tcccagcectgt

ccagcaactt

aggtggacaa

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

cggcacccag

gacagttgag



cgcaaatgtt
720

ttcctcttcec
780

tgcgtggtgg
840

ggcgtggagy
900

cgtgtggtca
960

tgcaaggtct
1020

gggcagcccce
1080

ttgccggggt
1140

accaagaatc
1200

gtcgagtggg
1260

gattcggatg
1320

caggggaacg
1380

aagtcgcttt
1440

ttgatcaagc
1470

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

65
1473
ADN

<220>
<221>
<223>

<400> 65

gtgtcgagtg

ccccaaaacc

tggacgtgag

tgcataatgc

gcgtcctcac

ccaacaaagg

gagaaccaca

gtaagtggga

aggtctcact

aatccaacgg

gatccttctt

tgtttagcetg

ccctgtcecgece

agtgggtctg

ngudn
/luu y="Phdn mé ta vé trinh tu nhan tao:

cccaccgtgce

caaggacacc

ccacgaagac

caagacaaag

cgttgtgcac

cctcccecagcec

ggtgtacacc

cttgctgatt

gacatgtctc

acaacccgag

cctttatagc

ttcggtgatg

gggaggggga

cgacccecte

Trinh ty nhé&n tao

35903

ccagcaccac
ctcatgatct
cccgaggtece
ccacgggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgccgcect
aaacaatggg
gtaaaaggtt
aataactaca
aaacttacag

cacgaagcct

ggtgggctcc

-126-

ctgtggcagg

cccggacccec

agttcaactg

agcagttcaa

tgaacggcaa

aaaccatctc

cgagagaaga

tgtgcgaccc

tttacccgtc

agacgactcc

tagacaaatc

tgcataatca

ctggatgcaa

accgtcagtc

tgaggtcacg

gtacgtggac

cagcacgttc

ggagtacaag

caaaaccaaa

gatgggcggyg

tctgggcggt

agatatcgcg

cccaatgctc

acggtggcag

ctatacgcag

gtgggatctt

Polynucleotit téng hop"



gaggtgcagc
60

tcctgtgcecag
120

ccagggaaag
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

atactttggt
360

agtgcctcca
420

gagagcacag
480

tcgtggaact
540

tcaggactct
600

acctacacct
660

cgcaaatgtt
720

ttcctcttcee
780

tgcgtggtgy
840

aagcaatggg
900

gtggacggcy
960

acgttccgtyg
1020

tacaagtgca
1080

tggtggagtc

cttctggatt

ggctggagtyg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggggactt

ccaagggccce

cggceectggg

caggcgctcect

actccctcag

gcaacgtaga

gtgtcgagtyg

ccccaaaacc

tggatgtaag

tctgtgaccc

tggaggtgca

tggtcagcgt

aggtctccaa

tgggggaggce

tacctttagt

ggtggcctac

attcaccatc

agccgaggac

accgacgttce

atcggtcttc

ctgcctggtce

gaccagcggce

cagcgtggtyg

tcacaagccc

cccaccgtge

caaggacacc

ccatggggga

tttgggcgga

taatgccaag

cctcaccgtt

caaaggcctce

35903

ttggtccagc
agttattgga
ataaagcaag
tccagagaca
acggctgtgt
tggggccagg
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccecct
agcaacacca
ccagcaccac
ctcatgatct
ctgcctggat
gaggacccgg
acaaagccac
gtgcaccagg

ccagcccceca

-127-

ctggggggte

tgagttgggt

atggaaatga

acgccaagaa

attactgtgce

gaaccctggt

cctgctccag

tcceccgaacc

tcccagctgt

ccagcaactt

aggtggacaa

ctgtggcagyg

cccggaccce

gcaagtggga

aagtccagtt

gggaggagca

actggctgaa

tcgagaaaac

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcattgtat

gagggaaggg

caccgtctct

gagcacctcc

ggtgacggtg

cctacagtcc

cggcacccag

gacagttgag

accgtcagtc

tgaggtcacg

tcttctcatt

caactggtac

gttcaacagc

cggcaaggag

catctccaaa



accaaagggc
1140

ggcgggttge
1200

ggcggtacca
1260

atcgcggtceg
1320

atgctcgatt
1380

tggcagcagg
1440

acgcagaagt
1473

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

66
879
ADN

<220>
<221>
<223> /luu
<400> 66
atgcttccag
60

tctggttctg
120

catatgctgc
180

ggtggaggcyg
240

ctggggggac
300

cggaccccetyg
360

ttcaactggt
420

ngudn

agccccgaga

cggggtgtaa

agaatcaggt

agtgggaatc

cggatggatc

ggaacgtgtt

cgctttcect

y="Phin md

gttgtaaatg

ctactggtgg

cgggttgtaa

gtggggtcga

cgtcagtctt

aggtcacatg

acgtggacgg

accacaggtg

gtgggacttg

ctcactgaca

caacggacaa

cttcttcctt

tagctgttcg

gtctccgggt

Trinh ty nhén tao

35903

tacaccctgc
ctgattaaac
tgtctcgtaa
cccgagaata
tatagcaaac
gtgatgcacg

aaa

cgccctecgag

aatgggtgtg

aaggttttta

actacaagac

ttacagtaga

aagccttgca

agaagagatg

cgaccctctg

cccgtcagat

gactccccca

caaatcacgg

taatcactat

ta v& trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng

ggatcttctt

ttccggcetcce

atgggacctg

caaaactcac

cctcttceccce

cgtggtggtg

cgtggaggtyg

attaaacaat gggtttgtga tccacttggt

accgcaagct

ctgatcaaac

acatgtccac

ccaaaaccca

gacgtgagcc

cataatgcca

-128-

ctggttcagg

agtgggttty

cttgtccagce

aggacaccct

acgaagaccc

agacaaagcc

ttctgctact

tgacccgctg

tccggaactc

catgatctcc

tgaggtcaag

gcgggaggag

hop "



cagtacaaca
480

aatggcaagg
540

accatctcca
600

cgggatgagc
660

agcgacatcg
720

cctceegtge
780

agcaggtggce
840

cactacacgc
879

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

67
696
ADN
Homo

<400> 67
gagcccaaat
60

gggggaccgt
120

acccctgagg
180

aactggtacg
240

tacaacagca
300

ggcaaggagt
360

atctccaaag
420

gatgagctga
480

gcacgtaccg

agtacaagtg

aagccaaagg

tgaccaagaa

ccgtggagtg

tggactccga

agcaggggaa

agaagagcct

sapiens

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcegt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca

ccaagaacca

tgtggtcagc

caaggtctcc

gcagccccga

ccaggtcagc

ggagagcaat

cggctcctte

cgtcttctca

ctccctgtct

aactcacaca

cttcccceccca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

ggtctccaac

gccccgagaa

ggtcagcctg

35903

gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga

ccgggtaaa

tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtgt

acctgcctgg

-129-

tcctgcacca

tcccageccce

tgtacaccct

tggtcaaagg

agaacaacta

gcaagctcac

tgcatgaggc

gcccagcacc

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccceat

acaccctgcecc

tcaaaggctt

ggactggctg

catcgagaaa

gcccccatcec

cttctatccc

caagaccacg

cgtggacaag

tctgcacaac

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagc



gacatcgccg
540

cccgtgetgg
600

aggtggcagc
660

tacacgcaga
696

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

68
684
ADN
Homo

<400> 68
gagcgcaaat
60

gtcttcctct
120

acgtgcgtgg
180

gacggcgtgg
240

ttccgtgtgg
300

aagtgcaagg
360

aaagggcagc
420

aagaaccagg
480

gagtgggaga
540

tccgacggcet
600

gggaacgtct
660

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

agagcctcecte

sapiens

gttgtgtcga

tccccceccaaa

tggtggacgt

aggtgcataa

tcagcgtcct

tctccaacaa

cccgagaacc

tcagcctgac

gcaatgggca

ccttcttect

tctcatgcetc

gagcaatggg

ctcecttctte

cttctcatgce

cctgtctccg

gtgcccaccg

acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca

caccgttgtg

aggcctccca

acaggtgtac

ctgcctggte

gccggagaac

ctacagcaag

cgtgatgcat

35903

cagccggaga acaactacaa gaccacgcct

ctctatagca agctcaccgt ggacaagagc

tcecgtgatge atgaggctct gcacaaccac

ggtaaa

tgcccagcac

accctcatga

gaccccgagg

aagccacggg

caccaggact

gcccccatcg

accctgcecccce

aaaggcttct

aactacaaga

ctcaccgtgg

gaggctctgce

-130-

cacctgtggc

tctcccggac

tccagttcaa

aggagcagtt

ggctgaacgg

agaaaaccat

catcccggga

accccagcga

ccacacctcc

acaagagcag

acaaccacta

aggaccgtca

ccctgaggtce

ctggtacgtg

caacagcacg

caaggagtac

ctccaaaacc

ggagatgacc

catcgcecgtg

catgctggac

gtggcagcag

cacgcagaag



agcctctccce
684

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

69
837
ADN
Homo

<400> 69

gagctcaaaa
60

tcttgtgaca
120

cccecgtgec
180

tgcccagcac
240

gataccctta
300

gaagaccccg
360

acaaagccgc
420

ctgcaccagg
480

ccagccccca
540

tacaccctgce
600

gtcaaaggct
660

aacaactaca
720

aagctcaccg
780

catgaggctc
837

<210> 70

tgtctccggg

sapiens

ccccacttgg

cacctccccce

cacggtgccce

ctgaactcct

tgatttcccg

aggtccagtt

gggaggagca

actggctgaa

tcgagaaaac

ccccatcccg

tctaccccag

acaccacgcc

tggacaagag

tgcacaaccg

taaa

tgacacaact

gtgcccacgg

agagcccaaa

gggaggaccg

gacccctgag

caagtggtac

gttcaacagc

cggcaaggag

catctccaaa

ggaggagatg

cgacatcgcc

tcccatgetg

caggtggcag

cttcacgcag

35903

cacacatgcc
tgcccagagc
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggacggcg
acgttccgtg
tacaagtgca
accaaaggac
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaaca

aagagcctct

-131-

cacggtgccec

ccaaatcttg

cacctccccce

tcttccceccecce

tggtggtgga

tggaggtgca

tggtcagcgt

aggtctccaa

agccccgaga

aggtcagcct

agagcagcgg

gctccttctt

tcttctcatg

ccctgtctcece

agagcccaaa

tgacacacct

atgcccacgg

aaaacccaag

cgtgagccac

taatgccaag

cctcaccgtc

caaagccctce

accacaggtg

gacctgcctg

gcagccggag

cctctacagc

ctccgtgatg

gggtaaa



<211> 687
<212> ADN
<213> Homo

<400> 70
gagtccaaat
60

tcagtcttcc
120

gtcacgtgcg
180

gtggatggcg
240

acgtaccgtyg
300

tacaagtgca
360

gccaaagggc
420

accaagaacc
480

gtggagtggg
540

gactccgacg
600

gaggggaatg
660

aagagcctct
687

71
25
PRT

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

<220>
<221>
<223>

<400> 71

ngudn
/luu y="Phdn mdé ta vé trinh ty nhan tao: Peptit téng hop"

sapiens

atggtccccc

tgttccccce

tggtggtgga

tggaggtgca

tggtcagcgt

aggtctccaa

agccccgaga

aggtcagcct

agagcaatgg

gctccttctt

tcttctcatg

ccctgtetet

atgcccatca

aaaacccaag

cgtgagccag

taatgccaag

cctcaccgtc

caaaggcctc

gccacaggtyg

gacctgcctyg

gcagccggag

cctctacagc

ctccgtgatg

gggtaaa

Trinh tu nhé&n tao

35903

tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccyg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccgtcctceca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg

catgaggctc

ctgagttcct

tgatctcccg

aggtccagtt

gggaggagca

actggctgaa

tcgagaaaac

ccccatccca

tctaccccag

agaccacgcc

tggacaagag

tgcacaacca

ggggggacca

gacccctgag

caactggtac

gttcaacagc

cggcaaggag

catctccaaa

ggaggagatg

cgacatcgcc

tccegtgcetg

caggtggcag

ctacacacag

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

5

10

-132-

15



35903

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 72

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu y="Phdn mdé td vé trinh ty nhan tao:

<400> 72
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

-133-

Peptit tdng hop"





