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(57) Sang ché dé cap dén khang thé lién két voi chat gay di ung Fagales, chat gay di ung
c6 ho hang vai Fagales, phan hoa bach duong hoic Bet v 1, ché pham chtra khang thé, axit
nucleic ma héa cho khang thé, va phuong phép sir dung khang thé. Theo mot s6 phuong an
cu thé, khang thé 1a khang thé don dong nguoi diy du ma lién két v6i Bet v 1. Khang thé
c6 ich trong viéc lién két v6i Bet v 1 in vivo, do d6 ngan can lién két cua chit giy di Gmg
v6i IgE duoc tao thanh tir trwde trén bé mat cia dudng bao va bach cau wa kiém. Cac
khang thé dong vai tro can tro sy giai phong histamin va chat trung gian gdy viém tur
dudng bao va/hodc bach ciu ua klem do d6 cai thién dap tng khong mong mudn voi chat
giy di img Fagales & nhitng ngudi man cam.



40211

Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé ngudi va manh lién két khang nguyén cua céc
khang thé nguoi lién két vai chit gay di ung phin hoa bach duong, Bet v 1, ché pham
didu tri chira khang thé, va phuong phép st dung khang thé nay.

Danh sach trinh tu

Ban sao chinh thirc ctia danh sach trinh ty dugc ndp cung v4i ban mo ta dién tir
thong qua trang wed EFS dudi dang danh sach trinh ty dugc dinh dang ASCII ¢6 tén
file 1a 10301WOO01_SEQ LIST ST25, tao vao ngay 31 thang 5 nam 2018, kich thudc
khoang 137 kilobyte. Trinh tu trong tai liéu dugc dinh dang ASCII nay 1a mot phén cda

ban mo ta va duoc két hop vao ddy bang cach tham chiéu dén toan bo.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Baéh duong 1a tac nhan chinh gdy di ing chinh & 23% bénh nhan méc di tng &
MY va 14% & chau Au (bdo céo vé bénh viém mii di ung, thang 7 nam 2010), va la
nguyén nhan gy ra di img typ 1 vao mia xuan trén khip chau Au, Bic M¥, Nga va Uc
(Breiteneder et al., EMBO J. 1989, 8(7):1935-8). Protein Bet v 1 14 chét gay di img bach
duong chinh dugc tim thiy trong phan hoa ctia Betula verrucosa (cdy bach dwong tring
Chau Au, ciing ddng nghia v6i Betula pendula), va chiu trach nhiém lién két véi IgE
trong hon 95% bénh nhén di ing phin hoa bach duong (Breiteneder, supra). Bet v 1 1a
protein nhd, cAu tric 7 tAm B dbi song song dugc bén véi ba cAu tric xodn o va mot cau
tric tinh thé da biét (Kofler et al., 2012, 422(1): 109-23; Markovic-Housley et al., J Mol
Biol. 2003, 325(1): 123-33; Spangfort et al., J Immunol. 2003, 171(6): 3084-90). WO
94/10194 d& cap dén cac peptit c6 ngudn gbc tir cac cdy thudc ho Fagales.

Sau muoi phan trim bénh nhéan di img phén hoa bach dwong phéan tng riéng véi
Bet v 1. 1989, 88(1-2): 180-2). Mot cdy bach dwong c6 thé tao ra 1én dén nam triéu hat
phén hoa di chuyén trong khong khi 1én dén 100 thude tir cay. Céc triéu ching cia di
tng phan hoa bach dwong c6 thé tir viém miii nhe va viém két mac dén céc phéan Gng

hen suyén de doa tinh mang.

Globulin mién dich E (IgE) chiu trach nhiém v6i bénh qua man typ 1, tu biéu
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hién trong viém miii di ng, viém két mac di tng, cdm mao, hen suyén di tmg, di tng
noc ong va di ing thuc pham. IgE tudn hoan trong mau va lién két véi cac thu thé FcR1
¢6 4i luc cao dbi v6i IgE trén bach ciu uva ki®m va dudng bao. Trong hau hét cac phan
Gmg di ting, cac chat gy di ing xAm nhép vao co thé thong qua viéc hit, tiéu héa hodc
qua da. Chét gdy dj tng sau d6 lién két voi IgE da duge tao ra tir trude lién két vé6i thu
thé ¢6 4i luc cao trén bé mat dudng bao va bach cAu ua kiém, dan dén lién két chéo cua
mot vai phéan tr IgE va kich hoat giai phong histamin va cac chét trung gian giy viém

khac gay ra nhidu triéu ching di tng khéc nhau.

Viée diéu tri di ung bao gém steroit dé tc ché hoat dong mién dich va thudc gian
phé quan dé lam giam cac triéu ching hen suyén. Liéu phap khtt nhay ciing duoc st
dung cho nhiing bénh nhén di mg nang. T4 hop vac-xin peptit dd dugc thir nghiém dé
giam mAn cam cho cac c4 thé déi v6i cac chit gay di tng cu thé vi du, Bet v 1 (Xem
bing séng ché M§ sb 9,017,689). Cac khang thé da dugc dé xuét nhu la mot phuong
phap diéu tri di tng, vi ching c6 thé can trd su xAm nhap ctia cdc phan tir gy di (g
vao trong cac md niém mac, hodc c6 thé lién két voi chét gay di tng truéc khi n6 cé co
hoi lién két voi IgE, ma lién két v6i thu thé co ai luc cao trén dudng bao hodc bach cau
wa kiém, do d6 ngan chin su gidi phong histamin va céc chét trung gian gy viém khac
tir cc té bao nay.

Bing sang ché My sb 5.670.626 md ta viéc sir dung khéng thé don dong dé diéu
tri cac bénh di tng qua trung gian IgE nhu viém miii di ing, hen suyén di g va viém
két mac di tng bang cach can tré sy lién két ctia cac chét gy di tng véi mo niém mac.
Béng séng ché M§ sb 6.849.259 md ta viéc st dung cac khéng thé dic higu véi chat gay
di ing dé Grc ché viém di tmg trong md hinh di tng chudt in vivo. Hé théng khang thé
trén co sé sita va tring da dugc mo ta. Vi du, US2003/0003133A1 md ta viéc su dung
sita lam chét mang chit gdy di ing dé tao ra dung nap theo dudng miéng d6i voi phan
hoa bach duong va céc chét gay di tng khic. Céc ché phdm va phuong phép lam gidm
phan Gng di tng & dong vat d6i v6i chét gay di ing trong moi trudng thong qua viéc st
dung phén tir e ché kha nang lién két cta chét gay di img véi dudng bao dugc mo ta
trong WO1994/024164A2. Cac khang thé khac lién két véi Bet v 1 da duge d& cap trong
don sang ché My s6 2010/0034812.

Sang ché dugc hudng tdi gidi quyet mot hodc nhi€u van dé dugc thao luén & trén.
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Ban chit ky thuit ciia sing ché

Puogc dé xult & day 1a cac khang thé don dong ngudi day di va cac ménh lién
két khang nguyén cia ching, ma lién két véi phén hoa bach duong, vi du Bet v 1 tu
nhién, chiét xuét phin hoa bach dwong (birch pollen extract-BPE) Betula Pendula, BPE
Betula nigra hoic BPE Betula populifolia. Cac khang thé c6 thé hitu dung dé lién két
v6i chét gay di ing Bet v 1 in vivo sau khi bénh nhén bi nhay cam phoi nhiém véi chat
gdy di ung bach duong, va nhu vay co thé ¢6 tac dung hodc 13 thuc ddy su thanh thai
cua Bet v 1 tu nhién, chiét xuét phén hoa bach duong (BPE) Betula Pendula, BPE Betula
nigra, hodc PBE Betula populifolia hodc 1a can tr¢ lién két cua chat gay di ing véi IgE
duogc hinh thanh tr truéce trén bé mat dudng bao hodc bach cAu va kiém. Bing céach nay,
céc khang thé duge md ta trong tai liéu nay c6 thé ngan chin viéc gidi phong histamin
ho#ic chét trung gian gy viém tir dudng bao hodc cac bach cdu ua kiém, nhd d6 ngin
chédn hodc lam giém’b(’)“t cac tac dung khong mong mudn quan sat dwgc & bénh nhan
mAn cam vé6i chét gay di ing bach dwong. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé
c6 kha nang lam giam, giam dén muc thip nhit, hodc ngin ngira it nhit mot tridu chimg
& bénh nhan man cam v4i chat gay di tmg bach dwong hodc chét gay di ung lién quan
dén bach duong, nhu hét hoi, nghet mii, ngat mii, ho, thd kho khe, co thét phé quan,
viém miii, viém két mac. Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé c6 thé c¢6 kha nang ngin
ngira cic bién chimg in vivo nghiém trong hon lién quan dén phoi nhiém véi chét gay
di tmg phén hoa bach duong & nhitng nguoi nhay cam, nhu phan tng hen, sdc phan vé

hoac tham chi tr vong.

Cac khéng thé duoc dé xuét & diy co thé 1a khang thé day du chitu dai, vi du,
khang thé IgG1 hodc IgG4, hodc ¢6 thé chi bao gdm mot manh lién két khang nguyén,
vi du, manh Fab, F(ab’), hodc scFv va co thé duogc bién di dé tao ra tac dong dén chuc
nang, vi du, dé loai bo cac chuc ndng tac dong du thura (Reddy et al., 2000, J. Immunol.
164: 1925-1933).

Khia canh thi nhit cua sang ché dé xuét khang thé don dong nguoi dugce phan
1ap va cac manh lién két khang nguyén cia nd, ma lién két v4i Bet v 1 tu nhién, chiét
xuit phan hoa bach duong Betula Pendula (BPE), BPE Betula nigra hoic BPE Betula
populifolia.

Theo mdt phuwong an, khang thé don dong ngudi duge phan 1ap hodc ménh lién
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két khang nguyén ctia n6 rc ché Bet v 1 ty nhién, chiét xuit phin hoa bach duong Betula
Pendula, BPE Betula nigra hoac BPE Betula populifolia lién két véi IgE dac hiéu chét
gdy di tng.

Trong mot phuong an, khang thé ngudi dugce phan 1ap hodc manh lién két khéng
nguyén cia né ma lién két v6i Bet v 1 véi Kp biang hozc nhé hon 10 M. Trong mot
phuong an, khang thé nguoi duoc phan 1ap hodc méanh lién két khang nguyén ctia né ma
lién két v6i Bet v 1 v6i Kp nam trong khoang tir 10 dén khoang 10-!! M. Trong mot
phuong an, khang thé ngudi duoc phan 1ap hodc ménh lién két khang nguyén ctia né ma
lién két v6i Bet v 1 v6i Kp bing hodc nhé hon 27,9 nM. Trong mdt phwong an, khang
thé ngudi duoc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia né ma lién két v6i Bet v

1 v6i Kp ndm trong khoang tir 0,66 nM dén khoang 27,9 nM.

Theo mot phuong 4n, khéng thé ngudi duoc phan 1ap 1a khang thé don dong
ngudi day do.

Theo mot phuong an, khang thé don dong ngudi dugc phan 14p hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 phan ting chéo véi mot hodc nhiéu chét gay di tng duoc chon
tir nhém bao gdm Aln g1, Cor al, Car b1, Que al, Api g2, Api gl, Dau cl, Mal d1, Ost
cl, Fag s1, va Cas sl. Céc chét gay di img nay ciing dugc goi la protein PR-10, hay con
goi la protein lién quan dén tac nhan gay bénh (PR). Céc protein PR-10 b sung (cac
thanh vién ho Bet v 1) ciing bao gdm Act ¢ 8 va Act d 8 (kiwi), Ara h 8 (lac), Pru ar 1
(cdy mo), Pru av 1 (anh dao), Pru p 1 (dao), Pyr ¢ 1 (1¢), Gly m 4 (déu nanh), Vigr 1
(dau xanh), Sola I 4 (ca chua), Cuc m 3 (dua luéi), Rub i 1 (cdy mam x0i), va Fraa 1
(dau tay). Céc chét gy di tng nay cling dugc coi 1a chét gay di tng lién quan dén bd
sOi dé.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khdng nguyén ctia né phan
ung chéo vdi mot hodc nhiu chét gy di ing dugc chon tir nhém bao gdm Aln g1, Mal

d1, Api gl, Car bl, va Cor al.

Theo mdt phuwong an, khang thé ngudi duge phén 14p hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 chira ba CDR chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nim trong mot
trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu ving bién ddi chudi nang (HCVR) duogc chon tu
nhém bao gém cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194,
210, 226, 242, 258, 274, 282, va 290; va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va
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LCDR3) ndm trong trinh tu bat ky trong s cac trinh ty ving bién ddi cta chudi nhe
(LCVR) duoc chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122,
138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, va 298. Phuong phép va k¥ thuat dé xac
dinh CDR trong trinh ty axit amin cia HCVR va LCVR déu da duogc biét dén trong linh
vuc nay va co thé duoc st dung dé xac dinh CDR trong trinh ty axit amin cia HCVR
va/hodc LCVR cu thé duoc boc 16 trong ban mo ta nay. Vi du vé quy udc co thé sir dung
dé x4c dinh ranh gidi cia CDR bao g61n, vi du, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia,
va dinh nghia AbM. N6i chung, dinh nghia Kabat dua trén su thay ddi vé trinh tu, dinh
nghia Chothia dya trén vi tri cia vung ciu tric vong, va dinh nghia AbM la su didu
chinh gitta phuong phéap cta Kabat va Chothia. Xem, vi du, Kabat, “Sequences of
Proteins of Immunological Interest,” Vién strc khoe qudc gia, Bethesda, Md. (1991); Al-
Lazikani et al., (1997), J. Mol. Biol. 273:927-948; va Martin et al., (1989), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:9268-9272. Co s¢ dit liéu cong khai cling giup xé4c dinh trinh ty CDR
trong khéng thé.

Theo mot phuong an, khang thé nguoi dugce phan 1ap hodc ménh lién két khang
nguyén ctia né chira ba CDR chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nim trong mot
trinh tu bat ky trong sb céc trinh ty ving bién dbi chudi ning (HCVR) duoc chon tir
nhém bao géln cac SEQ ID NO: 114, 146, 98, va 290; va ba CDR cua chudi nhe
(LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nim trong trinh tw bit ky trong s cac trinh tw viing bién
ddi ctia chudi nhe (LCVR) duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 122, 154, 106, va
298.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi dugc phan 1ap hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 bao gdm HCVR c¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém bao gbém SEQ
ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274,
282, va 290.

Theo mét phuong an, khang thé ngudi duge phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cta né bao gdm HCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ
ID No: 114, 146, 98, va 290.

Theo mét phuong an, khang thé nguoi duge phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 bao gdm LCVR c6 trinh tw axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ

ID No: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, va
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298.

Theo mot phwong an, khang thé ngudi duge phan 14p hodc manh lién két khang
nguyén cua noé bao g61n LCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gém SEQ

ID No: 122, 154, 106, va 298.

Theo mdt phuong an, khang thé nguoi dugc phan 1ap hodc manh lién két véi
khang nguyén cuia n6é bao gdm: (a) HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gém SEQ ID No: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242,
258,274, 282, va 290; va (b) LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao gém
SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250,
266, va 298.

Theo mot phuong an, khing thé nguoi duoc phan 1ap hoic manh lién két voi
khang nguyén ctia n6 bao gbdm: (a) HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gém SEQ ID No: 114, 146, 98, va 290; va (b) LCVR c0 trinh ty axit amin dugc chon tur
nhoém bao g@)m SEQ ID NO: 122, 154, 106, va 298.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi duge phan 1ap hodc méanh lién két véi
khang nguyén cua n6 bao gbm:

(a) mién HCDR1 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:
4,20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 284,
va 292;

(b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:
6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 286,
va 294;

(¢) mién HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID No:
8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 288,
va 296;

(d) mién LCDRI1 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:

12,28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, va 300;

(e) mién LCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gff)m SEQ ID No:
14, 30, 46, 62,78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, va 302; va

(D) mién LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:
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16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, va 304.

Theo mot phuong &n, khang thé nguoi dugc phan lap hodc manh lién két khang
nguyén cua n6 bao g61n cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao
gém SEQ ID No: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138,
146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/266,
282/266, va 290/298.

Theo mot phuong an, khang thé nguoi dugc phan 14p hodc manh lién két khang
nguyén cua nd bao g6m cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc cdp chon tir nhém
bao gdm SEQ ID No: 114/122, 146/154, 98/106, va 290/298.

Theo mot phwong an, khéng thé ngudi dugce phan 13p hodc manh lién két khang
nguyén cua nd, ma lién két voi Bet v 1 bao gdm cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR

duoc chon tr nhém bao gém SEQ ID No: 146/154 va 290/298.

Theo mot phwong 4n, khang thé ngudi duge phan 1ap hodc méanh lién két khang
nguyén ciia n6, ma lién két véi Bet v 1 twong tac voi it nhit mat trinh ty axit amin duoc
chon tir nhém bao gdm céc gdc axit amin nam trong khoang tlr vi tri 23 dén khoang vi
tri 44 trong SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin nim trong khoang tlr vi tri 44 dén vi tri
70 trong SEQ ID NO: 306; céac gbc axit amin nam trong khoang tlr vi 2 dén vi tri 19
trong SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin nam trong khoang tlr vi 57 dén vi tri 70 trong
SEQ ID NO: 306; va cac gbc axit amin nim trong khoang tir vi 81 dén vi tri 96 trong
SEQ ID NO: 306.

Theo mét phuong 4n, khang thé ngudi duogc phan 14p hodc manh lién két khang
nguyén cua no, ma lién két voi Bet v 1 tuong tac v6i cac gbe axit amin nam trong khoang
tir vi tri 23 dén khoang vi tri 44 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mét phuong 4n, khang thé ngudi dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cia no, ma lién két voi Bet v 1 twong tac véi cac gde axit amin nim trong khoang
tir vi tri 23 dén khoang vi tri 43 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén ctia nd, ma lién két véi Bet v 1 twong tac véi trinh tu axit amin nam trong khoang

tir vi tri 44 dén khoang vi tri 70 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mdt phuong 4n, khéng thé ngudi duge phan lap hodc manh lién két khang
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nguyén ctia né, ma lién ket vdi Bet v 1 tuong tic voi cac goc axit amin nam trong khoang

tir vi tri 44 dén khoang vi tri 56 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mot phuong an, khang thé ngudi duoc phan lap hodc manh lién két khang
nguyén cuia nd, ma lién két v6iBet v 1 tuong tic véi céc gbc axit amin nim trong khoang

tir vi tr 2 dén khoang vi tri 19 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi duoc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cia no, ma lién két v6iBet v 1 tuong tac voi cac gbe axit amin nim trong khoang

tir vi tri 57 dén khoang vi tri 70 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mot phuong &n, khang thé ngudi duge phén 1dp hodc manh lién két khang
nguyén ciia no, ma lién két voi Bet v 1 tuong tac véi cac gbc axit amin nim trong khoang

tir vi tri 57 dén khoang vi tri 66 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cua nd, ma lién két v6iBet v 1 twong tic v6i cac gdc axit amin nam trong khoang

tir vi tr 81 dén khoang vi tri 96 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cla nd, ma lién két voi Bet v 1 tuong tac voi cac gbc axit amin nam trong khoang

tir vi tri 81 dén khoang vi tri 89 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mét phuong 4n, khang thé ngudi dugce phan 14p hodc manh lién két khang
nguyén clia no, ma lién két voi Bet v 1 twong tac voi it nhét mot trinh ty axit amin dugc
chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310, va 311. Cac quyét dinh khang
nguyén bao gém cac SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310, hodc 311 co thé duoc kéo dai
thém 1 dén 5 axit amin, hodc 5 dén 10 axit amin, hodc trén déu C hodc dau N. Vi dy,
quyét dinh khang nguyén cua SEQ ID NO: 311, khi dugc kéo dai thém tir 5 dén 10 axit
amin chtra quyét dinh khang nguyén cia SEQ ID NO: 115. Noi cac khac, quyét dinh
khang nguyén chira SEQ ID NO: 311, vi du, bao gdm quyét dinh khang nguyén ctia
SEQ ID NO: 315.

Theo mdt phuong an, khang thé ngudi dugc phan 14p hodc méanh lién két khang

nguyén cia nd, ma lién két véi Bet v 1 twong tac v6i SEQ ID No: 307.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi duge phan 1ap hodc manh lién két khang

nguyén cia nd, ma lién két voi Bet v 1 tuong tac v6i SEQ ID No: 308.
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Theo mot phuong an, khang thé nguoi dugc phan 14p hodc manh lién két khang

nguyén cda no, ma lién két v6i Bet v 1 tuong tac véi SEQ ID No: 309.

Theo mot phuong an, khang thé nguoi duoc phan 13p hodc manh lién két khang

nguyén cda no, ma lién két v6i Bet v 1 twong tac véi SEQ ID No: 310.

Theo mot phuong an, khang thé nguoi dugc phan lap hodc manh lién két khang

nguyén cia no, ma lién két voi Bet v 1 twong tac véi SEQ ID No: 311.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi dugc phan 1ap hodc manh lién két khang

nguyén cua nd, ma lién két voi Bet v 1 twong tac v6i SEQ ID No: 315.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi duoc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cta no, ma lién két v6i Bet v 1 tuong tac véi it nhit mot trinh tu axit amin duogc
chon tir nhéom bao gém SEQ ID No.: 307, 308, 309, 310, 311, va 315 va chua cdp trinh
ty HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gé)ln SEQ ID NO: 114/122, 146/154, 98/106,
va 290/298.

Theo mét phwong an, khang thé ngudi dugc phan 18p hodc manh lién két véi
khang nguyén ctia n6, ma tuong tac vdi SEQ ID NO: 307 chira ba HCDR nim trong
ving bién dbi chudi ning cia SEQ ID NO: 146 va ba LCDR nam trong ving bién doi
chudi nhe cua SEQ ID NO: 154.

Theo mét phuong an, khéng thé ngudi duge phan 18p hoic manh lién két véi
khang nguyén ciia nd, ma twong tac vdi SEQ ID NO: 310 chira ba HCDR nim trong
ving bién déi chudi ning cia SEQ ID NO: 290 va ba LCDR nim trong viing bién dbi
chudi nhe ciia SEQ ID NO: 298.

Theo mot phuong 4n, khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén ctia né
ma lién két v6i Bet v 1 chua trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 148, 150, va 152, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 156, 158 va 160.

Theo mot phuong 4n, khang thé nguoi hoic manh lién két khang nguyén ctia né
ma lién két voi Bet v 1 chia trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 292, 294, va 296, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan luot néu trong SEQ ID NO: 300, 302 va 304.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén cta n6
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ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 4, 6, va 8, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3 lan
lugt néu trong SEQ ID NO: 12, 14 va 16.

Theo mot phuong an, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia n6
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 1an luot
néu trong SEQ ID NO: 20, 22, va 24, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3
lan luot néu trong SEQ ID NO: 28, 30 va 32.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén cuia n6
ma lién két véi Bet v 1 chita trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 1an luot
néu trong SEQ ID NO: 36, 38, va 40, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3
14n luot néu trong SEQ ID NO: 44, 46 va 48.

Theo mot phuong an, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia no
ma lién két véi Bet v 1 chira trinh t axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 52, 54, va 56, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3
lan lugt néu trong SEQ ID NO: 60, 62 va 64.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi hoic méanh lién két khang nguyén ctia nd
ma lién két voi Bet v 1 chtra trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 68, 70, va 72, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3
1an lugt néu trong SEQ ID NO: 76, 78 va 80.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia n6
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 84, 86, va 88, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va LCDR3
1an luot néu trong SEQ ID NO: 92, 94 va 96.

Theo mot phuong 4n, khang thé nguoi hoic manh lién két khang nguyén cta n6
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 100, 102, va 104, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 108, 110 va 112.

Theo mét phwong an, khéng thé ngudi hozc manh lién két khang nguyén ctia né
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 1an luot
néu trong SEQ ID NO: 116, 118, va 120, va trinh ty axit amin LCDRI1, LCDR2 va
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LCDR3 14n lugt néu trong SEQ ID NO: 124, 126 va 128.

Theo mot phuong an, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia né
ma lién két véi Bet v 1 chira trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 1an luot
néu trong SEQ ID NO: 132, 134, va 136, va trinh ty axit amin LCDRI1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 140, 142 va 144.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi hodc méanh lién két khang nguyén ctia né
ma lién két véi Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 164, 166, va 168, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan luot néu trong SEQ ID NO: 172, 174 va 176.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6
ma lién két v6i Bet v 1 chia trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 180, 182, va 184, va trinh ty axit amin LCDRI, LCDR2 va
LCDR3 lan luot néu trong SEQ ID NO: 188, 190 va 192.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ciia né
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan lugt
néu trong SEQ ID NO: 196, 198, va 200, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan luot néu trong SEQ ID NO: 204, 206 va 208.

Theo mdt phuong 4n, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia nd
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 212, 214, va 216, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 220, 222 va 224.

Theo mot phuong 4n, khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén cia n6
ma lién két v6i Bet v 1 chira trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan lugt
néu trong SEQ ID NO: 228, 230, va 232, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 14n luot néu trong SEQ ID NO: 236, 238 va 234.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén cia n6
ma lién két v6i Bet v 1 chura trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 244, 246, va 248, va trinh ty axit amin LCDRI1, LCDR2 va
LCDR3 lan luot néu trong SEQ ID NO: 252, 254 va 256.

Theo mdt phuong 4n, khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén cia n6
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ma lién két v6i Bet v 1 chtra trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 260, 262, va 264, va trinh ty axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 268, 270 va 272.

Theo mot phuong 4n, khang thé ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia nd
ma lién két v6i Bet v 1 chura trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan luot
néu trong SEQ ID NO: 276, 278, va 280, va trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 268, 270 va 272.

Theo mot phuong an, khang thé ngudi hoic manh lién két khang nguyén ctia nd
ma lién két v6i Bet v 1 chia trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2 va HCDR3 1an luot
néu trong SEQ ID NO: 284, 286, va 288, va trinh ty axit amin LCDRI, LCDR2 va
LCDR3 lan lugt néu trong SEQ ID NO: 268, 270 va 272.

Theo mot phuong an, sang ché dé xut khang thé don dong ngudi diy du hoac
manh lién két khang nguyén clia né ma lién két v6iBet v 1 tw nhién, BPE Betula pendula,
BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia, trong d6 khang thé hodc manh ctia né
c6 mot hodc nhiéu dic tinh sau day: (i) chira HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tur
nhém bao gdm SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210,
226,242,258,274,282,va 290, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong ty ctia n6 c6 do tuong déng
trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; (ii) chira LCVR ¢ trinh
tu axit amin dugc chon tr nhém bao g6m SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122,
138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, va 298, hoic trinh tw gin nhu tuong tu ciia
né c6 do twong ddng trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%;
(iii) chtra mién HCDR3 c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 288,
va 296, hodc trinh tu gin nhu tuong tu ctia né c6 do trong dong trinh tu it nhéit 90%, it
nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; mién LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon
tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 116, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192,
208, 224, 240, 256, 272, va 304, hodc trinh tu gin nhu twong tir ctia né c6 do trong dong
trinh tu it nhit 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%; (iv) chira mién HCDR1
¢O trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, &4,
100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 284 va 292, hodc trinh ty
gin nhu tuong tu ctia né ¢6 do twong dong trinh tur it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98%

hodc it nhit 99%; mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ
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ID NO: 6,22, 38, 54,70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278,
286 va 294, hodc trinh tu gin nhu tuong tw ctia né c6 do tuong ddng trinh tu it nhét
90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%; mién LCDR1 c6 trinh tu axit amin duoc
chon tir nhém bao g61n SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172,
188, 204, 220, 236, 252, 268 va 300, hodc trinh tu gén nhu twong tu cua n6 cé do twong
ddng trinh tw it nhét 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; va mién LCDR2
¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94,
110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, va 302, hodc trinh tu gan nhu
twong tu ciia né c6 do twong dong trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it
nhét 99%; (v) lién két voi Bet v 1 véi Kp bang hodc nho hon 108 va nam trong khoang
tir 10 dén khoang 10-11; (vi) ching minh 12 ¢6 hidu qua trong it nhdt mot md hinh dong
vét qua man hodc gdy viém; hodc (vii) hodc canh tranh véi khang thé tham chiéu dé lién
két v6i Bet v 1 tu nhién, BPE Betula pendula, BPE Betula nigra, hoic BPE Betula
populifolia.

Theo mot phuong an, “khang thé tham chiéu” c6 thé bao gdm, vi du, khang thé
) hop cta cap trinh ty axit amin chudi nhe va chudi ning dugc chon tir nhdm bao
gom 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154,
162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/266, 282/266, va
290/298.

Sang ché bao gdm céc khang thé c6 dang glycosyl hoa dugc bién d6i. Trong mot
vai tng dung, viéc bién dbi dé loai bo céac vi tri glycosyl héa khong mong mudn 14 rat
hitu ich, hodc vi du, viéc loai bd gbe frucozo dé 1am ting chirc ning gy doc té bao phu
thudc khang thé (antibody dependent cellular cytotoxicity- ADCC) (Xem Shield ef al.,
2002, JBC 277: 26733). Trong cac Gng dung khéc, viéc bién dbi galactosyl héa c6 thé
duogc thuc hién dé bién do6i hoat tinh gdy doc phu thudc vao bd thé (complement

dependent cytotoxicity, CDC).

Khia canh tht hai d& xuét khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cua n6 ma canh tranh dé lién két dac hidu voi Bet v 1 tu nhién, BPE Betula
pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia v6i khang thé hogc manh lién
két khang nguyén chira viing x4c dinh bd sung (CDR) ciia ving bién ddi chudi ning
(HCVR), trong d6 HCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ
ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82,98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274,

-14-



40211

282, va 290; va cac CDR cuia ving bién d6i chudi nhe (LCVR), trong 6 LCVR ¢6 trinh
tu axit amin dugc chon tir nhém bao g61n SEQ ID No: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122,
138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, va 298.

Mot phuong 4n dé& xuit khing thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang
nguyén cua né ma canh tranh dé lién két dic hiéu véi Bet v 1 tu nhién, BPE Betula
pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia véi khang thé hodc manh lién
két khang nguyén chira ving xac dinh bb sung (CDR) clia ving bién @i chudi ning
(HCVR), trong d6 HCVR ¢ trinh tu axit amin duogc chon tir nhom bao gobm SEQ ID
NO: 114, 146, 98, va 290; va cac CDR ctia vung bién dbi ciia chudi nhe (LCVR), trong
d6 LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gém SEQID NO: 122, 154, 106,
va 298.

Trong mot phuong 4n lién quan, sang ché d& xuét khang thé dugc phan 1ap hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 ma canh tranh dé lién két dac hidu véi Bet v 1 tur
nhién, BPE Betula pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia véi khang
thé hodc manh lién két khang nguyén chira CDR chudi ning va chudi nhe nim trong cip
trinh tu chudi ning va chudi nhe dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 2/10, 18/26,
34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186,
194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/266, 282/266, va 290/298.

Khia canh thr ba d& xudt khang thé duoc phan 14p hoic méanh lién két khang
nguyén ctia né ma lién két véi cling mot quyét dinh khang nguyén trén Bet v 1 tu nhién
la khang thé hoic manh lién két voi khang nguyén ciia né chira ving xéac dinh bd sung
(CDR) cua vung bién ddi chubi ning (HCVR), trong d6 HCVR c6 trinh tu axit amin
duoc chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146,
162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 282, va 290; va CDR ciia ving bién dbi chudi
nhe (LCVR), trong d6 LCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao gdbm SEQ
ID No: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, va
298.

Mot phuong 4n dé xudt khang thé dugc phan lap hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 ma lién két v6i cing mot quyét dinh khang nguyén trén Bet v 1 tw nhién
1a khang thé hodc manh lién két véi khang nguyén ctia n6 chira viing xac dinh b sung

(CDR) ctia ving bién d6i chudi ning (HCVR), trong d6 HCVR c¢6 trinh ty axit amin
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duoc chon tor nhém bao gém cac SEQ ID NO: 114, 146, 98, va 290; va (b) CDR cua
vung bién ddi ctia chudi nhe (LCVR), trong d6 LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon

tir nhom bao g6m SEQ ID NO: 122, 154, 106, va 298.

Trong mdt phuong an lién quan, duoc dé xuét & day 1a khang thé dugc phén lap
hodc manh lién két khang nguyén ctia né ma lién két voi cing mot quyét dinh khang
nguyén trén Bet v 1 tu nhién 1a khang thé hodc manh lién két véi khang nguyén ctia nd
chta CDR chudi ning va chudi nhe nam trong cap trinh tu chudi ning va chudi nhe
duoc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90,
98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234,
242/250, 258/266, 274/266, 282/266, va 290/298.

Theo khia canh tu, sang ché con d& xuét phan tir axit nucleic ma hoa cho khéng
thé Bet v 1 hoic manh ciia né. Vecto biéu hién tai tb hop mang axit nucleic nay, va té
bao chil ma vecto nay dugc dua vao, cling dugce du tinh trong tai liéu nay, 1a cac phuong
phép san xuit khang thé bang cach nudi cdy té bao chi dudi cac diéu kién cho phép san

Xuét khang thé, va thu hdi khéng thé dugc tao ra.

Theo mdt phuong an, dugc d& xudt & ddy 1a phan ti axit nucleic ma hoa cho
khang thé don dong ngudi hodc manh clia né ma lién két véi Bet v 1 tu nhién, BPE

Betula Pendula, BPE Betula nigra, hoac BPE Betula populifolia.

Theo mdt phuong an, dugc dé xuét & day la khang thé hodc manh cia n6 chtra
HCVR duoc ma hda béi trinh tu axit nucleic dugce chon tr nhoém bao gém SEQ ID NO:
1,17,33,49, 65, 81,97, 113, 129, 145, 161, 177, 193, 209, 225, 241, 257, 273, 281, va
289, hodc trinh tu gén nhu tuong tu cé do tuong déng it nhat 90%, it nhat 95%, it nht
98%, hodc it nhat 99%.

Theo mot phuong an, HCVR dugc ma hda bdi trinh tu axit nucleic dugc chon
tir nhom bao g@)m SEQ ID NO: 113, 145, 257, va 289.

Theo mdt phuong an, khang thé hodc khang nguyén ctia né con bao gdbm LCVR
dugc ma hoa boi trinh tu axit amin dugc chon tr nhom bao gé)m SEQ ID NO: 9, 25, 41,
57,73, 89, 105, 121, 137, 153, 169, 185, 201, 217, 233, 249, 265, va 297, hodac trinh tu
gAn nhu tuong tu c6 do tuong ddng it nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98%, hodc it nhat
99%.
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Theo mot phuong 4n, LCVR dugc ma hoa boi trinh ty axit nucleic duge chon tir

nhém bao gdm SEQ ID NO: 121, 153, 265, va 297.

Theo mot phuong an, dugc dé xuét ¢ day 1a khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cua khang thé chira mién HCDR3 dugc ma hoa béi trinh tu nucleotit dugce chon
tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 7, 23, 39, 55, 71, 87, 103, 119, 135, 151, 167, 183, 199,
215,231, 247, 263, 279, 287, va 295, hodc trinh tu gﬁn nhu trong tu ciia nd ¢ dd tuong
ddng trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; va mién LCDR3
dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic dugce chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 15, 31,
47, 63,79, 95,111, 127, 143, 159, 175, 191, 207, 223, 239, 255, 271, va 303, hodc trinh
tr gAn nhu twong tu cia nd ¢ d tuong dong trinh t it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat

98% hodc it nhat 99%.

Theo mdt phuong an, dugc dé xuét & day la khang thé hodc manh ciia né con
chita mién HCDR1 dugc ma héa boi trinh ty axit nucleic duge chon tir nhém bao gém
SEQID NO: 3, 19, 35, 51, 67, 83, 99, 115, 131, 147, 163, 179, 195, 211, 227, 243, 259,
275,283, va 291 hodc trinh ty gén nhu twong ty cia no c6 do tuong déng trinh tu it nhét
90%, it nhat 95%, it nht 98% hodc it nhit 99%; mién HCDR2 ¢4 trinh ty nucleotit duoc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 5, 21, 37, 53, 69, 85, 101, 117, 133, 149, 165, 181,
197, 213, 229, 245, 261, 277, 285, va 293 hogc trinh tu gﬁn nhu tuong tu ciia n6 ¢6 do
twong ddng trinh ty it nhAt 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nht 99%; mién LCDR1
¢ trinh tu axit amin dugc chon tr nhom bao gém SEQ ID NO: 11, 27, 43, 59, 75, 91,
107, 123, 139, 155, 171, 187, 203, 219, 235, 251, 267, va 299, hodc trinh tu gan nhu
tuong tu ciia nd co do tuong déng trinh tu it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hoic it
nhét 99%: va mién LCDR2 c¢6 trinh tu nucleotit dugce chon tir nhém bao gdm SEQ ID
NO: 13, 29, 45, 61, 77, 93, 109, 125, 141, 157, 173, 189, 205, 221, 237, 253, 269, va
301, hoac trinh tu gén nhu tuong ty ciia n6 c6 do twong déng trinh tu it nhat 90%, it nhét
95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Khia canh thr nam dé xut dugc phém chtra lugng hiéu qua tri liéu cua mot hodc
nhiéu khang thé nguoi duoc phan 14p hoic manh lién két khang nguyén ctia né ma lién
két v4i Bet v 1 tu nhién, BPE Betula pendula, BPE Betula nigra, hoic BPE Betula

populifolia, cung v6i mot hodc nhiéu chit mang dugc dung.

Theo mot phuong an, dugce phém chira lrong hi¢u qua tri li€u cua hai hodc nhiéu
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khang thé ngudi duoc phén lap hoic manh lién két khang nguyén ciia né ma lién két voi

Bet v 1 cung vdi mdt hodc nhiéu chét mang dugc dung.
Theo mot phuong an cu thé, duoc phém bao gém:

(a) khang thé don dong nguoi duge phén 14p thir nhAt hodic méanh lién két khang
nguyén cia n6é ma lién két voi Bet v 1, chira HCVR ¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO: 146; va LCVR c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 154;

(b) khéng thé don dong nguoi duge phan 1ap thi hai hoic manh lién két khang
nguyén ciia n6 ma lién két véi Bet v 1, chira HCVR ¢0 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO: 146, 98, va 290; va LCVR c¢6 trinh tu axit amin dwgc chon tir nhom bao
gdm SEQ ID No: 122, 106, va 298; va

¢) mdt hodc nhiéu ta duge dugc dung.
Theo mot phuong an cu thé, dugc phém bao gém:

(a) khang thé don dong ngudi dugc phan 14p thi nhét hodc manh lién két khang
nguyén ciia n6é ma lién két v6i Bet v 1, chira HCVR ¢0 trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO: 290; va LCVR c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 298;

(b) khang thé don dong nguoi dugc phan 14p thi hai hodc manh lién két khang
nguyén ciia n6 ma lién két v6i Bet v 1, chita HCVR ¢0 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO: 114, 146, va 98; va LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao
gdm SEQ ID No: 122, 154, va 106; va

¢) mot hodc nhiéu t4 duoc duoc dung.

Theo mot phuong &n cu thé, duoc phém bao gé)m:

(a) khéng thé don dong ngudi dugc phan 14p thi nhét hogc manh lién két khang
nguyén cia n6é ma lién két v6i Bet v 1, chita HCVR ¢4 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO: 146; va LCVR ¢ trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 154;

(b) khang thé don dong ngudi duge phén 1ap th hai hodc manh lién két khang
nguyén ctia né ma lién két véi Bet v 1, chira HCVR ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO: 290; va LCVR ¢0 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gdm SEQ ID
No: 298; va

¢) mdt hodc nhiéu ta duoc dugc dung.
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Theo mot phuong an cu thé, dugc phim bao gbm:

(a) khang thé don dong ngudi dugc phan Iap thtr nhat hogc méanh lién két khang
nguyén ctia né chira HCVR c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 146 va
LCVRchua trinh tu axit amin cia SEQ SEQ ID NO: 154;

(b) khang thé don dong ngudi dugc phan 1ap thir hai hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 chira HCVR ¢ trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID
No: 290 va LCVRchua trinh tu axit amin cia SEQ SEQ ID NO: 298;

¢) mot hoic nhidu khang thé don dong ngudi duge phan 1ap hogc manh lién két
khang nguyén chita HCVR ¢ trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 114 va 98 va LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID
No: 122 val06; va

d) mot hoac nhiéu ta dugc dugc dung.

Theo mot phuong an cu thé, dugc phém bao gdm:

khéng thé don dong ngudi dugc phan Iap thir nhit hoic manh lién két khang
nguyén cua no, cai ma lién két Bet v 1, chtra cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc
chon tir nhém bao g61n SEQ ID No: 146/154;

khang thé don dong ngudi duge phéan 1ap thir hai hodc manh lién két khang
nguyén cua no, cai ma lién két Bet v 1, chtra cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc
chon tir nhém bao gébm SEQ ID No: 114/122, 98/106, va 290/298; va

mot hodc nhiéu t4 dugc dugc dung.

Theo mdt phuong an cu thé, dugc phém bao gém:

khang thé don dong nguoi duge phan 1ap thir nhit hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6, ma lién két v6i Bet v 1, chtra cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc

chon tir nhom bao gdm SEQ ID No: 146/154;

khang thé don dong nguoi duoc phan 1ap tht hai hodc manh lién két khang
nguyén cua nd, ma lién két voi Bet v 1, chtra cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc

chon tir nhom bao gdm SEQ ID No: 290/298; va
mot hodc nhiéu ta dugce duge dung.

Theo mdt phuong an, duoc phdm chira hai hoic nhiéu khéng thé don dong ngudi
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dugc phan 14p hodc manh lién két dong khang nguyén ctia nd, ma lién két véi Bet v 1,
chira cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR duogc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:
2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/266, 282/266, va 290/298;

va mot hodc nhiéu ta dugc dugc dung.

Theo mét phuong an, dugc phim chira ba hogc nhidu khang thé don dong ngudi
duoc phan 14p hodc méanh lién két dong khdng nguyén cia n6, ma lién két véi Bet v 1,
chira cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID No:
2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/266, 282/266, va 290/298;

va mot hodc nhi€u t4 dugc dugc dung.

Theo mot phuong an, duge phim chira bon khéng thé don dong ngudi dugc phan
1ap ma lién két véi Bet v 1 hodc manh lién két dong khang nguyén cia né, trong d6
khang thé nguoi hodc manh lién két khang nguyén ciia né chitra cip trinh tu axit amin
HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID No: 114/122, 146/154, 98/106, va

290/298: va mot hodc nhiéu ta duge duoc dung.

Theo mdt phuong an, duoc phém chira khang thé duoc ki hiéu 1a H4H16992P ¢6
cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 146/154; khang thé duoc ki hiéu 1a
H4H17082P2 ¢6 cép trinh ty axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 290/298; va khang
thé dugc ki hiéu 1a H4H17038P2 c6 cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR [a SEQ ID
NO: 98/106.

Theo mdt phuwong 4n, duge phim chira khang thé duoc ki hidu 1a H4H16992P c6
cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR 1 SEQ ID NO: 146/154; khang thé dugc ki hiéu 1a
H4H17082P2 ¢6 cép trinh ty axit amin HCVR/LCVR la SEQ ID NO: 290/298; khéng
thé duoc ki hiéu 1a H4H17038P2 c6 cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR la SEQ ID
NO: 98/106; va khang thé duoc ki hiéu 1a H4H16987P co cadp trinh ty axit amin

"HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 114/122.

Theo mdt phuong an, dugc phém chtra lugng c6 hiéu qua tri li€u cua khang thé
don dong ngudi duge phan 14p thir nhit hodc manh lién két khang nguyén ciia no, ma
lién két v6i Bet v 1, trong d6 khang thé thir nhit hogic manh clia n6 twong téc véi cac

gdc axit amin nam trong khoang tir vi tri 23 dén khoang vi tri 44 trong SEQ ID NO: 306,
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va khang thé don dong ngudi dugce phan 13p thtt hai hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6, ma lién két véi Bet v 1, trong d6 khang thé th hai hoic manh cta né tuong tac
v6i gbe axit amin ndm trong khoang tir vi tri 44 dén khoang vi tri 70 trong SEQ ID NO:

306, cung véi mot hodc nhiéu t4 duogc duge dung.

Theo mdt phuong an, dugc phém chira lugng c6 hiéu qua tri liéu ctia khang thé
don dong nguoi dugce phan lap thu nhat hoic manh lién két khang nguyén cla né, ma
lién két v6i Bet v 1, cung v6i mot hodc nhiéu ta duoc duoc dung, trong d6 khang thé
thir nhét hodc méanh cla né twong tac véi cac gbe axit amin ndm trong khoang tlr vi tri
23 dén khoang vi tri 43 trong SEQ ID NO: 306, va khang thé don dong ngudi dugc phan
1ap thir hai hodc méanh lién két khang nguyén clia né, ma lién két voi Bet v 1, trong d6
khang thé thi hai hodc manh ctia n6 tuong tac véi gbc axit amin nam trong khoang tir

vi trf 44 dén khoang vi tri 56 trong SEQ ID NO: 306.

Theo mdt phuong an, dugc phém chira lugng c6 hi€u qua tri liéu cua khang thé
don dong ngudi dugc phén l4p thi nhit hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6, ma
lién két véi Bet v 1, cung v6i mot hodc nhiéu ta dugc dugc dung, trong d6 khéng thé
thir nhat hoic manh cla né twong tac véi trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 307, va
khang thé don dong ngudi dugc phan 1ap thi hai hodc manh lién két khang nguyén clia
nd, ma lién két vai Bet v 1, trong d6 khang thé tht hai hodc manh cia nd twong tac voi

trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 308, 309, 310, 311 hoac 315.

Theo mdt phuong an, dugc phém chira luvong c6 hi€u qua tri liéu cia khang thé
don dong nguoi dugce phan 1ap thir nhit hodc manh lién két khang nguyén ctia n6, ma
lién két v6i Bet v 1, va mot hodc nhiéu khang thé don dong ngudi dugc phan lap tiép
theo, hodc manh lién két khang nguyén cia né ma lién két véi Bet v 1, cling véi mot
hodc nhiéu t4 duoc dugc dung, trong d6 khang thé thir nhat hoic manh clia né twong tac
v6i it nhat mét trinh tu axit amin duge chon tir nhém bao gém cac géc axit amin nam
trong khoang tir vi tri 23 dén khoang vi tri 43 trong SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin
nim trong khoang tir vi tri 44 dén vi tri 56 trong SEQ ID NO: 306; cic gbc axit amin
nam trong khoang tir vi 2 dén vi tri 19 trong SEQ ID NO: 306; cac géc axit amin nim
trong khoang tir vi 57 dén vi tri 70 trong SEQ ID NO: 306; va cac gdc axit amin ndm
trong khoang tir vi tri 81 dén vi tri 89 hodc vi tri tir khoang 81 dén vi tri 96 trong SEQ
ID NO: 306.
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Theo mot phuong an, mdt hodc nhiéu khang thé ngudi duge phan 1ap tiép theo
hoc manh lién két khang nguyén cua n6 twong tac véi it nh4t mét trinh tu axit amin
dugc chon tir nhém bao gdm céc gde axit amin nam trong khoang tlr vi trf 23 dén khoang
vi tri 43 trong SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 44 dén vi
tri 56 trong SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin nam trong khoang tir vi 2 dén vi tri 19
trong SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin nim trong khoang tir vi 57 dén vi tri 70 trong
SEQ ID NO: 306; va cc gbc axit amin nam trong khoang tlr vi tri vi trf 81 dén vi tri 89
hoiic vi tri tir khoang 81 dén vi tri 96 trong SEQ ID NO: 306, trong d6 it nhat mot trong
s6 mot hodc nhiéu khang thé don dong ngudi duge phan lap tiép theo twrong tac v6i trinh

tu axit amin khéc so v6i khang thé don dong ngudi dugce phén 1ap thir nhét.

Theo mot phuong 4n, dugc phém chtra lugng hiéu qua tri liéu cua khang thé don
dong ngudi duoc phén 14p thir nhit hoge manh lién két khang nguyén ciia né ma lién két
v6i Bet v 1, va mot hodc nhiéu khang thé don dong ngudi dugce phan 1ap tiép theo hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6, ma lién két voi Bet v 1, ciing v6i mot hodc nhiéu
ta dugc dugc dung, trong do khang thé the nhat hodc manh ctia n6 twong tac v6i trinh
tu axit amin trong SEQ ID NO: 307 va trong d6 mot hoac nhidu khang thé tiép theo hozc
cac manh cta n6 tuong tac véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID

NO: 308, 309, 310, 311, va 315.

Theo mdt phuong an, dugce phém chira lugng hiéu qua tri liéu cua it nhét hai
khang thé don dong nguoi duge phan 1p hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma
lién két v6i Bet v 1 tu nhién hoic BPE, cung v6i mot hodc nhiéu ta dugc duoc dung,
trong do it nhat hai khang thé khong canh tranh dé lién két véi Bet v 1 tu nhién hoic
BPE. Theo mot sb khia canh, khang thé hodc manh lién két khdng nguyén cia né la
khang thé Bet v 1 H4HI16992P va H4H17082P2 chira cap trinh ty axit amin
HCVR/LCVR lan lugt 1a SEQ ID NO 146/154 va 290/298.

Theo mdt phuong an, dugc phém chtra lugng hi¢u qua tri li€u cua it nhét ba khéng
thé don dong ngudi dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén ma lién két véi Bet
v 1 tu nhién hodc BPE, cung v§i mdt hoac nhiéu ta duoc dugc dung, trong do it nhét ba
khang thé khong canh tranh dé lién két v6i Bet v 1 tw nhién hogc BPE. Theo mdt vai
khia canh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cla né 1a khang thé Bet v 1
H4H16992P, H4H17082P2, va H4H17038P2 chita cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR
lan lugt 12 SEQ ID NO: 146/154, 290/298, va 98/106.
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Theo mot phuong 4n, dugce phém chira lugng hi€u qua tri liéu cua it nhit bn
khang thé don dong ngudi dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén ma lién két
véi Bet v 1 tu nhién hodc BPE, cung véi mdt hodc nhiéu t4 dugc dugc dung, trong d6 it
nhét ba khéng thé khong canh tranh dé lién két v6i Bet v 1 tw nhién hodc BPE. Theo mot
vai khia canh, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cta né 1a khang thé Bet v 1
H4H16992P, H4H17082P2, H4H17038P2, va H4H16987P chira cap trinh tu axit amin
HCVR/LCVR lan luot 12 SEQ ID NO: 146/154, 290/298, 98/106, va 114/122.

Theo mdt phuong an, dugc phém chita lvong hi€u qua tri liéu cta khang thé don
dong nguoi duge phan 1ap hodc manh li€n két khang nguyén ctia n6 ma lién két v4i Bet
v 1, cing véi mdt hodc nhiéu t4 duoc duge dung, trong d6 khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6é phan tng chéo véi mot hoac nhiéu chét gy di ing duogc chon tir
nhém bao gdm Aln g1, Cor al, Car b1, Que al, Api g2, Api gl, Dau c1, Mal d1, Ost cl,
Fag sl, va Cas s1. Theo mdt vai phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 phan trng chéo véi mot hoac nhiéu chit gy di ing duoc chon tir nhém bao gdm

Aln g1, Mal d1, Api gl, Car bl, va Cor al.

Theo mot phuong an, sang ché mo ta ché phim, 13 t6 hop ctia lugng c6 hiéu qua
didu tri ctia mot hodc nhiéu khang thé khang Bet v 1 hodc ménh lién két khang nguyén
cua no6 theo sang ché, va luong co6 hiéu qua tri liéu cua chét tri liéu th hai, cung v&i mot

hodc nhiéu ta dugc duoc dung.

Chét trj lidu tht hai c6 thé 1a thuc phan tir nhé, protein/polypeptit, khang thé,
phan tir axit nucleic, chéing nhu phén tir d6i nghia, hoic siARN. Chét tri lidu thtr hai c6

thé c6 ngudn gde tu nhién hodc tong hop.

Chét trj liéu tha hai c6 thé 12 bat ky chét nao duoc két hop thun lgi véi khang
thé hodc manh cta né trong sang ché, vi du, khing thé tht hai khac ngoai nhitng khang
thé duoc md ta & day ma c6 kha ning can trd lién két cia Bet v 1 voi IgE c6 mit trén
dudng bao hodc bach ciu wa kidm. Chét tri liéu thir hai cling c6 thé 14 chét bat ky dugc
sir dung lam tiéu chudn cham séc trong didu tri dap Ung di Gmg v6i bat ky chat gy di
{ing nao. Chét tri liéu tht hai nay c6 thé 14 thudc khang histamin, epinephrin, thuéc lam

théng mili, corticosteroit, hodc vacxin peptit.

Theo mot ) phuong an, chét tri liéu tht hai c¢6 thé 1a chét giup chéng lai hodc

lam giam (c4c) tac dung phu bét ky lién quan dén khang thé hoic méanh lién két khang

-23-



40211

nguyén cia khang thé theo sang ché, néu (cic) tac dung phu ndy xay ra.

CAn phai hiéu ring khang thé va dugc phidm theo séng ché c6 thé duoc str dung
trong lidu phép tri liéu két hop, cu thé 1a khang thé va dugc pham c6 thé duoc st dung
d@)ng thoi, trude, hodc sau, mdt hoac nhiéu chét tri liéu hodc qua trinh diéu tri mong
muén khac, bao gdm, vi du, két hop voi ché do tri liéu mién dich dic higu chat gay di
ting (SIT) trong d6 khang thé dugc ding trudc hogc trong khi diéu tri v6i ché do SIT.
Su két hop cu thé cua cac liéu phap ( tri liéu hodc qua trinh) dé st dung trong ché o
didu tri két hop s& phu thudc vao kha nang twong thich cia chét tri liéu mong mubn
va/hodc qua trinh didu tri va tac dung tri liéu mong muén cin tao ra. Can phai hiéu rang
liéu phap duoc sir dung c6 thé tao ra tac dung mong mudn ddi voi cing mt réi loan (vi
du, khang thé c6 thé dugc ding cung lic véi cac chét khac duge st dung dé didu tri
cung mat rbi loan), hodc ching c6 thé tao ra céc tac dung khac nhau (vi du, kiém soat
tac dung phu bt ky). Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, chét tri liéu khac ma
thuong dugc st dung dé diéu tri hoic ngan ngura bénh cu thé, hodc tinh trang bénh ly,

thich hop dbi véi bénh, hodc tinh trang bénh ly, dugc diéu tri.

Khi nhiéu liéu phép duoc dung cung luc, cac lidu lugng c6 thé duge diéu chinh

theo, nhu dugc céng nhén trong linh vuc k¥ thuét thich hop.

Khia canh thir sdu dé xuét phuong phép diéu tri cho bénh nhan, nguoi ching
minh 1a nhay cam, hodc phan ing di tng chéng lai protein Fagales, chét gy di tng ¢6
ho hang v&i Fagales, phan hoa bach duong hodc chiét xuit ctia né, hoic protein Bet v 1,
hodc dé diéu tri it nhit mot triéu ching hodc bién chting lién quan dén nhay cam, hodc
phan tng di Gtng chéng lai protein Fagales, chét gay di ing c6 ho hang vé6i Fagales, phin
hoa bach duong hodc chiét xuit ctia né, hoic protein Bet v 1, bao gdbm cho bénh nhén
can diéu tri dung mot luong co6 hi€éu qua cua mdt hodc nhiéu khang thé don dong nguodi
duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén ciia n6, ma lién két véi Bet v 1 tu nhién,
BPE Betula Pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia, hodc dugc phim
chtra lugng c6 hi¢u qua ciia mot hodc nhiéu khang thé don dong ngudi duge phan 1ap
hodc manh lién két khang nguyén cua nd, ma lién két véi Bet v 1 tw nhién, BPE Betula
Pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia, trong d6 mtrc d6 nhay cam,
hoic phan tung di ting chdng lai protein Fagales, chét gy di ing c6 ho hang vé6i Fagales,
phén hoa bach duong hoic chiét xuét ctia n6, hoic protein Bet v 1 hodc dugc ngan ngira

hodc lam giam mirc dd nghi€ém trong va/hodc thoi gian, hodc it nhat mot triéu ching
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hodc bién chung lién quan dén nhay cam, hogc phén ung di Gng chéng lai protein
Fagales, chat gdy di tmg c6 ho hang v6i Fagales, phin hoa bach dwong hodc chiét xuét
clia no, hodc protein Bet v 1 dugc ngdn nglra hodc cai thién, hoac tAn suét va/hodc thoi
gian, hodc mic d§ nhay cam, hodc phan Ung di tng chéng lai protein Fagales, chét gay
di tmg c6 ho hang v¢§i Fagales, phén hoa bach duong hoic chiét xut ciia né, hoic protein
Bet v 1, giam di sau khi dung mot hodc nhiéu khang thé don dong ngudi duge phan l1ap
hodc manh ctia n6, ma lién két v6i Bet v 1 tu nhién, BPE Betula Pendula, BPE Betula
nigra, hodc BPE Betula populifolia, hodc sau khi dung ché phdm chtra mdt hodc nhiéu
khang thé di néu & trén.

Theo mét sb phuong an, chiét xuit phén hoa bach duong dugc chon tir nhém bao
gém Bet v 1 tu nhién, BPE Betula Pendula, BPE Betula nigra, va BPE Betula
populifolia.

Theo mot sé phuong an, didu tri din dén lam gidm viém miii di Gng, viém két
mac di ing, hen suyén di ung, hoic dap tng qua man sau khi cho bénh nhén phoi nhiém
véi protein Fagales, chét gy di ung c6 ho hang v6i Fagales, phén hoa bach duong hoic

chiét xuat ctia nd, hodc protein Bet v 1.

Theo mét sb phuwong 4n, phuong phép con bao gbm budc ding mot lwong c6 hidu
qua cta chit tri liéu tht hai hitu ich trong viéc lam giam bét dap Gng di tng vdi protein
Fagales, chat giy di tmg c6 ho hang véi Fagales, phan hoa bach duong hodc chiét xuét
cia no, hodc protein Bet v 1. Chét tri liéu tht hai dugc chon tir nhém bao gém
corticosteroit, thubc gian phé quéan, thudc khang histamin, epinephrin, thudc lam théng

miii, khang thé lién két voi Bet v 1 khac va vacxin peptit.

Theo mdt vai phuong an, phuong phép con bao gbm diéu tri cho bénh nhan bing
ché @6 tri liéu mién dich dic hiéu chét gdy di ung (SIT) ngay sau hodc cung luc voi

khang thé hodc manh ctia né hoic duoc phim chira cac khang thé nay.

Theo mot phuong an, sdng ché d& xuét phuong phap diéu tri cho bénh nhan di
g Fagales, nguoi chiing minh nhay cdm v6i, hodc phan ung di ing chéng lai mot hodc
nhiéu chit gdy di ing Fagales, chit giy di tmg c6 ho hang véi Fagales, hodc dé diéu tri
it nht mot triéu chung hodc bién chung lién quan dén nhay cam, hoic phan ting di tng
chéng lai mdt hodc nhiéu chét giy di ung Fagales, chét gdy di tng c6 ho hang véi

Fagales, bao gom cho bénh nhén can dicu tri dung mot lugng c6 hi€u qua cua mot hodc
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nhiéu khang thé don dong nguoi duge phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia
n6, ma lién két v6i Bet v 1, hodc dugc phém chira mot lugng c6 hiéu qua cua mot hodc
nhiéu khang thé don dong ngudi duge phan 1ap hodc ménh lién két khang nguyén cia
n6, ma lién két véi Bet v 1, trong d6 mirc dd nhay cam, hodc phan Gng di ting chbng lai
chét gay di ing Fagales, chét gy di ing c6 ho hang v&i Fagales, hodc duoc ngin ngira
hodc lam giam muc dd nghiém trong va/hodc thoi gian, hodc it nhit mot triéu ching
hoic bién chimg lién quan dén d6 nhay cam, hodc phan tng di Gng chéng lai chit gay
di ing Fagales, chét gay di ing c6 ho hang vai Fagales, dugc ngin nglra hodc cai thién,
hodc tin suét va/hoic thoi gian, hodc mirc dd nhay cam, hodc phan ung di ing chéng lai
chit gay di tng Fagales, chét gdy di ing c6 ho hang v¢i Fagales, giam di sau khi ding
mdt hodc nhiéu khang thé don dong ngudi dugc phéan 1ap hodc manh cua nd, ma lién két

v6i Bet v 1 hodc sau khi dung ché pham chira mdt hodc nhiéu khéng thé da néu & trén.

Theo mot s phuong 4n, mot hodc nhiéu chit gdy di ing Fagales dugc chon tir

nhom bao gém Bet v 1, Aln g1, Cor al, Car bl, va Que al.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit duoc phdm chira mot hodc nhiéu khang
thé dugc mo ta trong tai liéu ndy, ma lién két vi Bet v 1 ty nhién, BPE Betula Pendula,
BPE Betula nigra, hodac BPE Betula populifolia, dé sir dung trong diéu tri cho bénh nhan
chitng minh nhay cam véi, hodc phan ung di ing chéng lai protein Fagales, phin hoa
bach duong hodc chiét xuit cia no, hodc protein Bet v 1, hodc dé diéu tri it nhit mot
tridu chimg hodc bién chung lién quan dén nhay cam, hodc phan tmg di ting chbng lai
protein Fagales, phén hoa bach duong hodc chiét xuit ctia né, hoic protein Bet v 1, trong
d6 muc do nhay cam, hodc phan ng di Ung chéng lai protein Fagales, phan hoa bach
duong hodc chiét xuit ciia né, hodc protein Bet v 1 hodc dugc ngin ngira hodc 1am giam
muc do nghiém trong va/hodc thoi gian, hodc it nhat mot triéu ching hoac bién chiing
lién quan dén do nhay cam, hodc phan Gng di ing chéng lai protein Fagales, phan hoa
bach duong hodc chiét xuit ciia n6, hodc protein Bet v 1 dugc ngén ngira hodc céi thién,
hodc tan sut va/hodc thoi gian, hodc muc do nhay cam, hodc phan tng di ing chéng lai
protein Fagales, phan hoa bach dwong hoic chiét xuét ctia no, hoic protein Bet v 1, giam
di.

Theo mdt phuong 4an, sang ché dé xudt viéc str dung dugc pham chira mot hodc
nhiéu khang thé theo sang ché, ma lién két v6i Bet v 1 trong san xuat dugc pham dé didu

tri cho bénh nhan ching minh nhay cam véi, hodc phan tmg di ing chéng lai phan hoa
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bach duong hoic chiét xuét ctia no, hoic protein Bet v 1, hodc dé diéu tri it nhat mot
triéu chimg hodc bién chting lién quan dén nhay cam, ho#c phan tng di Gng chdng lai
phén hoa bach duong hoac chiét xuét cua no, hoic protein Bet v 1, trong d6 muc do
nhay cam, hodc phan trng di ung chéng lai phén hoa bach duong hodc chiét xuét cta no,
hoic protein Bet v 1 hodc dugc ngén ngira hodc lam gidm mirc do nghiém trong va/hodc
thoi gian, hodc it nhat mot triéu ching hodc bién ching lién quan dén nhay cam, hoac
phan Ung di Ung chéng lai phan hoa bach dwong hoic chiét xuét ctia n6, hoic protein
Bet v 1 duoc ngdn ngra hodc cai thién, hodc tAn sudt va/hodc thoi gian, hodc muc do
nhay cam, hodc phan ing di tng chéng lai phan hoa bach duong hozc chiét xuét ctia no,

hodc protein Bet v 1, gidm di.

Theo mot phuwong an, sang ché dé xudt viéc st dung dugc phim da mo ta & trén,
trong d6 duoc phim dugce ding két hop v6i chit tri lidu thir hai c6 higu qua trong viéc
lam giam phan Gng di Ung v6i protein Fagales, phan hoa bach duwong hodc chiét Xuét
cta no, hodc protein Bet v 1. Theo mot phuong an, sang ché dé xuit viéc sir dung dugc
phém nhu dd mo ta & trén, trong do chét tri liéu tht hai dugce chon tir nhém bao gém
corticosteroit, thudc gidn phé quéan, thuc khang histamin, epinephrin, thudc 1am thong

miii, khang thé lién két véi Bet v 1 khac va vacxin peptit.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé trong sang ché, ma lién két v4i Bet
v 1 ¢6 kha ning 1am giam, giam dén murc thap nhét, hodc ngin ngira it nhit mot triéu
chiing & bénh nhan man cam v6i chét gdy di ung bach duong hodc Bet v 1, chéng han
nhu hit hoi, nghet miii, ngat miii, ho, thd kho khe, co thét phé quén, viém mii, viém két

mac.

Theo mot phwong 4n, khang thé theo sang ché lién két v6i Bet v 1, hodc ché
phdm chtra mot hodc nhidu khang thé clia sang ché c6 thé st dung dé ngan ngira bién
chirmg in vivo nghiém trong hon lién quan dén di ting véi Bet v 1, bao gbm dap tng hen,
sdc phan vé, hodc tham chi ttr vong do qué man.

Theo mdt phuong an, duge pham dugc ding cho bénh nhan két hop v6i chit tri
liéu thtr hai.

Theo mot phuong éan, chit tri liéu tht hai duoc chon tir nhém bao gém
corticosteroit, thudc gian phé quan, thudc khang histamin, epinephrin, thudc lam thong

miii, khang thé lién két v6i Bet v 1 khac va vacxin peptit va lidu phap lam gidm nhe tam
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thoi khac hiéu qua trong viéc lam giam mic d§ nghiém trong cua phéan tng di ing hoac

dé cai thién it nhat mot triéu ching lién quan dén phan tng di tmg.

Theo mdt phuong an khéac nita, dugc phém dugc dung cung luc, trude hodc sau
mot hodc nhiéu liéu phap tri liéu hodc thu tuc y khoa mong mudn khac, bao gém, vi du,
dung trude hodc cung luc véi ché do tri liéu mién dich dic hiéu chét gdy di ing (SIT).
Theo mot vai khia canh, viéc st dung ché do SIT cung véi khéng thé dugc dé xuit &

day mang lai hi€u qua hiép dong.

Theo mdt phuong 4n, phuong phap dugc dé xuét dé ting cudong hiéu qua va/hoic
dd an toan cda ché d tri liéu mién dich dic hiéu chét gdy di tng (SIT), phuong phap
bao gdm cho bénh nhin can diéu tri ding mot lugng c6 hiéu qua tri liéu ciia mot hodc
nhiéu khang thé don dong ngudi dugc phéan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua
no, nhu dugc dé xuét & day, hodc duogc phém chira mét lugng cé hiéu qua tri liéu cla
mdt hodic nhidu khang thé don dong nguoi duge phan 1ap hodc ménh cia né ngay trude
hoidc cung lic voi ché do SIT, trong d6 mitc dd nghiém trong ciia phan tng di ing voi
ché d6 SIT bi giam di. Theo mot vai phuong an, ché d6 SIT bao gdm pha lidu luong
tang din sau do 1a pha duy tri. Theo mdt sd phuong 4n, ché do SIT 1a ché do SIT khéng
co gia tri.

Theo mot khia canh khac nita, phuong phéap dugce dé xuét dé ngdn ngira hoic 1am
giam viéc phong thich hat cua dudng bao lién quan dén protein Fagales, chit gay di (mg
¢6 ho hang voi Fagales, phan hoa bach duwong hodc chiét xuit phan hoa bach dwong
hodc Bet v 1, phuwong phap bao gdm cho ddi twong can diéu tri ding duoc pham mo ta

trong tai liéu nay.

Theo mot s6 phuong an, BPE dugc chon tir nhém bao gém Bet v 1 tu nhién, BPE

Betula Pendula, BPE Betula nigra, va BPE Betula populifolia.

Céc phuong an khac s& trd nén rd rang thong qua phin mo ta chi tiét sang ché
dudi day.
M ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1: 12 ban d6 quyét dinh khang nguyén MS trao d6i H/D ddi véi twong tac
gifta H4H16992P vé6i Bet v 1.

Fig. 2: 1a ban dd quyét dinh khang nguyén MS trao d6i H/D d6i véi twong tac
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gitta H4H17082P vé4i Bet v 1.

Fig. 3: 12 ban d0 quyét dinh khang nguyén MS trao d6i H/D dbi véi tuong tac
gitta H4H17038P2 v6i Bet v 1.

Fig. 4: 12 ban dd quyét dinh khang nguyén MS trao d6i H/D dbi véi tuong tac
gitta H4H16987P voi Bet v 1.

Fig. 5: 12 ban dd quyét dinh khang nguyén MS trao d6i H/D dbi véi tuong tac
gitta H4H16992P, H4H17082P, H4H17038P2 va H4H16987P v&i Bet v 1.

Fig. 6 1a so d6 minh hoa quy trinh dugc st dung @8 xac dinh hiéu qua cta cac td
hop khéang thé trong viéc can tré dudng bao bi phong thich hat do Bet v 1 gdy ra trong

md hinh chudt PCA dugc 1am giéng ngudi.

Fig. 7 md ta cac td hop khang thé khang Bet v 1 ¢6 kha ning can tr& dudng bao
bi phong thich hat trong mé hinh chudt PCA duoc lam gidng nguoi str dung IgE chira

huyét thanh thu dwoc tir ba ngudi hién ting man cam véi Bet v 1.

Fig. 8 mo ta hai db thi, dd thi thtr nhit cung cAp dit liéu ching minh td hop khéng
thé khang Bet v 1 ma can tré hoat dong ctia bach ciu va kiém trong PBMC thu dugc tir
ngudi hién ting di tmg bach duong. Biéu db cot cung cép dit liéu md phéng phén trim
can tré hoat dong ctia bach clu va kiém trong PBMC thu dugc tir nhiéu nguoi hién ting
bdi cac td hop khang thé khang Bet v 1 so v&i khi chi st dung mot minh khang thé.
M3 ta chi tiét sing ché

Truéce khi ché phdm va phuong phép theo sang ché duge mo ta, can phai hiéu
rang sang ché nay khong bi gidi han & ché phdm va phuong phép cu thé, va diéu kién
thir nghiém dugc mo ta, vi phuong phép, ché phim va diéu kién nay c6 thé thay doi.
Ciing can hiéu rang thuat ngit dugc st dung trong ban mo ta nay chi nhim muc dich mb
ta cac phuong an cu thé, va khong du dinh bi giéi han, do pham vi bao hd cua sang ché

s€ chi bi gi¢i han & phan yéu cau bao hd dinh kém.

Trir khi duoc chi ra khac, tit ca cac thuét ngit khoa hoc va k¥ thudt duogc st dung
& day c6 cung ¥ nghia nhu thudong duoc hiéu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt ma sang ché nay thudc vé. Nhu dugc st dung & day, thuét ngit
“khoang”, khi dugc st dung dé tham chiéu dén gia tri dang s6 cu thé duoc néu ra, c6

nghia la gia tri ndy c6 thé thay doi tir gia tri dugc néu ra khong qua 1%. Vi du, nhu duoc
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str dung trong ban mo ta nay, viéc thé hién “khoang 100” bao gdm 99 va 101 va toan bd

cac gia tri nam gitta (vi dy, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Tét ca cac phuong phap va vat liéu twong tu hodc twong duong véi phuwong phap
va vat liéu dugce md ta trong ban mo ta nay co thé duoc st dung trong thuc hanh va thi

nghiém theo sang ché, phuong phap va vat liéu vu tién bay gid s& dugc mo ta.
Dinh nghia

Thuat ngfx “Bet v 1” nhu dugc st dung trong tai liéu nay, dung dé chi it nhat mot
protein Bet v 1, hodc ¢ dang tu nhién/bam sinh, hodc dugc tao ra béng tai to hop. Protein
Bet v 1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 306 v4 trinh tu axit nucleic néu
trong SEQ ID NO: 305. Protein Bet v 1 ¢6 khdi luong xip xi 17 kD va ton tai & dang 7
tAm B (B1-p7) dbi song song dugc bén lai, hai chu triic xoén o ngén (al va 02) nbi véi
Bl va B2, cAu tric xoén a dai (a3) diu C, va motip vong giau glyxerin giita B2 va B3
(Kofler et al. (2012) J. Mol. Biol. 422(1): 109-123). Bet v 1 dot bién duoc tao ra bang
t4i td hop, SEQ ID NO: 312, chita G2-N160 néu trong Uniprot P15494 véi dot bién thé
S85A va chtra dudi Myc-Myc-hexahistidin. Trinh tu axit amin Bet v 1 tir Uniprot:
P15494, tirc 1a SEQ ID NO: 314, ciing c6 thé duoc goi laBetv 1.

“Bet v 17 1a polypeptit bao gém, hodc theo cach khac, chi bao gém, trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 306 hodc SEQ ID NO: 314, hodc trinh tu tuong déng cla
né. Thuat nglt “trinh ty twong ddng ctia SEQ ID NO: 306 hozc SEQ ID NO: 314” nhu
dugc stir dung trong tai liéu nay, dung dé chi polypeptit ma c6 do twong ddng véi SEQ
ID NO: 306 hoac SEQ ID NO: 314, hon 70%, tt hon néu hon 80%, tot hon nita néu

hon 90%, va tham chi tét hon nita néu hon 95%.

Thuat nglt “manh Bet v 1” nhu dugc su dung trong tai liéu nay dung dé chi
polypeptit bao gdm hoic theo cich khac chi bao gOm, it nhat mot vi tri khang nguyén
cua Bet v 1. Theo mdt phuong an, thuat ngit “manh Bet v 17 nhu duge st dung trong tai
liéu nay dung dé chi polypeptit bao gdm hodc theo cach khéc chi bao gbm, it nhat hai vi
tri khang nguyén cta Bet v 1. Theo mt phuong 4n, cac vi tri khang nguyén dugc lién
két theo kiéu dong hoa tri. Theo mdt phuong 4n, vi tri khang nguyén dugc lién két boi
it nhat mot lién két peptit. Theo mét phwong 4n, cic vi tri khang nguyén dugc lién két
boi it nhat mot lién két peptit va mot ving dém giita cdc vi tri khang nguyén. Theo mot

phuong 4n, it nht hai vi tri khdng nguyén chira trinh tu axit amin 23-44 va 44-56 trong
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Uniprot P15494. Theo mot phuong 4n, it nhét hai vi tri khang nguyén chira trinh ty axit
amin trong trinh tu bt k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 306, 307, 308, 309, 310, 311, va
315. Theo mdt phuong an, bat ky manh Bet v 1 nao c6 kha ning gy ra viéc san Xuét
khang thé in vivo, ma lién két dic hiéu véi Bet v 1 ¢6 trong tu nhién hodc Bet v 1 duge

tao ra theo cach tai t6 hop.

Thuat ngit "khang thé", nhur dwoc sir dung trong ban md ta nay, nghia 12 phén tir
lién két khang nguyén bt ky hodc phirc hop phén tir chira it nhit mot ving xac dinh bo
trg (CDR) ma lién két dic hiéu v6i hodc twong tac v6i khang nguyén cu thé (vi du, Bet
v 1). Nhu duge st dung & ddy, thudt ngit “khang thé” dugc du tinh ¢ dé cap dén phan
tr globulin mién dich chira bbn chudi polypeptit, hai chudi nigng (H) va hai chudi nhe
(L) dugc lién két véi nhau bing lién két disulfua (tic 13, “phén ti khang thé ddy du”),
cling nhu cac da phan cua né (vi du, IgM) hodc manh li€n két khang nguyén ctia n6. Mai
chudi nang bao gdm ving bién déi chudi ning (‘HCVR” hodc “Vi”) va viing hing dinh
chudi ning (bao gdbm cac mién Cul, Cn2 va Cu3). MB&i chudi nhe bao gém ving bién
dbi chudi nhe (“LCVR” hoidc “VL”) va ving hing dinh chudi nhe(Cr). Ving Vi va Vi
¢6 thé con duoc chia nhé thanh ving siéu bién, duoc goi 1a ving xéc dinh b tro (CDR),
dat gifta cac ving bao thit hon, goi la vung khung (FR). M&i Vi va Vi bao gdm ba CDR
va bbn FR, tir diu cubi amino dén dau cudi cacboxy theo tht tu sau: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac phuong an khic cua sang ché, FR ctia khang thé
(hodc manh lién két khang nguyén ctia né) co thé twong dong véi trinh tw dong mam &
nguoi, hode co thé duoc bién ddi tu nhién hodc nhan tao. Trinh tu lién ng axit amin c6

thé duoc xac dinh dua trén phan tich kép cua hai hodc nhidu CDR.

Dot bién thé ciia mot hodc nhiéu géc CDR hodc su mit doan mét hodc hai CDR
ciing c6 thé xay ra. Cac khang thé duge mo ta trong céc tai liéu khoa hoc trong d6 mot
hodc hai CDR ¢6 thé khong lién két. Padlan et al. (1995, FASEB J. 9:133-139) d phén
tich vung tiép xuc giita khang thé va khang nguyén ctia ching, dya trén cAu tric tinh thé
duoc cong bd va két luan rang thuc té chi khoang mot phan nim dén mot phan ba cac
gbc CDR tiép xuc véi khang nguyén. Padlan con phat hién ra nhiéu khang thé trong d6
mdt hodc hai CDR khéng c6 axit amin tiép xtic véi khang nguyén (Xem also, Vajdos et

al., 2002, J Mol Biol 320:415-428).

Céac gbc CDR khong tiép xitic véi khang nguyén co thé dugc xac dinh dua trén

cac nghién ctru trude do (vi du cc gbe H60-H65 trong CDRH2 thudng khong yéu cau),
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tir cac vung CDR Kabat ndm bén ngoai CDR Chothia, bing mo hinh phén tir va/hodc
bang thuc nghiém. Néu CDR hoic (cac) gbe ciia n6 khong lién két, thi thudng duoc thé
béi axit amin chiém vi tri twong Gng trong trinh ty khang thé nguoi khac hoic lién tmg
cta trinh tw ndy. Vi tri thé trong CDR va c4c axit amin dé thé c6 thé dugc chon bang
thuc nghiém. Dot bién thé thuc nghiém c6 thé 1a thay thé bao thu hodc thay thé khong

béo thu.

Khang thé don dong don dong ngudi dy du, ma lién két dac hidu véi Bet v 1
nhu dugce boc 10 trong ban md ta nay cod thé chira mot hoic nhiéu dot bién thé, them
va/hodc mit axit amin trong khung va/hozc ving CDR cia mién bién dbi chudi ning va
chudi nhe so véi cac trinh ty dong mam tuwong Gng. Céc dot bién nay c6 thé duoc xac
dinh mét cach dé dang béng cach so sanh trinh tu axit amin dugc bdc 10 trong ban mo
ta nay voi trinh ty co sén tlr, vi du, co s& dit liéu trinh tu khang thé cong khai. Sdng ché
bao gém khang thé va manh lién két khang nguyén ctia né c6 ngudn gbc tir trinh tur bét
ky trong s céc trinh tu axit amin dugc bdc 10 trong ban md ta nay, trong d6, mot hodc
nhiéu axit amin trong mdt hodc nhiéu ving khung va/hodc ving CDR bi dot bién véi
(cac) gbc tuong tng clia trinh tu dong mam ma khang thé co ngudn gdc tlr dong mam
nay, hodc véi (cac) gbc tuong ung cia trinh ty dong mam ngudi, hodc dot bién thay thé
axit amin bao thii cta (cac) gbc dong mam twong Gng (cic sy thay dbi trinh ty nhu trén
duoc dé cap trong dy goi chung 1a “dot bién dong mam”). Nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat, bit diu tir trinh ty viing bién d6i cta chudi ning va chudi
nhe duoc boc 16 trong ban mo ta nay, ¢6 thé d& dang san xuét mot lugng 16n khéng thé
va manh lién két khang nguyén ma chira mot hoic nhidu d6t bién dong mam riéng 1¢
hoic td hop ctia cac dot bién nay. Theo mdt sé phuong an, tat ca cac gbc clia ving khung
va/hodc ving CDR trong vung Vg va/hodc Vi dugce dot bién quay tr¢ lai céc géc duoc
tim thdy trong trinh ty dong mam ban diu ma khang thé duoc tao ra tir d6. Theo céc
phuong 4n khéc, chi mot sb géc dugc dot bién quay tré lai trinh tw dong mam ban dau,
vi du, chi cac gbc bi dot bién duogc tim thdy trong 8 axit amin dau tién cta FR1, ho#c
trong & axit amin cudi cung cua FR4, hodc chi céac géc bi dot bién dugc tim théy 4]
CDR1, CDR2 hodac CDR3. Theo cac phuong 4n khac, mot hoac nhiéu gbc & ving khung
va/hodc ving CDR bi dot bién véi cac gbc tuong tng clia mot trinh tw dong mam khéc
(cu thé 13, trinh tu dong mam khac véi trinh tu dong mim ma khang thé duoc tao ra tir

d6).
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Hon nita, khang thé theo sang ché c6 thé chira t6 hop bat ky ctia hai hoidc nhiéu
dot bién dong mam trong ving khung va/hogc ving CDR, vi dy, trong d6 céc gbc riéng
1& nhit dinh bi dot bién véi gbc twong ing ctia mot trinh ty dong méam cu thé, trong khi
mot sb géc khac ¢6 khac biét voi trinh tu dong mAm ban diu dugc duy tri hodc duoc
gdy dot bién véi gbe trong tmg clia mot trinh ty dong mam khéc. Khi thu hdi, khang thé
va manh lién két khang nguyén ma chita mot hozc nhidu dot bién dong mam c6 thé duge
kiém tra mot cach dé dang dbi v&i mot hodc nhiéu dic tinh mong mubn nhu, tang do
dic hiéu lign két, tang ai luc lién két, ting hodc cai thién dic tinh sinh hoc dbi khang
hodc chu van (trong trudng hop co thé), gidm tinh sinh mién dich, v.v.. Khang thé va

ménh lién két khang nguyén thu duoc theo cach nay nim trong pham vi clia séng ché.

Sang ché con bao gdm khéang thé don dong ngudi diy da chira bién thé ctia trinh
tu bt ky trong s cac trinh tw axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugce boc 10 trong
ban md ta nay c¢é mot hodc nhiéu dot bién thé bao thu. Vi du, sang ché bao gém khang
thé ¢6 trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR véi, vi du, 10 hodc it hon, 8 hodc
it hon, 6 hodc it hon, 4 hogc it hon, v.v. dot bién thé axit amin bao thi so v6i trinh tur bét

ky trong sb cdc trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR duoc mo ta & day.

Thuat ngt "khang thé & nguoi", nhu duge st dung trong ban md ta nay, dugc dyu
dinh dé bao gdm khang thé ngudi c6 trong tw nhién. Thuat ngit nay bao gdm khang thé
ma dugc tao ra bang cach tai té hgp trong dong vat c6 vit khong phéi con ngudi, hodc
trong té bao clia dong vat c6 v khong phai con ngudi. Thuat ngit ndy khong dugc dy

tinh dé bao gdm khang thé dugc phan 1ap tir hoic duge tao ra trong dbi trgng con ngudi.

Khang thé theo sang ché c6 thé, theo mot sé phuong 4n, 12 khang thé nguoi tai tb
hop va/hodc khong c6 trong tu nhién. Thuat ngit "khang thé nguoi tai td hop", nhu dugc
str dung trong ban mb ta nay, bao gdm tit ca khing thé ngudi ma dugc didu ché, dugc
biéu hién, dugc tao ra hodc duge phan 14p bang cach tai té hop, ching han nhu khang
thé duoc biéu hién bang cach sir dung vecto biéu hién tai td hop duge chuyén nap vao
trong té bao chu (con duge mo ta dudi ddy), khang thé dwgc phan 1ap tir thu vién khang
thé nguoi t6 hop, tai td hop (dwoc md ta dudi day), khang thé dwoc phan lap tir dong vt
(vi du, chudt) ma chuyén gen cho gen globulin mién dich & ngudi (xem, vi du, Taylor
et al., 1992, Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hoac khang thé duoc diéu ché, dugc biéu
hién, dugc tao ra hodac duoc phan 1ap bang cach bit ky khac bao gém viéc ghép manh

ca trinh tw gen globulin mién dich & ngudi vao trinh ty ADN khéc. Theo mét s6 phuong
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an, khang thé tai t5 hop nay dugc dot bién gen in vitro (hoic, khi chuyén gen dong vat
dbi vé6i trinh tu Ig & nguoi dugc st dung, dot bién gen x6ma in vivo) va do d6 trinh tu
axit amin ctia vung Vu va Vi trong khang thé ti t6 hop 12 trinh ty ma, mic du lién quan
dén trinh ty Vi va Vi dong mam & ngudi, ¢ thé khong c6 trong tu nhién trong dong

mam khang theé & nguoi in vivo.

Khang thé & nguoi c6 thé ton tai & hai dang ma lién quan dén tinh khong dong
nhét ving ban 18. Trong mot dang, phén tir globulin mién dich chtra cu trac bon chudi
4n dinh khoang 150-160 kDa trong d6 dime dugc gilt cing nhau bang lién két disulfua
chudi nang lién chudi. Trong dang thir hai, dime khong dugc lién két thong qua lién két
disulfua lién chudi va phan tir khoang 75-80 kDa dugc tao thanh bao gdm chudi nhe va
chudi ning lién két cong hoéa trj véi nhau (ntra khang th8). Cac dang nay rit khé dé tach

riéng, tham chi sau khi tinh ché ai lyc.

Tén suét xuét hién cia dang thtr hai trong céac 16p khéang thé IgG nguyén ven la
do, nhung khong chi gidi han &, sy khac nhau v céu trac lién quan dén 16p khang thé
viing ban 1& cia khéng thé. Dot bién thé axit amin duy nhét trong viing ban 1é ctia ban 18
IgG4 & ngudi c6 thé 1am giam dang ké su xuét hién clia dang thir hai Angal ef al., 1993,
Molecular Immunology 30:105) dén mirc do thuong quan sat dugc st dung vang ban 18
IgG1. Séng ché bao gbm khang thé c6 mot hoidc nhiéu dot bién trong ban 18, ving C2
hoac Cu3 ma co thé 1a mong mudn, vi du, dé san xuét, dé lam tang hiéu suét cua dang

khang thé mong mudn.

Nhu dugce st dung ¢ ddy, thuat nglt “phén tr lién két khang nguyén” c6 nghia la
protein, polypeptit hodc phtrc hgp phén tir bao gbm hoic chi bao gom it nhét mot ving
xac dinh b6 trg (CDR) c4i ma mot minh hoic két hop v6i mot hozc nhiéu CDR b sung
va/hoac vung suon (FR), lién két dac hidu v6i khang nguyén cu thé. Theo cac phuong
an cu thé, phan tir lién két khang nguyén 1a khéng thé hodc manh khang thé, khi cac

thuét ngit nay dugce dinh nghia ¢ mot noi khac trong ban mo ta nay.

Cum tir "lién két dic hidu", hodc “lién két v6i ddc hidu v6i”, hodc thuit ngit tuong
tw, c6 nghia 14 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né tao thanh phirc hop
v6i khang nguyén ma tuong ddi én dinh dudi cac didu kién sinh ly. Lién két dic higu c6
thé dic trung boi hang s& phén ly can bang it nhit 1a khoang 1x10® M hoic it hon (vi

du, Kp cang nhé nghia 13 lién két cang bén). Phuong phap x4c dinh viéc hai phan t lién
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két dic hiéu v6i nhau da dugc biét dén trong linh vuc nay va bao gbm, vi du, thdm tach
can bang, cong hudng plasmon bé mit, va phuong phap tuong ty. Nhu duge mé ta trong
ban md ta nay, khang thé duoc x4c dinh phuong phap bang cong huéng plasmon bé mit,

vi du, BIACORE™, ma lién két dic hiéu voi Bet v 1.

Thuat ngit khang thé “ai luc cao” dung dé chi cac khang thé don dong c6 ai luc
lién két v6i Bet v 1, duge thé hién dudi dang Kp it nhat 108 M; t6t hon 12 107 M; tot
hon nita 12 1019 M, tdt hon nita 1a 10-'! M, t6t hon nita 14 1072 M, nhu duge xac dinh
bang thwr nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong chét ddnh diu, thoi gian thue, vi du, bd
cam bién sinh hoc Octet® HTX, hodc cong huéng plasmon bé mit vi du, BIACORE™,
hoidc b::ing ELISA dung dich-4i luc.

Thuét ngtr “ty 1& cham lai”, “Koft” hodc “kd” c6 nghia la khang thé phan ly tir
Bet v 1 ¢6 hing s6 ty 16 1a 1 x 107 s hogc thép hon, t6t hon 1a 1 x 10 s™! hogc thip

hon, nhu dugc xac dinh béng cdng hudng plasmon bé mat, vi du, BIACORE™,

Thuét ngit "phan lién két khang nguyén" ctia khéng thé, "manh lién két khang
nguyén" ciia khang thé, va twong tu, nhu duge st dung trong ban md ta nay, bao gbm
polypeptit hodc glycoprotein bét ky c6 trong tu nhién, thu dugc bing enzym, tdng hop,
hodc duoc bién ddi gen ma lién két dic hiéu v6i khang nguyén dé tao thanh phtc hop.
Thuét ngit “phan lién két khang nguyén” cta khang thé, hodc “manh khing thé”, nhu
duoc st dung trong ban md ta nay, dung dé chi mot hozc nhiéu manh khang thé giir lai

kha nang lién két voi Bet v 1.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc manh khang thé theo sang ché c6 thé
lién hop v6i gbe tri lidu (“lién hop mién dich”), nhu corticosteroit, khang thé khang Bet
v 1 tht hai, hodc epinephrin, vacxin, hodc géc tri li€u khac bét ky c6 ich trong diéu tri

déap ting di tng v4i Bet v 1.

Khang thé theo sang ché co thé 12 khang thé dugc phan 1ap. "Khang thé dugc
phén 1ap” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, nghia la khang thé ma duoc xac dinh
va duogc tach va/hodc duoc thu hdi tir it nhdt mot thanh ph?m cua moi truong ty nhién
ctia nd. Vi du, khang thé ma duoc phén tach hodc loai bd ra khéi it nhét mot bd phéan
ctia co thé, hodc tir md hoic té bao trong d6 khang thé c6 trong tu nhién hodc dugc tao
ra mOt cach tu nhién, 13 "khang thé duoc phan 14p" theo sang ché. Khang thé duoc phan

1ap con bao gdm khang thé in situ trong té bao tai to hop. Khang thé dugc phén lap 1a
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khang thé ma dugc xtt 1y boi it nh4t mot budce tinh ché hodc phan lap. Theo mot sd
phuong an, khang thé dugc phan 1ap co thé hau nhu khong chira nguyén lidu té bao

va/hodc hoa chit khac.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khing thé duoc phan 1ap c6 thé gan nhu khong
¢6 cac khang thé (Ab) khac co tinh dic hiéu khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé
dugc phan 1ap lién két dac hiéu véi Bet v 1 hodc manh cia né, gén nhu khong c6 cac
Ab lién két dic hiu v6i khang nguyén khic ngoai khang nguyén Fagales, hodc theo mot

vai khia canh, ngoai Bet v 1.

“Khéng thé can trd” hodc "khang thé trung hoa", nhu duoc sit dung trong ban md
ta nay (hoac "khang thé ma trung hoa hoat tinh ctia Bet v 1” hodc “khéang thé d6i khang™),
dugc dung dé chi khang thé ma khi lién két véi Bet v 1 1am G ché it nht mot hoat tinh
sinh hoc ctia Bet v 1. Vi du, khang thé theo sang ché gitip ngdn ngira d4p tng chit gay
di tng nguyén phat véi Bet v 1. Ngoai ra, khang thé theo sang ché c6 thé chirng minh
kha nang ngan ngura dap tng di tng thi phat véi Bet v 1, hodc it nhét mot tridu ching
cua dap tng di tng vdi Bet v 1, bao gdm hét hoi, ho, tinh trang hen suyén, ho#c dap ting
qua man giy ra bai Bet v 1. Viéc tc ché hoat tinh sinh hoc cua Bet v 1 ¢6 thé dugc danh
gia bang cach do mot hodc nhiéu chi sb hoat tinh sinh hoc cua Bet v 1 bdi mét hozc
nhiéu thtr nghiém in vitro hodc in vivo tiéu chudn (nhu thir nghiém quéa man trén da thy
dong, nhu dugc mo ta trong tai liéu nay) hodc thir nghiém in vivo khac da biét trong linh
vuce k¥ thuat (vi du, mo hinh dong vat khac dé xem xét bao vé khoi thtr thach véi Bet v

1 sau khi stt dung mot hodc nhiéu khang thé dugc mo ta trong tai li€u nay).

Thuat ngit "cdng hudng plasmon bé& mat", nhu duge st dung trong badn mo ta nay,
dé cap dén hién tugng quang hoc ma cho phép phan tich su tuong tac gitta phan ti sinh
hoc bing cach phat hién sy thay dbi vé nong do protein trong chét nén cam bién sinh
hoc, vi du bang cach st dung hé théng BIACORE™ (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Sweden va Piscataway, N.J.).

Thuat ngtt "Kp ", nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, dugc dung dé chi hang
s6 phan ly can bang cua su twong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngit “quyét dinh khang nguyén” dé& cép dén yéu t& quyét dinh khang
nguyén tuong tac voi vi tri lién két khang nguyén dic hidu trong ving bién ddi ctia phan

tir khang thé dugc goi 12 paratop. Mot khang nguyén c6 thé c6 nhiéu hon mét quyét dinh
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khang nguyén. Do d6, cac khang thé khac nhau c6 thé lién két véi cac ving khac nhau
trén khang nguyén va c6 thé tao ra cac hi¢u qua sinh hoc khac nhau. Thuat ngix “quyét
dinh khang nguyén” con dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma dap tng véi té bao B
va/hoidc té bao T. Thuat ngit nay ciing dung dé chi ving trén khang nguyén ma dugc lién
két boi khang thé. Quyét dinh khéng nguyén c6 thé 1a thdng hodc l4p thé. Quyét dinh
khang nguyén thing 1a quyét dinh khdng nguyén dugc tao ra bang cac gdc axit amin lién
ké trong chudi polypeptit. Quyét dinh khang nguyén lap thé duoc tao ra bang cach dit
k& nhau vé mit khong gian cac axit amin tir cdc doan khac nhau cia chudi polypeptit
thang. Theo mot s6 phwong an, quyét dinh khéang nguyén c6 thé bao gdm yéu tb quyét
dinh Ia cac nhéom bé mat hoat dong hoa hoc nhu axit amin, chudi bén dudng, nhém
phosphoryl hodc nhém sulfonyl, va theo mot s& phuong 4n, c6 thé co cac dic tinh chu
trac khong gian ba chidu, va/hoic cac dic tinh dién tich cu thé. Quyét dinh khang nguyén
ciing ¢6 thé duoc xac dinh dua theo cAu trac hoidc chirc nang. Quyét dinh khéng nguyén
chirc nang thuong 1a nhoém nho cac quyét dinh khdng nguyén chirc ning va chira cc gbe
lam tang ai lyc tuong tdc mot cich truc tiép. Quyét dinh khang nguyén dugc tao ra tir
céc axit amin lién ké thuong gitt lai dic tinh khi phoi nhiém véi dung méi 1am bién tinh,
trong khi d6 quyét dinh khang nguyén duoc tao ra bing cach gip bac ba thudng mét dic
tinh khi xtr ly v6i dung moi lam bién tinh. Quyét dinh khang nguyén thuong bao gdm it
nhét 3, va thuong la nhiéu hon, it nhét 5 hoac 8-10 axit amin trong mot cAu hinh khong

gian.

Thuét ngit "gin nhu tuong ddng" hodc "vé co ban twong ddng” khi dé cap dén
axit nucleic hogc manh cta no, chi ra ring, khi dugc sip thing hang t81 uu v6i su chén
them nucleotit hodc loai b6 véi axit nucleic thich hop véi axit nucleic khac (hodc sogi bd
sung cua no), thi do tuong dong vé trinh ty nucleotit 12 it nhat khoang 90%, va tét hon
nita néu it nhit khoang 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% cua cac bazo nucleotit, nhu
duogc xac dinh béng bét ky thuat toén da biét cho do tuong déng trinh tu, nhu FASTA,
BLAST ho@c GAP, nhu duoc mé ta dudi ddy. Trong mot sd trudng hop, phan tir axit
nucleic gin nhu trong ddng vai phén tir axit nucleic déi chimg c6 thé ma héa polypeptit
¢6 cung tu trinh ty axit amin hodc gan nhu twong tu véi polypeptit dwgc ma hoa bang

phan tir axit nucleic di ching nay.

Déi vai polypeptit, thuat ngit "vé co ban twong tu" hodc " gan nhu twong tu" ¢6

nghia 13 hai trinh ty peptit, khi sap thang hang cip tdi wu, nhu bang chwong trinh GAP
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hoic BESTFIT béng cach st dung khéi lugng thuc mic dinh, c6 do twong dong trinh tu
it nhit 90%, tham chi tét hon nita néu do twong ddng trinh tu it nhit 95%, 98% hoic
99%. Tt hon 13, phin gbc ma khong twong dong khéc biét boi dot bién thé axit amin
bao thu. “Dot bién thé axit amin bao tha" 1a dot bién thé trong do géc axit amin duoc
thé bang gbc axit amin khac ¢6 chudi bén (nhém R) v6i dic tinh hoa hoc twong t (vi
du, dién tich hoac tinh ky nudc). N6i chung, dot bién thé axit amin bao thu vé co ban s&
khong thay d6i dic tinh chirc ning cla protein. Péi vé6i truong hop trong d6 hai hoic
nhidu trinh tw axit amin khac nhau b&i dot bién thé bao tht, phan tram do twong dong
vé trinh tu hodic mirc do twong tu cé thé dugc diéu chinh dé didu chinh ban chit bao thu
cia dot bién thé. Phuong phap thuce hién viée didu chinh nay da dugc biét béi ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vuc nay. (Xem, vi dy, Pearson, 1994, Methods Mol. Biol.
24:307-331). Vidu vé nhém axit amin ma cé chudi bén véi dic tinh héa hoc twong tu
bao g6m (1) chudi bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) chudi bén
hydroxyl béo: serin va threonin; (3) chudi bén chita amit: asparagin va glutamin; (4)
chudi bén thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) chudi bén c6 tinh bazo: lysin,
arginin, va histidin; (6) chudi bén c6 tinh axit: aspartat va glutamat, va (7) chudi bén
chtra luu huynh: xystein va methionin. Cac nhom thay thé axit amin bao thi dugc uu
tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin,
glutamat-aspartat va asparagin-glutamin. Ngoai ra, su thay thé bao thu 14 sy thay d6i bat
ky ¢6 gia tri duong trong ma trén logarit PAM250 cia ham hop ly dugc boc 10 trong
Gonnet et al. (1992 Science 256: 1443-45). Su thay thé "bao thi vira phai" 12 sy thay dbi
bat ky c6 gia tri khong 4m trong ma tran logarit PAM250 cta ham hop ly.

Do tuong tu trinh tu ddi véi polypeptit thudng dugc xac dinh bang phan mém
phén tich trinh tu. Phan mén phén tich protein d6i chiéu céc trinh tu twong tw bang cich
str dung gia tri vé mirc twong tu ding cho dot bién thé, mét va cac bién ddi khéc, bao
gbm dot bién thé axit amin bao thi. Vi dy, phin mém GCG bao gdm chwong trinh nhu
GAP va BESTFIT ma c6 thé duoc st dung v6i thong s6 mic dinh dé x4c dinh tinh tuong
ddng vé trinh ty hodc do twong ddng vé trinh tu gitra cdc polypeptit c6 mdi lién quan
mat thiét, nhu cac polypeptit twong dong tir loai sinh vat khic nhau hodc gita protein
kidu dai va thé dot bién ciia n6. Xem, vi du, GCG Version 6.1. Trinh tu polypeptit con
c6 thé duoc so sanh béng FASTA véi thong s méc dinh hoic thong sb yéu cau, chuong

trinh trong GCG Version 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) tao ra thong tin vé
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su bit cip va phan tram d6 twong ddng vé trinh ti ctia viing 6 sy trung lap t6t nhét gitra
cac trinh ty tra citu va truy van (Pearson (2000 supra). K§ thuat giai dugc wu tién khac
khi so sanh trinh tu theo sang ché voi co sé dit lidu chira luong 16n céc trinh tu tir cac
sinh vat khac nhau la chuong trinh may tinh BLAST, dic biét 1a BLASTP hoac
TBLASTN, bing cach sir dung théng sé mic dinh. (Xem, vi du, Altschul et al., 1990, J.
Mol. Biol. 215: 403-410 va 1997 Nucleic Acids Res. 25:3389-3402).

Thuat ngit “lwong c6 hiéu qua trj liéu” nghia la ham lugng ma tao ra hi€u qua
mong mubn khi st dung. Ham lugng chinh xac s& phu thudc vao muc dich diéu tri, va
s& duge xac dinh boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay biang cach sir dung
ky thuat da biét (vi du, xem Lloyd (1999) The Art, Science va Technology of

Pharmaceutical Compounding).

Khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung “lam b6t nhay cam” & ¢4 thé di ting
Fagales. Thuat ngt “lam bdt nhay cam” nhu dugc st dung ¢ day dung dé giam do phan
ung - di ing cua ca thé di tng Fagales khi phoi nhiém voi chét gay di ing Fagales, nhu
phén hoa bach duong, vi du, Bet v 1, Aln g1, Cor al, Car bl, Que al, Api g2, Api g1,
Dau cl, Mal d1, Ost c1, Fag s1, va/hodc Cas sl (Xuéng muc d6 nho hon mirc do ma ca
thé di ing Fagales s& gip phai), hodc voi chét gy di ing c6 ho hiang véi Fagales. Thuét
ngit “lam giam bot nhay cam” nhu dugc dinh nghia trong tai li¢u nay con lam giam dd
phan tmg-do di tmg clia c4 thé véi protein PR-10 bao gém Act ¢ 8 va Act d 8 (kiwi),
Ara h 8 (lac), Pru ar 1 (cAy mo), Pru av 1 (anh dao), Prup 1 (dao), Pyr ¢ 1 (1€), Gly m 4
(dau nanh), Vig r 1 (d4u xanh), SolaI4 (ca chua), Cuc m 3 (dua lu6i), Rub i 1 (cdy mam

x01), va Fra a 1 (dau tay).
Mo ta chung

Céc cly thudc bd Fagales 1a nguyén nhan cua triéu ching di ing mua xuén, va
chat gay di tmg clia cdy bach duong chinh, Bet v 1 ¢6 thé phan ung dé lién két IgE 1a
hon 95% trong s6 cac bénh nhan dj tmg phén hoa bach duong ((Breiteneder, EMBO J.
1989, 8(7):1935-8). Cay bach duong 12 yéu tb khoi phat chiém wu thé & 23% bénh nhan
di tng & Hoa Ky va 14% ¢& Chéu Au. (DataMonitor report on Allergic Rhinitis, July,
2010). Mtrc d6 nghiém trong ctia cac triéu chiing & nguoi da dugc chiing minh 1a nhay
cam v6i phan hoa bach duong nam trong khoang tr viém mili va viém két mac tuong

d6i nhe dén tinh trang hen suyén c6 kha ning de doa tinh mang. C6 hon 60% bénh nhén
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di ung v6i phin hoa bach duong c6 khéng thé IgE véi Bet v 1 nay (Jarolim et al., Int
Arch Allergy Appl Immunol. 1989, 88(1-2):180-2).

Cay Fagales cho thay su phan bd dia ly riéng biét ma & d6 cay bach duong va
ciy tong quan sui 12 loai ddc hitu & phia béc chau Au va Bic My, trong khi cay phi, cay
g0 trin va ciy s0i thich hop v6i khi hau 4m hon, do d6 cu tra & phan phia nam ctia cac
luc dia nay. Pdng quin thé cta ca nam loai thuong dugc tim thiy & ving khi hau nhiét
dsi 5.(Spieksma FTM. Regional European pollen calendars. D'’Amato G, Spieksma
FTM, Bonini S, editors. Allergenic pollen and pollinosis in Europe. Hoboken, NI:
Wiley-Blackwell; 1991. pp. 49-65). Mot sd cay Betulaceae bao gdm cay tdng quan sii,
cdy phi va cdy gd trin c6 kha ning khdi dAu su nhay cam véi chét gay di tng tuong tu
Bet v 1 & ngudi dé mic din dén tao ra khang thé IgE phan tmg chéo cao. (Hauser, et al.,

2011, Clin Exp Allergy. 41: 1804—14)

Chét gay di tng bo Fagales, hoic chét gay di ung Fagales, nhu dugc dinh nghia
trong ban md ta nay bao gdém phan hoa bach dwong (Bet v 1), phén hoa téng quéan sii
(Aln gl va Aln g4), phén hoa cay phi (Cor al, Cor a2, Cor a8, Cor a9, Cor al0, Cor all,
Cor al2, Cor al3 va Cor al4), phan hoa cdy trin (Car bl), phén hoa ciy bublong (Ost
c1), phan hoa cdy hat dé (Cas s1, Cas s5, Cas s8, va Cas s9), phan hoa céy sdi (Fag sl)
va phén hoa cay s0i trang (Que al va Que a2). Trong sd cac phan hoa khong phai cuia
cdy bach duong, Aln gl, Cor al, Car bl, Ostcl, Cas sl, Fag sl va Queal la gidng hoic
lién quan dén Bet v 1, tirc 13, chét gay di tng c6 ho hang véi Fagales. Cac chit gy di
ung nay con dugc biéu hién & qua hach cua cdy Fagales, va trai cay cua cdy khong c6
hoc hang thudc vé bd Rosales. Kha ning phan tng chéo cta céc chét gy di ung nay co
thé ddy nhanh triéu chimg di ung thirc &n & bénh nhan bj di tng phén hoa. Céc chat gy
di tng thirc an phan Gng chéo tidu biéu bao gdm téo, anh dao, mo, 1&, linh ling, dau, dau
twong, ca chua, can ty, ca rdt va mang tay. (Allergens and Allergen Immunotherapy:
Subcutaneous, Sublingual, and Oral, 5 Edition. Richard F. Lockey, Dennis K. Ledford,
editors. CRC Press, Taylor & Francis Group, London, NY, 2014. pp. 114, 118-119).

Nhu duge sir dung trong ban md ta nay, cum tir “chat giy di ting Fagales” bao
gdm chét gy di tmg c6 ho hang v6i Fagales”. Theo mt sb phuong 4an, “chét gay di ing
¢6 ho hang véi Fagales” dugc dinh nghia la protein c6 do tuong ddng trinh ty tong thé
v6i Bet v 1 it nhit khoang 35%, hodc do twong dong trinh tu véi quyét dinh khang
nguyén 1 cua Bet v 1 it nhit khoang 50%, hodc d6 tuong ddng trinh tu véi quyét dinh
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khang nguyén 2 ctia Bet v 1 it nhit khoang 40%, hodc d§ tuong ddng trinh tw véi quyét
dinh khang nguyén 3 cua Bet v 1 it nhit khoang 25%, hodc do twong ddng trinh tw véi
quyét dinh khédng nguyén 4 ctia Bet v 1 it nhét khoang 15%. Theo mot sd phurong an,
“chét gay di tng c6 ho hang v&i Fagales” dugc dinh nghia 1a khang thé khang Bet v 1,

bao gém chit gdy di tmg tir bo Rosales.

Globulin mién dich E (IgE) chiu trach nhiém di v6i qua mén typ 1, biéu hién &
viém mii di tng, viém két mac di ung, cam mao, hen suyén di tng, di tng noc ong va
di ung thuc ph'flm. IgE tudn hoan trong mau va lién két vé6i cac thu thé Fe ¢6 ai luc cao
ddi v6i IgE trén bach cdu ua kiém va dudng bao. Trong hau hét cac phan tng di tng,
cac chit gay di tng xam nhap vao co thé théng qua viéc hit, tiéu héa hodc qua da. Chét
gay di tng lién két v6i IgE da duoc tao thanh tir trude da gin vao thu thé c6 ai luc cao
trén bé mit dudng bao va bach ciu wa kiém, dan dén lién két chéo ctia mot vai phan tir
IgE va kich hoat giai phéng histamin va cac chét trung gian giy viém khac tao ra cac

triéu chiing di ing khac nhau.

Viéc diéu tri d8i voi cac chét gay di tng phin hoa bach duong bao gdm liéu phép
khtr nhay, viéc diéu tri nay bao gdm tiém lap lai cac lidu tang dan cua chiét phan hoa
bach duong tho, hodc peptit ngin c6 ngudn gdc tir Bet v 1. Su thiéu hidu qua cta tr liéu
mién dich ddc hiéu chét gy di ing bao gdm thoi gian diéu tri kéo dai din dén cac van
d2 v& tuan thu didu tri & bénh nhén, va phan tng di ing thudng xuyén (ting dén 30%)
ddi véi protein duge tiém. Liéu phap khir nhay c6 thé mit dén vai nam trude khi duoc
xem la dat dugc hi¢u qua diéu tri. Sy thanh cong cua diéu tri phu thudc vao ché phém
va chét lugng cuia dich chiét, va khi bénh nhan bi hen suyén/di img thtrc dn nghiém trong
thi khong dugc tiép nhan didu tri do céc nguy co vé tc dung phu nghiém trong qua
trung gian IgE. Do d6, ¢6 nhu ciu trong linh vuc didu tri di tmg phin hoa bach dwong
vé cac giai phap thay thé didu tri cho cac bénh nhin nhay cim véi chét gy di fmg

Fagales, cu thé 1A Bet v 1.

Céc khang thé da duoc dé xuét 1am giai phap didu tri di ing chung, vi chung ¢
thé ngan chin sy xAm nhdp cua cac phan tr gdy di ing vao trong cic mo niém mac, hodc
c6 thé lién két voi chit gay di tng trude khi n6 c6 co hoi lién két voi IgE, ma lién két
v6i thu thé ¢6 &i luc cao trén dudng bao hodc bach cAu va kiém, do d6 ngén chdn sy giai
phéng histamin va cic chét trung gian gy viém khac tir cac té bao nay. Bing sang ché

M¥ s6 5.670.626 mo ta viéc sir dung khang thé don dong dé diéu tri cac bénh di ing qua
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trung gian IgE nhu viém miii di ing, hen suyén di tng va viém két mac di ung bﬁng
cach ngan chin sy lién két ctia cac cht gay di tng v6i mo niém mac. Bing sang ché My
s 6.849.259 md ta viéc st dung cac khang thé dic hidu véi cht gy di tng dé G ché
viém dj (ng trong mo hinh di mg chudt in vivo. H¢ thdng khang thé trén co s& sita va
trimg da duge mé ta. Vi dy, US20030003133A1 md ta viéc sir dung sira lam chét mang
chit gy di ung dé tao ra dung nap theo dudong miéng d6i vi phan hoa bach duong va
cac chét gay di tng khéc. Cac ché phdm va phwong phép lam gidm phén tng di tng &
dong vat dbi voi chat gay di ing trong mdi trudng thong qua viée sir dung phén tir e
ché kha ning chét giy di ung lién két voi dudng bao duge mo ta trong WO1994 /
024164A2. Céc khéng thé khéc gin voi Bet v 1 da dugc dé cap trong don sang ché My
56 2010/0034812.

Khang thé nguoi diy di dugc mé ta trong ban mo ta ndy chirng minh lién két dic
hiéu voi Bet v 1 vacod thé hitu dung trong diéu tri cho cac bénh nhan bi di tng phén hoa
bach dwong, cu thé, & bénh nhan dugc chirng minh 1a nhay cam véi chét gay di img Bet
v 1. Viéc st dung khang thé nay c6 thé 1a giai phap hiéu qua dé diéu tri cho bénh nhan
bi di tng phin hoa clia cdy Fagales, hoic khdng thé nay c6 thé duoc st dung dé ngin
chin phan Gng nang hon véi Bet v 1 khi tiép xuc 1an hai, hoc triéu chirmg kém theo lién
quan dén di Gng, hoic c6 thé dugc stt dung dé lam giam do nghiém trong va/hodc thoi
gian phan ung di tng lién quan dén tiép xuc 14n ddu voi chét gay di tng phén hoa bach
duong hodc tAn suét xuét hién khi tiép xtc 14n hai. Khang thé co thé dugce st dung mdt
minh hodc duédi dang liéu phap bd sung véi céc géc tri li€u khac hodac phuong phap khac
da biét trong linh vuc k¥ thuat dé diéu tri di tng, chang han nhu, nhung khong chi gi¢i
han &, diéu tri v6i corticosteroit hodc epinephrin. Khing thé c6 thé duoc st dung két
hop v6i khéng thé thir hai hoic thi ba khac dic hiéu véi Bet v 1. Khang thé c6 thé dugc
str dung v6i mién dich tri liéu dic hidu chét gdy di ing (allergen-specific immunotherapy

- SIT). Theo mét sé phuong 4n, viéc két hop véi SIT mang lai hiéu qua hiép dong.

Khong nhu liéu phap khir nhay, viéc diéu tri v6i khang thé duge mo ta trong ban
md ta ndy ¢6 thé gitip giam nhe mot cach hiéu qua trong khoang 2 tudn tir khi bat dau
diéu tri, hodc trong khoang 10 ngay hodc khoang 8 ngay tir khi bét dau diéu tri. Khi két
hop tiép xtic v6i protein hodc peptit Bet v 1, hoic mdt hozc nhiéu chit gy di ing Fagales
b sung, viéc diéu tri v6i khang thé ngudi day di duge mo ta trong ban mo ta nay c6 thé

khéng chi ngan chan phan tng di tng ma con ¢ thé khir nhay mét cach hidu qua hodc
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hiép ddng & bénh nhan bi di ing v6i phan hoa tir ciy Fagales.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé theo sang ché dugc thu tir chudt duoc
sinh mién dich v&i chét sinh mién dich, nhu Bet v 1 tw nhién, ¢6 thé mua duoc trén thi
truong (vi dy, tir Indoor Biotechnologies, VA, # NA-BV1-1), hodc ¢o6 thé duoc tao ra
bing cach tai td hop. Trinh tw axit amin c6 chidu dai ddy da cia Bet v 1 dugc thé hién
& SEQ ID NO: 306. Trinh ty axit amin Bet v 1 ¢6 chidu dai ddy du c6 thé con duge tim
thiy & SEQ ID NO: 314, tir Uniprot: P15494,

Chét sinh mién dich c6 thé 12 manh c¢6 hoat tinh sinh hoc va/hodc ¢6 tinh sinh
mién dich cta Bet v 1 tu nhién, bam sinh hodc duogc tao ra béng cach tai to hgp hodc
ADN mi héa manh c6 hoat tinh ctia né. Manh c6 thé c¢6 ngudn gbc tir dau N hoac dau

C cua Bet v 1, hodc tir vi tri bat ky trong trinh tu axit amin Bet v 1.
Manh lién két khang nguyén ctia khang thé

Trir khi ¢6 chi din cu thé khac, thudt ngit “khang thé”, nhu dwgc sit dung trong
ban md ta ndy, s& dugc hiéu 1 bao ham c4c phéan ti khang thé chira hai chudi ning
globulin mién dich va hai chudi nhe globulin mién dich (trc 13, “phéan tir khang thé day
du") cling nhu manh lién két khang nguyén ctia n6. Thuét ngit “phan lién két khang
nguyén" cua khang thé, "manh lién két khang nguyén" ctia khang thé, va tuong tu, nhu
dugc st dung trong ban mo ta nay, bao gbm polypeptit hoic glycoprotein bét ky c6 trong
tu nhién, thu dugc béng enzym, téng hop dugc, hodc dugc thiét ké di truyén ma lién két
dic hiéu véi khang nguyén dé tao thanh phtrc hop. Thuat ngit “ménh lién két khéng
nguyén” ctia khang thé, hodc “méanh khéng thé”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay,
& cap dén mot hogc nhidu méanh khang thé gitr lai kha nang lién két dac hidu véi Bet v
1. Méanh khéng thé c6 thé bao gdm manh Fab, manh F(ab');, manh Fv, ménh dAb, ménh
chira CDR hoac manh CDR dugc phan 1ap. Manh lién két khang nguyén cua khéng thé
¢6 thé duoc tao ra, vi dy, tir phan tr khang thé ddy di bang cach st dung k¥ thuat tidu
chuén thich hop bét ky nhu thily phan protein hodc k§ thuét bién ddi gen tai to hop bao
gbm k¥ thuat thao tic trén gen va biéu hién ADN m3 héa ving bién dbi va ving hing
dinh (tby y) cua khang thé. ADN nay da dugc biét dén va/hoic co thé dé dang thu dugc
tu, vi du, nguén thuong mai, thu vién ADN (bao gém, vi du, thu vién thuc thé khuén-
khang thé), hodc ¢6 thé dugc tong hop. ADN nay c6 thé dugc giai trinh tw hodc thao tac

bang cac k¥ thuat hoa hoc hodc sinh hoc phan t, vi du, dé sap xép mot hodc nhi€u mién
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bién dbi va/hoic héng dinh thanh c4u hinh phu hop, hodc dé dua cac ma bo ba, tao géc

xystein, bién doi, thém hodc bét cac axit amin, v.v..

Vi du khong gi6i han vé manh lién két khang nguyén bao gdm,: (i) manh Fab;
(ii) manh F(ab")2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phan ta Fv don chudi (scFv); (vi)
manh dAb; va (vii) don vi nhan dién t6i thiéu bao gbm cac gbc axit amin tuong tu véi
ving siéu bién cua khang thé (vi du, ving xac dinh b6 trg (CDR) dwgc phén 14p nhu
peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 duoc rang budc véi nhau. Phan tir duoc bién
d8i khac, nhu khang thé dic hiéu mién, khéng thé don mién, khang thé loai bd mién,
khang thé kham, khéng thé ghép CDR, thé hai, thé ba, thé bén, thé mini, thé nano (vi
du, thé nano hoa tri mét, thé nano hoa tri hai, v.v.), thudc mién dich mé dun nho (small
modular immunopharmaceuticals - SMIP), va vung IgNAR bién ddi cua ca map, cling
bao gdm trong dinh nghia “manh lién két khang nguyén” nhu dugc st dung trong ban
mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén ctia khdng thé s& thudng chira it nhit mot mién bién
d4i. Mién bién ddi c6 thé co kich thudce bét ky hodc c6 ciu tao tir axit amin va s& thudng
chtra it nhdt moét CDR, ma lién k& hodc nim trong khung v&i mot hoac nhiéu trinh tu
khung. Trong méanh lién két khang nguyén c6 mién Vi lién két véi mién Vi, cac mién
Vi va VL ¢6 thé duoc sép xép theo thi tu thich hop bat ky. Vi du, viing bién ddi c6 thé
1a dime va chtra cac dime Vu-Vi, Vi-Vi hodc Vi-Vi. Ngoai ra, manh lién két khang

nguyén cia khang thé co6 thé chira mién Vi hodc Vi monome.

Theo céc phuong an nhat dinh, manh lién két khang nguyén cta khang thé c6
thé chira it nhat mot mién bién dbi duoc lién két cdng hoa tri véi it nhét mot mién hé“mg
dinh. Vi du vé& cAu hinh ctia mién hing dinh va mién bién d6i ma c6 thé ¢6 trong manh
lién két khang nguyén cua khéng thé theo séng ché bao gdbm, nhung khong chi giéi han
&: (i) Vu -Cul; (i) Vu -Cu2; (iii) Vu -Cu3; (iv) Vi -Cul-Cu2; (v) Vi -Cul-Cu2-Cu3;
(vi) Vi -Cu2-Cu3; (vii) Vi -Cy; (viil) VL -Cul; (ix) VL -Cr2; (x) Vi -Cu3; (xi) Vi -Cul-
Cn2; (xii) Vi -Cul-Cu2-Ch3; (xiii) VL -Cu2-Ch3; va (xiv) VL -CL. Trong bat ky cdu tao
ctia mién bién ddi va mién héng dinh, bao g6m vi du bt ky vé céu tao duoc liét ké trén
day, mién bién ddi va mién héng dinh c6 thé dugc lién két truc tiép v61 nhau hodc ¢é
thé dugc lién két boi toan bd hodc mot phin ving ban 18 hodc ving lién két. Ving ban
18 ¢6 thé bao gdm it nhét 2 (vi du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhiéu hon) axit amin ma

tao ra lién két linh hoat hodc ban linh hoat gitta mién bién dbi va/hoic mién hing dinh

-44-



40211

lién ké trong mot phan tir polypeptit. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cta khang
thé theo sang ché co thé chira dime clng loai hodc dime khéc loai (hogc multime khac)
¢6 cAu hinh bit ki trong sb céc cAu hinh ctia mién hing dinh va mién bién dbi dugc liét
ké trén day lién két khéng cdng hoa tri voi mot mién khéc va/hoic véi mot hoiic nhiéu

mién Vi hodc Vi monome (vi du, bang (céc) lién két disulfua).
San xuét khang thé ngudi

Céc phuong phép dé tao ra khing thé nguoi trong chudt chuyén gen da duogc biét
trong linh vuc k¥ thuét. Bét ky phuong phap da biét nao déu co thé dugce st dung trong

pham vi clia sang ché dé tao ra khang thé ngudi ma lién ket dac hiéu voi Bet v 1.

St dung k§ thudt VELOCIMMUNE® (xem, vi du, US 6,596,541, Regeneron
Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hodc phuong phap da biét bat ky khac dé tao ra
khang thé don dong, khang thé kham 4i lyc cao v6i Bet v 1 dugc phén 14p ban dau co
ving bién dbi ciia ngudi va ving hang dinh cta chudt. Ky thust VELOCIMMUNE®
bao gbém viéc tao ra chudt chuyén gen c6 bd gen chira viing bién d6i chudi nhe va chudi
nang cda nguoi co thé duogc lién két hoat dong véi locut viing hang dinh cta chudt ndi
sinh sao cho chudt ndy tao ra khang thé chira viing bién d6i ciia ngudi va ving hing
dinh cia chudt dap tng véi su kich thich khang nguyén. Ving bién d6i ma hoa ADN
ctia chudi niang va chudi nhe cta khang thé dugc phén lap va cé thé dugc lién két hoat
dong voi ving hang dinh ma héa ADN cta chudi nhe va chudi ning cta ngudi. Sau do,

ADN dugc biéu hién trong t& bao ¢6 kha ning biu hién khang thé ngudi day du.

No6i chung, chudét VELOCIMMUNE® duoc thir thach véi khang nguyén quan
tAm, va t& bao bach huyét (nhu té bao B) dugc thu hdi tir chudt biéu hién khang thé. Té
bao bach huyét c6 thé duge dung hop véi dong t€ bao u tiy dé san xuat dong té bao lai
bét ttr, va dong té bao lai nay duge sang loc va duge chon dé xac dinh dong té bao lai
ma tao ra khang thé dic hiéu v6i khdng nguyén quan tim. Ving bién d6i ma hoa ADN
cua chudi ning va chudi nhe c6 thé dugc phan lap va dugce lién két véi ving hing dinh
kidu twong duong mong mudn cia chudi ning va chudi nhe. Protein khang thé nay c6
thé duoc san xudt trong té bao, nhu té bao CHO. Ngoai ra, ADN ma hoa khang thé kham
dic hidu khang nguyén hodc ving bién ddi ciia chudi nhe va chudi ning c6 thé dugce

phan l4p truc tiép tix té bao bach huyét dic hiéu khang nguyén.

Ban dau, khang thé kham &i lyc cao dugc phan lap c6 vung bién doi cia ngudi
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va vung héng dinh cta chudt. Nhu trong muc thi nghiém sau day, khang thé duoc xac
dinh dic tinh va dugc luc chon cho cic dic tinh mong mubn, bao gém ai luc, d6 chon
loc, quyét dinh khédng nguyén, v.v.. Ving hing dinh cta chudt dugc thay thé bang viing
hang dinh mong mubdn ctia nguoi dé tao ra khang thé nguoi day da theo séng ché, vi du
IgG1 hoac IgG4 kiéu dai hodc duoc bién d6i. T rong khi ving héng dinh duoc lwa chon
c6 thé thay ddi theo muc dich sir dung cu thé, thi céc dic tinh lién két v6i khang nguyén

ai luc cao va dic hiéu dich lai thudc vé vung bién doi.

N6i chung, khang thé theo sang ché c6 4i luc rat cao, thudng c6 Kp ndm trong
khoang tir khoang 1072 dén khoang 10 M, khi dugc x4c dinh bang céch lién két véi
khang nguyén dugc c¢d dinh trén pha rén hodc trong pha dung dich. Viing hing dinh cta
chudt duoc thay thé bang ving hing dinh mong mudn cia ngudi dé tao ra khang thé
ngudi diy du theo sang ché. Trong khi viing hing dinh dugc lya chon ¢6 thé thay dbi
theo muc dich sir dung cu thé, thi cac dic tinh lién két véi khang nguyén &i luc cao va

dic hiéu dich lai thudc v& ving bién ddi.
Tuong duong sinh hoc

Khéng thé khdng Bet v 1 va manh khang thé theo sang ché bao gbm protein c6
trinh tu axit amin thay ddi tir trinh ty axit amin ctia khang thé duoc mé ta nhung van
duy tri kha nang lién két v6i Bet v 1. Cac khang thé bién thé va manh khéng thé nay
chtra mot hodc nhiéu dot bién thém, b6t hodc thay thé cac axit amin so véi trinh tu me,
nhung c6 hoat tinh sinh hoc gan nhu twong dwong véi cdc khang thé duoc mé ta. Tuong
tu, trinh tr ADN ma hoa cho khang thé theo sang ché bao gém trinh tu ma chtra mot
hodc nhiéu nucleotit duoc thém, bot hodc thay thé so voi trinh tu duoc boc 19, nhung
ma hoa khang thé hoic manh khéng thé ma v& co ban twong dwong sinh hoc véi khang

thé hoac manh khang thé theo sang ché.

Hai protein lién két khdng nguyén hodc khéng thé, dugc xem la twong duong sinh
hoc néu, vi du, chung tuong duong vé mat dugc dung hoac thay thé 13n nhau v& mit
dugc dung ma tdc d6 va muc do hép thu khong c6 su khac biét dang ké khi dugc st
dung & cung mot lidu lugng mol dudi didu kién thi nghiém tuong tu, cung liéu don hodc
da lidu. Mot sb khang thé s& 1a duoc xem la trong duong hodc 6 thé thay thé 13n nhau
vé mit duge dung néu ching tuong duong vé mirc do hip thu nhung khac nhau vé téc

do hép thu va con cé thé duoc xem 14 teong duong sinh hoc vi sy khac biét vé tde do
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hép thy 14 do c6 chi dich va dugc tao ra trong qua trinh danh d4u, khong nhat thiét phai
duy tri dugc n6ng d6 thudc hiru hiéu trong co thé dbi véi, vi du, st dung man tinh, va
dugce xem la khong khac nhau déng ké v& mit y hoc d6i v6i san phim thudc cu thé dugc
nghién ctru.

Theo mot phuong an, hai protein li€n két khang nguyén tuong dwong sinh hoc
néu khong c6 su khéc nhau dang ké v& mit 14m sang vé dd an toan, do tinh khiét va hiéu

luc ctia ching.

Theo mot phuwong an, hai protein lién két khang nguyén tuong dwong sinh hoc
néu bénh nhan c6 thé thay déi mot hodc nhidu 1an giita san pham d6i chimg va san phdm
sinh hoc ma khéng lam tang nguy co tac dung phu c6 hai, bao gbm su thay dbi dang ké
vé mat 14m sang trong tinh sinh mién dich, hodc 1am giam hiéu luc so v6i liéu phap tri

liéu lién tuc ma khong thuc hién su thay d6i nay.

Theo mot phuong an, hai protein lién két khang nguyén la twrong duong sinh hoc
néu ca hai déu tac dong theo mot co ché chung hodc co ché tac dong d6i voi didu kién

hoic c4c diéu kién st dung, trong pham vi ma co ché nay da dugc biét dén.

Tuong duong sinh hoc co thé x4c dinh bang phuong phap in vivo va/hodc in
vitro. Phuong phéap xac dinh tuong duong sinh hoc bao gdm, vi du, (a) thit nghiém in
vivo & ngudihodc dong vat co vi khac, trong do ndng do ciia khang thé hodc chét chuyén
hoa cua nd dugce xac dinh trong mau, huyét tuong, huyét thanh, hodc dich sinh hoc khéc
dué6i dang ham theo thoi gian; (b) thir nghiém in vitro ma tuong ing véi va duoc cho la
phu hgp voi dir liéu d6 sinh kha dung 6 ngudi in vivo; (c) thir nghiém in vivo & nguoi
hodc khac dong vat c6 vu trong d6 tac dung dugc ly cép tinh thich hop ctia khang thé
(hodc dich cua no) dugce xac dinh dudi dang ham theo thoi gian; va (d) trong thtr nghiém
lam sang dé kiém soat ma xac dinh dd an toan, hiéu luc, hodc dd sinh kha dung hoic

tuong duong sinh hoc ctia khang thé.

Vi du, bién thé tuong duong sinh hoc cua khéng thé theo sang ché ¢c6 thé dugc
xdy dung bing cach thay thé cac gbc hodc cac trinh tw khac nhau hodc loai bo gbc hodc
trinh tu bén trong hodc dau cubi khong can thiét dbi vai hoat tinh sinh hoc. Vi du, géc
xystein khong can thiét d6i voi hoat tinh sinh hoc ¢6 thé duoc loai bd hodc duge thay
thé bang axit amin khac d& ngin ngira sy tao thanh cau nbi disulfua trong phén tir khong

thich hop hoic khong can thiét do qua trinh phuc hdi dic tinh. Theo céc phwong 4n khéc,
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khéng thé twong duong sinh hoc c6 thé bao gbm cac bién thé ciia khang thé chura sy thay
dbi axit amin, ma bién ddi dic tinh glycosyl héa ctia khang thé, vi du, cac dot bién khir

hodc loai bd su glycosyl hoa.
Dic tinh sinh hoc ctia khang thé

Noi chung, khang thé theo sang ché ¢6 thé thuc hién chic nang bang cach lién
két voi Bet v 1, manh cta Bet v 1 hodc véi Bet v 1 va mot hodc nhiéu chét gdy di ing

Fagales hodc chat gy di tng c6 ho hang véi Fagales.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé theo sang ché c6 thé lién két véi quyét
dinh khang nguyén hodc manh nam trong protein Bet v 1, vi du, quyét dinh khang
nguyén hodc manh chtra gbc axit amin ndm trong khoang tr vi trf 23 dén vi tri 43 cla
SEQ ID NO: 306; quyét dinh khang nguyén hoic méanh chira gbc axit amin ndm trong
khodng tir vi tri 44 dén vi tri 56 ctia SEQ ID NO: 306; quyét dinh khang nguyén hodc
manh chira gdc axit amin nim trong khoang tir 2 dén 19 ctia SEQ ID NO: 306; quyét
dinh khang nguyén hodc manh chira gbc axit amin nim trong khoang tr 57 dén 70 cia
SEQ ID NO: 306; hoic quyét dinh khang nguyén hodc manh chua gbc axit amin nim
trong khoang tir 81 dén 89 hoic tir 81 dén 96 ctia SEQ ID NO: 306. Theo céc phuong
4n nhat dinh, khang thé theo sang ché c¢6 thé lién két voi it nhdt mot trinh tw axit amin
dugc chon tir nhém bao g61n SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310, 311 va 315, trong d6
trinh tu quyét dinh khang nguyén c6 thé dugc kéo dai thém 1 dén 5 axit amin, hodc tir 5

dén 10 axit amin trén dau C hodc dau N.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé theo sang ché c6 thé thyuc hién chirc
nang b.’?lng cach can trd hodc e ché su lién két cua IgE v6i dudng bao hodc bach cu ua
kidm & bénh nhan nhay cam véi chit gy di img Bet v 1. Theo cac phwong 4n nhat dinh,
khéng thé theo sang ché e ché hodc can trd hoat dong cua bach cAu wa kiém Xuéng, vi
du, it nhit khoang 70% so v&i khang thé ddi chimg 16p khang thé. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, khang thé (e ché hodc can trd viée dudng bao bi phdong thich hat xuéng, vi
duy, it nhét khoang 70%, hodc it nhét khoang 75%, hodc it nhét khoang 80%, hodc it nhét
khoang 85%, hodc it nht khoang 90%, hodc it nhit khoang 95% so v&i khang thé dbi
chimg 16p khang thé.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé don dong ngudi ddy di hodc

ménh lién két khang nguyén cta né ma lién két véi Bet v 1, trong d6 khang thé hodc
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manh cda né ¢6 mot hodc nhiéu dic tinh sau: (i) chita HCVR c6 trinh ty axit amin dugc
chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178,
194, 210, 226, 242, 258, 274, 282 va 290, hoic trinh tu gﬁn nhu tuong tu ciia nd c¢6 do
twong ddng trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hogc it nhat 99%; (ii) chira
LCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58,
74,90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266 va 298, hodc trinh tu gin
nhu tuong ty cda nd c6 do tuong ddng trinh tyr it nh4t 90%, it nhit 95%, it nhat 98%
hodc it nhét 99%:; (ii1) chtra mién HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
gébm SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232,
248,264, 280, 288 va 296, hodc trinh tu gén nhu tuong tu ciia né cd do tuong déng trinh
tur it nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; va mién LCDR3 ¢4 trinh ty
axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128,
144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272 va 304, hodc trinh tir gin nhu tuong tu cla
né c6 dd twong ddng trinh ty it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%;
(iv) chtra mién HCDR1 viing ¢4 trinh tu axit amin dugc chon tir nh6m bao gébm SEQ ID
NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276,
284 va 292, hodc trinh tu gén nhu twong tu cua n6 c6 do tuong déng trinh tu it nhét
90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%; (ii) mién HCDR2 ¢ trinh ty axit amin
duoc chon tir nhom bao gdm SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166,
182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 286 va 294, hoic trinh tw gin nhu twong ty cia né c6
do twong ddng trinh tw it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; mién
LCDRI c¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao g6m SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60,
76,92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268 va 300, hodc trinh ty gan
nhu twong ty clia nd ¢6 do twong ddng trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98%
hodc it nhét 99%; mién LCDR2 vung c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254,
270 va 302, hodc trinh tuy gin nhu twong tu cia nd c6 do tuong d6ng trinh tu it nhét
90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%; (v) lién két v4i Bet v 1 véi Kp bang
ho#ic nho hon 108 hodc ndm trong khoang tir 10 dén 10°'; (vi) chiing minh hiéu qua &
it nhdt mdt mo hinh dong vat vé tinh qua man hodc viém; hodc (vii) canh tranh v§i khang

thé tham chiéu dé lién két voi Bet v 1.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét viéc sir dung két hop hai hodc nhiéu khang
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thé ngudi ddy du theo sang ché hodc méanh ctia n6, dé didu ché ché pham, trong d6 khang
thé nay lién két véi Bet v 1, va trong d6 khang thé lién két voi Bet v 1, va trong d6 mdi
khang thé hodc manh cia no cé trong ché phém ¢6 mot hodc nhiéu dic tinh sau: (i) chia
HCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhodm bao g6m SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66,
82,98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 282 va 290, hodc trinh tyr
gin nhu tuong tu cia né c6 do twong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nht 98%
hodc it nhit 99%; (ii) chira LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250,
266 va 298, hodc trinh ty gin nhu twong tu cia n6 c¢6 do twong ddng trinh t it nhét
90%, it nhét 95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%; (iii) chira mién HCDR3 ¢ trinh ty axit
amin dugc chon tir nhéom bao gff)m SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136,
152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 288 va 296, hoic trinh ty gin nhu twong ty
clia n6 c6 do twong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%;
va mién LCDR3 ¢6 trinh tw axit amin duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 16, 32,
48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272 va 304, hoic trinh
tu gén nhu tuong tu ciia n6 c¢6 do tuong déng trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhét
98% hoic it nhat 99%; (iv) chira mién HCDR1 viing c6 trinh tu axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196,
212,228,244, 260, 276, 284 va 292, hodc trinh ty gén nhu twong ty cda n6 c6 do tuong
ddng trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; mién HCDR2 c6
trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gém SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102,
118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 286 va 294, hoic trinh tu gin
nhu tuong ty ctia né c6 do tuong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98%
hodc it nhat 99%; mién LCDR1 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ
ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268 va
300, hoac trinh tu gﬁn nhu tuong tu cua nd ¢ do tuwong d@)ng trinh tu it nhét 90%, it nhét
95%, it nhat 98% hodc it nht 99%; mién LCDR2 ving c6 trinh tr axit amin dugc chon
tir nhom bao gdm SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206,
222,238, 254,270 va 302, hodc trinh tw gin nhu twong tw chia né c6 d6 twong ddéng trinh
tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; (v) lién két v6i Bet v 1 v6i
Kp bing hodc nhé hon 107 hodc nim trong khoang tir 10 dén 10°'; (vi) chimg minh

hiéu qua ¢ it nhat mdt mo hinh dong vat vé tinh qua man hoidc viém; hoic (vii) canh
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tranh v&i khang thé tham chiéu dé lién két v6i Bet v 1.

Mot sb khéng thé Bet v 1 nhét dinh theo sang ché, khi duoc sir dung mdt minh
hoac két hop, c¢6 kha ndng lién két va trung hoa it nhat mét hiéu qué sinh hoc cua Bet v
1, nhu duoc xéac dinh béi thir nghiém in vitro hodc in vivo. Kha nang li€én két va trung
hoa hoat tinh ctia Bet v 1 cua khang thé theo sang ché c6 thé dwoc xac dinh bang cac
phuong phap tiéu chudn bt ky da dugc biét dén béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat, bao gdm phan tich lién két hodc phén tich sy trung hoa hoat tinh (vi

du, bao vé khoi qua man), nhu dugc x4c dinh trong ban md ta nay.

Céc thtt nghiém in vitro minh hoa, khong xac dinh d do hoat tinh lién két dugc
minh hoa & vi du 3 trong ban mé ta nay. Trong vi du 3, &i luc lién két va hang s6 dong
hoc cua khang thé khang Bet v 1 dugc xac dinh bing k¥ thuat cong huong plasmon bé

mat.

Protein hodc peptit Bet v 1 ¢6 thé dugc bién ddi dé chira thém hodc thay thé mot
s& gbc nhét dinh dé danh dAu hodc nham muc dich lién hgp cic phan tt mang, nhu KLH.
Vi du, xystein co thé dugc thém vao tai ca d4u N hoic dau C cia peptit, hodc trinh tu
cAu nbi c6 thé duoc thém vao dé tao ra peptit dé lién hop véi, vi du, KLH dé sinh mién
dich. Khang thé dic hiéu véi Bet v 1 ¢6 thé khong chira cac chit danh diu hodc gbe bd
sung, hoac c6 thé chtra chit danh du hoic géc d4u N hodc dau C. Theo mot phuong an,
chit ddnh déu hoac gbc 1a biotin. Trong thir nghiém lién két, vi tri cta chit danh déu
(néu ¢6) c6 thé xac dinh hudng cua peptit véi bé mit ma peptit duogc lién két. Vi dy, néu
bé mat dugc phu avidin, peptit chira biotin diu N s& dugc dinh huéng sao cho phén dau

C cua peptit s& & xa bé mit.
Lap ban dd quyét dinh khang nguyén va k¥ thuat lién quan

Thuat ngit “quyét dinh khang nguyén” nhu duge st dung trong bin md ta nay
ding dé chi yéu t6 quyét dinh khang nguyén twong tac véi vi tri lién két khang nguyén
dac hiéu trén ving bién ddi cta phan t khang thé duge goi 1a paratop. Mot khang
nguyén c6 thé ¢ nhidu hon mot quyét dinh khang nguyén. Do d6, cac khang thé khac
nhau c6 thé lién két v6i cac ving khéc nhau trén khang nguyén va c6 thé c6 cac tac dung
sinh hoc khac nhau. Quyét dinh khang nguyén c6 thé 13 lap thé hodc thing. Quyét dinh
khang nguyén 1ap thé duoc tao ra béi cac axit amin ké nhau vé mat khong gian tir cac

doan khac nhau cta chudi polypeptit thing. Quyét dinh khdng nguyén thing la quyét
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dinh khang nguyén dugc tao ra bing cac gde axit amin lién ké trong chudi polypeptit.
Trong mdt sd trudng hop, quyét dinh khang nguyén c6 thé bao gbém cac gbc saccarit,

nhom phosphoryl hodc nhom sulfonyl trén khang nguyén.

Sang ché dé xuit khang thé khang Bet v 1 twong tac véi mot hodc nhiéu axit amin
dugc tim thiy trong phan tit Bet v 1 bao gdm, vi du, doan bét ky ctia Bet v 1 dugc thé
hién & SEQ ID NO: 306, hodc trong viing so sanh cta protein Bet v 1 dugc tao ra bang
cach tai t6 hop. Quyét dinh khang nguyén lién két v6i khang thé co thé chira mot hodc
nhiéu trinh tu lién tuc cta 3 hodc nhiéu (viduy, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 hodc nhidu) axit amin nam trong phan t& Bet v 1. C4c trinh ty lién tuc
vi du bao gbm céc gdc axit amin nim trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri tri 44 ctia SEQ
ID NO: 306; cac gbc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri 43 cua SEQ ID
NO: 306; cac gbe axit amin nim trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri 38 ciia SEQ ID NO:
306; cac gbe axit amin nim trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri 41 ctia SEQ ID NO: 306;
cac géc axit amin ndm trong khodng tu vi trf 26 dén vi tri 43 ctia SEQ ID NO: 306; cac
gbc axit amin nim trong khoang tir vi tri 29 dén vi tri 43 cua SEQ ID NO: 306; cac gbc
axit amin nim trong khoang tir vi tri 44 dén vi tri 70 ctia SEQ ID NO: 306; céc gbe axit
amin nam trong khoang tir vi tri 44 dén vi tri 56 cia SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin
ndm trong khoang tir vi tri 45 dén vi tri 56 ciia SEQ ID NO: 306; c4c gdc axit amin ndm
trong khoang tir vi tri 2 dén vi tri 19 cta SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin nim trong
khoang tir vi tri 5 dén vi tri 10 ctia SEQ ID NO: 306; céc gbc axit amin nim trong khoang
trvitri 5 dén vi tri 19 cua SEQ ID NO: 306; cac géc axit amin nam trong khoang tr vi
tri 8 dén vi tri 19 ctia SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin nim trong khoang tir vi tri 11
dén vi tri 19 cia SEQ ID NO: 306; cac gbe axit amin ndm trong khoang tir vi tri 57 dén
vi tri 70 ctia SEQ ID NO: 306; cac gbe axit amin ndm trong khoang tir vi tri 57 dén vi
tri 66 ctia SEQ ID NO: 306; céc gdc axit amin nim trong khoang tir vi tri 81 dén vi tri
96 cua SEQ ID NO: 306; cac géc axit amin ndm trong khoang tur vi tri 84 dén vi tri 96
cta SEQ ID NO: 306; cac gde axit amin ndm trong khoang tir vi tri 85 dén vi tri 96 ctia
SEQ ID NO: 306; va cac gdc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 81 dén vi tri 89 cua
SEQ ID NO: 306. Trinh tu lién tuc vi du khac bao gém it nhAt mot trinh ty axit amin
dugc chon tir nhém bao g61n SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310, 311 va 315, trong do
trinh tu nay c6 thé duoc kéo dai thém khang tir 1 dén 5 axit amin, hodc tir 5 dén 10 axit

amin trén dau C hodc ddu N. Ngoai ra, quyét dinh khang nguyén c6 thé chira nhiéu axit
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amin (hodc trinh ty axit amin) khong lién tuc nam trong phan to Bet v 1 (vi du, quyét

dinh khéng nguyén lap thé).

Céc ky thuét da biét dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6
thé duoc str dung dé xac dinh xem khang thé "tuong tac voi mot hodc nhiéu axit amin"
trong polypeptit hodc protein. Céac k¥ thuét vi du bao gbm thir nghiém can tr& chéo, nhu
duge mo ta trong Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY). Phuong phép khac bao gOm phén tich dot bién quét alanin, phan tich thAm
peptit (Reineke (2004) Methods Mol Biol 248:443-63), phén tich phan cét, nghién ctu
tinh thé phan va phan tich NMR. Ngoai ra, cac phuong phap nhu cit quyét dinh khang
nguyén, chiét quyét dinh khang nguyén va bién dbi hoa hoc khang nguyén c6 thé duge
sit dung (Tomer, 2000) Protein Science 9: 487-496). Mot phuong phéap khac ma c6 thé
duoc st dung dé x4c dinh axit amin trong polypeptit ma khang thé twong tac véi 1a
phuong phap trao d6i hydro/doteri dugc phat hién béng khdi phd. Nhin chung, phuong
phép trao dbi hydro/doteri bao gbm danh ddu bang doteri protein quan tAm, sau d6 lién
két khang thé véi protein dugc dédnh d4u bang doteri. Tiép theo, phtrc hop protein/khang
thé duge chuyén vao nude va cac proton c6 thé dugc trao ddi trong axit amin ma dwgc
bao vé bdi phuc hop khang thé trai qua sy trao dbi lai doteri thanh hydro & tdc do cham
hon cac proton dugc trao dbi trong axit amin ma khong phai 1a mot phén cta bé mat
phan cach. Do d6, axit amin ma tao nén mot phén bé mit phan cich giita protein/khdng
thé c6 thé giit lai doteri va do d6 co khéi lugng cao hon twong d6i so v6i axit amin khong
nim trong bé mat phan cach. Sau qué trinh phén ly cua khang thé, protein dich dugc
phén cit bang proteaza va dugc phan tich khéi phd, qua d6 boc 10 cac gbc duge danh
déu bang doteri tuong (mg v6i axit amin cy thé c6 tuong tac voi khang thé. Xem, vi du,
Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; Engen and Smith (2001) Anal.
Chem. 73:256A-265A. Phuong phap khao sat tinh thé bing tia X phirc hop khéng
nguyén/khang thé c6 thé con dugc sit dung cho muc dich 1ap ban d6 quyét dinh khang

nguyén.

Phuong phép x4c dinh dic tinh c6 bién dbi (Modification-Assisted Profiling -
MAP), con dugc goi 1a phuong phép xac dinh déc tinh khang thé dua vao cdu tric khang
nguyén (Antigen Structure-based Antibody Profiling - ASAP) la phuwong phap phéan loai
mdt luong 16n khang thé don dong (khéng thé don dong) dugce dinh huéng chéng lai

khang nguyén theo dic tinh lién két twong tu ctia mdi khéng thé v6i bé mat khang nguyén
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duoc bién ddi hoa hoc hodc enzym ( xem, US 2004/0101920). M&i loai ¢6 thé phan 4nh
mdt quyét dinh khang nguyén duy nhét khéc biét rd rang hodc trung khép véi quyét dinh
khang nguyén & mot loai khac. K§ thuét nay cho phép loc khang thé trong dong vé mit
di truyén nhanh chong, sao cho viéc xac dinh dic tinh cé thé tap trung vao khing thé
khac biét v& mit di truyén. Khi 4p dung phuong phap nay dbi véi viée sang loc té bao
lai, MAP ¢6 thé 1am don gian héa viéc dinh danh céc dong t& bao lai hiém san xut
khang thé don dong c6 cac dic tinh mong muén. MAP c6 thé dugc st dung dé phan loai
khang thé theo sang ché thanh céc nhoém khang thé lién két véi cac quyét dinh khang

nguyén khac nhau.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khang Bet v 1 hoic manh lién két khang
nguyén cua no6 lién két quyét dinh khéng nguyén trong Bet v 1, & dang tu nhién hodc
bam sinh, vi du nhu & SEQ ID NO: 306 (hodc SEQ ID NO: 314 (trinh ty axit amin Bet
v 1 tr Uniprot: P15494), hodc dugc tao ra béng cach tai tb hop, hodc v6i manh cia no.
Theo mot sé phuong an nhét dinh, khang thé theo sang ché, nhu dugc trinh bay trong
bang 1, tuong tac vai it nhét mét trinh tu axit amin duoc chon tir nhém bao gdm cac goc
axit amin nam trong khoang tlr vi tri 23 dén khoang vi tri 44 cia SEQ ID NO: 306; céc
gdc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri 43 ctia SEQ ID NO: 306; cac gbc
axit amin ndm trong khoang tir vi tri 23 dén vi tri 38 ciia SEQ ID NO: 306; cac gbc axit
amin nam trong khoang tur vi tri 23 dén vi tri 41 cta SEQ ID NO: 306; cac géc axit amin
ndm trong khodng tir vi trf 26 dén vi tri 43 ciia SEQ ID NO: 306; céc gde axit amin ndm
trong khoang tur vi tri 29 dén vi tri 43 cia SEQ ID NO: 306; cac gbe axit amin nam trong
khoang tr vi trf 44 dén vi trf 70 cia SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin ndm trong
khoang tir vi trf 44 dén vi trf 56 ciia SEQ ID NO: 306; céc gbc axit amin nam trong
khoang tir vi tri 45 dén vi tri 56 cia SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin nam trong
khoang tir vi tri 2 dén vi tri 19 ctia SEQ ID NO: 306; céc gbc axit amin nam trong khoang
trvitri 5 dén vi tri 10 ctia SEQ ID NO: 306; céc géc axit amin ndm trong khoang tir vi
tri 5 dén vi tri 19 ctia SEQ ID NO: 306; céc gdc axit amin nam trong khoang tir vi tri 8
dén vi tri 19 ctia SEQ ID NO: 306; cac gbc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 11 dén
vi tri 19 ctia SEQ ID NO: 306; céc géc axit amin nam trong khoang tlr vi tri 57 dén vi
tri 70 cia SEQ ID NO: 306; céc géc axit amin nim trong khoang tur vi tri 57 dén vi tri
66 cua SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin nim trong khoang tir vi tri 81 dén vi tri 96

cia SEQ ID NO: 306; cac gdc axit amin ndm trong khoang tir vi tri 84 dén vi trf 96 cua
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SEQ ID NO: 306; céc gbc axit amin nim trong khoang tir vi tri 85 dén vi tri 96 ctia SEQ
ID NO: 306; va cac géc axit amin nam trong khodng tur vi tri 81 dén vi tri 89 cua SEQ
ID NO: 306. Cac vung nay con dugc léy lam vi du & SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310,
311 va 315.

Séang ché bao gdbm khang thé khang Bet v 1 ma lién két v6i cing mot quyét dinh
khang nguyén hodc mot phan cia quyét dinh khang nguyén, nhu khéng thé minh hoa
duoc mo ta trong ban md ta ndy & bang 1, hodc khang thé c6 trinh tw CDR ciia khang
thé minh hoa dugc md ta & bang 1. Tuong tu, sdng ché ciing bao gdm khang thé khang
Bet v 1 canh tranh dé lién két v6i Bet v 1 hodc manh Bet v 1 véi khang thé bt ky trong
s6 khang thé minh hoa dugc mo ta trong bin md ta ndy & bang 1, hodc khang thé c6

trinh tu CDR ctia khang thé minh hoa dugc md ta & bang 1.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh c6 thé xac dinh mét cach dé dang viéc khang thé
lién két v6i cing mét quyét dinh khéng nguyén, hojc canh tranh lién két voi, khang thé
khéng Bet v 1 tham chiéu bang cac phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc k¥
thuat. Vi du, dé xac dinh liéu khang thé tht nghiém c6 lién két véi cing mot quyét dinh
khang nguyén nhu khang thé khang Bet v 1 tham chiéu theo sang ché hay khéng, khang
thé tham chiéu duogc cho lién két véi protein hodc peptit Bet v 1 dudi didu kién bio hoa.
Sau d6, kha nang lién két voi phan tir Bet v 1 clia khang thé thir nghiém dugc dénh gid.
Néu khang thé thir nghiém cé thé lién két voi Bet v 1 sau khi tao lién két bdo hoa véi
khang thé khang Bet v 1 tham chiéu, thi c6 thé két luan ring khang thé thtr nghiém lién
két v6i quyét dinh khang nguyén khac véi khing thé khang Bet v 1 tham chiéu. Mt
khac, néu khang thé thir nghiém khong c¢6 kha ning lién két v6i phan tir Bet v 1 sau khi
lién két bao hoa v6i khang thé khang Bet v 1 tham chiéu, thi sau d6 khang thé thir nghiém
¢6 thé lien két voi cung mot quyét dinh khang nguyén nhu quyét dinh khang nguyén
duoc lién két boi khang thé khang Bet v 1 tham chiéu theo sang ché.

Pé xac dinh lidu khang thé ¢6 canh tranh lién két voi khéng thé khang Bet v 1
tham chiéu, phuong phap luan lién két dugc mo ta trén ddy dwoc thuc hién theo hai
hudng: Theo huéng thir nhit, khang thé tham chiéu dugc cho lién két v6i phan tir Bet v
1 dudi didu kién bdo hoa sau d6 danh gia lién két ciia khang thé thir nghiém véi phan ti
Bet v 1. Theo huéng tht hai, khang thé thir nghiém duoc lién két v6i phan tir Bet v 1
dudi didu kién bdo hoa sau d6 danh gia lién két ctia khang thé tham chiéu v6i phan tir

Bet v 1. Néu, theo ca hai huéng, chi khang thé (bdo hoa) thir nhat c6 thé lién két véi
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phan tir Bet v 1, thi c6 thé két luan ring khang thé thi nghiém va khang thé tham chiéu
canh tranh lién két véi Bet v 1. Nhu dugc hidu boi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay, khang thé ma canh trén dé lién két véi khéng thé tham chiéu c6 thé khong
cin phai lién két v6i cing mot quyét dinh khang nguyén nhu khang thé tham chiéu,
nhung c6 thé can tré vé mit khong gian lién két ciia khang thé tham chiéu bang cach

lién két véi quyét dinh khang nguyén trung khép hodc lién ké.

Hai khang thé lién két vé6i cling mot quyét dinh khéang nguyén hodc quyét dinh
khang nguyén chdng lén nhau néu mdi khang thé Gc ché (can tr&) bang cach canh tranh
lién két ctia khang thé con lai v6i khang nguyén. Tuc 1a, mot lugng du gép 1, 5, 10, 20
hogc 100 1in ctia mot khéng thé e ché sy lién két ctia khang thé con lai xudng it nhat
50% nhung tdt hon 12 75%, 90% hodc thim chi 99% nhu dugce x4c dinh trong thir nghiém
lién két canh tranh (xem, vi du, Junghans et al., cancer Res. 1990 50:1495-1502). Ngoai
ra, hai khang thé lién két v6i cling mot quyét dinh khang nguyén néu v& co ban tét ca
cac dot bién axit amin trong khang nguyén ma lam giam hodc ngén chan su lién két cua
mot khang thé, 1am giam hodc ngin chin sy lién két cia khang thé con lai. Hai khang
thé duoc cho 13 c6 cac quyét dinh khang nguyén chdng 1én nhau néu mot vai dot bién
axit amin ma lam giam hodc ngan chéan su lién két cia mot khang thé, 1am giam hozc

loai bo su lién két ctia khang thé con lai.

Sau do, cac thir nghiém thong thuong khac (vi du, gay dot bién peptit va phan
tich lién két) c6 thé dugc thuc hién dé xac dinh lidu trong thuc té c6 lién két ctia khang
thé thir nghiém khong duogc quan sat hay khong do viéc lién két voi cing mot quyét dinh
khang nguyén nhu khang thé tham chiéu hoic liéu sy can tré khong gian (hodc hién
tuong khac) c6 anh huong dén viéc thiéu quan sat lién két. Céc thtr nghiém nay c6 thé
duoc thuc hién béng cach st dung k¥ thuat ELISA, RIA, cong hudng plasmon bé mat,
dém té bao theo dong chay hodc thir nghiém lién két khang thé dinh tinh va dinh lugng

bét ky khéc c6 sin trong linh vuc nay.
Lién hop mién dich

Sang ché bao gdm khang thé don dong khang Bet v 1 ctia nguoi duge lién hop
v6i gde tri liéu (“lién hop mién dich”), ching han nhw chat c6 kha niang lam giam do
nghiém trong ctia phan Ung di tng voi chit gy di ung Bet v 1, hodc trong mdi trudng

c6 cay Fagales, hodc d€ cai thién it nhat mot triéu chiing lién quan dén vi€c ti€p xuc véi
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phin hoa bach dwong hoic véi chét gy di tng Bet v 1, bao gdm viém miii, viém két
mac ho#c khé thd hodc dd nghiém trong cla cic triéu ching nay. Chét nay c6 thé 1a
corticosteroit, khang thé thir hai khac véi Bet v 1 hodc vacxin. Loai géc tri lidu c6 thé
duoc lién hop voi khang thé Bet v 1 s& phu thudc vao tinh trang bénh ly can dugc diéu
tri va hiéu qua tri liéu mong mudn cén dat dugc. Ngoai ra, néu hiéu qua tri liéu mong
mudn 12 didu tri di ching hodc tridu ching lién quan dén viéc tiép xuc v6i chét gay di
tng Bet v 1 hodc tinh trang khac do viéc tiép xtic nay, nhu, nhung khong chi gi6i han 6,
viém mii hodc viém két mac, co thé thuan loi dé lién hop chét thich hop dé diéu tri di
chting hodc triéu ching cta tinh trang nay, hodc 1am gidm tac dung phu bat ky ctia khing
thé theo sang ché. Vi du vé chét thich hop dé tao lién hop mién dich da dugc biét dén

trong linh vuc k¥ thuat; xem vi du, WO 05/103081.
Bao ché va sir dung ché pham diéu tri

Sang ché dé xuit ché phim didu tri chira khang thé khang Bet v 1 hodc manh lién
két khang nguyén clia n6 theo sdng ché. Ché phdm diéu tri theo sang ché s& dugc dung
theo duong dung phu hgp bao gdm, nhung khong gi6i han &, tiém vao tinh mach, tiém
dudi da, tiém vao co, dung trong mi, v§i chét mang, t4 dugc va cac chit khac ma duoc
dua vao ché pham dé lam ting sy vén chuyén, phan phdi, dung nap va tuong ty. Cac
duoc phém thich hogp c6 thé duoc bao ché & dang da biét boi cac nha hoa duge:
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac
duoc phém nay bao g6m, vi dy, dang bot, bot nhao, thudc ma, dang thach, sép, dau,
lipit, chit din thudc chura lipit (cation hodc anion) (nhu LIPOFECTIN™), lién hop
ADN, bdt nhao hép thu dang khan, nhii tuong dau trong nudc va nudc trong dau, nhii
tuong polyetylenglycol (polyetylen glycol véi khéi lugng phan tir khac nhau), gel ban
rén, va hdn hop ban rin chira ché phim polyetylenglycol. Ngoai ra, xem, Powell ez al.
“Compendium of excipients for parenteral formulations” PDA (1998) J Pharm Sci

Technol 52:238-311.

Liéu lugng khang thé c6 thé thay dbi phu thudc vao do tudi va thé trong bénh
nhan st dung, bénh dich, tinh trang bénh ly, duong dung va céac yéu té tuong tu. Khi
khang thé theo sang ché duoc dung dé diéu tri viém mii hodc viém két mac lién quan
dén viéc tiép xuc voi phén hoa tir cay Fagales hodc phén hoa bach duong hodc Bet v 1
& ngudi nhay cam véi Bet v 1 hodc dé ngin ngira phan tmg qua man véi chat gy di ing

Fagales, hodc 1am giam d6 nghiém trong ctia phan ing di tng, khang thé theo sang ché
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nén dugc tiém vao tinh mach, thong thuong & liéu don ndm trong khoang tir 0,01 dén
30 mg/kg thé trong, tdt hon 1a tir 0,02 dén 7, tir 0,03 dén 5, hodc tir 0,05 dén 3 mg/kg
thé trong. Phu thudc vao mic do nghiém trong cua tinh trang, tan suét va thoi gian didu
tri c6 thé duge didu chinh. Theo mot sd phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ciia n6 theo sang ché co thé duoc ding nhu liéu ban dau 12 it nhit khoang tir
0,1mg dén khoang 800 mg, khoang tir 1 dén khoang 500 mg, khoang tir 5 dén khoang
300 mg, hodc khoang tur 10 dén khoang 200 mg, dén khoang 100mg, hodc dén khoang
50mg. Theo mot s6 phuong an, lidu thtt hai hodc nhidu lidu tiép theo c6 thé duge si
dung sau khi ding liéu ban d4u ctia khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6
& lugng ma c6 thé x4p xi hoic thip hon liéu ban dAu, trong d6 céac lidu tiép theo duoc
chia thanh it nhat 1 dén 3 ngay; it nhat mot tuln, it nhit 2 tuan, it nhét 3 tuln, it nhét 4
tudn, it nhét 5 tudn, it nhit 6 tudn, it nh4t 7 tuln, it nhat 8 tudn, it nhét 9 tudn, it nhat 10

tuan, it nhit 12 tuén, hoac it nhét 14 tuén.

Vi dy, cac hé théng phén phdi da biét va c6 thé dugce st dung dé ding dugc phim
theo sang ché bao gbém, vi du, bao trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai t6 hop co
kha nang biéu hién virut dot bién, nhdp bao qua trung gian thu thé (xem, vi du, Wu et
al, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Phuong phap bd sung bao gdm, nhung khong
chi gi¢i han &, trong da, qua da, trong co, trong bung, trong tinh mach, duéi da, trong
miii, trén mang ctng, va dudng miéng. Ché pham c6 thé dugc st dung theo dudng thong
dung bat ky, vi du, bang céach truyén hodc tiém nhanh mot lidu, bang cach hip thu qua
16p biéu bi hodc niém mac da (vi dy, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt, v.v.)
va ¢6 thé duge sir dung cung vai hoat chit sinh hoc khac. Viéc sir dung c6 thé 14 toan
than hodc cuc bo.

Dugc phdm con ¢6 thé duge phan phdi trong hat, cu thé 1a liposom (vi du, xem
Langer (1990) Science 249:1527-1533). 1527-1533).

Trong mét sb truong hop nhat dinh, duge phim c6 thé duge phéan phbi trong hé
théng giai phong c¢6 kiém soat. Theo mdt phwong an, bom c6 thé duogc str dung. Theo
mot phuong an khéc, vat liéu polyme co6 thé duogc str dung. Theo mdt phuong 4n khac
nita, hé thong giai phong co kiém soat c6 thé duoc dit & vi tri 1an cAn véi dich ciia dugc

pham, do d6 chi can st dung mdt phan cia liéu toan than.

Dugc pham tiém c¢6 thé bao gdm dang liéu dé tiém trong tinh mach, dudi da,
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trong da va trong co, truyén nho giot, v.v. Cac dugc phim tiém nay c6 thé dugc didu
ché bang phuong phap da biét. Vi du, dugc phim tiém c6 thé duoc diéu ché, vi du, bang
cach hoa tan, phan tan hodc tao nhil twvong khang thé hoac mudi ctia nd dugc mo ta trén
day trong modi truong nude vo tring hodc moi trudng dAu thudng duge st dung dé tiém.
Vi dy, méi trudng nudc dé tiém co thé bao gbm nudc mudi sinh 1y, dung dich dang
trrong chira glucoza va chat phu trg khéc, v.v., ma c6 thé duoc st dung két hop véi chét
lam tan thich hop nhu alcohol (vi du, etanol), polyalcohol (vi du, propylen glycol,
polyetylen glycol), chét hoat dong bé mit phi ion [vi du, polysorbat 80, HCO-50 (san
phim cong polyoxyetylen (50 mol) cta dau thiu dau dugc hydro hda)], v.v.. Moi truong
dau c6 thé sir dung bao g61n, vi du, dau vung, dau dau tuong, v.v., ma co thé duoc s
dung két hop véi chit 1am tan nhu benzyl benzoat, ruou benzylic, v.v.. Do do, tdt hon

néu duoc phim tiém dugc bao ché dugc bom dAy trong 6ng thudc tiém thich hop.

Duoc phim theo sang ché ¢6 thé dugc phan phdi dudi da hodc trong tinh mach
bing kim tiém va ng tiém tidu chuén. Ngoai ra, d6i véi sy phan phéi dudi da, thiét bi
phan phéi dang but c6 thé st dung dé phan phdi dugc phdm theo sang ché. Thiét bi phan
phdi dang but nay c6 thé tai st dung lai hodc ding mot 1an. Thiét bi phan phéi dang but
tai st dung lai thuong st dung hdp chira ma chira dugc phém 6 thé thay dugc. Khi tAt
ca duoc phdm trong hop chira duge st dung va hop chira rdng, thi hop chira rdng c6 thé
duoc loai bd mét cach dé dang va duogc thay béng hop chtta méi ma chira duoc phém.
Sau d6, thiét bi phan phdi dang but c6 thé dwoc tai sir dung lai. Trong thiét bi phan phéi
dang but dung mot 1an, khong ¢6 hop chita c6 thé thay duge. Cu thé hon, thiét bi phan
phdi dang bt ding mot lan thuong dugc nap ddy trude bang dugc phdm trong ngin

chtta ctia thiét bi. Khi ngan chtra hét duge phdm, toan bo thiét bi s& bi vit bo.

Céc bt téi st dung lai va thiét bi phan phéi tw tiém c6 thé dugc str dung dé phan
phdi duoc pham theo séng ché du6i da. Vi du bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,
AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Burghdorf, Switzerland), bait HUMALOG MIX 75/25™,
but HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ 1, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), but BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany). Vi du vé thiét bi phan phdi dang
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but dung mdt 14n c6 thé duoc sir dung dé phan phéi dugc pham theo séng ché duéi da
bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, bat SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis),
FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va thiét bi ty tiém KWIKPEN™ (Eli Lilly),
SURECLICKTM (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLETTM (Haselmeier, Stuttgart,
Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRATM (Abbott Labs, Abbott Park IL).

Tt hon 13, dugc phdm dé sir dung theo dudng miéng hodc ngoai duong tiéu hoa
duge md ta trén ddy dugc diéu ché & dang lidu & lidu don vi duoc 1am thich hop cho lidu
chira thanh phan hoat tinh. Dang lidu nay & dang liéu don vi bao gdm, vi du, vién nén,
vién thudc, vién nang, thudc tiém (bng thubc tiém), thudc dan, v.v. lugng khang thé trén
day c6 mit voi luong nim trong khoang tir 5 dén 500 mg mdi dang liu & dang liéu don
vi: dic biét 1a & dang tiém, t5t hon 13 khang thé da néu c6 mit véi lugng ndm trong
khoang tir 5 dén 100 mg va luong nim trong khoang tir 10 dén khoang 250 mg dbi véi

dang liéu khac.
Str dung khang thé dé tr liéu

Do su tuong tac cua chung voi Bet v 1, khang thé theo sang ché hitu dung trong
didu tri phan tng so cip sau khi tiép xtc v6i chét gay di ung Fagales, phén hoa bach
duong, hodc véi moi truong chira protein Bet v 1 hodc it nhat mot triéu ching lién quan
dén phan tng di tng, nhu ngra mét, viém két mac, viém miii, thé kho khe, thd khé hoic
ngan chin phan g voi chét gay di tmg Bet v 1, bao gdm phéan ng qui man nghiém
trong hon, hodc 1am giam do nghiém trong, thoi gian va/hodc tAn sudt cua céc triéu
ching sau khi tiép xtc lai v6i chét gay di tmg Fagales. Theo dé, c6 thé thiy rang khang

thé theo sang ché ¢6 thé dugc st dung dé phong bénh hodc tri liéu.

Theo mdt phuong an khic nita cua sang ché, khéng thé duoc st dung dé bao ché
duoc phém dé diéu tri cho cac bénh nhén bi nhay cam véi phén hoa bach duong hoac
phén chiét ctia n6 va/hoic protein Bet v 1. Theo mot phuong an khéc nita cia sang ché,
khéng thé duoc st dung dé bao ché dugc phém dé lam giam do nghiém trong cua tiép
xuc 14n du v6i Bet v 1, hodc dé giam do nghiém trong, thoi gian va/hodc s6 1an phan
tng di tng véi Bet v 1. Theo mdt phuong an khic nita cua sang ché, khang thé duoc st
dung dudi dang liéu phéap bd sung v6i chit khac hitu dung dé didu tri chét gy di tng
Fagales, bao géln corticosteroit, vacxin, tri liéu mién dich dic hiéu chét gay di ing

(allergen specific immunotherapy - SIT) hodc liéu phép gidm nhe khac da biét dbi véi
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ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat.
Liéu phaép tri liéu két hop

Liéu phap trj liéu két hop c6 thé bao gdm khéang thé khang Bet v 1 theo séng ché
va chét tri liéu b sung bét ky khac ma co thé dugc két hop mdt cach co loi v6i khang

thé theo sang ché hoidc v4i manh hoat tinh sinh hoc ctia khang thé theo sang ché.

Vi du, chat tri liéu thw hai co thé duoc dung dé hd tro trong viéc lam gidm cac
triéu chimg di tng sau khi tiép xuc véi chét gay di ing Fagales, hat phén hoa hogc phan
chiét ctia n6 hodc Bet v 1 hodc tiép xtc véi méi trudng ma & d6 cay Fagales c6 mit va
nd hoa, nhu corticosteroit. Khang thé ¢6 thé con duoc st dung két hop vdi liéu phap
khéc, nhu vacxin dic hiéu dbi v6i chét gdy di Gng Bet v 1. (Céc) thanh phan hoat tinh
tri liéu b sung c6 thé duogc sir dung trudce, cing luc, hodc sau khi sir dung khang thé
khang Bet v 1 theo sang ché. Theo sang ché, phac dd ding duge xem 1a viéc dung khang

thé khang Bet v 1 “két hop v6i” thanh phan hoat tinh tri liéu thit hai.
Tri liéu mién dich dac hiéu chit gay di ing (Allergen-specific Immunotherapy - SIT)

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “tri liéu mién dich dic hiéu
chét gay di tmg”, “tri liéu mién dich dic hiu”, “SIT”, “phac d6 SIT” va thuat ngit tvong
tu dung dé chi viéc cho bénh nhan dung 1ap lai chét gy di tng trong khoang thoi gian
lam giai phap dé diéu tri hodc ngin nglra phan tng di tng hodc lam giam hodc loai bd
phan ung di tng. O phac db SIT cu thé, lwvong nho chét gy di tng duoc cho bénh nhan
di ing ding ban dau, sau d6 dung lugng chét gdy di ing tang 1én. Trong mot sb truong
hop nhét dinh, phac dd SIT bao gdm it nhit hai pha lién tiép: (1) pha tang lidu, va (2)
pha duy tri. Trong pha ting lidu, lidu chit gy di ung tang lén dugc dung cho dén khi
dat duoc lidu hiéu qua va an toan. Sau do, lidu duoc thiét lap & cudi pha ting liéu duoc
dung cho bénh nhan trong ca pha duy tri. Thoi gian cta pha tdng lidu c6 thé 1a mot vai
tudn hodc mdt vai thang. Tuy nhién, theo mdt s6 phuong 4n, pha ting lidu c6 thoi gian
vé co ban ngdn hon (vi du, it hon mdt tuan, it hon 6 ngay, it hon 5 ngay, it hon 4 ngay,
it hon 3 ngay hodc it hon 2 ngay). Phac dd SIT bao gdm pha tang lidu it hon 5 ngay doi
khi con duoc dé cap la tri liéu mién dich “tang vot” hodc “SIT ting vot”. Pha duy tri cta

phac do SIT c6 the kéo dai vai tuan, vai thang, vai ndm hodc vo han.

Phéc d6 diung
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Theo mdt sb phuong 4n nhét dinh cta sang ché, nhidu lidu ciia mot hodc nhiéu
khang thé khing Bet v 1 (td hop khang thé) c6 thé dugc dung cho bénh nhéan trong
khoang thoi gian xac dinh. Phuong phap theo khia canh nay ctua sang ché bao gdm budc
cho bénh nhan ding lién tiép nhiéu lidu cua khang thé, t hop khang thé. Nhu dugce st
dung trong ban mo ta nay, "dung lién tiép" c6 nghia 12 mdi lidu khang thé hodc td hop
khang thé dugc cho dbi twgng diing ¢ cac thoi diém khac nhau, vi du, vao cac ngay khac
nhau phan biét béi khoang thoi gian xéac dinh trudce (vi dy, gio, ngay, tuan hoic thang).
Sang ché bao gdm phuong phap, phuong phap nay bao gdm budc cho bénh nhan dung
lién tiép lidu don dAu tién cia khang thé hodc td hop khéng thé, sau d6 1a mot hoic nhiéu
lidu thir hai ctia khang thé hodc t6 hop khang thé, va tuy v sau d6 1a mot hodc nhiéu lidu

tht ba cua khang thé hoic td hop khang thé.

Cac thuat ngtt “liéu thtr nhat”, “lidu thit hai” va “lidu thir ba|” ding d¢ chi trinh
tu thoi gian dung khang thé hodc t6 hop khang thé duoc dé xuét trong ban mo ta nay.
Do d6, "lidu thtr nhat" 13 lidu ma duoc dung & thoi diém bit dau phac do diéu tri (con
goi 1a "liéu co so"); "idu tht hai" 12 lidu ma dugc ding sau liéu thi nhét; va "liéu thu
ba" 13 lidu ma duoc str dung sau lidu thtt hai. Lidu thir nhét, thir hai, va tht ba c6 thé déu
1a c4c liéu chira cing mdt lugng khang thé hoic t6 hop khang thé, nhung thuong c6 thé
khac nhau khi xét vé tin sudt sit dung. Tuy nhién, theo mot sd phuong 4n, lugng khiang
hoic t hop khang thé c6 trong lidu thtt nhat, tht hai va/hoic thir ba thay dbi khac nhau
(vi du, dugc didu chinh Ién hodc xubng sao cho thich hgp) trong qué trinh didu tri. Theo
mot s6 phuong 4n, hai hodc nhidu (vi du, 2, 3, 4, hodc 5) lidu dugc dung tai thoi diém
bat dau phac dd diéu tri lam "liéu nap" sau do la lidu tiép theo ma dugc st dung trén co

sO tAn suét st dung it hon (vi du, "liéu duy tri").

Theo mdt sd phuong an cu thé cta sang ché, mdi liéu tht hai va/hodc liéu tht ba
duoc st dung tir 1 dén 26 (vidu, 1, 1%, 2, 2Y%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6Y5,7, 1%, 8, 8%,
9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14, 144, 15, 15%, 16, 16'2, 17, 177, 18,
18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22Y, 23, 23, 24, 24'%, 25, 25%, 26, 262, hodc
nhiéu) tuln sau lidu ngay trudc. Thuat ngit “lidu ngay truéc” nhu duge st dung trong
ban mo ta nay, nghia 13, trong trinh tw dung nhiéu liéu, lidu chira khang thé hoic tb hop
khang thé, ma duoc cho bénh nhan dung trudc khi dung lidu ngay sau trong trinh ty nay

ma khong c6 liéu xen gitra.
Phuong phép theo khia canh nay ctia sang ché bao gdm budc cho bénh nhén ding
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s6 luong lidu tht hai va/hodc thit ba bt ky cta khang thé hogc t6 hop khang thé. Vi du,
theo mot sd phuong an, chi mot liéu tht hai duogc dung cho bénh nhan. Theo cac phuong
an khéc, hai hodc nhidu (vi du, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu) lidu tht hai dugc dung cho
bénh nhan. Tuong ty, theo mot sb phuong an, chi duy nhét liéu thi ba duge dung cho
bénh nhan. Theo cic phuong én khac, hai hogc nhidu (vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu

hon) lidu thtr ba duge ding cho bénh nhan.

Theo phuong 4n bao gbm nhiéu lidu thir hai, mdi liéu thir hai c6 thé dugc ding &
cing mét tin sudt ding nhu céc lidu tht hai con lai. Phuong phap theo khia canh nay
cta sang ché bao gdm budc cho bénh nhan dung 1 dén 2 tudn sau liéu ngay truéc. Tuong
tu, theo phuong 4n bao gém nhiéu liéu th@ ba, mdi lidu thir ba c6 thé dugc dung ¢ cung
mot tan sudt ding nhu céc liéu thi ba con lai. Vi du, mdi lidu thir ba c6 thé dugc ding
cho bénh nhan 2 dén 4 tudn sau lidu ngay trude. Theo mot sb phuong 4n theo sang ché,
tAn sudt dung trong d6 liu thir hai va/hodc lidu thir ba duge dung cho bénh nhan c6 thé
thay ddi theo phéc dd didu tri. TAn suét dung c6 thé con dugc diéu chinh trong qu4 trinh
didu tri bdi bac s, phu thudc vao nhu cdu cia mdi bénh nhén sau khi duge kiém tra 1am

sang.
St dung khang thé trong chan doén

Khéng thé khang Bet v 1 theo sang ché ¢6 thé con dugc sir dung dé phat hién
va/hodc xac dinh luong Bet v 1 trong mau, vi du, cho muc dich chan doan. Viéc xac
dinh phan rng di rng duoc cho la do Bet v 1 gy ra ¢ thé dugc thuc hién bang cach do
su ¢6 mat cia Bet v 1 thong qua viéc st dung mot hodc nhidu khang thé bt ky trong s6
cac khang thé cta sang ché. Thir nghiém chin doan minh hoa déi véi Bet v 1 ¢6 thé bao
gdm, vi du, cho mau, thu dugc tir bénh nhén, tiép xtic v6i khang thé khang Bet v 1 theo
sang ché, trong d6 khang thé khang Bet v 1 dugc ddnh d4u bing cht danh diu hodc chét
béo cdo co thé phéat hién dugc hodc chit bao céo hoic dugc st dung lam phéi tt bt giflt
dé phan 1ap mot cach chon loc protein Bet v 1 tir cac mau ctia bénh nhan. Ngoai ra,
khang thé khang Bet v 1 khong dugc danh dau c6 thé duge st dung dé chan doan két
hop véi khang thé thtr hai ma duoc dénh diu theo cach phat hién duge. Chét danh déu
hoic chit bao céo c6 thé phat hién c¢6 thé 13 ddng vi phong xa, nhu °H, '*C, 3P, 35S, hoic
125T: 9f¢ huynh quang hodc quang hoa nhu floresxein isothioxyanat hogc rhodamin; hodc
enzym nhu alkalin phosphataza, B-galactosidaza, peroxidaza cai ngya hodc luciferaza.

Thtr nghiém minh hoa cu thé ma c6 thé duge st dung dé phéat hién hodc xac dinh Bet v
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| trong mAu bao gdm thir nghiém hAp thu mién dich lién két v6i enzym (ELISA), thit
nghiém mién dich phong xa (RIA) va phén loai té bao dugc hoat héa huynh quang
(FACS).

M3au ma c6 thé dugc str dung trong thir nghiém chin doan Bet v 1 theo sang ché
bao gdm mau md hodc dich léng bét ky c6 thé thu duoc tir bénh nhan, ma chra lugng
c6 thé phat hién dugc cua protein Bet v 1, hodc manh cua né, dudi diéu kién bénh ly
hodc diéu kién binh thudng. Nhin chung, lugng Bet v 1 trong mau cu thé thu duoc tir
ngudi khée manh/bénh nhan khong bi di ing (vi du, bénh nhan khong bi nhay cam voi
su ¢6 mat cua Bet v 1) s€ dugc xéac dinh dé thiét 13p ban dau duong co s¢ hoac tiéu
chuén, ham lugng cta Bet v 1. Sau d6, dudng co s& cta luong Bet v 1 ¢ thé duogc so
sanh véi lugng Bet v 1 dugc x4c dinh trong mau thu dugc tr nguoi bi nghi ngd 1a nhay
cam vé&i Bet v 1 trong phin hoa bach duong hodc triéu ching lién quan dén tinh trang

nay.
Vi du thue hién sang ché

Mic du sang ché khong chi ra va mo ta mot cach cu thé voi tham chiéu dén sb
lugng cac phuong an, nguoi co hiéu biét trung binh trong linnh vuc k¥ thuat c6 thé hiéu
duoc ring céc thay dbi vé dang va chi tiét ¢6 thé duge thuc hién dbi véi cac phuong 4n
dugc bdc 10 trong ban md ta nay ma khong xa roi tinh thin va pham vi clia sang ché va
cic phuong 4n dugc boc 10 trong ban mo ta nay khong c6 muc dich gidi han pham vi

cta bd yéu cau bao ho.
Vi du 1: Tao ra khang thé ciia nguoi lién két véi Bet v 1

Chét sinh mién dich bao gdm chét bét ky trong cac chét sau c6 thé duoc ding dé
tap ra khang thé lién két v6i Bet v 1. Theo céc phuong én nhit dinh, khang thé theo sang
ché duoc thu tir chudt duoce sinh mién dich véi chit sinh mién dich, nhu Bet v 1 tu nhién
¢ chiéu dai déy dd, c6 thé mua duge trén thi truong (vi duy, tir Stallergenes Greer,
Lenoir, NC, # XP527D3A25) hoac dugc phan lap tur phén hoa bach duong (xem, vi du,
Buters, et al. (2012), Atomospheric Environment 55:496-505), hodc ¢6 thé dugc tao ra
bang cach tai tb hop (xem sd truy cap ngan hang gen P 15494 d6i véi trinh tu axit amin
¢6 chiéu dai déy du cia Bet v 1), hodc manh cua protein Bet v 1, sau d6 sinh mién dich
v6i chét sinh mién dich thi cép hodc véi manh c6 hoat tinh mién dich cta protein tur

nhién. Céc cu trac ¢ thé duge tao ra bang cach sir dung céc phan protein Bet v 1 da

-64-



40211

biét dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat. Céc chu triic nay ¢6
thé dugc st dung mot minh hodc két hop dé tao ra phan ing khéng thé in vivo. Vi du,
chu tric Bet v 1 tai td hop, nhu ciu tric minh hoa néu trong SEQ ID NO: 307, 308, 309,

310, 311 va 315, hogc méanh cua né, ¢6 thé duoc sir dung lam chét sinh mién dich.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé theo sang ché thu duoc tir chudt duge
sinh mién dich v6i chét sinh mién dich so cép, chang han nhu manh c6 hoat tinh sinh
hoc va/hoac manh c¢6 hoat tinh mién dich cua Bet v 1 ty nhién, hodc ADN ma h6éa manh
¢6 hoat tinh ctia nd. Manh nay c6 thé c6 ngudn gbc tir phan diu N hozic diu C cta Bet

v 1.

Theo cac phuong an nhét dinh, cAu tric protein Bet v 1 tai td hop dugce st dung
trong nghién ctru dwgc mo ta trong ban mo ta nay cd thé con bao gdm dudi ddu C (dudi
myc-myc-hexahistidin) nhu duge néu dudi ddy. Theo cic phuong an khac, cAu triic
protein Bet v 1 tai t6 hop bao gdém axit amin G2 thong qua N160 ctia Uniprot P15494.
Theo mdt sb phuong an, cAu tric bao g6m dot bién thé S85A. Protein dugc biéu hién &
té bao budng trimg chudt lang Trung Quéc (Chinese hamster ovary - CHO). Trinh tu tin
hiéu ngoai sinh dugc sir dung dé thic diy su biéu hién & té bao CHO khong nim trong

danh sach trinh tu.

Theo mét sd phuong an nhét dinh, chét sinh mién dich co thé 12 manh Bet v 1
hodc protein dung hop chira mot hodc nhidu gbc sau: (i) gbc axit amin 23-43 ctia Bet v
1 (xem Uniprot P15494 va SEQ ID NO: 307); ii) gbc axit amin 44-56 ctia Bet v 1 (xem
Uniprot P15494 va SEQ ID NO: 308); iii) géc axit amin 2-19 ctia Bet v 1 (xem Uniprot
P15494 va SEQ ID NO: 309); iv) gc axit amin 57-70 ctia Bet v 1 (xem Uniprot P15494
va SEQ ID NO: 310); v) gdc axit amin 81-89 ctia Bet v 1 ((xem Uniprot P15494 va SEQ
ID NO: 311) va vi) gbc axit amin 81-96 ctia Bet v 1 ((xem Uniprot P15494 va SEQ ID
NO: 315).

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé lién két voi Bet v 1 ¢ thé dugc tao ra
bang cach sir dung manh ctia viing dwgc néu & trén, hodc peptit kéo dai qua ving dugc
thiét ké thém trong khoang tir 5 dén 20 gbc axit amin tir mdi dau hodc ca hai diu N va
dau C cua ving duoc md ta trong ban md ta nay. Theo cac phuong 4n nhit dinh, viéc
két hop vung dugc néu & trén hodc manh cia nod co6 thé duoc st dung dé tao ra khang

thé dic hiéu Bet v 1. Theo céc phuong én nhét dinh, mot hoic nhiéu vung bét ky trong
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sO cac vung dugc néu & trén ciia Bet v 1 hodc manh cia n6 c6 thé dugc sir dung dé tao

ra khang thé ddc hiéu don, dic hiéu kép hoic da dic hiéu.

Protein c6 chiéu dai déy du hoac manh cia né dugc st dung lam chét sinh mién
dich, nhu dugc néu ¢ trén, dugc dung truc tiép, v6i chit bd tro dé kich thich phén tng
mi2n dich, cho chuot VELOCIMMUNE® bao gdm ADN ma hoa ving bién d6i chudi

ning va chudi nhe kappa globulin mién dich cua ngudi.

Khéng thé khang Bet v 1 dwgc phén 13p truc tiép tir té bao B duong tinh v6i khang
nguyén ma khong can dung hop véi té bao tay, nhu duoc md ta trong bang sang ché My
s6 US 7,582,298. Stt dung phuong phap ndy, khang thé khang Bet v 1 ngudi dy da (tic
13, khang thé c6 vung bién dbi ctia ngudi va ving hang dinh cta ngudi) duoc thu lai,
khang thé minh hoa dugc tao ra theo cach nay duoc thiét ké nhu sau: H4H16943P,
H4H16946P, H4H16950P, H4H16960P, H4H16967P, H4H16971P, H4H16979P,
H4H16987P, H4H16991P, H4H16992P, H4H17001P, H4H17015P, H4H17027P,
H4H17028P, H4H17031P, H4H17033P, H4H17038P2, H4H17045P2, H4H17067P2 va
H4H17082P2.

Mt sb dic tinh sinh hoc ciia khang thé minh hoa duogc tao ra theo phuong phap
cua vi du nay duge mé ta chi tiét hon trong vi du sau day.
Vi du 2: Trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe

Bang la cung cdp cdc mi nhén dang trinh ty axit amin cua ving bién dbi cta
chudi nhe va chubi nang va CDR cuta khang thé khang Bet v 1 dugc lya chon. Bang 1b
cung cip cac ma nhan dang trinh tu axit nucleic ctia ving bién ddi ctia chudi nhe va

chudi nang va CDR ciia khéng thé khang Bet v 1 dugc lya chon.

Bang la: Ma nhan dang trinh ty axit amin

SEQ ID NO:

Ky hiéu HCDR | HCDR | HCDR LCDR |LCDR |LCDR
, HCVR LCVR

khang thé 1 2 3 1 2 3

H4H16943P |2 4 6 8 10 12 14 16

H4H16946P | 18 20 22 24 26 28 30 32
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H4H16950P | 34 36 38 40 42 44 46 48

H4H16960P | 50 52 54 56 58 60 62 64

H4H16967P | 66 68 70 72 74 76 78 80

H4H16971P | 82 84 86 88 90 92 94 96

H4H17038P2 | 98 100 102 104 106 108 110 112
H4H16987P | 114 116 118 120 122 124 126 128
H4H16991P | 130 132 134 136 138 140 142 144
H4H16992P | 146 148 150 152 154 156 158 160
H4H17001P | 162 164 166 168 170 172 174 176
H4H17015P | 178 180 182 184 186 188 190 192
H4H17027P | 194 196 198 200 202 204 206 208
H4H17028P | 210 212 214 216 218 220 222 224
H4H17031P | 226 228 230 232 234 236 238 240
H4H17033P | 242 244 246 248 250 252 254 256
H4H16979P | 258 260 262 264 266 268 270 272
H4H17045P2 | 274 276 278 280 266 268 270 272
H4H17067P2 | 282 284 286 288 266 268 270 272
H4H17082P2 | 290 292 294 296 298 300 302 304

Bang 1b: Ma nhan dang trinh tu axit nucleic
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SEQ ID NO:

Ky 7hiéu oy | HCDR HCDR |HCDR | LCDR |LCDR |LCDR
khang thé 1 2 3 1 2 3
H4H16943P | 1 3 5 7 9 11 13 15
H4H16946P | 17 19 21 23 25 27 29 31
H4H16950P | 33 35 37 39 41 43 45 47
H4H16960P | 49 51 53 55 57 59 61 63
H4H16967P | 65 67 69 71 73 75 77 79
H4H16971P | 81 83 85 87 89 91 93 95
H4H17038P2 | 97 99 101 103 | 105 107|109 | 111
H4H16987P | 113 115 117 119 | 121 123 125 127
H4H16991P | 129 | 131 133 135 | 137 139 | 141 143
H4H16992P | 145 147 | 149 151 153 155 | 157 | 159
H4H17001P | 161 163 165 167 |169 | 171 173 175
H4H17015P |177 | 179 | 181 183 | 185 187 | 189 | 191
H4H17027P | 193 195 197 199 201 203 [205 |207
H4H17028P |209  |211  |213  |215 [217 |219 |221 |223
H4H17031P |225  |227  |229 231 [233  |235 237 |239
H4H17033P |241  |243  |245 |247 |249  |251 |253  |255
H4H16979P |257  |259  |261 263 [265 |267 |269 |271
H4H17045P2 | 273|275  |277  |279 |265 267 |269 |271
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H4H17067P2

281

283

285

287

265

267

269

271

H4H17082P2

289

291

293

295

297

299

301

303

Khéng thé duoc dé cap thong thudng trong ban mo ta nay theo danh phép sau:
Tién t& Fe (vi du, “H4H,” “H2M,” v.v.), theo sau bdi mi nhén dang dang sb (vi du,
“16943,” “17001,” v.v., nhu dugc trinh bay trong bang 1), theo sau béi hdu td “P” hoac
“p2”. Tién t6 H4H va H2M trén ky hiéu khang thé dugc st dung trong ban mo ta nay
chi kiéu tuong duong ciia ving Fc cu thé cia khang thé. Do dé, theo danh phap nay,
khang thé c6 thé dugc ding trong ban md ta nay dé chi vi du, “H4H16943P”, v.v, “H4H”
chi khang thé c6 Fc IgG4 ciia ngudi (tat ca viing bién d6i la hoan toan cua ngudi nhu
duoc thé hién bang “H” thi nhét trong ky hiéu khéng thé. Nhu dugc hiéu béi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, khang thé c6 kiéu twong dwong ctia ving Fc cu
thé ¢6 thé duoc bién ddi thanh khang thé v6i kiéu twong dwong Fc khéc (vi dy, khang
thé v6i Fe IgG1 cta ngudi co thé duoc bién dbi thanh khang thé v6i IgG4 cua ngudi,
v.v.), nhung trong truong hop bét k¥, ving bién ddi (bao gdbm CDR) - ma duogc thé hién
bang ma nhan dang trong bang 1 s& gilt nguyén khong dbi, va dic tinh lién két duge cho

14 gidng nhau hoic gan nhu tuong tu bét ké ban chit ctia ving Fe.

Bang lc cung cap cac ma nhan dang trinh ty axit amin ctia chudi nhe va chudi

nang co chiéu dai day da cta khang thé khang Bet v 1 dugc Iua chon.

Bang 1c¢: Ma nhédn dang trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe

| SEQ ID NO:
Ky hiéu . -
. Chuoi nang | Chudi nhe

khéng thé

H4H17038P2 | 316 317
H4H16987P | 318 319
H4H16992P | 320 321
H4H17082P2 | 322 323

-69-



40211

Vi du 3: Lién két khang thé v6i Bet v 1 nhu dugc x4c dinh bing cong huéng plasmon

bé mat

Hing sé phan ly can bing (Kp) déi v6i Bet v 1 tu nhién lién két véi khang thé
don dong khang Bet v 1 tinh sach dugc xac dinh bang cach st dung bd cam bién sinh
hoc cdong hudng plasmon bé mit thoi gian thuc (SPR-Biacore) trén thiét bj Biacore 4000.
TAt ca cac nghién ctu lién két dugc thuc hién & 10mM HEPES, 150mM NaCl, 3mM
EDTA va 0,05% thé tich/thé tich chit hoat dong bé mat Tween-20, dém chay pH 7.4
(HBS-ET) & nhiét d6 25°C va 37°C. B& mit cam bién Biacore CM5 dugc tao dn xuat
thtt nhét bing cach bit cdp amin voi khang thé don dong chudt khang Fe cta ngudi (GE,
# BR-1008-39) d& sau d6 bét gitt khang thé don dong khang Bet v 1. Cac ndng d¢ khéc
nhau cua Bet v 1 tu nhién (Indoor, Cat# NA-BV1-1) hodc CHO dugc san xuét béi Bet
v 1 t4i tb hop chira dot bién S85A v6i dudi myc-myc hexahistidin dau C (Bet v 1-MMH
dot bién; SEQ ID NO: 312) chét phén Gmg dugc diéu ché dau tién trong dém chay HBS-
ET (100nM — 1,23nM; dugc pha loang lién tuc 3 1An) va duoc tiém qua bé mit khang
thé don dong khang Bet v 1 duoc bt boi khang Fe ctia nguoi trong 4 phut & tbc do dong
1a 30puL/phut, ddng thoi sw phan ly khang thé don dong duoc lién két boi chét phan tung
Bet v 1 duoc theo ddi trong 10 phut trong dém chay HBS-ET. Hing sb tdc do lien két
(ks) va phan ly (ks) duoc xéc dinh bang cach khép dit liéu quang phd phan xa lign két
thoi gian thuc véi mé hinh lién két 1:1 véi gioi han van chuyén khéi st dung phan mém
khép duong cong Scrubber 2.0c. Hing sé cin bang phan ly lién két (Kp) va thoi gian
ban phén ly (t%2) dugec tinh tur hang s6 tc do dong theo phurong trinh sau:

Kp(M)=X, va tV;(phat)= 1@

kd

Thong sb dong hoc lién két ddi vi Bet v 1 tu nhién va Bet v 1-MMH d6t bién
v6i khang thé don dong khang Bet v 1 khac nhau theo sang ché & nhiét 9 25°C va 37°C
duoc trinh bay trong bang 2 dén bang 5.

O nhiét do 25°C, tit ca khang thé don dong khang Bet v 1 theo sing ché duogc
lién két voi Bet v 1 tu nhién véi gia tri Kp nam trong khoang tir 0,66nM dén 13,5nM,
nhu duge trinh bay trong bang 2. O nhiét d6 37°C, tit ca khang thé don dong khang Bet
v 1 theo sang ché dugc lién két véi Bet v 1 tu nhién véi gid tri Kp nim trong khoang tir

1,59nM dén 27,9nM, nhu duoge trinh bay trong bang 3. O ca nhiét d6 25°C va 37°C,
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khang thé dbi chung 16p khang thé khong cho thiy bat ky lién két co thé x4c dinh duoc

nao véi Bet v 1 tu nhién.

O ca nhiét do 25°C va 37°C, 3 trong s 20 khang thé don dong khang Bet v 1
theo sang ché khéng lién két v6i Bet v 1-MMH dot bién. O nhiét do 25°C, 17 trong s6
20 khang thé don dong khang Bet v 1 dugc lién két voi Bet v 1-MMH dot bién véi gid
tri Kp nam trong khoang tir 348pM dén 43,8nM, nhu dugc trinh bay trong bang 4. O
nhiét do 37°C, 17 trong sb 20 khang thé don dong khang Bet v 1 theo séng ché duogc
lién két véi Bet v 1-MMH dot bién véi gia tri Kp ndm trong khoang tir 655pM dén
106nM, nhu dugc trinh bay trong bang 5. O ca nhiét @6 25°C va 37°C, khang thé dbi
ching 16p khang thé khong cho thy bit ky lién két ¢6 thé xac dinh duge nao véi Bet v
1-MMH dbt bién.

Bang 2: Thong s6 dong hoc lién két cta Bet v 1 tw nhién lién két v6i khang thé

don dong Bet v 1 ¢ nhiét do 25°C.

100nM
, |Bet v 1
Lugng bat
. tu nhién | k4 ka Kp tY2
Khang thé gitt mAb
dugc (1/Ms) (1/s) M) (phut)
(RU) .
lién ket
(RU)
H4H16943P |[346+1,5 |71 1,64E+05 | 2,30E-04 | 1,40E-09 | 50
H4H16946P |355+1,8 |74 2,05E+05 | 2,01E-04 | 9,82E-10 | 58
H4H16950P | 357+2,3 |58 9,61E+04 | 5,03E(- 5,23E-09 |23
H4H16960P | 342+2,2 |57 4,22E+05 | 6,90E-04 | 1,64E-09 | 17
H4H16967P |332+0,9 |27 3,76E+04 | 1,49E-04 | 3,98E-09 | 77
H4H16971P | 343+0,5 |57 2,40E+05 | 7,81E-04 | 3,26E-09 | 15
H4H16979P [ 295+0,8 |41 2,30E+05 | 2,78E-04 | 1,21E-09 |42
H4H16987P |334+0,5 |61 4,10E+05 | 1,14E-03 | 2,77E-09 | 10
H4H16991P |313+0,4 |57 2,95E+05 | 3,12E-04 | 1,06E-09 |37
H4H16992P | 351+0,7 |64 3,73E+05 | 2,48E-04 | 6,65E-10 |47
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H4H17001P [352+0,6 |71 3,29E+05 | 3,29E-04 | 1,00E-09 |35
H4H17015P |370+0,7 |68 1,84E+05 | 2,46E-04 | 1,34E-09 |47
H4H17027P |340+0,6 |48 6,24E+04 | 2,70E-04 | 4,32E-09 |43
H4H17028P |350+0,7 |63 2,81E+05 | 1,07E-03 |[3,79E-09 |11
H4H17031P [335+0,7 |54 1,24E+05 | 1,68E-03 | 1,35E-08 | 6,8
H4H17033P [336+0,4 |61 3,94E+05 | 4,69E-04 | 1,19E-09 |25
H4H17038P2 |324+09 |64 2,77E+05 | 3,64E-04 | 1,32E-09 |32
H4H17045P2 |368+0,9 |69 1,22E+05 | 1,49E-04 | 1,22E-09 |78
H4H17067P2 |344+0,5 |58 1,13E+05 | 4,02E-04 | 3,56E-09 |29
H4H17082P2 |366+0,6 |72 5,45E+05 | 5,97E-04 | 1,09E-09 |19
Péi chung

kifu  tuong |345+0,5 |1 NB* NB* NB* NB*
duong

*NB chi ra ring khong c6 lién két nao dugc quan sat thdy dudi didu kién thu
nghiém hién tai.

Bang 3: Thong s6 dong hoc lién két cia Bet v 1 tu nhién lién két v6i khang thé
don dong Bet v 1 ¢ nhiét do 37°C.

100nM

Bet v 1
Khing thé Luong bit | tw nhién | &, ka Kp tVs

mAb (RU) | duoc (1/Ms) (1/s) M) (phut)

lien két

(RU)
H4H16943P 451 +£2,7 88 2,60E+05 | 1,27E-03 | 4,89E-09 | 9,1
H4H16946P 469+2,6 |93 2,89E+05 | 6,01E-04 | 2,08E-09 |19
H4H16950P 471+ 2,1 76 1,41E+05 | 1,21E-03 | 8,57E-09 | 10
H4H16960P 422+0,9 |65 6,62E+05 | 1,68E-03 | 2,54E-09 | 6,8
H4H16967P | 412+1,9 |45 5,04E+04 | 7,19E-04 | 1,43E-08 |16
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H4H16971P |433+1,3 |66 3,52E+05 | 2,44E-03 | 6,93E-09 | 4,7
H4H16979P |352+1,3 |52 3,42E+05 | 6,16E-04 | 1,80E-09 | 19
HAH16987P |436+1,7 |74 5,20E+05 |4,77E-03 | 9,16E-09 | 2,4
H4H16991P [379+1,0 |66 5,00E+05. | 1,08E-03 | 2,16E-09 | 11
H4H16992P |436+1,1 |73 5,38E+05 | 8,53E-04 | 1,59E-09 | 14
H4H17001P | 457+0,8 |87 4,85E+05 | 1,22E-03 | 2,52E-09 | 9,5
H4H17015P |464+14 |84 2,93E+05 | 7,92E-04 |2,70E-09 | 15
H4H17027P | 427+0,9 |67 9,81E+04 | 9,30E-04 |9,48E-09 |12
H4H17028P [435+1,3 |71 3,73E+05 | 2,90E-03 | 7,77E-09 | 3,9
H4H17031P [419+1,8 |63 4,85E+05 | 5,44E-03 |2,79E-08 | 2,1
H4H17033P |417+14 |74 6,27E+05 | 1,19E-03 | 1,90E-09 | 10
H4H17038P2 | 40614 |74 3,73E+05 | 1,62E-03 | 4,33E-09 | 7,1
H4H17045P2 |465+1,4 |90 2,37E+05 | 4,41E-04 | 1,86E-09 |26
H4H17067P2 |440+1,2 |80 2,68E+05 | 1,47E-03 | 5,48E-09 | 7,9
H4H17082P2 |453+1,1 |83 7,48E+05 | 1,82E-03 | 2,43E-09 | 6,3
Déi ching

kiu  tuong | 426 + 1 1 NB* NB* NB* NB*
duong

*NB chi ra ring khong c6 lién két ndo duge quan sat thiy du6i didu kién thi
nghiém hién tai.

Bang 4: Thong sb dong hoc lién két ctia Bet v 1-MMH dot bién lién két véi khéng
thé don dong Bet v 1 & nhiét do 25°C.

100nM
Bet v 1-

, | MMH
Lugng bat ka ka

, s
dot bién
mAb (RU) (IMs) | (1/s)

(phut)

Khang thé
M)
duoc

lien két

RU)
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H4H16943P | 344+08 |0 NB* NB* NB* NB*
HAH16946P [ 354+0,5 |83 4,05E+05 | 1,41E-04 | 3,48E-10 | 82
H4H16950P | 357+0,6 |70 1,51E+05 | 3,35E-04 |2,21E-09 |35
HAH16960P | 343+0,8 |64 5,62E+05 | 4,43E-04 | 7,89E-10 |26
H4H16967P [331+£03 |0 NB NB NB NB
H4H16971P | 343+0,5 |58 4,07E+05 | 3,86E-03 | 9,48E-09 | 3,0
HAH16979P {293 +1,0 |46 2,86E+05 | 2,30E-04 | 8,04E-10 |50
H4HI16987P |334+0,4 |46 4,90E+05 | 2,15B-02 | 4,38E-08 | 0,5
H4H16991P |312+0,5 |6l 3,90E+05 | 2,87E-04 | 7,35E-10 |40
HAH16992P |350+04 |70 4,59E+05 | 2,76E-04 | 6,01E-10 |42
H4H17001P  |351+0,7 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H17015P | 36808 |76 2,72E+05 | 2,81E-04 | 1,03E-09 |41
HAH17027P | 340+04 |63 1,10E+05 | 3,19E-04 |2,90E-09 | 36
H4H17028P |349+0,5 |71 8,11E+05 | 6,93E-04 |8,54E-10 |17
H4H17031P  |333+0,5 |63 1,87E+05 | 1,05E-03 | 5,61E-09 | 11
HA4H17033P |336+0,5 |67 5,40E+05 | 4,15E-04 | 7,68E-10 |28
H4H17038P2 | 324 £ 1 63 6,42E+05 | 6,41E-03 | 9,98E-09 | 1,8
H4H17045P2 |368+1,1 |60 8,00E+04 | 4,98E-04 | 6,23E-09 |23
H4H17067P2 |344+03 |55 1,00E+05 | 1,17E-03 | 1,17E-08 |9,9
H4H17082P2 |366+0,5 |78 530E+05 | 6,12E-04 | 1,16E-09 |19
Déi ching

kiéu  tuong|344+0,8 |1 NB* NB* NB* NB*
duong

*NB chi ra ring khong c6 lién két ndo dugc quan sit thay duéi didu kién thi

nghiém hién tai.

Bang 5: Thong s6 dong hoc lién két cia Bet v 1-MMH dot bién lién két voi khang
thé don dong Bet v 1 ¢ nhiét do 37°C.
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100nM
Bet v 1-
| MMH
, Luong bat .| ka ka Kp tY2
Khang thé dot bién
mAb (RU) (1/Ms) (1/s) M) (phut)

duoc

lien két

RU)
H4H16943P 441+1,3 0 NB* NB* NB* NB*
H4H16946P 459 £ 1,8 97 6,03E+05 | 3,95E-04 | 6,55E-10 |29
H4H16950P 461 £ 1,2 83 2,15E+05 | 1,25E-03 | 5,81E-09 | 9,2
H4H16960P 417+ 14 72 8,79E+05 | 1,77E-03 | 2,01E-09 | 6,5
H4H16967P 405+ 0,8 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P 427+1.2 60 6,48E+05 | 1,20E-02 | 1,86E-08 | 1,0
H4H16979P 348 +£ 0,7 56 4,62E+05 | 7,30E-04 | 1,58E-09 |16
H4H16987P 429 + 1,1 36 7,95E+05 | 8,47E-02 | 1,06E-07 | 0,14
H4H16991P 376 + 0,7 67 7,17E+05 | 1,06E-03 | 1,48E-09 |11
H4H16992P 432 £ 0,6 78 7,84E+05 | 8,85E-04 | 1,13E-09 |13
H4H17001P 451 +£0,8 2 NB* NB* NB* NB*
H4H17015P 458 +1,1 89 4,45E+05 | 8,99E-04 | 2,02E-09 |13
H4H17027P 421 +0,8 78 1,71E+05 | 1,16E-03 | 6,80E-09 | 9,9
H4H17028P 430+ 0,8 77 1,01E+06 |2,35E-03 |2,32E-09 |49
H4H17031P 413+ 1,4 71 2,78E+05 | 4,06E-03 | 1,46E-08 |2,8
H4H17033P 414 £0,8 79 8,83E+05 | 1,18E-03 | 1,34E-09 |9,8
H4H17038P2 |399+0,9 56 8,33E+05 | 2,96E-02 | 3,56E-08 | 0,39
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H4H17045P2 [458+1,2 |84 1,62E+05 | 2,32E-03 | 1,43E-08 | 5,0
H4H17067P2 |435+0,7 |76 2,53E+05 | 4,28E-03 | 1,69E-08 | 2,7
H4H17082P2 | 448 +1 89 8,21E+05 | 1,90E-03 |2,31E-09 | 6,1
Péi chung kiéu

421+0,7 |-2 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

*NB chi ra rang khong c6 lién két nao dwoc quan sat thdy duéi didu kién thi

nghiém hién tai.

Vi du 4: Lién két khéng thé véi cac chét gy di tmg c6 lién quan duge xdc dinh bang

cdng huong plasmon bé mat

Hing s6 cin bang phan ly (Kp) d6i véi cac chit gy di tng lién quan khéc nhau
lién két v6i khang thé don dong khang Bet v 1 tinh sach dugc xac dinh bang cach su
dung bd cam bién sinh hoc cong hudng plasmon bé mat thoi gian thuc (SPR-Biacore)
trén thiét bi Biacore 4000. T4t ¢4 cac nghién ctru vé lién két di dugc thyuc hién trong
10mM HEPES, 150mM NaCl, 3mM EDTA va 0,05% thé tich/thé tich chat hoat dong
bé mit Tween-20, pH 7.4 (HBS-ET) & 25°C. B& mat cam bién Biacore CMS5 thir nhat
duoc tao dan xuét bang cach bat cip amin v6i khang thé don dong chuot khang Fc ngudi
(GE, # BR-1008-39) dé bt giit cac khang thé don dong khéng Bet v 1. C4c nghién ctru
lién két da duoc thuc hién trén cac chit gdy di Gng lién quan sau day: Tong quan sbi
(Aln g 1, MyBiosource, Cat# MBS1041484), tdo (Mal d 1, MyBiosource, Cat#
MBS1224919), ca rét (Dau ¢ 1.2, MyBiosource, Cat# MBS1212920), can tdy (Api g 1,
MyBiosource, Cat# MBS1171376), cin tdy (Api g 2, MyBiosource, Cat#
MBS1047880), cay tran chiu au (Car b 1 isoform 1A & 1B, MyBiosource, Cat#
MBS1200018), cdy tran chiu 4u (Car b 1 isoform 2, MyBiosource, Cat# MBS1043940),
cdy phi (Cor A 1, MyBiosource, Cat# MBS5304600), va soi trang (Que a I,
MyBiosource, Cat# MBS1258822). Nong d6 khéac nhau ctia cac chét gy dji ung c6 lién
quan da dugc diéu ché trong dung dich dém HBS-ET (100nM - 6,25nM; dugc pha lodng
glp 4 1an) va sau d6 dugc tiém trén bé mit khang thé don dong khang Bet v 1 bi bt gitr
khang Fc ¢ nguoi trong 3 phtt tai tbc do dong chay 30 pL/phut, trong khi su phén ly
clia cac chét gay di ung lién két voi khang thé don dong dugc theo dai trong 8 phiit trong
b6 dém chay HBS-ET. Hing s tdc do lién két (k,) va phan ly (k) duoc x4c dinh bang
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cach didu chinh cac bidu db cam tmg lién két thoi gian thuc thanh kiéu lién két 1:1 bang
cach st dung phin mém diéu chinh dudng cong Scrubber 2.0c. Hing sb can bang phan
ly lién két (Kp) va thoi gian ban phan ly (tV2) dugc tinh tir hing sb téc dd dong theo
phuong trinh sau:

_ kd ; = @
Kp=2, va tA e

Céc tham sé dong hoc lién két d6i voi cac chat gay di tmg c6 lién quan véi cac
khang thé don dong khang Bet v 1 khac nhau theo sang ché & 25°C duoc trinh bay trong

Béang 6 dén Bang 11.

Nhu dugc trinh bay trong Bang 6 & 25°C, chin trong 36 20 khang thé khang Bet
v 1 theo sang ché da chimg minh lién két ¢ thé do duogc véi Aln g 1 véi céac gia tri Kp
ndm trong khodng tir 1,03 nM dén 175 nM. 11 khang thé khac khong chimg minh dugc

bét k¥ lién két c6 thé do duge nao v6i Aln g 1 trong cac diéu kién duoc thir nghiém.

Nhu duogc trinh bay trong Bang 7 & 25°C, hai trong s6 20 khang thé khang Bet v
| theo sang ché da chung minh lién két c6 thé do dugc véi Mal d 1 véi céc gid tri Kp 1a
29.8 nM va 494 nM. 18 khang thé khac khong chimg minh dugc bét ky lién két ¢6 thé

do duge nao véi Mal d 1 trong céc diéu kién duge thir nghiém.

Nhu duoc trinh bay trong Bang 8 & 25°C, mot trong s6 cac khang thé khéng Bet
v 1 theo sang ché di chimg minh lién két co thé do dugc v6i Api g 1 véi gid tri Kp 1a
167 nM. 19 khéng thé khac khong ching minh dugc bét ky lién két c6 thé do dugce nao

v6i Api g 1 trong céc diéu kién duoc thir nghiém.

Nhu dugc trinh bay trong Bang 9 ¢ 25°C, tam trong s6 20 khang thé khang Bet
v 1 theo sang ché da chimg minh lién két c6 thé do dugc véi dong dang 1A & 1B cla
Car b 1 v6i cée gié tri Kp ndm trong khoang tir 1,2 nM dén 380 nM. 12 khéng thé khéc
khong chimg minh dugc bit ky lién két c6 thé do duoc nao voi dong dang 1A & 1B cla

Xe b 1 trong cac diéu kién duge thir nghiém.

Nhu duoc trinh bay trong Bang 10 & 25°C, 14 trong s6 20 khang thé khéng Bet
v 1 theo sang ché da ching minh lién két c6 thé do duoc véi dong dang 2 ciia Car b 1
v6i céc gid tri Kp ndm trong khoang tir 335 pM dén 564 nM. 6 khang thé khac khong
chirng minh dugc bét ky lién két c6 thé do duge nao véi ddng dang 2 ctia Car b 1 trong

cac dieu kién dugc thir nghiém.
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Nhu dugec trinh bay trong Bang 11 & 25°C, mot sd trong cac khang thé khang Bet
v 1 theo séng ché da chimg minh lién két c¢6 thé do dwgc v6i Cor A 1 v6i gid tri Kp 1a
396 nM. 19 khéng thé khac khong chimg minh dugc bat ky lién két c6 thé do dugc nao

voi Cor A 1 trong cac diéu kién dugc thtr nghiém.

Khéng c6 khang thé nio theo sdng ché ching minh lién két c6 thé do dugc véi
Dau ¢ 1.2, Api g 2 hodc Que a 1 trong cac diéu kién duoc thir nghiém (dit liéu khong
duoc thé hién). Khang thé déi ching 16p khang thé khong ching minh bat ky lién két

c6 thé do dugc véi bat ky chét gy di ing co thé do duge duge thir nghiém.

Béang 6: Cac tham s6 dong hoc lién két ctia tong quan sti (Aln gl) lién két voi

khang thé don dong Bet v 1 & 25°C.

100nM
. | chét
Muc  bat tha
N . phﬁn k([ kd KD

Khéang thé: gitt mAb (nho

tich lién | (1/Ms) (1/s) M) ,

(RU) , nhat)

ket

(RU)
H4H16943P 675+0,9 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16946P 668 +1,2 |2 NB* NB* NB* NB*
H4H16950P 634+1,7 |15 9,12E+04 | 1,60E-02 | 1,75E-07 | 0,7
H4H16960P 681 +2,1 |29 2,26E+05 | 3,32E-02 | 1,47E-07 | 0,3
H4H16967P 666+3,1 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P 668 £2,1 |41 9,30E+04 | 1,18E-02 | 1,26E-07 | 1,0
H4H16979P 545+04 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16987P 667 1,6 | 139 2,21E+05 | 8,70E-04 | 3,94E-09 |13
H4H16991P 608 +£0,4 |3 NB* NB* NB* NB*
H4H16992P 653+1,3 |5 NB* NB* NB* NB*
H4H17001P 630+1,6 |49 2,64E+05 | 2,78E-02 | 1,05E-07 |04
H4H17015P 745+ 3 8 NB* NB* NB* NB*
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H4H17027P | 772+04 |9 9,29E+04 | 6,43E-03 | 6,92E-08 | 1,8
H4H17028P |[708+1,5 |16 5,17E+04 | 1,90E-03 | 3,67E-08 | 6,1
H4H17031P  |727+1,3 |59 5,29E+04 |2,38E-03 | 4,50E-08 | 4,8
H4H17033P | 649402 |3 NB* NB* NB* NB*
H4H17038P2 |660+13 |2 NB* NB* NB* NB*
H4H17045P2 |746+12 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 [617+22 |2 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 | 662+3,6 |132 3,12E+05 | 3,23E-04 | 1,03E-09 |36
Péi chimg 16p

Khéng thé 686+ 1,3 |0 NB* NB* NB* NB*

* NB chi ra rang khong c6 lién két nio dugc quan sét trong cac diéu kién thi
nghi¢m hién tai.

Bang 7: Cac tham sé dong hoc lién két cua tao (Mal d 1) lién két voi khang thé
don dong Bet v 1 & 25°C.

IOQnM
7 Mirc  bét Ciztn K ts

Khang thé (g}l{frU) mAb E‘j‘ . é‘f ) f{’ 9 on S}ll};%

(RU)
HAH16943P | 676+0,7 |-1 NB* NB* NB* NB*
HAH16946P | 668422 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16950P | 635+1,9 |-1 NB* NB* NB* NB*
HAH16960P | 69082 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16967P | 671£32 | -2 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P | 667+3,4 |25 1L61E+05 | 7,05E-02 | 4,94E-07 | 0,2
H4H16979P | 545+0,5 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16987P | 668+0,8 |2 NB* NB* NB* NB*
H4H16991P | 608+ 1.4 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16992P | 652+0,8 |3 NB* NB* NB* NB*
H4H17001P | 626+0,8 |0 NB* NB* NB* NB*
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H4H17015P | 741426 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17027P | 767+14 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17028P |704+23 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H17031P  |727+16 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17033P | 650+ 1,6 |1 NB* NB* NB* NB*
HAH17038P2 | 65815 |-1 NB* NB* NB* NB*
HAH17045P2 |747+13 | -1 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 |616+2 | -1 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 |662+19 |112 1,25E+06 | 3,74E-02 | 2,98E-08 | 0,3

Eﬁn"ghgl%g 16p | 6611 |0 NB* NB* NB* NB*

* NB chi ra rang khong c6 lién két nao dugc quan st trong cc diéu kién thi
nghiém hién tai.
Bang 8: Cac tham s6 dong hoc lién két ciia cin tay (Api g 1) lién két v6i khang

thé don dong Bet v 1 & 25°C.

100nM
, chat tVs
Khéng thé B N ha Ko (nho
mAb (RU) (1/Ms) (1/s) (M) ,

tich lién nhat)

két (RU)
H4H16943P | 674+0,7 |0 NB* NB* NB* NB*
HAH16946P | 66604 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16950P | 632+ 3 0 NB* NB* NB* NB*
H4H16960P | 684+3,6 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16967P | 668+42 |-1 NB* NB* NB* NB*
HA4H16971P | 666+0,7 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16979P | 546+1,1 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16987P | 668+0,8 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16991P | 607+1,3 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16992P  1651+£29 |1 NB* NB* NB* NB*
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H4H17001P 625+ 1,3 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H17015P 740 £ 1,5 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17027P 765+ 1,1 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17028P 705+£2,2 1 NB* NB* NB* NB*
H4H17031P 727+ 1,3 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17033P 648 +0,3 39 4,75E+05 | 7,91E-02 | 1,67E-07 | 0,2
H4H17038P2 | 659+ 0,6 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H17045P2 | 747 £0,5 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 | 613 +£0,6 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 | 660 + 3,1 0 NB* NB* NB* NB*
Pbi chung 16p

hing thé 684 + 3,1 -1 NB* NB* NB* NB*

* NB chi ra rang khong c6 lién két ndo dugc quan sat trong cac di€u kién thi

nghiém hién tai.

Bang 9: Cac tham sb dong hoc lién két cua cdy tran chau Au (ddng dang 1A&

1B cta Car b 1) lién két voi khang thé don dong Bet v 1 & 25°C.

100nM
, | chét
Muc  bat tY%
, _ phéan ka ka Kb
Khéang thé gitt mAb (nhé
tich lién | (1/Ms) (1/s) M) )
(RU) , nhat)
két
(RU)
H4H16943P 674 £ 1 26 1.52E+05 | 5.78E-02 | 3.80E-07 | 0.2
H4H16946P 667+ 1.6 63 1.43E+05 | 2.40E-02 | 1.68E-07 | 0.5
H4H16950P 633+ 1.6 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H16960P 687+0.8 |4 NB* NB* NB* NB*
H4H16967P 666 + 3.3 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P 669 +4.6 1 NB* NB* NB* NB*
H4H16979P 545+ 0.4 1 NB* NB* NB* NB*
H4H16987P 668 + 0.3 0 NB* NB* NB* NB*
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H4H16991P | 608+ 1.8 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H16992P | 653£0.6 | 161 2.81E+05 | 3.37E-04 | 1.20E-09 | 34
H4H17001P | 626 £ 1 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17015P | 742£1.8 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17027P | 767+£03 |41 3.14E+04 | 6.73E-03 | 2.14E-07 | 1.7
H4H17028P | 705+0.7 | 159 2.10E+05 | 5.11E-04 | 2.43E-09 |23
H4H17031P | 72632 | 126 8.04E+04 | 1.11E-03 | 1.38E-08 |10
H4H17033P [ 650£13 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17038P2 | 65909 | 105 1.51E+05 | 6.23E-03 | 4,14E-08 | 1.9
H4H17045P2 | 748 £ 1 5 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 | 616 £ 1 0 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 | 664+1.6 |69 3.90E+05 | 3.53E-02 | 9.05E-08 | 0.3
Péi chung 16p

7 68607 |0 NB* NB* NB* NB*
khéng thé

* NB chi ra rang khong c¢6 lién két nao dugc quan sat trong cac di€u kién thi

nghiém hién tai.

Bang 10: Céc tham sé dong hoc lién két ctia cay tran chau Au (ddng dang 2 ciia)

lién két voi khang thé don dong Bet v 1 & 25°C.

100nM
| chét
Mirc bat tY2
, . phéan ka ka Kb
Khéang thé git  mAb . (nhé
tich lién | (1/Ms) (1/s) M) .
(RU) . nhat)
ket
(RU)
H4H16943P 675+ 1.6 183 1.11E+06 |3.71E-04 | 3.35E-10 |31
H4H16946P 666 £ 0.7 63 7.69E+04 | 1.38E-02 | 1.79E-07 ]0.8
H4H16950P 633 £3 0 NB* NB* NB* NB*
H4H16960P 682 £4.5 1 NB* NB* NB* NB*
H4H16967P 663 +£54 0 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P 668 £4.1 23 2.59E+05 | 146E-01 [5.64E-07 |0
H4H16979P 547 £ 1.1 114 9.71E+05 |2.41E-03 | 2.48E-09 4.8
H4H16987P 667 £1.3 153 1.01E+06 |5.61E-03 |5.56E-09 12.1
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H4H16991P | 607+3.4 |93 1LO7E+06 | 4.04E-02 | 3.78E-08 |0.3
H4H16992P [ 652+0.6 | 156 1.40E+06 | 8.61E-04 | 6.17E-10 | 13
H4H17001P | 625+1.1 | 157 2.03E+06 |3.20E-03 | 1.58E-09 |3.6
H4H17015P | 741£1.6 |2 NB* NB* NB* NB*
H4H17027P | 765+1.8 |42 5.84E+04 | 5.77E-03 | 9.89E-08 | 2.0
H4H17028P | 703+4.1 |95 9.71E+04 |4.37E-03 | 4.50E-08 |2.6
H4H17031P  [727+12 | 160 3.95B+05 |5.17E-03 | 1.31B-08 |22
H4H17033P [ 650+£1.2 [111 1.34E+06 | 4.47E-02 |3.34E-08 [0.3
H4H17038P2 | 660+1.6 |73 1.28E+05 | 6.48E-03 | 5.05E-08 | 1.8
H4H17045P2 | 747+£12 |5 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 | 616+ 1 1 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 | 6612 166 2.18E+06 | 1.24E-03 | 5.67E-10 |9.3
Déi chung 16p

7 685+1,2 |0 NB* NB* NB* NB*
khang thé

* NB chi ra ring khong c6 lién két nao dugc quan sat trong cac di€u kién thi

nghiém hién tai.

Bang 11: C4c tham sé dong hoc lién két ciia cay phi (Cor A 1) lién két v6i khéng

thé don dong Bet v 1 & 25°C.

100nM
.| chét
Muc  bat tha
, ' phéan ka ka Kbp
Khéng thé gitt  mAb (nhd
tich lién | (1/Ms) (1/s) M) )
RU) . nhét)
két
(RU)
H4H16943P 673+04 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16946P 665+0,6 |-1 NB* NB* NB* NB*
H4H16950P 635+3,3 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16960P 687 +7 0 NB* NB* NB* NB*
H4H16967P 668+1,7 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16971P 666+5.8 |0 NB* NB* NB* NB*
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H4H16979P | 546+ 1,1 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16987P | 668+0,7 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16991P | 607+1,3 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H16992P | 652+1,6 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17001P | 62604 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17015P | 740+0,7 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H17027P | 766+2.8 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17028P |704+13 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17031P | 72712 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17033P |649+1,5 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17038P2 |659+0,1 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17045P2 | 74808 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H17067P2 |614+0,7 |-1 NB* NB* NB* NB*
H4H17082P2 | 66108 |20 1,06E+05 | 4,18E-02 |3,96E-07 |0,3
Déi ching 16p

7 685+0,5 |1 NB* NB* NB* NB*
khang thé

* NB chi ra rang khong ¢6 lién két nao dugc quan sat trong cdc di€u kién thi

nghiém hién tai.

Vidu 5: Can tré Bet v 1 lién két voi IgE dic hiéu gdy di tng bang khang thé IgG khang
Betv 1

Kha nang cta cac khang thé khang Bet v 1 don cla sang ché hoac két hop cac
khang thé khéng Bet v 1 ciia sang ché dé can tro Bet v 1 lién két v6i IgE dugc bat gitt
trén dia tir huyét twong/huyét thanh clia nguoi hién ting méc di tng dugc xac dinh bang
ELISA. Khang thé dugc thir nghiém mot minh hodc trong hon hop da dong. Pé thir
nghiém, cac vi dia dugc pht qua dém & nhiét do 4°C véi protein mién ngoai bao (thu
thé ¢6 4i luc cao dbi vai IgE) FceR1la 6 nguoi duoc tao ra voi nhdn Fc chudt ¢ dau C
(hFceR1lo-mFc; SEQ ID NO: 313). Céac dia sau d6 dugc can trd bang 0,5% BSA (trong
luong/thé tich) trong 1 gio' & nhiét do phong (RT). Huyét trong tir nguoi hién ting mic

di ing da dugc pha lodng va IgE tong s6 sau d6 dugc thu giit trén bé mat phu thu thé.
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Mot lwong khéng ddi 0,InM Bet v 1 ty nhién dudc gén nhan biotin (Indoor
Biotechnologies, # NA-BV1-1) di dugc tron san tir truge véi cac khang thé khang Bet
v 1, v6i ndng d6 duy nhét 1 1 pg/mL hodc dich pha loang lién tiép tir 10 pg/mL hodc 1
pg/mL ctia mdi khéng thé va dugc U trong 1 gid 6 RT dé cho phép tuong tac khang thé
- Bet v 1 dat dén trang thai cin bang. Hon hop khéng thé-Bet v 1 sau d6 dugc thém vao
dia dugc phit IgE trong 1 gid. Céc dia sau d6 dugc rira va ham luong Bet v 1 tyr nhién
lien két v6i dia dugc phat hién bang cach str dung streptavidin lién hop véi peroxidaza
cli cai ngua (Thermo Science, # N200/QJ223091) v6i do pha lodng 1:10.000 va u trong
1 gior 6 RT. Céc dia sau d6 dugc rira bing PBS-T & gitta mdi budc cua quy trinh ELISA
duoc mo ta & trén. Dé xay dung phan ng so mau, co chit TMB/H,0> (chét phan tng
BD Pharmingen A # 51-2602KC + chat phan ting B, # 51-2607KC) da dugc thém vao
cac dia va U trong 20 phut & RT. Phan ing da dugc dung lai bang cach st dung axit
sunfuric 2 N (H2SO4; VWR, # BDH3500-1). Do hép thu sau do duoc do trén may quang
phd (Victor, Perkin Elmer) ¢ 450nm. Phén trim can tr& duoc tinh todn bang cach sir
dung ndéng d6 khang thé cao nhit dugc st dung trong mdi thir nghiém nhu dugc mo ta

dudi day.

(Ass0 khong cd khang thé) _

(Asso tai néng d6 khang thé cao nhét)
Phén trdm can tré¢ = - % 100
(Aaso khong co6 khang thé)

Hai muoi khang thé khang Bet v 1 da dugc thir nghiém dudi dang cac khang thé
don 1é v& kha nang cua ching dé can tré Bet v 1 lién két voi IgE bt giit trén dia tir huyét
twong clia ngudi hién ting mic di tng bing ELISA dugc mo ta. C4c khang thé don dong
riéng 1& c6 kha nang can tré mot phan khoang tir 8,5 dén 64% IgE lién két véi Bet v 1,
diéu nay nhin manh dén tinh da dong cta IgEs. Bay khéng thé thé hién kha ning can
tr& ndm trong khoang tir 36 dén 64% & ndng do khang thé cao nhit dugc thir nghiém 13
10 pg/mL, nhu trinh bay trong Bang 12.

Bén khang thé khang Bet v 1, H4H17082P2, H4H17038P2, H4H16987P va
H4H16992P da dugc tht nghiém trong mot thir nghiém cén tré tai mot diém duy nhét.
T hop ctia H4H17082P2 va H4H16992P da ching minh can tré hon 90% & bay trong

s muoi ngudi hién tang IgE. Ba va bbn t& hop khang thé don dong di ching minh két
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qua tuong tu va dudong nhu khong thém bét ky hiéu qua can trd ndo so v6i t6 hop hai

khang thé H4H17082P2 va H4H16992P, nhu trong Bang 13.

Bén khang thé don dong, H4H17082P2, H4H17038P2, H4H16987P va
H4H16992P, sau d6 da duogc thi nghiém dudi dang td hop mot va 2, 3 va 4 khéng thé
don dong trong thir nghiém céan tré dap ung theo lidu v6i 3 mau IgE cta ngudi hién tang.
Két qua cho thiy té hop hai khang thé don dong khang Bet v 1 cia H4H17082P2 va
H4H16992P da can trd Bet v 1 lién két véi IgE dic hidu gay di img hon 90% va gan véi
dudng co s& ¢ 3 nguoi hién ting, nhu trong Bang 14. T hop khang thé 3 va 4 dugc thir
nghiém cho thdy do rong va tiém ning twong tu clia hoat tinh can try. Lam d6i chimg
duong, IgG da dong khang Bet v 1 ¢ chudt tinh sach da ching minh kha nang can tr¢ >
90%.

Bang 12: Khang thé khang Bet v 1 can tr& Bet v 1 lién két v6i IgE dic hiéu véi

chét gy di tmg

ID ngudi hién tang: 23397-PB 24606-AB
Khéng thé % can tr& Bet v 1 lién két voi IgE bi bat gt
H4H17082P2 MAB2 | 56,6 60,3
H4H16971P 35,4 12,8
H4H17027P 23,0 28,4
H4H17028P 19,7 16,6
H4H16946P 27,6 22,8
H4H17038P2 MAB3 | 49,0 55,3
H4H16950P 32,3 20,7
H4H16987P MAB4 15,2 12,8
H4H17045P2 27,4 27,2
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H4H17067P2 25,7 22,2
H4H16967P 21,8 23,5
H4H17015P 41,8 63,4
H4H16979P 33,6 12,9
H4H16991P 30,0 32,6
H4H17033P 51,8 49,0
H4H16992 MAB1 36,7 64,4
H4H16960P 8,5 17,6
H4H17031 16,7 20,5
H4H17001P 47,2 52,7
H4H16943P 47,7 52,5

Huyét tuong nguoi hién ting da dugc pha loang 1:50 cho cac thir nghiém nay.

Bang 13: Khang thé don va t6 hop khang thé can tro Bet v 1 lién két véi IgE dic

hiéu chét gay di ing
ID, ngudi | 23658- | 23939- | 23035- | 25414- | 25340- | 25299- | 25609- | 26532- | 29718- | 22627-
hién: MD MH BL CW RR RJ MS CcC MW MN
Khang thé Phan trim can tro (1 pg/mL mdi khing thé)
H4H17082P2
MAR? 62 79 52 38 81 66 51 74 49 61
H4H17038P2
MAB3 24 17 36 23 28 24 17 23 14 23
H4H16987P
MAB4 27 16 -46 -4 15 9 16 4 13 12
H4H16992P
MABI 44 53 43 33 67 70 89 80 82 62
H4H17082P2
+ 70 85 73 57 90 78 65 83 60 79
H4H17038P2
H4H17082P2
+ 74 88 21 45 84 69 65 75 61 76
H4H16987P
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H4H17082P2
_|_

H4H16992P

79

93

72

77

91

91

98

94

94

96

H4H17038P2
+

H4H16987P

47

31

16

28

41

29

33

29

28

47

H4H17038P2
+

H4H16992P

58

62

51

77

75

93

87

87

77

H4H16987P
._|_

H4H16992P

61

61

63

75

69

94

81

89

64

H4H17082P2
+

H4H17038P2
+

H4H16987P

78

88

39

63

91

79

72

83

68

85

H4H17082P2
_l_

H4H17038P2
+

H4H16992P

83

92

65

91

96

89

98

94

94

90

H4H17082P2
+

H4H16987P
+

H4H16992P

83

91

16

85

91

79

96

90

95

78

H4H17038P2
_|..

H4H16987P
+

H4H16992P

71

69

82

88

71

95

86

93

76

H4H17082P2
+

H4H17038P2
+

H4H16987P
_l..

H4H16992P

86

93

44

89

95

84

98

94

97

87

Bet v 1 biotin
héa (khong
c6 khang thé)
tai 0,1nM

Dol chimg
16p khang thé

o}
-2

2

-5

4

-1

-4

-2

4

-2

-3

Huyét trong ctia nguoi hién ting da duge chudn héa thanh 1:20 (6 ngudi hién

tang), 1:10 (3 nguoi hién tang) hodc 1: 9 (1 ngudi hién ting) chudn d6 IgE dic hiéu Bet

v 1 va sau d6 pha loang 1:50 cho thtt nghi€ém nay.

Bang 14: T6 hop khéang thé can tro Bet v 1 lién két voi IgE dac hiéu chat gy d
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ung

ID ngudi hién: 23939-MH 25340-RR 25609-MS
Khéng thé Phin trim can trd (1 pg/mL mdi khang thé)
H4H17082P2 82,9 82,7 56,4
H4H17038P2 20,2 23,2 22,8
H4H16987P 19,6 11,1 21,6
H4H16992P 63,3 70,2 86,9
H4H17082P2 +

94,8 93,8 96,5
H4H16992P
H4H17082P2 +
H4H17038P2 +193.4 96,4 95,2
H4H16992P
H4H17082P2 +
H4H16987P +191,5 93,1 94,2
H4H16992P
H4H17082P2 +
H4H17038P2 +

92,6 95,4 95,7
H4H16987P +
H4H16992P
Déi chung 16p khang thé | 16,8 10,6 8,8
IgG & chuot khang Bet v

92,7 93,9 94,6
] tinh sach & 333,3nM

Vi du 6: Ban db quyét dinh khang nguyén cta khang thé khang Bet v 1 lién két vé6i Bet
v 1 bang trao ddi hydro doteri (H/D)

Dé x4c dinh gdc axit amin ctia Bet v 1 [(axit amin M1-N160 ctia Uniprot P15494]
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véi H4H16992P2, H4H17082P2, H4AH17038P2 va H4H16987P tuong tac voi nhau, ban
dd quyét dinh khang nguyén trao ddi H/D véi nghién ctru khéi phd dugc thuc hién. Mo
ta chung vé phuong phap trao ddi H/D dugc néu trong vi du, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; and Engen and Smith (2001) 4nal. Chem. 73:256A-
265A.

Céc thir nghiém HDX-MS da dugc thyc hién trén nén tang Waters HDX/MS tich
hop, bao gdm hé théng Leaptec HDX PAL dé gin nhan doteri, M-Class Waters Waters
(quan ly dung moi bd trg) dé thuy phan va nap mau, Waters Waters M -Class (quan 1y
dung mo6i p nhi phan) cho do dbc cot phan tich va mdy quang phé khéi lugng Synapt
G2-Si dé do khdi lugng peptit peptit.

Dung dich gén nhin dugc chuan bi trong dung dich dém PBS 10 mM trong D20
& pD 7,0 (twong duong voi 6,6). Pé gén nhén doteri, 3,8 uL Bet v 1 ty nhién (Indoor
Biotech, Catalog # NA-BV1-1, 28 pmol/uL), Bet v 1 dugc tron sin v6i mdi khang thé
hodc hdn hop cua ca 4 khang thé khang Bet v 1 theo ty 1& mol 1:1 dugc i v6i 56,2 pL
dung dich gén nhan D,O di vdi cac thoi diém khac nhau (vi du: ddi chimg khong dugc
doteri hoa = 0 gidy, gan nhén trong 1 phut, 5 phit, 10 phut va 20 phat). Qué trinh doteri
hoa dugc dung lai béng cach chuyén 50 pL mau vao 50 pL TCEP 0,2 M dugc 1am lanh
truge, guanidin clorua 6 M trong dung dich dém 100 mM phosphat, pH 2,5 (dung dich
dém) va hon hop mau dugc u & 1,0°C trong 2 phut. Mau di dirng phan g sau d6 dugc
tiém vao Trinh quan ly Waters HDX dé thuy phan pepsin/proteaza XIII truc tuyén. Céc
peptit dugc thiy phan da bi giir lai trén cot ¢ san ACQUITY UPLC BEH C18 1,7-pm,
2,1 x 5 mm VanGuard & 0°C va rira giai vao cot phan tich ACQUITY UPLC BEH C18
1,7-m, 1,0 x 50 mm trong 9 phut phan tach theo d¢ chénh léch tir 5% dén 40% B (pha
chuyén dong A: 0,1% axit formic trong nudc, giai doan bién ddi B: 0,1% axit formic
trong axetonitril). Mdy quang phd khéi dugc dit & dién ap hinh nén 1a 37 V, thoi gian
quét 0,5 gidy va pham vi khéi lugng/dién tich 1a tir 50 dén 1700 Th.

Dé xac dinh cac peptit tir Bet v 1, dit liéu LC-MSE tur mau khong bi doteri hoa
da dugce xtr ly va tim kiém dua trén co s& dir liéu bao gdm Bet v 1 va chudi ngu nhién
cta nd thong qua phan mém Waters ProteinLynx Global Server (PLGS). Céc peptit dugc
xé4c dinh da duoc nhip vao phdn mém DynamX va dugc loc theo hai tiéu chi: 1) san
phim tdi thiéu cho mdi axit amin: 0,3, va 2) ngudng sao chép tép: 3. Phan mém DynamX

sau do tu dong x4c dinh mirc d6 hap thu doteri cla ting peptit dua trén thoi gian ghi
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nhé va do chinh xéac khéi luong cao (<10ppm) trén nhiéu diém thdi gian v6i 3 14n 1dp.

Str dung ¢t pepsin/proteaza XIII truc tuyén cting v6i thu thap dit liéu MSE, tong
cdng 36 peptit tir Bet v 1 dd duoc xdc dinh mdt cach ¢ thé tai san xut khi khong c6
holic c6 mit cta khang thé, chiém ty 16 91,2% trinh tw. Céc peptit voi sy gigm hap thu
doteri hoa khtr dang ké khi lién két voi H4H16992P2, H4H17082P2, H4H17038P2,
H4H16987P va 4 td hop khang thé dugc minh hoa trong hinh 1 dén 4 va 5, twong tng.
Khéi luong peptit dugc ghi nhan twong tng véi gid tri trung binh cla trong tam khéi
lugng MH" tir ba 14n sao chép Bet v 1 trong phirc hgp véi khang thé hoic cac khang thé
khéng Bet v 1.

Nhu dugce thé hién trong hinh 1, céc peptit tuong Gmg v6i cac axit amin 23-43
(FILDGDNLFPKVAPQAISSVE, SEQ ID NO: 307) c6 tbc do doteri héa cham hon khi
cO mat cia H4H16992P.

Nhu dugc thé hién trong hinh 2, cdc peptit tuong Gmg v6i cac axit amin 44-56
(NIEGNGGPGTIKK, SEQ ID NO: 308) ¢6 tdc do doteri hoa cham hon khi c6 mit cia
H4H17082P.

Nhu dugc thé hién trong hinh 3, cdc peptit tuong Ung véi cac axit amin 2-19
(GVFNYETETTSVIPAARL, SEQ ID NO: 309) co6 tdc @6 doteri hoa chdm hon khi ¢
mat cia H4H17038P2.

Nhu duoc thé hién trong hinh 4, cic peptit tuong Gng v6i cac axit amin 57-70
(ISFPEGFPFKYVKD, SEQ ID NO: 310) va 81-96 (KYNYSVIEGGPIGDTL, SEQ ID
NO: 315) co tdc do doteri hoa chadm hon khi c6 mit cia H4H16987P.

Nhu dugc thé hién trong hinh 5, cdc peptit twong ing véi cac axit amin 23-43
(FILDGDNLFPKVAPQAISSVE, SEQ ID NO: 307), axit amin 44-56
(NIEGNGGPGTIKK, SEQ ID NO: 308), 2-19 (GVFNYETETTSVIPAARL, SEQ ID
NO: 309), axit amin 57-70 (ISFPEGFPFKYVKD, SEQ ID NO: 310) va 81-96
(KYNYSVIEGGPIGDTL, SEQ ID NO: 315) ¢6 toc d6 doteri hoa cham hon khi ¢6 mat
cta 4 t& hop khang thé khang Bet v 1 (H4H16992P, H4H17082P, H4H17038P2 va
H4H16987P).

Ngoai ra, mitc dd bao vé vira phai di dugc quan sat d6i voi peptit 23-43 khi ¢6

mit H4H17082P, H4H17038P2 va H4H16987P, x4c dinh ring ving niy c6 thé tuong
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ing vi quyét dinh khang nguyén thu cap dbi voi khang thé don dong nay.

Vi du 7: Hiéu qua cua khang thé khang Bet v 1 trong md hinh phan v¢é thu dong & da
(PCA) in vivo

Pé xé4c dinh hiéu qua cta khang thé khang Bet v 1 theo sang ché trong viéc can
tr&r chét gy di ung khién cho dudng bao phong thich hat, md hinh phan vé thu dong &
da (PCA) in vivo di dugc sir dung. Mo hinh nay bao gbm viéc tiém qua da khang huyét
thanh dac hi€u chét gdy di tng vao vung cuc bd trén da, sau do6 tiém tinh mach khang
nguyén cung véi thubc nhuém. Phan tmg di ing gy ra gian mao mach va tang tinh thdm
thanh mach tai vi tri nhay cam, dAn dén wu tién tich tu thubc nhudm tai vi tri nay. Thudc
nhudm c6 thé duge chiét tir md va dinh luong bang phuong phap quang phd. Su thoat
mach cta thubc nhuém vao mo nhay cam véi khang huyét thanh thtr nghiém sau d6 c6
thé duogc so sanh vé6i su thoat mach vao mo nhay cam véi khang huyét thanh khong lién

quan.

Khéng huyét thanh dugc tao ra dé st dung trong thir nghiém bang cach tiém cho
chudt Balb/c v6i Spg protein Bet v 1 tu nhién (Indoor Biotechnologies, # NA-BV1-1)
trong dung dich Img/mL phen trong dung dich mudi dém phosphat (PBS) 1X vao ngay
0. Mot tudn sau (ngdy 7), chudt nhay cam dugc ting cudng vdi Spg protein Bet v 1 tur
nhién trong dung dich phén Img/mL trong PBS 1X. Hai tudn sau khi lam ting cuong,
chudt phai trai qua tht thach duong thé trong miii vé6i 0,5 pg protein Bet v 1 tu nhién
trong 20ul. PBS vao cc ngay 21, 24 va 28. Chudt sau d6 da bi giét chét nhan dao vao
ngay 31 va huyét thanh da duoc thu lai. Néng d6 IgE tong s6 trong khang huyét thanh
dugc phan lap duge xdc dinh béng cach st dung bo kit ELISA OptEIA ™ (BD
Bioscatics, # 555248) theo huéng dan cia nha san xuét. Nong do cudi cing ctia khang

huyét thanh Bet v 1 da dugc pha loang thanh 2600 ng/mL IgE trong PBS.

Khéng huyét thanh dugc st dung lam d6i ching am trong thir nghiém duoc tao
ra bang céch tao mién dich cho chudt Balb/c véi Sug protein Fel d 1 tu nhién dugc tinh
ché tir chiét xuét 16ng meéo (Indoor Biotechnologies, # LTN-FD1-1) trong dung dich
Img/mL pheén trong PBS vao ngay 0. Chudt dugc tang cudong v6i Sug protein Fel d 1
trong 1mg/mL dung dich phen trong PBS vao ngay 14 va 21. Mot tudn sau lan ting
cudng cudi cing (ngay 28), chudt dugc giét chét nhan dao va huyét thanh duoc thu lai.

Néng do IgE tong s6 trong khang huyét thanh dugc phan 1ap duge xac dinh bang cach
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st dung bo kit ELISA OptEIA ™ (BD Bioscatics, # 555248) theo huéng din ctia nha
san xuét. Nong do6 cudi cliing ctia khang huyét thanh da dugc pha lodng dén 2500 ng/mL
IgE trong PBS.

DPbi véi cac thir nghiém PCA, cdc nhom chudt Balb/c (n>5 mdi thir nghiém) lan
dAu tién duoc tiém dudi da bing khang thé dbi ching 16p khang thé, khang thé khang
Bet v 1 hodc td hgp cic khang thé khang Bet v 1 v6i lidu luong 1mg/kg (lidu luong
khéng thé tong s6). Ba ngay sau khi sir dung khéang thé, 10puL cta 1,5 ng khang huyét
thanh Bet v 1 hodc 3 ng khang huyét thanh déi chimg am 1an lugt dugc tiém vao tai phai
va tai trai cia mdi nhom chudt. 24 gio sau khi sir dung khang huyét thanh dic hiéu chét
gdy di tng, chudt da duoc thtr thach bang cach tiém tinh mach (100 puL mdi con chudt)
v6i 1 pg/mL dung dich Bet v 1 tu nhién hoa tan trong PBS chtra 0,5% (trong luqng/thé
tich) thudc nhudém mau xanh ctia Evan (Sigma Aldrich, # E2129). Mot gio sau tht thach
khang nguyén, chudt dugc giét chét nhén dao, tai cia chung bi cat bo, duoc dit trong 1
mL formamit va sau d6 dugc 1 trong 3 ngay trong khoang tir 50 dén 56°C dé chiét thubc
nhudém mau xanh Evan. Cac mo tai sau d6 dugc léy ra khéi formamit, thim dé loai bo
chit 16ng du va dem cin. Phan phan wéc hai tram microlit cia mdi chiét xudt formamit
da duoc chuyén sang dia 96 giéng hai lan va do hép thu cta chiing sau d6 dugc do &
620nm. Mat d6 quang hoc do dugc dugc chuyén ddi thanh ndng do thudc nhudm mau
xanh Evan bang cach st dung dudng cong chudn va dugc bidu thi bang ng ciia thube
nhudm mau xanh Evan trén moi mg md. Gia tri trung binh + d6 1éch chuin dugc thé
hién trong Bang 15 ddi véi mdi nhém. Sy khéc biét trung binh so v6i d6i chimg 16p
khang thé dugc tinh toan bang cach st dung thir nghiém so sanh boi sd Bonferroni trong

GraphPad Prism.

Nhu duoc thé hién trong Bang 15, trong nghién ctru thir nhét, chi mot khang thé
khang Bet v 1, H4H17082P2, khong chung minh dugc viéc lam giam dang ké cua qué
trinh thoat mach ctia nhudm mau so véi dbi chimg 16p khang thé. Nguoc lai trong nghién
ctru 2, td hop cta hai khang thé khang Bet v 1 theo sang ché (H4H16992P va
H4H17082P2) va t hop cua bdn khang thé khang Bet v 1 theo sdng ché (H4H16992P,
H4T117082P2, HAH17082P2 va H4H16987P) di chimg minh 1am giam déng ké su thoét
mach cta thudc nhudm so voi didu dbi chimg 16p khang thé, véi mirc giam lan luot 1a
35,26 va 36,49 ng/mg. Tuong tu nhu vay, trong nghién ctu 3, t6 hop cta hai khang thé
khang Bet v 1 theo sang ché (H4H16992P va H4H17082P2) mot 14n nita chimg minh
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lam giam dang ké su tho4t mach cta thudc nhudm so véi didu tri dbi ching 16p khang
thé, v6i mac giam 41,09 ng/mg. Nhu dd dugc chimg minh truée day trong nghién ctru
1, trong nghién ctu 3, khéng thé khang Bet v 1 duy nhat, H4H17082P2, da khong ching
minh dugc viéc lam giam dang ké su thoat mach ctia thubc nhudm so v6i dbi ching 16p
khang thé. Tuy nhién, khang thé don khac, H4H16992P, da ching minh viéc lam giam
dang ké su thoat mach cta thudc nhudm so voi ddi ching 16p khang thé, voi muc giam
1a 25,86ng/mg. Tir cdc nghién ciru da tién hanh bing khang thé don H4H16992P, t6 hop
hai khéng thé ctia H4H17082P2 + H4H16992P, ciing nhu t6 hop bén khang thé cua
H4H17082P2 + H4H16992P + H4H17038P2 + H4H16987P c6 thé ngan chin qud trinh
dudng bao giai phong hat nhu dugce thé hién bang viéc 1am giam dang ké sy thoat mach
ctia thude nhudm so voi ddi ching 16p khang thé trong md hinh phan vé thu dong & da
in vivo duogc x4c dinh bang ANOVA hai chiéu voi thir nghiém sau ctia Bonferroni. Chi
riéng khang thé H4H17082P2 da khong thé can trd qué trinh dudng bao giai phong hat
nhu duogc thé hién béng viéc lam giam dang ké su thoat mach cta thudc nhudm so véi
d6i chirng 16p khéang thé trong hai nghién ctu dugc thuc hién. S lugng chudt dugce st

dung cho mdi nhém (n) dugc ghi chii trong ngodc don trong bang.

Bang 15: Hi€u qua cua khéang thé khang Bet v 1 trong md hinh phéan vé thu dong

¢ da in vivo

. . Betv 1
Chat gay di ung ) )
d6i chimg am Higuso trung | (ng  thubc | Hiéu s0 trung
. binh so véi 5 binh so véi
Nhom duge diutri | (ng thube nhudm | ;. nhuom ,
" |doi  chung | xanh doi  ching

nh Evans/ ; .
xa vansime 16p khéng thé | Evans/mg | 10p khang thé

md = SD)
md £ SD)
Nghién cuu 1
H4H17082P2 (n=8) |2,1+0,9 -0,31 46,6173 |17,5
Nghién cutu 2
H4H17082P2 + 1 6,3£3,8 1,807 8,3+7,7 35,26
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HAH16992P (n=10) (*eHk)

HAH17082P2 +

H4H16992P + -36,49
7,6+5,5 3,090 7,1+4,1

HAH17038P2 + (+H5K)

H4H16987P (n=10)

Nghién citu 3

H4H17082P2 (n=5) | 6,5+1,4 -0,311 89,4+28.3 | 27,37 (%)
H4H16992P (n=5) | 6,4+2,1 -0,324 36,2414 | -25,86 (*)
H4H17082P2 +

3,6431 3,118 2149,6 _41,09 (**%)

H4H16992P (n=5)

1mg/kg tong ndng d6 khang thé duoc st dung cho tit ca cic nhém diéu tri khang

thé
*P<,05, #**P<,001, ***P<,0001
n = sb chudt trong mdi nhém

Vidu 8: Hi€u qua cia khang thé khang Bet v 1 chdng lai chiét xuét phan hoa bach dwong
trong mo hinh phan vé thu dong ¢ da (PCA) in vivo

Khang thé khang Bet v 1 dugc dé cép & ddy da dugc thtr nghiém vé hiéu qua
trong viéc can tr¢ chét gay di ung khién cho dudng bao giai phong hat trong md hinh
phan vé thu dong & da (PCA) in vivo. Khang huyét thanh dac hiéu chat gy di ing duoc
tiém qua da vao vung cuc bd trén da, sau do6 tiém tinh mach khang nguyén cung véi
thuc nhudm. Phan tng di ing gy ra gidn mao mach va tang tinh thAm thanh mach tai
vi tri nhay cam, din dén wu tién tich tu thudc nhudm tai vi tri nay. Thudc nhudm c6 thé
duoc chiét tir md va dinh lugng bang phuong phép quang phé. Su thoat mach ctia thude
nhuom vao md nhay cam v6i khang huyét thanh thir nghiém sau d6 ¢6 thé dugc so sanh

v6i su thodt mach vao mé nhay cam vé6i khang huyét thanh khong lién quan.

Khang huyét thanh @i véi Bet v 1 tu nhién, chiét xuit phin hoa bach duong
(BPE) Betula Pendula (con dugc goi la Betula verrucosa), Betula nigra BPE va Betula

populifolia BPE da duoc tao ra dé st dung trong thir nghiém nay bing cch tao mién
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dich cho chudt Balb/c tu nhién véi Spg protein Bet v 1 (Indoor Biotechnologies,
Catalog# NA-BV1-1 Lot 36164) hodc 5ug BPE; pendula (Stallargenes Greer, Catalog it
XP527D3A25 Lo # 277.329), nigra (Stallargenes Greer Catalog # XP79D3A25 Lo #
285.077) hodc populifolia (Stallargenes Greer Catalog # XP80D3A2.5 Lo # 273.622)
trong 1mg/ml dung dich pheén trong dung dich mudi dém phosphat (PBS) 1X vao ngay
0. Mot tudn sau (ngdy 7), chudt nhay cam dugc ting cudong véi Sug protein Bet v 1 tur
nhién hodc 5pug BPE twong ung (Pendula, nigra hodc populifolia) trong dung dich phen
Img/mL trong PBS 1X. Hai tudn sau khi lam ting cuong, chudt trai qua thu thach duong
thd trong miii v6i 0,5 pg protein Bet v 1 tu nhién hodc 0,5ug chiét xuét phan hoa bach
duong tuong ting trong 20uL PBS 1X vao cac ngay 21, 24 va 28. Chuudt sau d6 dugc
giét chét nhan dao vao ngay 31 va huyét thanh d dugc thu lai. Nong do IgE tong sd
trong cac 16 khang huyét thanh dwgc phan 18p dugc xac dinh bang cach str dung b kit
ELISA OptEIA ™ (BD Bioscatics, # 555248) theo huéng dAn cta nha san xuit. Nong
d6 cubi ciing ciia khéng huyét thanh Bet v 1 dd dugc pha loang thanh 2500 ng/mL IgE
trong PBS 1X va ndng do cudi cung ctia cac 10 khang huyét thanh chiét xuét phin hoa
da dugc pha lodng thanh 3000 ng/mL dbi v6i Pendula, 1900 ng/mL ddi véi nigra va
3700 ng/mL dbi véi populifolia.

Khéng huyét thanh dugc st dung lam dbi chirng 4m trong thir nghiém nay dugc
taora béng cach tao mién dich cho chudt Balb/c vai Spug protein Fel d 1 tu nhién duogc
tinh ché tir chiét xuat 1ong méo (Indoor Biotechnologies, Catalog# LTN-FD1-1, Lot
#36099) trong 1mg/mL dung dich phén trong PBS 1X. Chudt dugc tdng cudng voi Spg
protein Fel d 1 trong 1mg/mL dung dich phén trong PBS 1X vao ngay 14 va 21. Mot
tudn sau ln ting cuong cudi ciing (ngay 28), chudt dugc giét chét nhan dao va huyét
thanh duoc thu lai. Nong do IgE tong sb trong khang huyét thanh duoc phan 1ap dugce
xac dinh bang cach sir dung bd kit ELISA OptEIA ™ (BD Bioscatics, # 555248) theo
huéng dan ctia nha san xuat. Nong do cubi ciing ctia khang huyét thanh da dugc pha

loang thanh 4800 ng/mL IgE trong PBS.

Dbi voi cac thir nghiém PCA, cac nhom chudt Balb/c (n>4 mdi thi nghiém, lip
lai ba 14n) thtt nhit duogc tiém dudi da bing khang thé déi ching 16p khang thé hogc t6
hop hai khang thé khang Bet v 1 v6i lidu lugng Img/kg (liéu lugng khang thé tong s0).
Ba ngay sau khi st dung khang thé, 10uL hodc 1a khang huyét thanh 1ng Bet v 1, khéng
huyét thanh 25ng Betula Pendula, khang huyét thanh 25ng Betula nigra hodc khang
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huyét thanh 25ng Betula populifolia da dugc tiém vao tai phai cua chudt trong cac nhom
dugc chi dinh. Tai trai dugc tiém 1ng hodc 25ng Fel d 1 (dbi chting am) dé phu hop véi
ndéng d6 khang huyét thanh ctia tai phai twong Umg. 24 gio sau khi st dung khang huyét
thanh dac hiéu chét gdy di ing tai chd, chudt dugc thir thach béng cach tiém tinh mach
(100pL mdi con chudt) voi 1 pg/mL dung dich Bet v 1 tu nhién (Catalog# NA-BV1-1,
Lot 36164) hodc 1 pg/mL BPE tuong ting (Stallargenes Greer, Catalog# XP527D3A25
Lot #277329, Catalog# XP79D3A25 Lot #285077, va Catalog# XP80D3A2.5 Lot
#273622) hoa tan trong PBS 1X c6 chura 0,5% thubc nhudm (trong luong/thé tich)
(Sigma Aldrich, # E2129). Mot gio sau thir thach khang nguyén, chudt dugc giét chét
nhan dao, tai cia ching bi cit bd, duge dit trong 1 mL formamit va sau d6 dugc u trong
3 ngay trong 50°C dé chiét thudc nhudm mau xanh Evan. Cac mo tai sau d6 dugc 14y ra
khoi formamit, thAm dé loai bd chat 16ng du va dem can. Phin phan wéc hai trdim micro
lit ctia mdi chiét xuét formamit da dugc chuyén sang dia 96 giéng hai 1an. PO hép thu
cta dich ndi trén bé mit duge do & 620nm. Mat dd quang hoc do duge duoc chuyén dbi
thanh ndng d6 thudc nhuém mau xanh Evan bing cach sir dung dudng cong chuin va
duoc biéu thi bang ng clia thudc nhudm mau xanh Evan trén mdi mg md & tai. Gia tri
trung binh + do 1éch chuin duoc thé hién trong Bang 1 cho mdi nhéom. Su khac biét
trung binh so véi d6i ching 16p khang thé duoc tinh toan bang cach str dung thir nghiém

so sanh boi s6 Bonferroni trong GraphPad Prism.

Bang 16 ching minh hiéu qua cua t hop hai khang thé khang Bet v 1,
H4H16992P va H4H17082P2, duoc thé hién bing cach giam dang ké sy thodt mach cia
thudc nhudm so v6i dbi chung 16p khang theer trong tat ca cac nhom duoc thir nghiém.
Nhu dugc thé hién, hai t6 hop khéang thé don dong khang Bet v 1 cla
H4H17082P2/H4H16992P can try qua tinh dudng bao giai phong hat trong mo hinh in
vivo thu dong trén da ddi véi su nhay cam va thi thach tiép theo v6i Bet v 1 tu nhién
dugc so sanh voi ddi chimg 16p khang thé, chimg minh su giam dang ké ciia qué trinh
thoat mach cua thudc nhudém 1 88,34. Tuong tu, viéc gidm qua trinh thoat mach cta
thubc nhudm cling duoc quan sét thdy trong cac nhoém dugc didu tri
H4H17082P2/H4H16992P dbi v6i ca ba chiét xudt phan hoa bach duong so véi céc
nhom ddi chimg 16p khang thé tuong Gmg v6i mic giam ddng ké vé mit théng ké 1a
62,52 dbi v6i Betula Pendula, 71,19 déi v&i Betula nula. Hiéu s6 trung binh khi so sanh
véi dbi ching 16p khang thé duge tinh bing ANOVA hai chiéu véi thir nghiém sau
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Bonferroni. S6 lugng chudt dugc st dung cho mdi nhém (n) duge ghi chi trong ngodc
don trong c4c bang.

Bang 16: Hiéu qua cua khang thé khang Bet v 1 trong md hinh phan vé thu dong
& da (PCA) in vivo

Chét gay di ing Bet v 1 hodc
dbi chimg am | Hiéu s trung | BPE (ng | Hiéu sb trung
Gay nhay cam | (ng thuéc | binh so véi déi | thubc nhudm | binh so vé6i dbi
va diéu tri nhudm mau | ching 16p | mau xanh | ching 16p
xanh Evans/mg | khang thé Evans/mg md | khéng thé
md + SD) + SD)
Ing nBet v 1
H4H17082P2+
HATT16992P 7,59 + 3,03 0,7623 9,56 + 3,53 -88,34 (****)
(n>14)
25ng Betula
pendula
H4H17082P2+ | 7,76 + 3,38 0,7337 15,54 £ 8,21 | -62,52 (*¥**%*)
H4H16992P
(n>14)
25ng nBet v 1
H4H17082P2+
HATI16992P 8,16 4,44 1,05 23,94 + 18,32 | -71,19 (*¥***)
(n>14)
25ng Betula
populifolia
H4H17082P2+ | 7,11 £2,37 0,5416 10,09 £ 5,90 | -91,47 (*¥***)
H4H16992P
(n>14)

Img/kg téng ndng d6 khang thé dugc sir dung cho tAt ca cac nhém diéu tri khang
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*P<,05, ***P<001, ***P<,0001
n = sb chudt trong mdi nhém
Vi du 9: Canh tranh chéo gitta cac khang thé don dong khang Bet v 1

Su canh tranh lién két trong mdt nhém cac khang thé don dong khang Bet v 1 da
duoc x4c dinh bang cach st dung thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong chit danh
diu, thoi gian thuc trén nén tang cam thu sinh hoc Octet HTX (Pall ForteBio Corp).
Toan bd thi nghiém dugc thue hién ¢ 25°C trong 10mM HEPES, 150mM NaCl, 3mM
EDTA va 0,05% thé tich/th& tich chit hoat dong bé mat Tween-20, va 1mg/mL BSA,
dém pH 7,4 (HBS-ET), lic dia & toc do 1000 rpm. Dé danh gia xem 2 khéng thé c6 thé
canh tranh v6i nhau dé lién két véi cac quyét dinh khang nguyén tuong (mg ctia ching
trén Bet v 1 dot bién tai td hop dugc thé hién bing nhan myc-myah-hexahistidin dau C
(dot bién Bet v 1-MMH; SEQ ID NO: 312), khoang ~ 0,21nm thé dot bién Bet v 1-
MMH dAu tién duoc bét giit 1én trén khang thé khang Penta-His dugc phu du cam bién
sinh hoc Octet (Fortebio Inc, # 18-5122) bang cach ngim dAu cam bién sinh hoc trong
90 gidy trong cac giéng chira Spg/mL dung dich Bet v 1-MMH dot bién. Cac dau cam
bién sinh hoc bét gitr khang nguyén duge bao hoa vi khang thé don dong khang Bet v
1 tht nhét (sau day dugc goi 1a mAb-1) bang cach nhiing vao céc giéng chtra S0pg/mL
dung dich mAb-1 trong 4 phut. PAau cam bién sinh hoc sau d6 dugc nhing trong céc
giéng chira 50pg/mL dung dich khang thé don dong khang Bet v 1 th{t hai (sau day goi
1a mAb-2) trong 3 phiit. Dau cam bién sinh hoc duoc rira trong dém HBS-EBT giita mdi
budce thi nghiém. Phan ing lién két thoi gian thuc dugc quan sat trong sudt ca qué trinh
thi nghiém va phan tng lién két & mdi budc dugc ghi lai. Phan ing clia mAb-2 lién két
v6i Bet v 1-MMH ddt bién dugc tao phtre tir trude véi mAb-1 duge so sanh va hanh vi
canh tranh/khdéng canh tranh ctia khang thé don dong khang Bet v 1 khac nhau dugc xé4c
dinh nhu thé hién trong bang 17.

Ba trong s6 20 khang thé don dong khang Bet v 1 khong lién két v6i Bet v 1-
MMH dot bién va dit liéu canh tranh chéo duge thiy 1a khong xac dinh.

Bang 17 Canh tranh chéo giita cac khang thé don dong khang Bet v 1
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mADb-1

mAb-2

tranh voi mAb-1

H4H17082P2

H4H16971P

H4H16971P

H4H17082P2

H4H17027P

H4H17028P

H4H16946P

H4H17038P2

H4H17027P

H4H16971P

H4H17028P

H4H16946P

H4H17038P2

H4H16950P

H4H17028P

H4H16971P

H4H17027P

H4H16946P

H4H17038P2

H4H16950P

H4H16946P

H4H16971P

H4H17027P

H4H17028P
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H4H17038P2

H4H16950P

H4H17038P2

H4H16971P

H4H17027P

H4H17028P

H4H16946P

H4H16950P

H4H16979P

H4H16950P

H4H17027P

H4H17028P

H4H16946P

H4H17038P2

H4H17015P

H4H16987P

H4H17045P2

H4H17067P2

H4H16967P

H4H17045P2

H4H16987P

H4H17067P2

H4H16967P

H4H17015P
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H4H17067P2

H4H16987P

H4H17045P2

H4H16967P

H4H17015P

H4H16967P

H4H16987P

H4H17045P2

H4H17067P2

H4H17015P

H4H16992P

H4H17015P

H4H16950P

H4H17045P2

H4H17067P2

H4H16967P

H4H16979P

H4H16991P

H4H17033P

H4H16992P

H4H16979P

H4H17038P2

H4H17015P

H4H16991P
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H4H17033P

H4H16992P

H4H16991P

H4H17015P

H4H16979P

H4H17033P

H4H16992P

H4H17033P

H4H17015P

H4H16979P

H4H16991P

H4H16992P

H4H16992P

H4H16967P

H4H17015P

H4H16979P

H4H16991P

H4H17033P

H4H16960P

H4H17031P

H4H16960P

H4H16992P

H4H17031P

H4H17031P

H4H16992P
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H4H16960P

H4H16943P IC*

H4H17001P IC*

* IC bidu thi ring khéng thé don dong khéng Bet v 1 khong lién két véi Bet v 1-
MMH dbt bién va dit lidu canh tranh chéo dugc théy la khong xac dinh.
Vidu 10 Kha ning cua td hop khang thé khang Bet v 1 d€ can tré qua trinh dudng bao
giai phong hat do Bet v 1 tgdy rarong md hinh PCA cua chuft dugc lam gidng nguoi

Dé kham pha tinh da hinh ctia phan tng IgE déc hiéu véi chét gay di ing trén cac
ca thé di ung bach duong & ngudi, mo6 hinh chudt FceRla duogc lam gidng nguoi da
dugc sir dung dé tao thuan loi cho viéc lién két IgE & ngudi v6i FeeRlar trén bé mit
dudng bao clia chudt. Vi IgE & nguoi khong thé lién két FceR1ow & chudt, chudt bién doi
gen da dugc tao ra trong d6 FceR 1o ¢ chudt ndi sinh dugc thay thé béng trinh tv FceR1a
twong Gng & ngudi va duge ky hidu 1a FeeRIo/", Chudt FeeR1 o™ da duge xac nhén
dé st dung trong mo hinh nay bang cach chiing minh biéu hién bé mit cia FcsRla &
nguoi va kha nang dap tng véi chét gay di ing: hoat héa IgE trong md hinh phan vé thu
dong trén da (PCA) theo cach dugc so sanh véi chudt kiéu dai. M6 hinh PCA nay bao
gdm viéc tiém huyét thanh & nguoi mic di tng vao ving cuc bd trén da, sau do tiém
tinh mach khang nguyén cung véi thubc nhudm. Phan tng di Gtng gy ra giin mao mach
va tang tinh thim thanh mach tai vi tri nhay cdm, dan dén tich wu tién lity thuéc nhuém
tai vi tri nay. Thube nhudm cé thé duoc chiét tir md va dinh luong bang phwong phap
quang phd. Su thoat mach cta thuéc nhudm vao mod nhay cam véi khang huyét thanh
thir nghiém dugc so sanh véi sy thoat mach vao mo nhay cam véi huyét thanh nguoi
khong bi di tng.
Phuong phap

Dé x4c dinh hiéu qua cia khing thé khang Bet v 1 dbi v6i qua trinh dudng bao
giai phong htaj trong md hinh nay, chuét FceR1la duoc lam gidng ngudi da duge tiém
duéi da khang thé dbi ching 16p khang thé hodc t6 hop khang thé khang Bet v 1 vao
ngdy 1. Dbi v6i mdi nguoi hién ting, hai thi nghiém doc 1ap da duge thue hién, n =5

con chu6t cho mdi nhém véi dir lidu duoc két hgp. Cac nhom bao gdm khong c6 khéng
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thé don dong ddi chimg am, déi chimg 16p khéng thé Am, nhom didu tri khang thé khang
thé khang Bet v 1 kép REGN5713+REGN5715 va nhém diéu tri khang thé khang thé
khang Bet v 1 ba REGN5713 + REGN5714 + REGN5715. Téng ndng do khang thé
tong hop hoic t6 hop 1a 1mg/kg hodc khang thé ddi chung 16p khang thé 1gG4 (khang
IL6Ro du6i dang dbi chimg 16p khang thé am). Ba ngay sau, huyét thanh tir bénh nhan
di émg bach duong hoac huyét thanh tir bénh nhan khong di tmg bach duong (d6i chimg
4m) duoc tiém trong da vao tai phai va trai, tuong Gng, cho phép IgE dac hi¢u voi chét
oAy di tmg lién két voi FeeRI trén dudng bao. Dé dam bao rang cung mot lugng IgE dic
hiéu gdy di Gmg tir mdi ngudi hién ting dd duogc st dung trong thi nghiém, mdi 14n tiém
khang huyét thanh da duoc chuén hoa dén IgE ImmunoCAP® dic hiéu véi Bet v 1 trong
10 KU./L.

Hai muoi bén gior sau khi st dung khang thé dac hiéu véi chat gy di tmg tai chd,
chudt di duoc thir thach bing cach tiém IV 1pg Bet v 1 pha lodng trong PBS chira thude
nhudm mau xanh Evan 0,5%. Mot gio sau tht thach di tng, chudt dugcg giét chét nhan
dao. Thudc nhudm mau xanh Evans dugc chiét tir mé tai va dinh luong béng phuong
phép do quang phd bang cach st dung dudng cong chuén. (Xem Fig. 6 dé biét so do ctia
quy trinh dugc st dung) Muc giam trong qué trinh thoat mach thudc nhuém mau xanh
Evan dugc tinh trung binh bang cach trir di ndng do thuéc nhuém mau xanh Evan (chuén
hoa bing trong luong mo tai) d6i v6i huyét thanh chat gay di ing bach duong cia nhém
dugc didu tri bing khang thé, B (mAb, i), tir nhom duoc didu tri bing khang thé dbi
chimg 16p khang thé, B (isotyp, avg). Con sb nay sau d6 dugc chia cho hiéu sb giita B
(isotyp, avg) va ndng do thude nhudom d6i voi huyét thanh khong phai chét gy di ung
ctia nhoém duoce didu tri bang khang thé [N (mAb, i)] va nhan véi 100 dé giam phan tram
trung binh chung trong su thoit mach thudc nhudém (%giam). Phuong trinh dugc thé
hién dudi day:

% Giam (trung binh) = 100 * [B (isotyp, avg) - B (mAb, 1)]/[B (isotyp, avg) - N
(mAb, 1)]

Su tdng cua ph?m tram giam cua su thodt mach thudc nhudém trong nhom dugc
didu tri bang khang thé khang Bet v1 so v6i nhém ddi chimg 16p khang thé am 12 gid tri
do tac dung cia t6 hop khing thé hodc khang thé Bet v 1 trong viéc can tré qué trinh

dudng bao giai phong hat.
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Két qua

Trong md hinh nay, viéc st dung két hop cac khang thé khang Bet v 1 dugc chi
dinh 12 H4H16992P (con dugc goi 1a REGN5713), H4H17038P2 (con dugce goi la
REGNS5714) va H4H17082P2 (con duge goi 18 REGN5715) ching minh can trd tdi da
dap ung qua trung gian IgE khi st dung huyét thanh chtra IgE tr 3/3 nguoi hién ting di
tmg bach duong (Xem Fig. 7). Sir dung huyét thanh tir ngudi hién ting di tmg bach
duong 25609, H4H16992P, H4H17038P2 va H4H17082P2 khi két hop da cho thdy can
tré 95% viée dudng bao giai phong hat so voi déi ching 16p khang thé (hiéu sb trung
binh -42,04 +/- 6,9 (p <0,0001) H4H17082P2 cho thiy can tré 93% qua trinh dudng bao
giai phdong hat so voi d6i ching 16p khang thé (hiéu sd trung binh -41,74 +/- 3,7 (p
<0,0001)). St dung huyét thanh tir ngudi hién ting di tmg bach duong 23658,
H4H16992P, H4H17038P2 va H4H17082P2, khi két hop da cho thiy can trd 90% qua
trinh dudng bao giai phdng hat so vé1 dbi chimg 16p khang thé (hiéu s6 trung binh-53,67
+- 7,1 (p <0,0001)) va H4H16992P két hop voi H4H17082P2 thé hién 74% sy ngén
chin qua trinh dudng bao giai phong hat so véi d6i chtng 16p khang thé (higu s trung
binh -44,58 +/- 11,4 (p <0,0001)). Cudi cing, st dung huyét thanh tr nguoi hién ting
di tmg bach duvong 25414, H4H16992P, H4H17038P2 va H4H17082P2, khi két hop da
cho thay can tré 92% qua trinh dudng bao gidi phong hat so voi d6i chung 16p khang
thé (hiéu sb trung binh -39,72 +/- 7,5 (p<0.0001) va H4H16992P dugc két hop véi
H4H17082P2 cho thdy can tré 80% qué trinh dudng bao giai phong hat so véi ddi chimg
16p khang thé (hiéu sb trung binh -34,27 +/- 7,8 (p <0,0001)).

Vidu 11 Kha ndng két hop khang thé khéang Betv 1 dé can tr& su hoat hoa bach cu va
kiém trong thtr nghiém Phospho-Erk Phosphoflow

DPap tng IgE 6 nguoi da dugc phat hién béng cach kiém tra hiéu qua ctia cac t6
hop khéc nhau cua khéng thé khang Bet v 1 H4H16992P (con dugc goi 1a REGN5713),
H4H17038P2 (con dugc goi la REGN5714) va H4H17082P2 (con dugc goi la
REGNS5714) trong viéc uc ché su hoat hoa bach cau ua kiém st dung mau tir 8 c4 thé di
ung bach duong. Cu thé hon, dé danh gia su tham gia va hoat héa FceR, bach cu ua
kiém da duoc thir nghiém trong thir nghiém dua trén biéu thirc phosphoflow dé do mirc
d6 phosphoryl hoa ctia kinase ERK, mét chi s6 gan nhéit v& hoat hoa va 1am mét hat nho

ctia bach cAu ua kidm (Liu, Y. et al. (2007), J Exp Med 204, 93-103.
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Phuong phap

Mau duoc léy tr cac bénh nhan di tng bach duong (n = 8) va PBMC dugc phin
lap béng cach ly tAm ty trong trén 16p Ficoll, rira sach, tao huyén phu lai va dugc dat
duéi dang diém don 1én dia 96 giéng. Cuing véi d6, dia kich thich 2X da dugc tao ra bao
gbm dap ting voi liéu ciia Bet v 1 d3 tinh sach ciing nhu dap tmg véi lidu ctia khang thé
khang Bet v 1 va t8 hop khang thé (2,56pM-200nM) tron véi lidu khong ddi (ndng do
cubi ciing 100pM) ctia Bet v t tw nhién tinh sach. Cac té bao duoc kich thich va sau do
nhudm mau v6i mot loai hdn hop khang thé chira khang thé pErk-Alexa 488, CD123-
BUV395 va HLA-DR-APC. Sau khi nhudm, dit liéu dugc thu thap béng cach str dung
dung cu LSR-Fortessa va dugc phén tich bé‘lng cach tinh MFI cta qué trinh nhu¢m Erk
phosphoryl hoa trong hang rao bach cAu ua kiém. Phn tram trc ché tdi da duoc tinh nhu
sau: 100 - ((Phan tng khang thé ti da 100 X)/Phan tmg kiéu mAu). Dap tng khéng thé
t61 da 12 Cuong d6 huynh quang trung vi (MFI) trung binh ctia Erk phosphoryl hoa trong
ba liéu khang thé hang dau trong dudng cong dap Ung véi lidu (doan bang cta dudng
cong) trir MFI co ban (trung binh cua cac mau khong duoc mo phong) va dap Gmg isotyp
la dap rng isotyp trung binh cua tAt ca cac gia tri MFI trong dap tng véi lidu ctia khang
thé déi chung 16p khang thé dugc san xuit (REGN1945 khéng Fel d 1 IgG4P) trir duong
gbe MFIL.

Két qua

Bach cAu ua kidm tir tit ca 8 c4 thé di tng phin hoa bach duong da dap tng v&i
kich thich Bet v 1 v4i cudng dd khac nhau. Xem Fig. 8. H4H16992P, H4H17038P2 va
H4H17082P2 di can tré it nhit 70% su hoat hoa bach ciu ua kiém & 8/8 ngudi hién,
trong khi su két hop cia H4H16992P v6i H4H17082P2 dat duge muc do e ché twong
tu trong 6/8 ngudi hién. Péang chu ¥, cac khéng thé riéng 1é khi dugc tht nghiém doc
lap cho thiy mirc do bién ddi cao vé kha ning tac dong dén chat gay di tmg lién két véi
IgE. H4H16992P dat dugc can tr¢ >70% & 3/8 nguoi hién va H4H17082P2 dat duoc
70% su can trd qua trinh hoat hoa bach cau wa kiém ¢ 4/8 ngudi hién. H4H17038P2 da
cho thiy can tr& 70% chi trong 1/8 ngudi hién dugc thi nghiém.

Vi du 12: X4c dinh lién két ddng thoi cia ba khang thé don dong khéng Bet v 1 dbi véi

Bet v 1 tu nhién

Thi nghiém nay dugc thuc hién dé dam bao ring cac quyét dinh khang nguyén
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lién két cua ba khang thé don dong Bet v 1 dugc chon 1a duy nhét va theo bét ké thi tur
lién két khang thé don dong, khong c6 sy can trd khong gian dugc thé hién khi lién két
déng thoi ba khang thé. Su canh tranh phu thudc thir ty giita ba khang thé don dong Bet

v 1 cling dugc danh gia.

Lién két dong thoi ba khing thé don dong khang Bet v 1 v4i cing Bet v 1 dugc
xac dinh bang cach sit dung nén cam bién sinh hoc Biacore 3000 dua trén cong hudng
plasmon bé mit khong c6 nhin, thoi gian thue (GECare.). Toan b¢ thi nghiém dugc thyc
hién ¢ 25°C trong b dém dang chay chira I0mM HEPES, 150mM NaCl, 3 triéu EDTA
va 0,05% v/v chét hoat tinh bé mat Tween-20, pH7,4 (HBS-ET). Cac khang thé duoc
¢b dinh trén cac bé mit khac nhau clia cam bién CM5 bang cach st dung héa chét
EDC/NHS dé dat duge mirc do ¢ dinh 5000 - 13.000 RU. REGN1945 (khang thé don
dong Fel d 1) cling duoc c¢d dinh lam ddi chung 4m. Bet v 1 tu nhién (nBet v 1), 10nM
hodc 20nM, da dugc tiém trén bé mat cam bién bt hoat khang thé don dong Bet v 1
khac nhau trong 10-12 gidy, sau d6 tiém lién tiép cac khang thé don dong Bet v 1 khac
nhau trong 6 phut voi tbc do 15 pL/phut.

Su lién két ctia cac khang thé don dong Bet v 1 khac v6i nBet v 1 lién két véi bé
mat cam bién bit hoat khang thé don dong dugc do béng Scrubber 2.0c. Céac két qua
duogc trinh bay trong Bang 18. Tin hi€u lién két duéi 1 RU (Pon vi cdng hudng) chi ra
rang khong c6 lién két nao duoc quan sat khi tiém khang thé don dong Bet v 1, trong
khi tin hiéu lién két cao hon (16n hon 2 RU) khong biéu thi su canh tranh. Tt ca ba
khang thé don dong Bet v 1 ¢6 trong vi dy nay déu c6 thé lién két dong thoi voi nBet v

1 va dap ung lién két khong bi anh hudng béi thit tw céc khang thé duoc thém vao.

Béng 18: Canh tranh lién két dong thoi khang thé khéng Bet 1

Lién két lién tiép cua 3 khang thé don dong Bet v 1
Khang the) Lién Lién Lién
don dong Lién két 1ét 1Kt 1t
Bet At - - -
A sat\f[r;nb]jé ?11;36‘[) v 1 | mAb-1 mAb-1 mADb-2 mAb-2 mADb-3 mAb-3
mit (RU) (RU) (RU)
10 0
[ REGNSTI3 (g e e Feoneia] 5
REGNS713 10 59 REGN5713 | -3 REGNS5715 | 43
REGN5714 -
10 60 REGN5715 | 43 | REGN5713 | -6
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10 REGNSTLS LA REGN5713 | -4 | REGN5714 | 54
10 46 REGN5714 | 54 REGN5713 | -5
14 REGNST13 LY REGN5714 | -4 REGN5715 | 40
14 63 REGN5715 | 38 REGN5714 | -5
ransT1a |2 REGNSTL4 L REGN5713 | 48 | REGN5715 | 30
13 1 REGN5715 | 35 REGN5713 | 42
12 REGNSTLS 12 REGN5713 | 47 REGN5714 | -3
12 40 REGN5714 | -2 REGN5713 | 44
14 REGNST13 L2 REGN5714 | 69 REGN5715 | -5
14 60 REGN5715 | -4 REGN5714 | 67
N IE REGNST14 L7 REGN5713 | 56 REGN5715 | -5
13 73 REGN5715 | -3 REGN5713 | 54
12 REGNS7L5 | REGN5713 | 51 REGN5714 | 65
12 0 REGN5714 | 69 REGN5713 | 47

Dit liéu dai dién cho trung binh it nhat 3 1in tiém doc 1ap khang thé don dong Bet

v 1 so v6i phitc hop khang thé don dong nBet v 1 va khang thé don dong Bet v 1 bét

hoat

Tém lugce

BAt ké thu tu lién két khang thé v6i Bet v 1, khong c6 su canh tranh nao can trd

su lién két ddng thoi cla ca ba khang thé, cho thiy raing REGN5713, REGN5714 va

REGN5715 lién két v6i cac quyét dinh khang nguyén khong chdng chéo, khac biét.
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YEU CAUBAO HO
1. Khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén cta
n6 ma lién két véi Bet v 1 tw nhién hodc chiét xuét phén hoa bach duong (BPE), trong

do khang thé hodc manh cua n6 bao gobm:

(a) vung xac dinh bd sung chudi ning (HCDR)1 chira trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO: 148; HCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 150; HCDR3
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 152; ving xac dinh bd sung chudi nhe
(LCDR)1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 156; LCDR2 chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 158; va LCDR3 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 160; hodc

(b) HCDRI chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 292; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 294; HCDR3 chura trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 296; LCDR1 chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 300; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 302; va LCDR3 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 304; hodc

(c) HCDR1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 100; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 102; HCDR3 chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 104; LCDR1 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 108; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 110; va LCDR3 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 112; hodc

(d) HCDR1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 116; HCDR2 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 118; HCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 120; LCDR1 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 124; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 126; va LCDR3 chta trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 128; hodc

(e) HCDR1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; HCDR2 chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6; HCDR3 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 8; LCDR1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 12; LCDR2 chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 16; hoac
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(f) HCDRI1 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 20; HCDR?2 chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22; HCDR3 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 24; LCDRI chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 28; LCDR2 chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 30; va LCDR3 chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 32; hodc

(2) HCDRI chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 36; HCDR2 chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 38; HCDR3 chta trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 40; LCDR1 chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 44; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 46; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 48; hodc

(h) HCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 52; HCDR2 chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 54; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 56; LCDRI1 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 64; hoac

(i) HCDR1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 68; HCDR2 chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 70; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 72; LCDR1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 76; LCDR2 chua
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 78; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 80; hoac

(j) HCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 84; HCDR2 chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 86; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 88; LCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; LCDR2 chtra
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 94; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 96; hodc

(k) HCDRI chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 132; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; HCDR3 chua trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 136; LCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 140; LCDR2
chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 142; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 144; hoac

(1) HCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 164; HCDR2 chira
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trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 166; HCDR3 chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 168; LCDRI chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 172; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 174; va LCDR3 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 176; hodc

(m) HCDRI1 chtta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 180; HCDR2 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 182; HCDR3 chura trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 184; LCDRI chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 188; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 190; va LCDR3 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 192; hodc

(n) HCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 196, HCDR2 chta
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 198; HCDR3 chura trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 200; LCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 204; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 206; va LCDR3 chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 208; hodc

(o) HCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 212; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 214; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 216; LCDRI chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 220; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 222; va LCDR3 chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 224; hodc

(p) HCDR1 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 228; HCDR2 chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 230; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 232; LCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 236; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 238; va LCDR3 chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 240; hoac

(q) HCDRI1 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 244; HCDR2 chta
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 246; HCDR3 chra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 248; LCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 252; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 254; va LCDR3 chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 256; hodc

(r) HCDRI chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 260; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 262; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong
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SEQ ID NO: 264; LCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 268; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 270; va LCDR3 chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 272; hodc

(s) HCDRI chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 276; HCDR2 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 278; HCDR3 chtta trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 280; LCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 268; LCDR2
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 270; va LCDR3 chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 272; hoac

(t) HCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 284; HCDR2 chua
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 286; HCDR3 chra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 288; LCDRI1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 268; LCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 270; va LCDR3 chwra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 272.

2. Khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 la khang thé don dong ngudi dy
du.

3. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né chira cp trinh ty axit amin ving
bién ddi chudi ning/vung bién ddi chudi nhe (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 146/154, 290/298, 98/106, 114/122, 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74,
82/90, 130/138, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266,
274/266, va 282/266.

4. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 3, bao gdbm
HCVR chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 146 va LCVR chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 154.

5. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6
BPE la tir Betula pendula, Betula nigra, hodc Betula populifolia.

6. Khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong d6
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né phan tng chéo véi mot hozc nhiéu

chét gdy di ing dugc chon tr nhém bao géln Aln g1, Cor al, Car bl, Que al, Api g2,
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Api gl, Dau cl, Mal d1, Ost c1, Fag s1, va Cas s1.

7. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cuia né theo diém 1, trong do6
khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né lién két voi Bet v 1 v6i Kp bing

hoic nhé hon 10-* M nhu dugc do bang cong hudng plasmon bé mit.

8. Duoc phém chtra lvong c6 hiéu qua tri liéu cta khang thé hodc manh lién

két khang nguyén ctia n6 theo diém 1 va ta duoc dugc dung.

9. Khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia

no theo dieém 1, bao gdm:

HCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 148; HCDR2 chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 150; HCDR3 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 152; LCDR1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 156; LCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 158; va LCDR3 chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 160.

10.  Khéng thé don dong dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén clia

né theo diém 1, bao gdbm:

HCDRI1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 292; HCDR2 chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 294; HCDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 296; LCDR1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 300; LCDR2 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 302; va LCDR3 chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 304.

11.  Khang thé don dong dugc phan 14p hodc méanh lién két khang nguyén cua
né theo diém 1, bao gém:

HCDRI chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 100; HCDR2 chtra trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 102; HCDR3 chura trinh tur axit amin néu trong SEQ
ID NO: 104; LCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 108; LCDR2 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 110; va LCDR3 chtra trinh fu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 112.

12.  Dugc phim chia luong c6 hidu qua tri liéu cia khéng thé hodc manh lién

két khang nguyén ctia n6 theo diém 9 va ta dugc duoc dung.
13.  Dugc pham chira lugng c6 hiéu qua tri liéu cta khang thé hodc manh lién
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két khang nguyén ctia n6 theo diém 10 va ta duoc duoc dung.

14.  Duoc phim chira lugng c6 hidu qua tri liéu cua khang thé hodc manh lién

két khang nguyén ctia n6 theo diém 11 va ta duoc dugc dung.

15.  Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 3, bao gdm
HCVR chra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 290 va LCVR chua trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 298.

16. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 3, chaa
HCVR chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 98 va LCVR chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 106.

17.  Khéng thé hoic manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong d6
khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két v6i manh trinh ty axit amin
Bet v 1 dugc chon tir nhém bao g6m SEQ ID NO: 307, 308, 309, 310, va 311.

18.  Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong do6
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né tc ché Bet v 1 tu nhién, BPE Betula
pendula, BPE Betula nigra, hodc BPE Betula populifolia lién két v6i IgE dac hiéu chit
gdy di ing.
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<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
Orengo, Jamie M.
Murphy, Andrew 3J.
Badithe, Ashok T.
Kamat, Vishal
Liu, Yashu

<120>  KHANG THE DON DONG DUGC PHAN LAP LIEN KET VOI BET V 1 TU NHIEN VA
DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130> 10301W001

<140> TBD
<141> 2018-05-31

<150> 62/513,872
<151> 2017-06-01

<150> 62/571,696
<151> 2017-10-12

<150> 62/662,165
<151> 2018-04-24

<160> 323

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

;:ZZigc;gc tggtggagtc tgggggagge ttggtccage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtacag cctctggatt catgtctagt atgtattgga tgagctgggt ccgccaggcet 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtgtccaac ataaagcaag atggaactga gaaaaactat 180
gtggagtctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat 240
ctgcaaataa acagcctgag aggcgaggac acggectgtgt attactgtge gagagatctg 300
tatagcagtt cgtccggcta ctattactac ggtttggacg tctggggcca agggaccacg 360
gtcaccgtct cctca 375
<210> 2

<211> 125
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<212> PRT

<213> Trinh ty

220>

<223> Toéng hop

<400> 2

Glu val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Trp Met Ser Trp
35

Ser Asn Ile Lys

50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Ile Asn

Ala Arg Asp Leu

100

Asp Val Trp Gly
115

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tv

<220>

<223> Téng hop

<400> 3

nhan tao

Val

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Thr

ggattcatgt ctagtatgta ttgg

<210>

<211>
<212>
<213>

4

8
PRT

Trinh ty nhan tao

40211

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Gly

Ser

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Gly

Thr

-128-

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Val

Met

Tyr
60

Lys

Ala

Ser

Gln

Ser

Leu

45

Val

Asn

Val

Tyr

Ser
125

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Met

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

24



40211

<220>
<223> Téng hop

<400> 4

Gly Phe Met Ser Ser Met Tyr Trp
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 5
ataaagcaag atggaactga gaaa

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 6

Ile Lys Gln Asp Gly Thr Glu Lys
1 5

<210> 7

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 7
gcgagagatc tgtatagcag ttcgtccgge tactattact acggtttgga cgtc

<210> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-129-



<400> 8

40211

Ala Arg Asp Leu Tyr Ser Ser Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu

1 5

Asp Val

<210> 9

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hgp

<400> 9

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc
atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg
tacctgcaga agccagggca gtctccacag
tccggggtcc ctgacaggtt cagtggceagt
agcagagtgg aggctgagga tgttggtatt
ctcactttcg gcggagggac caaggtggag
<210> 10

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 10

Asp Ile Val Met Thr

1

Glu Pro Ala Ser Ile

Asn Lys Tyr Asn Tyr

35

Pro Gln Leu Leu Ile

50

5

20

Gln Ser Pro Leu Ser

Ser Cys Arg Ser Ser

Leu Asp Trp Tyr Leu

40

Tyr Leu Ser Ser Asn

55

10

ctgcccgtca
catagtaata
ctcctgatct
ggctcaggca
tattactgca

atcaaa

Leu
10

Gln
25

Gln

Arg

130-

15

cccctggaga gecggectcec
aatacaatta tttggattgg
atttgagttc taatcgggcc
cagaatttac actgaaaatc

tgcaagctct acacactccg

Pro Val Thr Pro Gly

15

Leu Leu His Ser
30

Ser

Pro Gly Gln Ser
45

Ala
60

Ser Gly Val Pro

60

120

180

240

300

336



40211

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Lys Ile

65

70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Met Gln Ala

85 90 95

Leu His Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

220>
<223>

<400>

100 105 110

11
33
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hap

11

cagagcctcc tgcatagtaa taaatacaat tat

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
11
PRT
Trinh tu nhan tao

Téng hop

12

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Lys Tyr Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

13

9

ADN

Trinh ty nhan tao

Téng hop

13

ttgagttct

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

14

3

PRT

Trinh ty nhan tao

-131-

33



220>
<223> Téng

<400> 14
Leu Ser Ser
1

<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213>

<220>

<223> Toéng

<400> 15

hop

hop

40211

Trinh ty nhan tao

atgcaagctc tacacactcc gctcact

<210> 16
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 16

hop

Trinh ty nhan tao

Met Gln Ala Leu His Thr Pro Leu Thr

1

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

17
357
ADN

220>

<223> Téng

<400> 17
gaggtgcagc

tcctgtgtag
ccaggggasg
atagactctg
ctgcaaatga

ctagcatcat

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatg
tgaagggcceg
acagcctgag

cttcctttga

Trinh ty nhan tao

tggeggagsc

caccttcagt
gatttcatac
attcaccatc
agccgaggac

ctactggggc

ttggttcagc
aattatgaca
attagttata
tccagagaca
acggctattt

cagggaaccc

-132-

ctggagggtc

tgaactgggt
gtgatcataa
acgccaagaa
attactgtgc

tggtcaccgt

cctgagactc
ccgeccagget
catatactat
ctcactgtat
gagagaggcc

ctcctca

27

60

120

180

240

300

357



<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Asp Met

Ser Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

18
119
PRT
Trinh ty
Téng hap
18

Gln Leu

Arg Leu
20

Asn Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Glu Ala
100

Val Thr
115

19
24
ADN
Trinh tu

Tong hop

19

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Val

Val Arg Gln

Tyr Ser Asp
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Leu Ala Ser

Val Ser Ser

nhan tao

ggattcacct tcagtaatta tgac

40211

Gly

Ala

Ala

40

His

Arg

Ala

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ser
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Phe

-133-

Leu

Phe

Glu

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ile

Asn

Ile

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Tyr

Ile

Val

Tyr

Cys

Gly

24



40211

<210> 20

<211> 38

<212> PRT

<213> Trinh tyv nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 20

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp
1 5

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 21
attagttata gtgatcataa cata

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 22

Ile Ser Tyr Ser Asp His Asn Ile
1 5

<210> 23
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 23
gcgagagagg ccctagcatc atcttccttt gactac

<210> 24
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

-134-

24

36



40211

<220>
<223> Téng hgp

<400> 24

Ala Arg Glu Ala Leu Ala Ser Ser Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 25

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

;:SgiagiZa tgacgcagtc tccagccacc ctgtetgtgt ctccagggga aagagtcacc 60
ctctcctgeca gggccagtca gagtgttagt ggcaacttag cctggtacca gcagaaacct 120
ggccaggetc ccaggctcct catctatagt gecatccaccg gggecactgg tgtcccagec 180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgeagtct 240
gaagattttg cactttatta ctgtcagcag tataataaat ggcctcggac gatcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321
<210> 26
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 26
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Gly Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Thr Gly Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

-135-



40211

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Leu Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Lys Trp Pro Arg
85 90 95

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

210> 27
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 27
cagagtgtta gtggcaac

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 28

Gln Ser Val Ser Gly Asn
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 29
agtgcatcc

<210> 30

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-136-



40211

<220>
<223> Toéng hop

<400> 30
Ser Ala Ser
1

<210> 31
211> 27
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 31
cagcagtata ataaatggcc tcggacg

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 32
Gln Gln Tyr Asn Lys Trp Pro Arg Thr
1 5

<210> 33

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 33
caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggectc

tcctgcaaga cttctggtta cacctttacc aactatggta tcacctgggt
cctggacaag gacttgagtg gatgggatgg atcagcgctt acaatggtaa
gcacagaatg tccagggcag agtcactatg accacggaca catccacgag
atggaggtga ggagcctgag atctgacgac acggeccgtgt attactgtgce

agcatgttac acttccagca ctggggccag ggcaccctgg tcactgtctc

-137-

agtgaaggtc
gcgacaggcec
cacaaactat
cacagcctac
gagaagaagc

ctca

27

60

120

180

240

300

354



<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34
118
PRT

Trinh tv

Tong

34

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

Leu

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggttacacct ttaccaacta tggt

Lys

Thr
35

Ile

Arg

Val

Arg

Thr
115

35
24
ADN

Trinh tu

Téng

35

hop

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Ser

100

Val

hgp

nhan tao

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Ser

Ser

nhan tao

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Met

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Leu

40211

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Thr

Ser

His

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Phe
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gln

-138-

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

His

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Val

Tyr

80

Cys

Thr

24



40211

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 36

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly
1 5

<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 37
atcagcgctt acaatggtaa caca

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 38

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr
1 5

<210> 39

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hagp

<400> 39
gcgagaagaa gcagcatgtt acacttccag cac

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-139-

24

33



<220>
<223>

<400> 40

Téng haop

40211

Ala Arg Arg Ser Ser Met Leu His Phe Gln His

1 5

<210> 41

<211> 339

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 41

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc
atcaactgca agtccagcca gcatgtttta
tggttccagc agaagccagg acagcctcect
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggc
atcagcagtc tgcaggctga agatgtggcg
ccgtacactt ttggccaggg gaccaagctg
<210> 42

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 42

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu Arg Ala Thr Ile Asn

Ser Ser Asn Glu Asn Tyr

35

Pro Pro Lys Leu Leu Ile

50

5

20

Cys Lys

40

55

10

ctggectgtgt
tacgactcca
aaacttctca
agcgggtctg
gtttattact

gagatcaaa

Ser Pro Asp Ser Leu

10

Ser Ser Gln
25

Leu Ala Trp Phe Gln

Tyr Trp Ala Ser Thr

140-

ctctgggcga
gtaatgagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

gagggccacc

ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc

ttctagtget

Ala Val Ser Leu Gly

15

His Val Leu Tyr Asp

30

Gln Lys Pro Gly Gln

45

Arg Glu Ser Gly Val

60

60

120

180

240

300

339



40211

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

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

Lys

<210> 43
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 43
cagcatgttt tatacgactc cagtaatgag aactac

<210> 44
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 44

Gln His Val Leu Tyr Asp Ser Ser Asn Glu Asn Tyr
1 5 10

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 45
tgggcatct

-141-

36



40211

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 46

Trp Ala Ser
1

<210> 47
211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 47
cagcaatatt ctagtgctcc gtacact

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 48
Gln Gln Tyr Ser Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5

<210> 49

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 49
cagctgcagec tgcaggagtc gggcccaggg ctggtgaggc

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagec agtagtaatt
cagcccccag ggaagggget ggagtggatt ggtagtatct

tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgegg

-142-

cttcggagac cctgtccctc
actggtgggg ctggatccgc
attatagcgg gatcacctac

acacgtctaa ggaccagttc

27

60

120

180

240



40211

tccctgaage tgaggtctgt gaccgecgeg gacacggetg tgtattactg tgcgaaattg

gagtggctge gettggactt ctggggccag ggaaccacgg tcaccgtctc ctca

<210> 50
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 50
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser
20 25 30

Asn Tyr Trp Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asp Gln Phe
65 70 75 80

Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Lys Leu Glu Trp Leu Arg Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 51
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

-143-

300

354



<400>

40211

51

ggtggctcca tcagcagtag taattactgg

<2106>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

52
10
PRT
Trinh tu nhan tao

Téng hap

52

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser Asn Tyr Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

53
21
ADN
Trinh tuy nhan tao

Téng hop

53

atctattata gcgggatcac ¢

<210>
211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

54

7

PRT

Trinh ty nhan tao

Tong hgp

54

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr

1

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

<220>
223>

<400>

5

55
30
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

55

gcgaaattgg agtggectgeg cttggacttc

-144-

30

21

30



210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

40211

56
10
PRT
Trinh tu nhan tao

Téng haop

56

Ala Lys Leu Glu Trp Leu Arg Leu Asp Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

57
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hap

57

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagt agctggttag tctggtatca gcagaaacca

gggaaagtcc ccaagctcct gatctatgect geatccagtt tacaaagtgg ggtcccatta

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcect

gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaaaagtt tccctctcac cttcggecaa

gggacacgac tggagattaa a

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

<220>
<223>

<400>

58
107
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hop

58

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

1

5 10 15

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

20 25 30

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

35 40 45

-145-

60

120

180

240

300

321



40211

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65

70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

100 105

59
18
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

59

cagggtatta gtagctgg

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

60

6

PRT

Trinh tuy nhan tao

Téng hop

60

Gln Gly Ile Ser Ser Trp

1

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

<220>
223>

<400>

5

61

9

ADN

Trinh ty nhan tao

Téng hop

61

gctgcatcc

-146-

Leu Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Lys Ser Phe Pro Leu
95

18



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

<220>
<223>

<400>

62

3

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hap

62

Ala Ala Ser

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63
27
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hap

63

caacaggcta aaagtttccc tctcacc

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

<220>
<223>

<400>

64

9

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

64

40211

Gln Gln Ala Lys Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgecag cgtctggatt caccttcagt agctatggca tgcactggtt ccgecaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtgggagtt atatggtctg atggaagtga taaaaagtat

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

5

65
369
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

65

-147-

27

60

120

180

240



40211

cttcttatga acagcctgag agacgatgac acggctgtgt atcactgtgc gagagaggsgs

gggttccttt atagcagctc gtcccacttt gactactggg gccagggaac cctggtcacc

gtctcctca

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

<220>
<223>

<400>

66
123
PRT

Trinh tv

Téng

66

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Leu

Met

Val

50

Gly

Leu

Arg

Gly

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

220>

Arg

His
35

Ile

Arg

Met

Glu

Gln

115

67
24
ADN

Trinh tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Gly

100

Gly

nhan tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Asp Gly Ser Asp Lys Lys Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

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

Ser Leu Arg Asp Asp Asp Thr Ala Val Tyr His Cys
85 90 95

Gly Phe Leu Tyr Ser Ser Ser Ser His Phe Asp Tyr
105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

-148-

300

360

369



40211

<223> Téng hgp

<400> 67
ggattcacct tcagtagcta tggc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 68

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 69
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 69
atatggtctg atggaagtga taaa

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 70
Ile Trp Ser Asp Gly Ser Asp Lys
1 5

<210> 71
<211> 48
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 71
gcgagagagg gggegttect ttatagcage tcgtcccact ttgactac

-149-

24

24

48



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

<220>
<223>

<400>

40211

72
16
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hagp

72

Ala Arg Glu Gly Gly Phe Leu Tyr Ser Ser Ser Ser His Phe Asp Tyr

1

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

220>
<223>

<400>

5 10 15

73
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Tong hap

73

gccatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc

atcacttgcc ggacaagtca gggcattaga aatgatttag gctggtatca gcagaaacca

gggaaagccc ctaaactcct gatctttget geatccagtt tacaaagtgg ggtcccatca

aggttcagcg gcagtggatc tggcacagat ttcactctca ccatcagcag cctgeagect

gaagattttg caatttatta ctgtctacaa gattacaagt acccattcac tttcggcgga

gggaccaagg tggagatcaa a

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

220>
<223>

<400>

74
107
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hop

74

Ala 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 Thr Ser Gln Gly Ile Arg Asn Asp

20 25 30

-150-

60

120

180

240

300

321



Leu Gly Trp Tyr

35

Phe Ala Ala Ser

50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

75
18
ADN

Trinh tu nhan tao

Téng hop

75

Gln

Ser

Thr

Ile

85

Gly

cagggcatta gaaatgat

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

<220>
<223>

<400>

76
6
PRT

Trinh tuy nhan tao

Téng hop

76

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln Gly Ile Arg Asn Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

77
9
ADN

Trinh tu nhan tao

Téng hop

77

gctgcatcc

5

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

40211

Pro Gly Lys
40

Ser Gly Val
Thr Leu Thr
Cys Leu Gln

90

Val Glu Ile
105

-151-

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Pro Lys Leu Leu Ile
45

Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Lys Tyr Pro Phe
95

18



40211

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 78

Ala Ala Ser
1

<210> 79
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 79
ctacaagatt acaagtaccc attcact 27

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hagp

<400> 80

Leu Gln Asp Tyr Lys Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 81
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 81

caggtgcagc tggtggagtc tgggggagge gtggtccage ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctgggtt caccttcagt tcctatggec tgcactgggt ccgecagget 120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatcagatg atggaagtta taaattctat 180

-152-



40211

gcagactcca tgaagggccg attcaccatc tctagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac acggetgtgt attactgtge gaaagatcgg

ggtcgcagtg getggtacta ctttgactac tggggccagg gaaccctggt cactgtctcc

tca

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

<220>
<223>

<400>

82
121
PRT

Trinh ty

Téng

82

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Leu

Val

50

Gly

Gln

Lys

Gly

<210>
<211>

212>

<213>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

83
24

ADN
Trinh tv

hop

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Leu

nhan tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

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

Asp Asp Gly Ser Tyr Lys Phe Tyr Ala Asp Ser Met
55 60

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

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

Gly Arg Ser Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
105 110

Val Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

-153-

240

300

360

363



<220>
<223>

<400>

Téng haop

83

gggttcacct tcagttccta tggc

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

220>
<223>

<400>

84

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

84

40211

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

85
24
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

85

atatcagatg atggaagtta taaa

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

220>
<223>

<400>

86

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

86

Ile Ser Asp Asp Gly Ser Tyr Lys

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

5

87
42
ADN
Trinh tuv nhan tao

Téng hagp

-154-

24

24



40211

<400> 87
gcgaaagatc ggggtcgcag tggectggtac tactttgact ac

<210> 88
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 88
Ala Lys Asp Arg Gly Arg Ser Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 89
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 89
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgeat ctgtagggga cagagtcacc

atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggtatca gcagaaacca
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gegtctagtt tagaaagtgg ggtcccatca
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagect
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tatgatagtt attctcggac gttcggccaa
gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 90

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 90
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

-155-

42

60

120

180

240

300

321



40211

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40

Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
65 70

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

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

<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 91
cagagtatta gtagctgg

<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 92

Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

-156-

Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45

Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Tyr Asp Ser Tyr Ser Arg
95

Lys

18



40211

<400> 93
aaggcgtct 9

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 94

Lys Ala Ser
1

<210> 95

211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 95
caacagtatg atagttattc tcggacg 27

<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 96

Gln Gln Tyr Asp Ser Tyr Ser Arg Thr
1 5

<210> 97
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 97
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc ctggagggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt caccttcagt agttatgaaa tgaactgggt ccgccaggcet 120

-157-



40211

ccagggaagg gtctggagtg ggtttcattc attagtgata gtagtagtaa catatactac

gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa gtcactgtat

cttcaaatga ccagcctgag ggccgaggac acggetgttt attactgtgec gagagaagcec

attggcagca cctcctttga caactgggge cagggaaccc tggtcaccgt ctcctca

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

<220>
<223>

<400>

98
119
PRT

Trinh tv

Téng

98

Glu Val Gln

1

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Leu

<2106>
<211>
<212>
<213>

Arg

Asn
35

Ile

Arg

Met

Glu

Val

115

99
24
ADN

Trinh tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Thr

Ala

100

Thr

nhan tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

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

Asp Ser Ser Ser Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

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

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

Ile Gly Ser Thr Ser Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly
105 110

Val Ser Ser

nhan tao

-158-

180

240

300

357



<220>
<223>

<400>

Téng hap

99

ggattcacct tcagtagtta tgaa

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

<220>
<223>

<400>

100

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hop

100

40211

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

5

101
24
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

101

attagtgata gtagtagtaa cata

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

<220>
<223>

<400>

102

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

102

Ile Ser Asp Ser Ser Ser Asn Ile

1

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

<220>
<223>

5

103
36
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

-159-

24

24



<400>

40211

103

gcgagagaag ccattggcag cacctccttt gacaac

<210>
211>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>

104
12
PRT
Trinh tuv nhan tao

Téng hop

104

Ala Arg Glu Ala Ile Gly Ser Thr Ser Phe Asp Asn

1

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

220>
<223>

<400>

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtectgtgt
ctctecctgeca gggccagtca gagtgttage agcagtttag
ggccaggete ccaggegect catctatagt geatccacca
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca

gaagattttg caatttatta ctgtcatcaa tataataact

5 10

105
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

105

gggaccaagg tggagatcaa a

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

<220>
<223>

<400>

106
107
PRT
Trinh ty nhan tao

Tong hop

106

ctccagggga aagagccacc
cctggtacca gcagaaacct
gggccactgg tatcccagcc
ccatcagcag cctgcagtct

ggcctctcac ttteggegga

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

1

5 10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

20 25

-160-

30

36

60

120

180

240

300

321



Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Ser Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gly
100

<210> 107
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu

220>
<223> Téng hop

<400> 107

Gln Gln

Thr Arg

Thr Glu
70

Ile Tyr
85

Gly Thr

nhan tao

cagagtgtta gcagcagt

<210> 108
<211> 6

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hap

<400> 108

Gln Ser Val Ser
1

<210> 109
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tvu

220>
<223> Téng hop

nhan tao

Ser Ser
5

nhan tao

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

40211

Pro Gly

40

Thr Gly

Thr Leu

Cys His

Val Glu
105

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

-161-

Ala Pro Arg Arg Leu Ile
45

Pro Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Gln Ser
75 80

Tyr Asn Asn Trp Pro Leu
95

Lys

18



40211

<400> 109
agtgcatcc 9

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 110

Ser Ala Ser
1

<210> 111
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 111
catcaatata ataactggcc tctcact 27

<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 112

His Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 113
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 113
gaggtgcagc tggtggagtc tggaggagge ttggtccage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctgggtt caccgtcagt agcaactcca tgagetgggt ccgecagget 120

-162-



ccaggggags

gactccgtga

caaatgaaca

tggaactttg

210>
<211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>

114
119
PRT

Trinh tu

Téng

114

Glu Val Gln

1

Ser

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

Thr

Leu

Met

Val

50

Arg

Met

His

Met

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

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Ser

Val

115

115
24

ADN
Trinh tu

40211

ggctggagtg ggtctcagtt atttttageg gtggtatcac atactactca

agggccgatt caccatctcc agacacaatt ccaagaacac gctgtatctt

gcctgagaac tgaggacacg gccgtatatt actgtgegeg tcattctaac

atgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttca

hop

Leu

Leu

20

Trp

Phe

Thr

Ser

Asn

100

Thr

nhan tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Val Ser Ser Asn
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Gly Gly Ile Thr Tyr Tyr Ser Asp Ser Val Lys
55 60

Ile Ser Arg His Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
70 75 80

Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Trp Asn Phe Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly
105 110

Val Ser Ser

nhan tao

-163-

180

240

300

357



220>
<223> Téng hagp

<400> 115
gggttcaccg tcagtagcaa ctcc

<21e> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 116

40211

Gly Phe Thr Val Ser Ser Asn Ser

1 5

<21e> 117
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 117
atttttagcg gtggtatcac a

<210> 118

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 118

Ile Phe Ser Gly Gly Ile Thr
1 5

<210> 119
<211> 39
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

-164-

24

21



<400>

40211

119

gcgegtcatt ctaactggaa ctttgatget tttgatatc

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

<220>
<223>

<400>

120
13
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hap

120

Ala Arg His Ser Asn Trp Asn Phe Asp Ala Phe Asp Ile

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

121
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

121

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc

atcacttgcc gggcaagtca gagctttgac acctatttaa attggtatca gcagaaacca

gggaaagccc ctaacctcct gatctatget acatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct

gaagattttg gaacttacta ttgtcaacag agttacagta tcccgtacac ttttggccag

gggaccaagc tggagatcaa a

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

<220>
<223>

<400>

122
107
PRT
Trinh ty nhan tao

Tong hop

122

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

1

5 10 15

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

20 25 30

-165-

39

60

120

180

240

300

321



40211

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Lys

Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70

Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

<210> 123

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 123
cagagctttg acacctat

<210> 124

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 124
Gln Ser Phe Asp Thr Tyr
1 5

<210> 125

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

-166-

%0

Ile

Ala Pro Asn Leu
45

Pro Ser Arg Phe
60

Ile Ser Ser Leu
75

Ser Tyr Ser Ile

Lys

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

18



40211

<400> 125
gctacatcc 9

<210> 126

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 126

Ala Thr Ser
1

<210> 127
211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 127
caacagagtt acagtatccc gtacact 27

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 128

Gln Gln Ser Tyr Ser Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 129
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tyv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 129
caggtgcagc tggtacagtc tggggctgag gtgaggaagc ctggggectc agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggctactatc tacactgggt gcgacaggec 120

-167-



cctggacaag

gcacagaaat

atggaactga

tggaaccgtt

210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

130
118
PRT

Trinh tv

Téng

130

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Leu

Val

Leu

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Val

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

Lys

His
35

Ile

Arg

Leu

Gln

Thr

115

131
24
ADN

Trinh ty

40211

ggcttgagtg gatgggattg atcaacccta atactggtgg cacaaacttt

ttcagggcag ggtcaccatg accagggact cgtcaatcag cgcagcctac

gcaggctgag atctgacgac acggeccgtgt attactgtgec gagacaacac

attttgacaa ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca

hop

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

His

100

Val

nhan tao

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

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
25 30

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

Pro Asn Thr Gly Gly Thr Asn Phe Ala Gln Lys Phe
55 60

Thr Met Thr Arg Asp Ser Ser Ile Ser Ala Ala Tyr
70 75 80

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

Trp Asn Arg Tyr Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser

nhan tao

-168-

180

240

300

354



<220>
<223>

<400>

Téng hop

131

ggatacacct tcaccggcta ctat

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

<220>
<223>

<400>

132

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hgp

132

40211

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr

1

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

220>
<223>

<400>

5

133
24
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

133

atcaacccta atactggtgg caca

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

134

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hap

134

Ile Asn Pro Asn Thr Gly Gly Thr

1

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

<220>
<223>

5

135
33
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

-169-

24

24



40211

<400> 135
gcgagacaac actggaaccg ttattttgac aac

<210> 136
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 136
Ala Arg Gln His Trp Asn Arg Tyr Phe Asp Asn
1 5 10

<210> 137
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 137
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtectgect ctgttggaga cagagtcacc

atcacttgcc gggccagtca gagtgttggt aactggttgg cctggtatca gcagaaacca
gggaaagccc ctaaactcct gatccaagag gecgtccagta tagaaagtgg ggtcccatca
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctta tcgtcagcag cctgeagect
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtggac gttcggccac
gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 138

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 138
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

-170-

33

60

120

180

240

300

321



40211

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40

Gln Glu Ala Ser Ser Ile Glu Ser Gly Vval
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ile
65 70

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Thr Phe Gly His Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 139
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 139
cagagtgttg gtaactgg

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 140
Gln Ser Val Gly Asn Trp
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

-171-

Ala

Pro

Val

75

Tyr

Lys

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Ser Trp
95

18



40211

<400> 141
gaggcgtcc 9

<210> 142

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 142

Glu Ala Ser
1

<210> 143
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 143
caacagtata atagttattc gtggacg 27

<210> 144

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 144

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr
1 5

<210> 145
<211> 348
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 145
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcggagac cctgteccctc 60
acctgctctg tctctggtgg ctccatcact aattacttct ggacctggat ccggeagtcc 120

-172-



40211

ccagggaagg gactggaatg gattgggtat atctattaca gtgggggcac caactataac

ccctccctca agagtcgagt caccatatca atagacacgt ccaagaacca attctccctg

aatatgaatt ctgtgaccgc tgcggacacg gecgtctatt actgtgeggg gagctactac

tacggtgtgg acgtctgggg ccaagggacc acggtcaccg tctcctca

<210> 146
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 146

Gln

1

Thr

Phe

Gly

Ser

65

Asn

Gly

Thr

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

Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Ile Thr Asn Tyr
20 25 30

Trp Thr Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

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

Arg Val Thr Ile Ser Ile Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
70 75 80

Met Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 147
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

-173-

180

240

300

348



<220>
<223> Toéng hop

<400> 147
ggtggctcca tcactaatta cttc

<210> 148

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 148

40211

Gly Gly Ser Ile Thr Asn Tyr Phe

1 5

<210> 149
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 149
atctattaca gtgggggcac ¢

<210> 150

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 150

Ile Tyr Tyr Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 151
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

-174-

24

21



<400> 151

40211

gcggggagcet actactacgg tgtggacgtc

<210> 152
<211> 10
<212> PRT
<213>

220>
<223>

<400> 152

Téng hop

Trinh tu nhan tao

Ala Gly Ser Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val

1 5

<210> 153

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hap

<400> 153

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc
ctctcctgeca gggeccagtca gagtattaaa
ggccaggctc ccagactcct catctatgat
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac
gaagattttg cagtttattt ctgtcagcag
gggaccaaag tggatatcaa a

<210> 154

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Tong hop

<400> 154

10

ctgtectttgt
agcttcttag
gcatccaaca
ttcactctca

cgtaacaact

ctccagggga
cctggtaccg
ggcccactgg
ccatcaacag

ggccattcac

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcc
cctagagtct

tttecggccct

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

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Lys Ser Phe

20

25

-175-

30

30

60

120

180

240

300

321



40211

Leu Ala Trp Tyr Arg Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Pro Thr Gly Ile
50 55

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln
85 90

Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile
100 105

<210> 155
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

220>
<223> Toéng hap

<400> 155
cagagtatta aaagcttc

<210> 156

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 156

Gln Ser Ile Lys Ser Phe
1 5

<210> 157

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

-176-

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Pro Arg Leu Leu Ile
45

Ala Arg Phe Ser Gly
60

Asn Ser Leu Glu Ser
80

Asn Asn Trp Pro Phe
95

18



40211

<400> 157
gatgcatcc 9

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 158

Asp Ala Ser
1

<210> 159
211> 27
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<400> 159
cagcagcgta acaactggcc attcact 27

<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 160

Gln Gln Arg Asn Asn Trp Pro Phe Thr
1 5

<210> 161
<211> 375
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 161
caggtgcagc tggtggagtc tgggggagge ttggtcaage ctggagggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt gactactaca tgaactggat ccgccagget 120

-177-



ccaggaaagg

tcagactctg
ctgcaagtga
ggggagtges

gtcaccgtct

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

162
125
PRT
Trin

<220>
<223> Téng

<400> 162
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asn
35

Tyr Met

Leu Ile

50

Ser

Lys Gly Arg

Leu Gln Val

Ala Arg Asp

Asp Val Trp

115

<216>
<211>

163
24

ggctagagtg gatttcactc
tgaagggccg attcaccata
acagcctgag agccgaggac

ccctcggage ctactactac

cctca

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Gly

nhan tao

Val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Thr

40211

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Thr
120

attagtagta
tccagggaca
acggccgtat

ggtttggacg

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ala Ile Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Leu Ala

105

Gly

Val Thr Val

-178-

gtggtagtgc
atgccaggaa
attactgtgc

tctggggceca

Val Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ser

60

Asp

Arg Lys Ser

Ala Val Tyr

Tyr Tyr Tyr

110

Ser
125

Ser

catatattac
atcactgtat
gagagatcgg

agggaccacg

Gly
15

Gly

Asp Tyr

Trp Ile

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Leu

180

240

300

360

375



<212>
<213>

220>
<223>

<400>

ADN
Trinh tu nhan tao

Tong hop

163

ggattcacct tcagtgacta ctac

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

<220>
<223>

<400>

164

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng haop

164

40211

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

165
24
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hagp

165

attagtagta gtggtagtgc cata

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

<220>
<223>

<400>

166

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hop

166

Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ala Ile

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

5

167
54
ADN
Trinh tuy nhan tao

-179-

24

24



<223>

<400>

40211

Téng haop

167

gcgagagatc ggggggagtg ggccctcgga gectactact acggtttgga cgtc

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

<220>
<223>

<400>

168
18
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hap

168

Ala Arg Asp Arg Gly Glu Trp Ala Leu Gly Ala Tyr Tyr Tyr Gly Leu

1

Asp Val

<210>
<211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>
gatattg

atctcct
tacctgc
tcegggs
agcagaa
tacactt
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

169
336
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

169
tga tgactcagtc tccactctcc ctgeccgtca

gca ggtctagtca gagcctccta catagtgatg
aga agtcagggca gtctccacag ctcctgatct
tcc ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca
tgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca
ttg gccaggggac caagctggag atcaaa

170

112

PRT

Trinh ty nhan tao

Tong hop

170

-180-

15

cccctggaga geeggectcc
gatacaacta tttggattgg
atttgggttc taatcgggcc
cagattttac actgaaaatc

tgcaagctct acaaactccg

54

60

120

180

240

300

336



Asp

Glu

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Gln

210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val

Ala

Tyr

35

Leu

Phe

Met

Thr

171
33
ADN
Trinh tv

171
cagagcctcc tacatagtga tggatacaac tat

172
11
PRT
Trinh tu nhan tao

172

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Tong hop

Téng hop

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

nhan tao

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Phe

40211

Pro Leu

Arg Ser

25

Trp Tyr

40

Gly Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gln

105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly Tyr Asn Tyr

1

<210>
211>

173
9

5

10

-181-

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Ser

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys

33



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Trinh tu nhan tao

Téng haop

173

ttgggttct

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

<220>
<223>

<400>

174

3

PRT

Trinh ty nhan tao

Tong hap

174

Leu Gly Ser

1

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

220>
<223>

<400>

atgcaagctc tacaaactcc gtacact

<210>
<211>
<212>
213>

220>
<223>

<400>

175
27
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

175

176

9

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

176

40211

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Tyr Thr

1

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

<220>

5

177
375
ADN
Trinh ty nhan tao

-182-



<223> Téng

<400> 177
caggtgcagc

acctgcactg
cagcagccag
tacaacccga
tccctgatgt
ctccaagggc
gtcaccgtct
<210>
<211>

<212>
<213>

178
125
PRT
Trin

<220>
<223> Téng

<400> 178
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Asp His Tyr

35

Ile
50

Trp Gly

Leu Glu Ser

65

Ser Leu Met

Cys Ala Lys

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggcect
ccctcgagag
tgcactccgt
tcgtcagatt

cctca

h ty

hop

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ser

Tyr Ile
Val

Arg

His
85

Leu

Val
100

Leu

Glu

Cys

Trp

Ser

Ser

70

Ser

Gln

40211

gggcccagga

ctccatcagc
ggaatggatt
tcgtgttagc
gactgtcgcg

cagggactac

nhan tao

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40

Tyr
55

Arg
Ile Ser
Val

Thr

Gly Leu

ctggtgaagc
agtgctgatc
gggtacattt
atttcagtag

gacacggccg

ggtttcgacg

Pro Gly Leu

10

Ser
25

Gly Gly

Gln Gln Pro

Gly Thr Thr

Val Thr

75

Asp

Ala
90

Val Asp

Val
105

Arg Phe

183-

cttcacagac
actactggag
cttatagagg
acacgtttaa
tgtattattg

tctggggeca

Val Lys

Ser Ile

Gly Lys

45

Tyr
60

Tyr
Phe

Lys

Thr Ala

Arg Asp

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Val

Tyr

cctgtccctc
ctggatccgc
gacaacctac
gaatcaattc
tgcgaaagta

agggaccacg

Ser Gln

15

Ser Ala

Leu Glu

Pro Thr

Phe
80

Gln

Tyr
95

Tyr

Gly Phe

110

60

120

180

240

300

360

375



40211

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 179
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 179
ggtggctcca tcagcagtge tgatcactac

<210> 180
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 180

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ala Asp His Tyr
1 5 10

<210> 181
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 181
atttcttata gagggacaac c

<210> 182

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hgp

<400> 182

Ile Ser Tyr Arg Gly Thr Thr
1 5

-184-



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

<220>
<223>

<400>

40211

183
51
ADN
Trinh tyu nhan tao

Téng hap

183

gcgaaagtac tccaagggct cgtcagattc agggactacg gtttcgacgt c

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

<220>
223>

<400>

184
17
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hop

184

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

1

Val

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

<220>
<223>

<400>

5 10

185
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

185

gacatccagt tgacccagtc tccacccttc ctgtctgeat

atcacttgct gggccagtca ggacattagec agttatttag

gggaaatccc ctaaactcct gatctatgat gettttactt

aggtttagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca

gaggattttg caacttttta ctgtcaacac ctttatagtt

gggaccaaag tggatatcaa a

<210>
211>
<212>
<213>

186
107
PRT
Trinh tuv nhan tao

-185-

15

ctgtaggaga cagagtcacc
cctggtatca gcaaaatccc
tacacactgg ggtcccatca
caatcagcag cctgcagcct

ttccattcac tttcggccct

51

60

120

180

240

300

321



40211

<220>
<223> Téng hop

<400> 186

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Pro Phe
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Trp Ala Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Asn Pro Gly Lys
35 40

Tyr Asp Ala Phe Thr Leu His Thr Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Phe Tyr Cys Gln His
85 90

Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile
100 105

<210> 187
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 187
caggacatta gcagttat

<210> 188

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 188

-186-

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Leu

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe

18



40211

Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 189

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 189
gatgctttt

<210> 190

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 190

Asp Ala Phe
1

<210> 191
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 191
caacaccttt atagttttcc attcact

<210> 192

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 192

Gln His Leu Tyr Ser Phe Pro Phe Thr
1 5

-187-



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

193
357
ADN

<220>

<223> Téng

<400> 193
gaagtgcagc

tcctgtgcag
ccaggggasgg
gcggactctg
ctgcaaatga
ggatttttgg
194
119

PRT
Trin

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

<220>
<223> Téng

<400> 194
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ala Ala

50

Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagtg
tgaagggceceg
acagtctgaa

agtactttga

h ty

hop

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Tyr Arg
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

40211

Trinh tu nhan tao

tgggggagsc
cacctttagg
ggtcgcagcc
attcaccatt
aactgaggac

ctcctgggsc

nhan tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Ser
55

Asp
Ser

Arg

Lys Thr

ttggtacagc
aattatgcca
atttatcgga
tccagagaca
acggecgttgt

cagggaaccc

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Glu

Ser Ile Asp

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

188-

ctggegggtc
tgcactgggt
atagtgattc
acgccaagaa
attactgtgc

tggtcaccgt

Val Gln Pro

Thr Phe Arg

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

cctgagactc
ccgacaagct
catagactat
ctccctatat
aaaagatgag

ctcctca

Gly
15

Gly
Asn Tyr
Val

Trp

Ser Val

Leu

Tyr

Tyr
95

Cys

60

120

186

240

300

357



40211

Ala Lys Asp Glu Gly Phe Leu Glu Tyr Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 195
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 195
ggattcacct ttaggaatta tgcc

<210> 196

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 196

Gly Phe Thr Phe Arg Asn Tyr Ala
1 5

<210> 197
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 197
atttatcgga atagtgattc cata

<210> 198

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 198

-189-



40211

Ile Tyr Arg Asn Ser Asp Ser Ile

1

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

<220>
223>

<400>

5

199
36
ADN
Trinh ty nhan tao

Téong hap

199

gcaaaagatg agggattttt ggagtacttt gactcc

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

<220>
<223>

<400>

200
12
PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hop

200

Ala Lys Asp Glu Gly Phe Leu Glu Tyr Phe Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

201
324
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

201

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga

ctctcctgea gggecagtca gagtgttage agcagcttct tagcctggta

cctggccagg ctcccagget cctcatctac ggtgtatcca gcaggttcat

gacaggttca gtggcggtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcac

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta ggtcaccgtg

caagggacca aggtggaaat caaa

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

202
108
PRT
Trinh ty nhan tao

-190-

aagagcctcc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggc

36

60

120

180

240

300

324



40211

<220>
<223> Téng hagp

<400> 202

Glu

1

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr

Arg Ala Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Tyr Gly Val Ser Ser Arg Phe Ile Gly
50 55

Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
100 105

<210> 203
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tyv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 203
cagagtgtta gcagcagctt c

<210> 204

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hagp

<400> 204

-191-

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Thr

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

21



40211

Gln Ser Val Ser Ser Ser Phe
1 5

<210> 205

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 205
ggtgtatcc

<210> 206

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 206

Gly Vval Ser
1

<210> 207
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 207
cagcagtatg gtaggtcacc gtggacg

<210> 208

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 208

Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Trp Thr
1 5

-192-



40211

<210> 209

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hap

<400> 209

caggtgcagc tggtggagtc tgggegagsc

tcctgtgecag cctectggatt caccttcagt

ccaggcaagg gactggaatg ggtggcagtt

ggagactccg tgaagggccg attcaccatt

ctgcacatga acagcctgag aactgaggac

tatagtctct acgggaagga ctactttgac

tcctca

<210> 210

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 210

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Ala Ile His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Asp

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu His Met Asn Ser Leu Arg Thr

85

gtggtccagc
agatatgcca
atatcatatg
tccagagaca
acggctgtgt

tattggggcc

Gly Gly Vval

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asp Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

193-

ctgggaggtc
tacattgggt
atggagatga
attccaagac
attattgtgc

agggaaccct

Val Gln

Thr

Phe

Leu
45

Gly

Tyr
60

Gly
Thr

Lys

Ala Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

cctgecgactc
ccgccaggct
taaatactat
catggtgtat
gaaagatgga

ggtcaccgtc

Gly
15

Arg

Arg

Tyr

Val

Trp

Val

Ser

Val

Tyr

60

120

180

240

300

360

366



40211

Ala Lys Asp Gly Tyr Ser Leu Tyr Gly Lys Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 211
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 211
ggattcacct tcagtagata tgcc

<210> 212

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 212

Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr Ala
1 5

<210> 213
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 213
atatcatatg atggagatga taaa

<210> 214

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-194-



<400> 214

40211

Ile Ser Tyr Asp Gly Asp Asp Lys

1

<210> 215
<211> 45
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 215

5

Téng hagp

Trinh ty nhan tao

gcgaaagatg gatatagtct ctacgggaag gactactttg actat

<210> 216
<211> 15

<212> PRT
<213>

<220>
223>

<400> 216

Téng hop

Trinh tu nhan tao

Ala Lys Asp Gly Tyr Ser Leu Tyr Gly Lys Asp Tyr Phe Asp Tyr

tccaggcacc
gagtattacc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

Caaa

1 5
<210> 217

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 217

gaaattgtgt tgacacagtc
ctctcctgca gggeccagtca
cctgaccagg ctcccagact
gacaggttca gtggcagtga
cctgaagatt ttgcagtgta
caagggacca aggtggaaat
<210> 218

<211> 108

10

ctgecctttgt ctccagggsga
aacagctact tagcctggta
ggtgcgtcca gcagggcecac
gactttactc tcaccatcag

cagtatgtta ggtcaccgtg

-195-

15

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggc

45

60

120

180

240

300

324



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh tv

Téng hop

218

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

Tyr Leu

20

Ala Trp
35

Ile Tyr Gly Ala

50

Gly Ser
65

Pro Glu

Trp Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu Ser

Asp Phe

Phe Gly
100

219
21
ADN
Trinh tu

Téng hop

219

nhan tao

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

nhan tao

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

cagagtatta ccaacagcta c

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

220>
<223>

220
7
PRT

Trinh tuv nhan tao

Téng hap

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

40211

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Asp

Gly

Leu

Gln

90

Glu

-196-

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Pro

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Val

Ser

Thr

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

21



40211

<400> 220

Gln Ser Ile Thr Asn Ser Tyr
1 5

<210> 221

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 221
ggtgegtcc

<210> 222

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 222

Gly Ala Ser
1

<210> 223
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 223
cagcagtatg ttaggtcacc gtggacg

<210> 224

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 224

Gln Gln Tyr Val Arg Ser Pro Trp Thr
1 5

-197-



<210> 225

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 225

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga

acctgcgttg tctatggtga gtctttcggt

ccagggaagc ggctggagtg gattgggeaa

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca

agactgaact ctgtgaccgc cgcggacacg

tacgtaaatt cctacttcgg tttggacgtc

tca

<210> 226

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 226

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Val Val

20

His Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser
35 40

Gly Glu Ile Asn Gln Asn Gly His

50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70

40211

ctgttgaagc
aattaccatt
atcaatcaaa
gtggacacgt
gctgtgtatt

tggggccaag

Ala Gly Leu

10

Tyr
25

Gly Glu
Pro

Gly Lys

Thr Asn Tyr

cctcggagac
ggaattggat
atggacacac
ccaagatcca
tctgtgegag

ggaccacggt

Leu Lys

Ser Phe

30

Leu
45

Arg

Asn Pro

60

Pro Ser

Gly Asn

Glu Trp

Ser Leu

cctgtccctc
ccgccagtcec
caattacaac
attttccctg
aggccataac

caccgtctcc

Glu

15

Tyr

Ile

Lys

Thr

Ser Lys Ile
75

-198-

Gln

Phe Ser Leu

80

60

120

180

240

300

360

363



40211

Arg Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
85 90 95

Arg Gly His Asn Tyr Val Asn Ser Tyr Phe Gly Leu Asp Val Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 227
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Tong hop

<400> 227
ggtgagtctt tcggtaatta ccat

<210> 228

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 228

Gly Glu Ser Phe Gly Asn Tyr His
1 5

<210> 229
211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 229
atcaatcaaa atggacacac c

<210> 230

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

-199-



<223>

<400>

40211

Tong hap

230

Ile Asn Gln Asn Gly His Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

231
45
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

231

gcgagaggec ataactacgt aaattcctac ttcggtttgg acgtc

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

<220>
<223>

<400>

232
15
PRT
Trinh tu nhan tao

Tong hap

232

Ala Arg Gly His Asn Tyr Val Asn Ser Tyr Phe Gly Leu Asp Val

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10 15

233
321
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

233

gaaattgtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc

ctctcctgeca ggaccagtca gagtgtaage atcagcttag cctggtacca geggaaacct

ggccaggetc ccaggctcct catctttggt tcatccacca gggecactgg tgtcccagcec

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgeagtct

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataataact ggccgtacac ttttggccag

gggaccaagc tggagatcaa a

-200-

45

60

120

180

240

300

321



<210>
211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

40211

234
107
PRT
Trinh ty nhén tao

Téng hap

234

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr

Leu Ala

20 25

Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly
35 40

Phe Gly Ser Ser Thr Arg Ala Thr Gly

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu

65

Glu Asp

Thr Phe

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

220>
<223>

<400>
cagagtg

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

<220>

70

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

235
18
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

235
taa gcatcagc

236

6

PRT

Trinh ty nhan tao

-201-

Thr

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

80

Tyr

18



<223> Téng hgp
<400> 236

Gln Ser Val Ser Ile Ser
1 5

<210> 237

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 237
ggttcatcc

<210> 238

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 238

Gly Ser Ser
1

<210> 239
211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 239
cagcagtata ataactggcc gtacact

<210> 240

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<400> 240

40211

-202-

27



40211

Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Tyr Thr

1 5

<210> 241

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hgp

<400> 241

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag

tcctgcaagg cttctggata caccttcgcc

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg

gggcagaagt ttcagggcag ggtcaccatg

atggagctga gcaggctgag atctgécgac

cggaactgga acttcgtctt tgaatattgg

<210> 242

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hagp

<400> 242

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly

50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg
65 70

gtgaagaagc
gcccactata
atcaacactt
accagggaca

acggccgttt

ggccagggaa

Ala Glu Val

10

Ser
25

Gly Tyr
Pro

Gly Gln

Thr Asn

ctggggcectc
tgcactgggt
acactggtgg
cgtccatcac
attactgtgc

ccctggtcac

Lys Pro

Thr Phe Ala

30

Leu Glu
45

Gly

Gly

Asp

Tyr
60

Thr Ser Ile
75

-203-

Gly Gln

Thr Thr

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gcgagatcgg

cgtctcctca

Gly Ala

Ala His
Trp Met
Phe

Lys

Ala Tyr

60

120

180

240

300

360



40211

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 920 95

Ala Arg Asp Arg Arg Asn Trp Asn Phe Val Phe Glu Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 243
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 243
ggatacacct tcgccgccca ctat

<210> 244

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 244

Gly Tyr Thr Phe Ala Ala His Tyr
1 5

<210> 245
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 245

atcaacactt acactggtgg caca

<210> 246

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>

-204-

24

24



<223>

<400> 246

Téng hagp

40211

Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Gly Thr

1

<210> 247
<211> 39
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 247

5

Téng haop

Trinh tu nhan tao

gcgcgagatc ggecggaactg gaacttcgtc tttgaatat

<210> 248
<211> 13
<212> PRT
<213>

<220>
223>

<400> 248

Tong haop

Trinh ty nhan tao

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

1

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

249
321
ADN

<220>
<223>

<400> 249
gacatccaga

atcagttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

5

Téng hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta

tggaaatcaa

Trinh ty nhan tao

tccatcctcec
gaacattaag
gatctatgaa
tgggacagat
ctgtcaacag

a

10

ctgtctgcat
aactatttaa
gcatctaatt
ttcactctca

agttttagta

-205-

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggccccatca
ccatcagcag tctggaacct

ttccgtggac gttcggccaa

39

60

120

180

240

300

321



40211

<210> 250
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 250

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40

Glu Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Ala
50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 251

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 251
cagaacatta agaactat

<210> 252

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-206-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Phe

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Lys

30

Leu

Phe

Leu

Ile

Val

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

18



<223> Téng hop
<400> 252

Gln Asn Ile Lys Asn Tyr
1 5

<210> 253

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 253
gaagcatct

<210> 254

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 254

Glu Ala Ser
1

<210> 255

211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 255
caacagagtt ttagtattcc gtggacg

<210> 256

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 256

40211

-207-

27



40211

Gln Gln Ser Phe Ser Ile Pro Trp Thr

1

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

257
366
ADN

<220>

<223> Téng

<400> 257
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
acacagaagt
atggaactga
aggagctact
tcttca

258
122

PRT
Trin

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

<220>
<223>

<400> 258
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Leu His
35

Gly Leu Leu
50

Gln Gly Arg
65

5

hop

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagty
ttcagggcag
acagtctgag

acatccctta

h tu

Tong hop

Leu
5

Val

20

Trp

Asn

Val

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Tyr

Thr Met

Trinh ty nhan tao

tggggctgaa

caccttcatc
gatgggattg
ggtcaccatg
atctgacgac

tgcttttgaa

nhan tao

Gln Ala
40

55

70

Ser Gly Ala Glu

Lys Ala Ser Gly

Thr Gly Gly Ser

Thr Arg Asp Thr

gtgaagaagc
gcctactatt
ctcaaccctt
accagggaca
acggccatct

atctggggcc

Val
10

Tyr
25

Pro Gly Gln

Tyr

Ser
75

-208-

ctggggectc
tacactgggt
atactggtgg
cgtccatcga
attactgtgc

aagggacaat

Lys Lys Pro

Thr Phe Ile

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Thr Gln

Ile Asp Thr

agtgaaggtc
gcgacaggcc
ctcatactat
cacagcctac
gagagataag

ggtcaccgtc

Gly Ala

Ala Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

60

120

180

240

300

360

366



40211

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

Ala Arg Asp Lys Arg Ser Tyr Tyr Ile Pro Tyr Ala Phe Glu Ile Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 259
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 259
ggatacacct tcatcgccta ctat

<210> 260

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 260

Gly Tyr Thr Phe Ile Ala Tyr Tyr
1 5

<210> 261
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 261
ctcaaccctt atactggtgg ctca

<210> 262

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-209-

24

24



<220>
<223>

<400>

40211

Téng hop

262

Leu Asn Pro Tyr Thr Gly Gly Ser

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

263
45
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hgp

263

gcgagagata agaggagcta ctacatccct tatgettttg aaatc

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

<220>
<223>

<400>

264

15

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hagp

264

Ala Arg Asp Lys Arg Ser Tyr Tyr Ile Pro Tyr Ala Phe Glu Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

265
324
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng haop

265

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca

gggaaagccc ctaagctcct gatctatget gecatccagtt tgcaaagtgg ggtcccgtca

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcgge

caagggacac gactggagat taaa

-210-

45

60

120

180

240

300

324



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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Ile Thr

<210>
<211>

266
108
PRT

Trinh ty

Téng

266

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

267
18

<212> ADN

<213>

<220>
223>

<400>

267

hop

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh ty

Téng hop

40211

nhan tao

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser
25

Gln Gln Lys Pro Gly Lys
40

Ser Leu Gln Ser Gly Val
55

Thr Asp Phe Thr Leu Thr

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Gln Gly Thr Arg Leu Glu
105

nhan tao

cagagcatta gcagctat

<210>
<211>
<212>

268

6
PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-211-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

18



40211

220>
<223> Téng hagp

<400> 268

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 269

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 269
gctgcatcc

<210> 270

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 270

Ala Ala Ser
1

<210> 271
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 271
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 272
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-212-



<400> 272

40211

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1 5

<210> 273

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 273

gaggtgcage tggtggagtc tgggeeagsc
tcctgtgtag cctectggatt cacctttagce
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaaga
gcagactccg tgaagggtcg gttcatcatc
atgcaaatga acagtttgag agccgaagac
tccgtcttat ttagtatgaa cagttggctc
gtctcctca

<210> 274

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hgp

<400> 274

10

ttggttcagc
aattatgaca
atcagtggta
tccagagaca

tcggccgtat

gacccctggg

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe

20

25

Asp Ile Thr Trp Ile Arg Gln Ile Pro Gly Lys

35

40

Ser Arg Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr

50

55

-213-

ctggggtgtc
taacctggat
gtggtggaag
attccaaaaa

attactgtgc

gccagggaac

Val Gln

Thr Phe
30

Gly Leu
45

Phe Ala
60

cctgagactc
ccgccagatt
tacatatttc
tacggtgtat
gagaagagat

cctggtcacc

Pro Gly Val

15

Ser Asn Tyr

Glu Trp Val

Asp Ser Val

60

120

180

240

300

360

369



40211

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

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

Ala Arg Arg Asp Ser Val Leu Phe Ser Met Asn Ser Trp Leu Asp Pro
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 275
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hap

<400> 275
ggattcacct ttagcaatta tgac

<210> 276

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 276
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp
1 5

210> 277
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 277
atcagtggta gtggtggaag taca

<210> 278
<211> 8

-214-

24

24



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40211

PRT
Trinh ty nhan tao

Téng hop

278

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

279
48
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

279

gcgagaagag attccgtctt atttagtatg aacagttgge tcgacccc

<210>
<211>
212>
213>

<220>
<223>

<400>

280
16
PRT
Trinh tu nhan tao

Téng hop

280

Ala Arg Arg Asp Ser Val Leu Phe Ser Met Asn Ser Trp Leu Asp Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

281
369
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

281

gaggtgcage tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc

tcctgttcgg gatctggata caggtttacc aactactgga tcgectgggt

cccgggaaag gectggagtg gatgggtctc attcatcctg atgactctga

agcccgtcct tccaaggcca ggtcaccttt tcagtcgaca agtccatcaa

ctgcagtgga gcagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attactgtac

-215-

15

tctgaagatc
gcgccagatg
tattagatac
caccgcctac

gcgacaagac

48

60

120

180

240

300



40211

ggaatactat ggtctcataa tgcctggttc gacccctggg gccagggaac cctggtcacc 360
gtctcctca 369
<210> 282
<211> 123
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 282

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

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

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

Gly Leu Ile His Pro Asp Asp Ser Asp Ile Arg Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Phe Ser Val Asp Lys Ser Ile Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Gln Asp Gly Ile Leu Trp Ser His Asn Ala Trp Phe Asp Pro
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 283

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hap

-216-



40211

<400> 283
ggatacaggt ttaccaacta ctgg

<210> 284

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 284

Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr Trp
1 5

<210> 285
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 285
attcatcctg atgactctga tatt

<210> 286

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 286
Ile His Pro Asp Asp Ser Asp Ile
1 5

<210> 287
<211> 48
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hop

<400> 287
acgcgacaag acggaatact atggtctcat aatgcctggt tcgacccc

-217-

24

24

48



<210> 288
<211> 16
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 288

Téng hgp

40211

Trinh tu nhan tao

Thr Arg Gln Asp Gly Ile Leu Trp Ser His Asn Ala Trp Phe Asp Pro

1 5

<210> 289

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hgp

<400> 289

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag
tcctgcaagg cctctggata caccttcatt
actggtcagg gccttgattg gatgggatgg
gcacagaagt ttcagggcag agtcaccgtg
atggaactgt ccagcctgag ctctgaggac
ggcagtagct ggggcttctt tgactactgg
<210> 290

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hagp

<400> 290

10

gtgaagaagc
agttacaata
atgaacccct
acctgggaca

acggccatat

ggccagggaa

ctggggectc
tcttctgggt
tcagaaataa
cctccatcag
attactgtgc

ccctggtcac

15

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cgcaggttat
cacagcctac
gagagaacat

cgtctcctca

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

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ile Ser Tyr

20

25

30

Asn Ile Phe Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Asp Trp Met

35

40

-218-

45

60

120

180

240

300

360



40211

Gly Trp Met Asn Pro Phe Arg Asn Asn Ala Gly Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Val Thr Trp Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu His Gly Ser Ser Trp Gly Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 291
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 291
ggatacacct tcattagtta caat

<210> 292

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 292
Gly Tyr Thr Phe Ile Ser Tyr Asn
1 5

<210> 293
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

-219-



40211

<400> 293
atgaacccct tcagaaataa cgca 24

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 294

Met Asn Pro Phe Arg Asn Asn Ala
1 5

<210> 295
<211> 39
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 295
gcgagagaac atggcagtag ctggggcttc tttgactac 39

<210> 296

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 296

Ala Arg Glu His Gly Ser Ser Trp Gly Phe Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 297
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 297
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttage agcagctact tagcctggta ccagcagaaa 120

-220-



cctggeccagg

gacaggttca

cctgaagatt

caagggacca

<210> 298

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Téng hogp

<400> 298

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

20

Tyr Leu Ala Trp
35

Ile Tyr Gly Ala

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

Trp Thr Phe Gly

100

<210> 299

<211> 21

<212> ADN

<213>

220>

<223> Téng hop

ctcccagget cctcatctat ggtgcatcca gcagggecac tggeatccca
gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag

ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccttg gacgttcggc

aggtggaaat caaa

nhan tao

Thr Gln Ser

Leu Ser Cys

Tyr Gln Gln

Ser Ser Arg
55

Gly Thr Asp
70

Ala Val Tyr
85

Gln Gly Thr

Trinh tuy nhan tao

40211

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

-221-

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

180

240

300

324



<400>

299

cagagtgtta gcagcagcta ¢

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

300

7

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hagp

300

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

301

9

ADN

Trinh ty nhan tao

Tong hagp

301

ggtgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

302

3

PRT

Trinh tu nhan tao

Tong hop

302

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

303
27
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop

303

cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

40211

-222-

21

27



40211

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 304

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr

1

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

305
483
ADN

220>

<223> Bet

<400> 305
atgggtgtgt

aaggccttta
agtgttgaaa
gaaggcctcc
aaatacaatt
aacgagataa
taccacacca
ggcgagacac
taa

<210>
<211>

<212>
<213>

306
160
PRT

220>

<223>

<400> 306

5

vl

ttaattatga
tccttgatgg
acattgaagg
ctttcaagta
acagcgtgat
agatagtggc
aaggtgacca

ttttgagggc

Trinh ty nhan tao

gactgagacc
cgataacctc
aaatggaggsg
cgtgaaggac
cgagggceggt
aacccctgat
tgaggtgaag

cgttgagagc

Trinh ty nhan tao

acctctgtta
tttccaaagg
cctggaacca
agagttgatg
cccataggcg
ggaggatcca
gcagagcagg

tacctcttgg

tcccagceagc
ttgcacccca
ttaagaagat
aggtggacca
acacattgga
tcttgaagat
ttaaggcaag

cacactccga

Bet vl (M1-N16@ of accession number CAB@2159)

tcgactgttc
agccattagc
cagctttccc
cacaaacttc
gaagatctcc
cagcaacaag
taaagaaatg

tgcctacaac

Met Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala

1

5

10

-223-

15

60

120

180

240

300

360

420

480

483



Ala

Lys

Gly

Phe

65

Lys

Glu

Ser

Val

Leu
145

Arg

Val

Gly

Lys

Tyr

Lys

Ile

Lys

130

Arg

<210>
211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Leu

Ala

35

Pro

Tyr

Asn

Ile

Leu

115

Ala

Ala

307
21
PRT

Phe

20

Pro

Gly

Val

Tyr

Ser

100

Lys

Glu

Val

Trinh ty

307

AA 23-43

Phe Ile Leu Asp

1

Ile Ser Ser Val

<210>
<211>

308
13

20

Lys

Gln

Thr

Lys

Ser

85

Asn

Ile

Gln

Glu

nhan tao

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

Glu

Ser

Val

Ser
150

Phe

Ile

Lys

55

Arg

Ile

Ile

Asn

Lys

135

Tyr

of Bet vl

40211

Ile

Ser

40

Lys

Val

Glu

Lys

Lys

120

Ala

Leu

Leu

25

Ser

Ile

Asp

Gly

Ile

105

Tyr

Ser

Leu

Asp

Val

Ser

Glu

Gly

90

Val

His

Lys

Ala

Gly

Glu

Phe

Val

75

Pro

Ala

Thr

Glu

His
155

Asp

Asn

Pro

60

Asp

Ile

Thr

Lys

Met

140

Ser

Asn

Ile

45

Glu

His

Gly

Pro

Gly

125

Gly

Asp

Leu

30

Glu

Gly

Thr

Asp

Asp

110

Asp

Glu

Ala

Phe

Gly

Leu

Asn

Thr

95

Gly

His

Thr

Tyr

Pro

Asn

Pro

Phe

80

Leu

Gly

Glu

Leu

Asn
160

Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys Val Ala Pro Gln Ala

5

Glu

-224-

10

15



40211

<212> PRT
<213> Trinh tuv nhan tao

220>
<223> AA 44-56 of Bet vi

<400> 308
Asn Ile Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys
1 5 10

<210> 309
<211> 18
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> AA 2-19 of Bet vl

<400> 309

Gly val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala
1 5 10 15

Arg Leu

<210> 310
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> AA 57-70 of Bet vl

<400> 310
Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe Lys Tyr Val Lys Asp
1 5 10

<21lo> 311

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> AA 81-89 of Bet vl

<400> 311

Lys Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly
1 5

-225-



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

<220>
<223>
<400>
Gly Vval

1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

Gln Lys

312
187
PRT

Trinh tuy nhan tao

40211

Mutant Bet v 1-MMH w S85A (1-159: Bet vl (G2-N16@ of
number CAB@2159) with Myc-Myc hexahistidine tag

312

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

Leu

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ala

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Ile

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser

Ser
165

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr

150

Glu

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Asp

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Leu

-226-

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Gly
170

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser

155

Gly

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Glu

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Gln

Pro

Phe

30

Gly

Leu

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Lys

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Leu
175

accession

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Glu

160

Ile



40211

Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His

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

<220>
<223>

<400>

313
413
PRT

Trinh ty nhan tao

180

hFceRlalpha-mFc

313

Val Pro Gln

1

Phe

Glu

Thr

Glu

65

Leu

Val

Trp

Tyr

Asp

145

Glu

Lys

Val

Asn

50

Tyr

Glu

Met

Asp

Trp

130

Ser

Ser

Gly

Ser

35

Ser

Lys

Val

Glu

Val

115

Tyr

Gly

Glu

Lys

Glu

20

Ser

Ser

Cys

Phe

Gly

100

Tyr

Glu

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

Leu

Gln

Ser

85

Gln

Lys

Asn

Tyr

Leu

Lys

Val

Lys

Asn

His

70

Asp

Pro

Val

His

Tyr

150

Asn

Val

Thr

Trp

Ile

55

Gln

Trp

Leu

Ile

Asn

135

Cys

Ile

Ser

Leu

Phe

40

Val

Gln

Leu

Phe

Tyr

120

Ile

Thr

Thr

185

Leu Asn
10

Thr Cys
25

His Asn

Asn Ala

Val Asn

Leu Leu

90

Leu Arg
105

Tyr Lys

Ser Ile

Gly Lys

Val Ile

-227-

Pro

Asn

Gly

Lys

Glu

75

Gln

Cys

Asp

Thr

Val

155

Lys

Pro

Gly

Ser

Phe

60

Ser

Ala

His

Gly

Asn

140

Trp

Ala

Trp

Asn

Leu

45

Glu

Glu

Ser

Gly

Glu

125

Ala

Gln

Pro

Asn

Asn

30

Ser

Asp

Pro

Ala

Trp

110

Ala

Thr

Leu

Arg

Arg

15

Phe

Glu

Ser

Val

Glu

95

Arg

Leu

Val

Asp

Glu

Ile

Phe

Glu

Gly

Tyr

80

Val

Asn

Lys

Glu

Tyr

160

Lys



Tyr

Cys

Phe

Val

225

Ile

Thr

Pro

Val

Pro

305

Glu

Asp

Thr

Ser

Glu

Trp

Lys

Pro

210

Thr

Ser

His

Ile

Asn

290

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyr

370

Arg

Leu

Cys

195

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

275

Asn

Gly

Glu

Met

Leu

355

Phe

Asn

Gln

180

Pro

Lys

Val

Phe

Glu

260

His

Lys

Ser

Met

Pro

340

Asn

Met

Ser

165

Glu

Ala

Ile

Val

Val

245

Asp

Gln

Asp

Val

Thr

325

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

Pro

Pro

Lys

Val

230

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg

310

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Arg

Asn

Asp

215

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

295

Ala

Lys

Ile

Asn

Lys

375

Cys

40211

Gly

Leu

200

Val

Val

Val

Ser

Met

280

Ala

Pro

Gln

Tyr

Thr

360

Leu

Ser

Pro

185

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

265

Ser

Pro

Gln

Val

Val

345

Glu

Arg

Val

170

Thr

Gly

Met

Glu

Val

250

Leu

Gly

Ile

Val

Thr

330

Glu

Pro

Val

Val

-228-

Ile

Gly

Ile

Asp

235

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

315

Leu

Trp

Val

Glu

His

Lys

Pro

Ser

220

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

300

Val

Thr

Thr

Leu

Lys

380

Glu

Pro

Ser

205

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

285

Thr

Leu

Cys

Asn

Asp

365

Lys

Gly

Cys

190

Val

Ser

Asp

Gln

Ser

270

Lys

Ile

Pro

Met

Asn

350

Ser

Asn

Leu

175

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

255

Ala

Cys

Ser

Pro

Val

335

Gly

Asp

Trp

His

Pro

Ile

Ile

Gln

240

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

320

Thr

Lys

Gly

Val

Asn



385

390

40211

395

His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys

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

<220>
<223>

<400>

314
160
PRT

Trinh tu nhan tao

405

410

Bet v 1 amino acid sequence from

314

Met Gly Val

1

Ala

Lys

Gly

Phe

65

Lys

Glu

Ser

Val

Leu
145

Arg

Val

Gly

50

Lys

Tyr

Lys

Ile

Lys

130

Arg

Leu

Ala

35

Pro

Tyr

Asn

Ile

Leu

115

Ala

Ala

Phe

Phe

20

Pro

Gly

Val

Tyr

Ser

100

Lys

Glu

Val

Asn

Lys

Gln

Thr

Lys

Ser

85

Asn

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

70

Val

Glu

Ser

Val

Ser
150

Glu

Phe

Ile

Lys

55

Arg

Ile

Ile

Asn

Lys

135

Tyr

Thr

Ile

Ser

40

Lys

Val

Glu

Lys

Lys

120

Ala

Leu

Glu Thr
10

Leu Asp

25

Ser Val

Ile Ser

Asp Glu

Gly Gly

90

Ile Val

105

Tyr His

Ser Lys

Leu Ala

-229-

Uniprot: P15494

Thr Ser Val

Gly Asp Asn

Glu Asn Ile
45

Phe Pro Glu
60

Val Asp His
75

Pro Ile Gly

Ala Thr Pro

Thr Lys Gly
125

Glu Met Gly
140

His Ser Asp
155

Ile

Leu

30

Glu

Gly

Thr

Asp

Asp

110

Asp

Glu

Ala

Pro

15

Phe

Gly

Phe

Asn

Thr

95

Gly

His

Thr

Tyr

400

Ala

Pro

Asn

Pro

Phe

80

Leu

Gly

Glu

Leu

Asn
160



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

<220>
<223>

<400>

315
16
PRT

Trinh tu nhan tao

AA 81-96 of Bet vl

315

40211

Lys Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

316
446
PRT

Trinh tu nhan tao

H4H17038P2 HC

316

Glu Vval Gln

1

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Thr

Ala

100

Thr

5

Val

Ser

Val

Asp

Thr

Ser

85

Ile

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Ala
120

10

Gly Asp
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Ile

Asp Asn

Glu Asp

90

Ser Phe
105

Ser Thr

-230-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Val

Thr

Lys

Ala

Asn

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Val

Trp

Pro
125

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Ser

15

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe



Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
340

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

40211

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

Pro
345

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

-231-

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu
350

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro



Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

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

<220>
<223>

<400>

Glu
355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

317
214
PRT

Trinh tu nhan tao

H4AH17038P2 LC

317

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Ile

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

40211

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
440

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Cys His Gln

-232-

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Leu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Phe

Leu

Trp

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

80

Leu



Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

210

<210>

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

318

<211> 446

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

H4H16987P HC

318

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Trinh ty nhan tao

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1

5

40211

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly Leu Val

10

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

20

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln

35

25

Ala Pro Gly Glu Gly

40

-233-

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

95

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

160

Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser

Gln Pro Gly Gly

15

Val Ser Ser Asn

30

Leu Glu Trp Val

45



Ser

Gly

65

Gln

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Val

50

Arg

Met

His

Met

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Ile

Phe

Asn

Ser

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Phe

Thr

Ser

Asn

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys
260

Ser

Ile

Leu

85

Trp

Val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Gly

Ser

70

Arg

Asn

Ser

Ser

Asp
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