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(54) KHANG THE GAN KET DAC HIEU VOI PROTEIN YEU TO BO SUNG 5 (C5)
VA DUOC PHAM CHUA KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé don dong ma gin két voi protein yéu t6 bd sung 5
(C5), va phuong phap sur dung khang thé nay. Theo cac phuong an khac nhau cua sang
ché, cac khang thé nay 1a cac khang thé hoan toan cua ngudi ma gan két voi C5 protein.
Theo mét s6 phuong an, cac khang thé theo sang ché 1 hitu ich dé wc ché hodc lam trung
hoa hoat tinh C5, do d6 tao ra phuong phap diéu tri hoic ngan ngtra bénh hodc ri loan lién
quan dén C5 & ngudi. Theo mot s phuong an, sang ché dé cap dén khang thé khang C5
ma co6 cac dac tinh dugc dong hoc va duoc lyc hoc dugc cai thién, vi du nira chu ky phan
rd nhiéu hon 10 ngay.
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Tham chiéu dén cac don séang ché ¢é lién quan

Don nay duoc ndp vao ngay 13 thang 6 nam 2017 dudi dang don quéc té va yéu
cau hudng quyén uu tién tir don My tam thoi s 62/349,705, ndp ngay 14 thang 6 nam
2016; 62/405,561, ndp ngay 7 thang 7 ndm 2016; va 62/422,107 dugc ndp ngay 15
thang 1 nam 2016, phdn md ta cua tirg don nay dugc dua vao ddy bang cach vién dan
dén toan bd nodi dung.
Linh vye ky thudt dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua cac
khang thé lién két dic hiéu vai yéu t6 bd thé C5, va phuong phép diéu tri va chan doan
str dung céc khang thé nay.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

He thdng bd thé 12 nhom protein cla protein huyét tuong ma khi duge hoat héa
thi din dén qué trinh lam tan té bao dich va hd trg qua trinh phan giai dai thuc bao
thong qua viéc opsonin hoa. BS thé duoc hoat hoéa thong qua mot loat cac bude phan
giai protein bang ba con dudng chinh: con dudng cb dién, ma thuong dugce hoat hoa
boi cac phitc hop mién dich, mot con duong khac ma dugc tao ra boi cac bé mit té bao
khodng dwge bao vé va con duong lectin lién két manoza. Ca ba con dudng thudce thac
bé thé nay déu tip trung vao viéc phan cit phan giai protein cua thanh phéan bd thé 5
(complement component 5 - C5) dan dén viéc tao ra cdc manh C5a va C3b, mot quy
trinh ma can thiét trong qua trinh hoat hoa thac bo thé néu trén. CSa ¢6 thé tao ra cac
dép ung sinh ly da huéng théng qua viéc lién két véi céc thu thé cia né (Monk er al
2007, Br. J. Pharmacol. 152: 429-448). C5a la mét yéu td trung gian tién viém tiém an
ma tao ra su di chuyén hoa hudng hoa chét, tang cuong su bam dinh cua té bao, kich
thich viéc dbt chay oxy hoa, va gy giai phong nhiéu chét trung gian gay viém khac
nhau nhu histamin hodc cac xytokin. C5b diéu hoa su hinh thanh cia céc phirc hop tén
cong mang (membrane-attack complex — MAC), hodc C5b-9) dan dén viéc lam tan té
bao trong cac pha mugn ciia qua trinh gay doc té bao phu thude bo thé (complement
dependent cytotoxicity - CDC). Hon thé nira, trong cac té bao c6 nhén ma khang dugc

qué trinh lam tan té bao nay bang C5b-9, cac luong dudi mire [am tan té bao ctia CSb-
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9 c6 thé gay hoat hoa té bao ma dan dén su tang sinh té€ bao, tao ra cac chit trung gian
tién viém va san sinh ra nén ngoai bao.

Céc khang thé don dong khang C5 1a da biét trong linh vyc k¥ thuat nay va da
dugc mo ta, vi du, trong cic patent/cong bd don My s6 9206251, 9107861, 9079949,
9051365, 8999340, 8883158, 8241628, 7999081, 7432356, 7361339, 7279158,
6534058, 6355245, 6074642, 20160299305, 20160051673, 20160031975,
20150158936, 20140056888, 20130022615, 20120308559, va trong W0O2015198243,
WO02015134894, WO2015120130, EP2563813B1, EP2328616B1, va EP2061810B1.

Céc khang thé hoan chinh ¢ nguoi lién két dac hiéu véi protein C5 véi & luc
cao va c6 dic tinh dugc dong hoc duogc cai thién cé thé dong vai tro quan trong trong
viéc ngan ngura va diéu tri nhiéu bénh khac nhau gén vl C5 (vi du, hoi ching tan
huyét tang ure mau khong dién hinh).
Ban chat k§ thudt ciia sang ché

Séng ché dé xudt cac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cia ching
lién két dac hiéu véi yéu t6 bd thé protein 5 (C5). Cac khang thé theo sédng ché c6 tac
dung dé, ngodi cdc tdc dung khdc, e ché hodc trung hoa hoat tinh cua protein CS5.
Theo mot sé phuong an nhét dinh, cac khang thé nay c6 tac dung ngin ngira, diéu trj
hodc lam giam it nhét 1a mot triéu chung hoac dau hiéu ctia bénh hoic rdi loan gén vOli
CS & doi tugng. Theo mot sd phuong an nhat dinh, cac khang thé nay co thé duoc
dung v6i muc dich ngan ngira hodc diéu tri cho dbi tuong da méc hodc ¢o nguy co méc
bénh hodc rdi loan gin v6i C5. Theo mot sb phuong 4n nhét dinh, cac khang thé khang
C5 1a cac khang thé hoan chinh & ngudi lién két véi C5 véi ai luc cao va c6 dédc tinh
dugc dong hoc (pharmacokinetic - PK) va duoc luc hoc (pharmacodynamic - PD)
dugc cai thién. Céc khang thé c6 PK/PD cai thién c¢6 thé duoc dung dé cung cdp hiéu
lyc wu viét hon, cung vai s6 1an dung lidu it & dbi tuong mic bénh hoac rdi loan gén
véi CS.

Céc khéng thé theo sang ché co thé ¢6 chiéu dai ddy du (vi du, khang thé IgG1
hozc 1gG4) hodc co thé chi bao gbém phén lién két khang nguyén (vi du, manh Fab,
F(ab’), hodc scFv), va co thé duoc cai bién dé tac dong dén chue nang, vi du, lam tang

thot gian luu lai trong vat chi hodc loai bé duge cac chirc nang tac dong du thira
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(Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-1933). Theo mét s6 phuong an nhat dinh,
cac khang thé nay c6 thé c6 tinh dic hiéu kép.

Theo khia canh dau tién, séng ché dé xuit cac khang thé don dong tai td hop da
phan 14p hodc cdc manh lién két khang nguyén cta ching ma lién két dac hiéu véi
protein C5. Theo mdt s6 phuong an, cac khang thé nay 1a cac khang thé don dong hoan
chinh & nguoi.

Céc khang thé khang C5 vi du theo sang ché dugce liét ké trong cac bang 1 va 2
¢ ddy. Bang 1 néu cac ma dinh danh trinh tu axit amin cta vung bién ddi chudi nang
(HCVR), vung bién ddi chudi nhe (LCVR), ving quyét dinh tinh bd tro cua chudi
nang (HCDRI, HCDR2 va HCDR3), va ving quyét dinh tinh bd trg cia chudi nhe
(LCDRI1, LCDR2 va LCDR3) cta céac khang thé khang C5 vi du. Béang 2 néu cac ma
dinh danh trinh ty axit amin cia HCVR, LCVR, HCDR1, HCDR2 HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3 c4c khang thé khang C5 ching han.

Sang ché dé xuat cdc khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cuta
ching, bao gém HCVR bao gém trinh tu axit amin duoc chon tir bat ky trinh tu axit
amin HCVR dugc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu gan tuong tu cta né co mirc do
ddng nhét vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhét la 95%, it nhat 12 98% hodc it nhat 13 99%.

Sang ché ciing dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
ching, bao gém LCVR bao g61n trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu axit amin
LCVR bit ky duoc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tw gan twong tu clia n6 ¢6 mic do
dong nhat vé trinh ty it nhat 1a 90%, it nht 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuit cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
ching, bao gdm cfp trinh ty axit amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) bao gdm bt
ky trinh tu axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang 1 dugce ghép cip vdi trinh tu axit
amin LCVR bat ky duoc liét ké trong Bang 1. Theo cdc phuong an nhat dinh, sang ché
dé xudt cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cuia ching, bao gdm Cap
trinh tw axit amin HCVR/LCVR nam trong khang thé khang C5 bat ky vi du duoe liét
ké trong Bang 1. Theo mot sb phuong an nhat dinh, cip trinh tu axit amin
HCVR/LCVR duge chon tr nhém gdm c6 SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58,
66/74, 82/90, 98/106, 98/114, 122/106, 98/130, 138/106, 146/106, 122/130, 146/114,
146/130, 138/130, 154/162, 170/178, 186/194, 202/210, 218/226, 234/242, 250/258,
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266/258, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330, va 338/346. Theo mot sé phuong 4n
nhét dinh, cédp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tr mot trong s6 SEQ ID
NO: 50/58 (vi du, HAHI12161P), 98/106 (vi du, HAH12166P), 138/106 (vi du,
H4H12166P5), hodc 202/210 (vi du, H4H12170P). Theo mot sb phuong 4n nhét dinh,
sang ché dé xudt cac khang thé khang C5 hodc cdc manh lién két khang nguyén cua
chiing bao gdbm HCVR va LCVR, HCVR néu trén bao gdm trinh ty axit amin duoc liét
ké trong Béang 1 c6 khong nhiéu hon nam thay thé axit amin, va LCVR néu trén bao
g61n trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 c6 khong nhiéu hon hai thay thé axit
amin. Vi du, sang ché dé xuét cac khang thé khang C5 hodc cac ménh lién két khang
nguyén cua chiing bao gdbm HCVR va LCVR, HCVR néu trén bao gbm trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 98 c6 khong nhiéu hon nam thay thé axit amin, va LCVR néu trén
bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 106 c6 khong nhiéu hon hai thay thé axit
amin. Theo phuong an khéc, sang ché dé xuit cac khang thé khang C5 hoac cac manh
lién két khang nguyén cta ching bao gbm HCVR va LCVR, HCVR néu trén bao gbm
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 98 c¢¢ it nhét 1a mot thay thé axit amin, va LCVR néu
trén bao goém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 106 ¢6 mot thay thé axit amin.

Séng ché cling dé xuét cac khang thé, hoac cac manh lién két khéng nguyén cua
ching, bao gdbm CDR1 chudi ning (HCDR1) bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tur
trinh tu axit amin HCDR1 bét ky duoc liét ké trong Bang 1 hodc trinh tu gan tuong tu
ctia n6 ¢6 mic do dong nhat vé trinh ty it nhat 1a 90%, it nhit 1a 95%. it nhat 1a 98%
hodc it nhét 12 99%.

Séng ché cling dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
chiing, bao gdbm CDR2 chudi ning (HCDR2) bao gdm trinh tv axit amin duoc chon tr
trinh tu axit amin HCDR2 bét ky duoc liét ké trong Bang 1 hodc trinh tu gan tuong tu
cta n6 ¢6 mirc dd dong nhét vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%. it nhét 1a 98%
hodc it nhét 12 99%.

Séng ché ciing dé xudt cac khang thé, hodc cac méanh lién két khang nguyén cua
chiing, bao gdbm CDR3 chudi ning (HCDR3) bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir
trinh tu axit amin HCDR3 bat ky duoc liét ké trong Bang 1 hodc trinh tu g?m tuong tu
ctia n6 ¢6 mic dd dong nhit vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98%

hodc it nhét 1a 99%.



41479

Sang ché cling dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
ching, bao gém CDRI1 chudi nhe (LCDR1) bao gém trinh tu axit amin dugc chon tu
céc trinh tu axit amin LCDR1 bét ky duoc liét ké trong Bang 1 hodc trinh tu gin twong
tu ctia n6 ¢6 it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhat 1a 99% mirc do
dong nhét vé trinh tu.

Séng ché cling dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cia
chung, bao gém CDR2 chudi nhe (LCDR2) bao gém trinh tu axit amin duoc chon tur
trinh ty axit amin LCDR2 bat ky duoc liét ké trong Bang 1 hodc trinh ty gan tuong tu
cta nd ¢6 mirc do dong nhit v& trinh tu it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98%
hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
chung, bao gém CDR3 chudi nhe (LCDR3) bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir
bat ky trinh tu axit amin LCDR3 duge liét ké trong Bang 1 hodc trinh tu gan tuong tu
clia n6 co it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99% mirc do
dong nhat v& trinh tu.

Sang ché ciing dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
chiing, bao gom cgp trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) bao gdm
trinh ty axit amin HCDR3 bat ky duoc liét ké trong Bang 1 dugc ghép cip voi bat ky
trinh ty axit amin LCDR3 dugc liét ké trong Bang 1. Theo cic phuong an nhét dinh,
sang ché dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua chung, bao
gom cgp trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3 nim trong khéng thé khang C5 bét ky vi
du duogc liét ké trong Bang 1. Theo mdt s6 phuong 4n nhit dinh, cap trinh ty axit amin
HCDR3/LCDR3 duoc chon tir nhém gém ¢6 SEQ ID NO: 56/64 (vi du, H4H12161P),
104/112 (vi du, H4H12166P), 144/112 (vi du, H4H12166P5), va 208/216 (vi du,
H4H12170P).

Séang ché ciing dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua
ching, bao gom HCVR va LCVR, HCVR néu trén bao gbm HCDRI bao gbm trinh tu
axit amin khac véi trinh ty axit amin duge liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin,
HCDR2 bao gém trinh tu axit amin khéc véi trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang
1 boi 1 axit amin, va HCDR3 bao gé)ln trinh tu axit amin khac véi trinh tu axit amin

dugc liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin. Theo mot sé phuong an nhét dinh, sang ché
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dé xudt cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cua chung, bao goém
HCVR va LCVR, LCVR néu trén bao gdm LCDRI bao gdm trinh tyu axit amin khac
v6i trinh ty axit amin dugc liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin, LCDR2 bao gém trinh
tu axit amin khéc véi trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 bsi 1 axit amin, va
LCDR3 bao gbm trinh tu axit amin khac v6i trinh tu axit amin dugc liét ké trong Bang
1 boi 1 axit amin. Vi dy, séng ché dé xudt cic khang thé khang C5, hodc céc manh lién
két khéng nguyén ciia ching, bao gdbm HCVR va LCVR, HCVR néu trén bao gbm
HCDRI bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 100 hoac trinh tu axit amin khac véi
SEQ ID NO: 100 béi 1 axit amin, HCDR2 bao gbm trinh tu axit amin SEQ ID NO:
102 hodc trinh tu axit amin khac véi SEQ ID NO: 102 boi 1 axit amin, va HCDR3 bao
g6m trinh ty axit amin SEQ ID NO: 104 hodc trinh tu axit amin khac v6i SEQ ID NO:
104 boi 1 axit amin. Theo phuong 4n vi du khéc, sang ché dé xuat cac khang thé, hoac
cac manh lién két khang nguyén cia chung, bao gdbm HCVR va LCVR, LCVR néu
trén bao gom LCDRI1 bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 108 hodc trinh tu axit
amin khac véi SEQ ID NO: 108 bdi 1 axit amin, LCDR2 bao gdm trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 110 hodc trinh tu axit amin khac véi SEQ ID NO: 110 bdi 1 axit amin, va
LCDR3 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 112 hodc trinh tu axit amin khéac véi
SEQ ID NO: 112 béi 1 axit amin.

Séng ché dé xuat céc khang thé, hodc cdc manh lién két khang nguyén cua
chung, bao gém chudi ning bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 353, hoac trinh tu
gin trong tu ctia n6 co muc do dong nhat vé trinh tu it nhat 1a 80%, it nhét 1a 85%, it
nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché cling dé xudt cac khang thé, hoac cac manh lién két khéng nguyén cua
chung, bao g@)m chudi nhe bao gSm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 354, hodc trinh tu
gén twong tu cia né co mire do ddng nhat vé trinh tw it nhat 1a 80%, it nhat 1a 85%, it
nhét 1a 90%, it nht 1a 95%, it nhat 14 98% hodc it nht 1a 99%.

Theo mot s6 phuong an nhét dinh, sang ché dé& xuat cac khang thé, hodc cac
manh lién két khang nguyén cua chung, bao gdom chudi ning bao gom trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 353, hodc trinh tu gé“m tuong tu cua nd c6 muac do déng nhét vé

trinh tu it nhét 1a 80%, hodc it nhdt 1a 90%; va chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin
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SEQ ID NO: 354, hoac trinh tu gén tuong ty cua n6 cd muc do déng nhét vé trinh tu it
nhat 12 80%, hodc it nhit 1 90%.

Séng ché ciing dé xuét cac khang thé, hodc cac manh lién két khang nguyén cia
ching, bao gdm mot bd gdm sau CDR (nghia la, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDRI1-
LCDR2-LCDR3) ndm trong khang thé khang C5 bat ky vi du duogc liét ké trong Bang
1. Theo mét sb phuong an nhét dinh, bo trinh tu axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-
LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tir nhém goém c6 SEQ ID NO: 52-54-56-60-62-64
(vi du, H4H12161P), 100-102-104-108-110-112 (vi du, H4H12166P), 140-142-144-
108-110-112  (vi du, HA4HI2166P5), va 204-206-208-212-214-216 (vi du,
H4HI12170P).

Theo mdt phuong 4n lién quan, sang ché dé xuét cac khang thé, hodc cac méanh
lién két khang nguyén cia chung, bao gbm mot bd gdm sau CDR (nghia la, HCDR1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) nidm trong cap trinh ty axit amin
HCVR/LCVR nhu duogc xac dinh béng khang thé khéng C5 bat ky vi du duoc liét ké
trong Bang 1. Vi du, sang ché bao gdm cac khang thé, hodc cac manh lién két khéang
nguyén cua ching, bao gém bd trinh tu axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-LLCDR1-
LCDR2-LCDR3 nam trong cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém
gdm c6 SEQ ID NO: 50/58 (vi du, H4H12161P), 98/106 (vi du, H4H12166P), 138/106
(vi du, H4H12166P5), hodc 202/210 (vi du, H4H12170P). Cac phuong phap va céc k§
thuat dé xac dinh cac CDR nim trong Céc trinh tu axit amin HCVR va LCVR la da
biét o trong linh vuc k§ thuat ndy va c6 thé duoc str dung dé xac dinh cac CDR nam
trong cdc trinh tu axit amin HCVR va/hodc LCVR di néu cu thé duoc mo ta & day. Vi
du cac quy udce cé thé duge s dung dé xac dinh duong bién gidi cua cac CDR bao
gém, vi dy, quy u6e xac dinh Kabat, quy udc xac dinh Chothia, va quy uéc xac dinh
AbM. Théng thudng, quy udce xac dinh Kabat dua trén tinh bién thién cua trinh tu, quy
ude xdc dinh Chothia dua trén vi tri cua cc vang vong trong cau tric, va quy udc xac
dinh AbM la dang két hop gifra cac tiép can theo quy udc Kabat va quy udc Chothia.
Xem, vi du, Kabat, "Sequences of proteins of Immunological Interest," National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J. Mol. Biol. 273:927-
948 (1997); va Martin ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Céc co

56 dir liéu da cong bd cling c6 sin dé xac dinh trinh tr CDR trong mot khang thé.
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Theo mot sb phuong 4n nhét dinh, sang ché bao gdbm khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cta ching ma lién két dic hiéu véi C5, trong dé khang thé hodc
manh lién két khdng nguyén cua chung bao gém ba ving quyét dinh tinh bd trg cua
chudi nang (CDR) (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) ndm trong vung bién ddi chudi ning
(HCVR) va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nam trong ving bién dbi
chudi nhe (LCVR), trong d6 HCVR nay bao gdm: (i) trinh tu axit amin SEQ ID NO:
98, (ii) trinh ty axit amin giéng it nhat 1a 90% v6i trinh tw néu trong SEQ ID NO: 98,
(iii) trinh tu axit amin gidng it nhat 1a 95% trinh tu néu trong SEQ ID NO: 98: hoc
(iv) trinh tu axit amin SEQ ID NO: 98 c¢6 khong nhiéu hon 5 thay thé axit amin; va
LCVR nay bao gém: (1) trinh ty axit amin SEQ ID NO: 106, (ii) trinh tu axit amin
gibng it nhit 14 90% voi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 106, (iii) trinh tu axit amin
gidng it nhit 1a 95% trinh tu néu trong SEQ ID NO: 106: hodc (iv) trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 106 ¢6 khéng nhiéu hon 5 thay thé axit amin.

Sang ché bao gdm cac khang thé khang C5 c¢6 mé hinh glycosyl hda cai bién.
Theo mdt sb phuong an, viée cai bién dé loai bo cac vi tri glycosyl héa khong mong
mudn cé thé hiru ich, hoac khang thé thiéu nhom fucoza c6 mit trén chudi oligosacarit,
vi du, dé lam tang chrc ndng ADCC (xem tai liéu: Shield er al. (2002) JBC
277:26733). Trong céc Gng dung khéc, viéc cai bién galactosyl hoa co thé duoc tao ra
dé cai bién chuc nang CDC.

Theo mot sé phuong 4n nhat dinh, sang ché dé xuét cac khéng thé va cac manh
lién két khang nguyén ciia chung ma biéu hién viéc lién két C5 phy thude do pH. Vi
du, sang ché bao gbém cac khang thé va manh lién két khdng nguyén cua chiing ma lién
két vi C5 v6i ai luc cao hon & do pH trung tinh so véi & do pH axit (nghia la, kha
ning lién két giam & do pH axit).

Theo mot sé phuwong 4n nhat dinh, sang ché dé xuat cac khang thé va manh lién
két khang nguyén ma thé hién céc dac diém dugc dong hoc va dugc luc hoc duogc cai
thién, vi du, sdng ché dé xuét cac khang thé khang C5 ma c6 thoi gian ban huy trong
huyét thanh dai. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, cac khang thé khang C5 theo sang
ché co ndng do trong huyét thanh ctia C5 & chudt duoc lam gidng nguoi 1on hon 10

ng/mL 1én t6i 40 ngay. Theo mot s phuong 4n nhét dinh, cac khang thé khang C5
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theo sang ché phong bé qua trinh tan huyét ctia CP- va AP 1én t6i 35 ngay khi dung C5
& chudt duoc lam gidng nguoi.

Sang ché cling dé xudt céac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua
ching canh tranh lién két dic hiéu voi C5 voi khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cla ching bao gébm cac CDR cia HCVR va cac CDR ciia LCVR, trong dé
HCVR va LCVR tung ving ¢o trinh ty axit amin dugc chon tir cac trinh tu HCVR va
LCVR dugc liét ké trong Bang 1.

Séng ché ciing dé xuét cac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua
chiing canh tranh chéo dé lién két véi C5 véi khéng thé tham chiéu hodc manh lién két
khéng nguyén ctia ching bao gém cic CDR ctia HCVR va cac CDR cia LCVR, trong
do HCVR va LCVR tirng viing c6 trinh ty axit amin dugc chon tr c4c trinh tw HCVR
va LCVR dugc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing dé xuét cac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua
chung lién két voi cung epitop véi khang thé tham chiéu hodc manh lién két khang
nguyén ctia chiing bao gébm cac CDR cia HCVR va ciac CDR cua LCVR, trong dé
HCVR va LCVR ting vung c6 trinh ty axit amin dugc chon tir cac trinh tu HCVR va
LCVR duoc liét ké trong Bang 1. Theo mdt sé phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xut
cac khang thé va cdc manh lién két khang nguyén cta chung lién két vai cung epitop
v6i khéng thé tham chiéu hodc ménh lién két khang nguyén cta ching bao gom céc
CDR cua HCVR va cidc CDR cua LCVR, trong d6 cip trinh tu axit amin
HCVR/LCVR ¢6 SEQ ID NO: 98/106.

Séng ché ciing bao g0m céc khéng thé khang C5 va cac manh lién két khang
nguyén cda chung lién két véi mot hodc nhidu cac gbc axit amin nim trong chudi
alpha va/hodc chudi beta ctia C5. Theo mot sb phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét
cac khing thé va cac manh lién két khang nguyén cua ching lién két vdi mot hodc
nhiéu axit amin trong chudi alpha ctia C5 va mot hodc nhiéu axit amin trong chudi beta
cia C5. Theo mot sd phuong an nhét dinh, sang ché dé xudt cac khang thé va cac
méanh lién két khang nguyén cta ching lién két v4i mot hodc nhidu axit amin trong céac
chudi alpha va beta ctia C3, trong do céc khéng thé nay khong lidn két v6i mién C5a
anaphylatoxin. Theo mot s6 phuong én nhét dinh, sang ché dé xudt cac khang thé

khang C5 ma tuong tac véi mot hodc nhiéu axit amin nam trong C5 ¢ nguoi (SEQ ID
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NO: 359). Theo mot sé phuong 4n nhat dinh, sang ché dé xuét cac khang thé khang C5
ma tuong tac véi mot hodc nhiéu axit amin nam trong C5 & nguoi (SEQ ID NO: 359),
trong d6 cac khang thé nay khong lién két véi mién CSa anaphylatoxin cia C5. Theo
mdt s6 phuong an nhét dinh, sang ché dé xuat cac khang thé khang C5 va cac manh
lién két khang nguyén ciua ching ma tuong tac vdi trinh ty axit amin duoc chon tur
nhom gém 6 (a) cac axit amin 591 dén 599 cla SEQ ID NO: 359; (b) cac axit amin
593 dén 599 cua SEQ ID NO: 359; (c) c4c axit amin 775 dén 787 cua SEQ ID NO:
359; (d) céc axit amin 775 dén 794 ctia SEQ ID NO: 359; va (e) cac axit amin 779 dén
787 cua SEQ ID NO: 359. Theo mot sé phuong an nhat dinh, sang ché dé xuit cac
khéng thé khang C5 va cac manh lién két khang nguyén cta chung ma tuong tac véi
mdt hozc nhidu axit amin nim trong SEQ ID NO: 359, vi du, sang ché dé& xuit cac
khang thé khang C5 va cdc ménh lién két khang nguyén cua chung ma tuong tac véi it
nhét 1 5 axit amin, it nhat 1 10 axit amin, hodc it nhit la 15 axit amin nim trong SEQ
ID NO: 361. Theo mdt sé phuwong an nhat dinh, sang ché dé xudt cac khang thé khang
C5 va cac manh lién két khang nguyén cla ching ma tuong tdc v4i mot hodc nhiéu
axit amin nam trong SEQ ID NO: 359, vi du, sang ché dé xuét céc khang thé khang C5
va cac manh lién két khang nguyén cua ching ma tuong tac vé6i it nhat 1a 5 axit amin
nam trong SEQ ID NO: 360. Theo mot s6 phuong én nhét dinh, sang ché dé xudt cac
khang thé khang C5 va cdc manh lién két khang nguyén cua ching ma tuong tac véi it
nhit 1a 5 axit amin ndm trong SEQ ID NO: 360 va 361. Theo mdt sd phuong 4n nhat
dinh, séang ché dé xuét cac khang thé khang C5 va cdc méanh lién két khang nguyén cua
ching ma twong téc véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 360 (tuong ung voi cac axit
amin 591 dén 599 cua SEQ ID NO: 359) va v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO: 361
(twong Ung voi cac axit amin 775 dén 794 cua SEQ ID NO: 359).

Theo mot s6 phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia chung
¢6 the lién két dac hiéu véi CS theo cach chu van, nghia 1, no co thé tang cuong hodc
kich thich viéc lién két va/hodc hoat tinh d6i véi CS: theo céac phuong an khac, khang
thé ¢6 thé lién két dac hiéu véi C5 theo cach déi khdng, nghfa 1a no c6 thé phong bé
viéc lién két va/hodc hoat tinh d6i véi C5.

Sang ché cling dé xuat cac khéng thé da phan lap va cdc manh lién két khang

nguyén clia ching phong bé viée C5 lién két véi C5 convertaza. Theo mot s6 phuong
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an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta chung phong bé viéc C5 lién két
véi CS convertaza c6 thé lién két véi cung epitop trén CS véi CS convertaza hodc co
thé lién két véi epitop khéc trén C5 v6i C5 convertaza. Theo mot sd phuong 4n, sang
ché dé xuit cac khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén cta ching phong bé
lién két ctia C5 véi C5 convertaza & khi.

Theo mét sb phwong 4n nhit dinh, céc khang thé nay hodc cac manh lién két
khang nguyén cta sang ché c6 tinh dic hiéu kép bao gdm tinh dic hiéu lién két thi
nhat v6i epitop thi nhét ciia protein C5 va tinh dac hiéu lién két thtt hai véi epitop thir
hai cta protein C5 trong do céc epitop thtr nhit va tha hai la khac nhau va va khong
chdng 14p 1én nhau.

Theo mot sb phuong an nhét dinh, céc khang thé nay va céc manh lién két
khang nguyén ctia sang ché lién két véi C5a véi ICsy nho hon 0,5nM. Theo mdt s6
phuong an nhét dinh, céc khang thé nay bao gbm HCVR bao gobm trinh tu axit amin
duoc chon tir nhom gém c6 SEQ ID NO: 290, 306, 322, va 338. Theo mot s phuong
an nhat dinh, céc khang thé nay bao g6m LCVR bao gOm trinh ty axit amin duoc chon
tr nhom gé)m co6 SEQ ID NO: 298, 314, 330, va 346.

Theo mt s6 phuong an nhat dinh, sang ché dé& xudt khang thé da phén lap hoac
manh lién két khang nguyén cua ching c6 mot hodc nhiéu dac diém sau day: (a) la
khang thé don dong hoan toan 6 ngudi; (b) lién két voi C5 & nguoi véi hang s phan ly
(Kp) nho hon 0,9nM & 25°C, nhu do dugce trong thir nghiém cong huong plasmon bé
mat; (¢) lién két voi C5 & ngudi voi Kp nhé hon 0,3nM ¢ 37°C, nhu do duoc trong thu
nghiém cong huong plasmon bé mat: (d) lién két voi C5 & khi véi Kp nho hon 65nM,
nhu do dugc trong thir nghiém cong hudng plasmon bé mat; (¢) lién két v6i bién thé
R885H cua C5 ¢ nguoi (SEQ ID NO: 356) véi K nhd hon 0,5nM, nhu do dugc trong
thir nghiém cdng huéng plasmon bé mat; (f) lién két v6i bién thé R885C cua C5 &
nguoi (SEQ ID NO: 357) véi Kp nhé hon 0,5nM, nhu do duge trong thi nghiém cong
huéng plasmon bé mit; (g) phong bé qué trinh tan huyét thong qua con duong ¢6 dién
qua trung gian C5 ¢ nguoi (CP) hon 95% va véi ICsg nhd hon 6nM, nhu do duge trong
thtr nghiém l1am tan huyét CP; (h) phong bé qué trinh tan huyét théng qua con duong
thay thé qua trung gian C5 ¢ nguoi (AP) hon 70% va v6i ICsy nhd hon 165nM, nhu do

dugc trong thtr nghiém lam tan huyét AP; (i) Gc ché qua trinh tan huyét CP qua trung
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gian C5 ¢ khi xanh Chau Phi v&i ICsp nho hon 185nM, nhu do dugc trong thir nghiém
lam tan huyét CP; (j) e ché qué trinh tan huyét AP qua trung gian C5 & khi xanh Chau
Phi v6i ICsp nhd hon 235nM, nhu do dugce trong thir nghiém lam tan huyét AP; (k) ac
ché qua trinh tan huyét CP qua trung gian C5 & khi ddu ché vé6i ICs, nhéd hon 145nM,
nhu do dugc trong thir nghiém lam tan huyét CP; va (1) e ché qué trinh tan huyét AP
qua trung gian C5 & khi dau ché vé6i ICso nho hon 30nM, nhu do duge trong tha
nghiém lam tan huyét AP.

Theo mdt s6 phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé khéang C5 don
dong tai t6 hop da phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua chung c6 mot hodc
nhiéu dic diém sau day: (a) bao gdm mot bo 26m sau CDR bao gbm trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 100-102-104-108-110-112; (b) lién két véi CS & ngudi v6i hing sé phan
ly (Kp) nhé hon 0,2nM & 25°C, nhu do duoc trong tht nghiém c¢ong huong plasmon
bé mit; (c) lién két v6i CS & nguoi voi Kp nho hon 0,3nM & 37°C, nhu do duoc trong
thtr nghiém cdng hudng plasmon bé mat; (d) lién két v6i bién thé cua C5 & nguoi
(R885H) voi Kp nhé hon 0,4nM & 37°C, nhu do dugc trong thir nghiém cong hudng
plasmon bé mat; (e) e ché qué trinh tan huyét qua trung gian la con duong cb dién
(CP) cua huyét thanh nguoi véi ICsy nhé hon 3nM; (f) tc ché qua trinh tan huyét qua
trung gian 1a con dudng thay thé (AP) ctia huyét thanh nguol voi ICsy nhd hon 27nM;
() Grc ché qua trinh tan huyét qua trung gian CP ctia huyét thanh khi v6i ICsy nhé hon
21nM; (g) e ché qué trinh tan huyét qua trung gian AP ctia huyét thanh khi voi [Cs,
nho hon 10nM; (h) c6 thoi gian ban huy (t),) 1on hon 10 ngay & chudt ¢é C5 duoc lam
gidng nguoi; (i) c6 ndng do trong huyét thanh 16n hon 10 pg/mL cho t6i tan ngay thu
40 khi dung C5 & chudt dugc lam giong ngudi; (j) phong bé qué trinh tan huyét qua
trung gian CP cho t6i tdn ngay thir 50 ¢ chudt c6 CS5 dugc lam gidng nguoi; va (k) lién
két v6i mot hodc nhidu axit amin nam trong chudi alpha va/hodc chudi beta cia SEQ
ID NO: 359, trong d6 khang thé khong lién két v6i mién C5a anaphylatoxin cua CS5.

Theo khia canh tht hai, séng ché dé& xuét céc phan tor axit nucleic ma hoa céc
khang thé khang C5 hodc cac phan cta chung. Vi du, sang ché dé xuét cac phan tr axit
nucleic ma héa bit ky trinh tu axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang [; theo céac
phuong 4n nhét dinh phén t axit nucleic nay bao gém trinh tu polynucleotit dugc

chon tir c4c trinh ty axit nucleic HCVR bét ky dugc liét ké trong Bang 2, hodac trinh tu
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gan twong tur ctia nd ¢6 mirc do dong nhat vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhét 14 95%, it
nhat 1a 98% hodc it nhat 1 99%.

Séng ché ciing dé xut cac phén tu axit nucleic ma hoda trinh tu axit amin LCVR
bat ky duoc liét ké trong Bang 1; theo cdc phuong 4n nhat dinh phén tir axit nucleic
nay bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tir cac trinh tu axit nucleic LCVR bat ky
duge liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan tuong tu cia nd ¢6 muc do dong nhét vé
trinh ty it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhat 1a 99%.

Séng ché ciing dé& xudt cac phin tir axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin
HCDRI bat ky duoc liét ké trong Bang 1; theo céc phuong an nhat dinh phéan tr axit
nucleic nay bao g&n trinh tu polynucleotit dugc chon tr cac trinh tu axit nucleic
HCDRI1 bét ky duoc liét ké trong Béang 2, hodc trinh tur gan twong tu ciia nd c6 mirc do
dong nhét vé trinh ty it nhdt 14 90%, it nhét 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhit 13 99%.

Sang ché ciing dé& xudt cac phin tr axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin
HCDR2 bt ky duoc liét ké trong Bang 1; theo cdc phuong an nhét dinh phan t0r axit
nucleic nay bao g(‘A)m trinh tur polynucleotit dugc chon tir cac trinh tu axit nucleic
HCDR2 bt ky dugc liét ké trong Bang 2, hoac trinh tu gén tuong tu cua nd c6 mue do
dong nhat vé trinh tu it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhét 14 98% hodc it nhét 1a 99%.

Séng ché ciing d& xuit cac phan tu axit nucleic ma hoéa trinh tu axit amin
HCDR3 bat ky duogc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong an nhat dinh phan tr axit
nucleic ndy bao gdm trinh tu polynucleotit duoc chon tur cac trinh tu axit nucleic
HCDR3 bét ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan tuong tu cua n6 c¢d muc do
dong nhat vé trinh ty it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhit 12 98% hodc it nhét 14 99%.

Sang ché ciing dé xuét cac phéan tir axit nucleic ma hoéa cdc trinh tu axit amin
LCDRI1 bat ky duoc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong 4n nhit dinh phan tu axit
nucleic nay bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tur cac trinh tu axit nucleic
LCDRI1 bét ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh ty gan tuong tu cia nd co mic do
dong nhat vé trinh tu it nhét 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhét 14 99%.

Sang ché ciling d& xuét cac phén fir axit nucleic md hoda trinh tu axit amin
LCDR2 bat ky duoc liét ké trong Bang 1; theo cdc phuong 4n nhét dinh phan t axit

nucleic nay bao g6m trinh tu polynucleotit dugc chon tur cac trinh tu axit nucleic
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LCDR2 bt ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh ty gan tuong tu cua nd ¢ mac do
dong nhat vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhat 1a 98% hoic it nhét 1a 99%.

Séng ché cling dé xuét cac phén tr axit nucleic ma hoa bét ky trinh tu axit amin
LCDR3 duoc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong an nhat dinh phan tir axit nucleic
nay bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tir cdc trinh tu axit nucleic LCDR3 bat
ky dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan tuong tu cuia n6 ¢6 muc do dé)ng nhét
vé trinh tu it nht 1a 90%, it nhat 1 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhét 1a 99%,

Séng ché cling dé xuét cac phén tir axit nucleic md héa HCVR, trong d6 HCVR
ndy bao gom mot bo gdm ba CDR (nghia I, HCDR1-HCDR2-HCDR3), trong do bo
trinh ty axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3 nay la nhu dugc xac dinh bang khang thé
khang C5 bat ky vi du duoc liét ké trong Bang 1.

Séng ché ciing dé xuét cac phén tir axit nucleic ma héa LCVR, trong d6 LCVR
nay bao gdbm mot b gdm ba CDR (nghia la, LCDR1-LCDR2-LCDR3), trong d6 bo
trinh tu axit amin LCDRI1-LCDR2-LCDR3 1a nhu dugc xdc dinh béng khang thé
khang C5 bat ky vi du duoc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing dé xudt cac phén tr axit nucleic md hoa ca HCVR va LCVR,
trong d6 HCVR nay bao gom trinh tu axit amin cta trinh tu axit amin HCVR bt ky
dugc liét ké trong Bang 1, va trong d6 LCVR nay bao gdm trinh tu axit amin ctia trinh
tu axit amin LCVR bat ky duoc liét ké trong Bang 1. Theo mot s6 phuong an nhit
dinh, phan tt axit nucleic nay bao gom trinh tu polynucleotit dugc chon tur cac trinh tu
axit nucleic HCVR bét ky dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gén tuong tu cia no
c6 mirc do dong nhat vé trinh tu it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it
nhét 1a 99%, va trinh tu polynucleotit dugc chon tir cac trinh tu axit nucleic LCVR bat
ky duogc li€t ké trong Bang 1, hoac trinh tu gén tuong tu cua n6 ¢6 muc do déng nhat
vé trinh tyr it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhit 1a 99%. Theo mot
s6 phuong an nhit dinh theo khia canh ndy cua sang ché, phan tor axit nucleic nay ma
héa HCVR va LCVR, trong d6 HCVR va LCVR ca hai déu thu duoc tir cung khang
thé khang C5 duoc liét ké trong Bang 1.

Theo phuong 4n lién quan, sang ché dé xuét cac vecto biéu hién téi t6 hop c6
kha ndng biéu hién polypeptit bao gém vung bién doi chudi nang hodc chudi nhe cua

khang thé khang C5. Vi du, sdng ché bao gdm céc vecto biéu hién téi to hop bao gom
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cac phan tr axit nucleic bét ky da néu trén, nghia la, cac phan tir axit nucleic ma hoa
bat ky HCVR nay, LCVR, va/hoic CDR cac trinh tu nhu néu trong Bang 2. Clng
duoc bao gdm trong pham vi cia sang ché 1a cac té bao chu ma dugc két hop céc vecto
néu trén, cling nhu cac phuong phap san xuit cic khang thé nay hodc céc phan cia
ching bing cach nuoi cdy cac té bao chu nay trong cac diéu kién cho phép san xuét
céc khang thé nay hodc cac manh khang thé, va thu hdi cac khang thé nay va cac manh
khéng thé dugc tao ra nhu vay.

Theo khia canh thir ba, sang ché dé xuét duoc phiam bao gom luong cho hiéu
qua diéu tri cia it nhét 1a mot khang thé don dong tai to hop hodc manh lién két khang
nguyén cua chung lién két dac hiéu vai C5 va chét mang duoc dung. Theo phuong an
lién quan, sang ché d& xudt duoc phdm ma 1a hdn hop ctia khang thé khang C5 va chét
tri liéu tht hai. Theo mdt phuong an, chat tri liéu tha hai nay 1a chét bat ky ma dugc
két hop theo cich thuan loi v6i khang thé khang CS. Vi du céc chat ma c6 thé duoc két
hop theo cach thuén loi v6i khang thé khang C5 bao gdm, khong giéi han &, cac chat
khac ma lién két v6i va/hodc tc ché hoat tinh C5 (bao gém cac khang thé khéc hoac
cdc manh lién két khang nguyén cua chung, v.v..) va/hodc cac chit ma khong lién két
truc tiép v6i CS nhung tuy nhién diéu tri hodc lam giam {t nhét la mot triéu chung hodc
dau hiéu bénh hoac rdi loan gén vo1 CS. Céce liéu phap két hop khac va cac duoc phém
cung dung lién quan dén céc khang thé khang C5 theo séng ché duge mo ta trong phan
bat ky & day.

Theo khia canh tht tu, sang ché dé xuét phuong phdap tri liéu dung dé diéu tri
bénh hodc rdi loan gin véi C5 ¢ dbi tuong bing cach st dung khang thé khéng C5
hodc phan lién két khang thé cua khéng thé theo sang ché, trong d6 phuong phap tri
liéu bao goém viéc dung luong cho hidu qua diéu tri cua duoc pham bao gom khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cia khing thé theo sang ché cho déi tuong co nhu
cau. Roi logn duge diéu tri 1a bénh hodc rdi loan bt ky ma duoc céi thién, lam giam,
tc ché hodc bi ngan chan bing cach te ché hoat tinh C5. Theo mot s6 phuong én nhét
dinh, sdng ché dé xuat cac phuong phép dé ngan chan, didu tri hodc lam giam it nhét 1a
mot triéu chimg cta hoi ching tan huyét ting ure mau khong dién hinh (aHUS),
phuong phép nay bao gém viéc dung luong cho hiéu qua diéu tri cla khéng thé khang

C5 hodc manh lién két khang nguyén cia chiing theo sang ché cho dbi tuong c¢6 nhu
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cau. Theo mot sé phuong an, sang ché dé xuét cac phuong phap lam giam hodc giam
bot mie do tram trong cua it nhat 1a mot triéu ching hodc ddu hiéu cia bénh Bénh tidu
huyét sic t6 kich phat vé dém (paroxysmal nocturnal hemoglobinuria - PNH) & déi
tuong bang cach ding khang thé khang C5 theo sang ché. Theo mot s6 phuong an,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén cla ching c¢6 thé duoc dung véi muc dich
ngan nglra hodc diéu tri cho ddi twong da mic hodc o nguy co mac bénh hodc rdi loan
gin v6i CS. Theo mot s6 phuong 4n nhat dinh, khéng thé hoac manh lién két khang
nguyén cua ching sang ché dugc ding két hop v6i chat tri lidu tirr hai cho ddi tugng
c6 nhu cau. Chét tri liéu thUr hai nay cé thé dugc chon tir nhom gém c6 duoc chét
chéng viém (nhu céc corticosteroit, va cac duoc chat chéng viem khong steroit), khang
thé khic khéng protein C5, thuc pham bo sung nhu céc chét chdng oxy hoa va dugc
chit hodc liéu phap bt ky khac di biét trong linh vuc nay. Theo mot s6 phuong an
nhét dinh, chét tri liéu thir hai nay c6 thé 1a chit ma giup triét tiéu hodc giam bot (cac)
tac dung phu bat ky c¢6 thé xudt hién gin voi khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ctia chung theo sang ché, néu (cac) tac dung phu nay sé& xuat hién. Khéng thé
hodc manh cua no co thé dugc dung dudi da, trong tinh mach, trong da, trong mang
bung, qua duong miéng hoac trong co. Khéang thé hodc manh cta no ¢o thé duoc dung
& liéu khoang 0,1 mg/kg can ning co thé dén khoang 100 mg/kg cin nang cla co thé
ddi twong. Theo mdt sb phuong 4n nhat dinh, khang thé theo sang ché co thé duogc
dung & mot hodc nhiéu lidu bao gdm tir 50mg dén 600mg.

Séng ché ciing bao gbém viée su dung khang thé khang CS hodc manh lién két
khang nguyén cta chung theo sang ché trong viéc san xudt thudc dé diéu tr1 bénh hoac
rbi loan ma s& ¢ loi tir viée phong bé lién két va/hodc hoat tinh ctia C5.

Céc phuong an khac s& trd 1én rd rang khi xem xét phan mé ta chi tiét dudi day.

Mo t4 viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé¢ hién cdc mirc tre ché CSa clia khang thé khang C5 H4H12166P theo céch phu
thudc lidu, nhu duoc xac dinh bang ELISA (duge md ta trong Vi du 9 ¢ day).

Fig.2 thé hién tong ndng do trong huyét thanh theo thoi gian sau khi tiém trong tinh
mach mot lidu don 15 mg/kg cia H4H12166P, H4H12161P, hodc chit so sanh 2 cho

céc con khi dau ché cai (dugc mo ta trong Vi du 10 ¢ day). Profin néng do theo thoi
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gian duge dung dd thi diém tir liéu dung sau lan tht nhat duéi gi6i han cia két qua
dinh luong (below the limit of quantitation - BLQ), néu c6 thé ap dung, ma duoc nhdp
vao 1a LLOQ/2. Mbi diém s6 liéu 1a gia tri trung binh (£SD) (n = 4 con khi/nhom); cac
néng dd duogc coi la bi anh huong boi ADA duogc loai trir khoi 1 con trong nhom
H4H12166P va 1 con & nhom H4H12161P 1an luot bat ddu & ngay thir 36 va ngay thir
29. LLOQ = gidi han dinh lugng dudi

Fig.3 thé hién mtc do tan huyét tinh bing % theo thoi gian trong thir nghiém con
duong cd dién té bao mau do ex vivo (A) va (B) con duong thay thé sau khi tiém trong
tinh mach mot lidu don cia H4H12166P, H4H12161P hodc Chit so sanh 2 cho cac
con khi cai dau cho. % tan huyét, dugc tinh 1a ty 1€ tan thtr nghiém so voi cuc dai véi
% lam tan nén dugc trir di tir ca hai gia tri nay, 1a % so véi luong CS bi e ché bai
khéng thé khang C5 cu thé co mat trong huyét thanh & mot thoi diém nhét dinh. Mdi
diém s6 liéu 1a gid tri trung binh (£SD).

Fig.4 thé hién profin tong nong do trong huyét thanh theo thoi gian cua cdc khang thé
khang C5 da chon khang C5 & chudt duge lam giong ngudi (dugc mo ta trong Vi du
11 ¢ day). Chudt mang CS duoc lam giong ngudi duoc dung liéu don dudi da 15
mg/kg cua H4H12166P, Chit so sanh 1 hodc Chat so sanh 2. Mdi diém sé lidu la gia
tr trung binh + s.e.m. (n =4-5 mdi nhom). Nong do cia khang thé trong huyét thanh
dugc theo doi 1, 10, 20, 30 va 40 ngay sau khi tiém s dung ELISA béanh kep.

Fig.5 thé hién muc do tan huyét tinh bang % theo thoi gian trong thr nghiém tan huyét
theo con dudng cb dién bd tro cua cac khang thé khang CS da chon khang CS5 & chuot
duoc lam gidng ngudi. Chudt mang C5 duogc lam giéng nguoi duge dung liéu don
dudi da 15 mg/kg cia H4H12166P, Chét so sanh 1 hodc Chat so sanh 2. Mdi diém sb
liéu la gid tri trung binh + s.e.m. (n =4-5 mdi nhom). Mirc do tan huyét tinh theo %
duoc theo doi & cac thoi diém trude khi dung, 10, 20, 30, 40 va 50 ngay sau khi tiém.
Muc do tan huyét tinh béng %, dugc tinh la ty 1€ tan tht nghiém so véi cuc dai vai %
lam tan nén dugc trir di tr ca hai gid tri nay, so voi lugng C5 e ché boi khang thé
khang CS5 cu thé co mat trong huyét thanh & mot thoi diém nhat dinh.

Fig.6 thé hién profin tong ndng do trong huyét thanh theo thoi gian cla céc khang thé
khang CS5 da chon khang C5 & chudt duoc lam giéng nguoi (duoc mo ta trong Vi du

11 & day). Cac con chudt nay duge dung lidu don dudi da 15 mg/kg HAH12166P,
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H4H12161P, Chét so sanh 1 hodc ddi ching isotyp IgG4". Mdi diém sb licu 1a gia tri
trung binh + s.e.m. (n = 5 m6i nhém). Cac murc khang thé trong huyét thanh dugc theo
doi 6 gio, 1,2, 3,4,7, 10, 14, 21, 30, 45 va 59 ngay sau khi tiém sir dung ELISA banh
kep.

Fig.7 14 do thi thé hién diém sé trong chup cit 16p két hop quang hoc (optical
coherence tomography - OCT) & chudt duge didu tri bang ddi chting isotyp hodc bang
khang thé khang -C5, MIM17628N & 10 mg/kg hodc 50 mg/kg (duge mo ta trong Vi
du 14 & day). ****p<0,0001, diéu tri ANOVA hai chidu bang khang thé khng C5 &
50 mg/kg so véi khi khong diéu tri hodc diéu tri bang doi chirng isotyp.

Fig.8 thé hién Gc ché qua trinh tan huyét theo con dudng cd dién bang khang thé
khang C5 MIM17628N khi khong c6 mét C3 (A); va khi c6 mat 80 pg/mL C3 & ngudi
(B) (dugc mo ta trong Vi du 14 ¢ day).

Fig.9 thé hién s6 dém cum té bao & chuodt co C5 duoc lam giéng nguoi duge diéu tri
bang ddi chung isotyp hodc bang khang thé khang C5 ¢ nguoi H4HI2170P ¢ 10
mg/kg hodc 50 mg/kg (duge mo ta trong Vi du 15 ¢ day). n=8-12 con cho moi nhom.
Fig.10 12 db thi thé hién diém s§ OCT & chudt c6 C5 duge lam gidng nguoi, duoc diéu
tri bang ddi chimg isotyp hodc bing khang thé khang -CS ¢ ngudi H4H12170P & 10
mg/kg hodc 50 mg/kg (duge mo ta trong Vi du 15 & day). n=8-12 con cho moi nhom.
Fig.11 dd thi thé hién diém s6 OCT & chudt co C5 duogce lam giéng nguoi, duoc diéu
trj bang ddi chting isotyp hodc bing khang thé khang -C5 ¢ ngudi HAH12166P & 3
mg/kg hozc 10 mg/kg, hodc Chit so sanh 2 & 10 mg/kg. n=6-12 con cho moi nhom.
(dugc mo ta trong Vi du 15 ¢ day).

Fig.12 thé hién s dém cum té bao & chudt ¢6 C5 duoc lam giéng ngudi duoc diéu tri
bang dbi chimg isotyp hodc bang khang thé khang C5 & nguoi H4H12166P ¢ 3 mg/ke
hodc 10 mg/kg, hodc Chat so sanh 2 & 10 mg/kg. n=6-12 con cho mdi nhém (dugc mod
ta trong Vidu 15 ¢ day).

Fig.13 1a duong cong song sot cua chudt NZBWF1 duoc diéu tri bang doi chung
isotyp hodc bang cac khang thé khang C5 M1M17628N hodc M1M17627N (dugc md
ta trong Vidu 17 ¢ day).

Fig.14 thé hién cac muc cia (A) albumin trong nude tiéu va (B) albumin trong nuéc

tiéu duoc chuan héa theo creatinin trong nudce tidu & chudt NZBWF1 duoc diéu tr
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bang d6i chimg isotyp hodc biang céac khang thé khang C5 M1M17628N hoic
MIM17627N (dugc mo ta trong Vidu 17 ¢ day).

Fig.15 thé hién cac mtc nito ure trong méu & chudt NZBWF1 duoc didu tri bang déi
ching isotyp hodc bang céc khang thé khang C5 M1M17628N hodac M1M17627N
(duoc mo tad trong Vi du 17 ¢ day).

Fig.16 1a do thi thé hién tinh gdy doc té bao phu thudc khéng thé cia cac té bao hinh
sao ctia cac khang thé khang C5 H4H12166P, H4H12170P, Chét so sanh 1 va Chét so

sanh 2, nhu dugc mo ta trong Vi du 18,

Mo ta chi tiét sang ché

Truge khi mo t4 cac phuong phap cia sang ché, can hiéu ring sang ché khong
bi gi¢i han & cac phuong phap cu thé, va cac didu kién thi nghiém dugc mo ta vi vay
cic phuong phép va cac didu kién co thé thay doi. Can hiéu ring cac thuat nglr duoc
st dung trong ban md ta nay chi nham muc dich mo ta cac phuong 4n cu thé, va khong
duoc du dinh dé gid1 han, do pham vi cla sang ché sé& chi gi6i han boi céc diém yéu
cau bao ho di kem.

Tru khi duoc dinh nghia khac di néu khong tat ca cac thuat ngtr ky thuat va
khoa hoc dugc sit dung trong ban mo ta nay cé cung nghia nhu thuong duoc hiéu bai
ngudi ¢6 k¥ nang trung binh vé linh vuc ky thuat nay. Mac du cdc phuong phép va
nguyén liéu bat ky twong tu hoic tuong duong véi cac phuong phap va nguyén liéu
dugc mo ta ¢ day co thé dugc su dung trong thuc hanh hodc thu nghiém sang ché,
nhung cdc phuong phdp va nguyén liéu duoc vu tién s& duge mé ta dudi day. Tat ca
cac 4n phidm duoc dé cap trong ban md ta nay déu duoc két hop vao day véi toan bod

ndi dung cua ching bang cach vién dan.

Céc dinh nghia

Thuét ngir “C5”, cling dugc goi la “thanh phan bd thé 5 hogic “yéu td bo thé 57
chi mot protein trong huyét thanh cia théc bd thé. Protein C5 nay la mot protein gdm
1676 axit amin bao gdm hai chudi, alpha va beta. Protein nay la diém hoi tu cho ba con
duong hoat héa bd thé: con duong cd dién, con dudng thay thé va con duong lectin
lién két manoza. Trinh tu axit amin cua protein C5 ¢6 chiéu dai ddy du duoc vi du

bang trinh tu axit amin dugc cung cdp trong ngdn hang gen v&i s6 truy cap
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NP _001726,2 (SEQ ID NO: 355). Thuat ngir “C5” bao gdm protein C5 tai to hop hodc
manh ctia n6. Thuat ngit nay ciing bao gém protein C5 hodc manh cia n6 két hop voi,
vi du, thé histidin, Fc chudt hodc nguoi hodc trinh tu tin hiéu nhu ROR1. Vi du, thuat
nglt bao g6m cac trinh ty duogc vi du béng trinh tu duoc thé hién trong SEQ ID NO:
356 hodc 357, bao gdm thé histidin & dau tan cang C, dugc két hop véi cac gbe axit
amin 19 — 1676 ctia protein C5 ¢o chiéu dai ddy du. Thuat ngt ciing bao gdm cac bién
thé protein ma bao gbm thé histidin ¢ déu tan cung C, duge két hop vai cac gde axit
amin 19 — 1676 cia protein C5 ¢6 chiéu dai ddy du v6i su thay ddi R885H hoic su
thay doi R885C.

Thuat ngtr "khang thé", khi duoc st dung trong ban mo ta nay, duoc du dinh dé
chi céc phan tir globulin mién dich bao gém bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H)
va hai chudi nhe (L) dwuoc ndi v6i nhau bang cac lién két disulfua (nghia la. "cac phan
tor khang thé hoan chinh"), cling nhu cac multime cta chung (vi du IgM) hoidc céc
manh lién két khang nguyén ctia chung. Mdi chudi ning bao gdm ving bién déi chudi
nang (“HCVR” hodc “V,;”) va ving ¢ dinh chudi nang (bao gom cac mién Cyl, Cyy2
va Cp3). Mdi chudi nhe bao gém vung bién déi chudi nhe (“LCVR hodc “V,”) va
ving ¢d dinh chudi nhe (Cp). Cac ving Vi va V| c6 thé duoc chia tiép thanh céac vung
siéu bién, goi bang thudt ngi viing quyét dinh tinh bd tro (CDR), duge dan xen bao
boi cac ving ma la cdc ving duoc bao toan ¢ muic dd cao hon, duge goi la cac ving
khung lam viéc lam viéc (workframe region - FR). Mdi Vy; va V| lai duoc cdu thanh tur
ba CDR va bdn FR, duoc bd tri tir dau tan cung amino dén dau tan cung carboxy theo
thir tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo mot s phuong an nhét
dinh cta sang ché, cac FR cua khang thé (hodc manh lién két khang nguyén cua
ching) ¢6 thé gidng véi cac trinh tu dong mam & ngudi, hodc c6 thé duoc cai bién tu
nhién hodc nhan tao. Trinh ty axit amin lién tng c6 thé duoc xdc dinh dua trén viéc
phan tich lién tiép hai hoac nhiéu CDR.

Viéc thay thé mdt hodc nhiéu géc trong CDR hodc loai bo mdt hodc nhiéu CDR
cling ¢ thé xay ra. Cac khang thé da duoc moé ta trong tai licu khoa hoc trong d6 mot
hodc hai CDR c¢ thé duge phan bo dé lien két. Padlan va cac dong téac gia (1995
FASEB J. 9:133-139) da phan tich cac ving tiép xuc gitra cac khang thé va cac khang

nguyén, dua trén cic cu truc tinh thé da cong bo, va két luan ring khoang 1/5 dén 1/3
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cac gbe cua CDR tiép xuc thuc té véi khang nguyén. Padlan ciing phat hién thay réng
nhiéu khang thé trong d6 mét hodc hai CDR khong c6 cac axit amin tiép xuc voi
khdng nguyén (cling xem tai liéu, Vajdos e al. 2002 J Mol Biol 320:415-428).

Céc gbe trong CDR khoéng tiép xuc v6i khang nguyén c6 thé duoc xac dinh sua
trén cdc nghién ctru trude dod (vi du cac gde H60-H6S trong CDRH2 thuong khéng can
dén), tir cac ving ciia CDR theo Kabat nim ngoai cac CDR theo Chothia, bang ky
thudt mo hinh héa phan ti va/hoac béng thuc nghiém. Néu CDR hodc (cac) géc cla no
bi loai bo thi né thuong bi thay thé bang axit amin xuét hién & vi trf tuong Ung trong
trinh tu khac thé khac & nguoi hodc trinh ty lién Ung cua céc trinh tw nay. Cac vi tri dé
thay thé bén trong cdc CDR va cac axit amin dé thay thé co thé cung duoc chon lua
béng thuc nghiém. Céc thay thé duoc xéac dinh béng thuc nghiém co thé la céc thay thé
co tinh bdo toan hodc khong ¢o tinh bao toan.

Céc khang thé don dong hoan chinh khang C5 ¢ nguoi dugec mo ta & day co thé
bao gdbm mot hodc nhiéu thay thé, cai xen va/hodc loai bo axit amin trong vung khung
lam viéc lam viéc va/hodc cac ving CDR ctia mién bién ddi chudi nang va chudi nhe
khi so sénh véi cdc trinh tw dong mam tuong tng. Céc dot bién nay cé thé dé dang xac
dinh bang cach so sanh cac trinh tu axit amin duoc mo ta ¢ day voi céc trinh tu dong
mam da sin c6 tir, vi du, dir liéu trinh tu khéng thé da cong bo. Sang ché bao o0m cac
khang thé, va cac manh lién két khang nguyén cta chung, ma thu dugc tr cac trinh tu
axit amin bat ky dugc mo ta & day, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin bén trong mot
hodc nhiéu vung khung lam viéc va/hodc ving CDR bi dot bién thanh (cac) goc tuong
ing cua trinh tw dong mam ma tir do khéng thé nay thu duoc, hodc thanh (c4c) gbc
twong Umg cua trinh tw dong mam khac & ngudi, hodc thanh thay thé axit amin c6 tinh
bdo toan cua (cac) goc trong dong mam tuong Gng (céc thay doi vé trinh tu nay ¢ day
goi chung 13 "céc dot bién dong mam"). Nguoi ¢6 k§ ndng trung binh vé Iinh vuc ky
thudt nay, bat ddu tr cac trinh tu vung bién dbi chudi ning va chudi nhe duoc mod ta &
day, co thé dé dang tao ra rat nhiéu khang thé va manh lién két khang nguyén ma bao
gém mot hodc nhiéu cac dot bién dong mam riéng 1é hodc cac to hop cua ching. Theo
mot s6 phuong an nhat dinh, tat ca cac gbe trong vung khung lam viéc va/hoac trong
CDR bén trong cac mién Vy va/hodc V. déu bi dot bién nguoc vé cac géc ma duoc

phat hién thdy c6 trong trinh tw dong mam ban déu ma tr dé thu duoc khing thé. Theo
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cac phuong an khac, chi mot sb géc nhat dinh bi dot bién nguoc vé trinh tu dong mam
ban dau, vi du, chi c6 cac gbc bi dot bién ma phat hién thiy bén trong & axit amin dau
tién ctia FR1 hodic bén trong 8 axit amin cudi cting ctia FR4, hodc chi co cac gde bi dot
bién ma phat hién thdy bén trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo cic phuong an
khac, mot hodc nhiéu (céc) gbe vung khung lam viéc va/hoac CDR bi dot bién thanh
(c4c) gbc twong ng cua trinh ty dong mam khac (nghia la, trinh tuy dong mam khéc
Vo1 trinh ty dong mam ma tir do khang thé duoc tao ra dau tién). Hon thé nira, cac
khéng thé theo sdng ché c6 thé chira td hop bat ky cta hai hodc nhiéu dot bién cua
dong mam bén trong ving khung lam viée va/hodc céc vung CDR, vi du, trong d6 mot
sd géc nhét dinh bi dot bién thanh géc tuong Ung cuia mot trinh tu dong mam cu thé
trong khi do céc géc nhét dinh khac ma khac véi trinh tur dong mam ban dau duoc gilr
lai hodc bi dot bién thanh gdc tuong tmg cliia mot trinh tu dong mam khac. Ngay sau
khi thu duoc, cac khang thé va manh lién két khang nguyén ma chtra mot hodc nhiéu
cac dot bién dong mam c6 thé dé dang duoc danh gia vé mdt hodc nhiéu dac tinh mong
mudn nhu, cai thién tinh dac hiéu lién két, 4i luc lién két tang, dic tinh sinh hoc déi
khang hodc chu van tang (khi truong hop ndy c6 thé xuat hién). tinh sinh mién dich
giam, v.v.. C4c khéng thé va manh lién két khang nguyén thu duoc theo céch thong
thuong nay nam trong pham vi ctia sang ché.

Sang ché ciing bao gdm cac khang thé don dong day du & nguoi khang C5 bao
gom céc bién thé cta trinh ty axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR bat ky duge mo
ta & diy c6 mot hodc nhiéu thay thé bao toan. Vi du, sang ché bao gom cac khang thé
khang C5 c6 trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hoac CDR c¢06, vi du, 10 hoac it hon,
8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v.. thay thé axit amin bao toan so véi trinh
trr axit amin HCVR, LCVR, va/hodac CDR bét ky duge mo ta ¢ day.

Thuat nglt "khéng thé nguoi", khi duge su dung trong ban moé ta nay, duge du
dinh dé bao g6m cac khang thé ¢o cac vung bién doi va ¢ dinh thu duoc tu trinh tu
globulin mién dich dong mam & ngudi. Cac mAb nguoi theo sdng ché co thé bao gdm
céc gbe axit amin khong duoc ma hoa boi céc trinh ty globulin mién dich dong mam &
ngudi (vi du, cac dot bién duge dua vao bang cach gdy dot bién ngau nhién hodc gay
dot bién dinh hudng diém in vitro hoac béng cach dot bién soma in vivo), vi du trong

cac CDR va cu thé la trong CDR3. Tuy nhién, thuat nglt "khang thé ngudi”, khi duge
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sir dung trong ban mo ta nay, khong duoc du dinh bao gdm cic mAb trong do cac trinh
tu CDR thu duoc tir dong mam cua loai dong vat co vu khac (vi du, chudt), da duoc
ghép 1én cdc trinh tu FR & ngudi. Thuat ngit bao gom cic khéng thé duoc tao ra theo
céch tai t0 hop ¢ dong vat c6 vi khong phai la nguoi, hodc trong cac té bao cta dong
vét c6 va khong phai 1a ngudi. Thuat nglt nay khong duge dur dinh bao gdm cac khang
thé duoc phan 1ap tir hodc duoc tao ra ¢ doi tuong la nguon.

Thuat ngir “tai to hop”, khi duoc su dung trong ban mo ta nay, chi cac khang
thé hodc cic manh lién két khang nguyén cua ching theo sang ché duoc tao ra, duoc
biéu hién, duoc phén lap hoac thu duoc béng cac cong nghe hoac cdc phuong phap da
biét trong linh vuc nay nhu céng nghé ADN tai t6 hop ma bao gom, vi du, lai ghép
ADN va biéu hién chuyén gen. Thuat nglr ndy chi cdc khang thé duoc biéu hién &
dong vat co vi khong phai 1a nguoi (bao gdm céc dong vat co v chuyén gen khong
phéi 1a nguoi, vi du, chudt chuyén gen), hodc hé théng biéu hién béng té bao (vi du,
céc té bao CHO) hodc dugc phan lap tir thu vién khang thé nguoi to hop téi o hop.

Thudt nglr "lién két ddc hiéu" hodc “lién két dac hiéu voiv, hodc cac thuat ngtr
tuong tu, c6 nghia 1 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua chung tao thanh
phue hop v6i khang nguyén ma tuong doi phu hop trong cac diéu kién sinh ly. Viéc
lién két dic hiéu co thé duge dic trung boi hang sb phén ly can bang thdp nhat vao
khoang 1x10° M hodc thfip hon (vi du, K; nhé hon chi lién két chat che hon). Céc
phuong phap dé xac dinh xem liéu hai phan ttr ¢ lién két dac hiéu hay khong la da
biét o trong linh vuc k¥ thuat nay va bao géln, vi du, thAm tach can bé“mg, cong huodng
plasmon bé mit, va cac phuong phap tuong tu. Nhu duge mo ta ¢ day. cac khang thé
duoc xac dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé mit, vi du, BIACORE™,
ma lién két ddc hiéu voi C5. Hon thé niva, cac khang thé da dac hiéu lién két véi mot
mién trong C5 va mdt hodc nhiéu khang nguyén khac hodc tuy nhién, c4c khang thé co
tinh ddc hiéu kép ma lién két véi hai vung khac nhau cua CS, dugc coi la cac khang
thé “lién két ddc hiéu”, khi duoc su dung trong ban mo ta nay.

Thuat ngir khéng thé “ai luc cao” chi cdc mAb c6 4i luc lién két voi C35, duge
biéu hién 1a Kp, it nhat 1a 10™* M; 5t hon 1a 10 M: 5t hon nira 1a 10"°M. tham chi tét
hon ntta 1a 10" M, tham chi t6t hon nira 1a 107 M, nhu dugc do bang phuong phap
cong hudng plasmon bé mit, vi du, BIACORE™ hodc ELISA do 4i luc cua dung dich.
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Céc thuat ngtt “téc do phan huy cham™, “Koff" hoac “kd” ¢6 nghia 1a khang thé
phan ly khoi C5, véi héng sb te do 1 x 107 s hodc thflp hon, tdt hon 1a 1 x 105!
hoédc thép hon, nhu duogc xac dinh bé‘mg phuong phéap cong huéng plasmon bé mat, vi
du, BIACORE™,

Céac thuat ngit "phan lién két khang nguyén" cua khang thé, "manh lién két
khang nguyén" cua khang thé, va cac thuét ngir tuong tu, khi duoc st dung trong ban
mo ta ndy, bao gdm polypeptit hodc glycoprotein bat ky xuét hién trong tu nhién, thu
duoc bang ky thuét enzym, tong hop hodc xur ly k¥ thuat di chuyén lién két dic hiéu
v6i khdng nguyén dé tao thanh phuc hop. Céc thuat ngir "manh lién két khang nguyén"
ctia khang thé, hodc "manh khang thé”, khi duoc str dung trong ban mo6 ta nay, chi mot
hodc nhiéu cac manh cua khang thé ma gitr lai kha nang lién két voi protein C5.

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé hodc cac manh khang thé theo sang ché
o thé duogc lién hop véi nhém nhu phéi ttr hodc nhom c6 tac dung tri liéu (“thé lién
hop mién dich”), khéng thé khang C5 thir hai, hodc nhom bat ky khac cé tac dung tri
liéu hiru ich cho muc dich diéu tri bénh hodc rdi loan gén véi C5.

Thuét ngit "khang thé da phan [ap", khi duogc str dung trong ban mo ta nay,
duoc du dinh dé chi khang thé ma gan nhu khong chira céc khang thé khic (cic Ab) co
tinh dac hi¢u véi khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé da phan lap lién két dac
hiéu vgis C5, hodc manh ctia né, gan nhu khong chua cac Ab lién két dac hiéu véi
khang nguyén ngoai C5.

“Khéang thé phong bé” hodc "khang thé trung hoa', khi duoc st dung trong ban
md t& nay (hodc "khang thé ma trung hoa hoat tinh C5" hoac “khang thé doi khéang™),
dugc d dinh dé chi khéng thé co lién két v6i C5 dan t6i viée (e ché it nhét 1a mot hoat
tinh sinh hoc cta C5. Vi dy, khang thé theo sang ché co thé ngén ngtra hodc phong bé
qud trinh tan huyét qua trung gian b thé thong qua con duong cd dién hodc con duong
thay thé.

Thuat nglt "cong hudéng plasmon bé mat", khi duoc su dung trong ban mo ta
nay, chi hién tuong quang hoc ma cho phép phan tich cdc twong tac cua phan to sinh
hoc theo thoi gian thuc bang cach phat hién céc thay doi trong nong do cua protein bén
trong mot nén cam bién sinh hoc, vi du su dung hé théng BIACORE™ (Pharmacia

Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).
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Thuat ngtt "Kp", khi duoc s dung trong ban md ta nay, duoc du dinh dé chi
hang sé phén ly can bang ctia mot twong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngit “epitop” chi phin xac dinh tinh khang nguyén ma tuong tac véi vi tri
lién két khang nguyén dic hiéu trong ving bién doi cua phan tir khang thé duge biét 1a
paratope. Mot khang nguyén cé thé ¢6 nhiéu hon mot epitop. Do do6. cac khang thé
khac nhau c6 thé lién két véi cac khu vue khac nhau trén mot khéng nguyén va cé thé
o cdc tac dung sinh hoc khdc nhau. Thudt nglr “epitop™ cling chi vi trf trén khang
nguyén dép ung véi té bao B va/hodc T. No cling chi mdt vung cia khang nguyén ma
lién két v6i khang thé. Cac epitop co thé duoce xéc dinh 1a epitop céu tric hodc epitop
chire nang. Cac epitop chirc ndng thuong 1a mét bo nho bao gom céc epitop ciu tric va
c6 cac gde ma truc tiép g6p phan tao nén ai luc cua tuong tac. Céc epitop cd thé ciing
c6 thé 1a epitop ciu dang, ma dugc tao thanh tir cac axit amin khong théng, Theo mot
s6 phuong an nhat dinh, céc epitop ¢6 thé bao gdm céc phan xac dinh ma la cac nhém
nam trén bé mat va hoat dong hoa hoc cia cac phan tir nhu cdc axit amin, cdc manh
nhanh cua phén tir duong, cac nhom phosphoryl, hodc cac nhom sulfonyl, va, theo cac
phuong an nhét dinh, c6 thé co cac dac diém céu truc ba chiéu cu thé, va/hoac dac
diém mang dién tich cu thé.

Thuat ngtr “canh tranh chéo”, khi dugc st dung trong ban mo ta nay, c6 nghia
rang khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia chung lién két véi khang nguyén
va tic ché hoac phong bé lién két cta khang thé khic hodc manh lién két khang nguyén
ctia chiing. Thuét ngit cling bao gém su canh tranh gilta hai khang thé ¢ ca hai hudng,
nghia la, khang thé thu nhit lién két véi va phong bé lién két cua khéng thé thir hai va
nguoc lai. Theo mot sd phuong an nhét dinh, khang thé thu nhat va khang thé thir hai
c6 thé lién két voi cung epitop. Theo cdch khac, cac khang thé thir nhat va tht hai co
thé lién két voi cac epitop khdc nhau nhung chong lap sao cho lién két cla mot khang
thé s& we ché hodc phong bé lién két cua khéng thé thi hai, v/ du, thong qua sy én ngit
khong gian. Mirc d6 canh tranh chéo giita cdc khang thé co thé ¢6 thé do duoc bang
céc phuong phéap da biét trong linh vuc nay, vi du, bang thu nghiém do muc do giao
thoa 16p sinh hoc khéng chat déanh ddu va theo thoi gian thue. Mtrc dO canh tranh chéo
gifta hai khang thé c¢6 thé duoc biéu hién dudi dang lién két cua khang thé tht hai thap

hon tin hiéu nén do viéc lién két cling loai (trong d6 céc khang thé tha nhét va tha hai
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1a cing mdt khang thé). Mirc do canh tranh chéo gitta 2 khang thé c6 thé duoc biéu
hién, vi du, dudi dang % lién két khang thé thu hai ma thép hon lién két cua nén cung
loai co sé (trong do6 thir nhat va thir hai cac khang thé 14 ciing mot khéang thé).

Thuat ngit "gan dong nhat" hodc "v& co ban dong nhét," khi dé cép dén axit
nucleic hodc manh cua no, thé hién réng, khi duoc lam thang tdi wu voi cac doan xen
hodc loai bo nucleotit thich hop so voi axit nucleic khac (hodc mach bo tro cua no), thi
c6 muc do déng nhat vé trinh tu nucleotit it nhat 1 khoang 90%, va tdt hon nita néu it
nhét 1a khoang 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% cac bazo nucleotit, nhu duoc xac dinh
béng thuat toan bat ky da biét dung dé tinh murc do déng nhét vé trinh tu, nhu FASTA,
BLAST hoac GAP, nhu dugc thao luén dudi day. Phan tor axit nucleic ¢6 mire do gén
dong nhét voi mot phan t axit nucleic tham chiéu co thé, trong mot sb trudng hop
nhit dinh, ma héa polypeptit c6 cling trinh tu axit amin hodc vé co ban tuong ty nhu
polypeptit dugc ma héa boi phan tir axit nucleic tham chiéu nay.

Khi dugce dung cho cac polypeptit, thuat ngir "gan dong nhat" hoic “gdn tuong
tu” chi hai trinh tu peptit, khi dugc lam thang tdi uu, nhu bang cac chuong trinh GAP
hodc BESTFIT st dung cac trong sH khodng tréng mac dinh, ¢6 mrc do 6511g nhat vé
trinh tu it nhét 1a 90%, tham chi tot hon nita néu murc do dé)ng nhét vé trinh tu it nhat
1a 95%, 98% hodc 99%. Tét hon, néu céac phan gdc, ma khong dong nhat. khéc bsi su
thay thé axit amin bao toan. "Thay thé axit amin bao toan" la truomg hop trong d6 goc
axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin khac co mach nhanh (nhém R) ¢6 tinh chat
hoa hoc tuong tu (v dy, dién tich hodc tinh ky nuéc). Thong thuong, viée thay thé axit
amin bao toan gin nhu s& khong lam thay doi tinh chét chie nang cua protein. Trong
cac truong hop trong d6 hai hodc nhiéu trinh tu axit amin khéc nhau & cac thay thé bao
toan, thi % hodc mtrc do tuong tu ¢é thé duoc diéu chinh tang dé hiéu chinh cho ban
chit bao toan clia cdc thay thé nay. Céc phuong tién dé diéu chinh la da biét déi voi
nguoi cO k¥ nang trong linh vuc ky thuat nay. Xem, v/ du, Pearson (1994) Methods
Mol. Biol. 24: 307-331, dugc dua vao ddy bang cach vién dan. Cac vi du vé nhom cac
axit amin c6 cdc mach nhanh ma c6 tinh chat hoa hoc tuong tu nhau bao gém 1) cac
mach nhanh béo: glyxine, alanin, valin, leuxin va isoleuxin: 2) cac mach nhanh
hydroxyl béo: serin va threonin; 3) cdc mach nhanh chira amit: asparagin va glutamin;

4) cac mach nhanh thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; 5) cdc mach nhanh cé
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tinh bazo: lysin, arginin, va histidin; 6) cac mach nhanh co tinh axit: aspartat va
glutamat, va 7) cac mach nhéanh chtra luu huynh: xystein va methionin. Cac nhém thay
thé axit amin bao toan duoc uu tién: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin,
lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-glutaniin. Theo cach khac,
su thay thé bao toan 1a su thay dbi bat ky co gia tri duong trong ma tran log x4c suét
PAM250 dugc mo ta trong tai liéu: Gonnet ef al. (1992) Science 256: 1443 45, duoc
dua vao day bang cach vién dan. Thay thé "bao toan vira phai" 1a sy thay doi bat ky cé
gid tri khong &m trong ma tran log xac suat PAM250.

Tinh twong tu vé mat trinh tu cta cac polypeptit thuong duoc tinh st dung phan
mém phan tich trinh tu. Phin mém phén tich protein s& ghép cac trinh tu tvong tu nhau
su dung cdc gia tri do tuong tu dugc gan cho cac thay thé, loai ho khac nhau, va cac
cai bién khac, bao gdm thay thé axit amin bao toan. Vi du, phan mém GCG ¢6 chuong
trinh nhu GAP va BESTFIT ma ¢6 thé duoc st dung v&i cdc thong sd mic dinh dé xac
dinh mtrc d§ twong ddng vé mit trinh tu hodc mc do dong nhit vé trinh tu gilra céc
polypeptit c6 mbi quan hé mat thiét véi nhau, nhu cac polypeptit twong dong tir cac
loai sinh vét khac nhau hodc gitra protein kiéu dai va thé dot bién cta chung. Vi du, vi
du, GCG phién ban 60,1. Cac trinh tu polypeptit ciing co thé dugc so sanh su dung
FASTA véi cac thong s mic dinh hodc duoc khuyén céo; chuong trinh trong GCG
phién ban 60,1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) dé xudt cac trinh tu da lam
thang hang va % murc do dong nhat vé trinh tu cla céc viing chong ldp 16n nhat gilra
trinh tu cén truy van va céc trinh tu tra ctu (Pearson (2000) supra). Mot thuat toan
khac duoc uvu tién khi so sanh trinh tu theo sang ché voi diy liéu chira mot sd lrong 16n
cac trinh ty tr cdc sinh vét khac nhau l1a chuong trinh may tinh BLAST, cu thé la
BLASTP hodc TBLASTN, str dung céac thong $6 madc dinh. Xem, vi du tai liéu:
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 va (1997) Nucleic Acids Res.
25:3389-3402, tirng tai liéu trong so céc tai lidu nay dugc dua vao day bang cach vién
dan.

Cum tir “luong cho hiéu qua diéu tri” chi luong tao ra tac dung mong mudn khi
lugng nay duge dung. Luong chinh xac s& phu thudc vao muc dich diéu tri, va sé duoc

nguoi cO ky nang trung binh trong linh vuc ky thuét nay xac dinh st dung cac ky thuat
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da biét (Xem, vi du, tai liéu: Lloyd (1999) The Art, Science and Technology of
Pharmaceutical Compounding).

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “ddi twong” chi dong vat, tot
hon néu 1a dong vat c6 v, tét hon nira 1a nguoi, can lam giam, ngin ngira va/hodc didu
tri bénh hodc rdi loan gin v&i C5 nhu hoi ching tan huyét tang ure méu khong dién
hinh (aHUS) hodc bénh tiéu huyét sic t6 kich phéat vé dém (paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria - PNH). Thuét ngit bao gém céc doi tuong 1a nguoi da mac hodc co
nguy co da mac bénh hoic rdi loan nay.

Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngl “diéu tri” ¢ dang dong tu,
dong danh tir hodc danh tir chi viée lam giam hoac giam bot mire do tram trong cua it
nhat 1a mot triéu ching hodc d4u hiéu bénh hodc rdi loan gén vol C5 nho viée dung
chat tri liéu nhu khang thé theo sang ché cho ddi tuong c6 nhu cau. Céc thuat nglr nay
bao gém viéc tc ché qua trinh tién trién cua bénh hodc quéa trinh xéu di cua triéu
chimg/déu hiéu bénh. Cac thuat nglt nay ciing bao gém viéc chin doén tich cuc bénh,
nghia 1a, dbi tuong co thé khong bi mac hodc c6 thé giam bénh khi dung chét tri liéu
nhu khang thé theo sdng ché. Chat trj liéu nay ¢6 thé duge dung & lidu diéu tri cho déi
tuong.

Thuat ngt “ngédn ngra” ¢ dang dong tr, dong danh tir hodc danh tir chi viée wre
ché su biéu hién cta bénh hodc rdi loan gén v6i C5 hodc triéu ching hodc dau hiéu
bénh bat ky ctia bénh hodc rdi loan nay khi dung khang thé theo sang ché.

Céc manh lién két khang nguyén cua céc khang thé

Trir khi duoc thé hién rd mdt cach cu thé néu khong, thuat ngtr "khang thé" khi
duoc str dung trong ban mo ta nay, sé dugc hiéu la bao gom cac phén tr khing thé co
hai chudi nang globulin mién dich va hai chudi nhe globulin mién dich (nghia la,
"phan tir khang thé hoan chinh") cling nhu cac manh lién két khang nguyén cua chung.
Thuat ngit "phan lién két khang nguyén" cua khang thé, "manh lién két khang nguyén"
clia khang thé, va céc thuat ngtr twong tu, khi dugc sir dung trong ban md ta nay, bao
gom polypeptit hodc glycoprotein bat ky xudt hién trong tu nhién, ¢6 thé thu dugc
bang k¥ thuat enzym, tong hop hodc duoe xir ly k¥ thuét di truyén va lién két dac hiéu
v6i khang nguyén tao ra phirc hop. Céc thut ngtt "manh lién két khang nguyén’cua

khang thé, hoic "manh khang thé”, khi dugc su dung trong ban mo6 ta nay, chi mot
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hodc nhiéu manh cuia khéng thé ma gilr lai kha nang lién két dac hiéu voi protein CS5.
Manh khéng thé c6 thé bao gém manh Fab, manh F(ab'),, manh I'v, manh dAb, manh
chira CDR, hoac CDR da phén 14p. Theo mdt sé phuong an nhat dinh, thudt ngr
“manh lién két khang nguyén” chi manh polypeptit cua phan tir lién két khang nguyén
da dic hiéu. Cac manh lién két khéng nguyén cta khang thé c6 thé thu duoc, vi du, tu
phan tir khang thé hoan chinh st dung céc ky thudt chudn bét ky thich hop nhu tiéu
hoa phén giai protein hodc cac ky thuét xt ly di truyén tai to hop bao g6m thao tac va
biéu hién ADN ma héa cac ving bién ddi khang thé va (tuy ¥) viing c6 dinh. ADN nay
la da biét va/hoac dé dang co duoc tir, vi du, cac 11g116n thuong mai, cac thu vién ADN
(bao g61n, vi du, céc thu vién thé thuc khuén—khéng thé), hoac ¢6 thé duoc téng hop.
ADN ¢6 thé dugc doc trinh tu va thao tac hoa hoc hoic béng cach str dung cac ky thuat
sinh hoc phan tr, vi du, dé sép Xép mdt hodc nhiéu vung bién doi va/hodc ¢b dinh vao
trong mot cdu hinh thich hop, va dé dua vao cac codon, tao ra cac gbc xystein, cai
bién, b6 sung hoac xo6a bo cac axit amin, v.v..

Vi du khong gi¢i han vé manh lién két khang nguyén bao gom: (i) manh Fab;
(ii) manh F(ab")2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) cdc phan tr dang manh Fv mach
don (scFv); (vi) manh dAb; va (vii) cdc don vi nhan dién nhd cua cac géc axit amin ma
mo phéng ving siéu bién cua khang thé (vi du, vung xac dinh tinh bo tro da phan lap
(complementarity determining region - CDR) nhu peptit CDR3), hoic peptit FR3-
CDR3-FR4 ¢ dang lién két. Cac phan tr duge xu Iy ky thuat khéc nhu khang thé dac
hiéu mién, khang thé mién don, cdc khing thé da loai bo mién, céc khang thé kham,
cic khang thé ghép CDR, cdc khéng thé thé hai, cac khang thé thé ba, cac khang thé
thé bén, cac khang thé nho, cac khing thé ¢& nano (vi du cac khang thé nano hoa tri
mot, cac khéang thé nano hoa tri hai, v.v..), cdc duoc chit mién dich modun nho (small
modular immunopharmaceutical - SMIP), va cdc mién [gNAR bién déi manh, cling
nam trong pham vi ctia cum tir "manh lién két khang nguyén," khi dugc st dung trong
ban mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén ctia khang thé s& thuong bao gom it nhat la mot
ving bién dbi. Vung bién doi nay co thé co kich thude hodc thanh phan axit amin bat
ky va s& thuong bao goém it nhét la mot CDR, ma nam lién ké voi hodc trong mot

khung v6i mot hodc nhiéu trinh tu vung khung lam viée. Trong manh lién két khang
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nguyén co mién Vu gén v6i mién V[, cic mién Vi va Vi ¢6 thé ndm ¢ vl tri tuong
quan véi nhau theo mot cach siap xép bt ky thich hop. Vi du, vang bién déi nay co thé
la mot dime va chtra cac dime Vi - Vi, Vi - Vi hodc V| - V. Theo cach khac, manh
lién két khang nguyén cua khéang thé c6 thé chira mién Vi hodc V. ¢ dang monome.

Theo mot s6 phuong an nhat dinh, méanh lién két khang nguyén cta khang thé
6 thé chtra it nhét 1a mot ving bién dbi lien két déng héa tri v6i it nhat 1a mot mién cd
dinh. Vi dy khong gi6i han vé cac ciu hinh ctia mién bién ddi va cac mién ¢ dinh ma
c6 thé duge phat hién thiy bén trong méanh lién két khang nguyén cua khang thé theo
sang ché bao gom: (i) Vi -Cyl; (ii) Vi -Cpi2: (iii) Vi -Cpi3: (iv) Vi -Cpi1-C2: (v) Vi -
Cnl-Cp2-Cy3; (vi) Vi -Cu2-Cy3; (vii) Vi -Cys (vill) Vi -Cyl; (ix) Vi -Ci2: (x) V. -
Cu3; (xi) Vi -Cyl-Cy2; (xii) Vi -Cyl-Cy2-Cyy3; (xiii) Vi -C2-Cyi3: va (xiv) V, -C;.
Trong cau hinh bat ky ctia mién bién dbi va mién cé dinh, bao gém cau hinh vi du bat
ky duoc liét ké & trén, cidc mién bién ddi va mién cd dinh co thé lién két truc tiép Vol
nhau hodc c6 thé lién két boi mot vung hoan chinh hogc ving ban 1& mot phan hoic
vung chat lién két. Ving ban 1& ¢6 thé bao gdm it nhat 12 2 (vi du. 5. 10, 15. 20, 40. 60
hodc nhiéu hon) axit amin, tr d6 tao ra lién két linh dong hodc ban linh dong gitra
mién bién ddi va/hodc mién ¢b dinh trong mot phan tir polypeptit. Hon thé nita, manh
lién két khang nguyén cta khang thé theo sang ché co thé bao goém dong dime hodc di
dime (hodc multime khéc) ¢6 cdu hinh mién bién déi va mién ¢ dinh bat ky duoc liét
ké & trén két hop khong 6611g hoa tri v6i nhau va/hodc véi mot hodc nhiéu mién Vi
hodc V| ¢ dang monome (v/ du, béng (cac) lién két disulfua).

Nhu véi cac phan tir khsang thé hoan chinh, manh lién két khang nguyén cé thé
¢o tinh don ddc hiéu hoac da hiéu (vi du, dic hiéu doi). Manh lién két khang nguyén da
dac hiéu ctia khang thé sé thuong bao gom it nhat 1a hai vung bién déi khac nhau,
trong d6 mdi ving bién ddi co kha ning lién két dic hiéu véi khang nguyén riéng biét
hodc v6i epitop khdc trén cing khang nguyén. Dang khang thé da dic hicu bat ky, bao
gém the vi du cdc dang khéang thé dac hiéu doi duge moé ta ¢ day, co thé duoe stra doi
phu hop dé su dung cho ménh lién két khing nguyén cta khang thé theo sang ché su

dung céc k¥ thuét thong thuong ¢ san trong tinh trang ky thuat nay.
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Tao ra cac khang thé nguoi

Céc phuong phap tao ra céc khang thé ngudi & chudt chuyén gen la da biét
trong linh vue ky thuat nay. Cic phuong phap bat ky da biét nay co thé duoc su dung
trong theo sang ché dé tao ra cac khéang thé ngudi lién két dic hiéu voi protein CS5.

Céc chit sinh mién dich bao gdém chat sinh mién dich bat ky trong s6 céc chat
sinh mién dich duéi day co thé duoc s dung dé tao ra cac khang thé lién két véi
protein C5. Theo mdt s6 phuong an nhét dinh, cac khang thé theo sang ché thu duoc tir
chuodt duoc gy mién dich bang protein C5 tu nhién, ¢6 chiéu dai day du (Xem. vi du,
s6 truy cap trong ngén hang gen NP_001726.2) (SEQ ID NO: 355), hodc bang ADN
md hoéa protein nay hodc manh cua no6. Theo cach khac, protein nay hodc manh ctia no6
c6 thé duoc tao ra st dung cdc k§ thuat sinh hoc chuan va duoc cai bién va duoc su
dung lam chat sinh mién dich. Theo mot sb phuong 4n nhat dinh cua sang ché, chat
sinh mién dich nay 1d mot manh cua protein C5 ma nim trong khoang cac gdc axit
amin 19 — 1676 ctia SEQ ID NO: 355.

Theo mét s6 phuong én, chat sinh mién dich nay c6 thé la protein C5 tai o hop
hodc manh cia né duoc biéu hién trong L. coli hodc trong céc té bao nhan chuan bat
ky khac hodc trong céc té bao dong vit co v bt ky khic nhu té bao budng trung
chuot dong Trung Qudc (Chinese hamster ovary - CHO).

St dung cong nghé VELOCIMMUNE® (Xem, vi du, US 6.596.541,
Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hogc phuong phap bét ky khac da
biét dung dé tao ra cac khéang thé don dong, cac khang thé kham c6 4i luc cao voi CS
duoc phan lap dau tién c6 ving bién doi & nguoi va ving ¢6 dinh & chudt. Cong nghé
VELOCIMMUNE® lién quan dén viéc tao ra chudt chuyén gen ¢6 hé gen bao gém
viing bién doi chudi nang va chudi nhe & nguoi lien két ¢o diéu khién véi loci & vung
c¢6 dinh cua chudt noi sinh va vung ¢ dinh & chuot dé dap Ung voi su kich thich béng
khdng nguyén. ADN ma hoa céc ving bién doi chudi nang va chudi nhe cua khang thé
dugc phén 1ap va lién két co diéu khién véi ADN ma hoa cac ving ¢b dinh chudi nang
va chudi nhe & ngudi. ADN nay sau do duoc biéu hién trong té bao co kha nang biéu
hién khang thé hoan chinh & nguoi.

Thong thuong, chugt VELOCIMMUNE® duge thir bang khang nguyén quan

tam, va dong t€ bao lympho (nhu céc té bao B) dugc thu hoi tir chudt ma biéu hién cac
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khang thé. Cac té bao lympho nay c6 thé duoc dung hop véi dong té bao u tiy dé tao
ra cac dong té bao lai bét tr, va cac dong té bao lai nay duoc sang loc va chon luya dé
xéc dinh céc dong té bao lai ma tao ra cic khang thé dic hiéu voi khang nguyén quan
tam. ADN ma hdéa céc vung bién doi cua chudi niang va chudi nhe co thé dugc phan
lap va lién két v6i cdc viing c6 dinh isotyp mong mudn cua chudi nang va chudi nhe.
Protein khdng thé nay c6 thé duge tao ra trong té bao, nhu té bao CHO. Theo cach
khac, ADN mi héa céc khang thé kham dic hiéu khang nguyén hogc cdc ving bién
doi cla cac chudi nhe va chudi nang c¢6 thé duoc phan lap truc tiép tir cac té bao
lympho dac hiéu khéang nguyén.

Ban ddu, cac khang thé kham co ai luc cao duoc phan 1ap c6 vung bién déi &
ngudi va ving cb dinh & chudt. Nhu trong phan thu nghiém dudi day, cac khang thé
nay duge phan tich dic diém va duoc chon theo dic tinh mong mudn bao gdm ai luc,
tinh chon loc, epitop, v.v.. Cac ving ¢6 dinh & chudt duoc thay thé bang viung c¢6 dinh
& ngudi mong mudn dé tao ra khang thé hoan chinh & ngudi theo séng ché. vi du IgG1
hodc IgG4 kiéu dai hodc duoc cai bién. Trong khi ving ¢6 dinh duoc chon ¢6 thé thay
ddi theo muc dich su dung cu thé thi lién két khang nguyén véi ai luc cao va tinh dac

hiéu dich lai phu thudc vao vung bién doi nay.

Céac tuong duong sinh hoc

Céc khang thé khang C5 va cdc manh khang thé theo sang ché bao gom cac
protein ¢6 trinh tu axit amin ma thay doi so véi cac khang thé da mé ta, nhung van git
lai kha nang lién két v6i protein C5. Céc bién thé nay cta cic khdng thé va cdc manh
khéng thé bao gdbm mot hodc nhidu bd sung, loai bo, hodc thay thé cdc axit amin khi so
sénh v6i trinh tu gde, nhung boc 16 hoat tinh sinh hoc ma vé co ban tuong duong voi
hoat tinh sinh hoc cua cac khang thé da mo ta. Nguoe lai, cac trinh tw ADN ma hoa
khéang thé theo sang ché bao gé)m cac trinh tu that bao g6m mot hodc nhiéu bo sung,
loai bo, hodc thay thé céc nucleotit khi so séanh véi trinh ty duoc mo ta, nhung ma hoa
khéng thé hoac manh khang thé ma vé co ban tuong duong sinh hoc véi khang thé
hodc manh khang thé theo séng ché.

Hai protein lién két khang nguyén, hodc cdc khang thé, duoc coi la tuong tu

néu, vi du, chung 1a cdc twong duong vé duoc 1y hodc cac thay thé duoc ly ¢o toe do
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va mtrc do hap thy khéng thé hién su khéc nhau dang ké khi duoc ding 6 cung liéu
mol trong céc diu kién thu nghiém giéng nhau, & dang liéu don hodc da liéu. Mot sb
khang thé s& dugc coi 1a cac twong duong hoidc thay thé duoc Iy néu chung tuong
dwong vé mirc d6 hip thu nhung khong tuong duong vé toe do hép thu chung va tuy
nhién c6 thé duoc coi 1a tuong duong sinh hoc vi su khac nhau & toc do hép thu mang
tinh cht dich va dugc phan anh trong viée danh déu, khong dugc coi can thiét cho viéc
thu duoc cac néng do duoc chét hitu hiéu trong co thé khi, vi du, st dung lau dai va
dugc coi la khong ¢6 y nghia trong y hoc déi véi mot san pham thude cu thé duoc
nghién cuu.

Theo mot phuong én, hai protein lién két khang nguyén la twong duong sinh
hoc voi nhau khi khong c¢6 su khéc biét ¢d ¥ nghia 1dm sang vé do an toan, do tinh
khiét va hoat luc cta ching.

Theo mdt phuong an, hai protein lién két khang nguyén la tuong duong sinh
hoc khi bénh nhan chuyén doi viéc dung mot hodc nhiéu lan san pham tham chiéu sang
san pham sinh hoc ma khong thdy su gia tang nguy co xuét hién cdc tac dung phu nhu
du doan, bao gdm su thay ddi dang ké vé mat 1am sang trong tinh sinh mién dich hoac
hiéu qua bi giam xudng, khi so vdi liéu phap dang ding ma khong cé su chuyén doi
nay.

Theo mot phuong an, hai protein lién két khéng nguyén la tuong duong sinh
hoc khi c4 hai protein nay déu tac dong thong qua mot co ché chung hodc céc co ché
tac dong chung cho diéu kién hodc cac diéu kién st dung, t&éi mirc dd ma cac co ché
nay la da biét.

Tuong duong sinh hoc ¢6 thé duoc ching minh bang cac phuong phap in vivo
va/hodc in vitro. Cac phuong phip do tuong duong sinh hoc bao gom. vi du, (a) phép
thir in vivo test & nguoi hodc cc dong vét co vi khac, trong d6 ndng do cia khang thé
hodc chét chuyén hoa ctia né duge do trong méu, huyét tvong, huyét thanh, hodc cac
dich sinh hoc khéc dudi dang ham cua thoi gian; (b) phép thi in virro ¢6 moéi tuong
quan voi va c6 tinh du bao hop ly sb licu vé do sinh kha dung in vivo ¢ ngudi; (c) phép
thir in vivo & nguoi hodc céc dong vit ¢6 vu trong d6 tac dung duogce Iy tue thi thich

hop ctia khang thé (hodc dich cua no) duoc do dudi dang ham cua thoi gian; va (d)
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trong thur nghiém lam sang cé kiém soat chat ch& ma thiét lap nén do an toan, hiéu luc
hodc do sinh kha dung hodc tvong duong sinh hoc ctia khang thé.

Céc bién thé trong duong sinh hoc cia cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc
xay dung céu truc béng cach, vi du, tao ra céc thay thé khac nhau ddi véi cac gdc hodc
cac trinh tu hodc loai bo cac géc & dau tan cung hodc cac g(“’)c ndi bo hodc cac trinh tu
khong can thiét cho hoat tinh sinh hoc. Vi du, cac géc xystein khong can thiét cho hoat
tinh sinh hoc ¢6 thé duoc loai bo hoéc thay thé béng cac axit amin khéac dé ngan chan
su tao thanh cac cau disulfua noi phan tr khong can thiét hodc khong chinh xdc. Trong
cac ndi dung khéc, cdc khang thé tuong duong sinh hoc c6 thé bao gdém cac bién thé
cta khang thé bao gdm céc thay doi axit amin, ma lam thay doi cac dic tinh glycosyl

hoa cua cac khang the, vi du, cac dot bién ma loai bo hodc triét tiéu viéc glycosyl hoéa.

Céc khang thé khang C5 bao gbm céc bién thé Fc

Theo c4c phuong an nhat dinh theo sang ché, cac khéng thé khang CS5 duoc
cung cap bao gdm mién Fe bao gdm mét hodc nhidu dot bién ma tang cuong hodc lam
giam lién két cua khang thé voi thu thé FcRn, vi du, 6 do pH axit khi so véi do pH
trung hoa. Vi du, sang ché bao gém cic khang thé khang C5 bao gém mot dot bién
trong vung Cy2 hodc ving C;3 cua mién Fe, trong d6 (cdc) dot bién lam tang ai luc
ctia mién Fe v6i FeRn trong moi truong axit (vi dy, trong hat co quan ndi bao trong do
khoang pH tir khoang 5,5 dén 6,0). Céc dot bién nay ¢6 thé lam tang thoi gian ban hiy
ctia khang thé khi duoc dung cho dong vat. Vi du khong gi¢i han vé cac cai bién cua
miéng Fe nay bao gom, vi du, cai bién & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du,
L hodc F); 252 (vi du, L/Y/F/W hodc T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du,
S/R/Q/E/D hoic T); hodc cai bién ¢ vi tri 428 va/hoic 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc
K) va/hodac 434 (vi du, A, W. H, F hodc Y [N434A, N434W. N434H. N434F hoic
N434Y]); hodc cai bién & vi tri 250 va/hodc 428: hodc cai bién & vi tri 307 hoac 308
(vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mot phuong an, cai bién nay bao gom cai bién
428L (vi du, M428L) va 434S (vi du, N4348S): cai bién 4281, 2591 (vi du, V259I1), va
308F (vi dy, V308F); cai bién 433K (vi du, H433K) va cai bién 434 (vi du, 434Y); cai
bién 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va 256EF); cai bién 250Q va 428L (vi du,
T250Q va M428L); va cai bién 307 va/hodc 308 (vi du, 308F hoac 308P). Theo
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phuong 4n khac nita, cii bién nay bao gdm cai bién 265A (vi du. D265A) va/hoac cai
bién 297A (vi du, N297A).

Vi du, sang ché bao gbém céac khang thé khang C5 bao gom mién Fe bao gom
mot hodic nhiéu cdp hodc nhém céc dot bién duoc chon tir nhém 26m co: 250Q va
248L (vi du, T250Q va M248L); 252, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va
T256E); 428L va 434S (vi du, M428L va N4348S); 2571 va 3111 (vi du, P2571 va
Q3111); 2571 va 434H (vi du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi du. D376V va
N434H); 307A, 380A va 434A (vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F
(vi du, HA33K va N434F). T4t ca cdc 16 hop c6 thé co clia cac dot bién trong mién Fe
néu trén va cic dot bién khac bén trong cac vung bién doi cua khang thé dugc mo ta &
day, dugc du dinh trong pham vi cua sdng ché.

Séng ché ciling bao gdm cac khang thé khang C5 bao gdm ving ¢6 dinh chudi
ning (Cy) ¢ dang kham, trong d6 vang Cy; dang kham nay bao gém cac doan thu duoc
tr cac vang Cyy ¢6 nhiéu hon mot isotyp globulin mién dich. Vi du, cac khang thé theo
sang ché c6 thé bao g6m ving Cy dang kham bao gom mdt phan hodc toan bo mién
Cn2 thu duoc tir phan tr [gG1 nguoi, 1gG2 ngudi hode 1gG4 nguoi, két hop véi mot
phén hodc toan bd mién Cy3 thu dugce tir phan tr IgG1 nguoi, 1gG2 nguoi hodc 1gG4
ngudi. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé theo sang ché bao oom vung Cy
dang kham c6 ving ban 1é dang kham. Vi du, viing ban 1& dang kham c6 thé bao gom
trinh tu axit amin “ban I& trén” (cac géc axit tr cac vi tri 216 dén 227 theo cach danh
s6 EU) thu duoc tir ving ban 1¢ cta IgGl nguoi, 1gG2 nguoi hoac eG4 ngudi. két hop
v6i trinh tu “ban 18 dwéi” (cdc gde axit tir cac vi tri 228 dén 236 theo cach danh s EU)
thu dugc tir ving ban 1& cua IgG1 nguoil, IgG2 nguoi hoac 1gG4 nguoi. Theo céac
phuong 4n nhét dinh, ving ban 1& dang kham bao gom cic gbe axit amin thu duoce tu
IgG1 nguoi hodc ving ban 18 trén cua IgG4 nguoi va cac goc axit amin thu duogc tu
viing ban 1¢& cia [gG2 nguoi. Khang thé bao gom vung C;; dang kham nhu dugc mo ta
O day co thé, theo cac phuong an nhét dinh, boc 16c cac chire nang tac dong Fe cai bién
ma khong anh hudng bét loi dén tac dung tri liéu hodc dugc dong hoc cia khang thé.
(Xem, vi dy, cong bd don My s6 2014/0243504, phan mé ta cua cong bo don nay duoc

két hop toan bo noi dung vao ddy bang cach vién dan).
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Dac tinh sinh hoc cua cac khang thé

Théng thuong, cac khang thé theo sang ché thuc hién chuc nang béng céach lién
két véi protein C5 va ngin can sy phan cit ching thanh C5a va C5b. Vi du, sang ché
bao gdém cac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cta cac khang thé ma lién
két v6i protein C5 (vi du, & 25°C hoic & 37°C) véi Kp nho hon 9nM nhu duoc xéc
dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé mat, vi du, si dung dang thtr nghiém
nhu duoc md ta trong Vi du 3 ¢ day. Theo mot sd phuong an nhat dinh, cac khang thé
nay hodc cdc manh lién két khéng nguyén cia chung lién két véi C5 véi Kp nho hon
khoang 9nM, nho hon khoang 5nM, nho hon khoang 2nM, nhé hon khoang 1nM, nho
hon khoang 500pM, nh6 hon 250pM, hodc nho hon 100pM, nhu dugce xac dinh bang
phuong phdp cong hudng plasmon bé mit, vi du, su dung dang tht nghiém nhu duoc
mo ta trong Vidu 3 & day, hodc thir nghiém gan tuong tu.

Sang ché ciing bao gOm céc khang thé va cac manh lién két khing nguyén cua
chung ma lién két véi protein C5 ¢ nguoi thoi gian ban hay (t/2) lon hon khoang 2
phit nhu duge x4c dinh bang phuong phép cong hudng plasmon bé mit & 25°C, vi du,
su dung dang thtr nghiém nhu duoc xéc dinh trong Vi du 4 ¢ ddy. hodc thir nghiém
gan tuong tu. Theo mot sb phuong 4n nhat dinh, cac khang thé nay hodc cdc manh lién
két khang nguyén cua sang ché lién két voi protein C5 v6i t/2 16n hon khoang S phut,
Ién hon khoang 10 phut, 16n hon khoang 30 phut. 16n hon khoang S0 phat, 16n hon
khoang 100 phut, 16n hon khoang 150 phut, 16n hon khoang 200 phut, hodc 16n hon
khoang 250 phat, nhu dugc xdc dinh bang phuong phéap cong hudng plasmon bé mat
¢ 25°C, vi du, su dung dang thtr nghiém nhu duoc xac dinh trong Vi du 3 ¢ day (vi du,
dang bt gitt mAb hodc bat gilr khdng nguyén), hodc thi nghiém gan tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm cac khang thé va cic manh lién két khang nguyén cua
chung ma lién két voi protein C5 ¢ nguoi thoi gian ban huy (t'2) 1on hon khoang 1,5
phut nhu duge xac dinh bang phuong phép cong hudng plasmon bé mat & 37°C, vi du,
su dung dang tht nghiém nhu dugc xdc dinh trong Vi du 4 & day. hodc thu nghiém
gén tuong tu. Theo mot sb phuong an nhat dinh, cédc khang thé nay hoac cac manh lién
két khang nguyén cua sang ché lién két voi protein C5 véi t/2 [6n hon khoang 2 phut,
I6n hon khoang 5 phut, 16n hon khoang 10 phat, 16n hon khoang 25 phat, 16n hon

khoang 50 phut, 16n hon khoang 100 phut, 16n hon khoang 150 phut, hodc 16n hon
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khoang 200 phut, nhu duge x4c dinh bing phuong phdp cong hudng plasmon bé mit
¢ 37°C, vi du, st dung dang thtr nghiém nhu dugc xdc dinh trong Vidu 3 ¢ day (vi du,
dang bat gitt mAb hodc bt gift khang nguyén), hodc thir nghiém gan tuong tu.

Sang ché cling bao gdm cac khéng thé va cac manh lién két khang nguyén cua
céc khang thé ma lién két véi protein C5 ¢ khi (vi du, ¢ 25°C hoac ¢ 37°C) v&i Kp nhd
hon 120nM nhu dugc xac dinh béng phuong phap cong hudng plasmon bé mat, vi du,
str dung dang thtr nghiém nhu dugc mo ta trong Vi du 3 ¢ day. Theo mot s6 phuong an
nhit dinh, céc khang thé nay hodc cdc manh lién két khéang nguyén cta ching lién két
voi C5 ¢ khi v6i Kp nho hon khoang 120nM, nhd hon khoiang 100nM, nhé hon
khodang 50nM, nho hon khodng 25nM, nho hon khoang 10nM, nho hon khoang 5nM,
nho hon khoang 1nM, nhé hon khoang 500pM, hodc nhé hon 250pM. nhu duoc xac
dinh bing phuong phép cong huong plasmon bé mat, vi du, st dung dang thur nghiém
nhu duge mo ta trong Vi du 3 ¢ day, hodc thir nghiém gan tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm céc khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua céc
khéng thé ma lién két v6i protein C5 da cai bién & nguoi ¢6 thay déi R885H (duge vi
du bang SEQ ID NO: 356) v6i Kp nhé hon 70nM nhu duoc xac dinh bang phuong
phap cong hudng plasmon bé mat, vi du, st dung dang thu nghiém nhu dugc mo ta
trong Vi du 3 & ddy. Céc bién thé cia C5 da duoc chi ra dap Ung kém vdi cac khang
thé khang C5 da dwoc mo ta trude do trong linh vuc ky thudt nay (vi du, Nishimura et
al 2014, New Engl. J. Med. 370: 632-639). Theo mot s6 phuong an nhat dinh, cac
khang thé nay hodc cdc manh lién két khang nguyén cua chung lién két v6i protein CS
da cai bién ¢ ngudi voi Kp nhé hon khoang 65nM, nhé hon khoang S0nM, nhé hon
khoang 20nM, nho hon khoang 10nM, nho hon khoang 5nM, nho hon khoang 3nM,
hodc nhé hon 2nM, nhu duge xac dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé
mat, vi du, st dung dang tht nghiém nhu duoc mo ta trong Vi du 3 ¢ day, hoac thu
nghiém gén tuong tu.

Sang ché ciing bao gbm céc khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua céac
khéng thé ma lién két véi protein C5 da cai bién ¢ nguoi c6 thay doi R885C (dugc vi
du bang SEQ ID NO: 357) v6i Kp nhé hon 160nM nhu duge xéc dinh bang phuong
phép cong hudng plasmon bé mat, vi du, str dung dang thu nghiém nhu duogc mo ta

trong Vi du 3 ¢ ddy. Céc bien thé ctia CS5 da duge chi ra la c6 ddp ung kém véi cac
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khang thé khang C5 da dugc moé ta trude do trong linh vuc ky thuat nay (vi du,
Nishimura et a/ 2014, New Engl. J. Med. 370: 632-639). Theo mdt sb phuong 4n nhat
dinh, cac khang thé nay hodc cac manh lién két khang nguyén cta chung lién két véi
protein C5 da cai bién & ngudi voi Kp nhé hon khoang 150nM, nhd hon khodng
100nM, nho hon khoang 50nM, nho hon khoang 20nM, nho hon khoang 10nM, nho
hon khoang 5nM, hodc nh6 hon 2nM, nhu dugc xac dinh béng phuong phap cong
hudng plasmon bé mat, v/ dy, str dung dang thu nghiém nhu dugc mo6 ta trong Vi du 3
& day, hodc thir nghiém gan twong tu.

Séng ché ciing bao gdm céac khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua cac
khang thé ma tc ché tinh gay doc té bao phu thudce bd thé (complement dependent
cytotoxicity - CDC) voi ICsg nhé hon 10nM nhu duoc xdc dinh béng thu nghiém phat
quang, vi du, st dung dang thir nghiém nhu duoc mo6 ta trong Vi du 6 & day. Theo mot
s6 phuong 4n nhit dinh, céc khéng thé nay hodc cdc manh lién két khang nguyén cua
chung tre ché CDC véi ICsy nhé hon khodng 5nM, nho hon khoang 3,5nM, hodc nhd
hon khoang 2nM, nhu dugc x4c dinh bang thir nghiém phat quang té bao B, vi du, sir
dung dang tht nghiém nhu duoc moé ta trong Vi du 6 ¢ ddy. hodc thir nghiém gén
tuong tu.

Sang ché ciing bao gbm cdc khang thé va manh lién két khéng nguyén ma phong bé
qué trinh tan huyét qua con duong ¢b dién (CP) qua trung gian C5 ¢ nguoi 16n hon
94% va voi ICsp nhé hon 6nM, nhu duoc xéac dinh béng thu nghiém tan huyét CP, vi
du, st dung dang thtr nghiém nhu dugc moé ta trong Vi du 8 3 day. Theo mot sb
phuong an nhét dinh, cac khang thé nay hodc cic manh lien két khang nguyén cua
ching phong bé qua trinh tan huyét CP véi ICsy nhd hon khoang 6nM, nho hon
khoang 5nM, nh6 hon khodng 4nM, nho hon khoang 3nM, hodc nho hon khoang 2nM,
nhu dugc xac dinh béng thu nghiém tan huyét CP, vi du, su dung dang thu nghiém nhu
dugc mo ta trong Vi du 8 ¢ day. hodc thir nghiém gan tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm cac khang thé va manh lién két khang nguyén ma phong bé
qué trinh tan huyét qua con duong thay thé (AP) qua trung gian CS ¢ nguoi 16n hon
70% va véi ICsp nhé hon 165nM, nhu duoc xéac dinh béng thor nghiém lam tan huyét
AP, vi du, sir dung dang thtr nghi¢ém nhu duge mo ta trong Vi du 8 ¢ day. Theo mot sd

phuong an nhat dinh, cdc khang thé nay hodc cic manh lién két khang nguyén cua
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ching phong bé qué trinh tan huyét AP véi ICsy nhd hon khoang 160nM, nho hon
khoang 150nM, nh¢ hon khodng 100nM, nho hon khoang 50nM, hoidc nho hon
khoang 20nM, nhu dugc xac dinh béng thir nghiém tan huyét AP, v/ du, st dung dang
thtr nghiém nhu duge mo ta trong Vi du 8 ¢ day, hodc thir nghiém gan tuong tu.

Séng ché ciing bao gom céc khang thé va manh lién két khang nguyén ma phong bé
quéa trinh tan huyét qua con duong b dién (CP) qua trung gian C5 & khi xanh Chau
Phi I6n hon 40% va véi [Csg nho hon 185nM, nhu duoc xé4c dinh béng thu nghiém tan
huyét CP, vi du, st dung dang thir nghiém nhu duge mo ta trong Vi du 8 & day. Theo
mdt s6 phwong an nhét dinh, cic khang thé nay hodc cac manh lién két khang nguyén
ctia chung phong bé qué trinh tan huyét CP v6i ICsy nho hon khoang 180nM, nho hon
khoang 150nM, nhé hon khoang 100nM, nhé hon khoang 75nM, hodc nhd hon
khodng 50nM, nhu duge xac dinh bang thir nghiém tan huyét CP, vi du, su dung dang
thir nghiém nhur duge mé ta trong Vi du 8 ¢ day, hodc thir nghiém gan tuong tu,

Séng ché cling bao gbm cdc khang thé va manh lién két khang nguyén ma phong bé
qué trinh tan huyét qua con duong thay thé (AP) qua trung gian C5 ¢ khi xanh Chéu
Phi v6i ICsy nho hon 235nM. nhu duge xdc dinh bang thir nghiém lam tan huyét AP, vi
dy, st dung dang tht nghiém nhu dugc mé ta trong Vi du 8 ¢ day. Theo mdt sb
phuong 4n nhat dinh, cdc khang thé nay hoac cdc manh lien két khang nguyén cua
ching phong bé qué trinh tan huyét AP v6i ICsy nhd hon khoang 200nM, nho hon
khoang 150nM, nh6 hon khoang 100nM, nhé hon khoang SCnM. hodc nhé hon
khoang 20nM, nhu dugc xac dinh bang thir nghiém tan huyét AP, vi du, st dung dang
thtr nghi¢m nhu duge mo ta trong Vi du 8 ¢ déy, hodc thir nghiém gan tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm cac khang thé va manh lién két khang nguyén ma phong bé
hon 90% qua trinh tan huyét qua con duong ¢6 dién (CP) qua trung gian CS ¢ khi dau
cho vo1 I1Csp nhdé hon 145nM. nhu duogc xdc dinh béng thu nghiém tan hu)'ét CP, vi du,
su dung dang thtr nghiém nhu dugc mé (a trong Vi du 8 ¢ day. Theo mot s6 phuong an
nhét dinh, cic khang thé nay hodc cdc manh lién két khang nguyén cua chung phong
bé qué trinh tan huyét CP v6i ICsy nho hon khoang 140nM, nho hon khoang 120nM,
nho hon khoang 100nM, nh6 hon khoang 75nM, hodc nhd hon khoang 50nM, nhu
duoc xac dinh bang thtr nghiém tan huyét CP. vi dy, su dung dang thtr nghiém nhu

duoc mo ta trong Vi du 8 ¢ déy, hodc thir nghiém gin tuong tu.
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Sang ché cﬁng bao gom céc khang thé va manh lién két khang nguyén ma phong bé
qué trinh tan huyét qua con duong thay thé (AP) qua trung gian CS & khi dau ché véi
[Cso nhd hon 30nM, nhu duogce xdc dinh béng tht nghiém tan huy& AP, vi du, sir dung
dang thir nghiém nhu duge mo ta trong Vi du 8 & day. Theo mot s6 phuong an nhat
dinh, cac khang thé nay hodc cac manh lién két khang nguyén ctia ching phong bé qua
trinh tan huyét AP v&i [Csy nhé hon khodang 25nM, nho hon khoang 20nM, nhd hon
khoang 10nM, nhé hon khoang 5nM, hodc nho hon khoang 2nM, nhu duoc xac dinh
béng thtr nghiém tan huyét AP, vi du, st dung dang thtr nghiém nhu duge mo ta trong
Vi du 8 & déy, hodc thir nghiém gan tuong tu.

Séng ché ciing bao g6m céc khang thé va manh lién két khang nguyén ma thé hién
dic tinh duoc dong hoc (PK) va duogc luc hoc (PD) cai thién hon so véi cae khéang thé
khdng C5 trong linh vuc k¥ thudt nay. Cac khéng thé khédng C5 theo sang ché thé hién
khd néng it bi thanh thai qua trung gian dich khi dung, nhu dugc thé hién trong cac Vi
du 9 va 10 ¢ day. Theo mot sé phuong an nhét dinh, sang ché bao gom cdc khang thé
khing C5 va cac manh lién két khéng nguyén cua ching ma thé hién cac nong do
trong huyét thanh trong mot thoi gian dai, vi du, 16n hon 20 ngay, 16n hon 25 ngay, 1on
hon 30 ngay, 16n hon 35 ngay. 16n hon 40 ngay, 16n hon 45 ngay. Ién hon 50 ngay, lon
hon 55 ngay, hodc 16n hon 60 ngay, nhu duoc mo ta trong cac Vi du 9 va 10 ¢ day.
Theo mét s6 phuong én nhét dinh, cac khdng thé khang C5 theo sang ché thé hién thoi
gian ban huy trong huyét thanh dai 1au hon 10 ngay, khi so sanh véi cac khang thé
khang C5 trong linh vuc k¥ thudt nay.

Theo mdt s6 phuwong an nhat dinh. sang ché dé xuat cac khéng thé khang CS va cac
manh lién két khang nguyén ctia chiing c6 ai luc cao déi voi C5 & nguoi (vi du, Kp nho
hon 0,3nM) va do thanh thai thép hon (vi du, thoi gian ban huy dai, hoat tinh duoc luc
hoc duge cai thién trong nhiéu ngay hon so v6i cac khang thé khéang C5 da biét trude
day). Cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc su dung thuan loi voi it lan dung hon ¢
doi trong bi bénh hodc roi loan gén vot CS.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé tai 6 hop da phan lap hodc manh
lien két khang nguyén cua ching lién két ddc hicu voi protein C5. trong do khang thé
hodc méanh cta né boc 16 mot hodc nhiéu dac diém sau day: (a) la khéang thé don dong

hoan chinh & nguoi; (b) lién két véi CS & nguoi voi hing sé phéan ly (Kp) nho hon
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0,9nM ¢ 25°C, nhu do dugc trong thir nghiém cong huong plasmon bé mat: (¢) lién két
v6i CS5 ¢ nguoi voi Kp nhd hon 0,3nM ¢ 37°C. nhu do duge trong thir nghiém cong
huéng plasmon bé mat; (d) ¢6 nong do trong huyét thanh 1én hon 10 ng/ml cho téi
tn ngay thtr 70 khi dung cho khi dau cho; (e) phong bé qua trinh tan huyét CP- va AP
cho t6i tan ngay thtr 35 khi dung cho khi déu cho, nhu do duoc trong thu nghiém tan
huyét ex vivo; (f) ¢6 thoi gian ban hiy 16n hon 10 ngay & khi dau cho: (g) co néng do
trong huyét thanh 1ém hon 10 pg/mL cho téi tan ngay thr 40 khi diing cho C5 & chuot
duoc lam giéng ngudi; (h) qua trinh tan huyét CP cho t6i tan ngay tha 30 khi dung
cho C5 & chudt duoc lam gidng ngudi, nhu do duoc trong thtr nghiém tan huyét ex
vivo; va (i) c6 thoi gian ban hity 16n hon 10 ngay ¢ C5 ¢ chudt duoc lam giéng ngudi,
Theo mot phuong an, sang ché dé xudt khang thé tai to hop da phan Idp hoac manh
lien két khang nguyén cua chung lién két dac hiéu vai protein C3, trong do khang thé
hodc manh ctia né boc 16 mot hodc nhiéu dic diém sau day: (a) la khang thé don dong
hoan chinh & ngudi; (b) lién két véi C5 ¢ nguoi voi hiang sé phan ly (Kp) nho hon
0,9nM ¢ 25°C, nhu do dugc trong thir nghiém cong hudng plasmon bé mat; (c) lién két
voi C5 6 ngudi voi Kp nho hon 0.3nM ¢ 37°C, nhu do dugc trong thi nghiém cong
hudng plasmon bé mat; (d) lién két v6i C5 & khi voi Kp nhd hon 65nM. nhu do duoc
trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mat: (e) lién két v6i bién thé R885H cua C5
0 nguoi (SEQ ID NO: 356) véi Kp nhé hon 0,5nM, nhu do duge trong thir nghiém
cong hudng plasmon bé mat; (f) lién két v6i bién thé R885C ctia C5 & nguol (SEQ ID
NO: 357) v6i Kp nho hon 0,5nM, nhu do dugc trong tht nghiém cong huong plasmon
bé mat; (g) phong bé qua trinh tan huyét théng qua con duong co dién (CP) qua trung
gian C5 ¢ nguoi hon 95% va voi 1Csy nho hon 6nM, nhu do duoc trong thu nghiém
tan huyét CP; (h) phong bé qua trinh tan huyét qua con duong thay thé (AP) qua trung
gian C5 ¢ nguoi 16n hon 70% va vai ICsy nho hon 165nM, nhr do duge trong thu
nghiém lam tan huyét AP; (i) tc ché qua trinh tan huyét CP qua trung gian CS5 ¢ khi
xanh Chau Phi v6i [Csg nhé hon 185nM, nhu do duge trong tht nghiém tan huyét CP;
(j) tc ché qua trinh tan huyét AP qua trung gian C5 ¢ khi xanh Chéau Phi vdi ICsy nho
hon 235nM, nhu do duoc trong thir nghiém lam tan huyét AP: (k) Gc ché qua trinh tan

huyét CP qua trung gian CS & khi dau ch6 v6i ICsy nho hon 145nM, nhu do duge trong
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thu nghiém tan huyét CP; va (1) tc ché qua trinh tan huyét AP qua trung gian C5 ¢ khi
dau choé voi ICsy nhé hon 30nM, nhu do dugc trong thur nghiém lam tan huyét AP.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhidu dic tinh sinh hoc néu trén,
hodc td hop bt ky ctia chung. Cac dic tinh sinh hoc khéc cta céc khang thé theo sang
ché s& trér 1én 16 rang déi voi ngudi ¢o trinh do trung binh vé linh vue k¥ thuat nay khi

xem phan mo ta cua sdng ché bao goém cdc vi du thuc hién dudi day.

Lap ban do epitop va céc cong nghé lién quan

Sang ché bao gdom cac khang thé khang C5 ma tuong tac véi mot hoac nhiéu
axit amin duogc phét hién thay bén trong mét hodc nhiéu vung cua phan (0 protein C5
bao gbm, alphpolypeptit va betpolypeptit. Epitop ma lién két voi cac khang thé nay co
thé gé)ln mot trinh tu lién ké bao g6m 3 axit amin hodc nhiéu hon (vidu,3,4.5,6,7,8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoac nhiéu hon) nam bén trong cac mién
bat ky cua phan tir protein C5 nay (vi du epitop théng trong mién). Theo cach khéc,
epitop ¢ thé gdm nhiédu axit amin (hodc trinh tu axit amin) khéng lién tiép bén trong
mdt hodc ca hai mién néu trén cua phan tr protein (vi du epitop ciu dang).

Céc ky thuat khac nhau da biét dbi voi nguoi 6 ky nang trung binh vé linh vuc
k¥ thuat nay c6 thé duoc st dung dé xdc dinh xem khang thé co "tuong tac véi mot
hodc nhiéu axit amin" bén trong polypeptit hodc protein hay khong. Vi du cac k¥ thuat
nay bao gom, vi dy, cic thi nghiém phong bé chéo thong thuong, nhu thir nghiém
dugc mo ta trong tai liéu: Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor, NY). Céac phuong phap khdc bao 20m phén tich dot bién quét
alanin, phan tich dém peptit (Reineke (2004) Methods Mol. Biol. 248: 443-63), cac
nghién ctru hinh hoc tinh thé phén tich su phan cat peptit va phan tich NMR. Ngoai ra,
céc phuong phap nhu cit epitop, tach chiét epitop. va cai bién héa hoc ddi voi cac
khang nguyén c6 thé duoc sir dung (Tomer (2000) Prot. Sci. 9: 487-496). Phuong phap
khéc c6 thé duge sir dung dé xac dinh céc axit amin bén trong polypeptit ma tuong tac
v6i khang thé 1a phat hién su trao doi hydro/doteri bang cach ghi phé khéi. Noi chung,
phuong phép trao ddi hydro/doteri lién quan dén viéc danh dau bang doteri déi véi
protein quan tam, sau do lién két khang thé ndy voi protein da danh dau bang doteri.

Tiép theo, phirc hop protein/khing thé dugc chuyén vao nude va cdc proton cé thé trao
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doi duoc bén trong cac axit amin dugc bao vé béng phtic hop ctia khéng thé s& trai qua
viée trao doi nguoc doteri — hydro & tde do nho hon tdc dd ctia cac proton co thé trao
doi duge bén trong cac axit amin ma khong phdi 1a mot phan cia bé mit chung. Két
qua la, cac axit amin ma tao thénh mot phan ctia bé mat chung protein/khang thé cé thé
gilr lai doteri va do do, ¢ khdi luong cao hon twong déi so voi céc axit amin khong
dugc bao gom trong bé mat chung nay. Sau khi phan ly khing thé, protein dich bj
proteaza phan cit va duoc phan tich pho khéi, theo do phat hién ra cac goc duoc duoc
dau doteri ma turong Gmg voi cac axit amin cu thé ma tuong téc véi khang thé. Xem, vi
du tai li€u: Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267: 252-259; Engen and Smith
(2001) Anal. Chem. 73: 256 A-265A.

Thuat ngir "epitop" chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B va/hodc T ddp ung
v6i ching. Céc epitop (€ bao B c6 thé duoc tao thanh tlr boi ca cac axit amin lidn ké
nhau hodc cédc axit amin khong lién ké duoc dat ké nhau nho Sur gép nép bac ba cua
protein. Céc epitop duge tao thanh tir cac axit amin lién ké nhau thuong dugc gitr lai
khi tiép xuc vé6i dung moi lam bién tinh, trong khi do cac epitop duge tao thanh nho su
gip nép bac ba néu trén lai thuong bi mat di khi xu ly bang dung moéi lam bién tinh,
Mot epitop thuong bao gom it nhét 1a 3, va phé bién hon, it nhat 1a 5 hodc 8-10 axit
amin trong mot cau dang khong gian dac trung.

Phuong phép phan tich dac diém duoc hd tro bang cai bién (Modification-
Assisted Profiling - MAP), cling duoc biét la phuong phap phan tich dic diém khang
thir dua trén cdu truc cla khang nguyén (Antigen Structure-based Antibody Profiling -
ASAP) 1a mot phuong phép phan loai mot s6 lugng lém cac khang thé don dong
(mAbs) dinh huéng dén ciing mot khang nguyén theo tinh tuong (v cua profin lién két
clia ting khang thé dbi véi cac bé mat khang nguyén da cai bién hoa hoc hoic cai bién
bang enzym (xem US 2004/0101920, tai licu nay duogc két hop chi tiét vao day bang
c4ch vién dan dén toan bo noi dung cua nd). Moi nhom c¢é thé phan dnh mot epitop dac
trung ma khac biét gan nhu hoan toan so véi chong lap mot phén véi epilop nam trong
nhom khéc. Cong ngh¢ nay cho phép loc nhanh cic khang thé gidng nhau vé mat di
truyén, vi vdly viée phan tich dic tinh c6 thé tap trung vao céac khang thé khac nhau vé
mit di truyén. Khi duoc ung dung dé sang loc cdc té bao lai, MAP c6 thé hd tro viéc

xac dinh céc dong t€ bao lai hiém gdp ma tao ra cac mAb co céac dac tinh mong muon.
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MAP c6 thé duge sir dung dé phén loai céc khéng thé theo sang ché thanh céc nhom
khang thé lién két v6i céc epitop khéac nhau.

Theo mot s6 phuong an nhét dinh, cac khdng thé khang C5 hodc cac manh lién
két khang nguyén ctia chung lién két vai epitop bén trong mot hodc nhiéu ving bat ky
duoc vi du trong protein C5, ¢ dang tu nhién, nhu duoc vi du trong SEQ ID NO: 355,
hodc dugc tao ra theo cach téi t6 hop, hodc manh cua né. Theo mot sé phuong én, cac
khang thé theo sang ché lién két voi mot ving bao gdm mot hodc nhiéu axit amin duoc
chon tir nhém gém c6 céc gbe axit amin 19 — 1676 cia protein C5 ¢ nguoi.

Theo mot s6 phuong an nhit dinh, cic khang thé theo sang ché, twong tac voi it
nhat 1a mot trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém cO cac géc axit amin nam tur Vi
trf khoang 19 dén vi tri khodng 750; hoac cac géc axit amin nim tir vi tri khoang 751
dén vi tri khoang 1676 ctia SEQ ID NO: 355,

Theo mot sb phuong an nhat dinh, sang ché bao gom cdc khang thé khang C5
va cac manh lién két khang nguyén cua ching ma tuong tac véi mot hodc nhiéu epitop
dugc phat hién thdy trong chudi alpha va/hodc chudi beta cia C5 (SEQ ID NO: 359).

N

(Céc) epitop nay c6 thé gdm mdt hodc nhiéu cac trinh tu lién ké gdém 3 axit amin hodc
nhiéu hon (vi du, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhidu
hon) nam bén trong chudi alpha va/hodc chudi beta ctia C5. Theo cach khac. epitop ¢o
thé gém nhiéu cdc axit amin khong lién ké (hodc cdc trinh tur axit amin) nam bén trong
C5. nhu duoc thé hién trong 11 ¢ ddy, epitop ciia C5 ma tuong tac véi khang thé vi du
theo sdng ché H4H12166P duoc xac dinh bang: (i) trinh ty axit amin NMATGMDSW
(SEQ ID NO: 360) ma tuong tng v6i cdc axit amin 591 dén 599 ndm trong chudi beta
cua SEQ ID NO: 359; va (ii) trinh tu axit amin WEVHLVPRRKQLQFALPDSL (SEQ
ID NO: 361), ma tuong tng véi cac axit amin 775 dén 794 niam trong chudi alpha cta
SEQ ID NO: 359. Do do, sdng ché bao gdm céc khang thé khang C5 ma tuong tac voi
mot hodc nhidu axit amin nim trong vung bao g6m (1) trinh tu axit amin
NMATGMDSW (SEQ ID NO: 360), ma tuong trng véi cac axit amin 591 dén 599 cua
SEQ ID NO: 359; va (i) trinh ty axit amin WEVHLVPRRKQLQFALPDSL (SEQ ID
NO: 361), ma tuong tng véi cdc axit amin 775 dén 794 cua SEQ ID NO: 359,

Sang ché bao gém céc khéng thé khang C5 lien két v6i cung mot epitop, hoac

mot phén cua epitop, nhu cac khang thé vi du cu thé bt ky dugc liét ké trong Bang 1.
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Mat khac, sang ché ciing bao gdm céc khing thé khang C5 ma canh tranh lién két vé6i
protein C5 hodc manh cta né cac khang thé vi du cu thé bit ky duoc liet ké trong Bang
1. Vi du, sdng ché bao gdm céc khang thé khang C5 canh tranh chéo dé lién két voi
protein C5 v6i mot hodc nhiéu cac khéng thé duoc liet ke trong Bang 1.

Nguoi ¢6 trinh do trung binh vé linh vue k¥ thuat nay c6 thé dé dang xac dinh
duge ring khang thé lién két voi cing epitop hay khong, hodc canh tranh dé lien két
v6i, khang thé khang C5 tham chiéu bang céch su dung cac phuong phap thong
thuong da biét trong linh vuc nay. Vi du, dé xac dinh xem khang thé thu co lien két
v6i cuing mot epitop v6i khang thé khang C5 tham chiéu theo sang ché hay khong,
khang thé tham chiéu duoc cho phép lién két v6i protein C5 hodc peptit trong cac diéu
kién lam trung hoa. Tiép theo, kha ning cua khang thé thu lién két voi phén ti protein
C5 duge danh gia. Néu khang thé thir co kha nang lién két voi CS sau khi da lien két
trung hoa voi khang thé khang C5 tham chiéu, thi ¢6 thé két ludn dugc ring khang thé
thtr lién két v6i epitop khac v6i khéng thé khang C5 tham chiéu. Mat khac. néu khéng
thé thir khong ¢6 kha nang lién két voi protein C5 sau khi lién két trung hoa vdi khang
thé khang C5 tham chiéu, thi khang thé thir c¢6 thé lién két v6i cung epitop voi epitop
duoc lién két boi khang thé khang C5 tham chiéu theo sang ché.

Pé xédc dinh xem khang thé ¢o canh tranh dé lién két véi khang thé khang CS
tham chiéu, phuong phép lién két di mé ta ¢ trén duoc tién hanh theo hai huéng. O
hudng tht nhat, khang thé tham chiéu duoc cho lién két véi protein C5 trong céc diéu
kién trung hoa sau d6 danh gia lién két cua khang thé thir v6i phan tt C5. Theo hudng
thir hai, khéng thé thir duoc cho lién két véi phén & CS trong cac diéu kién trung hoa
sau do danh gia lién két cua khang thé tham chiéu voi phan tr CS. Néu. theo ca hai
huéng, chi ¢ khang thé thtr nhét (trung hoa) ¢6 kha nang lién két v6i phan ti C5, thi
két luan ring khang thé thir va khéng thé tham chiéu canh tranh dé lién két voi C5. nhu
s€ dugc danh gia béi ngudi ¢6 trinh do trung binh vé Iinh vuc ky thuat nay, khéng thé
ma canh tranh dé lién két voi khang thé tham chiéu c6 thé khong nhat thiét phai lién
két vai epitop gidng nhu khing thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé vé mat khong
gian 1ap thé lién két cua khang thé tham chiéu bang cach lién két voi epitop chong lan

hodc lién ké.
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Hai khang thé lién két véi cung epitop hodc epitop chong lan néu tung khang
thé nay uc ché (phong bé) theo céch canh tranh lién két cta khang thé con lai véi
khéang nguyén. Nghia la, mic vuot 1-, 5-, 10-, 20- hodc 100-14n cua mot khang thé e
ché lién két ctia khang thé con lai it nhat 1a 50% nhung t6t hon 1a 75%, 90% hodc tham
chi 99% nhu do dugc trong trong thir nghiém lién két canh tranh (Xem, vi du,
Junghans et al., Cancer Res. 1990 50:1495-1502). Theo cach khac, hai khéng thé ¢o
cling epitop néu vé co ban tat ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén nay sé lam
giam hodc loai bé kha nang lién két ctia mot khéng thé, lam giam hoac loai bo kha
nang lién két cta khang thé con lai. hai khang thé c6 céac epitop chong Idn néu mot sb
axit amin dot bién ma giam bdt hodc loai bo su lién két caa mot khang thé, giam bot
hodc loai bo lién két cua khéng thé con lai.

Viéc tién hanh tht nghiém bo sung thong thuong (vi du. dot bién peptit va cac
phan tich lién két) sau do co thé dién ra dé khang dinh viéc thiéu hén két cua khéng thé
tht nhu da quan sat duoc thuc té c6 phai do viée lién két véi cuing epitop voi khang thé
tham chiéu hay khong hodc néu viée phong bé khéng gian lap thé (hodc hién tuong
khac) chiu trach nhiém cho viéc khong lién két nhu da quan sat thay. Céc thu nghiém
loai nay co6 thé duoc tién hanh st dung ELISA, RIA. phuong phdp cOng hudng
plasmon bé mat, do dong té bao hodc thir nghiém lién két khang thé dinh tinh hoac

dinh luong bat ky khac da c6 sin trong linh vuc ky thuét nay.

Céc thé lién hop mién dich

Sang ché bao 2dm khang thé¢ don dong khang C5 ¢ nguoi duge lién hop véi
nhém tri liéu (“thé dung hop mién dich™), dé diéu trj bénh hodc r6i loan gén vol CS (vi
dy, hoi ching tan huyét tang ure mau khong dién hinh). Khi duoc su dung trong ban
mo t& ndy, thuat ngtr “thé dung hop mién dich” chi khang thé ma lién két hoa hoc hodc
sinh hoc v6i chit ¢6 hoat tinh phong xa, xytokin, interferon, dich hodc nhom théng
bdo, enzym, peptit hodc protein hoac chat tri liéu. Khang thé c6 thé duoc lién két véi
chit ¢6 hoat tinh phong xa, xytokin, interferon, dich hodc nhom thong bdo. enzym,
peptit hodc chét tri liéu & vi tri bét ky doc theo phan tir nay mién la né co thé lién két
v6i dich ctia né. Céc vi du vé céc thé dung hop mién dich bao gom cac thé dung hop

khang thé-duoc chit va protein dung hop khéng thé-doc 6. Theo mot phuong 4n, chat
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nay c6 thé khang thé khéc thu hai lién két véi protein C5. Loai nhom tri liéu ma c6 thé
duoc lién hop v6i khéng thé khang CS va s& tinh dén tinh trang bénh dugc didu tri va
tdc dung diéu tri mong mudn cin dat duoc. Cac vi du vé cac chét thich hop dé tao ra
céc thé dung hop mién dich la da biét trong linh vuc ky thuét nay; xem vi du, WO

05/103081.

Céc khang thé da dac hicu

Cac khéng thé theo sédng ché co thé c6 tinh dic hiéu don, doi hoac da dic hiéu.
Céc khang thé da ddc hiéu c6 thé co tinh dac hiéu dbi véi cdc epitop khac nhau cia
mdt dich polypeptit hodc cé thé chira cac mién lién két khang nguyén dic hiéu dbi voi
nhiéu hon mét dich polypeptit. Xem, vi du tai liéu: Tutt e a/., 1991, J. Immunol.
147:60-69; Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244.

Phan tr lién két voi khang nguyén da dic hiéu bat ky theo sdng ché, hodc cac
bién thé ctia no, c6 thé duoc xdy dung cédu tric su dung cdc kg thuat sinh hoc phan tu
chudn (vi du, cong nghé ADN tai t6 hop va bicu hién protein). nhu da biét rd déi véi
nguoi ¢o trinh do trung binh vé linh vue ky thuat nay.

Theo mot sb phuong 4n, cac khang thé dac hiéu véi C5 dugc tao ra ¢ dang dac
hiéu doi ("ddc hiéu doi") trong do6 cac vung bién dbi lién két v6i cdc mién khac nhau
cua protein C5 cung nhau lién két dé tao ra tinh dic hiéu mién kep trong mot phén to
lién két. Dang dic hiéu doi duoc thiét ké phtl hop ¢6 thé ting cuong toan bd hiéu luc
tic ché protein C5 thong qua viée lam tang tinh ddc hiéu va ai luc lién két. Cac vung
bién ddi c6 tinh dac hiéu ddi voi cac mién don 1€, (vi du, céc doan cua mién mang dau
tAn cung N), hodc ma co thé lién két véi cac vung khédc nhau bén trong mot mién, duoc
ghép cap trén khung cdu tric ma cho phép mdi vung lién két dong thoi véi cac epitop
riéng biét, hodc v6i cac ving khac nhau bén trong mot mién. Trong mot vi du vé vung
bién doi chudi nang (Vy) ddc hiéu doi tir chat lién két co tinh dzc hiéu d6éi mot mién
duoc tai két hop véi ving bién ddi chudi nhe (V) tir loat chat lién két c6 tinh dac hiéu
dbi v6i mién thir hai dé xéc dinh cac déi tac V| khong cting nguén géc ma co thé duoc
ghép cap v6i Vi ban dau ma khong lam mat di tinh dic hiéu ban dau dbi véi Vi do.
Theo cach nay, mot doan Vi (vi du, V1) c6 thé duoc két hop voi hai mién Vi khac

nhau (vi du, Vyl va V2) dé tao ra khéang thé dac hiéu d6i dugce tao thanh béi hai
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nhanh lién két (Vul- VoI va Vi2- Vi 1). Viée st dung mot doan Vi s& Jam giam tinh
phtc tao cua hé théng va theo do don gidn hoa va lam tang hiéu qua trong qué trinh
tach dong, biéu hién, va tinh ché duoc str dung dé tao ra khang thé dic hicu doi (Xem,
vidu, USSN13/022759 va US2010/03313527).

Theo cach khéce, cac khang thé ma lién két véi nhidu hon mot mién va dich thu
hai, nhu, bao gém nhung khong gi¢i han &, vi du, khang thé khang CS5 khac thir hai, co
thé duoc tao ra & dang dac hiéu déi stir dung cac ky thuét da mo ta ¢ day. hodc céc ky
thudt khac da biét d6i v6i nguoi ¢ ky nang trung binh vé linh vuc k§ thuat nay. Cac
ving bién doi cua khang thé lién két voi cac vung khéac nhau ¢6 thé cung nhau lién két
vOl cac vung bién ddi lién két voi cac vi tri lién quan trén, vi du, mién ngoai bao cua
CS, dé tao ra tinh dac hiéu khdng nguyén kép bén trong mot phan tr lién két. Dang dac
hiéu doi dugc thiét ké phtt hop ¢6 ban chét néu trén sé dong vai tro chure nang kép. Cac
ving bién dbi c6 tinh dic hiéu d6i véi mién ngoai bao duoc két hop véi ving bién doi
c6 tinh ddc hiéu doi véi bén ngoai vung ngoai bao va dugce ghép cip trén khung cau
tric ma cho phép méi vung bién doi lien két véi cac khang nguyén riéng biét.

Dang khéng thé dic hiéu doi vi du ma c6 thé duoc str dung trong theo sang ché
lién quan dén viéc st dung mién Cy3 cia globulin mién dich (Ig) thu nhat va mién
Cy3 cua Ig thtr hai, trong do6 céac mién C};3 thir nhat va thtr hai khdac nhau boi it nhat la
mot axit amin, va trong doé it nhét 1a mot su khac biét vé axit amin s¢ lam giam kha
nang lién két cua khang thé dac hiéu doi voi protein A khi so sanh v&i khang thé dac
hiéu déi thiéu su khac biét vé axit amin. Theo mot phuong an. mién Cy3 cla globulin
mién dich (Ig) thir nhét lién két véi Protein A va mién Cy3 clia Ig thir hai chia dot
bién ma lam giam hodc triét tidu lién két cia protein A nhu cai bién HOSR (béng cach
danh s6 exon IMGT; H435R bang cach dénh sé EU). Mién Cy3 thir hai con ¢6 thé bao
gbm cai bién Y96F (bang IMGT; Y436F bing EU). Cac cai bién khac co thé duoc
phét hién thdy trong mién Cy3 thtr hai bao gdm: DI6E, L18M, N44S, K52N, V57M,
va V821 (bang IMGT; D356E, L.358M, N384S, K392N, V397M, va V4221 bang EU)
déi voi truong hop 1a céc khang thé TgG1; N44S, K52N, va V821 (IMGT; N384S,
K392N, va V4221 bang EU) dbi véi truong hop céc khang thé 19G2: va Q15R, N44S,
K52N, V57M, R69K, E79Q. va V82I (bang IMGT; Q355R, N384S. K392N, V397M,
R409K, E419Q, va V4221 bang EU) ddi véi truomg hop 1gG4 cac khang thé. Cac bién
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thé cia dang khéng thé dic hiéu doi da mo ta & trén duoc du dinh trong pham vi cia
sang ché.

Vi du khéc vé céac dang dac hiéu ddi co thé dugce su dung trong theo sang ché
bao gé)m, khong gi6i han ¢, vi du, cac dang dac hiéu doi dya trén sckv hodc thé hai,
céc thé dung hop IgG-scFv, vung bién doi kép (DVD)-Ig, Quadroma, chia trong 6,
chudi nhe phé bién (vi du, chudi nhe phé bién co6 dang chia trong b, v.v..), CrossMab,
CrossFab, (SEED)body, khoa kéo leuxin, Duobody, IgG1/1gG2, Fab (DAF)-IgG tac
dong kép, va cac dang dic hiéu doi Mab’ (Xem, vi du tai liéu: Klein e al. 2012, mAbs
4:6, 1-11, va cac tai liéu duoc trich dan ¢ day. dé xem céc dang néu (rén). Cac khang
thé ddc hiéu doi co thé cling duoc xay dung cdu tric st dung viéc lién hop peptit/axit
nucleic, vi du, trong dé céc axit amin khong c6 trong ty nhién cé tinh phan Ung hoa
hoc chéo dugce st dung dé tao ra thé lién hop khéng thé—oligomlcleotit dic hiéu diém
ma sau d6 tu lap rép thanh cac phtc hop da thé co thanh phan. hoa tri va hinh hoc xac

dinh. (Xem, vi du tai liéu: Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).

Duing trong diéu tri bénh va cac dang bao ché

Sang ché dé xuét cac duoc phém tri licu chtra cdc khang thé khang C5 hodc cic
ménh lién két khang nguyén cua ching theo sang ché. Cac duoe pham tri liéu theo
sang ché sang ché s& dugc ding véi cac chat mang, céce ta duoc thich hop. va cac chat
khac ma c6 thé duoc két hop vao trong cdc dang bao ché dé tao ra viée van chuyén,
phan phdi, do dung nap va cac yéu to khac duge cai thién. R4t nhiéu dang bao ché
thich hop c¢6 thé duoc tim thdy trong cac cong thirc da biét ddi vai tat ca cac duoc st
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company. Easton, PA. Cac
dang bao ché nay bao gom, vi du, bot, cao, thude md, mut, sap, dau. chét long, lipit
(cation hodc anion) chtra cac dang ti (nhu LIPOFECTINT™), thé lién hop ADN, cao
hap phu khan, nhil twrong dau trong nudc va nudc trong dau, sap cacbon dang nht
tuong, (cdc polyetylen glycol ¢6 trong lugng phan tr khac nhau), cac gel ban ran, va
hon hop bén rdn chira sap cacbon. Cung xem tai liéu: Powell er ¢/ "Compendium of
excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Liéu khang thé ¢6 thé thay doi phu thudc vao do tudi va can nang chiéu cao cia

doi tuong duoc dung, bénh, tinh trang bénh can diéu tri. dudng dung va cac yéu tod

-50-



41479

khéc twong tw. Khi khang thé theo séng ché duoc sir dung dé diéu tri bénh hoic rbi
loan & bénh nhan la nguoi 16n, hodc dé ngan ngtra bénh nay thi s& thuan tién hon néu
diing khang thé theo sang ché thuon & lidu don khodng tir 0.1 dén khoang 100 mg/kg
can nang co thé, tdt hon nita 1a khoang 5 dén khoang 80, khoang 10 dén khoang 70,
hodc khoang 20 dén khoang 50 mg/kg can ning co thé. Phu thudc vao mic do tram
trong cta tinh trang bénh, tan sudt va thoi gian diéu trj c¢6 thé dugc diéu chinh. Theo
mot sd phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctua ching
theo sang ché ¢ thé duge dung ¢ liéu tht nhat it nhit vao khodng 00,1 mg dén khoang
800 mg, khoang 1 dén khoéng 600 mg, khoang 5 dén khodang 500 mg, hoac khoang 10
dén khoang 400 mg. Theo mét s6 phuong an nhat dinh, lidu thtr nhit c6 thé dugc dung
truge khi dung céac lidu thtr hai hodc nhiéu lidu sau dé cua khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cua ching véi luong licu thir hai hodc nhidu lidu sau dé c6 thé gan
bang hodc thép hon liéu thtr nhat, trong do céc licu sau do dugc dung tach riéng it nhat
la 1 ngdy dén 3 ngay; it nhét 1a mot tdn, {t nhat 14 2 twan; it nhat 1a 3 twan: it nhat 14 4
tudn; it nht 1a 5 tudn; it nhat 1a 6 tuan; it nhdt 1a 7 twan: {t nhat 1a 8 twan: it nhat 1 9
tu?m; it nhat1a 10 tuén; it nhat 1a 12 tun: hoac it nhét 1a 14 tuan.

Cac hé giai phong khac nhau la da biét va co thé duoc su dung dé dung duoc
pham theo sang ché, v/ du, bao nang trong thé md, cac hat ¢d micro. vi nang, cac té
bao tai to hop c6 kha nang biéu hién cac virut dot bién. viéc nhap bao qua trung gian
thu thé (Xem, vi du, Wu et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Céc phuong
phap dé dua vao bao gbém, nhung khong chi giéi han 6. trong da, qua da. trong co,
trong mang bung, trong tinh mach, dudi da, trong mii, trong mang cting va qua duong
miéng. Duoc phim nay cé thé duogc dung bang duong dung thuan tién, vi du bang cach
truyén hodc tiém lidu Ion, bang céch hap thu qua cac 16p biéu md hodc niém mac da
(vi du, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt, v.v..) va cé thé duoc dung cung
voi cac chét ¢o hoat tinh sinh hoc khac. Viée ding c6 thé la toan than hodc khu tru.
Duge pham nay c6 thé duoc cting duge phan phéi trong dang tii. cu thé 1a trong thé
md (Xem, vi du tai lieu: Langer (1990) Science 249:1527-1533).

Viéc str dung cac hat nano dé phén phdi cic khang thé theo sang ché ciing duge
du dinh ¢ day. Céc hat nano lién hop vé6i khang thé c6 thé duoc ding cho cd Ung dung

diéu trj 1an chin doan. Céc hat nano lién hop véi khing thé va cae phuong phap tao ra
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va viéc sir dung da dugc md ta chi tiét trong tai licu Arruebo, M., et al. 2009
(“Antibody -conjugated nanoparticles for biomedical applications™ in J. Nanomat.
Volume 2009, Article ID 439389, 24 pages. doi: 100,1155/2009/439389), duoc két
hop vao ddy bang cach vién dan. Cac hat nano c6 thé phét trién va duge lién hop véi
cac khing thé c6 mit trong cac duoc pham dé nhim dich cac ¢ bao. Cac hat nano dé
phan phéi dugc chat cling da mo ta trong, vi du, US 8257740, hoac US 8246995, ting
tai liéu duge két hop vao diy bang cach vién dan dén toan bo noi dung cua chung.

Trong mdt s6 truong hop nhét dinh, duge phidm c6 thé duoc phan phdi trong hé
giai phong c6 kiém sodt. Theo mot phuong an, bom c6 thé duge dung. Theo phuong
an khéc, céc vat liéu polyme c6 thé duoc str dung. Theo phuong 4n khdc ntia, hé giai
phong co kiém soét c6 thé duoc dat & vi tri gan dich cua dugc pham nay, theo do chi
can dung dén mot phan ctia liéu toan than.

Céc duge phim tiém co thé bao g0m cac dang liéu dung dé tiém trong tinh
mach, dudi da, trong da, trong so, trong mang bung va trong co, truyén nhé giot, v.v..
Céc duge pham tiém nay c6 thé duoc bao ché theo cac phuong phap da biét rong rai.
Vi du, céc duogc phém tiém nay c6 thé duoc bao ché, vi du, béng cach hoa tan, tao hon
dich hodc nhil hoa khang thé hodc mudi ctia nd da mo ta & trén trong moi truong nudce
vo trung hodc mdi truong dau thuong duoc sir dung dé tiém. Dé su dung lam moi
trudng nude cho cac duge pham tiém, ¢6 vi du, nude mudi sinh ly. dung dich dang
truong chira glucoza va céc chat phu trg khéc, v.v.., ma c6 thé duge dung két hop véi
chat lam tan thich hop nhu rugu (vi du, etanol). polyalcohol (vi du, propylen glycol,
polyetylen glycol), chit hoat dong bé mat khong ion [vi du, polysorbate 80, HCO-50
(san pham cong hop cua polyoxyetylen (50 mol) va dau thiu dau da hydro hoa)], v.v..
Dé dung lam moi truong déu, su dung, vi du, dau vung, dau dau nanh, v.v... ma cé thé
duoc dung két hop vdi chat lam tan nhu benzyl benzoat, rugu benzylic, v.v.. Duoc
pham tiém duogc bao ché theo cach nay tot hon néu duoc nap vao trong 6ng tiém thich
hop.

Dugc pham theo sang ché c6 thé duoc duoc phan phdi dudi da hoac trong tinh
mach bang kim tiém va xylanh chuan. Ngoai ra, lién quan dén viéc phan phdi duéi da.
dung cu phan phéi dan but sén sang c6 cac ung dung trong phan phoi duoc phidm theo

sang ché. Thiét bi phan phdi dang bat nay co thé duoc téi st dung hoidc dung mot lan.
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Thiét bi phan phdi dang but tai sir dung thudong sir dung hop chira duoc phiam thay thé.
Ngay sau khi toan bo duge phdm bén trong hop nay dugce dung va hop nay rong thi
hop rong nay co thé dé dang duoc théo ra va thay bang mot hop chira duoc phim méi.
Thiét bi phan phdi dang but nay sau do co thé tai st dung. Trong thiét bi phan phéi
dang but dung mét 1an, khong ¢ hop muc thay thé. Thay vao do, thiét bi phén phdi
dang but ding mot 1an nay dugc dién day trude dugc pham duoc chia trong mot binh
chira dat bén trong thiét bi. Ngay khi binh chta nay duoc ding hét duoc pham, toan b
thiét bi nay s& dugc thai bo.

Rét nhiéu thiét bi phan phé dang but tai s dung duge va thiét bi tw tiém c6 cac
tng dung trong viéc phan phdi dudi da duoc pham theo sang ché. Cac vi du bao 26m,
nhung chic chin khong bi gidi han ¢ bat AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, UK), bat DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems. Burghdorf,
Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™, bat HUMALOG™, but HUMALIN
70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ I, II va I1I (Novo Nordisk,
Copenhagen, Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen.
Denmark), but BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes. NJ), OPTIPENTM,
OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis,
Frankfurt, Germany), trong s6 nhiu loai khac. Céac vi du vé cac thiét bi phan phéi
dang but ding mét 1an c¢6 céc tmg dung trong phan phéi dudi da duoc pham theo sang
ché bao gdm, nhung chic chin khong bi gi¢i han ¢ bat SOLOSTAR™ (Sanofi-
Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bi tu tiém
SURECLICK ™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), the PENLET ™ (Haselmesier,
Stuttgart, Germany), but EPIPEN (Dey, L.P.) va but HUMIRA ™ (Abbott Labs.
Abbott Park, IL), trong s6 nhiéu loai khac.

Thuén lgi hon néu cac duge pham dé dung qua duong miéng hoac ngoai duong
tiéu hoa da mo ta ¢ trén duoc bao ché thanh céc dang liéu trong cac liéu don vi thich
hop véi liu luong cua thanh phan c6 hoat tinh. Céc dang licu nay trong lidu don vj
bao gém, vi du, vién nén, thudc tron. vién nang, dang tiém (6ng tiém), vién dan,
v.v..Luwong khéng thé dugc bao g6m thuong khoang S dén khoang 500 mg/dang liéu
trong don vi lidu; cu thé & dang tiém, tdt hon néu khéng thé c6 mit voi luong khoang 5

dén khoang 300 mg va tir khoang 10 dén khoang 300 mg dbi véi cac dang lidu khac.
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Str dung céc khang thé trong diéu tri bénh

Cac khang thé theo sang ché c6 tac dung dé diéu tri. va/hodc ngan ngira bénh
hodc roi loan hodc tinh trang bénh gén véi C5 vashodc dé lam giam it nhat 1a mot triéu
ching gén v&i bénh hodc rdi loan hodc tinh trang bénh nay. Theo mot s6 phuong an
nhit dinh, khédng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia chiing theo sang ché co thé
duge dung ¢ lidu diéu tri cho bénh nhan méc bénh hodc roi loan hodc tinh trang bénh
gan voi C5.

Theo mot sb phuong én nhét dinh, cac khang thé theo sang ché c6 tac dung diéu
tri hodc ngan ngiraa triéu chimg hodc ddu hiéu cta hoi chting tan huyét tang ure mau
khong dién hinh (aHUS). Céac triéu chimg va dau hiéu cua aHUS bao o6m, nhung
khong chi gigi han ¢, hoat hoa tiéu cau, tan huyét, bénh Iy vi mach tic nghén toan than
(tao thanh cdc cuc mau dong trong cic tiéu mach mau trong toan bo co thé) dan dén
dot quy, dau tim, suy than va/hodc chét, bénh than giai doan cudi, tén thuong than vinh
vién, dau bung, pht, mét méi, budn nén/ndn mura, tiéu chay, va thiéu mau trong bénh
ly vi mach.

Theo mét s6 phuong an nhét dinh, cac khéng thé theo sang ché cé tac dung dé
in diéu tri hodic ngin ngiraa triéu ching hodc dau hiéu bénh tiéu huyét sdc to kich phat
vé dém (PNH). Céc triéu chimg va dau hiéu PNH bao o0m, nhung khong chi giGi han
&, pha huy té bao mau do, ching huyét khdi (bao gém chimg huyét khéi tinh mach
sdu, thuyén tic dong mach phoi), thiéu mau do tan huyét trong mach. mat mau dé cua
nude tiéu, cac triéu chung thiéu mét moi, thé ngin, va tim dap nhanh, dau bung va kho
nuot.

Theo mot sé phuong an nhét dinh, cac khang thé theo séng ché co tac dung dé
diéu tri hodc ngan ngua it nhét 1a mot triéu ching hodc dau hiéu bénh hodc roi loan
gén voi CS5 dugc chon tir nhém gém c6 céc roi loan than kinh, cac rdi Joan cua than, da
xo cung, dot quy, hdi chimg Guillain Barre, ton thuong ndo do chan thuong, bénh
Parkinson, céc roi loan do hoat héa bo thé khong thich hop hodc khong mong muén,
cac bién chimg thdm tach méu, thai bo manh ghép khac loai siéu cap tinh, thai bo
manh ghép ngoai lai, doc tinh do intoleukin gy ra trong khi diéu tri bang IL-2. céc rdi
loan viém, viém trong cdc bénh tu mién, bénh Crohn, hoi chimg suy ho hip & nguoi

truong thanh, ton thuong do nhiét bao gom cac vét bong hodc chimg ton thuong do
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lanh gia, céc tinh trang bénh do tran sau khi thiéu mau cuc bd, nhdi mau co tim, hoi
ching rd 6ng mao quan, béo phi, dai thdo duong, bénh Alzheimer, tam than phan liét,
dot quy, chimg dong kinh, vita xo dong mach, viém mach, bénh bong nude. viém cau
than C3, viém cau than tang sinh mang, tao hinh mach béng bong can thi¢p, hoi ching
sau bom trong k¥ thuét bic cau tim phoi hodc bic cau than, thim tach mau. thiéu méu
cuc bd thén, tran dong mach mang treo rudt sau khi tai cdu truc dong mach chu, cac
bénh 14y nhiém hodc nhiém khuan, cic roi loan phirc hop mién dich va cac bénh tu
mién, bénh 1y than do dai thao dwong, hoi chimg Alport, suy than tién trién, cac bénh
than protein niéu, tdn thuong tran do thiéu mau cuc bo. viem than luput. bénh ly tiéu
cau than, viém khép dang thap, luput ban do toan than (SLE), viém than SLE. viém
than tang sinh mang, thiéu mau do tan huyét, viém tay thi than kinh, céy ghép than,
thiéu hut CD59 di truyén, bénh vay nén, va bénh nhuoc co. Theo cac phuong an nhét
dinh khdc, cac khang thé theo sang ché ¢ tac dung dé diéu tri hodc ngin ngira it nhét
la mot triéu ching hodc dau hiéu bénh hoac rbi loan gén vol C5 duge chon tr nhom
gom c6 bénh va rdi loan cua phoi nhu ching kho tho, ho ra mau, ARDS, hen, phdi tic
nghen man tinh (COPD), khi phiing, thuyén tic va nhdi méu dong mach phoi, sung
phoi, bénh bui gdy xo hoa, tdn thuong do bui va khodng chét tro (vi du. silic oxit, bui
than, berili, va amiang), xo hoa phéi, bénh bui hiru co, ton thuong do hoa chat (do cac
khi va hoa chét gay kich ung. vi du, clorin, phosgen, luu huynh oxit, hydro sulfua, nito
dioxit, amoniac, va axit clohydric), tdn thuong do khoi, ton thuong do nhiét (vi du,
bong, lanh), hen, di ung, co that phé quan, viém thanh phé nang qua man. cac bénh ky
sinh trung, hdi chitng Goodpasture, viém mach phoi, phu mach di truyén. va viém gan
v6i phirc hop mién dich.

Theo mét s6 phuong an nhét dinh. céc khang thé theo sang ché ¢é tac dung dé
diéu tri cho cac dbi tuong bi mac bénh vé mit nhu thoai hoa diém vang lién quan dén
tudi (AMD), phi diém vang do dai thao duong (DME), bénh than do dai thao duong,
bénh sinh mach mét (tao hé mach mai trong mat anh huong dén md mang mach, mang
sing hodc mang ludi), teo co dia ly (GA), nhuoc co va viém tiy thi than kinh. Cac
khang thé theo sang ché co thé dugc dung dé diéu tri hodc dé lam giam it nhat 1a mot
triéu chirng hodac dau hiéu AMD kho hoic AMD uét. Theo mdt so phuong an, cac

khang thé theo sang ché c6 tac dung trong viée ngan ngtra hodc lam cham viée mat thi
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Iuc. Theo mot phurong an, cac khang thé theo sang ché co tac dung lam giam chét lang
can trong mit ctia ddi twong mac AMD kho. Theo mdt phuong an, cac khang thé theo
sang ché co tac dung trong viéc ngan nglra hodc lam giam/lam cham toc do mat thi luc
& dbi twrong mic AMD.

Mét hodc nhiéu khang thé theo sang ché co thé duoc dung dé lam giam hoac
ngan ngira hodc giam bét mire do tram trong ciia mot hodc nhiéu tricu chung hoac tinh
trang bénh/dau hiéu cua bénh hodc rdi loan cua mat. Céc khang thé c6 thé duoc dung
dé lam giam hodc giam b6t mic do trdm trong ctia it nhat 1a mot triéu ching bao gom,
bao gém nhung khong gidi han o, maét thi lye, méo thi luc, kho didu chinh vé cac muc
anh sang thap, tdm nhin & tdm bj cong, tang tinh trang swong mu tai tAm/toan bo tim
nhin, xudt hién chét léng cédn trong mat (cac khéi tich tu rdt nho cua vat liéu ngoai bao
ma cdu tao nén vong mac), cac thay doi sic to, thi luc bi bién dang o dang loan thi
hinh thé trong do6 mang luéi cdc dudng thang xuét hién dang song va cic phan cla
mang ludi nay cé thé xuét hién cac 6 tréng, ri dich (xudt tiét trong mat, nhir mat, cac
dich dué6i mang ludi/dudi-RPE/trong vong mac), phuc hdi chdm chirc nang nhin sau
khi tiép xtic voi anh sang choi (phép thu tap trung dnh sang (photostress)), teo co khoi
phat va teo co dia ly, giam manh d¢ rd cua hinh anh quan sat (hai do hodc cao hon). vi
du, 20/20 dén 20/80, céc thay di trong gia (ri do thi truong tang do nhay ctia cam gidc
chiém uu thé (d6i véi AMD u6t), thi luc mo, mat dan thi luc trung tam (déi vai céc
ddi twong bi thodi héa diém vang khong tiét dich, khoi phat nhanh viée mat thi luc
(thuong bi ro ri va chdy mau & cdc mach méau bat thuong & céc doi tugng bi thodi hoa
diém vang co tiét dich, 4m diém trung tam (bi bong hodc mat mot sd vung quan sat),
kho phén biét mau sic, ddc biét la di tir chd téi sang chd tdi khac va tr mot chd sang
sang mot chd sdng khic, mat do nhay vé su tuong phan, cdc duong thing duong nhu
cong trong mang ludi Amsler.

Ciing dugc du dinh ¢ day 1a viéc st dung mdt hoac nhiéu khéang thé theo sang
ché véi muc dich ngan nglra cho cac doi tuong c6 nguy co phét trién tinh trang thodi
hoa diém vang nhu cdc doi twong & do tudi trén 50, cac doi tuong cé tién st gia dinh bj
thodi héa diém vang, nhirng nguoi hit thude, va cac doi tuong bi béo phi, muc

cholesterol cao, bénh tim mach, hodc dn uéng khong lanh manh.
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Theo mot phuong 4an khac cua sang ché, céc khang thé theo sang ché duroc dung
dé bao ché duogc phém hodc thude dé diéu tri cho cac bénh nhan méc bénh hodc rdi
loan gan v6i CS. Theo phuong 4n khac ciia sang ché, céc khang thé theo sang ché
duoc str dung lam lidu phap bd sung cung v6i chit khac hodc liéu phéap diéu tri bat ky
khéc da biét dbi voi nguoi cé k§ nang trung binh vé linh vue k§ thudt nay hiru ich dé

diéu tri hodc 1am giam bénh hodc roi loan gan voi C3.

Liéu phap két hop

Céc lidu phap két hop c6 thé bao g6m khang thé khang C5 theo sang ché va
chat tri liéu bat ky bd sung ma c6 thé duoc két hop theo cach thuén loi voi khang thé
theo sang ché, hodc véi manh c6 hoat tinh sinh hoc cua khang thé theo sang ché. Céc
khang thé theo sang ché co thé két hop theo cach hop dong voi mot hodc nhidu thude
hodc liéu phap duoc st dung dé diéu tri bénh hodc rdi loan gén véi CS. Theo mot sd
phuong 4n, cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc két hop véi chét tri licu thr hai dé
lam gidm mot hodc nhiéu triéu chingetia bénh néu trén,

Phu thudc vao bénh hodc rdi loan gén voi CS5, cac khang thé theo sang ché co
thé dugce dung két hop v&i mot hode nhidu chét tr licu bo sung bao gom. bao 26m
nhung khong gi6i han &, chit chéng dong (vi du, warfarin, aspirin, heparin,
phenindione, fondaparinux, idraparinux, va cac chét trc ché thrombin nhu argatroban,
lepirudin, bivalirudin, hoac dabigatran) duoc chat chémg viem  (vi du, cac
corticosteroit, va cic dugc chat chéng viém khéng steroit), chat chéng ting huyét ap
(vi du, chit uc ché enzym chuyén héa angiotensin), chat (e ché mién dich (vi du,
vineristin, xyclosporin A, hodc methotrexat), chat lam tan fibrin (vi du, ancrod, axit ¢-
aminocaproic, antiplasmin-a,, prostacyclin, va defibrotit), chat lam giam muc lipit nhu
chat tre ché hydroxymethylglutaryl CoA reductaza, chat khang CD20 nhu rituximab,
chat chong TNF nhu infliximab, chat chéng tai bién ngap mau (vi du, magie sulfat),
chat tre ché C3, hodc chat chéng huyét khéi.

Theo mét s6 phuong én nhat dinh, chét tri licu thtr hai nay la khang thé khang
protein C5 khac. Cling dugc dy dinh ¢ day 1a viéc sir dung t6 hop (“hdn hop™) cua cac
khang thé c6 hoat tinh trung hoa hodc e ché phd rong ddi véi CS. Theo mot s6

phuong an, cac khang thé khong canh tranh co thé duoc két hop lai va dugce dung cho
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dbi twong c6 nhu cau. Theo mot sé phuong an, cic khiang thé nay bao gdom hdn hop
lién két v6i cac epitop khac biét va khong chong lap trén protein nay. Cac khang thé
ndy bao gdm hdn hop cé thé phong bé C5 lién két voi C5 convertaza va/hodc co thé
ngan ngtra/te ché su phan cit ciia C5 thanh CSa va C5b. Theo mot s6 phuong an nhét
dinh, khéng thé thi hai c6 thé c6 thoi gian ban hiy lau hon trong huyét thanh nguoi.

Khi duoc str dung trong ban mé ta nay, thuat ngir “két hop véi™ c¢6 nghia la
(céc) thanh phén bd sung c6 tac dung diéu tri co thé dugc dung trude, d’éng thot voi,
hodc sau khi ding khang thé khang C5 theo séang ché. Thuat ngt “két hop véi” cling
bao gém viée dung lién tiép hodc dong thoi khang thé khang C5 va cht tri lidu thu
hai.

(C4c) Thanh phan b sung c6 tac dung diéu tri ¢6 thé duoc ding cho déi tuong
trude khi ding khang thé khéang C5 theo sang ché. Vi du. thanh phan tht nhit co thé
duge xem 1a “dugc dung "truée" thanh phan thr hai néu thanh phan tht nhét duoc
dung trude 1 tudn, trude 72 gid, trude 60 gid, trude 48 gi0. trudce 36 gio, trudc 24 gio,
trude 12 gio, trude 6 gio, trude 5 gio, trude 4 gio, trude 3 gio, trude 2 gio. trude 1 gio,
trude 30 phut, truge 15 phut, trude 10 phat, trude 5 phit, trude hoac it hon 1 phut
trude khi khi ding thanh phan tht hai. Theo cac phuong an khéc, (cac) thanh phan bo
sung c6 tac dung diéu tri ¢ thé duge ding cho ddi tuong sau khi dung khang thé
khing C5 theo sang ché. Vi du, thanh phan thir nhat c6 thé duge xem la duoc dung
"sau" thanh phan thir hai néu thanh phin thr nhét duoc dung sau | phut. sau S phut,
sau 10 phut, sau 15 phut, sau 30 phut, sau 1 gio, sau 2 gio, sau 3 gio. sau 4 gio, sau S
g10, sau 6 gio, sau 12 gio, sau 24 gio, sau 36 g10, sau 48 gio, sau 60 gio, sau 72 gio sau
khi ding thanh phén th(r hai. Theo cac phuong an khac nira, (c4c) thanh phan bo sung
c6 tac dung diéu tri co thé duoc dung cho doi tuong dong thoi véi khi ding khang thé
khang C5 theo séng ché. Dung "dong thoi", cho cde muc dich cla sang ché, bao gdm,
vi du, khi khang thé khéang C5 va thanh phan b6 sung c¢o tac dung dicu tri cho dbi
tugng & dang don liéu, hodc & cac dang liéu riéng biét dugc dung cho doi tuong trong
vong khoang 30 phut hodc chua t6i 30 phut so véi thoi diém ding thanh phan kia. Néu
duoc diung & cac dang lidu riéng biét, thi mdi dang liéu nay co thé duoc dung thong
qua cung duong dung (vi du, ca khang thé khang CS5 va thanh phan bo sung co tac

dung dicu tri c6 thé duoc dung trong tinh mach, v.v..): theo cach khac, moi dang licu
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nay c6 thé duoc ding thong qua duong dung khac nhau (vi du, khang thé khang C5 c6
thé duge dung trong tinh mach, va thanh phan bd sung ¢6 tac dung diéu tri ¢6 thé duoc
ding qua duong miéng). Trong trudng hop bat ky, viée ding cac thanh phan nay &
dang lidu don, & cac dang licu riéng biét bang cing duong dung hodc ¢ cac dang lidu
riéng biét bing cac dudong dung khac nhau déu duoc coi la “ding dong thoi”, déi voi
cac muc dich ctia sang ché. P6i véi cac muc dich cta sang ché, viée ding khéang thé
khang C5 "truge", "déng thot vo1," hodc "sau” (khi cac thudt nglr nay dugce dinh nghia
trén day) khi dung thanh phan b6 sung c6 tac dung diéu tri duoc coi la viéc dung
khang thé khang C5 "két hop voi" thanh phan bo sung co tac dung didu tri

Séng ché bao gdm duoc pham trong d6 khang thé khang C5 theo sang ché duoc
cting bao ché véi hodc nhiéu (cac) thanh phan b sung c6 tac dung diéu tri nhu da mo

ta & doan bat ky trong ban md ta nay.

Céc ché do dung

Theo cac phwong 4n nhat dinh, liéu don cla khang thé khéng C5 theo sang ché
(hodc duge phdm bao gdm hon hop ctia khang thé khang CS5 va chit b6 sung ¢o tac
dung diéu tri bat ky duoc dé cap & day) co thé duoc dung cho di tuong c6 nhu cau.
Theo céc phwong an nhét dinh theo sang ché, nhiéu lidu cia khang thé khang C5 (hodc
dugc pham bao gdm hdn hop cua khang thé khéang C5 va chat b sung ¢o tac dung
diéu tri bat ky duoc dé cap ¢ day) co thé duoc dung cho doi tuong trong mot khoang
thoi gian xdc dinh. Cac phuong phép theo khia canh nay ctia sang ché bao gdm viéce
dung lan luot cho dbi tuong nhiéu liéu cua khang thé khang C5 theo sang ché. Khi
dugc st dung trong ban mo ta nay, "viéc dung lan lugt" c6 nghia la mdi liéu khang thé
khéng C5 dugc dung cho dbi tugng & cac thoi diém khac nhau, vi du. vio cac ngay
khac nhau ma cach nhau mdot khoang thoi gian xdc dinh (vi du., gid. ngay. tuan hodc
thang). Sang ché bao gdm céc phuong phap bao gom viéc dung lan luot cho bénh nhan
mdt licu don ban dau cia khang thé khang CS, sau d6 1a mot hodce nhiéu liéu tha hai
ctia khang thé khang C5, va tuy y sau d6 la mot hoac nhicu liéu thu ba cua khang thé
khang CS.

Céc thuat ngl "liéu thtr nhét", "lidu tha hai" va "lidu thir ba" chi thir tu tam thoi

cta viéc dung khang thé khang C5 theo sdng ché. Theo do, "lidu thi nhat" 14 lidu dugc
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ding vao thoi diém bat dau ché do didu tri (cing duoc goi 1a "lidu co s6"): "licu thir
hai" 1a cac liéu duge ding sau liéu thir nhat; va "liéu thir ba" 1a cac liéu duoc dung sau
liéu thtr hai. Céc liéu tht nhat, lidu thtr hai va liéu thir ba tat ca déu c6 thé chira cung
mdt luong khang thé khang C5, nhung thuong cé thé khac nhau vé so lan st dung.
Tuy nhién, theo mét sé phuong én nhét dinh, luong khang thé khang C5 duoc bao o6m
trong céc liéu thir nhat, lidu thtr hai va/hodc lidu tht ba ¢6 thé khac nhau (vi du. didu
chinh tang hodc giam khi cén) trong qué trinh diéu tri. Theo mot sd phuong an nhat
dinh, hai hogc nhiéu hon (vi du, 2, 3, 4, hodc 5) liéu duoc dung vao thoi diém bat dau
ché do didu tri du6i dang “lidu tai nap”, sau d6 la cac liéu tiép theo duoc ding véi tan
suét it hon (vi du, "cac liéu duy tri").

Theo céc phuong an vi du nhit dinh theo sang ché, mdi lidu thir hai va/hodc lidu
thir ba dugc dung tir 1 dén 48 gid (vi du. 1. 1%, 2, 2%, 3. 3%, 4. 414, 5. 5%, 6. 6%, 7.
17,8, 82,9,9,10,10%, 11, 1%, 12,12V, 13, 134, 14, 144, 15, 15V, 16. 16, 17,
172, 18, 18'2, 19, 1972, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22V4, 23, 234, 24, 24'%, 25, 25, 26,
26%, hodc lau hon) sau lidu ngay truge do. Cum tir "liéu ngay trude do" khi dugc su
dung trong ban mo ta nay, c6 nghia, trong mot trinh tu nhiéu lan dung, licu cua khang
thé khang C5 duoc dung cho bénh nhan trude khi dung licu ké cin theo trinh tu khong
c6 lidu xen giira.

Céc phuong phép theo khia canh nay cia sang ché co thé bao gom viéc dung
cho bénh nhén s6 lugng bat ky lidu thir hai va/hodc liéu thir ba khéng thé khang C5. Vi
du, theo céc phuwong an nhat dinh, chi mot lidu thi hai duy nhat duoc ding cho bénh
nhan. Theo cdc phuong an khac, hai liéu thtr hai hodc nhiéu hon hai (vidu, 2, 3,4,5,
6, 7. 8, hodc nhiéu hon) dugc dung cho bénh nhan. Cting nhu vay. theo cac phuong an
nhét dinh, chi mot liéu tht ba duy nhét duge dung cho bénh nhan. Theo cac phuong 4n
khéc, hai liéu tht ba hodc nhiéu hon (vi du, 2, 3, 4. 5, 6, 7. 8, hodc nhiéu hon) duoc
dung cho bénh nhan.

Theo mot sb phuong 4n nhit dinh cua sang ché, tan sudt dung liéu thir hai
va/hodc lidu thtr ba cho bénh nhan co thé thay doi trong qué trinh thuc hién ché do
diéu tri. Tan suét diing co thé ciing duoc didu chinh trong qué trinh dicu tri béi bac si

phu trach phu thudce vao nhu cdu cta cé nhan bénh nhan sau khi xét nghiém 1am sang.
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St dung céc khang thé trong chan doan

Céc khang thé khiang C5 theo sang ché co thé duge dung dé phat hién va/hoac
do mure C5 trong mau, vi du, cho muc dich chan doan. Mot sb phrong an du dinh bao
gbém viée st dung mot hodc nhidu khang thé theo sang ché trong cac thu nghiém dé
phat hién bénh hodc réi loan gin v6i CS. Vi du, thtr nghiém chéan dodn cho C5 ¢ thé
bao gém vi du, cho mau, thu duogc tUr bénh nhan tiép xue voi khang thé khang C5 theo
sang ché, trong d6 khang thé khang C5 nay duoc danh ddu bang chat danh dau co thé
phat hién dugc hodc phén tir thong bdo hodc duge sir dung lam phdi t bit gitr dé phan
lap ¢6 chon loc C5 ra khdi cac mau thu duogc tir bénh nhan. Theo cach khac. khang thé
khang CS khong dugc déanh ddu cé thé duoc su dung trong cdc ng dung chan doan
két hop véi khang thé thir hai ma chinh chung duoc danh déu dé phat hicn thay. Chét
danh dau co thé phat hién dugc hodc phan tir thong bao ¢6 thé duoc dﬁ“mg vi phong xa,
nhu °H, "C, ¥P, S, hoac '®I; nhom phat huynh quang hodc nhom phat quang hoa
hoc nhu florexein isothioxyanat, hodc rhodamin; hodc enzym nhu phosphataza kiém.,
B-galactosidaza, peroxidaza cai ngua. hodc luciferaza. Céc thir nghiém cu thé duoc lay
lam vi du ma c6 thé duoc st dung dé phat hién hodc do muc C5 trong mau bao gém
thir nghiém hap thu mién dich gan két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA), thir nghiém phéng xa mién dich (radioimmunoassay - RIA), va phan loai thé
bao dugc hoat héa biang huynh quang (fluorescence-activated cell sorting - FACS).

Céac mau ma c6 thé dugc su dung tron cac thu nghiém chan doan C5 theo sang
ché bao g6111 mau md hodc mau dich bét ky ¢o thé thu dugc tr bénh nhan, ma chua
luong c6 thé phat hién cua protein CS, hodc cac manh cua no. trong diéu trj binh
thuomg hodc trong diéu kién bénh ly. Thong thuong, ciac muc protein CS trong mot
mau cu thé thu duoc tir bénh nhan khoe manh (v{ du, bénh nhan khéng bi méc bénh
gan voi C5) s& duoc do dé ban dau thiét lap dugc muirc co s, hodc mue chuan cia C5.
Murc C5 co 86 nay sau do c6 thé duoc so sanh voi mue C5 do duoc trong céc mau thu
duoc tir cac ca thé bi nghi ngd mic tinh trang bénh gin véi C5, hodc cac tricu ching
gan véi tinh trang bénh nay.

Cac khang thé dac hiéu dbi voi protein C5 c6 thé khong chira cht déanh diu
hodc nhém bd sung, hodc chung co thé chtra chit danh dau hodc nhém ¢ dau tan cung

N hodc ddu tan cung C. Theo mot phuong 4n, chat danh déu hodc nhém nay la biotin.
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Trong thtr nghiém lién két, vi tri ctia chét danh dau (n€u o) co the xac dinh hudng cua
peptit so v6i bé mat khi nay peptit dugc lién két. Vi du, néu bé mat duoc phu avidin,
peptit chira biotin & dau tan cung N s& duoc dinh hudng sao cho phdan nam ¢ dau tin

cung C clia peptit nay sé cach xa bé mat.

Céc phuong an chon lya

Céc phuong an duge chon theo sang ché bao gom cic phuong an sau:

Trong phuong 4n 1. sang ché bao gdm khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén cta chung lién két dic hiéu voi yéu 6 bd thé nrotein 5 (C53), trong
do khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua chung tuong tac voi mot hodc
nhiéu axit amin ndm trong C5 (SEQ 1D NO: 359). nhu dugc xac dinh bang phuong
phap trao doi hydro/doteri.

Trong phuong 4n 2, sang ché bao gém khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén theo phuong 4n 1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cta chung twong tac v&i mot hodc nhiéu axit amin nam trong chudi alpha
va/hodc chudi beta ciia C5, nhu duoc xac dinh bang phuong phip trao doi
hydro/doteri.

Trong phuong 4n 3, sang ché bao gém khang thé¢ da phéan ldp hodc manh lién
két khang nguyén theo cac phuong an 1 hogc 2, trong d6 khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua chung khong tuong tac vdi axit amin cta vung anaphylatoxin CSa
ctia C5, nhu duge xac dinh bang phuong phép trao doi hydro/doteri.

Trong phuong 4n 4, sang ché bao gém khang thé da phan lap hodac manh lién
két khang nguyén theo phuong 4n bat ky trong s céc phuong 4n tir 1 dén 3, trong do
khang thé hodc ménh lién két khang nguyén ctia ching tuong tac vai mot hodc nhiéu
axit amin nam trong SEQ ID NO: 360 va/hodc SEQ ID NO: 361, nhu dugc xdc dinh
bang phuong phap trao doi hydro/doteri.

Trong phuong 4n 5, sang ché bao gom khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén 4, trong do
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cua chung tuong tac véi trinh tu axit amin
dugc chon tor nhom gém 6 (a) cac axit amin 59 tr 1 dén 599 cua SEQ ID NO: 359;

(b) cac axit amin 593 dén 599 ctia SEQ ID NO: 359; (¢) céc axit amin 775 dén 787 cua
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SEQ ID NO: 359; (d) cac axit amin 775 dén 794 ctia SEQ ID NO. 359: va (e) cac axit
amin 779 dén 787 ctia SEQ ID NO: 359.

Trong phuong 4n 6, sing ché bao gdm khang thé da phéan 1ap hodc manh lién
két khang nguyén ciia chung theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén 5,
trong dé khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua chung tuong tic vé6i it nhat la
nim axit amin nim trong trinh ty axit amin dugc chon tur nhom gém c6 SEQ ID NO:
360 va 361.

Trong phuong 4n 7, sing ché bao gom khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén cta chung theo phuong dn bat ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 3,
trong d6 khang thé hoac manh lién két khdng nguyén cua chung tuong tac voi trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 360 va 361.

Trong phwong 4n 8, sang ché bao gém khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén cia chung lién két dic hiéu voi yéu t6 bo thé protein 5 (C3), trong
do khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua ching tuong tac vai it nhat 1a mot
trong sb céc géc axit amin sau day: NS91, M592, AS593, T594, G595. M596, D597,
§598, W599, W775, E776, V777, H778, L779, V780, P781, R782, R783, K784,
Q785, L786, Q787, F788, A789, L790. P791, D792, S793, hodc L794 cia SEQ ID
NO: 359.

Trong phuong 4n 9, sang ché bao gdém khang thé da phan Idp hodc manh lién
két khang nguyén cua chiing theo phuong an bét ky trong sé céc phuong an tir 1 dén 8,
trong d6 khang thé c¢6 mot hodc nhiéu dic diém sau day: (a) co nong do trong huyét
thanh 16n hon 10 pg/mL cho t6i tdn ngay thr 70 khi dung cho khi dau cho; (b) phong
bé qua trinh tan huyét thong qua con dudng ¢ dién (CP) cho tdi tan ngay thu 35 khi
dung cho khi dau ché, nhu do duoc trong thtr nghiém tan huyét ex vivo: (c) phong bé
phong bé qué trinh tan huyét thong qua con duong thay thé (AP) cho t6i tan ngay thu
35 khi dung cho khi ddu cho, nhu do dugc trong thu nghiém tan huyét ex vivo: (d) c6
thoi gian ban hty 16n hon 10 ngay ¢ khi dau cho; (e) c6 ndng do trong huyét thanh 16n
hon 10 pg/mL cho téi tan ngay thi 40 khi ding cho C5 ¢ chudt duge lam gidng ngudi:
(f) qud trinh tan huyét CP cho t6i tén n gay thu 30 khi dung cho C5 ¢ chudt duoc lam
gidng ngudi, nhu do duogc trong thir nghiém tan huyét ex vivo: va (g) co thoi gian ban

huy 16n hon 10 ngay ¢ CS5 ¢ chudt dugce lam giong nguoi.
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Trong phuong an 10, sang ché bao gdm khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén ciia chiing theo phuong dn bat ky trong s cac phuong an tir 1 dén 9.
trong dé khang thé co cac dic tinh bo sung duoc chon tir nhém gdm ¢o: (a) la khang
thé don dong hoan chinh & ngudi; (b) lién két véi C5 & nguoi véi hang s6 phan ly (Kp)
nho hon 0,9nM ¢ 25°C, nhu do duge trong thir nghiém cong huéng plasmon bé mat;
(c) lign két véi CS5 & nguoi véi K nho hon 0.3nM ¢ 37°C, nhu do dugc trong thi
nghiém cdng huéng plasmon bé mat; (d) lién két véi C5 & khi véi K nhd hon 65nM,
nhu do dugc trong thtr nghiém cong hudng plasmon bé mat; (e) lién két v6i bién thé
R885H cua C5 ¢ nguoi (SEQ ID NO: 356) véi Kp nho hon 0,5nM, nhu do dugc trong
thir nghiém cdng huéng plasmon bé mat; (f) lién két voi bién thé R885C cia C5 ¢
nguoi (SEQ ID NO: 357) voi Kp nhé hon 0.50M, nhu do dugc trong thir nghiém cong
huéng plasmon bé mit; (g) phong bé qué trinh tan huyét théng qua con duong co dién
(CP) qua trung gian C5 ¢ nguoi hon 95% va véi ICsg nho hon 6nM, nhu do dugce trong
thir nghiém tan huyét CP; (h) phong bé qué trinh tan huyét qua con duong thay thé
(AP) qua trung gian C5 & nguoi lon hon 70% va véi 1Csy nhdé hon 165nM. nhu do
dugc trong thir nghiém lam tan huyét AP: (i) trc ché qué trinh tan huyét CP qua trung
gian C5 ¢ khi xanh Chéu Phi v6i ICsy nho hon 185nM. nhu do duoc trong thtr nghiém
tan huyét CP; (j) wc ché qué trinh tan huyét AP qua trung gian C5 ¢ khi xanh Chau
Phi v6i ICso nhoé hon 235nM, nhu do dugc trong thir nghiém lam tan huyét AP; (k) e
ché qua trinh tan huyét CP qua trung gian C5 & khi ddu cho véi ICsy nho hon 145nM,
nhu do dugce trong thir nghiém tan huyét CP; va (1) uc ché qua trinh tan huyét AP qua
trung gian C5 ¢ khi dau cho véi [Cs9 nho hon 30nM, nhu do dugc trong thur nghiém
lam tan huyét AP.

Trong phuong an 11, sang ché bao gom khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén theo phuong 4n bat ky trong s céc phuong 4n tir 1 dén 10, trong do
the khang thé hodc manh lién két khang nguyén bao gdom three ving quyét dinh tinh bo
tro cta chudi nang (CDR) (HCDR1. HCDR2 va HCDR3) nam trong mot trinh tu bat
ky cii viing bién d6i chudi nang (HCVR) dugc liét ké trong Bang 1; va ba CDR chudi
nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nam trong mot trinh tu bat ky cua ving bién doi
chudi nhe (LCVR) dugc li¢t ké trong Bang 1.
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Trong phuong an 12, sang ché bao gom khang thé da phan 1ap hoac manh lién
két khang nguyén cia ching theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén
11, bao gdm: (a) mién HCDRI1 c6 trinh tu axit amin duoc chon tir thom gom c6 SEQ
ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 124, 140, 148, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252,
268, 276, 292, 308, 324, va 340; (b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin duge chon tur
nhém goém c6 SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54. 70. 86. 102. 126. 142. 150. 158. 174, 190,
206, 222, 238, 254, 270, 278, 294, 310, 326, va 342: (¢) mién HCDR3 ¢6 trinh v axit
amin duoc chon tir nhém gém co SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 128, 144,
152, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 280, 296, 312, 328, va 344: (d) mién
LCDRI1 c¢6 trinh tu axit amin duoc chon to nhém g6m co SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60,
76,92, 108, 116, 132, 164. 180. 196. 212, 228, 244, 260. 284, 300. 316. 332. va 348:
(¢) mién LCDR2 ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhom g6m ¢c6 SEQ ID NO: 14, 30,
46, 62, 78, 94, 110, 118, 134, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 286, 302, 318, 334.
va 350; va (f) mién LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém gom c¢6 SEQ ID
NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 120, 136, 168, 184, 200, 216, 232, 248. 264, 288. 304,
320, 336, va 352.

Trong phuong an 13, sdng ché bao 26m khang thé da phan ldp hodc manh lién
két khang nguyén cia chung theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an tur 1 dén
12 bao g@)ln HCVR c¢6 trinh tu axit amin duoc chon tor nhom gém cO cac trinh tu
HCVR duoc liét ké trong Bang 1.

Trong phuong an 14, sang ché bao gom khang thé da phan Idp hoac manh lién
két khang nguyén cla chting theo phuong 4n 13 bao gom LCVR ¢6 trinh (v axit amin
dugc chon tir nhém gdm c6 céc trinh tu LCVR duoc liét ké trong Bang 1.

Trong phuong an 15, sang ché bao g6m khéang thé da phan ldp hodc manh lién
két khang nguyén theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an tir 1 tir 1 dén 14 bao
26m cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gom cé SEQ ID NO:
2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 98/114. 122/106. 98/130. 138/106,
146/106, 122/130, 146/114, 146/130, 138/130. 154/162. 170/178. 186/194. 202/210.
218/226, 234/242, 250/258, 266/258, 274/282. 290/298, 306/314, 322/330, va
338/346.
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Trong phuong 4n 16, sang ché bao gém khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén cta ching theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an tor e |
dén 15 bao gdbm ba CDR nim trong HCVR duoc chon tir nhém gom ¢o SEQ ID NO:
50, 98, 138, va 202; va ba CDR nam trong LCVR duoc chon tir nhom gém co SEQ 1D
NO: 58, 106, va 210.

Trong phuong 4n 17, sang ché bao gom khang thé da phan lap hodc manh lién
két khang nguyén cta chung theo phuong én 16 bao gdm cédc CDR duge chon tir nhom
génlcé:(a)SEKQI[)bﬂD:52,54,56,60,62,\@.64;(b)SEK)IE)PK):100,102,104,
108, 110, va 112; (¢) SEQ ID NO: 140, 142, 144, 108, 110, va 112; va (d) SEQ ID
NO: 204, 206, 208, 212, 214, va 216.

Trong phuong 4n 18, sang ché bao gém khang thé da phéan lap hoac manh lién
két khang nguyén cua ching theo phuong an 17 bao goém cap trinh (v axit amin
HCVR/LCVR duoc chon tir nhém g61n co SEQ ID NO: 50/58, 98/106, 138/106, va
202/210.

Trong phuong 4n 19, sang ché bao gdém khdng thé hodc manh lien két khang
nguyén ctia chiing ma canh tranh dé lién két véi C5 véi khang thé hoac manh lién két
khang nguyén cia chung theo phuong an 17.

Trong phuong 4n 20, sang ché bao gom khang thé hoac manh lién két khang
nguyén cua chung ma lién két véi cung epitop v6i khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua ching theo phuong an 17.

Trong phuong 4n 21, sdng ché bao gém khang thé hoac manh lién két khéng
nguyén cia ching theo phuong 4n 9 hodc 10 bao gom ving bién doi chudi ndng bao
gbm trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 ¢6 khong nhiéu hon 5 thay thé axit
amin.

Trong phuong 4n 22, sang ché bao gom khéng thé hoic manh lién két khang
nguyén clia chung theo phuong an 21, bao gdm ving bién ddi chudi nhe bao gom trinh
tw axit amin duge liét ké trong Bang 1 ¢6 khong nhiéu hon 5 thay thé axit amin.

Trong phuong 4n 23, sdng ché bao gom khang thé hoac manh lién két khéang
nguyén cua ching theo phuong 4n 9 hodc 10 bao gom ving bién déi chudi ndng co

mtc do dong nhét vé trinh tu véi SEQ ID NO: 98 it nhit 1a 90%,
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Trong phuong an 24, sang ché bao gém khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ctia ching theo phuong 4n 23 bao gom ving bién doi chudi nhe c6 muc do
dong nhat vé trinh tu véi SEQ ID NO: 106 it nhat 1a 90%.

Trong phuong an 25, sang ché bao gém khang thé don dong da phan lap hoac
manh lién két khang nguyén cua ching ma phong bé su phan cit C5 thanh C5a va C5b
bao gé)ln ba CDR cua HCVR, trong d6 HCVR nay co trinh tu axit amin duoc chon tur
nhém goém c6 SEQ ID NO: 2, 18, 34. 50, 66, 82, 98. 122. 138, 146. 154, 170, 186,
202, 218, 234, 250, 266, 274, 290, 306, 322, va 338; va ba CDR ctua LCVR, trong d6
LCVR nay c6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhom g@)m co SEQ ID NO: 10, 26, 42,
58, 74, 90, 106, 114, 130, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 282, 298. 314, 330. va
346.

Trong phuong 4n 26, sang ché bao gdm duoc pham bao gdm khang thé da phén
lap hodc manh lién két khang nguyén ctia chting ma lién két véi C5 theo phuong 4n bat
ky trong s6 céc phuong an tir 1 dén 25 va chat mang hodc chat pha loang dugc dung,

Trong phuong 4n 27, sing ché bao gdm phan polynucleotit da phan lap bao
gbm trinh tu polynucleotit ma héa HCVR ctia khang thé nhu néu trong phuong an bat
ky trong sb céc phuong an tir 1 dén 25.

Trong phuong an 28, sing ché bao gom phan tu polynucleotit duge phén lap
bao gdm trinh tu polynucleotit ma hoa LCVR ctia khang thé nhu néu trong phuong an
bétkytrongsécécphuqngént&]_6&125

Trong phuong 4n 29, séang ché bao gdm vecto bao 26m trinh tu polynucleotit
theo phuong an 27 hoac 28.

Trong phuong 4n 30, sang ché bao gom té bao biéu hién vecto theo phuong éan
29.

Trong phuong 4n 31, sdng ché bao gbm phuong phap ngan ngira. diéu tri hodc
lam giam it nhét la mot tricu ching hodc dau hiéu bénh hodc r6i loan gén vol CS.
phuong phap nay bao gém viée dung khang thé hodc manh lien két khang nguyén theo
phuong 4n bat ky trong sb céc phuong an tir 1 dén 25 cho déi tugng c6 nhu cau.

Trong phuong 4n 32, sang ché bao gém phuong phdp cua phuong an 31, trong
dé bénh hodc rbi loan dugc chon tir nhom gém co hoi chung tan huyét tang ure mau

khong dién hinh (aHUS), bénh tiéu huyét sic t6 kich phat vé dém (PNH). thoai hoa
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diém vang lién quan dén tudi. teo co dia Iy, nhuoc co. viém tuy thi than kinh, da xo
ctimg, dot quy, hdi ching Guillain Barre, t6n thuong ndo do chan thuong. bénh
Parkinson, cac rdi loan do hoat hoa bo thé khong thich hop hodc khong mong mudn,
cac bién ching thdm tach mau, thai bé manh ghép khac loai siéu cép tinh, thai bo
manh ghép ngoai lai, doc tinh do intoleukin gay ra trong khi diéu tri bang IL-2, cac rdi
loan viém, viém trong cac bénh tu mién. bénh Crohn. hoi chung suy hd hép 0 nguoi
trudng thanh, ton thuong do nhiét bao o0m céc vét bong hodc chirg t6n thuong do
lanh gi4, cdc tinh trang bénh do tran sau khi thiéu mau cuc bo, nhdi mau co tim, hoi
ching ro 6ng mao quan, béo phi, ddi thdo dudng, bénh Alzheimer, tim than phan liét,
dot quy, chimg dong kinh, vita xo dong mach, viém mach, bénh bong nude, viém cau
than C3, viém cau than tang sinh mang, bénh ly thian do ddi thdo duong, hoi ching
Alport, suy than tién trién, cac bénh than protein niéu, ton thuong tran do thiéu mau
cuc bd, viém thén luput, tao hinh mach bé’mg bong can thi¢p. hoi chimg sau bom trong
k¥ thuat bédc cau tim phéi hodc bic cau than, tham tach mau, thiéu mau cuc b0 than,
tran dong mach mang treo rudt sau khi tai ciu tric dong mach chu, cc bénh lay nhiém
hodc nhiém khudn, céc réi loan phtc hop mién dich va cic bénh tu mién. céc roi loan
ctia thén, viém khép dang thap, luput ban do toan than (SLE). viém than SLE, viém
than tang sinh, thiéu mau do tan huyét, hen. phoi tic nghen man tinh (COPD), khi
phiing, thuyén tic va nhdi mau dong mach phoi. sung phoi. va bénh nhuoc co.

Trong phuong 4n 33, séng ché bao gdm phuong phdp cua phuong an 31, trong
d6 bénh hodc r6i loan 1a aHUS.

Trong phuong 4n 34, sang ché bao gém phuong phdp cua phuong an 31, trong
do bénh hodc rbi loan 1a PNH.

Trong phuong 4n 35, sang ché bao gém phuong phép cua mot phuong an bét ky
trong sb cac phuong an tir 31 dén 34, trong d6 dugc pham duoc dung vo1 muc dich
ngan ngtra hodc diéu tri cho ddi twgng c6 nhu cau.

Trong phuong 4n 36, sang ché bao gdm phuong phdp ctia mot phuong an bat ky
trong s céc phuong 4n tir 31 dén 35, trong d6 dugc pham duoc dung két hop véi chat
tri liéu thu hai.

Trong phuong 4n 37, séng ché bao gom phuong phap cua phuong én 36, trong

do chat tri liéu thtr hai nay dugc chon tor nhom gdém c6 chat chong dong. duoc chat
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chéng viém, chit chong tang huyét ap, chat e ché mién dich, chat lam ha muc lipit,
chét khang CD20 nhu rituximab, chit chdng TNF nhu infliximab, chit chdng tai bién
ngap mau, chét trc ché C3, khéang thé khang C5 thir hai, va chat chéng huyét khéi.
Trong phuong 4n 38, sang ché bao gdm phuong phép ctia mot phuong én bét ky
trong s6 cac phuong an tir 31 dén 37, trong d6 duge pham duoc dung dudi da, trong

tinh mach, trong da, trong mang bung, qua duong miéng, trong ¢o hoac trong so.

Vi du thue hién sang ché

Dua vao céc vi du sau, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu
duge hoan toan sang ché va phan mo ta vé cach tao ra va su dung phuong phap va
duoc pham theo sang ché va céc vi du nay khong nhiam muc dich giéi han pham vi bao
ho clia sang ché. Cac nd luc da duge thuc hién dé dam bao mét cach chinh xéc lién
quan dén cac s6 duoc st dung (vi du, lugng, nhiét dd, v.v.) nhung mot vai sai s va do
léch qua thir nghiém nén duoc xét dén. Trir khi ¢6 quy dinh khac, cac phan la cac phan
theo trong luong, trong luong phan (i 1a trong luong phan tir trung binh. nhiét do tinh
theo do C, nhiét do trong phong la 25°C va ép suét bang hodc gan bing ap suét khong
khi.

Vidu 1: Tao ra khing thé nguoi khang protein yéu t6 bd sung 5 (C5)

Khang thé ngudi khang C5 protein duge tao ra ¢ chudt VELOCIMMUNE® bao
o6m ADN mi hod ving bién déi chudi ndng globulin mién dich va ving bién doi
chudi nhe kapa ctia nguoi. Chudt duge gdy mién dich véi CS protein tinh khiét huyét
thanh nguoi (Calbiochem Cat #20-4888).

Kiém tra sy dap ung mién dich khang thé bang thir nghiém mién dich dac hicu
C5. Khi dat duge dép tng mién dich mong mudn, gom té bao 14 lach va dung hop voi
té bao u tuy cua chudt dé bao ton kha nang song cua chiing va tao ra dong té bao lai.
Sang loc va chon dong té bao lai nay dé nhén biét cac dong té bao ma tao ra khang thé
dic hiéu C5. Str dung dong té bao nay dé thu dugc vai khang thé kham khang C5
(nghia la, khang thé ¢6 mién bién ddi cua nguoi va mién ¢6 dinh cua chu6t): cac khang
thé lay lam vi du dugc tao ra theo cach nay dugc ky hiéu la H2MI1683N va

H2MT11686N.
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Khéng thé khang C5 ciling duge phan lap truc tiép tur té bao B chudt duong tinh
khéng nguyén ma khong dung hop voi té bao u tuy, nhu duge mo ta trong patent My
s 7582298, nodi dung cua patent My nay duoc dua vao ban mo ta nay bang cach vién
dan. Bang cach st dung phuong phap nay. thu duoc vai khang thé hoan toan ctia nguoi
khéng C5 (tic 1a khang thé c6 mién bién doi cua nguoi va mien co dinh cua ngudi);
cac khang thé léy lam vi du duoc tao ra theo cach nay duoc ky hicu la H4H12159P,
H4H12161P, H4H12163P, H4HI12164P, H4HI12166P, H4H12167P, H4HI12168P,
H4H12169P, HAH12170P, HAH12171P, HAHI12175P, H4H12176P2, H4H12177P2 va
HAH12183P2.

Céc ddc tinh sinh hoc cua cac khang thé léy lam vi du dugc tao ra theo céac
phuong phdp cta vi du nay duge mo ta mot cach chi tiét trong cac vi du dudi day.

Vi du 2: Axit amin cia ving bién ddi chudi ning va chubi nhe va trinh tu
nucleotit

Bang 1 dua ra ky hiéu nhan biét trinh tu axit amin cua cac ving bién d6i chudi

ning va chudi nhe va CDR cua khang thé duoc chon khang C5 cua sang ché.

Béang 1: Ky hiéu nhan biét trinh ty axit amin

SEQ ID NO:

Xc dinh | HCV | HCDR | HCDR | HCDR |[LCV |LCDR|[LCDR |LCDR
khéng thé R 1 2 3 R 1 2 3
H2M11683N |2 4 6 8 10 12 14 16
H2M11686N | 18 20 22 24 26 28 30 32
H4H12159P | 34 36 38 40 42 44 46 48
H4H12161P |50 52 54 56 58 60 62 | o4
H4H12163P | 66 68 70 72 74 76 78 80
H4H12164P | 82 84 86 88 90 92 94 196
H4H12166P | 98 100 102 104 106 | 108 110 112
H4H12166P2 | 98 100 102 104 114 | 116 18 120
H4H12166P3 [ 122 [ 124 126 128 106|108 110 112
H4H12166P4 | 98 100 102 104 130|132 134 136
H4H12166P5 | 138 | 140 142 144 106 | 108 110 112
H4H12166P6 | 146 | 148 150 152 106 | 108 110 112
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HAH12166P7 | 122 | 124 126 128 130 | 132 | 134 136
HAH12166P8 | 146 | 148 150 152 14 116|118 120 |
H4H12166P9 | 146 | 148 150 152 130 | 132 134 136
?4}1121661)1 138 | 140 142 144 130 | 132 134 136
H4HI2167P | 154 [ 156 158 160 162 | 164 166 168 |
H4H12168P [ 170 [172 174 176 178 1180 182 184
H4H12169P | 186 | 188 190 102 194 | 196 198 200

H4H12170P 202 204 206 208 210 212 214 216

H4H12171P 218 220 222 224 226 228 230 232

H4H12175P 234 236 238 240 242 | 244 246 248

H4H12176P2 | 250 252 254 256 258 260 262 264

HAH12177P2 | 266 268 270 272 258 260 262 264

H4H12183P2 | 274 276 278 280 282 284 286 | 288

H2M11682N | 290 292 294 296 298 300 302 304

H2M11684N | 306 308 310 312 314 316 318 320
H2M11694N | 322 324 326 328 330 332 334 336
H2MT1695N | 338 340 342 344 346 348 350 352

Céc ky hiéu nhén biét trinh tu axit nucleic twong tng duge néu trong bang 2.

Bang 2: Ky hiéu nhan biét trinh ty axit nucleic

SEQ ID NO:

Xc dinh | HCV | HCDR | HCDR | HCDR [LCV |LCDR[LCDR | LCDR
khing thé R 1 2 3 R 1 2 3
H2ZMT1683N | 4 3 5 7 9 1 13 15
H2MT1686N | 17 19 21 23 25 27 29 31
HAHI2I59P | 33 33 37 39 41 43 45 47
HAHI2161P | 49 51 53 55 57 59 61 63
HAHI2163P | 65 67 69 71 73 75 77 79
H4HI2164P | g1 83 85 87 89 9] 93 95
HAH12166P | 97 99 101 103 105|107 109 |11
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HAHI2166P2 [97 |99 01 103 s s a7 o
HAHI2166P3 | 121 | 123 125 127 105 | 107 09 11 |
H4H12166P4 | 97 99 101 103 129 | 131 133 135
HAHI2166P5 | 137 [139 | 141 143 105|107 109 111
H4HI2166P6 | 145 | 147 149 151 105 | 107 109 111
H4HI2166P7 | 121 | 123 125 127 129 | 131 133 135
HAHI2166P8 | 145 | 147 149 151 113|115 7o
HAHI2166P9 | 145 | 147 149 151 129 | 131 133 135
H4H12166P1

. 137|139 141 143 129 | 131 1331135
H4HI2167P 1153|155 157 159 161 | 163 165 167
HAHI2168P | 169 | 171 173 175 177 1179 181 183
HAHI2169P | 185 | 187 189 191 193 | 195 197 199
 HAHI2170P 1201 | 203 205 207 209 | 211 3215
HAHI2171P 1217 | 219 221 223 05 1227 129 231
H4HI2I75P 1933 | 235 237 239 241 | 243 245 | 247
HAHI2176P2 1249 | 251 253 255 257 1259 261 263
H4HI2177P2 | 265 | 267 269 271 257 1259 261 263
HAHI2183P2 1973 | 275 277 279 281 | 283 085 | 287
H2ZMIT682N 1289 | 291 293 295 297 | 299 301 303
H2MI1684N [305 307  |300 |31 313 (315 1317|319
HZMIT694N " 1321|323 325 327 329|331 333 335
H2MI1695N 1337 | 339 341 343 345 | 347 349 351

Thong thuong, céc khang thé duoc dung
phap sau: tién t6 Fe (vi du "H4H", "H2M", v.v.), tiép theo la cdc ky hiéu nhan biét theo
s6 (vi du "11686," "12166," "12183." v.v.. nhu duoc thé hién trong Bang 2), tiép theo
hau t6 "P," "P2," hoac "N". Do d6, theo danh phap nay, trong ban mo ta nay khang thé
co thé duge dung dudi dang, vi du, "H2MI11686N," "HAH12183P2." "H41112168P."

v.v. Cac tién t& H4H va H2M theo su xac dinh khang thé dugce su dung trong ban moé

ta nay thé hién 16p khang thé ving Fec cu thé. Vi du, khang thé "H
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trinh 6n dinh dime va khang thé "H2M" ¢6 Fe 1gG2 chudt (hoac 1ép khang thé b) (tat
ca cac vung bién ddi 1a hoan toan cta ngudi nhu duge xac dinh boi 'H' th nhat trong
viée xdc dinh khang thé). Nhu s& duoc ddnh gid cao boi nguoi ¢o hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, khang thé ¢6 16p khang thé Fe cu thé ¢6 thé duge chuyén hod thanh
khang thé voi 16p khang thé Fe khic (vi du. khang thé vdi Fe 1gG1 chudt ¢o thé duoe
chuyén hoa thanh khing thé voi IgG4 nguoi, v.v.). nhung trong trudong hop bat ky. cac
mién bién d6i (bao gdm CDR) — ma duoc xac dinh béi cac ky hiéu nhan biét theo sb
duoc thé hién trong bang 2 — van s& gidng nhau va cac dac tinh gin két voi khang
nguyén dugce du dinh 12 giéng nhau hoac hau nhu gidng nhau bét chip ban chat cua
mién Fe.

Theo mot s6 phuong an, cac khang thé duoc chon ¢6 Fe 1gGl chudt duge bién
do6i thanh cac khéng thé Fc 1gG4 nguoi. Theo mot phuong dan, mién Fe 2G4 bao gdm
2 su thay dbi axit amin hodc nhiéu hon nhu duoc boc 16 trong cong bé don veu cau cép
patent My s6 US20100331527.

Pé tao ra cac khang thé dot bién, cic gbe khac nhau trong cac ving quyét dinh
phan b (CDR) ctia H4H12166P duoc tao dot bién thanh histidin dé tao ra 9 khang thé
dot bién, duoc nhén biét 1a HAH12166P2 dén HAH12166P10. Cac dot bién histidin
trong CDR duogc thé hién tao ra su phu thude do pH gan két vdi khang nguyén dich
dan dén duoc dong hoc dugc cai thién (Igawa ef a/. 2010, Nat. Biotechnol. 28: 1203-
1207).

Cau triic doi chirng dwge str dung trong cédc vi du sau

Céc céu triic dbi chung sau (khang thé khang C5) ¢o trong céc thir nghiém duoc
bdc 16 trong ban md ta nay, vi du nham muc dich so sanh: "So sanh 1", khang thé don
dong khang C5 ctia nguoi co trinh tu Vy/V cua khang thé “h5G1.1" theo patent My
s6 6,355,245 (Alexion Pharmaceuticals, Inc.); va "So sanh 2". khang thé don dong cua
nguoi khang C5 cia nguoi co trinh tu Viy/Vy cua khang thé “8109” theo cong bd don
yéu cau cip patent M s6 2013/0022615 (Novartis).

e
)

Vi du 3: Khang thé gan két v&i CS5 nhw xdc dinh dwge béi cdng hudng

.

Plasmon

Clae))
)8

bé mat
Hang s6 phan ly can bang (tri s6 Kp) dé C5 gin két voi khang thé tinh khiét

khing C5 dugc xédc dinh bang cdch su dung thu nghiém cam bién sinh hoc cong hudng
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plasmon bé mat theo thoi gian thuc irén thiét bi Biacore T200. Bé mal cam bién
Biacore thu duoc bang cach ghép cap amin véi khang don dong chudt khang Fe nguoi
(GE Healthcare, # BR-1008-39) dé by khang thé khang CS duogc biéu hién véi cdc
ving ¢6 dinh Fe ngudi. Cac nghién ctu oan két Biacore duoc thue hién trong dung
dich dém chay HBST (0,01M HEPES do pH=7.4. 0.15M NaCl. 3mM EDTA. 0.05%
thé tich Surfactant P20). CS nguoi thu duge tu nguén ban trén thi truong (EMD). Cac
thude thir C5 khac duge biéu hién véi myc-myc-hexahistidin dau C (sau day duoc goi
la C5-mmh). Thude thir C5-mmh cta ngudi ciing duge biéu hién chua cac dot bién
diém histidin va xystein & arginin 885 (sau day lan luot duoc goi la C5 RR8SH-mmh
va C5 R885C-mmh). Cac nong do khac nhau ciia C5 ngudi, C5 R885H-mmh nguoi
(SEQ ID No: 356), C5 R&85C-mmh nguoi (SEQ ID No: 357) va C5-mmh khi (SEQ
[D No: 358) (ndm trong khoang tir 100nM dén 1,23nM. pha loang gap 3 lan) duoc tao
ra trong dung dich dém chay HBST dugc phun 1én bé mat bdy khang thé khang CS ¢
toe do dong 30uL/phut. Su két hop cua tat ca thude thir C5 voi mdi khang thé trong s6
cac khang thé don dong da bay dugc kiém tra trong 3 phut va sy phan Iy cta ching
trong dung dich dém chay HBST duge kiém tra trong & phut. Tat ca cic thir nghiém
dong hoc gén két duoc thue hién & 25°C hoac 37°C. H?mg sH kép hop (k,) va héng )
phan ly (kg) dong hoc duoc xac dinh bang cach so khdp bicu do cam bién theo thoi
gian thue v6i mo hinh gin két 1:1 bang cach sir dung phan mém so khop duong cong
Scrubber 2.0c. Hang s6 cin bang phéan ly gan két (Kp) va ntra chu ky phan ra phan ly
(tY2) dugc tinh toan dua vao héng sd dong cho nhu: &K (M) = ky/k, va % (phuat) =
In2/(60xky)

Céc tham s6 dong hoc gan két doi vai su gan két C5 nguoi voi céc khang thé

khéang C5 ¢ 25°C va 37°C duoge thé hién trong céc bang 3 va 4.
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Béng 3: Cac tham so dgng hoc gin két cia ciac khang thé don dong khdng C5 gin
két voi C5 nguoi & 25°C

Khang thé Luong | 100nM | &, ky KD tVh

khang CS

thOC ggg;oll(ét (Ms) | (17s) (M) (phat)

bay (RU)

(RU)
HAHT1683N | 231 439 4,17E+05 | 5,14E-05 | 1,23E-10 225
H4H12171P |51 64 1L49E+05 | 8,16E-05 | 5,49E-10 142
H4H12161P |38 64 2.58E+05 | 4.37E-05 | 1,70E-10 264
H4H12176P2 | 50 96 3.36E+05 | 6,75E-05 | 2,01E-10 171
HAH12163P |51 108 6.43F+05 | 2.08C-04 | 3,24E-10 55
HAHI12167P | 52 116 1,O9E+06 | 1,31E-04 | 1.21E-10 88
H4H12175P |51 100 2.16E+05 | 1,96E-04 | 9,10E-10 59
HAHI12159P | 53 118 9,75E+05 | 7,13E-05 | 731E-11 162
HAH12164P |52 103 2,92E+05 | 8,84E-05 | 3,02E-10 131
H4T12168P | 50 113 4,23E+05 | 4,75E-05 | 1,12E-10 243
HAH12169P |51 18 2.24F+05 | 4,40E-04 | 1,96E-09 26
HAH11686N | 200 341 220E+05 | 3.31E-05 | 1.50E-10 | 349
HAHI12170P |51 119 S25E+05 | 6,79E-05 | 1.29E-10 | 170 |
H4H12177P2 | 47 60 6,56E+04 | 6.29E-05 | 9,59E-10 184
HAH12183P2 | 46 50 1.66E+05 | 2,70E-05 | 1,63E-10 427
HAHI12166P |53 105 6,426+05 | 1,10E-04 | 1.71E-10 105
HAH12166P2 | 53 95 8,26E+05 | 3.61E-04 | 4,38E-10 32
H4H12166P3 | 59 124 4,03E+05 | 4.65E-04 | 1,15E-09 25
HAH12166P4 | 49 92 4,46E+05 | 1,76E-04 | 3,95E-10 66
H4AH12166P5 | 59 110 2.85E+05 | 3.28E-04 | 1,15E-09 35
H4H12166P6 | 64 131 4,.89E+05 | 1,84E-04 | 3,75E-10 63
HAH12166P7 |50 92 2.74E+05 | 1,01E-03 | 3,C7E-09 1
H4H12166P8 | 50 91 4,.84E+05 | 6,86E-04 | 1.42E-09 17
H4AH12166P9 | 52 100 3.32E+05 | 2.64E-04 | 7,94E-10 44
HAH12166P10 | 49 69 1,576+05 | 1,32E-03 | 8.38E-09 9
Comparator 1 | 232 250 9,69E+04 | 1,465-04 | 1.51E-09 79
Comparator 2 | 117 170 2,62E+05 | 2.39E-04 | 9.12E-10 | 48

Bang 4: Tham s6 ddng hoc gin két ciia cac khang thé don dong khang CS gin két
voi C5 nguoi ¢ 37°C

Khang thé

Luong
khang

100nM
C5

kcl
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the da ngp’(‘)’i ,

bay Gan két | (1/Ms) (1/s) (M) (phut)

(RU) (RU) .
H4H11683N | 257 492 4.54E+05 | 2.41E-04 | 5.32E-10 | 48
HAHI12171P | 59 58 1, 22B+05 | 7.62E-04 | 6,27E-09 | 15
H4AH12161P | 40 66 1.16E+05 | 1,15E-04 | 9.90E-10 | 101
HAH12176P2 |38 71 1,47E+05 | 2.34E-04 | 1,59E-09 | 49
H4H12163P | 65 139 9.11E+05 | 6,65E-04 | 7.29E-10 | 17
HAH12167P | 75 153 129E+06 | 3.81E-04 | 2.05B-10 |30
H4H12175P | 74 132 2.96E+05 | 6.37E-04 | 2,15E-09 | 18
HAHI12159P | 70 145 1LO4E+06 | 1,07E-04 | 1,03E-10 | 108
HAHI12164P | 66 140 3.96E+05 | 1,286-04 | 3.23E-10 | 90
HAH12168P |34 12 2.50E+04 | 4.64E-04 | 1.85E-08 |25
HAH12169P | 59 65 I,15E+05 | 3,52E-04 | 3,06E-09 |33
HAH11686N | 206 406 3336405 | 1.561-04 | 4.69E-10 | 74
H4H12170P |34 55 2,97E+05 | 4,15E-04 | 1.40E-09 |28
H4H12177P2 |41 37 4,42B+04 | 5,78E-04 | 131E-08 |20
H4H12183P2 |29 30 430E+04 | 2,50E-04 | 5.81E-09 |46 |
HAH12166P | 69 127 8.80E+05 | 2,30B-04 | 2,62E-10 | 50
H4AH12166P2 | 68 110 9.50E+05 | 1,23E-03 | 1,29E-09 | 9
H4H12166P3 | 86 147 6,126+05 | 1,27E-03 | 2,07E-09 |9
H4HI12166P4 | 63 108 S.05E+05 | 4,69E-04 | 9.30E-10 | 25
H4H12166P5 |76 129 4.40B+05 | 1,22B-03 | 2.77E-09 |9
HAH12166P6 | 90 157 5A2E+05 [ 4,74E-04 | 8.75E-10 124
HAH12166P7 | 64 105 3.49E+05 | 2.58E-03 | 7.39E-09 |4
H4H12166P8 | 65 98 6.75E+05 [ 2,09E-03 | 3,10E-09 | 6
HAH12166P9 | 76 122 3.75E+05 | 6,395-04 | 1.70E-09 | 18 |
HAH12166P10 | 64 82 2.27E+05 | 3,14E-03 | 1,38E-08 | 4
So sanh 1 185 246 1L47TE+05 | 5,30E-04 | 3.61E-09 |22
So sanh 2 119 205 2.85E+05 | 6.57E-04 | 2,30B-10 | 18

C5-mmh khi gan két voi khang thé khang C5 ¢ 25°C va 37°C duoc thé hién

trong cac bang 5 va 6.

Bing 5: Tham sé dong hoc gin két ciia khang thé don dong khdang CS voi CS-
mmh khi & 25°C
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100nM

Lu"c,mg CSTmm? ka k Kp 1Y
Khéng thé kh;ang N 1(]31 Gan

th~e da | ket

bay (RU) (RU) (I/Ms) | (1/s) (M) (phut)
H4H11683N 228 403 3.86E4+05 | 2.47E-04 | 6.40E-10 | 47
H4H12171P 51 17 4.60E+04 | 2.26E-04 | 4.92E-09 | 51
H4H12161P 38 45 6,33E+04 | 2,48E-05 | 3,92E-10 | 465
H4H12176P2 | 50 69 1,82E+05 | 5,88E-05 | 3,22E-10 | 196
H4H12163P 50 98 3,11E+05 | 7.75E-04 | 2,49E-09 | 15
H4H12167P 52 111 4 19E+05 | 1,32E-04 | 3,15E-10 | 88
H4H12175P 51 59 6,42E+04 | 1.65E-03 | 2.57E-08 | 7
H4H12159P 53 116 3,54E+05 | 4,69E-05 | 1,.33E-10 | 246
H4H12164P 51 60 1.27E+05 | 1.53E-03 | 1.20E-08 | 8
H4H12168P 50 86 1.73E+05 | 1,14E-04 | 6,60E-10 | 101
H4H12169P 51 22 1,64E+05 | 4,551:-03 | 2,78E-08 | 3
H4H11686N 196 247 1,57E+05 | 4.89E-04 | 3.11E-09 | 24
H4H12170P 51 92 2,62E+05 | 5.21E-05 | 1,.99E-10 | 222
H4H12177P2 | 47 32 4,62E+04 | 9,92E-04 | 2.15E-08 | 12
HAH12183P2 | 47 23 4 88E+04 | 494E-04 | 1.01E-08 | 23
H4H12166P 52 90 2,05E+05 | 1.06E-03 | 5,15E-09 | 11
H4H12166P2 | 53 71 3,00E+05 | 3,16E-03 | 1,05E-08 | 4
H4H12166P3 | 59 72 1,68E+05 | 4.47E-03 | 2,66E-08 | 3
H4H12166P4 | 49 69 2,10E+05 | 1,78E-03 | 8,50E-09 | 6
H4H12166P5 | 59 56 1,44E+05 | 3,46E-03 | 2.40E-08 | 3
H4H12166P6 | 64 94 2,39E+05 | 2,66E-03 | 1.11E-08 | 4
H4H12166P7 | 50 3 1.36E+05 | 6,33E-03 | 4.65[-08 | 2
H4AH12166P8 | 50 47 231E+05 | 4.99E-03 | 2.16E-08 | 2
H4H12166P9 | 52 55 1,70E+05 | 3,185-03 | 1.87E-08 | 4
H4H12166P10 | 49 15 9.56E+04 | 6.16E-03 | 6.44E-08 | 2
So sénh 1* 228 11 N/A N/A 3.11E-07 | N/A

N/A= Khong khé dung; *SS= phan tich trang thai khong doi

Bang 6: Tham s6 dong hoc gan két ciia khang thé don dong khdng

CS-mmh khi ¢ 37°C

=]

CS gan ket voi

o

Khang thé Luong 100nM | ka kd KD 1Y E
khang Cs- | ;
thé  da | mmh _ | |
bay (RU) | khi Gén | (1/Ms) (1/s) (M) (phuy

két (RU) |

H4H11683N 192 303 5,35E+05 | 1,15E-03 | 2,16E-09 | 10 J

H4H12171P 59 78 5.56E+05 | 1,03E-03 | 1.85E-09 | 1] |
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H4H12161P | 41 53 1.34E+05 | 7.45E-04 | 5,56E-09 | 16
H4H12176P2 | 36 47 1356405 | 1.29E-03 | 9,60E-09 |9 O
H4HI12163P | 64 129 3,90E+05 | 1,25E-03 | 3.20E-09 |9
H4H12167P | 74 146 S37E+05 | 2,89E-04 | S39E-10 | 40
H4H12175P | 74 74 1.77E+05 | 2.76E-03 | 1.56E-08 | 4
H4H12159P | 70 137 | 4,12E+05 | 5.50E-05 | 1.33E-10 | 210 |
H4H12164P | 65 99 1.86E+05 | 1.175-03 | 6.30E-09 | 10
H4H12168P |34 29 533E+04 | 6.761-04 | 127E-08 | 17
H4H12169P | 59 64 2.51E105 |3.61E-03 | 1.43E-08 |3
HAH11686N | 145 195 2.33E+05 | 2,07E-03 | 8.88E-09 |6
H4H12170P | 34 60 S21E+05 | 8.71E-04 | 1.67E-09 | 13
H4H12177P2 | 41 27 1,50E+05 | 7,17E-03 | 4,77E-08 |2
H4H12183P2 | 28 13 SA0E+04 | 6.37E-03 | 1,18E-07 |2
HAHI2166P | 68 110 2 19E+05 | 1,8713-03 | 8,55E-09 | 6
H4H12166P2 | 68 3 3.93E+05 | 2.97E-03 | 7,56E-09 | 4
H4H12166P3 | 85 92 2.23E+05 | 2.92E-03 | 1.31E-08 |4
H4H12166P4 | 62 80 2.23E+05 | 1,83E-03 | 8.20E-09 | 6
H4H12166P5 | 75 70 1,50E+05 | 3.13E-03 | 2.09E-08 | 4
H4H12166P6 | 90 112 2.53E+05 | 2.32E-03 | 9,18E-09 |5
H4H12166P7 | 63 48 I2SE+05 | 2.41E-03 | 1.93E-08 | 3
H4H12166P8 | 64 53 2.030+05 | 2.69E-03 | 1.33E-08 | 4
H4H12166P9 | 75 69 1.81E+05 | 2.61E-03 | 1,44E-08 14 |
H4H12166P10 | 63 24 6,60E+04 | 2.791:-03 | 4.22E-08 | 4
So sanh 1 132 NB NB | NB NB

C5 R885H-mmh nguoi va C5 R885C-mmh nguoi gin két voi khing thé khang

C5 §25°C lan luot duoc thé hién trong cac bang 7 va 8.

Bdng 7: Tham s6 dong hoc gin két khédng thé don dong khdang

R885SH-mmh nguwoi ¢ 25°C

gQ
™
w

(o)

N
S g9
ke

C 3 AL e
gin ket voi CS

Khéng thé Luong 100nM | &, kq Kp A
khéng thé | C5
di  bay | R88SH-
(RU) mmh - S S E—
ngudi (1/Ms) (1/s) (M) (phut)
Gan két
(RU) L *
HAH11683N | 183 118 5S260+05 | 2,46E-04 | 4,68E-10 |47
HAH12171P | 119 51 6,59E+05 | 1,42E-04 | 2,16E-10 | 81
H4H12161P | 105 199 8,36E+04 | 8,32E-05 | 9.96E-10 | 139
H4H12176P2 | 170 65 1.78E+05 | 2,17E-04 | 1.22E-09 | 53
H4H12163P | 111 214 6.72E+05 | 434E-04 | 6.46E-10 | 27 |
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H4H12167P |93 187 6.89E+05 | 2,98E-04 | 4.33E-10 |39
H4H12175P | 104 207 1.81E+05 | 1,98E-03 | 1,09E-08 |6
H4AH12159P | 101 177 7.06E+05 | 1,76E-04 | 2.50E-10 | 66
H4H12164P | 143 295 1,58E+05 | 1,87E-04 | 1,19E-09 | 62
H4H12168P | 138 197 S20F+04 | 2,14E-04 | 4,05E-09 | 54
H4AH12169P | 116 173 4.84E+05 | 7,09E-05 | 1,47E-10 | 163
H4H11686N | 145 259 2,16E+05 | 1,06E-04 | 491E-10 | 109
H4H12170P | 244 442 4,09E+05 | 1,61E-04 | 3.94E-10 | 72
H4H12177P2 | 137 232 1,48E+05 | 5,92E-04 | 4,01E-09 |20
H4H12183P2 | 158 99 3.776+04 | 437E-05 | 1,16E-09 | 264 |
H4H12166P | 188 366 S28F+05 | 2,12E-04 | 4,02B-10 | 54

So sanh 1 87 11 NB NB NB NB

So sanh 2 118 249 1O8F-106 | 6.53E-04 6_§6r10_ 18’"1

Bédng 8: Tham sb dong hoc gén két cita khang thé don dong khang C5 gin két voi
C5 R885C-mmh ngwoi & 25°C
Khéng thé Luong ] 100nM | k, kg Kp a Vs

khéng thé | C5

da  biy | R885C-

(RU) mmh

lclgquét (1/Ms) (1/s) (M) (phat)
(RU)

H4H11683N | 174 116 4,99E+05 | 2.39E-04 | 4,79E-10 | 48
H4H12171P | 109 51 3,79E+05 | 1,39E-04 | 3,66E-10 | 83
H4H12161P | 103 147 1.30E+05 | 8.71E-05 | 6.72E-10 | 133
HAH12176P2 | 164 63 1.O7E+05 | 2,18E-04 | 2.03E-09 |33
H4H12163P | 110 211 5.04E+05 | 4.32E-04 |8.58E-10 |27
H4H12167P | 85 163 7TU1E+05 | 2,94E-04 | 4,13E-10 | 39
HAH12175P | 99 128 8,18E+04 | 1.,55E-02 | 1.90E-07 |1
H4H12159P | 93 168 5,86E+05 | 1,69E-04 | 2.89E-10 | 68
H4H12164P | 139 249 1,53E+05 | 1,82E-04 | 1,19E-09 | 63
H4H12168P | 128 144 6,09E+04 | 1,99E-04 | 3.27E-09 | 58
H4H12169P | 108 168 2.78E+05 | 6.99E-05 | 2.51E-10 | 165
H4HT1686N | 143 253 1,78E+05 | 9.49E-05 | 5.34E-10 | 122
H4H12170P | 244 427 3,57E+05 | 1,60E-04 | 4.47E-10 | 72
H4H12177P2 | 138 177 [LOOE+05 | 1,32E-03 | 1,32E-08 ' 9
H4H12183P2 | 158 80 2,99E+04 | 220E-05 | 7.37E-10 | 525
H4H12166P | 188 356 426E+05 | 2.078-04 | 4.87E-10 | 56
So sanh 1 87 NB NB NB NB
So sanh 2 117 241 1.17E+06 | 6.19E-04 [ 530E-10 |19
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C5 & 37°C lan luot dugc thé hién trong cac bang 9 va 10.

r
A
-

Bang 9: Tham so dong hoc gan két clia khén;

C5 R885H-mmh nguwoi ¢ 37°C

Irhan {5 ‘“r(é»\« !z'(~ O
kkhang C5 gan ket vol

Khéng thé Luong 100nM ka kg [ Kp s

khang C5 885H-

thNé da | mmh

bdy (RU) | nguoi

Gan K&t | (1I/Ms) | (1/s) (M) (phut)
(RU) )

H4H11683N | 49 81 SA8E+05 | 1.47E-03 | 2,69E-09 | 8
H4H12171P | 59 80 5.92E+05 | 9,63E-04 | 1,63E-09 | 12
HAH12161P | 41 54 1,18E+05 | 9,25E-04 | 7.84E-09 |12
H4H12176P2 | 45 69 2.57E+05 | 9.58E-04 | 3,73E-09 | 12
H4H12163P | 60 85 7.24E+05 | 2.90E-03 | 4,00E-09 | 4
H4H12167P | 38 65 8,81E+05 | 2,57E-03 | 2.91E-09 | 5
H4H12175P | 25 30 1.37E+05 | 9.50E-03 | 6.94E-08 | 1
F4H12159P | 51 82 6,38E+05 | 9.48E-04 | 1.49E-09 | 12
H4H12164P |59 68 1,9SE+05 | 1,06E-03 | 5.46E-09 | 11
H4H12168P | 34 29 2.43E+04 | 123E-03 | 5,04E-08 |9
H4H12169P |61 79 429E+05 | 7.39E-04 | 1.72E-09 | 16
HAH11686N | 40 74 4,19E+05 | 8,00E-04 | 1,91E-09 | 14
HAH12170P | 36 64 5,59E+05 | 8,39E-04 | 1,50E-09 | 14
HAH12177P2 | 45 51 2.76E+05 | 2.76E-03 | 1,00E-08 | 4
H4H12183P2 | 33 36 9.58E+04 | 7.12E-04 | 7.43E-09 | 16
H4H12166P | 71 58 6.24E+05 | 1.31E-03 | 2,09E-09 | 9
So sénh 1 41 5 NB NB NB NB
So sanh 2 23 47 8,39E+05 | 1,05E-03 | 1,25E-09 | 11

Béng 10: Tham s6 dong hoc gan két cua khdng thé don dong khang CS gan két
véi CS R885C-mmh nguoi ¢ 37°C

Khang thé Luong 100nM k, Y O R

khang C5

thé  da | R88SC-

bay (RU) | mmh

Eégf(oég)a“ (/Ms) | (1/s) (M) (phtt)

H4H11683N | 48 78 4.38E+05 | 1.43E-03 | 3,25E-09 |8
HAH12171P |59 78 4.776+05 | 9.57E-04 | 2,01E-09 | 12
H4H12161P | 41 49 ILIOE+05 | 9.015-04 | 8.17E-09 |13
HAH12176P2 | 44 55 141E+05 | 1,03E-03 | 7.32E-09 | 11 |
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H4H12163P | 59 83 S.66E+05 | 2.811-03 | 4.97E-09 | 4
HAH12167P | 38 64 6,84E+05 | 2.49E-03 | 3,64E-09 |5
H4H12175P |25 4 1,12E+05 | 1.79E-02 | 1,59E-07 | 1 1
H4H12159P | 51 68 S,61E+05 | 9.75E-04 | 1,74E-09 | 12
H4H12164P |59 64 1,77E+05 | 1,04E-03 | 5,85E-09 | 11
H4H12168P | 34 21 6,38E+04 | 5.69E-04 | 8.90E-09 | 20
H4H12169P | 61 75 3,29E+05 | 7.37E-04 | 2,24E-09 | 16
HAH11686N | 39 69 2.84E+05 | 7.91E-04 | 2.78E-09 | 15
H4H12170P | 36 61 424FE+05 | 8.70E-04 | 2.05E-09 | 13
H4H12177P2 | 43 31 1,07E+05 | 5.07E-03 | 4.76E-08 |2 n
H4H12183P2 | 31 25 S,12E+04 | 9.97E-04 | 1.95E-08 | 12
H4H12166P | 72 54 4,91E+05 | 1.26E-03 | 2,56E-09 |9
So sanh 1 41 2 NB ' NB NB NB
So sanh 2 23 42 7,34E+05 | 1,07E-03 | 1.45E-09 | 11

O 25°C, tit ca 25 khang thé khing C5 theo séng ché gin két véi C5 nguol voi
céc tri sO Kp nam trong khoang tir 73pM dén 8,4nM nhu dugc thé hién trong Bang 3.
O 37°C, khang thé khang C5 theo sang ché gin két véi CS nguoi voi i sé Kp ndm
trong khoang tir 103pM dén 18,5nM nhu duoc thé hién trong bang 4. O 25°C. 25 trong
s6 25 khéang thé khang C5 theo sang ché duoc thir nghiém gin két vai C5-mmh khi véi
tri s& Ky nam trong khoang tir 133pM dén 64nM nhu duoc thé hién trong bang 5. O
37°C, 25 trong s6 25 khang thé khang C5 theo sang ché duoc thu nghiém oan két voi
C5-mmh khi véi tri sé Kp nam trong khoang tur 133pM dén 118nM nhu duge thé hién
trong bang 6. O 25°C, 16 trong s6 16 khang thé khang CS theo sang ché duoc thir
nghiém gan két véi C5 R885H-mmh nguoi voi tri sé Kp ndm trong khoang tur 147pM
dén 10,.9nM nhu duge thé hién trong bang 7. O 25°C. 16 trong s¢ 16 khang thé khang
C35 theo sang ché duoc thur nghiém gén két véi C5 R885C-mmh nguoi vai tri sé K
nam trong khoang tir 251pM dén 190nM nhu duoc thé hién trong bang 8. 0 37°C. 16
trong s6 16 khang thé khang C5 theo sang ché duoc thir nghiém gian két voi C5
R88SH-mmh nguoi véi tri s6 Kp nam trong khoang tir 1.49nM dén 69.40M nhu duoc
thé hién trong bang 9. O 25°C, 16 trong sb 16 khang thé khang CS theo sang ché duoc
thir nghiém gan két vai C5 R885C-mmh neudi véi i s6 Kp nam trong khodng tu
1,74nM dén 159nM nhu duogc thé hién trong bang 10.
Vi du 4: Khangg thé gin két véi C5 qua d¢ pH khac
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Téc dung cua do pH dbi vai toc do phan ly ctia C3 14 (6 hop cia ngudi gan két
v6i cac khang thé don dong tinh khiét khang CS dugce xdc dinh bang cach st dung bo
cam bién sinh hoc cong huong plasmon bé mat theo thoi gian thuc su dung thiét bi
Biacore T200. Trudc tién, bé mat cam bién Biacore duoc tao dan Xuét bfmg cach cho
amin ghép cap vdéi khang thé don dong chudt khang Fe nguoi (GE. # BR-1008-39) dé
bay khang thé don dong khang CS5 dugc biéu hién véi Fe 1gG4 ngudi. Tat ca cac
nghién ctru gan két Biacore dugc thuc hién bang cach sir dung hai dung dich dém chay
PBS-T, do pH=7,4 (0,01M Na,HPO,/NaH,PO,, 0,15M NaCl, 0,05% thé tich Tween-
20, diéu chinh dén do pH=7.4) va PBS-T. pH=6.0 (0,01M Na,HPO,/Nall,PO,, 0.15M
NaCl, 0,05% trong lugng Tween-20, dicu chinh dén do pH=6.0). Cic nong do khac
nhau cia C5 nguoi (EMD, Catalog # 204888) hodc C5.mmh kht (dugce tao ra trong
PBS-T, dung dich dém chay do pH=7.4 (nam trong khoang tir 100nM dén 11.11nM,
pha loang gap 3 14n) duoc phun 1én bé mat bay khang thé don dong khang C5 trong 3
phut & toe do dong 50uL/phut va sy phan ly ctia chung trong hai dung dich dém chay
PBS-T, pH=7,4 va PBS-T, pH=6,0 dugc kiém tra trong 6 phut. Tat ca tho nghiém
dong hoc gén két duoc thue hién & 25°C va 37°C. Héng sH phan ly dong hoc (k) duoc
xac dinh bang cach so khép biéu dd cam bién theo thoi gian thue vai mé hinh gin két
1:1 bang cach st dung phan mém so khdp duong cong Scrubber 2.0c. Nua chu kv

phéan ra gén két (t/4) duoc tinh todn dua vao k, nhu sau:
In(2)
o (phay = 60 * kd

Ty 1é nta phan ra doi véi CS ngudi gin két véi cac khang thé don dong khang
CS5 khac nhau & 25°C va 37°C trong hai dung dich dém chay PBS-T. d6 pl=74 va
PBS-T, d6 pH=6,0 dugc thé hién trong céc bang 11 va 12.

Béang 11: Ty 1€ ntra phéin ra cia khdng thé khing CS dwge chon doi véi CS nguwdi

¢ 25°C

Tylets |
mAD by Do pH=74
/dd pH:,?LO.,,J
H4H12169P IC J‘
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H4HI12176P2 | IC
H4HI2161P | IC
H4HI12159P | <03
H4HI12170P | <05
H4HI2166P | 4.5
H4H12183P2 | 1C
H4HI12167P | 0.6
H4H12164P 3
H4HI12163P | 1,2
H4HI12175P | 0.9
H4HI12177P2 | <0.5
H4HI2171P | 0.6
H4HI12168P | 1.5
H4H12166P2 | 9.3
H4HI12166P3 | 7.9 B
H4H12166P4 | 7.8
H4H12166P5 | 8.3
H4H12166P6 | 7.8
H4H12166P7 | 35
H4H12166P8 | 47
H4H12166P9 | 31
H4H12166P10 | 33
H4H11683N |2 -
H4HT1686N |2
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Bang 12: Ty 1€ niva phén ra ctia khéng thé kbhdang CS dwge chon trén C5 ngudi &

37°C

TV 18 th
pH=7,4/pH=6,0

H4H12169P | IC
H4H12176P2 | <0.4
H4HI12161P <07
H4HI2159P <02
H4HI2170P | <02
H4HI12166P | 3.8
H4H12183P2 | IC
H4H12167P | 0,2
H4HI12164P [ <01
H4HI12163P | 0,8
H4H12175P 0,9
H4H12177P2 | 1.3
H4HI2171P | 3,7
H4HI12168P | |
H4HI12166P2 | 7,3
H4H12166P3 | 6,6
H4HI12166P4 | 7.6
H4H12166P5 | 7,6
H4H12166P6 | 8.2
H4H12166P7 | 21 |
H4HI12166P8 (36
H4H12166P9 | 28
H4H12166P10 | 19

H4H11683N | 1,4

H4H11686N | 0.8

mAb bay

IC = khong xac dinh

Ty 1& ntra phan rd doi véi CS khi gan két voi khang thé don dong khang C5
khac nhau & 25°C va 37°C trong hai dung dich dém chay PBS-T, pH=7.4 va PBS-T,
pH=6,0 duoc thé hién trong bang 13 va 14,
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FO

Bang 13: Ty 1& nira phin rd ciia khang thé khing CS dwece chon trén C5 khi &

25°C

T 12 4
mAb by pH=7,4/
pH=6,0
H4H12169P 3.4
H4H12176P2 | > 9,1
H4AH12161P 1C
H4HI12159P 1.2
H4HI12170P > 1,7
H4HI12166P | 185
HAH12183P2 | 5.8
H4H12167P 9.2
H4H12164P 2.9
H4HI12163P 9.7
HAH12175P 3.6
HAH12177P2 | 3.7
H4HI12171P 2,1
H4H12168P 3.8
H4HT1683N | 0,34
HAHT1686N | 0,37

IC = khong xac dinh

Bang 14: Ty 1& nira phan rd ciia khing thé khang C5 dwee chon trén C5 khi &
37°C

mAb by pH=7,4/pH

H4HI2169P | 2
H4H12176P2 | 2.8
H4H12161P | 10,7
HAHI2159P | 6.3
HAHI2170P | 4.7
HAH12166P | 7.1
HAH12183P2 | 2.4
HAHI2167P | 4.4
HAH12164P | 1.1
HAHI12163P | 3.3
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H4H12175P | 0.4
H4H12177P2 | 1.5
H4H12171P | 4.7
HAH12168P | 4
H4H11683N | 0.7
HAHI1686N | 0.5

[C = khdng xac dinh

Nhu duge thé hién trong bang 11 dén 14, khang thé khang C5 duge chon thé hién

su gan két phu thude do pH, nhu duge quan sét theo ty 1¢ t/4.

Su canh tranh gin két gitra khang thé don dong khang CS5 (mADb) duge xac
dinh theo thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong danh dau theo thoi gian tuhe trén
cam bién sinh hoc Octet RED384 (Pall ForteBio Corp.). Toan b thu nghiém duoc
thuc hién ¢ 25°C trong 0,01M HEPES pH=7.4, 0,15M NaCl. 0,05% trong luong
Surfactant Tween-20, 0,1mg/mL BSA (dung dich dém Octet HBS-P) kem lac dia ¢ toc
d6 1000 vong/phut. Bé danh gia xem liéu 2 khang thé ¢6 kha nang canh tranh voi nhau
gan két vai cac epitop tuong tmg cta ching trén C5 ngudi (hCS duoce tnh thé tr huyét
tuong nguoi, EMD) hay khong, khoang 1,5nm mAb khang CS nguoi trude tién dugc
bay trén khang thé khang hFc pht dau cam bién sinh hoc Octet (Pall ForteBio Corp.. #
18-5060) bang cach nhung dau trong 3 vao trong giéng chira 50pg/ml. dung dich chia
mAb khang CS ngudi (dudi day duge dung dé chi mAbl). Tiép theo. lam trung hoa
dau cam bién sinh hoc bdy khing thé bang mAb d6i chimg 16p khang thé H4H khéi
(dudi day duoc dung dé chi mAb khdi) bang cach nhing vao trong giéne chia
200pg/mL dung dich mAb khéi trong 4 phit. Tiép theo, dau cam bién sinh hoc dugc
nhing tiép vao trong giéng chira dung dich dong phire chira SOnM hC3 va 1pM mAb
khéng CS5 nguoi (dudi day duoc dung dé chi mAb2). ma da duoce U so b trong 2 gioy
trong 4 phut. Rua dau cam bién sinh hoc trong dung dich dém Octet HBS-P trong gitra
mdi bude thir nghiém. Pap Gmg gan két theo thoi gian thuc duge kiém tra trong todn
b6 thir nghiém va ghi dap tmg gan két khi két thuc mdi bude. Hiéu chinh dép tmg cua

mADb2 phirc so bd C5 nguoi vé1 mAbl doi voi gin két co ban, hanh vi so sanh va canh
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tranh/khong canh tranh cua cdc khang thé don dong khang C5 khac nhau duoc xac
dinh.

Bang 15 xac dinh ro mdi quan hé cta cdc khang thé canh tranh theo ca hai
hudng, doc lap theo thi tu gin két.

¥

Bang 15: Sy canh tranh ngang gifia cdc cdp khang thé khdng CS dwoe chon

mAb  thi  nhét
(r’nAbI)q bay bavng Khang thé mAb2 thé hién canh traunh
cach s dung cam v6i mfiji
bién sinh hoc AHC
Octet !
H4H12183P2 HAHI2167P; HAHI2166P; HAH12163P
H4H12183P2:; HAHI12166P;
HAH12167P H4H12163P
H4H12183P2; H4H12167P;
H4H12166P HAL12163P
H4H12183P2; HAHI12167P:
HAHIZ163P H4TH12166P ]
HA4H12169P; HAHT1683N:
HAHI2159P H4r12t70p
HAH12159P; HAHTT683N:
HAH12169P H4H12170P
H4H11683N HAH12159P; H4H12169P; H4H12170P
HA4H12159P; H4H12169P:
H4H12170P HAH11683N o
H4H12175P HAH12177P2 ) -
H4H12177P2 H4H12175p
H4H12176P2 H4H12164P O
H4H12164P H4H12176P2
H4H12168P Khong xdc dinh
H4H12161P Khong xéc dinh
H4H11686N Khong xéc dinh

>3

Vi du 6: Sy e ché ciia tinh doe & bao phu thude yéu t6 bd sung qua trung gian
C5 trong thir nghiém sinh hoc té bao B

Vi du nay md ta thir nghiém sinh hoc dé thir nghiém vai tro cta CS bang céach su
dung khéang thé khang CD20 trong con dudng bu ¢o dién. Cac khing thé khang CD20
diéu tri khang CD20 khang nguyén bé mat té bao dic hiéu té bao B. da duge thé hién

dan dén CDC cta té bao B (Glennie er al. 2007, Mol. Immunol. 44: 3823-3837) va thtr
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nghiém CDC str dung dong té bao bicu hién CD20 da duge mo6 ta trén day (Flieger et
al. 2000, Cell. Immunol. 204: 55-63). Té biao Daudi. dong té bao B ngudi bicu hién
CD20, huyét thanh bao ton yéu t bo sung hodc huyét thanh loai hét C5 vai cac bién
thé C5 ngoai sinh va khang thé khang CD20 (khang thé bao gom VH/VL cua "2F2" tir
patent M§y s6 8,529,902) duoc st dung dé danh gia vai tro cta hoat tinh C5 trong
CDC.

D6i v6i thir nghiém sinh hoc C5 CDC, tao hat té bao Daudi trén dia thu nghiém
96 giéng & 10.000 té bao/giéng trong RPMI chira 10% FBS, penixilin/streptomyxin, L-
glutamin, natri pyruvat va cdc axit amin khong thiét yéu (moI1 truong day du RPMI)
hodc RPMI chra 1%BSA, penixilin/streptomyxin va L-glutamin (RPMI/BSA). Tét ca
thir nghi¢ém danh gia khang thé khang hC5 dot bién, cing véi viée dénh gid khéng thé
khong dot bién v&i CS chira huyét thanh nguoi duoc thir nghiém trong moi truong
RPMI day du, trong khi cac thir nghiém danh gid cac khang thé khéng dot bién voi
huyét thanh khi xanh chau Phi va cac bién thé C5 ngudi duge thir nghiém trong moi
truong RPMI/BSA. Dé do CDC v6i huyét thanh nguoi hodc khi, khdng thé khang
CD20 duogc pha loang theo ty 1€ 1:3 to 100nM dén 2pM (bao gébm mau doi chung
khong chira khang thé) va u v6i té bao trong 10 phut & 25°C tiép theo bd sung 1.66%
huyét thanh hodc 1,66% huyét thanh loai hét C5 va 6.6nM protein bién thé C5. Luong
CS5 protein can duoc bo sung vao huyét thanh loai hét C35 duoc dua vao trf sd thong
bao vé ndng dd C5 trong huyét thanh ngudi chira 0.37uM (Rawal er al 2008. J. Biol.
Chem. 283: 7853-7863). Dé thu nghiém su trc ché khang thé C5 ctia CDC, pha lodng
khéng thé C5 theo ty 16 1:3 tir 100nM dén 2pM (bao gém mau dbi chimg khong chira
khéng thé) va i véi 1,66% huyét thanh hodc 1.66% huyét thanh loai hét C5 va 6.6nM
protein bién thé CS trong 30 phat. Mudi phut truge khi bo sung khang thé vai huyét
thanh vao té bao, khang thé khang CD20 dugc bd sung vao té bao ¢ InM. 2nM. 3nM.
3,5nM, 7nM, 10nM, hodc 30nM. Khi két thuc qua trinh u véi khang thé khang CD20.
thém hdn hop khang thé/huyét thanh vao té bao. Do tinh doc té bao sau 3.5 gio 1 o
37°C va trong 5% CO,, tiép theo u 15 phut ¢ 25°C va thém thude thi CytoTox-Glo™
(Promega, # G9292). CytoTox-Glo™ la thude thir dua vao huynh quang ma do su giét
t¢ bao sao cho quan sat duoc huynh quang gia ting voi tinh doc té bao gia tang (do

theo don vi sang twong doi, RLU). Lam tan t€ bao khong xu ly trong gi¢ng doi chimg
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bing viée xir Iy bang digitonin ngay sau khi bo sung thude thir CytoTox-Glo™ dé xac
dinh su giét té bao téi da. Doc dia dbi v6i huynh quang bang thiét bi Victor X (Perkin
Elmer) 15 phut tiép theo bd sung CytoTox-Glo™. Khi duge tinh todn. ty 1¢ phan tram
doc té bao duge tinh toan theo tri s6 RLU bang céch st dung phuong trinh sau:

(Tan té bao theo thir nghiém-tan té bao co s¢)
% dOC t& BA0 =100 X ~-m-nmmmmmmmmmmm o mmmommm oo

(Tan té bao tdi da-tan (é bao co sO)

Trong phuong trinh nay, “su tan té bao co s¢” 1a huynh quang tur t¢ bao duge xu

Iy bang moi trudong va mot minh huyét thanh ma khong c6 khang thé khang CD20 bét
ky va “su tan té bao t6i da” 1a huynh quang tir té bao duoc xir ly bang digitonin. Két
qua la, su biéu dién theo % doc té bao hoic RLU. duoc phan tich b?mg cach su dung
su hdi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham sd) véi phan mém Prism 5 (GraphPad) dé
thu duoc tri sd ECsy va ICsy. Tinh todn su e ché khang thé sao cho su e ché 0 -
100% la khoang e ché ctia nong do khang thé khang CD20 duge sir dung trong thir
nghiém ma khong c6 chat tre ché ddi vai 0nM khéng thé khang CD20.

<
WA+

Két qua

Téng sb gébm 25 khang thé khang C5 ngudi. 16 khang thé khong dot bién va 9
khang thé dot bién duoc thur nghiém d6i v6i kha nang uc ché C5 trong thu nghiém
CDC béang cach st dung té bao Daudi véi khing thé khang CD20 va huyét thanh
ngudi (vol bién thé hC5 hodc C5 tiéu chuan) hodc huyét thanh khi xanh chau Phi. Cac
obc khac nhau trong céc viung quyét dinh phan bu (CDR) ctia H4H12166P duoc tao
dot bién thanh histidin dé tao ra 9 khang thé dot bién. H4H12166P2-H41112166P10.
Cac dot bién histidin trong CDR da dugc thé hién ta ra su phu thude do pH cua gén két
v6i khang nguyén dich dan dén dugc dong hoc dugc cai thién (Igawa er al. 2010, Nat.

Biotechnol.28: 1203-1207).
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Biang 16: Sw e ché CDC cita khéng thé khang hCS khéng dot bicn véi 1,66%
huyeét thanh va khang thé khang CD20 trong té bao Daudi

2?;;”3 3&@31;”“ thé
Huyét Khi xanh neuol I};g:’b loai
\ . . <. i X¢ . ~~ | EWGT 1041
g;«mﬁh Ngwoi | Negwoi ) avpni 0% S 1E o5
va 6,6nM | . T .«
LA 2| 6,6nlM bién
bién thé | 2 .
cs thé C5
EC50 [M]
khang thé
khdng
CD20 (véi | 1,0E-09 | 1,4E-09 |2,4E-09 1,98-09 | 2,7E-09
1,66%
'msyéi
thanh)
Khang thé
khang
CD20
khéng dbi | 1nM 3nM 3,50M | 30nM
(v6i 1,66%
h&yét
thanh) . _ .
IC50  [M] 1IC50  |[M]
Khang thé | IC50 [M] (% te ché | IC50 [M] | (% e ché
tbi da)* ] tbi da)*
v Khong
??45”683 duge thtr | 1,2E-09 | 4.0E-09 1.3E-09 | 9.0E-10
a nghiém -
. o Khong
;5““606 duoc thir| 1,5E-09 | 4.4E-09 LIE-09 | 4.58-10
) nghiém -
Khong
;14’}“2159 30F-09 | duge thit | 3.4F-09 14E-09 | 1,0E-09
nghiém -
Khong
;14‘1{12161 2,4E-09 | duoc thu | 2.6E-09 1.8E-09 | 1.0E-09
nghiém ]
e Khong
f‘mm“ 34E-09 | dugc thi|3,7E-09 | 2.1E-09 | I.1E-09
nghiém
! Khong
§4H12164 2,4E-09 | duoc thu | 5.8E-09 1.8E-09 | 8.2E-10
' nghi¢m
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Khong
Smlzmﬁ 2.6E-09 | dwoc thir | 4,5E-09 1.3E-09 | 4.6F-10
nghi¢m -
. Khong
JTAL
HAHIZ16T 5 sp.09 | duoe thir | 3.55-09 1L.OF-09 | 1.0E-09
: nghiém | ) N
, Khong
iﬁ“‘mz“g 1,SE-09 | dugc thir|20E-09  |2.3E-09 | 8.6E-10
nghiém
, Khong
34}{12169 17E-09 | duoc thir| 2.9E-09 13609 | 6.7E-10
nghiém
o Khoéng
TYAT- &
DHZUT0 o 0800 | duge thir | 375-09 | 48610 | 436410
nghiém o
Khong
DAHIZITL 1y 0R09 | duge thir 33E-09 | 1L6E-09 | 6,5E-10
nghiém
. Khong .
H4H A R . >2 0FE-08
HAHIZITS |9 op 09 | duge thir| 52809 42800 | 20
P L (67%)
B nghi¢m - -
. Khong
;jHlZl% 2,7E-09 | duge thu | 3,51-09 2.1E-09 1,3E-09
nghiém
‘ Khong
DIEUT 90800 | duge thir | 6,1E-09 | 24E-09 | 1.6E-09
nghiém S
- Khong
155{112183 1,7B-09 | duoc thir | 1.4E-08 12F-09 | 4.5E-10
v nghiém 7 B
. - >9.0E-08 Khong tre | Khong  uc
So sanh 1 2,3E-09 1,8E-09 (49%) ché ché
) z. A A A Khong .
mAb 1 doi | Khong uc | Khong tre | Khong duoc .. | Khong dugc
, £ J . o duge tha| .
chirng ché ché thu nghi¢m . thu nghiém
nghigm = " |
. «. | Khong Khong Chacs NPV
n:/-%:b 2 doi duge thir | duge thir I\,hA’onb uc th)ﬂc e I\hiong e
chung .A C ché ché ché
nghiém nghiém

*Néu khong c6 quy dinh khac, tat ca e ché 1a khoang 100%

Nhu dugc thé hién trong bang 16 va 17, tit ca 25 khang thé khang hCS thé hién
su e ché hoan toan CDC qua trung gian bai CS co mat trong 1.66% huyét thanh

nguoi. IC50 cua khang thé khong dot bién nam trong khoang tir 1.2 dén 3.4nM. IC50
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ctia khang thé dot bién nam trong khoang tir 3.0nM dén 12nM. Khang th ¢ goc khong

dot bién H4H12166P tao ra su tc ché hoan toan vai IC50 2,6nM va 2.9nM.

PR

Bédng 17: Sw e ché CDC cua khédng tné khang hC5 dot bién véi 1,66% huyét
thanh va khang thé khang CD20 trong té bao } di

Bién thé | Bién thé R885C |
X Khi  xanh | R885H nguwoi | nguwoi loai hét
Huyet thanh | Ngwol | o P loai hét C5 va | C5 va 6,6nM
6,60 M s B
ECS0 [(M]
lkhdng thé
khing CD20|1,9E-09 |2,6E-09 6,38E-09 9,5E-09
(voi  1,66%
huyét thanh)
Khang thé
khiang CD20
¢d diph (vé6i | 2nM 10nM TnM 30nM
1,66% huyét
thaph) | | | |
) IC50 (V]
Khéng thé IC50 [M] | (% tc ché | IC50 [M] ICSO [Ivi]
toi da)*
H4H12166P 2,9E-09 | 5,6E-09 1.3E-09 7.6E-10
H4H12166P2 | 3,7E-09 | 9,7E-09 1,7E-09 1.2E-09 B
. . ] >3.0E-08 o1 S
H4H12166P3 | 7.8E-09 (64%) 2.9E-09 1. 7L-09
H4H12166P4 | 3,5E-09 | 7,9E-09 I,sE-09 | 96L-10
>3,0E-08
- ’ = E-
H4H12166P5 | 4,9E-09 (75%) 2,1E-09 1,4E-09
H4H12166P6 | 3,0E-09 | 9,9E-09 1,3E-09 7,9E-10
. >6,0E-08
ITAL » _ ’ < 2 “
H4H12166P7 | 7,3E-09 (61%) 4,215-09 B @,3E 09_,,_
>2,0E-08
w{ r _ b} D BINaYe
H4H12166P8 | 4,1E-09 (79%) li 09 - 1,2E-09
B >1,0E-08
H4H - . JTE-10
4H12166P9 | 3,9E-09 (85%) 1,7E-09 - 747}77“[”}%”7 B
>1,0E-07 :
- ’ 09 3 SE-09
H4H12166P10 | 1,2E-08 (34%) 7.0E-09 3.5E-09
> - . .
So sanh 1 2, 7E-09 1:813 07 Khong ue ché Khoéng te ché
(35%) © =
}E?Ab 2 doi Kh;ong e KhA’ong He Khong tic ché Khong te ché
chitng ché ché 7

#*Trir khi ¢ chi dinh khac, tit ca te ché 1a khoang 100%
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Mudi séu khang thé khong dot bién khing hCS thé hién su e ché hoan toan
CDC qua trung gian C5 khi xanh chau Phi voi 1C50 nam trong khoang tr 2.0nM dén
14nM.

Bén trong sd 9 khang thé dot bién thé hién su e ché hoan toan CDC qua trung
gian CS khi xanh chiu Phi vai1 1C50 nam trong khodng tr 7.1nM dén 9.9nM. Sau
khéng thé dot bién con lai 1a cac chat phong bé véi IC50 16n hon 10nM va su (e ché
t6i da (¢ 100nM khang thé) nam trong khodng tir 34% dén 85%. Khang thé goc khong
dot bién HAH12166P tao ra su e ché hoan toan v6i ICS0 4.5nM va 5.6nM.

Pé thir nghiém xem lidu khang thé khang hC5 ¢6 e ché cac bién thé CS nguoi
hay khong, R88SH va R885C, huyét thanh nguoi loai hét C5 duoc thu nghi¢m véi
6,6nM mdi bién thé C5. Tat ca 25 khang (hé khang hCS thé hién sy e ché hoan toan
CDC qua trung gian bién thé C5 R88SH. véi IC50 cua khang thé khong dot bién nam
trong khodng tir 0,48nM dén 4,2nM. trong khi IC50 ctia khang thé dot bién nam trong
khoang tir 1,3nM dén 7,0nM. Khang thé goc khong dot bién HAH12166P ¢6 su e ché
hoan toan voi IC50 1a 1,3nM va 1,3nM.

Mudi lam trong s6 16 khang thé khong dot bién khdng hC5 thé hién sy ¢ ché
hoan toan CDC qua trung gian bién thé C5 R885C vGi 1C50 nam trong khoang tir
0,43nM dén 1,6nM. Mot khang thé khong dot bién thé hién su e ché CDC yéu véi su
tic ché tdi da 67% (& 100nM khang thé) va 1C50 >20nM. Tat ca chin khang thé dot
bién thé hién su e ché hoan toan CDC qua trung glan bién thé C5 R885C vai 1C50
nam trong khoang tir 0,770M dén 3.5nM. Khang th thé gbe khong dot bién HAH12166P
tao ra su uc ché hoan toan véi 1C50 14 0,46nM va 0.76nM.

Khang thé khang CD20 thé hién CDC cua & bao Daudi véi 1.66% huyét thanh
v6i EC50 14 1,0nM, 1,4nM, va 1,9nM d6i voi huyét thanh nguoi. 2,4niv va 2.6nM doi
v6i huyét thanh khi xanh chau Phi, 1,.9nM va 6,3nM doi véi huyét thanh loai hCS voi
bién thé hC5 R885H, va 2,7nM va 9.5nM ddi v6i huyét thanh loai hCS véi bién thé
hC5 R885C. Khong co khang thé nao trong s6 khang thé doi ching G, mAbl doi
chimg va mAb2 dbi chung, thé hién su trc ché CDC bat kY.

~

Vi du 7: Sw e ché hoat tinh C5a nhw x4c dinh dwge bdi thit nghiém huynh quang
Vi dy nay md ta thir nghiém dé danh gid hoat tinh ctia CSa thong qua mot trong

s6 céc thu thé cia no, C5aR1. CSaR1 la thu thé ghép G-protein (GPCR) v co thé khoi
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mao con duong truyén tin hiéu ghép GPCR khac nhau (Monk er a/. 2007, Br. J.
Pharmacol. 152: 429-448). Thu nghiém sinh hoc duogc thiét lap bﬁng cach su dung 1é
bao HEK293 dugc 1y nhiém 6n dinh vai C5aR1 nguoi (SO truy cap NP_;001727.1) va
Gal6 nguoi (S6 truy cdp NP_002059.3) cting voi phan (i thong bao luxiferaza [phan
ti phan hoi NFAT (4X)-luxiferaza]. Gal6 la G protein tvong doi pha tap ma co thé
ohép véi cac loai GPCR khéc nhau dan dén su hoat hoa PLC-B va su gia tang tiép theo
Ca™, ma lan luot hoat hod quéd trinh hoan vi NFAT va sao chép gen thong bao
(Kostenis et al. 2005, Trends Pharmacol. Sci. 26: 595-602). Dong t¢ bao thu duoc,
HEK293/ hGal6/hC5aR1/NFAT-luc, duge phan lap va duogc duy tri trong 10%
DMEM chta 10% FBS, NEAA, penxilin/streptomyxin, 500pg/mL G418, 100pg/mL
hygromyxin B, va 7pug/mL blastixidin.

P& véi  thu nghiém sinh  hoc C3a lucileraza. tao  hat {6 bao
HEK293/hGa16/hC5aR1/NFAT-luc trong céc dia thir nghiém 96 giéng & 20.000 (&
bao/giéng trong OPTIMEM (Invitrogen, #31985-070) dugc bo sung 0.5% BSA.,
penixilin/streptomyxin va L-glutamin va sau do u ¢ 37°C va 5% CO, qua dém. BSA
duoc st dung thay thé cho FBS, do huyét thanh da dugc thé hién phan tach va lam bat
hoat hC5a (Klos et al., 2013, Pharmacol. Rev. 65: 500-543). Vao budi sang tiép theo,
hC5a duge chudn do tir 100nM dén 2pM (bao gom mau doi chiung khong chira hC5a)
va b sung vao té bao dé xac dinh duong cong chuan do dép tng licu doi véi dong té
bao. Dé thtr nghiém su e ché khang thé hCSa cua hCSa, S500pM hCSa duge bo sung
vio té bao. Ngay sau dé, cac khang thé duoc pha lodng theo ty 1¢ 1:3 tir 100nM dén
2pM (bao gém mau déi chimg khong chira khang thé) duge bo sung vao té bao. U té
bao trong 5,5 gio & 37°C véi su ¢6 mat 5% CO, Hoat tinh luxileraza dugce phat hién
sau khi 0 v6i thube thtr OneGlo™ (Promega, #E6051). OneGlo™ |a thude thir dua vao
huynh quang ma do lugng luxiferaza c6 mat trong t¢ bao. Trong thu nghiém nay. su
hoat hod hC5a gia tang dan dén qua trinh tao ra va huynh quang luxiferaza gia tang (do
duoc theo don vi 4nh sang tuong dbi, RLU). Viée do huynh quang duge thuc hién
bang cach st dung thiét bi Victor X (Perkin Elmer). Phan tich két qua bang cach su
dung hoi quy khong tuyén tin (logistic 4 tham so) bang phan mém Prism 5 (GraphPad)
dé thu duoc cac tri sb ECsy va ICsy. Tinh todn su tc ché cua khang thé sao cho su uc

ché 0 — 100% 1a khoang trc ché tir S00pM hC5a ma khogn ¢o chét tre ché 0nM hC5a.
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Bén khéang thé khang hCS duoc tha nghiém doi voi kha nang cua ching e ché
su hoat hod hC5a cta thu thé cua no, hCS5aR 1, biang cdch do mirc do e ché sy hoat

hoé 500pM hC5a ctia té bao HEK293/hGal6/hCS5aR1/NFAT-luc.

Bing 18: Sy wc che 500pM hCSa cia khdng thé khdng TS trong t€ bao

HEK293/Gal6/hCS5aR1/ NFAT-luc

ECs[M] hC5a 3,9E-10

+ fre ché cia 500pM
mAb PID  hojic fi;w hé ct 00pM

e oa

REGNH [Cs [M] -
H2aM11682N 4,6E-10
H2aM11684N 35 -1 -
H2aM11694N 1,4E-10 -
H2aM11695N 4,2E-11
mAb dbi chirng Khong trc ché

Nhu duge thé hién trong bang 18, tat ca bdn khang thé ctia sang ché. thé hién su
tre ché hoan toan 500pM hCSa véi IC50 nam trong khoang tir 0.035nM dén 0.46nM.
Khang thé ddi chimg IgG khong phu hgp. mAb3 d6i chirng. khong thé hién su tc ché
bt ky hCS5a. hC5a hoat hoa té bao HEK293/Gal6/hCSaR1/NFAT-luc véi ECS0 1a
0,39nM.

Vidu 8: Thir nghiém sinh hgc tan %‘myéi

Tht nghiém tan huyét theo con duong ¢ dién (CH) va thu nghiém tan huyét
theo con dudng thay thé (AH) duge phat trién dé thu nghiém hoat tinh khang thé.

CH Ia thtr nghiém sang loc dbi voi hoat tinh cua con duong bo tro ¢o dién, ma dé
bi giam, khong c6 mit va/hodc tinh bat hoat cta thanh phan bat ky ctia con duong nay.
CH thir nghiém khé nang theo chire nang ctia cac thanh phan bo tro huyét thanh cua
con dudng cc*’)l dién dé lam tan té bao hong huyét cau cia ciru (SRBC) duge phu trude
bang khang thé té bao hong huyét cau cia tho khang clru (hemolysin). Khi SRBC duge
phu khang thé duoc U bang huyét thanh thu nghiém. con duong bo tro ¢o dién duoc
hoat hoa va két qua 1a tan huyét. Néu thanh phan bo tro khong ¢6 mat. ham luong CH
s& bang 0; néu mot hodc nhiéu thanh phan cia con dudng co dién bi giam. CH s& duoc
giam. (Nilsson et a/ 1984, J. Immunol. Meth. 72: 49-59). Thu nghiém nay duogc su

dung dé mo ta dac diém va sang loc khang thé khang C5 nguot ai luc cao.

-05-



41479

Phwong phap

(A) Thu nghiém tan huyét bo tro theo con dudng c6 dién

D

Rua sO lugng mong muén ¢ bao hong huyét cau cta clru (SRBC) trong dung
dich déem GVB++ va tao huyén phu lai ¢ 1x10” té bao/mL. D¢ lam nhay SRBC. tron
v6i thé tich can bang hemolysin thd khang ctru duge pha lodng theo ty 1¢& 1:50
(1,5mg/mL) & 37°C trong 20 phut. Pha lodng t& bao SRBC nhay dén 2x10° té bao/ml
trong GVB++ trude khi st dung trong thu nghiém tan huyét. Huyét thanh ngudi va
huyét thanh khi xynomolgus thong thuong duge pha lodng dén 2% hodc 10% trong
dung dich dém GVB++. Dé thir nghiém su e ché hoat tinh tan huyét qua trung gian
C5, khang thé thu nghiém dugc U so bo trong 20 phat ¢ 4°C, ¢ né)ng dd nam trong
khoang tir 0,6nM dén 800nM trong 2% dén 10% huyét thanh nguoi binh thuong hodc
10% huyét thanh khi xynomolgus hoac huyét thnh khi xanh chau Phi. Dia 96 giéng
day tron duge st dung dé do hoat tinh tan huyét. Tong cong gom 100ul RBC cua clu
(2x10% t& bao/ml) duoc phu vao trong dia 96 giéng tiép theo bo sung 100ul miu huyét
thanh twong trng ma dugc U so bd voi khang thé thir nghiém. Tron k§ (¢ bao va u 6
37°C trong 60 phut. Sau thoi gian 0, quay té bao bang cich ly tam ¢ 1250xg ¢ 4°C.
Tdng cong gdm c6 100ul dich ndi duoe chuyén vao dia ddy phing sach 96 giéng va
doc & 412nm trén bo doc vi dia Spectramax. Tinh toan hoat tinh tan huyét & nong do
huyét thanh cubi cang 1-5% dé xu 1y.

Ty 1& phan tram tan huyét dugce tinh toan nhu sau:

(Tan té bao theo thu nghiém-tan té bao co s6)
% tan huyét =100 X =-n=mnmmmmmmmmmmmammmmmmommommonoonaonne
(Tan té bao tdi da-tan té bao co so)

Trong phuong trinh nay, “su tan té bao co s6” 1a OD & A412am (i (¢ bao duge u
trong dung dich dém GVB++ chi khong chtra huyét thanh. “Su tan (¢ bao t6i da” la
OD & A412nm tr té bao duoc xu ly véi nuée. Cac két qua, duoc biéu dién theo % tan
huyét dugc phan tich bé“mg cach su dung hoi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham sd)
béng phén mém Prism 5 (GraphPad) dé thu duoc céc tri s6 1Cs. Cac dir licu duoc biéu
dién theo sai sb tiéu chuan trung binh +

(B) Thir nghiém bd sung thay thé
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Rura sO luong mong mudn té bao hong huyét céu cua tho (RbRBC) trong dung
dich dém GVB-Mg*/EGTA va tao huyén phu lai & 2x10* & bao/ml. Huyét thanh
nguoi hodc huyét thanh khi xynomolgus dugc pha lodng dén 10% trong dung dich
dém GVB-Mg2+/EGTA. Pé thu nghiém sy uc ché hoat tinh tan huyét qua trung gian
C5, cac khang thé & nong do nam trong khoang tir 3nM dén 800nM duge 1 so bo trong
20 phut ¢ 4°C trong 5-10% huyét thanh ngudi hoae huyét thanh khi xynomolgus. Dia
96 giéng day tron dugc st dung dé do hoat tinh tan huyét. Tong cong gom 100ul
RORBC (2x10® té bao/ml) duge phi vao trong dia 96 giéng sau khi bo sung 100ul 10%
huyét thanh ngudi hodc huyét thanh khi xynomolgus hodc huyét thanh khi xanh chau
Phi ma duoc G so b bing khang thé khagn CS. Tron ky té bao va 0 ¢ 37°C trong 60
phut. Sau thoi gian u, quay té bao bang cach ly tam ¢ 1250xg ¢ 4°C. Tong cong gom
100uL dich ndi duoc chuyén vao dia day phang 96 giéng va doc ¢ 412nm trén bo doc
vi dia Spectramax. Tinh toan hoat tinh tan huyét & nong do huyét thanh cudi cing 5%
lluyét thanh.

Tinh toan phan tram tan huyét nhu sau:

(Tan té bao theo thu nghi¢ém-tan (¢ bao co s0)
% tan huyét =100 X ==-mmmmmmmmmmmmmmmmmmonc oo
(Tan té bao tdi da-tan & bao co so)

Trong phuong trinh nay, “su tan té bao co s6” 14 OD & A412nm tr ¢ bao duogc u
trong dung dich dém GVB-Mg/EGTA chi khong chua huyét thanh hodc khong chua
khéng thé khang C5 bat ky. “Sy tan té bao t6i da” 1a OD & A412nm tir té bao duoc xur
Iy v6i nude. Su e ché bai khang thé khang CS. tinh toan tri s6 1Cso bing cach str dung
hoi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham s6) bang phan mém Prism 6 (GraphPad).
Két qua
(A) Su tre ché tan huyét C5 ngudi

Tdng cong gém c6 25 khang thé khang C5 nguoi (hC5S). 16 khang thé khong dot
bién va 9 khang thé dot bién, dugce thi nghiém doi vai kha nang e ché C5 tr huyét
thanh nguoi binh thuong (NHS) trong tht nghiém CHS0 bang cach sur dung té bao
hong huyét cdu nhay cta ctru (SRBC) va thir nghiém AHSO str dung té bao hong huyét

cau cua tho (RRBC).
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Bang 19: Sy we ché hoat tinh CP va AP ciia khing thé khdng hCS trong 1% hodc
5% huyét thanh ngwoi binh thudng (NHS)

CP nguoi AP ngudi CP ngui AP ngudi
mAb PID ICyy [M] ICq [M] z/ ire ché i j/f ire ché tdi
H4H12183P2 5,88E-09 1,60E-07 99.9% 78.9%
HAH12176P2 4,58E-09 1,65E-08 94,1 % 69.9%
HAH12168P 3,33E-09 2,85E-08 97.5% 66.2%
HAH11686N 3,09E-09 1,30E-08 97,4% 76,2%
H4H12167P 3,68E-09 1,55E-08 99,9% 04,8%
H4H12161P 2,56E-09 2,55E-08 93.7% 56.1%
HAH12163P 2,72E-09 2.05E-08 96,1% 1 66.0%
HAH12166P 2,80E-09 2,60E-08 95.0%  1709%
HAHT1683N 2,54E-09 3,40E-08 98.1% 73.2%
H4H12159P 2,50E-09 1,75E-08 97.9% 1 734%
HAH12177P2 2,34E-09 1,70E-08 97.5% ' 71.0% )
HAH12170P 2,39E-09 1,80E-08 98,2% 81, 1%
HAH12175P 2,36E-09 2,00E-08 98,0% 80.2%
H4H12171P 2,33E-09 1,55E-08 94.9% 42.0%
H4H12164P 2,10E-09 1,45E-08 95.9% 69.7%
HAH12169P 2,36E-09 2,00E-08 98.3% }4%:5%77*M
L6p khang thé déi | Khong  c6 | Khong  ¢6 | Khong  ¢o | Khong  ¢6 |
chirng hoat tinh hoat tinh hoat tinh B hoat tinh

Nhu duoc thé hién trong bang 19. mudi sdu khang thé khang hCS theo sang ché
thé hién su e ché tan huyét lén hon 94% trong con dudng c6 dién (CP) qua trung gian
boi C5 ¢6 mat trong 1% huyét thanh nguoi. 1C50 cua khang thé nam trong khoang tur
2,1 dén 5,9nM va phan tram tc ché nam trong khoang (ir 95% dén 99%. Tat ca 16
khéng thé khang C5 thé hién su (e ché nhiéu hon 60% (ngoal trir H4H12169P) trong
thtr nghi€ém tan huyét theo con duong thay thé (AP) qua trung gian C5 c6 mat trong
5% NHS. IC50 cua khang thé nam trong khoang tir 13 dén 160nM va phan trdam hoat
tinh te ché ndm trong khoang tir 44% dén 81%.

Béang 20: Sy e ché hoat tinh CP va AP ciia khéng thé khdng hC5 trong 5% huyét
thanh ngudi binh thwong (NHS)

CPngwoi | AP nguti | CP nguti | AP ngudi |
A 0/, Ven chAa | O e A
mAb PID ICs, [M] ICsy [M] igé ;: cheé /i ire ché toi
a aa
H4H12166P 1,09E-08 | 2.09E-08 | 99.4% 86,9% B
H4HI12166P2 | 1.59E-08 | 4.78E-08  [982%  [81.3% )
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H4H12166P3 1,34E-08 6,00E-08 "] 95,9% 78.3%
HAH12166P4 1,32E-08 3,17E-08 98.6% 77,0%
H4H12166P5 1,49E-08 6.55E-08 97.1% 77,7%
H4H12166P6 1,03E-08 2.84E-08 1 981%  [824%
HAH12166P7 2,43E-08 1.56E-07 93.7% 1 832%
H4H12166P8 1,41E-08 7.30E-08 95.,7% 73.3%
H4H12166P9 1,16E-08 5,35E-08 93.7% 722%
Khong  ¢o Khong co

H4H12166P10 74,0%

4,44E-08 hoat tinh hoat tinh
Lép khang thé | Khong c¢o | Khong  co | Khong c6 | Khong co
doi chung hoat tinh hoat tinh hoat tinh hoat tinh

Nhu duogc thé hién trong bang 20, it ca 9 khang thé dot bién khang hCS thé hién
su (e ché haot tinh tan huyét CP va AP qua trung gian C5 ¢6 mat rong 5% huyét
thanh nguoi. Trong thtt nghiém tan huyét CP, khang thé goc khong dot bién
H4H12166P thé hién su e ché nhidu hon 98% voi ICS0 1a 10.9nM. Tam khéng thé
dot bién khang hC5 thé hién su Ge ché nhi¢u hon 90% véi IC50 nam trong khoang tir
10,3nM dén 24,3nM. Khéng thé dot bién khang C5 12166P10 thé hién sy e ché riéng
phan 1a 74%. Trong thtr nghiém (an huyét AP. khang thé gdc khong dot bién
H4H12166P thé hién su we ché nhiéu hon 85% véi IC50 14 20.9nM. Céc khang thé dot
bién khang hC5 thé hién su tc ché ndm trong khoang tor 72 dén 83% va khang thé
[C50 nam trong khoang tir 28nM dén 0,151 M.

(B) Su ttc ché tan huyét ctia C5 khi

Tong cong gdm cb 25 khang thé khang C5 ngudi (hCS). 16 khing thé khong dot
bién va 9 khang thé dot bién, duoc thu nghiém doi voi kha nang Ge ché C5 tur khi
xynomolgus va khi xanh chau Phi trong thir nghiém CHS0 bang cach st dung (¢ bao
hong huyét cau nhay ctia ciru (SRBC) va thu nghiém AHS0 st dung t& bao hong huyét
cau cta tho (RRBC).

Bédng 21: Sw {re ché hoat tinh CP va AP cia khang thé khdng hCS trong 5% huyet
thanh khi xanh chau Phi binh thuwong (AGM)

CP huyét | AP huyét

thanh thanh AGM CP | AGM AP
AGM AGM
g C.(, ,‘E,;‘é G . ;Z’C C?‘éé
mAb PID ICs [M] I1Cso [M] Yo trc el A i

b
t6i da t6i da

H4H12183P2 | Khong c6 | Khong 6 | Khong co | Khong  co
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hoat tinh hoat tinh hoat tinh hoat tinh
H4H12176P2 3,04E-08 4,77E-08 91,0% 3.2%
H4H12168P 2,80E-08 2.25E-08 90.8% 88727
H4H11686N 4.82E-08 1,631-07 49.3% 50.4% )
H4H12167P 6,95E-08 6,95E-08 90,5% 53.4%
H4H12161P 3,19E-08 4.75E-08 78,9% 35.7%
H4H12163P 6,90E-08 2,16E-07 83.,2% 58.5% |
H4H12166P 1,30E-07 2,33E-07 81.0% 44.2%
H4H11683N 2,92E-08 4,08E-08 81,1% 88.1%
H4H12159P 2,58E-08 2.70E-08 93.4% 93 5%
H4H12177P2 1,80E-07 1.,01E-07 80.6% 8.80%
H4H12170P 2,54E-08 2,69E-08 94.,9% 90.9% B
H4H12175P 1,18E-07 9,85E-08 84,5% 17.4%

Khoéng c¢o
H4HI12171P | h 233808 | 17:8% 69.70%
H4H12164P 2,47E-07 1,78E-07 85,8% 15.60%
H4H12169P 3,44E-08 9,15E-08 43.3% 1 45.70%

Nhu duge thé hién trong bang 21, khang thé khang hC5 thé hién muc do e ché
khac nhau vé hoat tinh tan huyét CP hodc AP trong 5% huyét thanh khi xanh chau Phi.
Trong thir nghiém CP, hai trong s6 16 khang thé khang hC5 thé hién khong e ché
hoat tinh tan huyét. Mudi bon khang thé thé hién su e ché nam trong khoang tur 43
dén 94%, voi IC50 nam trong khoang tor 25nM dén 180nM. Trong thu nghiém tan
huyét AP, mudi ba trong s6 17 khang thé thé hién hoat tinh nam trong khoang tur 17%

dén 93% v6i IC50 nam trong khoang tir 22.5nM dén 233nM.

Bédng 22: Sy e ché hoat tinh CP va AP cua khdngt hé khang hCS trong 5% miyei‘
thanh khi xynomolgus (Cyno) binh thuwong

CP huyét | AP huyét

thanh thanh Cyno CP | Cyno AP

Cyno Cyno L
mAb PID ICs [M] | ICsq[M] | o ie che) % ic chl

) ) to1 da ti da

H4H12183P2 | 1,42E-07 2,96E-08 64,6% 100,0%
H4H12171P 8,70E-09 7.20E-09 92.9% ©8,8% |
H4H12170P 8,20E-09 7,00E-09 99.0% 99.2%
H4HI12159P 7,75E-09 7,05E-09 99,3% 99.,6%
H4H12168P 1,03E-08 5.45E-09 99.0% 99.7%
H4H11683N | 9,00E-09 | 7,I5E-09 | 98.8% <_989 ]
H4HI12176P2 | 1,47E-08 7.70E-09 97 v%“_ 199.3 3Y
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H4H12161P 2, 79E-08 7,80E-09 100.0% 984%
HAHI2I69P | 199E-08 | 795E-09 | 928% | 96.30%
H4H11686N | 1,41E-08 9,00E-09 1 94.5% 98,7%
H4H12163P 1,65E-08 1,02E-08 96,4% 98,5%
H4H12167P | 2,13E-08 7,60E-09 100,0% 98.30%
H4H12175P 1,09E-08 8,05E-09 96.,7% 98,10%
H4H12166P 2,01E-08 8,85E-09 94,2% 98,60%
H4H12177P2 | 1,71E-08 8,80E-09 94,90% 98.10%
H4H12164P 1,96E-08 9.10E-09 94.7% 198.70%
Lop  khang | Khong  c6 | Khong  co | Khong  co | Khong  ¢o
thé doi chirng | hoat tinh hoat tinh hoat tinh hoat tinh

Nhu duge thé hién trong bang 22, cac khang thé khang hCS (ngoai triur
H4H12183P2, ma thé hién su Gc ché 64% CP) thé hién su Gc ché nhicu hon 90% thu
nghiém tan 11uyét CP hodc AP trong 5% huyét thanh khi xynomolgus. Trong thu
nghiém tan huyét CP, IC50 cua khang thé nam trong khoang tir 7,15nM dén 142nM.
Trong thir nghiém tan huyét AP, IC50 cla khang thé nim trong khoang tir 5.4 dén
29,6nM.

(C) Su uc ché tan huyét ctia C5 bién thé neuoi

Tht nghiém khang thé khang CS duoc chon doi vai kha nang e ché C5 bién thé
ngudi (xem vi du 3 trong ban md ti ndy) tr huyét thanh nguoi loai hét C5 trong thi
nghiém CH50. Trong huyét thanh nguoi loai hét CS duge bo sung bién the CS ngoai
sinh R885H, H4H12166P, va so sanh 2 phong bé tan huyét CP véi tri s6 1C50 lan luot
[a 6.0nM va 4.4nM va tri s6 1C80 lan luot 1a 7.6nM va 5.5nM. Déi v6i bién thé
R885C, H4H12166P va so sanh 2 phong bé tan huyét CP trong huyét thanh nguoi loai
hét C5 véi cac bién thé C5 ngoai sinh véi ICS0 lan luot 1a 9.3nM va 6.8nM va tri sb
[1C80 lan luot [a 11nM va 8,2nM. Nhu duoc mong do1, so sanh 1 khong phong bé hoat
tinh tan huyét ctia cic bién thé C5 nguoi.

(D) Su (e ché phtrc hop C5b-6 ngudi

Thir nghiém céc khang thé khang C5 ddi véi kha nang te ché phice hop CSb-6
ngudi tir huyét thanh nguoi loai hét C5 trong thir nghiém CHS0. 4 12166P ¢6 kha
nang phong bé su tan huyét CP trong huyét thanh nguoi loai hét C5 duoc bo sung
phtic hop ngoai sinh huCSb-6 véi tri s6 1C50 1a 3.8nM va 1C80 1a 5.8nM. Trai lai, So

sanh 1 phong bé su tan huyét qua trung gian phirc hé CSb-6 voi hidu qua thap. véi lan
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luot cac tri s6 IC50 1a 5,0nM va IC80 14 46nM. So sanh 1 chi (e ché 70% tono tan
huyét & cac ndng do cao nhat dugc thir nghiém. So sanh 2 khong phong bé hoat tinh
tan huyét ctia phirc hop C5b-6 nguoi.

Vidu 9: Khdng thé khang C5 phong bé sy tao ra C
CP

Pé danh gid xem liéu cic khang thé khang CS5 co e ché qua trinh tao ra CSa hay
khong, cac dich noi tir thi nghiém d6i véi su tan hu}e[ theo con duong ¢o dién (CP)
duoc phén tich ddi véi ham luong CSa béi ELISA.

C5a, duoc tao ra 1a két qua cia viée phéan tach C5, 1a manh protein gom 74 axit
amin. C5a duoc chuyén hod nhanh chong boi carboxypeptidaza huyét thanh thanh
dang 73 axit amin 6n dinh hon, it hoat tinh hon, C5a des-Arg. nho loai bo arginin dau
C. Do do, viéc dinh lugng CSa des-Arg tao ra phép do tin cdy dé k iém (ra su tao ra
CSa in vivo va in vitro. Kit MicroVue CSa ELISA trong ban mo ta nay phat hién C5a
des-Arg theo sang ché dugc cung cdp boi nha san xuat. Cac thir nghiém so bo (dir liéu
khéng duoc thé hién) cho biét rang dang 74 axit amin dau tién ctia CSa ciing duge phat
hién. D6i voi muc dich ctia vi du nay, ca hai dang s¢ duge goi chung la “C5a™.

Nong do C5a protein duge xac dinh trong dich noi tir thir nghiém tan huyét CP
bang cach sir dung huyét thanh nguoi binh thuong (NHS) duge bao ton bo sung duge
0 so bo bang H4H12166P hoac khang thé dbi chung cia 16p khang thé nhu duge mo ta
trong vi du 8. Nong do CSa protein do duoc bang cach su dung kit MicroVue C3a
ELISA theo hudng dan cta nha san xudt. Tom lai. cac mau duoc pha lodng va U trén
cée dia phi so bo v6i khang thé bay (khang thé chudt dac hiéu khang CSa ddi véi neo-
epitop trén CSa ngudi). CSa protein ngudi duge cung cap bdi nha san xuat duoc su
dung lam tidu chudn dé hiéu chinh. CSa trong dich noi duoc phat hién boi khang thé
phat hién tiép hop HRP (khang thé don dong chudt khang ving C5a cua C5). Nén
HRP sinh mau, 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB), duoc bo sung dé phat hién hoat
tinh cia HRP. Dung dich chtra 1IN axit clohydric duge si dung dé lam ngimg phan
Ung va mat do quang hoc ¢ 450nm (OD450) duge do trén bd doc dia SpectraMax.
Phén tich dir lidu bang cach s dung hoi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham s6)

trong GraphPad Prism. Nong do CSa duge biéu dién theo ng/ml. dich noi.
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Trong thir nghiém st dung 5% NHS, HAH12166P ¢o thé phong bé su gia ting vé
nong do CSa protein theo cach phu thude lidu vai 1C50 1a 8.5nM. trong khi khang thé
d6i chirg thude 16p khang thé khéng anh hudng dén nong do CSa (Fig.1). Su phong
bé tdi da & ndng do HAH12166P thir nghi¢m cao nhat (2670M) dan dén giam gap 10
lan vé némg do Csa dén 3.8ng/mL (0.3nM), so v&i 34ng/ml. (2.8nM) quan sat duoc O
ndng do H4H12166P thtr nghiém thip nhat (1nM) trong 5% huyét thanh. Nong do C3a
quan sat dugc doi véi su phong bé tdi da gan bang nong do CSa co so 1a 2.3ng/mL

(0,.2nM) trong 5% NHS khong xur ly.

Vidu 10: Pic diem dwoc dong hoc va dwoe hwe hoc ctia khang the khdng C5 ¢ khi

xynomolgus

Vi du nay mo ta dic diém cua dugc dong hoc (PK) va dugce luc hoc (PD) cua
khang thé duoc chon khang C5 duoc thuc hién ¢ khi duc xynomolgus. Nong do CS ndi
sinh duoc xéc dinh truge khi ding liéu khang thé khang CS va duge sir dung dé phan
ting nhém liéu dong vat

Tong ndng do C5 tudn hoan & khi xynomolgus duge xac dinh bang cich str dung
C5 ELISA nguoi b6 sung (Abcam, loai ab125963). ma duogc thuc hién theo khuyén
cdo cua nha san xudt. Nong do trung binh ctia CS protein ¢ khi duge xac dinh la
90.85ug/mL + 19,17pg/mL.

Pbi v6i mdi khang thé khang CS, moi khi trong s6 4 khi xynomolgus duge ding
qua dudng tiém tinh mach don (IV) & lidu 1Smg/kg. Gom cdc mau méau tir moi khi tir
litu so bo dén 1680 giv (70 ngay), duge xir ly thanh huyét thanh va tao dong lanh o -

80°C cho dén khi phan tich d6i v6i PK va PD.

Phén tich tong nong d6 khéng thé IgG bing thiv nghiém mién dich ELISA

Téng nong do khéng thé trong mau huyét thanh khi duoc do bang cach su dung
ELISA truc tiép khong hiéu luc. Quy trinh ELISA dung dia vi chuan duogc phu khang
thé don dong IgG1/IgG4 Fc chudt khang ngudi. Cac khang thé khac nhau khang CS
duoc bd sung vao dia va khang thé khang CS by trén dia nay duoc phat hién bé’mg
cach su dung khang thé don dong chudt duge biotinyl hod khing 1gG4 Fe nguoi, tiép

theo NeutrAvidin dugc tiép hop véi Peroxidaza ca ngua (NeutrAvidin HRP). Tiép
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theo, nén dua vao luminol dic hiéu ddi voi peroxidaza dugc bo sung vao dé dat duoc
cuong do tin hiéu ma ty 1€ voi nong do cua tong khang thé khang CS da biy. Cac phép
do don vi sang tuong dbi (RLU) cua cac tiéu chan hiéu chinh va cic nong do theo
danh nghia tuong Ung cua ching duoc so khop bang cach st dung phuong trinh
logistic 4 tham s6 theo trong s6 dé tao ra phuong trinh hiéu chinh ma mo ta nong do
cta khang thé khang C5 va mdi quan hé dap Umg cta thi nghiém. Gidi han dudi cia
dinh lugng (LLOQ) 1a 1,56ng/mL trong thu nghiém (2% huyét thanh khi) va 78ng/mL.

trong huyét thanh nguyén chat ctia khi.

Xdc dinh cac tham so PK

Céc tham s6 PK dugc xédc dinh bang phép phan tich khong chia 6 (NCA) st dung
phan mém Phoenix®WinNonlin" (Version 6.4, Certara, L..P.) va mé hinh dang liéu cao
qua IV.

Tét ¢4 cac tham sb PK thu duoc tir céc tri sd némg do trung binh tuong Urng, bao
g6m nong do toi da quan sat trong huyét thanh (C,,). thoi gian ndng do dinh quan sat.
tae VA nra chu ki phan rd ude tinh toi da (T),). Poi véi mdi khang thé, dién tich dudi
11611g do doi lai duodng cong theo thoi gian 1€n dén n@mg dd do dugce sau cung (AUC )
va dugce ngoai suy tur thoi diém géc dén vo cuc (AUC;,p) duoc xac dinh béng cach su
dung quy tic hinh thang tuyén tinh v6i phép n6i suy tuyén tinh va lay trong s6 duy

nht.

Phan tich PD bang thw nghiém tan huyét ex vivo

Duoc luc hoc ctia cic khang thé khang CS duoc chon duge phén tich bang cach
sir dung cac thir nghiém tan huyét theo con dudng ¢ dién ex vivo va con duong thay
thé.

Thtur nghiém tan huyét theo con duong c6 dién: Rua té bao héng huyét cau cua

ctiu (SRBC) trong dung dich dém GVB++ (Gelatin Veronal Buffer véi CaCl2 va

MgCI2) (Boston BioProducts) va tao huyén phu lai ¢ 1x10” té bao/mL. Dé lam nhay
SRBC, tong cong gdm ¢ 1x10”/mL SRBC duge tron vt thé tich can bing hemolysin
tho khang ctru dugce pha loang theo ty 1é 1:50 (1,5mg/ml.) 6 37°C trong 20 phut. Pha

loang cdc SRBC da lam nhay dén 2x10° t& bao/mL trong dung dich dém GVB++ trude
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khi str dung trong thtr nghiém tan huyét. Gom maéu tir khi xynomolgus trude khi cho
ding liéu va & 5 phut, 4 va 8 gio va 1. 2.3, 5. 7. 10, 14, 18, 21, 28. 35, 42. 49, 56. 63
va 70 ngdy sau dung lidu dé phan tich PD. Chuén bi huyét thanh va tao dong lanh cho
dén khi st dung tiép. Vao ngay thtr nghiém, huyét thanh khi xynomolgus tir cac thoi
diém twong tmg duoc pha lodng dén 10% trong dung dich dém GVB++. Cic dia 96
giéng day tron duge st dung dé do hoat tinh tan huyét. Tong cong gom 100ul SRBC

O

da 1am nhay (2x10® t& bao/mL) duoc phu vao trong dia 96 giéng & 37°C tiép theo bo
sung 100ul 10% huyét thanh khi xynomolgus tir cac thoi diém tuong Umg. Tron k§
SRBC va u ¢ 37°C trong 10 phut. Sau thoi gian 0, ly tam té bao ¢ 1250xg 6 4°C. Tong
cong gdm c¢6 100uL dich ndi duge chuyén vao dia day phing sach 96 giéng va doc &
412nm trén bo doc vi dia Spectramax. Tinh toan hoat tinh tan huyét ¢ ndng do huyét
thanh cudi cung 5%. Tinh toan phan tram tan huyét theo cac tri s6 hap thy bf\no cach
sir dung phuong trinh sau:

(Tan té bao theo thur nghi¢m-tan té bao co s0)
% tan huyét F100 X mmmmmmm e

(Tan té bao tdi da-tan (¢ bao co s6)

Trong phuong trinh nay, “su tan té bao co s6” 1a OD ¢ A412nm tr SRBC trong
dung dich dém GVB++ khéng chira huyét thanh. “Sy tan (& bao (5 da” la OD &
A412nm tir SRBC duge xtr ly véi nude. Két qua, duoc bicéu dién theo % tan huyét
duoc phan tich bang cach st dung hoi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham s6) voi
phén mém Prism 5 (GraphPad) dé thu duoc céac trj s6 1Csp. DU liée duoe bicu dién theo
sai s6 tiéu chuan trung binh + .

Thu nghiém tan huyét theo con duong thay thé: Rua s6 lugng mong mudn té bao

hong huyét cdu cua tho (RbRBC) trong dung dich dém GVB-Mg” /EGTA va tao
huyén phu lai ¢ 2x10° t& bao/mL. Gom méu tir khi xynomolgus trude khi ding liéu va
G Sphut, 4 va g gioval,2,3,5,7, 10, 14, 18, 21, 28. 35, 42 va 49 ngay sau dung licu
dé phan tich PD. Chuan bi huyét thanh va lam déng lanh cho dé st dung tiép. Cac dia
96 giéng day tron duge str dung dé do hoat tinh tan huyét, Tong cong gom cé 100
RbRBC (2x10° té bao/mL) duoc pht vao trong dia 96 giéng ¢ 37°C tiép theo b sun

100p 10% huyét thanh khi xynomolgus tir cac thoi diém twong Ung duoc liet ké trén

day. Tron k§ cac RbRBC va u ¢ 37°C trong 60 phit. Sau thoi gian 0. ly tam té bao ¢
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1250xg & 4°C. Téng cong gom c6 100pL dich n6i duge chuyén vao dia day phang
sach 96 giéng ma dugc doc ¢ 412nm tren bd doc vi dia Spectramax. Tinh todn hoat
tinh tan huyét doi véi ndng do huyét thanh cudi cling 5% va duoc biéu dién dudi dang
ty 1& phan tram téng tan huyét cia cdc RBC boi nude. Tinh toan ty 1¢ phan tram tan
huyét nhu duge mo ta trén day.

Két qua

Thtr nghiém cac khang thé khang CS duge chon (duoc liét ké trong bang 1) trong
céc thir nghiém ban déu trong profin duoc luc hoe kéo dai ¢ khi xynomolgus va chuot
duoc lam giéng ngudi C5 (duge mo ta trong vi du 10). HAHI2166P va H4HI12161P
duoc chon cé & luc cao ghép ndi véi PK kéo dai va duge st dung trong cac thu
nghiém tiép theo trong ban mo ta nay véi So sanh 1 va So sanh 2.

Khi xynomolgus dugc cho dung mot liéu cao 15mg/kg IV cua HAHI12166P.
H4H12161P, hodc so sanh 2. Nong do huyét thanh cta tong khang thé va ty 1& phan
tram hoat tinh tan huyét theo con duong ¢ dién (CP) duge xac dinh ¢ 19 thoi diém
trong khoang thoi gian 70 ngay trong doi séng. Su tan huyét theo con duong thay thé
(AP) duoc xac dinh & 17 thoi diém trong khoang thoi gian 50 ngay trong doi séng.

Bang 23 tong két ndong do khang thé trung binh doi voi tat ca 3 khang thé. Tong nong
d6 khang thé trung binh dbi lai profin thoi gian duogc thé hién wén Fig.2. Cac tham so

PK trung binh duge mo ta trong bang 24.
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Bang 23: Néng d§ trung binh ciia tong IgG troug huydt thanh sau khi diing mét
lidu tiém trong tinh mach 15mg/kg ciia khang thé khang C5 da chon cho khi due
xynomolgus

Thoi # | Nong do huyét thanh cua Ab (ng/mL) |

gian (gio Trung hinh £SD

sau dung HAH12166P | HAHI12161P | So sanh 2

lidu) )

0 4 | BLQ BLO BLLQ 7

0,083 4 1445 £30 456 £26.2 | 459 £55.2

4 4 132827 13604282 363 +43.8

8 4 13534299 316 £21.5 357 +16.1

24 4 1282 +43,6 276 £32.4 248 +19,6

48 4 1225152 221 £21.5 212 +19.3

72 4 1180 +15,0 181 £17.2 196 4362

120 4 1194 £20,9 162 £10,7 179 £23.3

168 4 11714299 132 £17.0 | 157 £184
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240 4 1157127 [96,1+173 [114+13,0
336 4 120102 |493+18.7 | 67.9+258
432 4105139 746”1 8 4265159
504 4 [922+10,6 84995 |28.6+13.1
672 4 17514158 6 161240 10.9 46,25
840 3 159.644,79 | 2.44 4085 | 4454263
1008 3 1433289 | 1164052 [2.17+1,58
1176 3 (30,6142 0574025 | 1,29+1,16
1344 3 [25,9%3.74 | 0315+0,16 | 0,492 +0,49
1512 3 | 182%241 |0.17+0.08 |0.270+0.27
1680 3 [ 11,5151 [0.079+0.07 |0.123£0.15

Thot gian = Thoi gian theo gio sau khi tiém mot lidu;
SD = BP0 léch chuan; BLQ = Gi6i han dinh luong dudi

Sau khi dung liu cao IV, tong profin thoi gian-nong do 1gG cia H4H12

H4H12161P, va So sanh 2 duoc dic trungb oi pha phan phdi ngin ban dau theo céc

pha loai trir don trong thoi gian séng. Nong do cao nhat HAH12166P. HAHI12161P va

So sanh 2 ¢6 thé so sadnh cao nhat, nhu cac tri s6 C,,/liéu tuong Ung gitra cac khang

thé 1an luot nam trong 1,1 1an (29,7, 30.4, va 30.6 [(ug/mL)/(mg/k

Bang 24: Céc tham sé dwgc le hoe trung binh ciia tong ndng dd IgG troi ng huyét
thanh sau khi ding mdt liéu tiém trong tinh mach 15mg/kg cac khang thé khang

CS da chon cho khi duc xynomolgus

2)]) (bang 24).

H4H12166P } H4H12161P
4 £ A\’I / =4
Tham s 15 mg/l 2 IVn= %) -
i(di’l? QT = “‘g QM
kS P n Sas
binh binh
Cax (ng/mL) 445 30.0 456 26.2
C e/ LiGU B i 5
(ug/mL)(mg/kg) 29,7 2,00 304 1,75 30,6 3.68
Cy (ng/mL) 448 30.5 458 26,0 461 55.6
tax (210) 0,083 0 0.083 |0 10,083 0
AUC ¢ ngaye(pug/mlL) S080 1040 2350 357 2810 470
AUC,,s/ Litu . ) i L
d ’)’) 5]
daye (ng/mL)/(mg/kg) 339 6?_)__ __1_37~ | 23.8 1”877 31,3
AUC;rngays(png/mL) 5550 071 2350 356 2810 470
AUC;,/ Liéu .
day* (ng/mL)(mg/ke) 370 447 157 23,7 188 31.4
CL (mL/h/kg) 0,114 10,0143 ]0.270 0,0411 10.228 O 0425
Vi (mL/kg) 60.4 4,85 44.0 434 1453 3.06
t1» (ngay) 156 [ 143 550 245 |509] NE)
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IV = tinh mach; n = sb lugng dong vat; C . = nénﬂ dd cao nhat; Cy = né)ng dd ban dau
duoc xéc dinh béng ngoai suy; tm, — thoi gian dén C,e AUC = dién tic h dudi duong
cong nong do-thoi gian; AUC,,i = AUC tinh tocm (r thot diém ooc cua nong do du rong
tinh sau cung; AUCmf AUC tir thoi diém goc dugce ngoai suy y dén vo cuce: CL tong
hé s6 co thé; Vo = thé tich phan phdi o trang thai on dinh: t;, - ntra chu k3 ah(m ra; SD
=d0 1éch chuén.

Luu ¥: ty duoc biéu dién theo gioi danh nghta

T 1~

Viéc danh gid profin nong do-thai gian cho biét 1‘5111(5 H4HI12166F da chirng minh
su loai trir chdm nhit voi ndng do khang thé cudi cung > 10pg/ml. qua ngay nghién
ctu 71. Dong hoc ciia HAH12161P va cua So sanb 2 la twong tu; ca hai chimg minh sy
loai trir nhanh hon nhiéu so véi H4HI12166P, v6i nong do mAb > 10ug/ml lan luot
qua ngay 22 va 29.

Do do, céc tiép xtc theo tiéu chudn lidu (AUC g /Liéu) thé hién rang HAH12166P
¢6 su tiép xuc cao nhat & 339 ngay*(ng/mL)/(mg/kg), trong khi HAHI2161P va So
sinh 2 ¢o sy tiép xuc thip hon khoang 2 lan. lan luot 157 va 18
ngay*(ug/mL)/(mg/kg) so vai cua H4H12166P

Ntra chu ky phan ra khang thé (t;») duoc tinh toan trong giai doan loai tru nam
trong khoang tur 5,5 dén 15,6 ngay qua toan bo cac nhom liéu va cting duge hiéu chinh
v6i su tiép xtic, do HAH12166P ¢6 t,, tuong Gmg cao nhat ctia 15.6 ngay. trong khi
H4H12161P va so sanh 2 ¢6 tri sO ty lan lugt 12 5.5 va 5.9 ngay.

Tac dung duoc ly cia khing thé khing CS I cdc mau huyét thanh khi
xynomolgus dugc xdc dinh ex vivo bang thur nghi¢m tan huyét theo con duong ¢o dién
bd sung (CP) cta té bao hong huyét cau nhay cua ctru (SRBC) va thi nghiém tan
huyét theo con duong thay thé (AP) cua té bao h(“mg huyét cau ctia tho (RbRBC). Su
te ché hoat tinh tan huyét duoc tinh toan 6di vai nong do huyét thanh cudi cing 5% va
duoc biéu diln theo ty 1& phan trim cta t6ng tan huyét RBC bang nude. Bang 25 tong
két hoat tinh ex vivo cua 3 khang thé nhu xac dinh duge boi phan tram tan huyét trung
binh.

A

Bang 25: T§ 1& phan trim hoat tinh tan huyét theo con dudng cé dién va thay thé
Ex Vivo ciia khang thé khang C5 duoc chion

Thot | #] % tan huyét theo con duong co | % tan huyét theo con dudn g [ha\

gian dién trong khuyét thanh khi|thé trong hmé thanh  khi
(gio xynomolgus, 10 phut, trung binh | xynomolgus, 60 phut. trung binh
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sau +SEM tSEM
khi ]
dung H4H1216 | H4HI12 | Sosanh2 | H4HI1216 | H4AHI216 | So sdnh 2
lidu) 6P 161P 6P 1P
Khong
dugc 84,36 73,44 64,90 55,77
¥ HL3AET6 Lt | 2028 | £17.26 | +£19.51 | +10.82
nghi¢ém o
Khong
0,08 duoc B 5.53 5.90 Y on 1a 0a
B 3,5+1.4 thit 0,6 £6.5 1108 300 3.83 £3.93
nghiém
Khoéng
4 2352106 | V¢ 1306220 | 1B 6.53 42,7 | 5,30 £2.80
thu 12,54
nghiém
Khong
duoc - 3.53 4,70
v : ) p 5 1 {7 5 ()’ﬁ
8 1,55 £0,21 thit 1,25 0,21 0.9 277 98 +0.83
nghiém -
Khong
dugc 13,40 4,68 -
v ’) ] > 1 g 7»_’7
24 7,7 +6,08 this 4,55 42,05 277 +1.89 4.65+2.35
nghiém -
Khoéng
dugc 5.53 7.68
. : 2.6+ : 4
48 2,85+2,19 thit 2.6 +0.7 9 40 500 2.28 +0.67
nghiém
Khong
dugc 7.95 5,95
v 2 7 > >
72 0,9 £0,42 thit 1,3 0,28 1336 903 1.45 +0.33
nghiém
Khong
dugce 16.38 7.60
+ - - ’ “ 8 40,22
120 1,75 +0,07 this 1,3 0,14 691 2104 1.68 +0,22
nghi¢m -
Khoéng
duoc 21,28 10,75
v s > o) '
168 1,6 £1,13 thit 1,4 0,56 1824 227 2.15+0,19
nghiém o 3 B -
Khong
dugc 19.18 13.53 14,20
2 + : +2.83 ’
240 10,14 thu 3,742,83 +10.20 +7.17 +16.73
nghi¢m o
Khong e | 21,10 50,58 65,60
+ : 2 > > >
336 2,55 £2,05 duoc 37,85 £5,3 17,55 12,91 126,04
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thu
nghiém )
4 Khoéng
R duoc 105,25 [5.20 59,75 54.55
432 13509y 133 110.86 | £12.65 | £19.11
nghiém ]
4 Khong
duoc 107,1 33,15 88,55 §3.63
041330 Ty laa38 | 880 | 424,63 | +27.48
nghiém |
4 Khong
duoc 88.9 75,25 88.55 91.58
672 1 222056 £23,05 | £1830 | +8.53 | +18.55
nghiém
3 Khong
240 3,075 duoc 105.37 46.65 92.33 91.85
+2.70 thu +53.4 4+5.30 +5.16 4233
nghiém ) ]
3 Khong
- duoc 108.85 58,60 92.45 92.30
1008 1) 15,5 £26,6 | i 235 £948 | 4627 | 42.69
nghiém
3 Khong
1176 58,33 duoc 113,85 72,95 104,90 101.90
+39,55 thur +2.,62 +5,87 +3.5 +0.42
nghiém -
: Khong Khon Khon Khéng
1344 71,55 dthC 110,3+1.9 duoc gthir duoc gthlﬁ' dugc : thu
+43,02 thu 8 A
A nghi¢m nghiém nghi¢m
nghiém - - =
3 Khong Khong Khoéng | Khong
1512 91,375 dujQC 110.6+0,8 | duoc tht | duoc thi | duoc  thu
+29,7 thu 5 nghi¢m nghi¢m nghi¢m
nghiém N
3 Khong Khong Khong Khong
1620 112,22 duoc 112,15+0, | duoc thu | dugce thu | duoc thu
+4,06 thur S nghiém nghiém nghi¢m
nghiém -

Thot gian = Thoi gian theo cac gio sau khi tiém mot licu; SEM = Sai so ticu chuan
trung binh; BLQ = Gidi han dinh lugng dudi; NC = khong duge tinh toan

Nhu duoc thé hién trong bang 25 va Fig.2. tac dung PD duoc do theo CP b sung
(4 10 phut) dén ngay 70. H4H12166P phong bé nhiéu hon 95% hoat tinh tan huyét CP

cho dén ngay 35. Hoat tinh tr¢ lai muire tan huyét 161 da trude nghién clu vao ngay 70.
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So sanh 2 phong bé khoang 95% hoat tinh tan huyét CP qua ngay 10 va hoat tinh
nhanh chéng trd lai mac tan huyét toi da trude nghién ctu vao ngay 18.

Tac dung PD clng dugce do bang thu nghiém tan huyét theo con dudng AP bo
sung (U 60 phut) dén ngay 49. Nhu duoc thé hién trong bang 25 va Fig.3. 114H12166P
phong bé 80% téng hoat tinh tan huyét AP cho dén ngay 18 va hoat tinh nay tré lai
murc tan huyét tdi da trude nghién ciu ¢ ngay S0. H4H1216P va so sanh 2 phong bé
90% hoat tinh tan huyét AP qua ngay 7 va hoat tinh tr¢ lai mire tan huyét 16i da trude
nghién ctu vao ngay 21.

Vi du 11: Pic diém ciia PK/PD vé khang thé khang C5 ¢ chudt dwoe 1am gibng
rgudi C5

Trong tht nghi€ém nghién ctru nay, duge dong hoc va duoc luc hoc cua khang thé
khang C5 duge chon duoc danh gia & chudt lam giong ngudi dé bidu hién C5 protein
ngudi bang cich st dung ky thudt Velocigene® (Valenzuela er a/ 2003, Nat.
Biotechnol. 21: 652-659). Thao tac mién dich chudt lam giong nguoi dé (hay thé exon
2 dén exon 41 ctia gen CS chudt bé“mg exon 2 dén 42 clia gen C3 neudi (duoe boe 16
trong cong bd don yéu ciu cap patent My s6 2015/0313194. noi dung cia cong bd nay
dugc dua vao ban mo ta nay béng cach vién dan).

Tong nong do C5 tuan hoan cua nguoi duoc xic dinh bang cach su dung C5
ELISA bb sung cua nguodi (Abcam, loai ab125963), ma dugc thuc hién theo khuyén

cao cua nha san xuat.

¥4c dinh tong nong do dwoce chat trong huyét thanh bing ELISA

Céc nong do khang thé khang C5 tuan hoan, ca CS gan két va khong gan két,
duoc xéc dinh bang phan tich téng khang thé ctia nguoi bang cach sir dung ELISA.
Tom lai, khang thé da dong dé khang 1gG ngudi ¢ lpg/ml trong PBS duoc ody bat
dong trén céc dia 96 giéng qua dém: rua dia dé loai bo 1eG khong gan két va liép theo
phong bé bang 5% BSA. Day pha lodng khing thé khing C5 chia cic mau huyét
thanh (6 diém) va céc tiéu chuan tham chiéu (12 diém) cta khéng thé twong ing dugce
chuyén vao dia phu khang thé khang IgG nguoi va u trong mot gid. Tiép theo, khang
thé khang C5 gan két dia dugc phat hién bang cach st dung khéng thé da dong dé
khang IgG nguoi duoc tiép hop véi peroxidaza ca ngua. Tao mau dia voi nén TMB

theo khuyén cdo cua nha san xuat va cac tin hiéu mat dé quang (OD) ¢ 450nm duoc
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ohi chép bang cach sir dung b doc dia da phuong thie Perkin Elmer Victor X4. Nong
do khang thé khang CS trong huyét thanh duge tinh todn dua vao duong cong hiéu

chudn tiéu chuan tham chiéu bing cach st dung phan mém GraphPad Prism.

¥X4c dinh tham so PK

Tham s6 PK dugc xac dinh bing phan tich khong ngan (NCA) st dung phan
mém Phoenix®WinNonlin® (Version 6.3, Certara, L.P.) va m6 hinh dung liéu ngoai
mach. Bing cach sir dung céc tri s6 nong do trung binh tuong (mg d6i voi moi khang
thé. tAt ca tham sd PK, bao gém ntia chu ky phan rd ude tinh quan sat duoc (t,,) va

dién tich dudi duong cong nong do-thot gian dén nong do do duge cudi cung (AUC, )

duogc xac dinh bang cach st dung quy tdc hinh thang tuyén tinh va trong s6 duy nhat.

Phin tich PD theo thiwr nghiém tan E"mvé‘i

Duoc luc hoc cua khang thé khang C5 da chon dugce xac dinh béng cach su dungj
thtr nghiém tan huyét bd sung theo con duong ¢d dién. Té bao hong huyét cau (SRBQ)
(Sheep blood in Alsevers solution) dugce rtra trong dung dich dém GVE-++ (Gelatin
Veronal Buffer with CaCl2 va MgCl2) (Boston BioProducts) va tao huyén phil lai &
1x10° té bao/mL. D& lam nhay, 1x10”/mL SRBC dugc tron v6i thé tich can bing
hemolysin tho khang ctru pha loang 1:50 (1.5mg/ml) ¢ 37°C trong 20 phut. Pha lodng
SRBC nhay dén 2x10% té bao/mL trong GVB++ trude khi su dung trong thu nghi¢m
tan huyét. Cac mau huyét thanh tir dong vat trude dung licu hoac chudt C5 giéng
ngudi dung liéu véi khang thé khang C5 gom vao cac ngay 10, 20, 30, 40 va 50 duoe
pha lodng dén 20% trong dung dich dém GVB-++. Tong cong gom 100pl SRBC nhay
(2x10% té bao/mL) duge phii vao dia day tron 96 giéng & 37°C tiép theo b sung 100ul
20% huyét thanh ma duoge bo sung 160-180pg/mL protein bd sung 3 ngudi (huC3).
Tron ky té bao va u & 37°C trong 1 gio. Sau khi t. ly tam ¢ bao ¢ 1250xg o 4°C.
Chuyén tong 100uL dich noi vao dia ddy phang 96 giéng va doc ¢ A412nm rén thiét
bi doc vi dia Spectramax. Tinh toan phan tram tan huyét véi tri sé tuyét doi bang cach
su dung phuong trinh sau:

(Tan té bao theo thi nghiém-tan (€ bao co so)
% tan huyét =100 X =m-n-mmmnmmmmnmmmmmmccmomcoacaoaao e

(Tan té bao 61 da-tan (& bao co s0)
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Trong phuong trinh nay “tan t¢ bao co s6™ 1a OD ¢ A412nm tr SRBC u trong
dung dich dém GVB++ khong chua huyét thanh. “Tan ¢ bao t6i da™ 11 OD & A412nm
tr SRBC xur Iy bang nudc. Két qua duge biéu dién theo % tan huyét. duge phan tich
bang cach sir dung hdi quy khong tuyén tinh (logistic 4 tham s6) bang phan mém
Prism 6 (GraphPad) dé thu tri s6 1Csp. D licu duoc biéu dién theo sai s tiéu chuéan

trung binh +).

Thir nghiém 1

Trong thir nghiém nay, dugc dong hoc va dugc luc hoc cua khang thé lam vi du
H4H12166P dugc danh gia khi so vdi so sanh 1 va so sanh 2 ¢ chudt C5 nhan hoa.
Téng mue do C5 ctia con ngudi luu hanh duge xéac dinh bang ELISA bo sung cho con
ngudi (Abcam, cat # ab125963), duogc thuc hién theo khuyén nghi cua nha san Xuét.
Nong dé trung binh cla con nguoi C5 ¢ chudt duge xdc dinh la 39.73pg/mlL +
17,82png/mL. C6 su khéc nhau gitrta chudt duc (554 + 1.7pg/ml, n=47) va chuot cai
(24,7 = 0,6 pg/ml, n=49).

Trude khi dung lidu khang thé, chuot CS duoce nhan hoa va duc duge phan tang
theo muc do trung binh cta con nguoi 40pg/mL. D6i véi moi khang th¢ khang CS,
doan hé cua hai muoi hai con chudt da nhan duge mot lidu HAH12166P [Smg/ kg duy
nhat, So sanh 1 so sanh 2 béng cach tiem dudi da (s.c.). Tat ca chudt duoce tiém trude
va sau mot ngay tiém dé phan tich PIC. Ngoai ra, vao lac 10, 20, 30, 40 va 50 ngay sau
khi tiém, cac nhém 4 chudt 5 tir mdi doan hé da duoc tiéu hoa va chay mau dau cudi
duoc thu thap dé phan tich PK va PD. Mau huyét thanh ngay 1 la gia tri trung binh
ctia toan bo doan 22 con chudt. Mau duogc xu Iy thanh huyét thanh va déng lanh ¢ -
80°C cho dén khi phan tich.

Téng nong do khang thé duge xac dinh tai 7 diém thoi gian va phéan ram hoat tinh
tan huyétt duoc xac dinh tai 6 diém thoi gian trong vong 50 ngay trong vong doi. Tong
nong do khang thé khang CS5 duge tém tat trong Bang 26. Tong nong do khang thé
trung binh so v6i ho so thoi gian duge thé hién trong Hinh 4. Céc théng sé PK trung

binh dugc mo ta trong Bang 27.
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lidu 15 mg / kg tiem dwéi da vao khang thé khdng C5 & chuft

Thoi gian | # Nong do huyét thanh ctia Ab (ng/mL)

(Ngay) Trung binh+SD - -
H4H12166P So sdnh 1 ' So sanh 2 B

1 22 | 178227 2294407 1644241 B

10 4 83,74222  1102+22,9 444241

20 5 57.1+£26,8 1294313 11.4+10.3

30 5 38,1+£7,6 30,1342 3,643.2 -

40 4 11,9450 0,4+0.4 0.5+0.4 B

50 4% 193x122 0,3+0.3 0,3+0.,2

>

g
]

DQ?)

Thoi gian = Thoi gian tinh theo gio sau khi tiém mot lidu; Ngay = Ngay hoc: SD = Do
lech chudn; SEM = Sai s chuan ctia gia tri trung binh; ND = Kl.éng dugc ‘phat hién;
NS = Khong co mau * D61 voi Bo so sanh 2, ngay 50, n = ba do khong thé phan tich
mdt mau do cdc van dé k§ thuat..

Bang 27: Tham sb6 PK

Tham sb Don vi ?};ﬁﬂzm So sanh 1 So sénh 2
Nong  do 9 ) 64
mAb ngay | ng/mL 178 229 164
AUC,y daype/ | 5eq) 2708 1418

n’lL — R — e
tip d 11,3 4.7 7.6

Cinax= Nong dd dinh; AUC = '\/ung dudi duong cong thot gian tap trung; AUCq =
AUC duoc tinh tir thoi diém 0 dén thoi diém nong do duong cudi cung; T1 / 2=nua
chu ky phan ra

Nong do trung binh so véi ho so thoi gian ¢ ngay | cho thiy ba khdng thé
H4H12166P, So sénh 1 va So sanh 2 ¢6 néng do trong huyét thanh twong duong lan
luot 14 178, 229 va 164ug / mL. So sanh 1 ¢6 ho so loai bo twong tu H4l112166P cho
dén ngay 30, nhung vao nhiing ngay 40 va 50 thé hién su gia tang nhanh chéng vé do
thanh thai so v&i H4H12166P. Vao ngay thu S0, H4I{12166P ¢ nong do huyét thanh
khéng thé trung binh khoang 9pug / mL, trong khi So sanh 1 va So sanh 2 déu ¢ nong
do huyét thanh khang thé trung binh thap hon 30 lan 1a 0.3pg/mL. So sinh 2 cho thay
murc do phoi nhidm thap nhat trong ba khang thé duge thir nghiém, véi AUClast thap
hon khoang 2 1an (1408 ngay * pg / mL) so voi HAHI12166P (2801 ngay « g / mL) va
So sanh 1 (2708 ngay eug / mL).
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Tac dung duoc ly ctia khang thé khang C5 HAH12166P, So sanh 1 va So sanh 2
tr cdc mau huyét thanh chudt nhan tao duoc bd sung véi C3 ctia nguoi duge do dén
ngay 50 va dugc xdc dinh bang ex vivo bang phuong phap tan huyétt SRBC nhay. Ty
1é tan mau trung binh trung binh cho moi khéng thé khang C5 duoc tém tit trong Bang
28 va ty 1€ tan huyétt phan tram trung binh so voi hd so thoi gian duoc thé hién trén

Fig.5.

Bang 28: Hoat tinh tan huyét theo ty I¢ phan trim ciia con dudng cd dién Ex Vivo
ciia khdng thé khang C5

Thoi # | % tan huyétt theo con duong ¢ dién trong
gian huyét thanh chudt 10%, 60 phut. trung
(ngay) binh+SEM

H4H12166P | So sanh | S0 sdnh 2 )
1 22 | NS NS NS
10 4 1 12,6779 10,392,838 12,06+9,12
20 S | 18,8+8.1 21,59+17,53 | 65,08+52.87
30 5 | 13,76+10,9 | 78,98+40,3 | 91,67+16,74
40 4 1 41,71+40.7 | 101,0944,01 | 68.99+42.47
50 4* 1 62,24£56,6 | 88.99£17,51 | 105.14+4.07

Thot gian = Thoi gian tinh theo gio sau khi tiém mot lidu; Ngay = Ngay hoc; SEM =
Sai s0 chuan ctia gid tri trung binh; ND = Khong dugc phat hién; NS = Khong ¢6 mau.
* Poi voi Cong cu so sanh 2, ngay 50, n = ba do khong thé phan tich mot mau do vén
de ky thuat

H4H12166P, So sanh 1 va So sénh 2 da trc ché hoat dong tan huyéit b sung cudi
cung cé vé tuong quan véi phoi nhiém khang thé. H4H12166P da chan hon 85% hoat
dong tan huyétt cho dén ngay 30 voi hoat dong tré lai murc co ban trude ngay 50. So
sanh 1 va So sanh 2 da chin khoang 80% hoat dong tan huyétt cho dén ngay 20 va
ngay 10 véi hoat dong trd vé mirc co ban ngay 30 cho ca hai

Thi nghiém 2

Trong thtr nghiém nay, dugce dong hoc va duogce luc hoce cua khang thé khang C5
H4H12166P, H4H12161P, So sanh 1, va lép khang thé doi chimg dugc dénh gia o
chudt C5 nhan héa (chudt dong hop tir cho bicu hién ctia con ngudi C35). Tong muc do

luu hanh cta C5 duoc xic dinh bing ELISA bo sung cho con nguoi (Abcam. loai
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ab125963), duoc thyc hién theo khuyén nghi cua nha san XuAt. Néng do trung binh cua
con nguoi C5 & chudt duge xéc dinh 1a 48.98ug/ml + 15, 1pg/ml.

Trude khi ding liéu khang thé, chudt duc va chudt cai dugce nhin hoa da duoc
phan tang theo muc do con nguoi trung binh 1a 50pg / mlL.. D61 voi mdi mSA khang
CS5, doan hé cta nam con chudt da dugc tiem mot lidu tiém dudi da 15mg / kg (s.c.)
H4H12166P, H4H12161P, So sanh 1 hodc 16p khang thé doi chiung. Tt ca cac con
chudt da duogc tiém trude, 6 gio, 1, 2, 3,4, 7,10, 13, 21, 30 va 45 ngay sau khi tiém dé
phan tich PK. Ngoai ra, vao ngay 59, tat ca chudt tr mdi nhom da duoc phii dudng va
chay mau dau cudi duoc thu thap dé phan tich PK va PD. Mau duge xir 1y thanh huyét
thanh va déng lanh & -80° C cho dén khi phan tich.

Téng 116ng do khang thé duoc xac dinh tai 12 diém thoi gian va phi“m tram hoat
tinh tan huyét dugc xéc dinh tai 1 thoi diém trong thoi gian 59 ngay trong vong doi.
Téng nong do khang thé trong huyét thanh cho moi khéng thé khéang C35 duoc tom tat
trong Bang 29. Téng n6ng do khang thé trung binh theo ho so thoi gian duge thé hién

trong Hinh 6. Cac thong s6 PK trung binh dugc mo ta trong Bang 30.

Bang 29: Nong dé trung binh ciia IgG toan phin trong huyét thanh sau khi tiém
dwéi da 15 mg / kg tiém khang thé duge chon lge & chizgz C5 gibng nguoi

Thot Nong do huyét thanh ctiia Ab (ng/mL) trung binh=SD
ian

?ngély) H4H12166P | H4H12161P | So sanh | L6ép  Kkhing thé
1 ldbichimg |

0 ND ND ND ND B

0,25 31,2442 43,5+16,3 59,2424,1 61,5294

1 149,9+16,1 | 193,8+24,1 | 179,0+9,8 213,1+17

2 160,8+20 221426,5 160, 6+?2 3 188,8425,8

3 166,2+12,4 | 210+31.2 15924332 117794262 |

7 158,6+8,5 162 5 34 g | 136.1438.1 184.94£33.9

10 123,5428.7 3.2420.2 | 107.24 %S 7 159.5+28.8

13 93,7423.6 97,%%,6 70,6438 117.2424.01 |

21 60,4+14,9 | 42,4+30,3 29,5+20,6 80,04:17.5

30 37,8+10,8 15,3+19.7 42435 42,1+6.7

45 20,7452 3,545,2 0,4+0.3 16,5+13,9

59 4,1£1,9 0,6=1.0 0,08+0,04 4,6+4.5

Thoi gian = Thoi gian tinh theo gio sau khi tiém mot licu: Ngay = Neay hoc; SD =Do
léch chuan; SEM = Sai s6 chudn cta gid tri trung binh . ND = Khonge duge phat hién:
NS = Khong c6 mau.
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Khang thé thir nghi¢m (trung hink —i&_@:} -
. ; . | LLo6p  khang
Tham s0 | DOUVE |/ 10166P | HAHI2161P | Sosénh 1 | thé abi
Crnax ng/mL 178 £ 10 225 +£22 183 +18 221 £19
AUCi | dpg/mL | 3490590 | 30404900 | 2240780 | 4080+480 |
tin D 11+1 38i2 4711 ‘99i4

Coax™ Nong do dinh; AUC = Vung dudi duong cong thoi gian @p trung: /\UClast
AUC duogc tinh tuor thoi diém 0 dén thoi diém nung do duong cudi cung: T1 / 2=nua
chu ky phan ra.

Néng do trung binh so v6i ho so thoi gian cho thay H41112166P, 1I4H12161P,
So sanh 1 va kiém sodt kiéu mau dat néng do toi da trong huyét thanh (Cmax) trong
khoang tur 1 dén 3, véi cac gid tri Cmax tuong duong trong vong 1.3 lan (178. 225.
183 va 221) pug / mL. H4H12166P va I6p khing thé déi chang ¢o profin loai trlr tuong
tu, voi ndng do thube con lai khoang 4pg / mL vio ngay 59. HAH12161P (h ¢ hién do
thanh thai nhanh hon H4H12166P va kiém soét isotype nhung bi x6a chiam hon so voi
So sanh 1. Vao ngay 59, H4HI12161P ¢o nong do thude trong huyét thanh 1a 0.6ug /
mL trong khi So sanh 1 mutc do thude gan nhu khong thé phat hién 12 0.08ug / mL.

L6p khang thé dbi chirng, HAH12166P va H4H12161P thé hién cac gia tri phoi
nhiém tuong duong (AUC,,q) trong vong 1.3 lan (4080. 3490 va 3040 ngay « pg / mL.
tuong Uung) trong khi B so sanh 1 thé hién muc phoi nhiém thap hon 1.6 lan (2240
ngay ° ng/ mbL) so voi HAH12166P.

Vi du 12: Xét nghiém dya tréen LC-MRM-MS d

(=N

xdc dinh ndng d§ cia tong C5
nguoi

Trong vi du nay, ndng do trong huyét thanh cia tong s6 ngudi ¢ nguoi duoe xéc
dinh bémg phuong phéap sdc ky long két hop voi phuong phap quang phé khoi theo doi
phdn tng (LC-MRM-MS) trong nghién ciru duge dong hoc / dugce luc hoce cua khang
thé khang H4H12166P.

Nong do trong huyét thanh cia tong s6 C5 nguoi duoge xac dinh bing céch do

nong do ctia mot peptide 10 axit amin co trong chudi LQGTLPVEAR cia C5 (aa
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1129-1138 ctia SEQ ID NO: 359) lam dai dién cho C5. V& mat ly thuyét. phuong phép
nay ciing co thé phat hién ra san pham tach CS. CSb. Tuy nhién. do tinh khong on dinh
cia C5b tu do, nong do C5b trong huyét thanh thuong thip voi phan lén C5b duoc
lien két véi bé mat té bao dudi dang phtuc hop MAC (Cooper & Muller-Eberhard
1970, J. Exp. Med. 132: 775-93; Hadders et al 2012, Cell Rep. 1: 200-7). Do do, cac
mau huyét thanh da xtr ly duoc phén tich ¢ day c6 kha nidng chi chira mot luong khong
déng ké san pham C5b, néu co.

Phwonge phap

bdi v6i nghién ctru PK / PD. chudt nhan duge mot licu H4H12166P 15mg / kg
duy nhét bang cach tiém dudi da (s.c.). Tét ca nhirng con chudt duoc tiém trudc va sau
mdt ngay tiém dé phan tich PIC. Ngoai ra. vao luc 10, 20, 30. 40, 50 va 60 ngay sau
tiém, chudt da duoc ti€éu hoa va chay mau dau cudi duoc thu thap dé phan tich PK va
PD.

C5 nguoi dugce s dung lam tiéu chuan tham chiéu dé hiéu chuan; va peptit C5
nguoi dugc san xudt voi du luong arginin ¢6 nhan dong vi 6n dinh ¢ dau C duge su
dung lam tiéu chuén ndi tai (LQGTLP‘\/FAR—I’C()l“l\h) [iéu chuan tham chiéu da
duoc st dung & nong do tir 3,9 dén 250 g / mL (pha lodng ndi tiép 11 2) trong huyét
thanh tir nhiing con chudt bi loai ra khoi nha CS. trong d¢ gen C5 cua chudt da bi xoa
(C5 - / -). Huyét thanh tor C5 - / - chudt cling dugc st dung lam d6i ching am (trong).
Tiéu chuén hiéu chudn, mau tring va mau huyét thanh nghién ctu (mdi mau 10 L)
duoc sdy khd va sau do duoc bién tinh trong 100ul uré 8M/20mM Tris (2-
carboxyetyl) phosphin (TCEP) ¢ 37°C trong | gio. Tiép theo. 10 pl. tidu chuan noi tai
25nM da duge thém vao tal ca cic mau. Cac mau duge kiém hoa bang 10mM 2-
jodoaxetamit & nhiét do phong trong 30 phut va duoc pha lodng bang cach sir dung
amoni bicarbonat 50mM dén thé tich cudi cung la S00uL. Cac mau sau do duoc phén
hiy bang trypsin (1:20 trong lugng) qua dém ¢ 37°C. LQGTLPVEAR tryptic ¢6
ngudn goc tir C5 duoc phat hién va dinh lugng bang LC-MRM-MS st dung Waters
Xevo TQ-S véi hé ACQUITY UPLC. Méi mau duoc xir v (10 pl.) duoc bom vao Cot
ACQUITY UPLC BEH C18 da dugc can bang truge. Toc do dong chay 1a 0,6mL /
phut (Pha dong A: nudc: axit formic / 100: 0,1 [t thé tich] va Pha déng B: axetonitril:

axit formic / 100: 0,1 [thé tich]). Thoi gian luu va dién tich cuc dai duge xac dinh bang
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st dung phan mém Masslynx Analyst Data (Waters). Nong do cua ¢

hat phan tich CS

duoc tinh toan tr duong chudn duoce xdy dung bang cach vé ty 18 dién tich dinh cla

chudn dbi chiéu C5 (C5 peptit khogn danh dau LQGTLPVEAR- 2C Ny

duoc tao ra

bang tiéu hoa tryptic hC5) dén tiéu chudn nodi tai (C5 peptit danh dau phong xa 6n

dinh) doi lai nong do danh nghia cua tiéu chuan tham chic¢u C

S. Nong do dugce tinh

todn bang phuong phéap hoi quy tuyén tinh. Nong do thip nhat cua ticu chuan tham

chiéu CS (3,9pg/mL) nam trong pham vi dong ctia xét nghiém va dugce xac dinh la thur

nghiém LLOQ.

Két qud

Nong do cua tong so CS5 nguoi trong huyét thanh da duoc danh gia cho céc mau

duoc thu thap va théng qua chay mau dudi trude khi dung thude (trude) va qua thiét bi

dau cudi chay mau vao cac ngay 10, 30 va 35, tur cac dong vat twong ung. Tong nong

d6 hC5 sau khi dung liéu H4H12166P twong tu nhau (trong khoang 1 dén 0.9 lan) dé

du doan murc do vao cac ngay 10, 30 va 35 sau khi dung thude. Su khac biét nho quan

sat duge khong co y nghia thong ké nhu duge danh gia biang thu nghi¢m

S/ H4HI2

Whitney bang phan mém GraphPad Prism. Phdn tich ty [¢ mol cua C

4

ngay (Bang 31).

MannTHER
166P

da chimg minh rang H4H12166P van ¢ mc vugt qua so mol cua C5 qua licu 35 sau

Bang 31: Téng két diic diém PD cia H4H12166P

Ngay %  tan C5 (ng/mlL) H4H12166P | Ty 1é mol

sau huyét CP | % e | Trude £ Lan (ng/mlL) cuf I cung
. £ . Két s =

dungl trung ché dung i thay Trung ' C5:

icu binh+SD licu | doi binh+SD | H4H12166P

0 77,2 0 n/d n/a n/a

10 5,2 93 34,2 30,0 1,0 78.8 0.3

30 7.4 90 31,9 28.4 0.9 304 0.8

35 6,0 92 36,1 32,7 1.0 29.6 0.9

40 37,1 52 n/d 20.9 n/d

50 Tét ca dong vt trong nhom duoc loai trir do d¢ chuan MATA > 1000

60 73.57 |5 | n/d 159 vd

194 (e ché hoat dong tan huyét CP duge tinh tr gid tri tan huy &% CP trung binh vao
liéu sau ngay chi dinh so voi gid tri tan huyét % CP trung binh vio ngay 0. Thay doi
®LAn = thiét bi dau cubi (chi dinh lidu sau ngay) SD = do léch chuan; MAHA = khang

thé chong chudt; n / d = khong xac dinh

Dong vat ¢ dir liéu bi anh huong MAHA hoan toan bi loai trir khoi cac tinh toan (2x

ngay 30, 1x ngay 35, 2x ngay 40 va ca 4 con chudt vao ngay 50)
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w trao dol

w2

Vi du 13: Lap ban do6 epitop cia HAHI2166P gan két vai €5 nho

hydro/doteri

Viéc lap ban do epitop trao déi H /D voi phép do pho khéi da duge thue hién dé

9)

xéc dinh du lugng axit amin cua hC5 [(axit amin M1 - C1676 cua SEQ 1D No: 3

N

vaoi H4H12166P tuong tdc. Mot mo ta chung vé phuong phap trao doi 1/ D duge néu
trong vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259: va Engen va
Smith (2001) Anal. Chem. 73:250 A-265A.

Céac thun ghiém HDX-MS duge thuc hién trén nén tang Waters HDX / MS tich
hop, bao gom hé théng Leaptec DX PAL dé dan nhan doteri. M-Class Waters
Acquity (Trinh quan ly dung moi phu) dé tiéu hoa mau va nap. M-Class Waters
Waters (dung moi nhi phan nguoi quan ly) cho do dbe cot phan tich, va may quang
pho khéi luong Synapt G2-Si dé do khéi luong peptit peptic.

Dung dich danh dau duoc chudn bi trong dung dich dém PBS 10mM trong D,O ¢
pD 7.0 (twong duong v6i do pH=6,6). D¢ dénh diu do te ri. 3.8pL C5 (6pmol / ul.),
C5 duoc tron san voi khang thé theo ty 1&é mol 1: 1 da dugce u voi dung dich ght nhan
D20 56,2 uL cho céc thoi diém khac nhau (vi dy, kiém sodt khong khu trung = 0 giay.
trong 1 phut va 20 phut). Viéc khir mau dugc lam ngudi bing cach chuyén mau SO pul
sang dung dich dém da dugc lam lanh trude S0 ul. (TCEP 0.2 M. guanidin clorua 6 M
trong dung dich dém 100 mM phosphat. pH=2.5) va mau hon hop duge U 6 1.0°C
trong hai phut. Mau da duogc lam ngudi sau do duoc dua vao Trinh quan Iy Waters
HDX dé tiéu hoa pepsin / proteaza X111, Cac peptit duoc tiéu hoa da bi givr lai trén cot
trude ACQUITY UPLC BEH C18 1,7-1,7m, 2,1 x Smm ¢ 0°C va rua giai cho cot
phén tich ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um, 1,0 x 50mm tach gradient 5% -40% B
(pha dong A: axit formic 0,1% trong nudc, pha dong B: axit formic 0.1% trong
axetonitril). May quang phd khoi duoc dit & dién dp hinh non 37 V. thoi gian quét 0.5
gidy, va pham vi khéi luong / dién tich cua 50-1700 don vi Thomson (Th).

Pé x4c dinh céc peptit tr C5 nguoi, dir liéu LC-MSE tir mau khong bi bién dang
da duoc xu 1y va tim kiém dua trén co s¢ dit lidu bao gom C5 ngudi, pepsin va trinh tu
ngau nhién cua chung thong qua phan mém Waters Proteinl.ynx Global Server
(PLGS). Cac peptit da xac dinh dugc nhap vao phé‘m mém DynamX va duogc loc theo

hai tiéu chi: (1) san pham toi thiéu trén moi axit amin = 0.3 va (2) ngudng sao chep €ép
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= 3. Phan mém DynamX sau d6 tu dong xdc dinh muirc do hép thu do te ri cia moi
peptit dua trén thot gian luu va cao do chinh xac khéi luong (<10ppm) (rén nhiéu diém
thoi gian voi 3 1an lap lai méi lan.

St dung cot pepsin / proteaza X1 truc tuyén két hop voi thu thap dir liéu MSE,
tong s6 189 peptide tir ngudi C5 da duge xéc dinh trong truong hop khong ¢6 su hién
dién cua khang thé, chiém ty 1& bao phii 62%. Nam peptit da lam giam dang ké su hip
thu khir cuc (gia tri delta trung tam> 0,9 dalton vgi gia tri p <0.05) khi lién két vai
H4H12166P va dugc minh hoa trong Bang 32.

Bang 32: Do te ri hoa CS peptit ngudi khi gin két véi H4H12166P

1 phut doteri hoa 20 phut doteri hoa
Gée Cs § C5+H4H12166 Cs CS5+H4H 12166
Centroid H™ | P A Centroid P A
Centroid MH" MH" Centroid MH"
591- 1015,38+£0,09 | 1014,44£0,16 | - 1015.64+0.0 | 1014.60+0.08 | -
599 09 |4 1,04
593- 769,41+0,11 | 768,33+0.,05 - 769,65+0,01 | 768,30+0,004 | -
599 1,0 1.35
8
775- 1693,81+0,1 | 1692,85+£0,07 | - 1694,06+0,0 | 1692,96+0.02 | -
787 1 09 |4 1,10
0 I
775- 2439,6240,2 | 2438.4240,20 | - 2440.1640,0 | 2439171021 | -
794 9 1.2 6 0.99
0
779- 1141,1440,0 | 1140,21+£0,05 | - 1141.2340.0 | 1140,21+0.02 | -
787 4 09 |3 1,02
3

Khoi lugng peptit duge ghi lai tuong tmg véi gid i trung binh cua khoi luong
M + trung tam to ba lan lap. Cac peptit nay. tvong ng voi cac axit axit amin 591-
599 va 775-794, c6 tbe dd khtr mau cham hon khi lién két véi HAFI2166P. Cac du
luong dugc xéac dinh nay cling tuong Ung voi cac du lugng 591-599 va 775-794 cua
con nguoi CS nhu duge xdc dinh bét muc nhap Uniprot PO1031 (COS HUMAN; SEQ
ID NO: 359).
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c i 5 in A Lhano CS ddi véi chimo vidm ma ,
Vi du 14: Tac dung cia khang thé khang C5 ddi voi chirng viem mat

&)
o]
]
=
(D>
=
=

viém mang mach nho ty mién dich & chudt

Nghién ctu hién tai dugce thuce hién dé danh gia vai tro cua C5 trong viém mang
bd dao tu mién (EAU). Ca hai phuong phép di truyén [loai bo C5 (KO), chudt doi KO/

C3], va phuong phap dugc ly (khang thé khang khang thé) da duoc str dung.

Phwong phap

Chuot truong thanh CS7BL/6J (n=25. Jackson labs). C5 KO (n=13) va chuot
C3/C5 KO (n=8) (Regeneron Pharmaceuticals Inc.) duoc su dung. EAU duge cam Ung
bang cach tiém dudi da peptit protein lién két véi retinoit ¢ ngudi (IRBP, New
England Peptide) trong td dugc Freund va thude tiém ho ga trong mang bung. mAb
khang C5 chudt va mAb 16p khang thé dbi chtmg duoc dung dudi da cir sau 3 ngay ké
tr ngay 5 dén 28. Khang thé khang C5 chudt duge st dung trong nghién ciru nay
(MIM17628N) bao gom HCVR/LCVR ctia SEQ 1D NO: 362/363. SPECTRALIS®
HRA+OCT (Heidelberg Engineering, Inc.) dugc st dung dé danh gia muc do viém
trong cac ngay -1, 7, 14, 21 va 28. Tét ca céc dong vat déu duoc tiéu hoa vao ngay 28
dé léy mau va mat. Xét nghié¢m tan huyét cO / khong ¢6 C3 nguot dugce thue hién dé
xdac nhéan su e ché b6 sung. D lidu dugc phén tich bot ANOVA.

Két qua

So v6i chudt hoang da, ty 1€ xuét hién viém (30-50%) va sH luong té bao thuy
tinh thé da giam dang ké & chudt C5 KO (p <0,01). Diém chup cat 16p két hop quang
hoe (OCT) & chudt C5 KO ciing giam déng ké 50% ¢ tudn thir 3 (p <0.0001). Diéu tha
vi la & chudt KO do61 C3 / C5, ¢6 cac cum té bao thuy tinh thé dang ké hon va diém so
bénh cao hon vao ngay 28 so voi chuot hoang da (p <0.05). O dong vat dugce dung
thubc chdng mAb khang CS5 (50mg /kg), ty 1é viém va cum té bao thuy tinh thé thip
hon déng ké so voi nhom khong kiém soat isotype dicu tri vao ngay 21 (p <0.01). O
tudn thu 3 va 4, diém s& OCT ¢ nhom duge diéu tri bang khing thé khang CS thdp hon
déng ké so véi khong didu tri bang 16p khang thé déi chung (p <0.0001). (Fig.7) Cac
xét nghiém tan huyét c6 / khong ¢ C3 ngudi da xéc nhan tac dung Ge ché cua khang

thé khang C5 & tuan thu 4 (Fig.8).
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Kot luln

Viém mat do EAU da duoc giam nhe bang cach e ché hoat dong cua C5. ban

{)e]

cach xoa gen rc ché duoc ly tc ché voi mot khang thé khang CS cu thé. Suy giam C5
chim xudat hién EAU va giam diém bénh OCT. Nhimng két qua ndy chi ra rang C5 la
mot muc tiéu diéu tri tiém nang cho viém mang bo dao tu mién. Khang thé khang C35
6 tac dung bao vé bénh EAU ¢ chudt hoang da. Nhimng phat hién cua ching o1 cung
cho théy réng C3 c6 thé co loi cho bénh EAU ¢ chudt.

Vi du 15: Tac dung cia khing thé khidng CS5 ngudi doi véi viem mang o

0]
=
o

oy
[
(@)
B
=y

tw mién dich

Vi du nay md ta tdc dung cua khing thé khang C35 déi véi CS nguoi trong mo
hinh chudt cia viém mang b6 dao tu mién (EAU). Nhitng con chudt duoe sir dung cho
nghién ctu nay da dugc nhan hoa dé biéu thi protein C35 cia con ngudi bang cong
nghé Velocigene® (Valenzuela et al 2003, Nat. Biotechnol. 21: 652-659). Chudt duge
nhan hoa da duoc thiét ké dé thay thé exon 2 thong qua exon 41 cta gen C5 chudt
bang exon 2 - 42 ctia gen C5 & nguoi.

Phwong phap

Chudt truong thanh, chudt duc duge tiém dudi da o moi dui vai 150ug peptit 1-
20 gin két vai protein retinoit gin két ngudi(IRBP) (GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD)
(SEQ ID NO: 364) (Avichezer et al 2000, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41:127-131)
trong 0,2ml nhu twong CFA. duoc b6 sung chung Mycobacterium tuberculosis
H37RA dén 2,5mg/ml. Tiép theo, lay nhi¢m chudt trong mat voi 1.0pg doc 6 ho ga
(PTX) dé cam tng tinh tu mién dich qua trung gian té bao bang cach thuc diy su phén
cuc Thl cta dap ung mién dich (Thurau et al 1997, Clin. Exp. Immunol. 109: 370-
376; Silver et al 1999, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 40: 2898-2905). Kiém tra trong
lugng co thé dong vat hai lan mot tuan,

Kiém tra nhan khoa duoc thuc hién vao ngay -1. trude khi gdy ra EAU va vao
cac ngay 7, 14, 21 va 28. Chudt dugc gy mé bang ketamin (120mg/kg. [P) va xylazin
(Smg/kg, 1P). Lam gian dong to bang dung dich thude giam dau mat 0,5%
Tropicamide va day mit duoc kiém tra biang kinh ap trong véi may anh day mat trong
mot nén tang chup mach vong mac Spectralis Heidelberg (HRA) + hé théng OCT

(Heidelberg Engineering, Carlsbad, CA. USA).
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Mot day gbm 61 phan quang hoc bén da thu duoc cho mdi mat bang chirc nang
OCT trén hé thong Spectralis HRA + OCT (Heidelberg Engineering, Carlsbad, CA,
USA)). Vung hinh anh OCT tap trung vao dia quang cho phép chup anh bang nhau ¢
trén va du6i ddu day than kinh thi gidc. Do day vong mac duge do bang khodang cich
gitta day cua 16p RPE dén mang gioi han bén trong cla mat. Cac phép do duoc léy
1500pum tu dia quang, va cdc gia tri tr 4 goc phan tu vong mac khac nhau (vi du, cao
cép, kém hon, tam thdi va mii) dugc liy trung binh cho do day trung binh cta mat.

Mire dd nghiém trong ctia thAm nhiém té bao viém vao thuy tinh thé cling duoc
phén loai bang hinh anh OCT, bang cach danh gia s6 luong trung binh cia cac cum té
bao viém trong thuy tinh thé, trong bon lan quét OCT bén ngang qua day than kinh thi
oidc, trén moi mat.

Thang do 4 diém duoc phét trién dé danh gia muc do nghiém trong cta bénh

trong hinh anh OCT (Piém OCT) (Bang 33).

) ~ e
10 hae iy

ng nge {k;\, i)

Bédng 33: Ghi diém s0 EAU in vive st dung ch

Loai Tiéu chuéan

0 Khong thay doi

0.5 (D4u) | Xam nhép t& bao viém nho trong thiy tinh thé, chu yéu ¢ gan dau day
théan kinh thi gidc (<15 cum)

1 X4m nhdp té bao viém nho trong thuy tinh thé. cht yéu ¢ gan dau day
than kinh thi gidc (<25 cum): ton thuong ticu khu ted (dém xam) o ngoai
vi; nép gip vong mac nho & ngoai vi; gidn mach mau vong mac; viém
mang ngoai tim va viém mach

2 Xam nhép té bao viém vira phai trong thuy tinh thé khuéch tan nhiéu hon
nhung khong ¢ ngoai vi xa (<50 cum): pha vo 16p vong mac: hinh thanh u
hat nho dén trung binh véi nép gap vong mac chu yéu ¢ ngoai vi: gidn no
tau; tiéu ndo mang dém khu trd nho: viém mang ngoai tim va viém mach:
phu vong mac nho (<10 pm)

3 Xam nhap té bao viém lan toa tir trung binh dén nang trong thuy tinh thé
(> 50 cum); su pha v& 16p vong mac khuéch tan va cac mach gian trong
16p hat nhan bén trong; hinh thanh tir trung binh dén lén - u hat vaoi nép
gip vong mac trong sudt vong mac; gian mach mau vong mac nghiém
trong; viém mang ngoai tim va viém mach; trung gian lan toa mang dém
lan tda vua phai; phu trung binh dén nang- vong mac (10-40um): bong
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vong mac nho

4 Xam nhép té bao viém lan toa nghiém trong trong thuy tinh thé (> 70
cum); sy gian doan 1op khuéch tan va cdc mach gidn trong 16p hat nhan
bén trong; hinh thanh u hat lan tdéa nghiém trong vai nép gép vOng mac;
rdi loan tdn mach mang dém lan téa nang; viém mang ngoai tim va viém
mach; Thodi héa vdng mac, phu vong mac nghiém trong (mat 20 hodcm.
taing> 40 mm tuong tng); bong vong mac lon

Phan tich théng ké

Céc phan tich théng ké cho dir licu tham sO (rong luong co thé. cum (¢ bao viém
trong thuy tinh thé va do day vong mac) duge thuc hién bang xét nghiem ANOVA mot
chidu va thir nghiém so sanh nhiéu lan ctia Tukey. Dbi voi céc phan tich dit liéu khong
theo ty 1€ (diém OCT va diém mo hoc) duoc thuc hién béng thu nghiém Kruskal-
Wallis va thtr nghiém Dunn, v6i phan mém GraphPad Prism phién ban 5.0d so véi cac
nhom khong diéu tri 16p khang thé déi chimg. Dt licu hién thi gia tri trung binh +
SEM. Gia tri p nho hon 0,05 dugce coi la ¢6 y nghia thong ké.

Két qua

Trong mdt nghién ctru dau tién (Nghién cuu A), chudt duge diéu tri tiém dudi da
¢ sau 3 ngay ké tir ngay thu 5 véi khang thé doi chimg (59mg/kg). 10mg /kg.
SOmg/kg H4H12170P. Diéu tri bang 10mg/kg H4H12170P dan dén giam viém va ton
thuong vong mac (Fig.9). Chuot duoc diéu tri bang 1 mg/kg H4H12170P cling cho
thdy su giam déng ké vé mat thong keé vé diém so6 OCT vao ngay 21 va ngay 28
(Fig.10).

Trong mot nghién ctu thr hai (nghién ctru B). chudt dugc diéu tri tiem dudi da
clr sau 3 ngay ké tr ngay thir 6 v&i khang thé dbi chimg (10mg/kg). 3me/kg. 10mg /kg
H4HI12166P, so vo1 2 (xem vi du 2; Céu trac dicu khién co thé duoc su dung trong cac
vi du sau ddy. Diéu tri bang H4H12166P ¢ muc 3mg/kg hoac 10mg/ke tao ra su giam
lidu lién quan dén diém sb OCT c¢6 ¥ nghia théng ké trong cdc ngay tir 14 dén 28
(Fig.11). Diéu tri bang 10mg/kg H4HI12166P & chudt nhan tao C5 bat dau 6 ngay sau
khi gdy cam ung EAU dan dén giam viém lién quan dén lieu va (6n thuong vong mac

nhu mot ky hiéu OCT thu duoc vao ngay 14 dén 28 (Fig. 12).
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D61 voi ca hai nghién cuu, ddnh gia khong xam lan, trong cudc song ctia OCT
cho thdy sy phat trién tién trién cta viém, tang do day vong mac va bat thuong hinh
thdi & dong vat dbi chirng sau khi ching ngira bang IRBP.

Két lugn

Céc thir nghiém nay tao ra thém bang chimg duge 1y rang CS5 doéng vai tro trong
sinh bénh hoc cta viém mang bd dao tu mién. Sy suy giam duge ly cia con nguoi C3
do khéng thé khang khang thé hoan toan & nguoi C5 da tri hoan tv 1¢ mic EAU va
oiam muc do nghiém trong cta bénh. thiét 1ap hi¢u qua cla cdc khéng thé nay trong
nhuoc co tu mién.

Vi du 16: Tdc dung cuia khang thé khang C5 dbi véi thuong tdu t4i twéi mau do
thiéu méu than

Nghién ctru hién tai dugc thuc hién dé danh gia vai tro coa CS trong 16n thuong
tAi tudi mau do thiéu méu cuc bd than. Ca hai phuong phap di truyén (str dung chudt
dot quy C3 va chudt dot quy C5) va phuong phap duogce Iy (su dung khing thé khang
C5) da duogc s dung. M0 hinh tai twdl mau thiéu mau cuc bo duoc gay ra béng cach
kep hai bén than trong 45 phut sau 48 gio tdi tudi mau. Sham mo ndi soi lam déi
chimg. Khang thé khang CS dugc tiém tinh mach véi lidu 50mg/kg dudi dang lidu duy
nhat ngay sau khi thiéu mau cuc bd (thude chira bénh): Tiém dud: da hai licu. ngay -1
va ngay | phiu thuét (ngin ngtra). Khang thé khang C5 duoc st dung cho nghién ciru
nay 1a MIM17628N bao gom HCVR / LCVR ctia SEQ 1D NO: 362/383. Nito uré miu
(BUN) va chit danh ddu creatinin huyét thanh da duge sir dung dé ddnh gia muc do

bénh va bao v¢ & chudt.

r

didu tri bing khing thé khang C5 (MI1M17628N) trong mé hinh ngiin ngira va
didu tri

BUN, % thay doi RIRI + t4 dugc RIRI + khéng thé

doi ching
Ngay 2 Ngay 2

RIRI + MIMI7628N | -37.19 -34.68

(Prev)

RIRI + MIMI7628N | -53.70 -51.85
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(Cur)

Bang 35: Ty 1¢ phan trim thay déi vé ham lwong creatinin huy¢t thanh ¢ chudt
dwoc diéu tri bang khang thé khang C5 (M1M17628N) trong md hinh ngin ngira

va diéu tri

SCr, % thay doi RIRI+td duge | RIRL + khang thé
doi chumg
Ngay 2 Ngay 2
RIRI + MIMI17628N | -53,09 -49.34
(ngin ngura)
RIRI + MIM17628N (diéu | -59.40 -56,16
tri)

So v6i chudt hoang da. chudt dot quy C3 va C5 cho thiy su bao vé chirc ning
dang ké trong md hinh RIRI ctia chan thuong than cép tinh, bang chimg la giam nong
do nito uré trong mau va néng dd creatinin trong huyét thanh. Khang thé khang C5 cho
thdy su bdo vé chirc nang trong mo hinh RIRI ¢ ca hai ché do ditu tri va phong ngira
(Bang 34-35).

Vi du 17: Tac dung ctia khing thé khang C5 ddi véi viem than luput

Vi du nay mo ta hiéu qua cua khang thé khang C5 trong diéu tri viém than luput
trén mo hinh chudt.

Luput ban do hé théng (SLE) la mot roi loan tu mién dich gay ra do mat kha
nang tu khang nguyén, san xuat cic khang thé tuw dong va ling dong cac phuc hop
mién dich b dinh bd sung (IC) trong cac mod bi ton thuong. SLE duoc dic trung boi
mot loat cac biéu hién lam sang va cac co quan dich, véi viem than lupus la mot trong
nhing bién chung nghiém trong nhat. Bo sung kich hoat ¢ than ctia bénh nhan viém
than lupus gop phan gy viém va ton thuong mo. Hiéu qua cia khang thé khang CS
trong diéu tri viém than lupus da duogc nghién cou ¢ chuot NZB W1, md6 hinh chudt tu
phat cua viém than luput (Yang et al 1996, PNAS). Chuot phat trién bénh tu mién

giong nhu SLE nguoi, tu khang thé voi khang nguyén hat nhan va protein mang té
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bao, giam gama globulin, albumin nicu, protein nicu, khot phat viem cdu than phire tap
mién dich va chét vi suy than ¢ giai doan 35 dén 50 tudn tuoi.

Trong nghién ctru nay, chudt New Zealand 25 tuan tuodi duge didu tri tiém dudi
da véi 30 mg/kg khang thé dbi chimg, khang thé khang C5 hai lan mot tuan trong 8
tuan sau do ba lan mdt tudn trong 10 tuan. Cic khang thé chdng chuot CS duge su
dung cho nghién curu nay lan luot 1a MIM17628N va MIMI17627N. HCVR / LCVR
cua SEQ ID NO: 362/343 va 365/366.

Viéc didu tri bang khang thé khang CS cai thién déng ké ty 1& séng sot & chudt
(Fig.13). Ca hai khang thé déu cai thién albumin ni¢u sau 8-14 tuan dicu i (Fig.14),
va 115ng dd nito uré mau trong 12-16 tuén diéu tri (Fig.15).

BN S, |
bao hinh sao

[$=PN

]
[P
P

Vidu 18: Hiéu qua ctia khéng thé khdng CS5 khang sy chét

o

Viém ddy than kinh thi gidc (NMO) la bénh tu mién dich ctia hé than kinh trung
uvong (CNS) ma chu yéu anh huong dén than kinh thi gidc va tuy séng. Trong NMO,
tu khang thé khang aquaporin-4 (AQP4-Ab) géy ton hai cho té bao hinh sao bing cach
hoat hoa tinh doc té bao phu thude bo sung (CDC). Muc tiéu cua aghien ciru nay la dé
danh gid vai trd cua hé bd sung trong tién trinh NMO va st dung khang thé khang
protein bé tro dudi dang diéu tri bénh hicu luc ddi véi NMO.

Té bao hinh sao cta vé ndo chudt so cép thu duoc tr vd ndo cua chudt con sau
khi sinh va duoc nudi cdy voi AQP4-AD (khang thé “rAb-53" tir cong bo don yéu cau
cép patent My s6 2014/0170140; Bennett et al 2009, Ann. Neurol. 66: 617-629) va
protein b6 sung ching minh doc té bao qua trung gian té bao. Tiép theo. cac thi
nghiem duogc lap lai véi vice bd sung khang thé khdng C5 dé chirmg minh su phong bé
phé huy té bao hinh sao.

Dé dinh luong su chét té bao. thir nghiém doc té bao huynh quang CytoTox-
Glo™ dugc thuc hién. Thir nghiém nay su dung céc nong do khéc nhau cia khang thé
khiang C5 (0,001pg/ml, 0,0lpg/ml. O.1pg/ml. Tpg/ml. 10pg/ml. 100ug/ml. hodc
1000pg/ml) hodc khang thé déi chtmg thudc 1op khing thé.

Dé x4c dinh xem liéu khang thé khang CS ¢6 phong bé CDC cam g AQP4-Ab
hay khong, phu té bao hinh sao va thir nghiém doc té bao CytoTox-GloTM duoc lap
lai dé x4c dinh liéu t8i uu cia AQP4-Ab cho vice phu do. Nong do toi uu cia AQP4-

Ab duge tim thay la SOpg/mL va trong thir nghiém tiép theo, licu cd dinh ctia AQP4-
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Ab (50pg/mL) duge st dung, trong khi liéu khang thé khang C5 duoc thay d6i. Nhu
dugc thé hién trén Fig.16, viéc giam RLU duge nhin thdy (trung binh 300k dén trung
binh 100k) vai su gia ting luong khang thé khang C5 chimg minh rang khang thé
khang CS5 phong bé sy chét cua té bao hinh sao. Doi voi ca hai thir nghiém, RLU
khéng lam thay doi khang thé ddi ching thudc 16p khiang thé. Nhu dugce thé hién trén
Fig.16, khang thé khéng C5 trc ché doc té bao cam tmg AQP4 Ab trén té bao hinh sao
cia v6 ndo v6i IC50 tir 15 dén 17nM.

Trong nghién ctru tiép theo, khang thé khang AQP4 va khing the khiang CS sé
duoc tiém vao trong ndo chudt dé danh gid hicu qua dicu tri chong doc & bao qua

trung gian bo sung cua t¢ bao hinh sau trong CNS.

Vidy 19: Thir nghiém biéu mo

Vi du nay mo ta thtr nghiém bicu md than in vitro dé thir nghiém néu khang téh
khang C5 phong bé su loai hét C5b-9 va C3.

Céc phuong phép tai tao dé danh gia tic dung tc cta duge chét doi voi sy hoat
hod bd sung 14 can thiét dé phat trién cén 1am sang. Do tinh phuc tap cua con duong
hoat hod bé sung, thir nghiém sé sir dung té bao thich hop va cic diém cudi ddi v6i chi
dinh diéu tri da néu. Trong ban mo ta nay, bang cach st dung dong té bao bicu md

than duoc lam bat hoat cua nguoi (HGECs), md hinh loai hét C3 & C5 bo sung san co

N

dé str dung viéc danh gia hoat tinh phong bé cua cac mAb khang C3 hoidc C5.
Phwong phap

Té bao biéu mo than nguoi (HGEC; Cell Biologics) dugc phu qua dém trong moi
truong day du vao trong dia 96 giéng day trong mau den duge phi colagen 1. Xur Iy té
bao bang PBS (ddi chimg) hodc hoat hoa trong 10 pht bang 10uM ADP. Sau khi rira
béng PBS, thém 50% huyét thanh nguot (bao {on bo sung. loai hét C3 hodc loai hét
C5) trong 4 gid. Thém khang thé khang C5 & Img/mL vao huyét thanh trude khi xu ly.
Rira té bao va cd dinh va tao ddu do bang khang thé khang C3b (Thermofisher)
va/hodc khang thé khang C5b-9 (Abcam). khéng thé thu hai va nhuém bang DAPI.

Chup anh trén ImagExpress va viéc phan tich hinh anh han lugng cao dugce su dung dé
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dinh luong viéc nhuém huynh quang doi v&i moi dnh va tinh tri sO trung binh trong

moi diéu kién.

Su két ling C3 va C5b-9 duge quan sat trén HGEC hoat hod ADP dugc tiép xuc
v61 huyét thanh ngudi binh thuong nhung khong phai trén HGEC khong hoat hoa (C3:
1,5x107+1,0x107; CS: 7,9x10%6,6x10°% P<0.05 so voi HGEC hoat hod khong ADP).
Su két lang C3 va C5b-9 duoc giam dang ké trén HGEC hoat hoa ADP tiép xtc voi
huyét thanh loai hét C3 hogc C5 (C3: 3.3x10°+4,8x10% C5: 1,5x10°+6.0x107, P<0.05),
Viéc bd sung mAb khang C5 phong bé lam giam déng ké huyét thanh ngudi binh
thuong thu din dén su két ling C5b-9 trén HGEC hoat hoa ADP. su két lang so sanh
duoc voi huyét thanh loai hét CS (CS mAb: 1.02x10%6.0x10°.  mAb dbi chung

3.7x10%1,6x10°, P<0,05 so voi mAb déi chung).

Két lu

ew)?

n

Cac dir liéu nay chirng minh tinh hitu ich cua thu nghiém nd1 mo thin nguoi in
vitro doi voi su két lang C3 va CS bo sung theo mo hinh. Ngoai viée sang loc in-vitro,
thtr nghiém nay khién cho m6 hinh dich ma c¢6 kha dnng danh gid cac chién luoc

khang bo sung & cac bénh than st dung nguoi bénh tao ra cac mau huyct thanh.

Séng ché khong bi gidi han & pham vi theo cdc phuong 4a cu th¢ duge mo ta
trong ban mo t4 nay. Thuc vay, cac cai bién khic nhau clia sang ché ngoai cac cai bién
duoc mo ta s& tré nén ro rang déi voi nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
dua vao phdn mo ta trén day va cac hinh vé kém theo. Cac cai bién nhu vay duge du

dinh nam trong pham vi bao ho cua yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé hoiic méanh gin két khang nguyén cia né ma gén két dic hiéu v6i protein
yéu t& bb sung 5 (C5), trong dé khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cia né
bao gbm
viing bién ddi chudi niang (HCVR) bao gém
HCDRI bao gdm trinh t axit amin & SEQ ID NO: 100,
HCDR2 bao gém trinh tu axit amin Ia SEQ ID NO: 102, va
HCDR3 bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 104,
va ving bién ddi chudi nhe (LCVR) that bao gdm
LCDRI1 comprising an amino acid sequence of SEQ ID NO: 108,
LCDR2 bao gdm trinh ty axit amin 13 SEQ ID NO: 110, va
LCDR3 bao gdm trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO: 112.
2. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta no theo diém 1, trong do khang thé

nay ¢6 mét hodc nhiéu dic diém sau:

(a) c¢6 nong do huyét thanh khong nhiéu hon 10pg/mL qua ngay 70 khi ding
cho khi dau cho;

(b) phong bé su tan huyét theo con duomg c6 dién (CP) qua ngay 35 khi dung

cho khi dau cho, nhu do duoc trong thir nghiém tan huyét ex vivo;

(c) phong bé sy tan huyét theo con duong thay thé (AP) qua ngay 35 khi dung

cho khi déu cho, nhu do dugc trong thir nghiém tan huyét ex vivo;

(d) ¢6 ntra chu ky phan rd huyét thanh khong nhiéu hon 10 ngay trong khi déu

cho;

(¢) c6 ndéng do huyét thanh khong nhidu hon 10pg/mL qua ngay 40 khi dung

cho chudt dugc lam gidng ngudi C3;

(f) phong bé su tan huyét CP qua ngay 30 khi dung cho chudt dugc lam gibng

ngudi CS, nhu do dugce trong thir nghiém tan huyét ex vivo; va

(g) ¢6 nira chu ky phén rd huyét thanh nhiéu hon 10 ngay & chudt dugc lam

gibng ngudi C5.
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3. Khéang thé hosic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém 1 hoic 2, trong do
khang thé con c¢6 dic diém duge chon tir nhdém gdm c6:

(a) 1a khang thé don dong hoan toan ciia ngudi;

(b) gén két véi C5 ngudi véi hing s phan ly (Kp) nho hon 0,9nM & 25°C, nhu
do dugc trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit;

(c) gin két v&i C5 ngudi vi Kp nhoé hon 0,3nM ¢ 37°C, nhu do dugc trong thir
nghiém cong huong plasmon bé mit;

(d) gén két véi C5 khi v6i Kp nhd hon 65nM, nhu do duoe trong a thir nghiém
cong hudng plasmon bé mit;

(e) gin két voi bién thé R885H (SEQ ID NO: 356) C5 ngudi v6i Kp nhd hon
0,501M, nhu do dugc trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit;

(f) gin két voi bién thé R885C (SEQ ID NO: 357) C5 ngudi v6i Kp nhd hon
0,5nM, nhu do duogc trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mat;

(g) phong bé sy tan huyét theo con dudng cb dién (CP) qua trung gian C5 ngudi
lon hon 95% va vgi ICsg nhd hon 6nM, nhu do dugc trong thir nghiém tan huyét CP;

(h) phong bé su tan huyét theo con dudng thay thé (AP) qua trung gian CS5
nguoi nhiéu hon 70% va vé6i ICs, nhé hon 165nM, nhu do duge trong thir nghiém tan
huyét AP;

(i) e ché sy tan huyét CP qua trung gian C5 khi xanh chau Phi véi ICsy nho

hon 185nM, nhu do duge trong thir nghiém tan huyét CP;

(j) e ché su tan huyét AP qua trung gian C5 khi xanh chéu Phi vé6i [Csy nho
hon 235nM, nhu do dugc trong thir nghiém tan huyét AP;

(k) dc ché su tan huyét CP qua trung gian C5 khi dau ché vai ICsy nhd hon

145nM, nhu do duge trong thir nghiém tan huyét CP; va

(1) trc ché su tan huyét AP qua trung gian C5 khi dau ché vé6i ICsy nhé hon
30nM, nhu do dugc trong thir nghiém tan huyét AP.
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4. Khéang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo diém bat ky trong s6 cac

diém tir 1 dén 3, trong d6 HCVR chira trinh ty axit amin néu trong SEQ [D NO: 98,

5. Khéng thé hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém bt ky trong sb cac

diém tir 1 dén 4, trong d6 LCVR chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 106.

6. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta n6 theo diém bat ky trong sé cac
diém tir 1 dén 3, trong d6 HCVR chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 98 va
LCVR bao gom trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 106.

Khéng thé hodc manh gan két khdng nguyén cua no theo diém bat ky trong s6 cac
diém tr | d€n 6 bao gém chuoi néng va chudi nhe, trong dé chudi ning bao gém trinh

tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 353.

8. Khing thé hodc manh gdn két khang nguyén cta nd theo di€ém bat ky trong so cac
diém tr | dén 7 bao gom chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi nhe bao gdm trinh

ity axit amin néu trong SEQ ID NO: 354.

9. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo diém theo diém bat ky trong s6
cac diem wr 1 dén 9 bao gdbm mdt cip trinh tu axit amin chudi ning/chudi nhe néu

trong SEQ ID NO: 353/354.

10. Duge pham bao gom khang thé hodc manh gin két khéng nguyén ctia ndé ma gin
két vdi C5 theo diem bat ky trong s0 cac diém tir 1 dén 9 va chat mang hoic chat pha

lodng dugc dung.

11. Phén ttr polynucleotit dwgc phan ldp bao gém trinh tu polynucleotit ma ma hoa

HCVR ctia khang thé theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 9.

12. Phan tir polynucleotit duge phén 14p bao gdm trinh tu polynucleotit ma ma ho4

LCVR cua khang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.
13. Vecto bao gbm trinh tw polynucleotit theo diém 11 hodc 12.

14. Té bao biéu hién vecto theo diém 13.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> KHANG THE GAN KET DAC HIEU V&I PROTEIN YEU TO BO SUNG 5 (C5) VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130> 10168wWO01

<150>
<151>

62/349,705
2016-06-14

<150>
<151>

62/405, 561
2016-10-07

<150>
<151>

62/422,107
2016-11-15

<16U> 366

<170> FastSEQ dung cho Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 1

caggtgcagc
tcctgtgtag
ccaggcaagg
tcagactccyg
ctgcaaatga
cccatagcac

<210> 2

<211> 119
<212> PRT
<213>

<220>

<223> téng

<400> 2

Gln val
1

Ser Leu Arg

Gln

Gly Tle His
35
Ile

Ala val

50
Lys Gly

65

Arg

Trinh

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cagtccctga

tu nhan

hop

Leu Val

Leu
20
Trp

Ser
Val
Trp Asp

Phe TIle

70

Gl
Cys
Arg
Asp

ITle

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcatcatc
aggcgaggac
ctattggggce

tao

u Ser Gly

Val Ala

Gln Ala
40
Gly
55
Ser

Asn Asn

Arg Asp

gtggtccagce
agttatggca
atatgggatg
tccagagaca
acggctgttt
cagggaaccc

Gly Gly
10

Gly

Val

Ser
25
Pro

Phe
Lys
Ile

Asn

Asn

-152-

ctggaaggtc
ttcactgggt
atggaaataa
attccaggaa
attactgtgce
tggtcaccgt

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ser

Gly

Tyr
60

Arg Lys

Pro
Ser
Glu
Asp

Thr

cctgagactce
ccgccaggct
tataaactat
gacagtgtat
gagagatgcc
ctcctca

Gly
15
Ser

Arg
Tyr
Val
val

Tyr
80

60

120
180
240
300
357
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Gly Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90
Ala Arg Asp Ala Pro Ile Ala Pro Val Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 3
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 3
ggattcacct tcagtagtta tggc

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 5
atatgggatg atggaaataa tata

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 6

Ile Trp Asp Asp Gly Asn Asn Tle
1 5

<210> 7

<211> 36

-153-

110

95

24

24



<212>
<213>

ADN

<220>

<223> tdng hop

<400> 7

41479

Trinh ty nhéan tao

gcgagagatg cccccatagc accagtccct gactat

ctgtaggaga
cctggtatca
tagacactgg
ccatcagcag
attcgtacac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggcctg

-154-

Ser
Ser
Pro
Ser

60
Ser

<210> 8
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdédng hop
<400> 8
Ala Arg Asp Ala Pro Ile Ala Pro Val Pro Asp Tyr
1 5 10
<210> 9
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 9
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agttggttgg
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagag ttcactctca
gatgattttyg caacttatta ctgccaacag tataatactt
gggaccaaac tggagatcaa a
<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Asp Thr Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Tle
65 70 75
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Ser

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

36

60

120
180
240
300
321



85

Thr Phe Gly Leu Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 11
cagagtatta gtagttgg

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 12
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 13
aaggcgtct

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 14
Lys Ala Ser
1

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

41479

105

-155-
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<220>

<223> tbdng hop

<400> 15

41479

caacagtata atacttattc gtacact

ttggtcaagc
gactactaca
attagcagta
tccagggaca
acggccgtgt
cagggaaccc

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro

Gly Lys

Thr Ile Lys
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe

Tyr Asp

<210> 16
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 16
Gln Gln Tyr Asn Thr Tyr Ser Tyr Thr
1 5
<210> 17
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 17
caggtgcaac tggtggagtc tgggggaggce
tcctgtgcag cttctggatt caccttcagt
ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatat
gcagactcta tgaagggccg attcaccatc
gtggaaatga acagcctgag agccgaggac
agttcgtccg actactttga ccactggggc
<210> 18
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 18
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala
35 40
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Asn
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Val Glu Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Tyr Lys Ser Ser Ser Asp
100

105

-156-

ctggagggtc
tgagctggat
gtggtaatac
acgccaagaa
attactgtgc
tggtcaccgt

Val Lys Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Lys Ser

Ala Val Tyr

His Trp Gly

110

cctgagactc
ccgccaggcet
cataaaatat
atcactgttt
gaggtataaa
ctcctca

Gly
15

Asp

Gly
Tyr
Trp Val
Ser Met

Phe
80
Cys

Leu

Tyr
95

Gln Gly

27

60

120
180
240
300
357



41479

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

19

24

ADN

Trinh ty nhé&n tao

téng hop

19

ggattcacct tcagtgacta ctac

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

<220>
<223>

<400>

20

8

PRT

Trinh tu nhé&n tao

téng hop

20

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

21

24

ADN

Trinh tu nhan tao

tdéng hop

21

attagcagta gtggtaatac cata

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

<220>
<223>

<400>

22

8

PRT

Trinh tu nhdn tao

téng hop

22

Ile Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ile

1

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

<220>

5

23

36

ADN

Trinh tu nhéan tao

-157-
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<223> tdng hop

<400> 23

41479

gcgaggtata aaagttcgtc cgactacttt gaccac

24
12
PRT

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

<220>
<223>

<400> 24

tdng hop

Trinh tu nhan tao

Ala Arg Tyr Lys Ser Ser Ser Asp Tyr Phe Asp His

1

5

Ala

Ala

Ala

10

ctgtctttgt
agttacttag
gcatccaaca
ttcactctca
tctggcaact

Thr
10
Ser

Leu

Gln
25
Gly Gln Ala

TIle Pro

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgce
ccatcagcag
ggccgctcac

Ser Leu

Ser Val
30
Pro Arg
45
Ala Arg

60

Ser
Arg
Leu

Phe

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcc
cctagagcct
tttcggcgga

Pro
15
Ser

Gly
Tyr
Ile

Leu

Ser Gly

<210> 25

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 25

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc

ctctcectgca gggccagtca gagtgttagg

ggccaggctc ccaggctcct catctatgat

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac

gaagatttag cagtttatta ctgtcagcag

gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 26

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 26

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val

100

Leu

Gln

Glu
105

-158-

Thr

Gln
90
Ile

ITle
75
Ser

Lys

Ser

Gly

Ser

Asn

Leu

Trp

Glu

Pro
95

Pro
80
Leu

36

60

120
180
240
300
321



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

<220>
<223>

<400>

27
18

ADN

Trinh tu nhén tao

téng hop

27

cagagtgtta ggagttac

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

<220>
<223>

<400>

28

6

PRT

Trinh tu nhéan tao

tdng hop

28

Gln Ser Val Arg Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

NN

ADN
Trinh tu nhan tao

téng hop

29

gatgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

30

3

PRT

Trinh tu nhan tao

téng hop

30

Asp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

31

27

ADN

Trinh tu nhén tao

téng hop

31

41479

-159-
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cagcagtctg gcaactggcc gctcact

gtggtccage
acttatggca
atctgggatg
tccagagaca
acggctgttt
cagggcaccc

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 32

Gln Gln Ser Gly Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 33

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 33

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
Lcctgtggag cgtctggatt caccttcagt
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
gaggtcgccc cagttgggga ctactggggce
<210> 34

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 34

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg
His
35

Ile

Gly Met

Ala Val
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Asp

Thr Val

115

Leu

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Trp Asp

Phe Thr
Ser
85

Glu

Asn

Ser
100

Thr vVal

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Val

Ser

Ser Gly

Gly Ala

Gln Ala
40
Gly Asn
55
Ser Arg

Arg Ala
Ala Pro

Ser

Asp

Gly Gly val

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asn
Glu Asp
90
Val Gly
105

Asp

-160-

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaaataa
attcgaagaa
attactgtgc
tggtcaccgt

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly
Tyr
Lys Asn
Ala Val

Tyr Trp

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Gly
110

cttgagactc
ccgccaggcet
taaatattat
cacgctgtat
gagagattca
ctcctca

Gly
15
Thr

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly

27

60

120
180
240
300
357
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<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 35
ggattcacct tcagtactta tggc

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 36
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Gly
1 5

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 37
atctgggatg atggaaataa taaa

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 38

Ile Trp Asp Asp Gly Asn Asn Lys
1 5

<210> 39

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 39
gcgagagatt cagaggtcgc cccagttggg gactac

-161-
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10

ctgtctgcat
aggtggttgg
gcgtctagtt
ttcactctca
tataatgatt

Thr
10
Ser

Ser Leu
Ala
25
Gly

Gln
Ala

Gly Pro

Leu Thr Ile

75

Gln Gln Tyr
90

Glu TIle

105

Lys

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attcgtacac

cagagtcact
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Ser Ala

Ser Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asn Asp

<210> 40
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 40
Ala Arg Asp Ser Glu Val Ala Pro Val Gly Asp Tyr
1 5
<210> 41
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 41
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc
atcatttgcc gggccagtca gagtattaac
gggaaggccc ctaaactcct gatctataag
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gatgattttg cagcttatta ctgccaacag
gggaccaagc tggagatcaa a
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Ile Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Asp Asp Phe Ala Ala Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu
100
<210> 43
<211> 18
<212> ADN

-162-

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Arg
Leu
Ser

Gln

Ser
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

60

120
180
240
300
321



41479

<213> Trinh tu nhén tao

f\) N

<220>
<223> tbdng hop
<400> 43

cagagtatta acaggtgg

<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 44
Gln Ser Tle Asn Arg Trp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 45
aaggcgtct

46

3

PRT

Trinh ty nhéan tao

— O
v

VvV VvV

<
<z

1
1
l
1

A
[\) l\) I‘v 1\)
(JJ [}

<220>
<223> téng hop

<400> 406
Lys Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 47
Caacagtata atgattattc gtacact

<210> 48
<211> 9

-163-

18



41479

ttggtccagce
gaccactata
attagaaaca
accatctcaa
gatgacacgg

gtctggggcc

ctggagggtc
tggactgggt
aagctaacgc
gagatgattc
ccgtatatta
aagggaccac

cctgagactc
ccgccaggcet
ttataacaca
acagaattta
ttgtgttaga
ggtcaccgtc

Gly Asp
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Ala Tyr

Ser Arg
Thr
90
Tyr

Lys

Ala
105

Ser Ser

<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 48
Gln Gln Tyr Asn Asp Tyr Ser Tyr Thr
1 5
<210> 49
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 49
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt
ccagggaagg ggctggactg gattggccgt
gaatacgccg cgtctgtgag aggcagattc
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc
gtctggaact acgcctactt cgctatggac
tcctcea
<210> 50
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbdng hop
<400> 50
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Tyr Met Asp Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Gly Arg Ile Arg Asn Lys Ala Asn
50 55
Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
85
Tyr Cys Val Arg Val Trp Asn Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val
115 120
<210> 51
<211> 24
<212> ADN

-164-

Leu
Phe
Lys
Asn
Asp
75

Asp

Phe

vVal
Thr
Gly
Thr
60

Asp

Asp

Ala

Gln
Phe
Leu

45
Glu

Pro
Ser
30

Asp
Tyr
Gln

Ala

Asp
110

Gly
15

Asp
Trp
Ala
Asn
Val

95
Val

His
Ile
Ala
Leu
80

Tyr

Trp

60

120
180
240
300
360
366



41479

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 51
ggattcacct tcagtgacca ctat

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Phe Ser Asp His Tyr
1 5

<210> 53

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 53
attagaaaca aagctaacgc ttataacaca

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 54
Tle Arg Asn Lys Ala Asn Ala Tyr Asn Thr
1 5 10

<210> 55

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 55
gttagagtct ggaactacgc ctacttcgct atggacgtc

<210> 56
<211> 13

-165-

24

30

39



41479

Asp

10

ctatctgcat
atctttttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acgtacaata

Ser
10
Ser

Ser

Ser
25
Gly Glu
Val
Leu Thr

75
Gln Gln
90
Ile Lys
105

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Thr

ctgtgggaga
actggtatca
tacacagtgg
ccatcggcag
ccatattcac

Ser Ala

Asn Ile
30
Asn
45
Arg

Pro

Ser
60
Gly Ser

Tyr Asn

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 56
Val Arg Val Trp Asn Tyr Ala Tyr Phe Ala Met Asp Val
1 5
<210> 57
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 57
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc ggtcaagtca gaacattgga
ggggaagccc ctaacctcct gatctccget
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagat
gaagattttg cgacttacta ctgtcaacag
gggaccaaag tggatatcaa a
<210> 58
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Ser Ala Ala Ser Ser Leu His Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val
100
<210> 59
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

-166-

Ser
Gly
Leu
Phe
Leu

Thr

cagagtcacc
acaaaaacca
ggtcccttca
tctgcagccect
tttcggecect

Val
15
Ile

Gly
Phe

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Ile Phe

95

60

120
180
240
300
321



<223>

<400>

ctdng hop

59

cagaacattg gaatcttt

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

<220>
<223>

<400>

60

6

PRT

Trinh tu nhan tao

tédng hop

60

Gln Asn Ile Gly Ile Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5

61

9

ADN

Trinh ty nhé&n tao

téng hop

61

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

62

3

PRT

Trinh tu nhé&n tao

téng hop

62

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

63

27

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

63

Ccaacagacgt acaataccat attcact

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

64

9

PRT

Trinh tu nhén tao

41479

-167-

18

27



<220>

<223> tdng hop

<400> 64

41479

Gln Gln Thr Tyr Asn Thr Ile Phe Thr

1

<210> 65
<211> 363
<212> ADN

5

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> téng

<400> 65
gaggtgcage
tcctgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
gagcaactcg
tca

<210>
<z11>
<212>
<213>

66
121
PRT
Trinh

<220>
<223> tbng
<400> 66
Glu Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Ala Met Asn

35

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gactggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tctactggta

tu nhéan

hop

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Glu
Cys

Arg

tgggggagac
cacctttagc
ggtctcagct
gctcaccatc
agccgaggac
cttcgatctc

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Gly

40

ttggtacagce
agctatgcca
attagtggtc
tccagagaca
acggccgtat
tggggccgtyg

Gly Asp Leu

10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

ctggggggte
tgaactgggt
gtggtgatag
attccaagaa
attactgtgt
gcaccctggt

Val Gln

Thr Phe
30

Leu

45

Gly

Pro

Ser

Glu

Al
50
Gl

Ser

Lys
65
Leu G1
Val

Arg Gl

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

<220>

Lys

a Ile
y Arg
n Met
Glu
y Thr

115

67

24
ADN
Trinh

Ser
Leu
Asn
Gly

100
Leu

Gly
Thr
Ser
85

Glu

Val

tu nhan

Arg
Ile
70

Leu

Gln

Thr

tao

Gly
55
Ser

Arg

Leu

Asp
Arg
Ala
Val

Ser
120

-168-

Ser
Asp
Glu
Tyr

105
Ser

Thr
Asn
Asp

90
Trp

Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Tyr
60

Lys
Ala

Phe

Ala

Asn T

Val

Asp

Tyr

Leu
110

cctgagactc
ccgccagggt
Ctacatactac
cacgctgtat
gaaagagggg
caccgtctcce

Gly
15
Ser

Trp

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Trp

60

120
180
240
300
360
363



41479

<223> tdng hop
<400> 67
ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 69
attagtggtc gtggtgatag taca

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 70
Tle Ser Gly Arg Gly Asp Ser Thr
1 5

<210> 71

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 71

gtgaaagagg gggagcaact cgtctactgg tacttcgatc tc

<210> 72

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-169-

24

24

42



<220>

<223> tdng hop

Val Lys Glu Gly Glu Gln Leu Val Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu

41479

<400> 72
1 5
<210> 73
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 73
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gaccattagce
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcet
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttt caacttactt ctgtcaacag
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 74
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 74
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ser Thr Tyr Phe Cys
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 75
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 75

Ala

10

ctgtctgcat
aactttttac
gcatccagtt
ttcactctca
agttacacta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

Ser

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-170-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccgcetcecac

Ser Ala

Thr 1le
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr Thr

Ser Val

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr Pro

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

Gly
15

Asn Phe
Leu

Ser Gly

Gln Pro
80
Leu
95

60

120
180
240
300
321



41479

cagaccatta gcaacttt

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 76

Gln Thr Ile Ser Asn Phe
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 77
gctgcatcc

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

220>
223

VANIAN
\V

téng hop

<400> 78
Ala Ala Ser
1

<210> 79

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 79
caacagagtt acactacccc gctcact

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

-171-

18

27



<400> 80

41479

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Leu

1

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

81
363
ADN

<220>
<223> tdng

<400> 81
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
acagactccg
ctgcaaatgc
acagtcacta
Cca

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

82
121
PRT
Trinh

<220>
<223> tbng
<400> 82
Glu Val
1
Ser

Gln
Leu Arg

Ala Met Thr
35

Ala Ile
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Gly

Gln Gly Thr

115

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

83

24
ADN
Trinh

<220>
<223> téng

<400> 83

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaaaggccg
acagcctgag
cggggtacgg

tu nhéan

hop

Leu Val

Leu
20
Trp

Ser
Val
Ser Gly
Phe Thr
Ser

85
Thr

His
Thr

100

Thr Val

tu nhan

hop

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Val

Thr

Trinh tu nhan tao

tgggggaggc
cacctttaac

ggtctcagct
gttcaccatc
agtcgaagac
tatggacgtc

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Val

Thr Thr

Val Ser

120

tao

Gly

Asp

Gly

Thr

ttggtgaggt
agatatgcca
ataagtggta
tccagagaca
acggccatat

tggggccaag

Gly
10
Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Ser Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asn
Glu Asp
90
Tyr Gly
105

Ser

-172-

cgggggggtc
tgacctgggt
gtggtagcag
attccaagaa
attattgtgc
ggaccacggt

Val

Thr Phe
Leu
45

Thr

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala TIle

Met Asp

Ser
Asn
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Val
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
ttcggtggat
gagagggact
caccgtctcc

Gly
15

Arg
Trp
Ser
Val Asp
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363



41479

ggattcacct ttaacagata tgcc

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<223> tdng hop

<400> 84
Gly Phe Thr Phe Asn Arg Tyr Ala
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 85
ataagtggta gtggtagcag caca

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

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

<210> 87

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 87
gcgagaggga ctacagtcac tacggggtac ggtatggacg tc

<210> 88

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

-173-



41479

ctgtaggaga
attggtatca
tgaaggcagg
ccatcagcag
tcccatacac

Ala

Ile

30
Lys
45
Ser Arg

60

Ser

Thr

Leu

Phe

Ser

Asp

Ser

Asp

Leu

Leu

<400> 88

Ala Arg Gly Thr Thr Val Thr Thr Gly Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 89

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 89

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgecat

ttcacttgcc aggcgagtca ggacattacc aattctttaa

gggagagccc ctaagctcct gatctacgat gcatcgtatt

agattcagtg gaagtggatc tgggacagat tttactttca

gaagatattg caacatatta ctgtcaacaa tatgatgatc

gggaccaagc tggagatcaa a

<210> 90

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> tbdng hop

<400> 90

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

Asp Arg Val Thr Phe Thr Cys Gln Ala Ser Gln

20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Arg Ala
35 40
Tyr Asp Ala Ser Tyr Leu Lys Ala Gly val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Tle
65 70 75

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

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

<210> 91

<211> 18

<212> ADN

<Z213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 91

caggacatta ccaattct

<210> 92

-174-

cagagtcacc
acagaaacct
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val
15
Asn

Gly
Ser

Leu Ile

Ser
Gln Pro
80
Pro Tyr
95

60

120
180
240
300
321

18



41479

S
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 92

Gln Asp Ile Thr Asn Ser
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

D

20>
23> tbéng hop

<2

[AN]

<400> 93
gatgcatcg

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<223> tdng hop

<400> 94
Asp Ala Ser
1

L

<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 95
Caacaatatg atgatctccc atacact

<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 96

Gln Gln Tyr Asp Asp Leu Pro Tyr Thr
1 5

-175-

27



41479

ctggtgaagc
agttcctact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtatatt
ggccagggaa

cttcggagac
ggacctggat
gtgggagttc
ccaagaacca
actgtgcgag
ccctggtceac

<210> 97

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 97

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtga ctccgtcagt

ccagggaagg gactggagtg gattggctat

ccctceccecctca agagtcgagce caccatttca

aagctgagtt ctgtgaccgc tgcggacacg

gtggatacaa ctatgatatt tgactactgg

<210> 98

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 98

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Tyr Trp Thr Trp Ile Arg Gln Pro
5 40
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55

ser Arg Ala Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Glu Gly Asn Val Asp Thr Thr
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 99

<211> 24

<212> ADN

<Z213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 99

ggtgactccg tcagtagttc ctac

<210> 100

-176-

Pro
Ser
25

Pro
Ser
Thr

Asp

Met
105

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr

90
Ile

Leu
Asp
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Phe

Val Lys

Ser Val

Leu
45
Pro

Gly

Asn
60
Asn Gln

Val Tyr

Asp Tyr

Pro
Ser

30
Glu

Tyr

Trp
110

cctgtccctce
ccggcagcecce
caactacaac
gttctccctg
agaagggaac
cgtctcctceca

Ser Glu
15
Ser Ser

Trp Ile

Leu Lys

Leu
80
Ala

Ser

Cys
95

Gly Gln

120
180
240
300
360

24



41479

<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 100
Gly Asp Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 101

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

NN
PO

N
w O
ARV

tdng hop

<400> 101
atctattaca gtgggagttc c

<210> 102

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 102
Tle Tyr Tyr Ser Gly Ser Ser
1 5

<210> 103
<211> 42
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<

e

I

0
<223

N
[}

>
> tdéng hop

<400> 103
gcgagagaag ggaacgtgga tacaactatg atatttgact ac

<210> 104

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 104
Ala Arg Glu Gly Asn Val Asp Thr Thr Met Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

-177-



41479

ctgtaggaga
gctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
acccgtggac

Ser Ala

Gly Ile

30
Pro Lys
45
Ser Arg

60

Ser
Arg
Leu

Phe

<210> 105
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 105
gccatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgeat
atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga aatgatttag
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgct gcatccagtt
aggttcgceccg gccgtggatc tggcacagat ttcactctca
gaagattttg caacttatta ctgtctacaa gatttcaatt
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 106
<Z211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 106
Ala Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro
50 55
Arg Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Tle
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Asp
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys
100 105
<210> 107
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 107
cagggcatta gaaatgat
<210> 108
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

-178-

Ser

Phe

Ser

Asn

Leu

Tyr

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatcg
cctgcagcect
gttcggccaa

Val
15
Asn Asp

Leu Ile

Ala Gly

Gln Pro
80
Pro Trp

o™
95

60

120
180
240
300
321

18



41479

<220>
<223> tdng hop

<400> 108

Gln Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 109

<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 109
gctgcatcc

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 110
Ala Ala Ser
1

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 111
Ctacaagatt tcaattaccc gtggacg

<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 112

Leu Gln Asp Phe Asn Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 113

-179-



41479

ctgtctgcat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
gatttcaatt

Ser

ctgtaggaga
gctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
acccgtggac

Ala
25
Gly

Leu

Ser
10

Ser
Lys
Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 113
gccatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgcet
aggttcgceg geccgtggatc tggcacagat
gaagattttg caacttatta ctgtcatcaa
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 114
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 114
Ala Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Arg Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100
<210> 115
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop l
<400> 115
cagggcatta gaaatgat
<210> 116
<Z211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop

Glu

Ile
75
Gln Asp
90

Ile

His

Lys
105

-180-

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Phe

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser

Asn

Ser
Arg
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatcg
cctgcagect
gttcyggccaa

Val
15
Asn

Gly
Asp
Ile

Ala Gly

Gln Pro
8
Pro Trp

95

60

120
180
240
300
321

18



41479

<400> 11le
Gln Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 117

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 117
gctgcatcc

<210> 118

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

\
N

220>
223> téng hop

N}

<

™

<400> 118
Ala Ala Ser
1

<210> 119

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 119
catcaagatt tcaattaccc gtggacg

0> 120

1> 9

2> PRT

3> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 120
His Gln Asp Phe Asn Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 121
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

-181-



<220>
<223> téng
<400> 121

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaagg
ccctceccctcea
aagctgagtt
gtggatacaa

122
120
PRT
Trinh

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

<220>

<223> tdng

<400> 122

Gln Val Gln

1

Thr Leu Ser
Thr
35

Ile

Tyr Trp

Gly Tyr
50
Arg

Ser Ala

65
Lys

Leu Ser

Arg Glu His
Leu

115

Gly Thr

123
24
ADN
Trinh

téng

<400> 123

hop

tgcaggagtc
tctctggtga
gactggagtg
agagtcgagc
ctgtgaccgc
ctatgatatt

tu nhan

hop

Leu Gln

Leu Thr
20
Trp Ile

Tyr Tyr

Thr Ile
Val
85

Val

Ser
Asn

100

Val Thr

tu nhéan

hop

Glu
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr

Asp

Val

41479

gggcccagga
ctccgtcagt

‘gattggctat

caccatttca
tgcggacacg
tgactactgg

tao

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro
40
Gly Ser
55
Val Asp

Ala Ala

Thr Thr

Ser
120

Ser

tao

ggtgactccg tcagtagttc ctac

<210> 124
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

téng hop

Trinh tu nhéan tao

ctggtgaagc
agttcctact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtatatt
ggccagggaa

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Asp

Gly Lys

Ser Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Tle

Asp

Met Phe

105

-182-

cttcggagac
ggacctggat
gtgggagttc
ccaagaacca
actgtgcgag
ccctggtcac

Val Lys Pro

Val Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Asp Tyr Trp

110

cctgtccctc
ccggcecagecc
caactacaac
gttctcecctg
agaacataac
cgtctcctca

Ser Glu
15
Ser Ser

Trp Tle

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95
Gly

60

120
180
240
300
360

214



41479

<400> 124
Gly Asp Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 125

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 125
atctattaca gtgggagttc c

<210» 126

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 126
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Ser
1 5

<210> 127

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

o
) N
w O
VoV

NN
No 5]
N

téng hop

<400> 127
gcgagagaac ataacgtgga tacaactatg atatttgact ac

AN
vV

128

14

PRT

Trinh ty nhéan tao

N o o N

= e
w N = O

NCNNA
VAR VARV

<223> tbéng hop

<400> 128
Ala Arg Glu His Asn Val Asp Thr Thr Met Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 129
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
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41479

ctgtaggaga
gctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
acccgtggcea

Ala

Ile
30

Ser

Arg

<220>
<223> tdéng hop
<400> 129
gccatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgeat
atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga aatgatttag
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgcet gcatccagtt
aggttcgccg gccgtggatc tggcacagat ttcactctca
gaagattttg caacttatta ctgtctacaa gatttcaatt
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 130
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
220>
<223> tdng hop
<400> 130
Ala Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Arg Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Asp
85 90
His Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 131
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> tdéng hop
<4100> 131

cagggcatta gaaatgat

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

132

PRT
Trinh tu nhan tao

132

téng hop

Gln Gly TIle Arg Asn Asp

-184-

Pro Lys

45
Arg

Ser
60
Ser Ser

Phe Asn

Leu
Phe
Leu

Tyr

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatcg
cctgcagcect
cttcggccaa

val
15
Asn

Leu
Ala Gly
Pro

80
Trp

Gln

Pro
95

60

120
180
240
300
321

18



41479

<210> 133

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<223> tdéng hop

<400> 133
gctgcatcc

<210> 134

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 134
Ala Ala Ser
1

<210> 135

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 135
Cctacaagatt tcaattaccc gtggcac

<210> 136

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 136

Leu CGln Asp Phe Asn Tyr Pro Trp His

1 5

<210> 137
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

-185-



41479

<400> 137

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtga ctccgtcagt

ccagggaagg gactggagtg gattggctat

ccctccecctca agagtcgagc caccatttca

aagctgagtt ctgtgaccgc tgcggacacg

gtggatacaa ctatgataca tgactactgg

<210> 138

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 138

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Tyr Trp Thr Trp Ile Arg Gln Pro

35 40
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55

Ser Arg Ala Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85

Arg Glu Gly Asn Val Asp Thr Thr
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 139

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 139

ggtgactcecg tcagtagttc ctac

<210>

14

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

0

PRT
Trinh tu nhan tao

140

téng hop

Gly Asp Ser Val Ser Ser Ser Tyr

ctggtgaagce
agttcctact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtatatt
ggccagggaa

Pro Gly Leu
10

Ser
25
Pro Gly Lys

Ser Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Tle

Asp

Met
105

His

-186-

cttcggagac
ggacctggat
gtgggagttc
ccaagaacca
actgtgcgag
ccctggtcac

cctgtccctc
ccggcagecc
caactacaac
gttctcectg
agaagggaac
cgtctcctca

Gly Asp

Val

Ser

Asn
60
Asn

Val

Asp

Lys
Val
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Trp
110

Ser
15

Ser
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gly

Glu
Ser
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gln

60

120
180
240
300
360



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

<220>

<223>

<400>

41479

141

21

ADN

Trinh ty nhan tao

téng hop

141

atctattaca gtgggagttc c

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

<400>

142

7

PRT

Trinh tyu nhan tao

téng hop

142

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

143
42
ADN
Trinh tu nhé&n tao

téng hop

143

gcgagagaag ggaacgtgga tacaactatg atacatgact ac

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Glu Gly Asn Val Asp Thr Thr Met Ile His Asp Tyr

1

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

N

220>
223>

VANVAN
N

144

14

PRT

Trinh tu nhéan tao
tdng hop

144

5 10

145
360
ADN
Trinh tu nhéan tao

tdng hop

-187-

21

42



41479

Asp

Met

<400> 145

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtga ctccgtcagt

ccagggaagg gactggagtg gattggctat

ccctcececctca agagtcgagce caccatttca

aagctgagtt ctgtgaccgc tgcggacacg

gtggatcaca ctatgatatt tgactactgg

<210> 146

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbdng hop

<400> 146

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Tyr Trp Thr Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser

50 55

Ser Arg Ala Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Glu Gly Asn Val Asp His Thr
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 147

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 147

ggtgactccg tcagtagttc ctac

<210> 148
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<273>

<400> 148

téng hop

Trinh tu nhan tao

Gly Asp Ser Val Ser Ser Ser Tyr

ctggtgaagc
agttcctact
atctattaca
gtagacacgt
gccgltatatt
ggccagggaa

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Asp

Gly Lys

Ser Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90
Ile Phe

105

-188-

cttcggagac
ggacctggat
gtgggagttc
ccaagaacca
actgtgcgag
ccctggtcac

cctgtcccte
ccggcagcecece
caactacaac
gttctccctg
agaagggaac
cgtctcctca

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Val

Asp

Lys
Val
Leu
Pro
Gln
Tyr

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Trp
110

Ser
15
Ser

Trp

Leu

Cys
95
Gly

Glu
Ser
Tle
Lys
Leu
80

Ala

Gln

60

120
180
240
300
360

24



41479

<210> 149

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<223> tbng hop

<400> 149
atctattaca gtgggagttc c

N

210> 150

11> 7

12> PRT

13> Trinh tu nhan tao

VASVASVAN
NN

JAN
[N}

VANEVAN
N N

N
w O

[NSI
VoV

tdng hop

<400> 150
I'le Tyr Tyr Ser Gly Ser Ser
L 5

<210> 151

<Z211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 151
gcgagagaag ggaacgtgga tcacactatg atatttgact ac

<210> 152

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

v

w O
v

VANIVA
N e
N

tong hop

<400> 152
Ala Arg Glu Gly Asn Val Asp His Thr Met Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 153
<211> 360
<21.2> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdng hop

-189-

21

42



41479

ttggtcaagce
gactcctaca
attggtagta
tccagagaca
acggccgtgt
ggccagggaa

ctggagggtc
tgtcctggat
gtggtaatac
acgccaacaa
attactgtgc
ccctggtcac

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu

Ser
105

Gly
10

Gly
Gly
Phe
Asn
Asp

90
Ala

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Val

Val

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Pro
ser
30

Glu
Asp
Leu

Tyr

Trp
110

<400> 153

caggtgcagce tggtggagtc tgggggaggce

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt

ccagggaagg gactagagtg gatttcatac

gcagactctg tgaagggccg gttcaccatt

ctgcaaatga ccagcctgag agccgaggac

ggcgattttt ggagtgccgt tgactcecctgg

<210> 154

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

223> téng hop
<400> 154
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala
35 40

Ser Tyr Ile Gly Ser Ser Gly Asn

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Lleu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ala

85
Ala Arg Glu Glu Gly Asp Phe Trp
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 155

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 155

ggattcacct tcagtgactc ctac

<210> 156
<211> 8
<?212> PRT

<220>

<223> téng hop

<400> 156

Trinh tu nhan tao

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser Tyr

-190-

cctgagactc
ccgtcaggcet
cttttactac
tttactgtat
gagagaagaa
cgtctcctca

Gly
Ser
Ile
val

Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly GIn

60

120
180
240
300
360

24



<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41479

157

24

ADN

Trinh ty nhén tao

téng hop

157

attggtagta gtggtaatac cttt

<210>
<211>
<21.2>

<213>

N

~

20>
23

AYARRY

o

AN

<400>

158

8

PRT

Trinh ty nhén tao

téng hop

158

I'le Gly Ser Ser Gly Asn Thr Phe

1

<210>
<211>
212>

<213>

<220>
<223>

<400>

5

159
39
ADN
Trinh tu nhan tao

téng hop

159

gctgagagaag aaggcgattt ttggagtgcc gttgactcc

<210>
<2LL>
212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Ala Arg Glu Glu Gly Asp Phe Trp Ser Ala Val Asp Ser

1

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

<220>

<223>

160

13

PRT

Trinh tu nhan tao
téng hop

160

5 10

161
321
ADN
Trinh ty nhédn tao

téng hop

-191-

24

39



41479

ctgtctgcat
agttatttag
gcatccactt
ttcactctca
cttaatagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcaa
acccattcac

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggcect

<400> 161

gacatccagt tgacccagtc tccatccttc

atcacttgct gggccagtca gggcattagce

ggtaaagccc ctaaactcct gatccatact

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa

gaagattttg caacttatta ctgtcaacag

gggaccaaag tggatatcaa a

<210> 162

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 162

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro

1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Trp
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

His Thr Ala Ser Thr Leu Gln Ser

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val
100

<210> 163

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 163

cagggcatta gcagttat

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

164

PRT
Trinh ty nhan

164

téng hop

Gln Gly Ile Ser Ser

1

5

tao

Tyr

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Asp
105

Phe
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile

-192-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Leu

Lys

Ser Ala

Ile
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Asn

Asn Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Ser
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Phe

60

120
180
240
300
321

18



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

<220>
<223>

<400>

ADN
Trinh tyu nhédn tao

tédng hop

165

actgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

166

3

PRT

Trinh tu nhédn tao

tdng hop

166

Thr Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

167

27

ADN

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

le7

caacagctta atagttaccc attcact

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

<220>
<223>

<400>

168

9

PRT

Trinh tu nhan tao

téng hop

168

41479

Gln Gln Leu Asn Ser Tyr Pro Phe Thr

1

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

<220>
S <223>

<400>

5

169
366
ADN
Trinh tu nhan tao

téng hop

169

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctggggggtc cctgagactc 60

-193-



41479

tgcactgggt
atggcagtaa
atcccaagaa
attactgtgce
aagggaccac

ccgccaggcet
taaacagtat
cacgctgtat
gaaagaggtg
ggtcaccgtc

tcctgtgcag cctcectggatt caccttcggt ggccatgeca
ccaggcaagg ggctggagtg gctggcagtt atatcatctg
gcagattctg tgaagggccg attcaccatc tccagggaca
ctgcaaatga acagtctgag agttggggac acggctattt
gcacctcgtt attattatta cggtctggac gtctggggec
tcctca
<210> 170
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 170
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Val Ile Ser Ser Asp Gly Ser Asn Lys Gln
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Pro
65 70 . 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val Gly Asp Thr
85 90
Ala Lys Glu Val Ala Pro Arg Tyr Tyr Tyr Tyr
100 105
Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 171
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 171

ggattcacct tcggtggcca tgcc

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

172

PRT
Trinh tu nhén tao

172

tdéng hop

Gly Phe Thr Phe Gly Gly His Ala

1

5

-194-

Val
Thi
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

[y
2

Ala

Asn

Tle

Leu

Pro
Gly
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Gly
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Val

Leu
Val
Tyr
80

Cys

Trp

120
180
240
300
360
366

24



41479

<210> 173

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 173
atatcatctg atggcagtaa taaa 24

<210> 174

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 174
I'le Ser Ser Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 175

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
23> tdng hop

<400> 175
gcgaaagagg tggcacctcg ttattattat tacggtctgg acgtc 45

<210> 176

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 176

Ala Lys Glu Val Ala Pro Arg Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val
1 5 10 15

<210> 177
<211> 318
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 177
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce ctgtctgcat ctgtgggaga cagagtcacc 60

-195-



41479

cctggtatca
tacaatcagg
ccgtcagcecag
ccctcacttt

atcacttgcc gggcgagtca ggacattagc aattttttag
gggaaggttc ctaaactcct gatctatact gcatccactt
cggttcagtyg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagatgttg caacttatta ctgtcaaaag tatgccggcg
accaaagtgg atatcaaa
<210> 178
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 178
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val
35 40
Tyr Thr Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Val
65 70 75
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Lys Tyr
85 90
Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105
<210> 179
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 179
caggacatta gcaatttt
<210> 180
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 180
Gln Asp Ile Ser Asn Phe

1

<210> 181
<211> 9
<212> ADN

5

-196-

Ala
Asp Ile
Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Ala Gly

Ser
Ser

30
Leu

Leu

Ala

gcagaaacca
ggtcccatct
cctacagcct

cggcectyggg

Val

[
Ao

Asn

Gly
Phe

Leu Tle

Ser Gly

Gln Pro
80
Leu Thr
95

120
180
240
300
318

18



<213>

<220>
<223>

<400> 181
actgcatcc

<210> 182
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 182

Thr Ala Ser

1

183
24
ADN

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

<220>
<223>

<400> 183

tdédng hop

hop

téng hop

41479

Trinh tu nhan tac

Trinh ty nhan tao

Trinh tu nhan tao

caaaagtatg ccggcgccct cact

<210> 184
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>

<400> 184

tdéng hop

Gln Lys Tyr Ala Gly Ala Leu Thr

1

185
357
ADN

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

<220>
<223> téng

<400> 185
gaggtgcagc
tccectgtgcecag
cctagggaagyg
gcagactccg

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggccggagtg
tgaagggccg

Trinh tu nhén tao

tgggggaggce
cacgtttaga
ggtctcaggt
gttcaccatc

ttggcacagc
agctatgcca
ataggtggta
tccagagaca

-197-

ctggggggtce
tgagctgggt
atggtgttac
attccaagaa

cctgagactc
ccgccagget
cacatactac
cacgctgttt

24

60

120
180
240



41479

ctgcaaatga atagcctgag agccgaggac acggccgtatbt attattgtgt gcaggggggt 300
ttaggtggtt attttacagg ctactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctca

<210> 186
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan
<220>
<223> tdng hop
<400> 186
Glu Vval Gln Leu Vval
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Ser Trp Val
35
Ser Gly Ile Gly Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
l.eu Gln Met Asn Ser
85
Val Gln Gly Gly Leu
100
Thr Leu Val Thr Val
115
<210> 187
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan
<220>
<223> tdng hop
<400> 187

tao

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu

Gly

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly

Ser

ggattcacgt ttagaagcta tgcc

<210>

<211> 8

212>

188

PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223>

<400>

188

tdng hop

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arqg

Ala

Tyr

Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Ala

1

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

189
24

ADN
Trinh ty nhan tao

5

Gly Gly

10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Thr

Asp Asn

Glu Asp

Phe
105

-198-

90
Thr

Leu Ala
Phe Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
60

Ser Lys
75

Thr Ala

Gly Tyr

Pro
45

Ala
Asn

Val

Trp

Pro
Arg

30
Glu

Tyxr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Tyr
val
Val
Phe

80
Cys

357

24



<220>

<223> tdéng hop

<400> 189

41479

ataggtggta atggtgttac caca

<210> 190
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 190

hop

Trinh tu nhédn tao

Ile Gly Gly Asn Gly Val Thr Thr

1

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

191
36
ADN

<220>
<223> tbdng

<400> 191

5

hop

Trinh tu nhén tao

gtgcaggggg gtttaggtgg ttattttaca ggctac

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

192
12
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 192

hop

Trinh tu nhan tao

Val Gln Gly Gly Leu Gly Gly Tyr Phe Thr Gly Tyr

1

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

193
321
ADN

<220>
<223> téng
<400> 193

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta

Trinh tu nhéan tao

tccatcctcece
gagtattagt
gatctttgat
tgggacagat
ctgtcaacag

10

ctgtctgcat
acctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagtg

-199-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtygg
ccatcagagg
ccccecgcetcac

cagagtcacc
gcagaatcca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

24

36

60

120
180
240
300



gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 194
<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 194

Asp
1
Asp
Leu
Phe
Ser
65
Glu

Thr

Ile Gln
Arg Val
Asn Trp
35

Asp Ala
50

Gly Ser
Asp Phe

Phe Gly

<210> 195
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

<223>

<400> 195
cagagtatta gtacctat

<210> 196
<211> 6
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 196
Gln Ser Ile Ser Thr

1

<210> 197
<211> 9
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

tédng hop

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Trinh ty nhéan

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

ty nhan tao

tdng hop

tébng hop

téng hop

Trinh tu nhan

5

Trinh ty nhan

tao

Tyr

tao

Ser
Cys
Asn
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

41479

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
I)YS
Val
Thr
Gln

90
Ile

-200-

Leu
Gln
Ala
Pro
ITle
75

Ser

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Arg

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Gly

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Ala

Val
15
Thr

Leu

Gly
Tyx
Ile
Gly
Pro

80
Leu

)
N

18

|



<400> 197
gatgcatcc

<210> 198
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 198

Asp Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>

199
27
ADN

hop

41479

Trinh ty nhan tao

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbdng

<400> 199

hop

Caacagagtt acagtgcccc gctcact

<210> 200
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 200

hop

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Ala Pro Leu Thr

1

<21.0>
<211>
<212>
<213>

201
357
ADN

<220>
<223> téng
<400> 201

caggtgcagc
tcctgtgeag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ccggttgcectg

<210> 202

5

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagactgag
ctatacccga

Trinh tu nhéan tao

tgggggaggce
caccttcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agccgaggac
ctactggggce

gtggtccagce
ggttatggca
atatggcttg
tccagagaca
acggctgtgt
cagggaaccc

-201-

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
tggtcaccgt

cctgagactc
ccgccaggcet
tgactactat
cacgttatat
gagagatggc
ctcctca

27

60

120
180
240
300
357



41479

<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 202

Gln
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ala

Thr

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Leu Ile Trp Leu Asp Gly Ser Asn Asp
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
Gln Met Asn Arg Leu Arg Ala Glu Asp

Arg Asp Gly Pro Vval Ala Ala Ile Pro
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 203

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 203
ggattcacct tcagtggtta tggc

<210> 204

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 204

Gly
1

Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Gly
5

<210> 205

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

-202-

vVal
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

IJyS

Ala

Tyr

Gln
Phe
L.eu
45

Ala
Asn
Val

Trp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15
Gly

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Arg
Tyr
val
val
Tyr

80
Cys

24



41479

<400> 205
atatggcttg atggaagtaa tgac 24

<210> 206

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 206
Ile Trp Leu Asp Gly Ser Asn Asp
1 5

<210> 207

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<223> tbng hop

<400> 207
gcgagagatg gcccggttgce tgctataccce gactac 36

<210> 208

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 208
Ala Arg Asp Gly Pro Val Ala Ala Ile Pro Asp Tyr
1 5 10

<210> 209
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 209

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt aggtggttygg cctggtatca gctgaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctgcaacct 240
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatactt attcgtacac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 210
<211> 107

-203-



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Il
1

Asp Ar

Leu Al

Tyr Ly
50

Ser Gl

65

Asp As

PRT

Trinh tyu nhéan

tdng hop

210
e Gln

g Val
a Trp
35
s Ala

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

211
18
ADN
Trinh

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

tao

Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tu nhan tao

téng hop

211

cagagtatta gtaggtgg

<210>
<211>
<212>

212
6
PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>

<400>

tdng hop

212

Gln Ser Ile Ser Arg

1

<210>
<211>
<21.2>
<213>

<220>
<223>

<400>
aaggcg

213
9
ADN

5

Trinh tu nhan

téng hop

213
tct

Trp

tao

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Lys

41479

Pro
Arg
Pro
40

ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Glu
105

-204-

Thr
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Tle
75

Tyr

Lys

Ser

Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Tle
Lys
Arg
Ser

Thr

Ser
Ser
30

Leu

Phe

Leu

Tyr

val
15

Arg
Leu

Ser

Gln

Gly
Trp
Tle
Gly
Pro

80
Tyr

18



<210> 214
<211> 3

<212> PRT
<213>

VASRVAN
oN
NN

ARV

téng

<400> 214

Lys Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>

215
27
ADN

hop

41479

Trinh tu nhan tac

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng

<400> 215

hop

caacagtata atacttattc gtacact

<210> 216
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 216

hop

Trinh tu nhan tao

Gln Gln Tyr Asn Thr Tyr Ser Tyr Thr

1

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

217
363
ADN

<220>
<223> téng

<400> 217
gaggtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
acagactctg
ctgcaaatga
tatagcagct
tca

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

218
121
PRT

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag
cgtggggggce

Trinh tu nhan tao

tgggggaggt
cacctttgat

ggtctctggt
attcaccagc
agccgaggac
ttatgatata

Trinh ty nhan tao

gtggtacggc
gaatatggca
attacttgga
tccagagaca
acggccttgt
tggggccaag

-205-

ctggggggte
tgacttgggt
atggtggttt
acgccaagaa
attactgtgc
ggacaatggt

cctgagactc
ccgccaagtt
cacagattat
ctccctgtat
gagagatgga
caccgtcectcet

27

60

120
180
240
300
360
363



<220>

<223> tbéng hop

<400>
Glu Va
1

218
1 Gln

Ser Leu Arg

Gly Met Thr

Ser Gl
50
Lys G1

Leu G1

35
y Ile

y Arg

n Met

Ala Arg Asp

Gln G1

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

<220>
<223>

<400>

y Thr
115

219
24
ADN
Trinh

Leu
Leu
20

Trp
Thr
Phe
Asn
Gly

100
Met

Val
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
85

Tyr

Val

tu nhan

téng hop

219

Glu
Cys
Arg
Asn
Ser
70

Leu

Ser

Thr

tao

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ser

Val

ggattcacct ttgatgaata tggc

<210>
<211>
<212>

220
8
PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>

<400>

téng hop

220

41479

Gly
Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala

Ser

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Asp Glu Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

221
24
ADN

5

Trinh tu nhén tao

téng hop

221

attacttgga atggtggttt caca

-206-

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Glu
Trp

105
Ser

Asn

Asp
S0
Gly

Lys
Asp
Ala
75

Thr

Ala

. Val

Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Arg
Phe
Leu
45

Thr
Asn

Leu

Asp

Pro
Asp
30

Glu
Asp
Ser
Tyr

Ile
110

Gly
15

Glu
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Trp

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

24



<210> 222
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 222

téng hop

41479

Trinh tyu nhan tao

Ile Thr Trp Asn Gly Gly Phe Thr

1

<210>
<211>
<212>

223
42
ADN

5

<213> Trinh twy nhan tao

<220>
<223> tbng

<400> 223

hop

gcgagagatg gatatagcag ctcgtggggg gecttatgata ta

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

224
14
PRT

<220>
<223> tdng

<400> 224

Ala Arg Asp Gly Tyr Ser Ser Ser Trp Gly Ala Tyr Asp Ile

1

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

225
321
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 225

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc

<210> 226
<211> 107
<212> PRT

hop

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caagttattt
tggagatcaa

Trinh ty nhén tao

Trinh tyu nhéan tao

tccatcatcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggactgat
ctgtcaacag
a

<213> Trinh tuy nhan tao

10

ctgtctgcat
acctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

-207-

ctgtgggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccegtacac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatta
tctgcaacct
ttttggccag

42

60

120
180
240
300
321



<220>

<223> tdng hop

<400> 226

Asp Ile Gln
L

Asp Arg Val

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

Thr Phe Gly

<210> 227
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh

o
(@]
IV

A

N
NN
NEN
w
\

<400> 227

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Ser

85
Gly

tu nhén

tédng hop

cagagcatta gcacctat

<210> 228
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan

<220>

<223> téng hop

<400> 228

Gln Ser Ile Ser Thr

1

<210> 229
<211> 9
<212> ADN

5

<213> Trinh tuy nhan

<

[N
2 N

0>
3:

N
N

S

<400> 229
gctgcatcc

<210> 230

<211> 3
<212> PRT

> tdng hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

tao

Tyr

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Phe

Lys

41479

Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

-208-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Tle

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Pro
Leu
Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Pro
80
Tyr

18



41479

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 230

Ala Ala Ser

1

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

231
27
ADN

<220>

<223> tbng

<400> 231

hop

Trinh tu nhan tao

caacagagtt acagtacccc gtacact

<210> 232
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>

<223> tbng

<400> 232

hop

Trinh tu nhan tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>

233
360
ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng

<400> 233
gaagtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
ggctggaact

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

234
120
PRT

<220>
<223>

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gtctggagtyg
tgaagggccg
acagtctgag
tcggttactt

téng hop

tgggggaggc
cacctttaat

ggtctctctt
actcaccatc
aacagaggac
cgatctctgg

Trinh tu nhan tao

gtggtacagc
gattatgcca
attagtggag
tccagagaca
accgccttat
ggccgtggca

-209-

ctggggggte
tgcactgggt
atggtggtaa
acagcaaaaa
attactgtgc
ccctggtceac

cctgagactc
ccgtcaagcet
cacatactat
ctccctgtat
aaaagataag
tgtctcctca

277

60

120
180
240
300
360



<400>

Glu Va
1

Ser Le

Ala Me

Ser Le
50

Lys Gl

65

Leu G1

Ala Ly

Gly Th

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

<220>
<223>

<400>

234
1 Gln Leu

u Arg Leu
20
t His Trp
35
u Ile Ser

y Arg Leu
n Met Asn

s Asp Lys

100

r Leu Val
115

235
24
ADN

Val
Ser
Val
Gly
Thr
Ser
85

Gly

Thr

Trinh tu nhéan

tdéng hop

235

Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Trp

val

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Asn

Ser

ggattcacct ttaatgatta tgcc

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

<220>
<223>

<400>

236
8
PRT

Trinh tu nhé&n tao

tdéng hop

236

41479

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Thr

Phe

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Asn Asp Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

237
24
ADN

5

Trinh tu nhan tao

tdng hop

237

attagtggag atggtggtaa caca

<210>
<211>
<212>

238
8
PRT

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Gly
105

-210-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Tyr

val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Phe

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Leu

Pro
Asn
30

Glu
Asp
Ser

Tyxr

Trp
110

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

24

24



<213>

<220>
<L223>

<400> 238

téng hop

41479

Trinh ty nhan tao

Ile Ser Gly Asp Gly Gly Asn Thr

1

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

239
39
ADN

<220>

<223>

<400> 239

5

tdng hop

Trinh tu nhé&n tao

gcaaaagata agggctggaa cttcggttac ttcgatctc

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

240
13
PRT

<220>
<223> tdng

<400> 240

hop

Trinh tu nhan tao

Ala Lys Asp Lys Gly Trp Asn Phe Gly Tyr Phe Asp Leu

1

5

tccatcctcee
gaacattgac
gatctatgat
tgggacagat
ctgtcaacag
gatcaaa

<210> 241

<211> 327

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tdng hop

<400> 241

gacatccaga tgacccagtc
atcacttgcc gggcaagtca
gggaaagccc ctaaactcct
cggttcagtg gcagcggatc
gaagattttg ccacttacta
ggcggaggga ccaaggtgga
<210> 242

<211> 109

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tdng hop

10

ctgtctacat
acctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
aatgacaata

-211-

ctgtgggaga
attggtatca
tacaaagtgg
Ccatcaccag
Ctcttcaccc

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tctcactttc

39

60

120
180
240
300
327



<400> 242
Asp Ile Gln

1
Asp

Leu
Tyr
sSer
65

Glu

Pro

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

Arg
Asn
Asp
50

Gly

Asp

Leu

<220>

<223>

<400>

Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Thr

243
18
ADN
Trinh

243

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Phe
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

tu nhéan

tdng hop

cagaacattg acacctat

<210>

<211> o6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

244

PRT
Trinh tu nhan tao

244

tdng hop

Gln Asn Ile Asp Thr

1

<210>

<211> 9

<212>
<213

245

ADN

5

> Trinh ty nhéan

<220>

<223>

<400>

245

gatgcatcc

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

246

PRT
Trinh ty nhan tao

tdéng hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

Tyr

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Gly

41479

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu
Cys Gln

Thr Lys
105

-212-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
90
Val

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Asn

Glu

Ser
Asn
Pro
Ser
60

Thr

Asp

Ile

Ile
LYS
Arg
Ser
Asn

Lys

Ser
Asp
30

Leu
Phe

Leu

Ile

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Leu
95

Gly

Pro
80
His

18



<223> tdéng hop

<400> 246

Asp Ala Ser

1

247
33
ADN

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

<220>
<223>

<400> 247

tdng hop

41479

Trinh tu nhédn tao

caacagaatg acaatattct tcaccctctc act

<21.0>
<211>
<212>
<213>

248
11
PRT

<220>

<223>

<400> 248

tdng hop

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Asn Asp Asn Ile Leu His Pro Leu Thr

1

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

249
369
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 249

gaggtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
gtggactctg
ctgcaaatga
agcacctcgt
gtctcctca

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

250
123
PRT

<220>
<223>

<400> 250

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
acagcctgag
gggtccctta

téng hop

Trinh tu nhén tao

tgggggaggc
ccactctaat
ggtggccaac
attcaccatc
agccgaggac
ctggttcttc

Trinh tu nhén tao

10

ttggtccaac
agatattgga
ataaagcaag
tccagagaca
acggctgtgt
gatctctggg

¢gggggggtc
tggactgggt
atggaagtga
acgccaagaa
attactgtgc
gccgtggcac

cctgagactc
ccgccaggct
ggaaaactat
ctcactttat
gagagatcga
cctggtcact

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

-213-

60

120
180
240
300
360
369



Ser Leu
Trp Met
Ala Asn
50

Lys Gly
65

Leu Gln
Ala Arg

Trp Gly

Arg
Asp
35

Ile
Arg
Met

Asp

Arg
115

<210> 251

<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh

<220>

Leu
20

Trp
Lys
Phe
Asn
Arg

100
Gly

Ser
Val
Gln
Thr
Ser
85

Ser

Thr

tu nhan

<223> tdng hop

<400> 251
ggattccact ctaatagata ttgg

<210> 252

<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<100> 252
Gly Phe His Ser Asn Arg Tyr Trp

1

<210> 253

<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 253
ataaagcaag atggaagtga ggaa

<210> 254

<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

5

Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Thr

Leu

tao

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ser

Val

41479

Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Trp

Thr
120

Ser
25

Pro
Glu
Asp
Glu
Val

105
Val

10
Gly

Gly
Glu
Asn
Asp
90

Pro

Ser

-214-

Phe
Lys
Asn
Ala
75

Thr
Tyr

Ser

His
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Ser
Leu
45

Val
Asn

Val

Phe

Asn
30
Glu

Tyr

Phe
110

Leu

Tyr
95
Asp

Tyr
vVal
Val
Tyr
80

Cys

Leu

24



<400> 254

tdng hop

41479

Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Glu

1

255
48
ADN

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

<220>

5

<223> tbdng hop

<400> 255

Trinh tu nhén tao

gcgagagatc gaagcacctc gtgggtccct tactggttct tcgatctc

256
16
PRT

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

téng

<400> 256

hop

Trinh tu nhan tao

Ala Arg Asp Arg Ser Thr Ser Trp Val Pro Tyr Trp Phe Phe Asp Leu

1

<210>
<211>
<212>
<21.3>

257
324
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 257

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagalttttg
caagggacac

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

258
108
PRT

<220>

<223>

<400> 258

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

tdng hop

5

Trinh tu nhan tao

tccatcctcee
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

Trinh tu nhéan tao

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

10

-215-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctececgat

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtcea
tctgcaacct
caccttcggce

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

15

48

60

120
180
240
300
324



Tyr
Ser
65

Glu

Tle

Arg

Asn

<210> 25
<211> 18

<212>

<213> Tr

<

[NCRNN)

2
2

VAN

>

Trp
35

Ala
Ser

Phe

Phe

9

ADN

inh

Thr Tle Thr
20
Tyr Gln Gln

Ser Ser Leu

Gly Thr Asp
70
Ala Thr Tyr
85
Gly Gln Gly
100

ty nhan tao

> téng hop

<400> 25
cagagcatta gcagctat

<210> 26
<211> 6

212>
<213>

<220>
<223> tbéng hop

<400>

9

0

PRT
Trinh tu nhan tao

260

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

<210> 26
<211> 9

<212>
<213>

<400> 26
gctgcatcc

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

1

ADN
Trinh tu nhan tao

1

262

PRT
Trinh tu nhan tao

262

5

téng hop

téng hop

Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyxr

Thr

41479

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu
Cys Gln

Arg Leu
105

-216-

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Gln

Ala

Ile
75
Ser

Ile

Ser Ile

Pro Lys
45

Ser Arg

60

Ser Ser

Tyr Ser

Lys

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr
Tle
Gly

Pro
80

Pro-

18



41479

Ala Ala Ser
1

263

30

ADN

Trinh tu nhan tao

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

<220>
<223> tbéng hop

<400> 263

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

264
10
PRT
Trinh ty nhédn tao

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

<220>
<223> tdng hop

<400> 264

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1 5

<210> 265

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 265

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
tcctgttcag cctctgactt catctttaaa
¢ccagggaagg gtctagagtg gatctctctt
ggagactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acgatctgag aactgaggac
gggtggaact tctttcagtt gcaatactgg
<210> 266

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 266

Glu vVal Gln Leu val Glu Ser Gl

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ser Ala Ser Asp Phe 1le Phe I,

5

20

10

gtggtacagc
gattatgcca
attagtggtg
tccagagaca
accgccatgt
ggccagggaa

10

25

-217-

g9g99ggagtc
tgtactgggt
atggtgacac
acaacgaaaa
actactgtgce
ccctggtcac

30

cctgagactc
ccgtcaaatt
tacatggtat
ctccctettt
aagagatatg
cgtctcctca

y Gly Gly Vval val Gln Arg Gly Glu

15

ys Asp Tyr

30

60

120
180
240
300
360



Ala Met Tyr

35

Ser Leu Ile

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gly Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

115

267
24
ADN
Trinh

Trp Val
Ser Gly
Phe Thr
Asn Asp
Met Gly

100
Val Thr

tu nhéan

tdng hop

267

Arg
Asp
Ile

70
Leu

Trp

Val

tao

gacttcatct ttaaagatta tgcc

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

<220>
<223>

<400>

268
8
PRT

Trinh tu nhéan tao

tdéng hop

268

41479

Tle
40

Asp
Arg
Thr

Phe

Ser
120

Asp Phe TIle Phe Lys Asp Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

269
24
ADN

5

Trinh tu nhadn tao

téng hop

269

albtagtggtg atggtgacac taca

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

<220>
<223>

<400>

270
8
PRT

Trinh tu nhan tao

téng hop

270

-218-

Pro
Thr
Asp
Glu

Phe
105

Asn
75
Thr

Leu

Gly
?yr
Glu
Ala

Gln

Leu
45

Gly
Asn

Met

Tyr

Glu
Asp
Ser
Tyxr

Trp
110

Trp

Ser

Tyr
95
Gly

Lle
Val
Phe
80

~

Cys

Gln

24

24



ITle Ser Gly Asp Gly Asp Thr

1

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

271
39
ADN

<220>

<223>

<400> 271

5

tdng hop

41479

Thr

Trinh tu nhan tao

gcaagagata tggggtggaa cttctttcag ttgcaatac

272
13
PRT

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

<220>
<223>

<400> 272

tdng hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Asp Met Gly Trp Asn Phe Phe Gln Leu Gln Tyr

1

5

<210> 273

<211> 361

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 273

dcaggtgcag ctgcaggagt cgggcceccegce
Cacctgcact gtctctggtg gctccatcat
ccaattccca gggaagggcce tggagtggat
ctataatccg tccctcgaga gtcgagctac
ctccctgaac ctgaagtctg tgacggccge
aataggagtyg gctggtctct ttgacatctg
a

<210> 274

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 274

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

|

Thr Leu Ser Leu T

5

20

10

actggtgaag
cagaggtagt
tggatacagt
catttctgta
ggacacggcc
gggccaggga

10

hr Cys Thr val ser Gly Gly Ser Tle
25

-219-

ccttcacaga
acctactgga
tattacagtg
gacacgtcta
gtgtattatt
accctggtca

30

ccctgtceccecet
gttgggtccey
ggaccgccta
agaaccagtt
gtacaagaga
ccgtctcctce

Lys Pro Ser Gln

15

I'le Arg Gly

39

60

120
180
240
300
360
361



Trp
Leu
65

Ser

Cys

Gly

- Thr

4

Ile
50

Glu
Leu

Thr

Thr

<210> 27
<211> 30
<212> AD
<213> Tr

<220>
<223> tdng hop

<400> 27
ggtggctcca tcatcagagg tagtacctac

<210> 27
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 27

Gly Gly Ser Ile Ile Arg Gly Ser Thr Tyr

1

<210> 27
<211> 21

<212>
<213> Trinh tu nhan tao

<220

<223>

<400> 27
agttattaca gtgggaccgc c

<210> 27
<211> 7
<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400>

Tyxr
35

Gly
Ser
Asn
Arg
Leu
115

5

N
inh

5

6

PRT
Trinh ty nhan tao

6

7

ADN

9

8

T

278

Leu

Glu
100
Val

Lys
85
Ile

Thr

tu nhan

tdéng hop

téng hop

téng hop

5

Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Gly

Val

tao

Trinh tu nhan tao

Val
Tyxr
55

Ile
Val
Val

Ser

41479

Arg
40

Ser
Ser
Thr

Ala

Ser
120

Gln Phe
Gly Thr
Val Asp
Ala Ala
90

Gly Leu
105

10

-220-

Pro
Ala
Thr
75

Asp

Phe

Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Ile

Gly
Asn
Asn
Val

Trp
110

Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Gln



41479

Ser Tyr Tyr Ser Gly Thr Ala

1

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

279
36
ADN

<220>

<223>

<400> 279

5

tdng hop

Trinh tu nhan tao

acaagagaaa taggagtggc tggtctcttt gacatc

<210> 280
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 280
Thr Arg Glu Ile Gly Val Ala Gly Leu Phe Asp Ile
1 5 10
<210> 281
<211>» 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 281
gaaatagttt tgacacagag tcccggcaca ctgtcactct ctcccgggga
ttgtcatgta gagcaagtca gtcagtctct agctcttatc tcgectggta
ccgggacagg cccctagact gctgatctac ggggcaagtt ccagggccac
gaccggttca gtggaagcgg aagcggaacc gattttactt tgacgatttc
ccagaggatt tcgccgttta ctattgtcaa cagtacggaa gcagcccgtg
cagggcacga aggtagaaat caag
<210> 282
<211> 108
<212> PRT
<Z213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 282
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg

-221-

aagagccacc
ccagcagaag
cggaatcccc
tagactggag
gacgtttggce

Pro Gly
15
Ser Ser

Leu Leu

36

60

120
180
240
300
324



41479

35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 283
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 283
agagcaagtc agtcagtctc tagctcttat ctcgcec 36
<210> 284
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 284

> tbéng hop

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1

<210> 285
<211> 21
<212> ADN

5

10

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 285

ggggcaagtt ccagggccac c 21

<210> 286
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> téng hop

<400> 286

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

5

-222-



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

287
277
ADN

<220>
<223>

<400> 287

téng hop

41479

Trinh tu nhé&n tao

caacagtacg gaagcagccc gtggacg

<210> 288
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

Ala

Ser
25

gtgaagaagc
ggctactata
atcaacccta
accagggaca
tcggececgtat
Ccaagggacat

Glu
10
Gly

Val
Tyr
Pro

Gly Leu

Thr Lys

<220>

<223> tbéng hop

<400> 288

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr

1 5

<210> 289

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 289

caggagcagt tggtgcagtc tggggctgag

tcectgtaagg cttctggata caccttcacce

cctggactag ggcttgaatg gatgggatgg

gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg

atggagctga aaagactgaa atctgacgac

cctcccecatg atgtttttga tatctggggce

<210> 290

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 290

Gln Glu Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Tyr Ile His Trp val Arg Gln Ala

35 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly
50 55

-223-

ctggggcctce
tacattgggt
acagtggtgg
cgtccatcaa
attactgtgce
tggtcaccgt

Lys Lys

Thr Phe

30
Gly TLeu
Tyr Ala
60

Pro

Thr

Glu

Gln

agtgaaggtc
gcgacaggcce
Cacaaaatat
tacagcctlac
gagagacgcc
ctcttca

Gly Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

27

60

120
180
240
300
357



41479

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Asn Thr Ala Tyr

65 70 75 80
Met Glu Leu Lys Arg Leu Lys Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ala Pro Pro His Asp Val Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 291
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 291
ggatacacct tcaccggcta ctat 24

<210> 292

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

tdéng hop

<400> 292
Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 293

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 293
atcaacccta acagtggtgg caca 24

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 294
I'le Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr
1 5

-224-



295
36
ADN

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

<220>
<223>

<400> 295

tdng hop

41479

Trinh tu nhéan tac

gcgagagacg cccctcccca tgatgttttt gatatc

S

o

10

ctgtctgcecat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
cataatagtt

Ser
10
la Ser

er

y Lys

ly val

ctgtaggaga
gctggtatca
tgcaaattgg
caatcagcag
acccgctcac

Ser

Gly Ile Arg

30
Pro Lys
45
Ser Arg

60

<210> 296

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbdng hop

<400> 296

Ala Arg Asp Ala Pro Pro His Asp Val Phe Asp Tle

1 5

<210>» 297

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 297

gacatccaga tgacccagtc tccatcctce

atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga

gggaaagccc ctaagcgect gatctatget

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa

gaagattttg caacttatta ctgtctacag

gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 298

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 298

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ile
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

L

eu Thr

-225-

Ser Ser

Ala Ser

Arg
Phe

Leu

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggecgga

Gly
Asp
Tle
Gly

Pro

36

60

120
180
240
300
321



41479

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 299
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 299
cagggcatta gaaatgat

<210> 300

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 300
Gln Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 301

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 301
gctgcatcc

0> 302

1> 3

2> PRT

3> Trinh tyu nhan tao

<223> tdng hop
<400> 302

Ala Ala Ser
1

<210> 303
<211> 27
<212> ADN

-226-



41479

<213> Trinh tuy nhadn tao

<220>
<223>

<400> 303

tdéng hop

ctacagcata atagttaccc gctcact

<210> 304
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 304
Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5
<210> 305
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 305
caggtgcagc tgcaagagtc gggcccagga ctggtgaagc
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agtggtgcectt
cagcacccag ggaagggcct agagtggatt ggatacatct
tataatccgt ccctcaagag tcgegttacce atttcagtgg
ttcctgaagg tgacctcectgt gactgccgcg gacacggcca
aagcagctga ctgcttttga tatctgggge caagggacat
<210> 306
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 306
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10
Thr TLeu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly
20 25
Ala Tyr His Trp Ser Trp Ile Arg Gln His Pro
35 40
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Asn Gly Asp Thr
50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser vVal Asp Thr
65 70 75
Phe Leu Lys Val Thr Ser Val Thr Ala Ala Asp
85 90

-227-

cttcacagac
accactggag
attacaatgg
acacgtctLaa
tgtattactg
tggtcaccgt

Val Lys

Ser Ile

30
Gly Lys

145
Tyr Tyr
60
Ser Lys

Thr Ala

Pro
Ser
Gly
Asn
Asn

Met

cctgtcoceccte
ctggatccge
ggacacctac
gaaccaattc
tgcgggagaa
ctcttca

Ser
15
Ser

Leu
Pro ¢

Gln Phe
80
Tyr Tyr

95

27

60

120
180
240
300
357



Cys Ala Gly Glu Lys Gln Leu Thr Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly

<210>
<211>

100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
307
30
ADN

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhéan tao

téng hop

307

41479

105

ggtggctcca tcagtagtgg tgcttaccac

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

2

20>
223>

VANIVAN

<400>

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Ala Tyr His

1

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

<220>
<223>

<400>

308

10

PRT

Trinh tu nhdn tao

tdng hop
308
5
309
21
ADN
Trinh tyu nhén tao
tdng hop

309

atctattaca atggggacac c

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

<220>
223>

<400>

310

7

PRT

Trinh tyu nhan tao

tdng hop

310

Ile Tyr Tyr Asn Gly Asp Thr

1

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

5

311

33

ADN

Trinh tu nhéan tao

-228-

10

110

30

21



<220>

<223> tdng hop

<400> 311

41479

gcgggagaaa agcagctgac tgcttttgat atc

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

312
11
PRT

<220>
<223>

<400> 312

tdéng hop

Trinh tu nhan tao

Ala Gly Glu Lys Gln Leu Thr Ala Phe Asp Ile

1

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

5

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 313

gtcatccaga tgacccagtc tccatcctcc

ataacttgcc gggcgagtca ggacattaat

gggaaagccc ctaaactcct gatctccgat

aggttcagtyg gaagtggatc tgggacagat

gaagatattg ctgcatatta ctgtcaacaa

gggaccagac tggagaacaa t

<210> 314

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

220>

<223> tbéng hop

<400> 314

Val Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Leu
35 40

Ser Asp Ala Ser Asn Leu Gln Thr

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Ile Ala Ala Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu

Ser
Ala

25
Gly

Phe
Gln

Glu

10

ctgtctgcat
aattttttaa
gcatccaatt
tttactttca
tatgatcatt

Ser Leu
10
Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75
Gln
90

Asn Asn

-229-

ctgttggaga
attggtatca
tgcagacagg
ccatcagcag
tccegtatac

Ser Ala

Asp Ile

30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asp His

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Phe

cagagtcacc
acagaaatta
agtcccgtca
cctgcagcct
ttttggccag

Val
15
Asn

Gly
Phe

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr
95

33

60

120
180
240
300
321



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

<220>
<223>

<400>

315

18

ADN

Trinh ty nhan tao

tdéng hop

315

caggacatta ataatttt

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

<220>
223>

<400>

316

6

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

316

Gln Asp Ile Asn Asn Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5

317

9

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

317

gatgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

318

3

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

318

Asp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

319

27

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

41479

105

-230-

18



<400> 319

41479

caacaatatg atcatttccc gtatact

<210> 320
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>

<223> téng hop

Trinh ty nhdn tao

ctggggggtc
tgacctgggt
atggcgatag
acgccaagaa
atcactgtgc
tggtcaccgt

Val Arg Pro

Thr Phe Asp

30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ser
60

Lys

Asp

Asn Ser

Ala Phe Tyr

Tyr Trp Gly

110

<400> 320
Gln Gln Tyr Asp His Phe Pro Tyr Thr
1 5
<210> 321
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 321
gaggtgcagt tggtggagtc tgggggaggt gtggttcgge
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatggca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctctggt attaattgga
tcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagtctgag agccgaggac acggccttct
aactggaact tctactttga ctactggggc cagggaaccc
<210> 322
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 322
Glu vVal Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Asp Ser Thr Glu
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Glu Asn Asn Trp Asn Phe Tyr Phe Asp
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

-231-

cctgagactc
ccgccaagct
cacagagtat
ctccctgtat
gagagagaat
ctcctca

Gly Gly
15
Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
His Cys
95

Gln Gly

277

60

120
180
240

300

357



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

<220>
<223>

<400>

323

24

ADN

Trinh tu nhdn tao

tédng hop

323

ggattcacct ttgatgatta tggc

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

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

324

8

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop
324
5
325
24
ADN
Trinh tu nhan tao
tdng hop

325

attaattgga atggcgatag caca

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

<220>
<223>

<400>

Ile Asn Trp Asn Gly Asp Ser Thr

1

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

<220>
<223>

326

8

PRT

Trinh tu nhan tao

téng hop

326

5
327
36

ADN
Trinh twu nhén tao

tdng hop

41479

-232-

24

24



<400> 327

41479

gcgagagaga ataactggaa cttctacttt gactac

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

Glu

10

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca
tataataact

Thr Leu
10

Ser Gln
25

Gln Ala
Ile Pro
Thr Ile
75

Gln Tyr
90

Tle Lys
105

ctcgagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggccgtggac

Ser Val

Ser Val
30
Pro Arg
45
Na Arg
60
Ser Ser

Asn Asn

<210> 328
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 328
Ala Arg Glu Asn Asn Trp Asn Phe Tyr Phe Asp Tyr
1 5
<210> 329
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 329
gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc
ctctcctgta gggccagtca gagtgttagce
ggccaggctce ccaggctcct catctatggt
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag
gaagattttg cagtttatta ttgtcagcag
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 330
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 330
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys AIrg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Leu
35 40
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100
<210> 331

-233-

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Trp

aagagccacc
gcagaaactt
Latcccagcc
cctgcagtct
gttcggccaa

Arg
15
Ser

Ser
80
Trp

36

60

120
180
240
300
321



<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 331
cagagtgtta gcagcaac

<210> 332

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 332
Gln Ser Val Ser Ser Asn
1 5

<210> 333

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 333
ggtgcatcc

<210> 334

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 334
Gly Ala Ser
1

<210> 335

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 335
cagcagtata ataactggcc gtggacg

41479

18

27



41479

gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatcctyg
accgaggaca
acggccgtgt
accctggtca

ctggggcctc
tgcactgggt
aagatggltga
catctacaga
attactgttc
ccgtctcecctce

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Asp
105

<210> 336
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh twu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 336
Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Trp Thr
1 5
<210> 337
<211> 351
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tbdng hop
<400> 337
caggtccacc tggtacagtc tggggctgag
tcctgcaagg tttccggaaa caccctcact
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt
tcacagaagt tccagggcag agtcaccttg
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
ggacctacct ctgactgctg gggccaggga
<210> 338
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tuw nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 338
Gln Val His Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val
20
Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Glu
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85
Ser Thr Val Gly Gly Pro Thr Ser
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 339
<211> 24

-235-

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Cys

val
Asn
Lys
Ile
Ser
75

Thr

Trp

Lys
Thr
Gly
Tyx
60

Thr

Ala

Gly

Lys
Leu
Leu
45

Ser
Asp

Val

Gln

Pro

Thr
30

Glu '

Gln 1

agtgaaggtc
gcgacaggct
cacaatctac
cacagcctac

aacagtgggg
a

Gly Ala
15
Glu Leu
Met
Phe

Ala Tyr

80
Tyr Cys
95

Thr Leu

60

120
180
240
300
351



<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 339
ggaaacaccc tcactgaatt atcc

<210> 340

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 340
Gly Asn Thr Leu Thr Glu Leu Ser
1 5

<210> 341

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 341
tttgatcctg aagatggtga caca

<210> 342

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh twu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 342
Phe Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr
1 5

<210> 343

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 343
tcaacagtgg ggggacctac ctctgactgc

<210> 344

41479

-236-

24

24



<211>
<212>
<213>

10
PRT

<220>

<223> tdng

<400> 344

hop

Trinh tu nhén tao

41479

Ser Thr Val Gly Gly Pro Thr Sexr Asp Cys

1

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

345
321
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 345

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagatattg
gggacacgac

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

346
107
PRT
Trinh

<220>
<223> tbéng
<400> 346
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Leu Asn Trp
35
Asp Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Ile

Thr Phe Gly

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

347

ADN
Trinh

5

hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaggtcct
gaagtggatc
caacatatta
tggacattaa

tu nhan

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Asn
Gly Thr
Thr

85
Gly

Ala

Gln
100

tu nhan

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Trinh tu nhan tao

tccatcctcc
ggacattagc
gatcttcgat
tgggacagat
ctgtcaacaa
a

tao

Ser Pro

Cys Gln
Pro
40
Pro

Lys

Glu
55
Phe Thr

Tyr Cys

Arg Leu

tao

Ala
Gly

Gly

Gln

Asp

10

ctgtctgcat
aactatttaa
gcatccaatt
tttactttca
tatgataatc

Ser Leu
Gln
25

Lys Ala

Val Pro

Phe Thr Ile
75
Gln Tyr
90
Ile Lys

105

-237-

ctgtaggaga
attggtatca
tagaaccagg
ccatcatcag
tccecgatcac

- Ala
Asp Ile
Pro
Ser
60

Ile

Asp

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
cttcggccag

Va }
15
Asn

Gly
Tyx
Ile
Gly
Pro

B

[1e

60

120
180
240
300
321



<220>
<223>

<400>

téng hop

347

caggacatta gcaactat

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

<220>
<223>

<400>

348

6

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

348

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

349

9

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

349

gatgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

350

3

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

350

Asp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

351

27

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

351

caacaatatg ataatctccc gatcacc

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

352

9

PRT

Trinh tu nhdn tao

41479

-238-

18



<220>

<223> tdng hop

<400> 352
Gln Gln Tyr
1

<210> 353
<211> 447
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> HC

<400> 353

Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Thr
35
Gly Tyr Ile
50
Ser Arg Ala
65
Lys Leu Ser

Arg Glu Gly

Gly Thr Leu
115
Phe Pro Leu
130
Leu Gly Cys
145
Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser
195
Pro Ser Asn
210
Pro Cys Pro
225
Phe Leu Phe

Pro Glu Val
Val Gln Phe
275

Thr Lys Pro

Val Leu Thr
305

Asp Asn

5

tu nhén

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Thr
Ser
Asn
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
260
Asn

Arg

val

Gln
Thr
Ile
Tyr
Ile
vVal
85

Val
Thr
Pro
Val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
245
Cys
Trp

Glu

Leu

Leu

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr
Asp
Val
Cys
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu

His
310

41479

Pro Ile Thr

Ser
Thr
Gln
Gly
55

val
Ala
Thr
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln

295
Gln

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
120
Arg
Tyr
ser
Ser
Thr
200
Lys
Pro
LyS
Val
Asp
280

Phe

Asp

Pro
Ser
25

Pro
Ser
Thr
Asp
Met
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
265
Gly

Asn

Trp

-239-

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Tle
Ser
Thr
Pro
val
170
Ser
Thr
vVal
Phe
Thr
250
Val
Val

Ser

Leu

Leu
Asp
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His

Ser

Cys

Glu
Leu
235
Leu
Ser

Glu

Thr

Asn G

315

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val
Asp
Lys
Glu
140
Pro
Thr
Val
Asn
Ser
220
Gly

Met

Gln

Lys
Val
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
Tyr
Gly
125
Ser
val
Phe
Val
Val
205
Lys

Gly

Glu

His
285

© Arg

Y L\/S

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Trp

110
Pro

Pro
Thr
190
Asp
Tyxr
Pro
Ser
Asp
270
Asn

Val

Glu

Ser
15

Ser
Trp
Leu
ser
Cys
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val

His

Lys
Leu
30

Ala
Gln
val
Ala
Ser
160

Val

Pro

vVal
240
Thr

Glu



Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp

Trp

His

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

Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly

Gln

Asn

<220>

<223>

<400>

Ala
1
Asp
Leu
Tyr
Axrg
65
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

Ile
Arg
Gly
Ala
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

LC

Val
Ala
Gln
355
Gly
Pro
Ser

Glu

His
435

3514
214
PRT
Trinh

354

Gln
Val
Trp
35

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
115
Ser

Gln

Val

Glu
195
Arg

<210> 355

Ser
Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

tu nhan

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gln
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr
85

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Lys
Gln
Met

Pro

Asn

390
Leu

Val

Gln

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Gly
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyxr

Phe

Lys

Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lys

Gln

Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

41479

Pro Ser
330

Glu Pro

345

Asn Gln

Ile Ala
Thr Thr

Arg Leu
410

Cys Ser

425

Leu Ser

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val
Leu Thr

Leu Gln
90

Glu Ile

105

Ser Asp

Asn Asn
Ala Leu
Lys Asp

170
Asp Tyr

185
Leu Ser

-240-

Ser
Gln
Val
Val
Pro
395
Thir
Val

Leu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Asp
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Tle
vVal
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser
Phe
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro

Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Leu
445

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Asn
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyx
His

Val
205

Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ser
Arg
30

Leu
Phe
Leu
Tyr
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Thr
335
Leu

Asp

Ser
415
Ala

Lys

Val
15
Asn

Ala
Gln
Pro
95

Ala

Ser

Glu

Leu
175
val

Lhys

Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400
ANNe)

Leu

Pro
80
Trp

Ala ~

Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser



<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Met
1
Trp
Val
Ala
Ser
65
Asn
Asn
Lys
His
Val
145
Leu

Ile

Asn

Pro
225
Lys
Asn
Glu
Asn
Thr
305
Lys
Ser
Lys

Tyr

Gly
385

Gly
Gly
Gly
Phe
50

Tyr
Ser
Pro
Ser
Thr
130
Tyr
Thr
Asp
Pro
Ser
210
His
Asn
Lys
Asp
Thr
290
Ala
Tyr
Glu
Leu
Pro

370
vVal

1676
PRT
Trinh tu nhan

355

Leu
Gln
Ala
35

Asp
Ser
Ala
Val
Lys

115
Asp

His
Arg
195
Thr
Phe
Phe
vVal
Leu
275
Met
vVal
Leu
Glu
Asn
355

Ile

Pro

C5 nguoi

Leu
Glu
20

Ser
Ala
Ser
Ile
Ser
100
Arg
Lys
Leu
Ile
Ile
180
Tyr
Thr
Ser
Lys
Val
260
Lys
Leu
Lys
Tyr
Ala
340
Leu

Lys

Val

Gly
Gln
Glu
Thr
Gly
Leu
85

Tyr
Met
Pro
Asn
Asp
165
Gly
Gly
Gly
Val
Asn
245
Thr
Asp
Ile
Glu
Ile
325
Glu
Val

Val

Thr

tao

Ile
Thr
Asn
Ile
His
70

Thr
Val
Pro
Val
Asp
150
Pro
Ile
Met
Thr
Ser
230
Phe
Glu
Asp
Asn
Leu
310
Ala
Ile
Ala

Gln

Leu
390

Leu
Tyr
Ile
Ser
55

Val
Ile
Tyr
Ile
Tyr
135
Asp
Glu
Ile
Trp
Ala
215
Ile
Glu
Ala
Gln
Gly
295
Ser
Val
Pro
Thr
val

375
Asn

Cys
val
vVal
40

Ile
His
Gln
Leu
Thr
120
Thr
Leu
Gly
Ser
Thr
200
Tyr
Glu
Ile
Asp
Lys
280
Ile
Tyr
Thr
Gly
Pro
360

Lys

Ala

41479

Phe
Ile
25

Tle
Lys
L,eu
Pro
Glu
105
Tyr
Pro
Lys
Ser
Phe

185
Tle

Pro
Thr
Val
265
Glu
Ala
Tyr
Val
Tle
345
Leu
Asp

Gln

Leu
10

Ser
Gln
Ser
Ser
Lys
90

Val
Asp
Asp
Pro
Glu
170
Pro
Lys
Glu
Glu
Ile
250
Tyr
Met
Gln
Ser
Tle
330
Lys
Phe

Ser

Thr

-241-

Ala
Val
Tyr
Ser
75

Gln
Val
Asn
Gln
Ala
155
Val
Asp
Ala
vVal
Tyr
235
Lys
Ile
Met
Val
Leu
315
Glu
Tyr
Leu

Leu

Ile
395

Phe
Pro
Tyr
Pro
60

Glu
Leu
Ser
Gly
Ser
140
Lys
Asp
Phe
Lys
Lys
220
Asn
Nla
Thr
Gln
Thr

300
Glu

Lys

Asp
380
Asp

Leu
LyS
Gly
15

Asp
Asn
Pro
Lys
Phe
125
vVal
Arg
Met
Lys
Tyr

205
Glu

Arg
Phe
Thr
285
Phe
Asp
Thr
Leu
Pro

365
Gln

Gly
Ile
30

Tyr
Lys
Lys
Gly
His
110
Leu
Lys
Glu
Val
Tle

190
Lys

Ty
Tle
Ty
Gly
270
Ala
Asp
Leu
Gly
Ser
350
Gly

Leu

Asn

Lys

[
Lo

Phe
Thr
Lys
Phe
Gly
95

Phe
Phe
val
Thr
Glu
175
Pro
Glu
vVal
Gly
Phe
255
Tle
Met
Ser
Asn
Gly
335
Pro
Ile

Val

Gln

Thr
Arg

Glu

Tle
Arg
Val
160
Glu
Ser
Asp
Leu
Tyr
240
T
Axg
Gln
Glu
Asn
320
Phe
Tyr
Pro
Gly

Glu
100



Thr
val
Phe
Arg
Leu
465
His
Thr
Gly
Pro
Ile
545
Leu
Pro
Ala
Val
Gln
625
Asn
Ala
Leu
Lys
vVal
705
Gly

Gln

His

Gln
785
Gly
Ala

val

Arg

Ser
Ala
Asn
Glu
450
Tyr
Leu
His
Thr
val
530
vVal
Asn
Asp
Thr
Tyr
610
Phe
Asn
Asn
Arg
Tyr

690
Asn

Leu
Met
Pro
770
Leu
Val
Lys
Val

Thr
850

Asp
Ser
val
435
Gly
Ile
Asn
Tyr
Arg
515
Thr
Thr
Ile
Ala
Gly
595
Gly
Leu
Ala
Ala
Pro
675
Lys
Asn
Arg
Arg
Lys
755
Glu
Gln
Gly
val
Arg

835
Ser

Leu
Phe
420
Lys
Tyr
Asp
Ile
Asn
500
Glu
Gln
Gly
Glu
Asp
580
Met
vVal
Glu
Asn
Asp
660
Arg
His
Asp
Cys
Ala
740
Thr
Ser
Phe
Ile
Phe
820

Gly

Gly

Asp
405
Val
Thr
Arg
Trp
Ile
485
Tyr
Lys
Asn
Glu
Glu
565

Ala

Asp

Lys
Val
645
Asp
Arg
Ser
Glu
Ile
725
Asn
Leu
Trp
Ala
Ser
805
Lys

Glu

Met

Pro
Leu
Asp
Ala
Thr
470
Val
Leu
Phe
Met
Gln
550
Lys
Tyr
Ser
Arg
Ser
630
Phe
Ser
Thr
val
Thr
710
Lys
Ile
Leu
Leu
Leu
790
Asn
Asp

Gln

Gln

Ser
Asn
Ala
Ile
455
Asp
Thr
Ile
Ser
Val

535
Thr

Gln
Leu
val
695
Cys

Ala

Trp
775
Pro

Thr

val

Phe
855

Lys
Leu
Pro
140
Ala
Asn
Pro
Leu
Asp
520
Pro
Ala
Gly
Pro
vVal
600
Ala
Leu
Leu
Glu
Gln
680
LyS
Glu
Phe
His
Val
760
Glu
Asp
Gly
Phe
Gln

840
Cys

41479

Ser
Pro
425
Asp
Tyr
His
LyS
Ser
505
Ala
Ser
Glu
Asn
Gly
585
Ala
Lys
Gly
Ala
Asn
665
Lys
Lys
Gln
Thr
Lys
745
Ser
Val
Ser
Tle
Leu
825

Leu

val

Val
410
Ser
Leu
ser
Lys
Ser

490
Lys

Leu
Gln
570
Gln

Lys
Cys
Gly
650
Asp
Lys
Cys
Arg
Glu
730
Asp
Lys
His
Leu
Cys
810
Glu

Lys

LyS

-242-

Thi
Gly
Pro
Ser
Ala
475
Pro
Gly
Tyr
Axrg
val
555
Leu
Thr
Ala
Pro
Gly
635
Leu
Glu
Ile
Cys
Ala
715
Cys
Met
Pro
Leu
Thr
795
Val
Met

Gly

Met

Axg
Val
Glu
I.eu
460
Leu
Tyr
Lys
Gln
Leu
540
Ser
Gln
Val
Nla
Leu
620
Ala
Thr
Pro

Glu

Tyxr
700
Ala
Cys
Gln
Glu
Val
780
Thr
Ala
Asn

Thr

Ser
860

val
Thr
Glu
145
Ser
Leu
Tle
Ile
Ser

s}
52

L.eu

Ser
val
605
Glu
Gly
Phe
Cys
Glu
685
Asp
Arg
val

Leu

Tle
765

Pro !

Trp

Val
845
Ala

Asp
Val
430
Asn
Gln
Val
Asp
Ile
510

Ile

Val

Leu
590
Asp
Arg

Gly

Lys
6’70
Tle
Gly
Ile

Val

Gly
750
Arg

Pro
830
Tyr

Val

Asp
415
Leu

Gln

Gly
Lys
495
His
AsSn
Tyr
vVal
Leu
575
Asn

Ser

Val

Thr
655
Glu
Ala

Ala

Arg
Tle
val
815
Tyr

Asn

Glu

Glu
Ala
Tyr
Glu

480
Tle

Ty
Trp
560
Ser
Met
Ala
Phe
Leu
640
Asn
Ile
Ala
C\/S
Leu
720
Ser
L.eu
Tyr
Lys
Gln

200
Lys

Tyr

Gl Y



Ile
865
Ser

Cys Thr

Lys Cys

Phe Thr

Glu
915
Pro

Ser Leu

val val
930
Asp Pro
945

Tyr

Arg

Arg Ile

Leu Ser Val

Gln Glu
995
Glu

Ser
Glu Ala
1010
Leu Glu Thr
1025

Glu Lys Gln
Met Ser Tyr

Ser Ala Ser
1075
val Asn Lys
1090
Leu Trp Leu
1105
Asn Ser Gln

Ala Arg Glu
Arg Lys Ala

1155
Lys Ala

1170
Phe Thr

Ile

Thr
1185
Thr His Pro

Leu Val Lys

Gln His Lys
1235

Glu Thr Thr
1250
Asn Tyr Val
1265
Gly Gly Gly

Leu Thr Glu

Val
1315

Ile Asp

Glu Ser
870

Gln

Ser
vVal Arg
885
Val Leu
900

Thr

Pro

Trp Phe

Glu Gly Val

Gly Ile Tyr
950
Leu Asp
965

Gly

Pro
Lys Leu
980
Gly

Ile Asn

Leu Met Ser
His
1030
Lys

Gly Asn
Leu
1045
Arg Asn Ala
1060

Thr Trp

Lys

Leu

Tyr Val Glu

Val Glu Asn
1110
Gln Pro
1125

Ser Leu

Tyr

Asn
1140
Phe Asp Ile

Asp Asn Phe

Ala Ile
1190

Arg

Leu
Gln Phe
1205
Gly Asn Pro
1220

Asp Ser Ser
Ala Tyr Ala

Asn Pro Val
1270
Phe Tyr Ser
1285
Tyr Ser Leu
1300
Ser Tyr Lys

4147

Pro Val Ile Asp

Lys Val Glu Gly

890
Glu Ile Gly
905

Glu

Leu

Gly Lys Ile

920

Lys Arg Glu Ser

935

Gly Thr Ile Ser

Leu Val Pro Lys

970

Leu Val Gly Glu
985

Ile Thr

Leu His

1000
Val Val Pro
1015

Trp Asn Tle

Val
Phe

Lys Lys Leu Lys
1050
Asp Tyr Ser Tyr
1065
Thr Ala Phe Ala
1080

Gln Asn Gln Asn
1095

Tyr Gln Leu Asp

Ile Lys Leu Gln
1130

Thr Ala

1145

Pro Leu Val

1160

Leu

Tyr Leu

Cys
Leu Glu Asn
1175
Ser

Ala Tyr Ala

Ile Val Ser
1210
Tyr Arg
1225

Asn Thr

Ser

Pro Ile

Val Pro

1240

Leu Leu Thr Ser

1255

Ile Lys Trp Leu

Thr Gln Thr

1290

Asp

Leu Val Lys
1305
His Lys
1320

243

9

His
875
Ser

Arg
955
Thr
Ile
Leu
Phe
His
1035
Glu
Ser
Leu
Ser
Asn
1115
Gly
FPhe
Lys
Thr
Leu
1195
Nla
Phe
Gly

Leu

Ser
1275

Tle Asn Ala

Ser
940
Axrg
Glu
Leu
Pro
Tyxr
1020
Ser
Gly
val
Arg
Ile
1100
Gly
Thr
Thr
Ile
Leu
1180
Ser
Leu
Trp
Thr
Asn

1260
Glu

Gln Leu Arg Leu

Gly Ala Leu His Asn

Ser
380

Val

Thr Lys

Leu
895
Asn

His

Ile
910
Thr

Phe
Arg

vVal Leu

Glu Pro
960
Lys Ile
Ala
990

Gly

Leu
Lys Ala
1005
Val Phe His Tyr
Tle
1040

e

Asp Pro Leu

Me L Ser
1055
Gly Gly

Leu
Trp Lys
1070
vVal Leu Gly Gln
1085
Cys Asn Ser Leu
Ser Phe Lys Glu
1120
Pro Val Glu
1135

Tle Gly
1150
Thr

Leu

Val e

Asp Ala Leu
1165
Pro

Ala Gln Ser

Leu Gly Asp Lys
1200

Glu ANla

1215

Asn

Lys Axg

Lys Asp Leu
1230

Ala Arg

1245

Leu

Met Val

Lys Asp Ile

Glu Gln Arg Tyr

1280
Glu Gly
1205

Me L

Tle

Ser
1310
Tyr Lys Met

Asp

1325



Thr Asp Lys
1330
Asp Leu Ile
1345
Val

Thr Thr

Phe Tyr Leu

Gly Tyr Gly
1395
Pro Ser
1410

Ile

Lys
Asp Ser
1425

Ala Leu Val

Asp Gly His
Val
1475

Ala

Leu Cys
Pro
1490
Thr Met

Ser

Cys
1505
Glu Gly Ala

Glu Glu Leu

Cys Lys Pro
1555

vVal Glu

1570

Lys Thr

Thr

Tyr
1585
Ile Lys Lys

Tyr Leu Ile

Phe Arg Tyr
1635
Pro Arg Asp
1650
Asp Glu Phe

1665

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

356
1686
PRT
Trinh

<220>

<?223> hC5 RS

Asn Phe

Val Thr
1350

His

Ser
vVal Val
1365
Lys Ile Asp
1380

Asn Ser Asp

Arg Glu Glu
Thr
1430

Val

Leu Pro

Glu Gly
1445
Val Ile Leu
1460
Arg

Phe Arg

Thr Phe Thr

Phe Ser
1510

Lys

Tyxr
Ala Cys
1525
Asp Leu Thr
1540

Glu Ile Ala

Asn Val Phe

Glu Ala
1590

Cys

Gly
Val Thr
1605
Met Gly
1620

Ile Tyr

Lys
Pro
Thr Thr Cys

Ala Glu Asp

1670

tu nhan tao

85H

Leu Gly Arg

1335
Gly

Lys
Thr
Tyr
Ser
1415
Gly
Asp
Gln
Ile
vVal
1495
Thr
Cys
Ile
Tyr
Val
1575
Val
Thr
Glu
Leu
Ser

1655
Tle

41479

Phe
Thr
Gln Asp
1385
Lys Arg
1400

Sexr Ser

Ile Ser

Gln Leu
Asn
1465
Glu

Leu

Phe
1480
Tyr Glu

Ser Asn

Val Glu

Ala
1545
Tyr

Ser

Ala
1560
Lys Tyxr

Ala Glu

Asn Ala

Ala Leu
1625
Asp Ser
1640

Ser Cys

Phe Leu

Thr
1370
Ile Glu

Ser Glu

Ala

Tle Val Ala

Gly Ser Ser
1420
Ala Asn Glu
1435
Phe Thr
1450

Ser Ile

Asp
Pro

Leu Phe Glu

Tyr His Arg

1500

Ile
1515

Ala Asp Cys

1530

Glu Thr Arg

Lys Val Ser

Ala Thr

1580

Lys

Lys

1595
Glu
1610
Gln Tle

Leu Thr

Gln Ala

1660

Asn Gly Cys
1675

Glu
Ser
Cys
1405
His
Glu
Tyr

S

r

(

Val
1485
Pro

Lys Ile Gln Lys

Gly
Lys
Ile

1565
Leu

Asp Ser Glu Ile
Leu Val Lys Gly

Iys Tyr Asn

1645

Phe Leu Ala Asn

Asn Asp
Val lis
1360
Cys Ser
1375

His Tyr Arg
1390

Ala Ser Tyr
Ala

Val Met

Asp Leu Lys

1440
Ile Lys
1455
Asp

Gln

Ser Phe

1470
Gly Phe Teu
Asp Lys Gln

val

Gln

—

Gln Thr Ala
1550
Thr Ser Tle

Leu Asp Ile
Thr Phe
1600
Arg Gln
1615
Phe Ser

1630

Trp Ile Glu Tyr Trp

Leu

aa 1-1658: hC5 (aa 19-1676 of NM 001735.2 vd&i su thay aAdi

RBB5H)

aa 1659-1686: myc-myc-hexahistidin tag

<400> 356



Gln
Ala
Asp
Ser
Ala
65

Val
Lys
Asp
Ser
Phe
145
His
Arg
Thr
Phe
Phe
225
Val
Leu
Met
Val
Leu
305
Glu
Asn
Ile
Pro
Asp
385
Ser
Val

Gly

Ile

Glu
Ser
Ala
Ser
50

Ile
Ser
Arg
Lys
Leu
130
Ile
Ile
Tyr
Thr
Ser
210
Lys
Val
Lys
Leu
Lys
290
Tyr
Ala
Leu
Lys
Val
370
Leu
Phe
LyS

Tyr

Asp
450

Gln
Glu
Thr
35

Gly
Leu
Tyr
Met
Pro
115
Asn
Asp
Gly
Gly
Gly
195
Val
Asn
Thr
Asp
Ile
275
Glu
Ile
Glu
Val
Val
355
Thr
Asp
Val
Thr
Arg

435
Trp

Thr
Asn
20

Ile
His
Thr
Val
Pro
100
Val
Asp
Pro
Ile
Met
180
Thr
Ser
Phe
Glu
Asp
260
Asn
Leu
Ala
Ile
Ala
340
Gln
Leu
Pro
Leu
Asp
420

Ala

Thr

Tyr
Ile
Ser
Val
Ile
Tyr
Ile
Tyr
Asp
Glu
Ile
165
Trp
Ala
Ile
Glu
Ala
245
Gln
Gly
Ser
Val
Pro
325
Thr
Val
Asn
Ser
Asn

405
Ala

Val
Val
Ile
His
Gln
70

Leu
Thr
Thr
Leu
Gly
150
Ser
Thr
Tyr
Glu
Ile
230
Asp
Lys
Ile
Tyr
Thr
310
Gly
Pro
Lys
Ala
Lys
390
Leu
Pro

Ala

Asn

Ile
Ile
Lys
Leu
55

Pro
Glu
Tyr
Pro
Lys
135
Ser
Phe
Tle
Phe
Pro
215
Thr
Val
Glu
Ala
Tyr
295
Val
Ile
Leu
Asp
Gln
375
Ser
Pro
Asp

Tyr

His
455

Ser
Gln
Ser
40

Ser
Lys
Val
Asp
Asp
120
Pro
Glu
Pro
Lys
Glu
200
Glu
Ile
Tyr
Met
Gln
280
Ser
Ile
Lys
Phe
Ser
360
Thr
Val
Ser
Leu
Ser

440
LyS

41479

Ala

val
25

Tyr
Serx
Gln
Val

Asn
105

Gln ¢

Ala
Val
Asp
Ala
185
val
Tyr
Lys
Ile
Met
265
val
Leu
Glu
Tyr
Leu
345
Lieu
Ile
Thr
Gly
Pro
425

Ser

Ala

-245-

Pro
10

Tyr
Pro
Glu
Leu
Ser

90
Gly

Lys
Asp
Phe
170
Lys
Lys
Asn
Ala
Thr
250
Gln
Thr
Glu
Ser
Val
330
Lys
Asp
Asp
Arg
Val
410
Glu

Leu

Leu

Gly
Asp
Asn
Pro
75

Lys
Phe
Val
Arg
Met
155
Lys
Tyr
Glu
Phe
Arg
235
Phe
Thr
Phe
Asp
Thr
315
Leu

Pro

Gln

Val
395
Thr
Glu

Ser

Ile
Tyr
Lys
Lys
60

Gly
His
Leu
Lys
Glu
140
Val
Ile
Lys
Tyr
Tle
220
Tyr
Gly
Ala
Asp
Leu
300
Gly
Ser

Gly

Leu

L Asn

380

Asp !

Val

Asn

Gln

vVal
460

Lys
45

Phe
Gly
Phe
Phe
Val
125
Thi
Glu
Pro
Glu
val
205
Gly
Phe

Ile

Met

Gly
Pro
Tle
val

365
Gln

Ser
445
Gly

Arg
Glu
30

Phe
Gln
Gln
Ser
Ile
110
Arg
Val
Glu
Ser
Asp
190
Leu
Tyr
Tyr
Arg
Gln

270
Glu

Tyxr
Pro
350
Gly
Glu
Gly
Glu
Ala
430

Tyr

Glu

Val
15

Ala
Ser
Asn
Asn
Lys
95

His
Val
Leu
Tle
Asn
175
Phe
Pro
Lys
Asn
Glu
255

Asn

Thr

Lys
335
Tyr
Gly
Thr
Val
Phe
415
Arg

Leu

His

Gly
Phe
Tyxr
ser
Pro
30

Ser
Thr
Tyr
Thr
Asp
160
Pro
Ser

His

Lys
240
*\Sp

Tyr
Glu
320
Leu
Pro
Val
Ser
Ala
400

Asn

Glu



Asn
465
Tyr
Arg
Thr
Thr
Ile
545
Ala
Gly
Gly
Leu
Ala

625
Ala

LyS
Asn
Arg
705
Arg
Lys
Glu
Gln
Gly
785
val
Axrg
Ser
Thr
Cys
865
Thr

Glu

Pro

Ile
Asn
Glu
Gln
Gly
530
Glu
Asp
Met
vVal
Glu
610
Asn
Asp
Arg
His
Asp
690
Cys
Ala
Thr
Ser
Phe
770
Ile
Phe
Gly
Gly
Ser
850
vVal
vVal

Thr

Glu

Ile
Tyr
Lys
Asn
515
Glu
Glu
Ala
Asp
Gln
595
Lys
vVal
Asp
Arg
Ser
675
Glu
Ile
Asn
Leu
Trp
755
Ala
Ser
LyS
Glu
Met
835
Glu
His
Leu

Trp

Gly

915

Val
Leu
Phe
500
Met
Gln
Lys
Tyr
Ser
580
Arg
Ser
Phe
Ser
Thr
660
val
Thr
Lys
Ile
Leu
740
Leu
Leu
Asn
Asp
Gln
820
Gln
Ser
Gln
Pro
Phe

900
vVal

Thr
Ile
485
Ser
Val
Thr
Cys
Ser
565
Trp
Gly
Asp
His
Gln
645
Leu
Val
Cys
Ala
Ser
725
Pro
Trp
Pro
Thr
Val
805
Ile
Phe
Pro
Lys
Leu
885

Gly

Lys

Pro
470
Leu
Asp
Pro
Ala
Gly
550
Pro
Val
Ala
Leu
Leu
630
Glu
Gln
Lys
Glu
Phe
710
His
Val
Glu
Asp
Gly
790
Phe
Gln
Cys
Val
vVal
870
Glu

Lys

Arg

Lys
Ser
Ala
Ser
Glu
535
Asn
Gly
Ala
Lys
Gly
615
Ala
Asn
Lys
Lys
Gln
695
Thr
Lys
Ser
Val
Ser
775
Ile
Leu
Leu
Val
Tle
855
Glu
Ile

Glu

Glu

Ser
Lys
Ser
Ser
520
Leu
Gln
Gln
Leu
Lys
600
Cys
Gly
Asp
Lys
Cys
680
Arg
Glu
Asp
Lys
His
760
Leu

Cys

Glu

Ser
520

41479

Leu
Thr
Ala
585
Pro
Gly
Leu
Glu
Tle
665
Cys
Ala
Cys
Met
Pro
745
Leu
Thr
val
Met
Gly
825
Met
His
Ser
Leu
Leu

905
Tyr

-246-

Tyr
Lys
490
Gln
Leu
Ser
Gln
Val
570
Ala
Leu
Ala
Thr
Pro
650
Glu
Tyr
Ala
Cys
Gln
730
Glu
Val
Thr
Ala
Asn
810
Thr
Ser
Gln
Ser
His

890
Val

Ile
475
Ile

Leu
Asp
Val
555
Ser
val
Glu
Gly
Phe
635
Cys
Glu
Asp
Arg
vVal
715
Leu

Tle

Pro

Asp
795
Ile
Val
Ala
Gly
Ser
875
Asn

Lys

Gly

Asp
Tle
Tle
Val
Ser
540
His
Leu
AsSp
Nrg
Gly
620
Leu
Lys
Ile
Gly
Ile
700

val

Gly

Axrg
Glu
780
Thr
Pro
Tyr
vVal
Thr
860
His
Tle
Thr

Val

Lys
His
Asn
Tyr
525
Val
Leu
Asn
Ser
Val
605
Gly
Thr
Glu
Ala
Ala
685

Ser

Ala

Arg
765
Tle

vVal

Glu
845
Lys
Leu
Asn

Leu

Thir

RN
925

Ile
Phe

Tle
510

Tyr
Trp

Ser

Ala
590
Phe
Leu
Asn
Ile
Ala
670
Cys
Leu
Ser
Leu
Tyr
750
Lys

Gln

Ty
830
Gl Y

Ser

Val

Arg
910

Len

Thr
Gly
495
Pro
Tle
Leu
Pro
Ala
575
Val

G1ln

Asn

Gly
Gln
His
735
Phe
Gln
Gly
Ala
val
815
Arqg
Ile
Ser
Thr
Ser
895

vVal

Asp

His
480
Thr

Asn
Asp
560
Thr
Tyxr
Phe
Asn
Asn

640
Axg

Pro
Leu
720
Mel
Pro
TL.eu
Va 1.
Lys
800
val

Thir

Cy

[9))

Lys

Phe
880

L.eu



Arg Gly Ile
930

Ile Pro

945

Val

Leu

Lys Gly

Glu Gly Ile

Glu Met
995
Asn

Leu
Thr Gly
1010
Gln Lys Leu
1025

Tyr Arg Asn

Ser Thr Trp
Val
1075

Glu

Lys Tyr
val
1090
Tyr

Leu

Gln
1105
Glu Asn

Gln
Ser

Ala Phe Asp

Ala Asn
1155
Ala

Asp

Leu
1170
Gln Phe

Thr

Pro
1185
Lys Gly Asn

Lys Asp Ser

Thr Ala Tyr
1235
val Asn Pro
1250
Gly Phe Tyr
1265
Glu Tyr Ser
Val Ser Tyr
Asn Phe
1315

Lys

Tyr Gly Thr
Val
950

Val

Asp Leu

Leu Leu
965
Asn Ile
980

Ser

Leu

Val Vval

His Trp Asn

Lys Lys Lys
1030
Ala Asp Tyr

1045
Leu Thr Ala
1060

Glu Gln Asn
Gln

Asn Tyr

Pro Ile Lys
1110
Leu Tyr Leu
1125
Ile Cys Pro
1140
Phe Leu Leu

Ile Ser Ala
Ile
1190
Ile

Arg Ser

Pro Pro
1205
Ser Val Pro
1220
Ala Leu Leu

Val Ile Lys

Thr Gln
1270
Val

Ser

Leu
1285
His Lys

Leu

Lys
1300

Leu Gly Arg

Ile
Thr
1345

Leu

Gly

val Ser Thr
1330
Val Val His

Lys Ile Asp

Asn Ser Asp
1380

Gly Phe
Thr
1350
Gln

Lys

Thr
1365
Tyr Lys

41479

Ile
935
Pro

Arg

Lys Thr

Gly Glu Tle

Thr Leu
985
Phe

His

Val
1000
Phe His

Pro

Ile
1015

Leu Lys Glu

Ser Tyr Ser

Phe Ala Leu

1065

Gln Asn

1080

Leu Asp Asn

1095

Leu Gln Gly

Thr Ala Phe

Leu Val

1145

Glu Asn Thr

1160
Tyr Ala Leu
1175
Val Ser Ala

Tyr Arg Phe

Asn Thr Gly

1225

Thr Ser Leu
1240

Trp Leu Ser

1255

Asp

Thr Tle

Lys Gln Leu

Ala Leu
1305
Glu

Gly

val
1320
Ser Gly

Pro
Gly
1335
Ser Thr Ser

Asp [le Glu

Arg Ile Val
1385

Arg
Glu
Leu
970
Pro
Tyr
Ser
Gly
Val

1050
Arg

Gly
Thr

Thr
1130

Lys Ile Asp

Leu
ser

Leu

Trp
1210

Thr
Asn
Glu
Asn
Arg
1290
His
vVal
Leu
Glu
Ala

1370
Ala

-247-

o

D

Glu Phe
940
Lys

Ly

Ile
955
Ser

Arg

Ala val

Lys Gly Ser

Val Phe His

1005

Pro TLeu
1020
Leu

Asp

Met
1035
Trp Lys Gly

Ser

Val Leu Gly

Ser Ile Cys Asn Ser
1085

Ser Phe Lys

1100

Leu Pro Val

1115

Val Ile Gly

Thr Ala

Pro Ala Gln

1165

Leu Gly Asp

1180

Lys Arg Glu

1195

Lys Asp Asn

Ala Arg Met

Leu Lys Asp

1245 .
Arg Tyr Gly Gly

Glu Gln

1260
Ala Tle Glu
1275
Leu

Ser Mel

Asn Tyr Lys

Leu Leu Asn

Pro Arg

Tle Ser
960
Ser Gln
975
Glu

Leu

Ala
990

Tyr Leu Glu

Ile Glu Lys

Ile Met Ser
1040
5er Ala

1055
Val Asn

Gly

Gln
1070
Leu Leu Trp

Glu Asn Ser

Glu Ala Arg
1120

lys

Tle Arg
1135
Leu Tle Lys
1150
Ser

Thr Phe

Lys Thr llis

7 -
Ve

Ala TLeu

1
Gln
1215
Glu Thr

1
o)

200
Leu His
Val
1230
Ile Asn Tyr

Gly Leu Thr
1280
Tle Nsp
1295
Met Thr Asp
1310
Asp

Asp

Asp Leu

1325

Thr
1340
Val Cys

Ala vVal
Glu
1355
Ser

His Tyr

Cys Ala Ser

His Val Thr

Ser TPhe Tyr
1360
Gly Tyr
1375
Lys

Arg

Tyx Pro

1390



Ser
Val
1425
His
vVal
Ala
Met
Ala
1505
Leu
Pro
Glu
Thr
Lys
1585
Ile
Tyr
Asp
Phe
Glu

1665
His

<210
<211
<212
<213

<220
<223

<400

Arg Glu Glu
1395
Leu Pro Thr
1410
Glu Gly Val

Val Ile Leu

Arg Phe Arg
1460
Thr

Thr Phe

1475
Phe Tyr Ser
1490
Ala

Cys Lys

Asp Leu Thr

Glu Ile Ala
1540
Val Phe
1555

Glu Ala

Asn

Gly
1570
val

Thr Cys

Met Gly Lys

Ile Pro
1620

Cys

Tyr
Thr Thr
1635
Ala Glu Asp
1650

Glu Asp Leu

His His His

>
>
>
>

357
1686
PRT

>
> hC5 R885C
aa 1-1658:
R885C)

aa 1659-16

> 357

Ser
Gly
Asp
Gln
1445
Ile
vVal
Thr
Cys
Ile
1525
Tyr
Val
val
Thr
Glu
1605
Leu
Ser
Ile

Gly

His
1685

hC5

86:

Gln Glu Gln Thr Tyr

1

5

Ala Ser Glu Asn Ile

20

Asp Ala Thr Ile Ser

35

41479

Ser Ser Gly Ser

1400

His Ala

val
1405

Ile Ser Ala
1415
Gln Leu Phe
1430

Leu Asn Ser

Phe Glu Leu

Tyr Glu Tyr

1480
Asn Ile
1495
Glu

Ser

vVal
1510
Ser

Ala

Ala Glu

Ala Tyr Lys

Lys Tyr Lys

1560

Ala Glu Lys
1575

Asn Ala Glu

1590

Ala

Leu Gln

Asp Ser Leu
Gln

1640

Ser Cys

Phe Leu
1655
Gly
1670
His

Trinh ty nhan tao

(aa 19-1676 cua NM 001735

Asn
Thr
Tle
Phe

1465
His

Lys
Asp
Thr
val
1545
Ala
Asp
Leu
Ile
Thr

1625
Ala

Asp
Pro
1450
Glu
Axrg
Tle
Cys
Arg
1530
Ser
Thr
Ser
Val
Lys
1610

Trp

Phe

Asn Gly Cys

Glu Gln Lys Leu

Glu Asp Leu

1420
Tyr Gln Ile
1435

Ser Ser Asp

Val Gly Phe

Pro Asp Lys

1485
Val

Gln Lys

1500
Gly Gln Met
1515
Lys

Gln Thr

Ile Thr Ser

Leu Leu Asp

1565

Glu Ile Thr
1580

Lys Gly

1595

Tyr

Asn Phe

Ile Glu Tyr

Ala Asn
1645

Lys

Leu
Glu Gln
1660
Ile Ser Glu
1675

.2 VOl

myc-myc-hexahistidin tag

val Ile

val Ile Gln

Ile Lys Ser

40

Val Tyr Gly Tyr

25
Tyr

Ser Ala Pro Lys Ile

10

Pro Asp Lys

-248-

Phe

Thr

Met

Lys Ala Leu

Lys Asp Gly
1440
Leu Cys
1455
Leu Ser Pro
1470
Gln

Phe

Cys Thr

Cys Glu Gly

Gln Glu Glu
1520
Ala Cys Twys

1535
Tle Thr Val
1550

Tle Tyr Lys

B

Phe Tle Lys
Leu
1600
Ser Phe Arg
1615
Trp Pro Arg

1630
Leu Asp

Gln Tyr

Glu

Leu Ile
Glu Asp Leu
1680

su thay doi

Arg Val Gly
15

Glu Ala Phe
30

Phe Ser Tyr



Ser
Ala
65

vVal
Lys
Asp
Ser
Phe
145
His
Arg
Thi
Phe
Phe
225
val
Leu
Met
Val
Leu
305
Glu
Asn
Ile
Pro
Asp
385
Ser
Val
Gly
Ile
Asn
465

Tyxr

Arg

Ser
50

Ile
Ser
Arg
Lys
Leu
130
Ile
Ile
Tyr
Thr
Ser
210
Lys
Val
Lys
Leu
Lys
290
Tyr
Ala
Leu
Lys
val
370
Leu
Phe
Lys
Tyxr
Asp

450
Ile

Gly
Leu
Tyr
Met
Pro

115
Asn

Thx
Asp
Ile
275
Glu
Ile
Glu
Val
val
355
Thr
Asp
vVal
Thr
Arg
435
Trp
Ile

Tyr

Lys

His
Thr
Val
Pro
100
Val
Asp
Pro
Ile
Met
180
Thr
Ser
Phe
Glu
Asp
260
Asn
Leu
Ala
Ile
Ala

340
Gln

Pro
Leu
Asp
420
Ala
Thr
val

Leu

Phe
500

Val
Ile
Tyr
85

Ile
Tyr
Asp
Glu
Ile
165
Trp
Ala
Ile
Glu
Ala
245
Gln
Gly
Ser
Val
Pro
325
Thr
Val
Asn
Ser
Asn
405
Ala
Ile
Asp
Thr
Ile

485
Ser

His
Gln
70

Leu
Thr
Thr
Leu
Gly
150
Ser
Thr
Tyr
Glu
Ile
230
Asp
Lys
Ile
Tyr
Thr
310
Gly
Pro
Lys
Ala
Lys
390
Leu
Pro
Ala
Asn
Pro
470

Leu

Asp

Leu
55

Pro
Glu
Tyr
Pro
Lys
135
Ser
Phe
Ile
Phe
Pro
215
Thr
Val
Glu
Ala
Tyr
295
Val
Ile
Leu
Asp
Gln

375
Ser

Asp
Tyr
His
455
Lys

Ser

Ala

Ser
Lys
Val
Asp
AsSp
120
Pro
Glu
Pro
Lys
Glu
200
Glu
Ile
Tyr
Met
Gln
280
Ser
Ile
Lys
Phe
Ser
360
Thr
vVal
Ser
Leu
Ser
440
Lys
Ser

Lys

Ser

41479

Ser
Gln
Val
Asn
105
Gln
Ala
Val
Asp
Ala
185
vVal
Tyr
Lys
Tle
Met
265
Val
Leu
Glu
Tyr
Leu
345
Leu
Ile
Thr
Gly
Pro
425
Ser
Ala
Pro

Gly

Tyr
505

-249-

Glu
Leu
Ser
90

Gly
Ser
Lys
Asp
Phe
170
Lys
Lys
Asn
Ala
Thr
250
Gln
Thr
Glu
Ser
Val
330
Lys
Asp
Asp
Arg
Val
410
Glu
Leu
Leu
Tyr
Lys

490
Gln

Asn
Pro
75

Lys
Phe
Val
Axrg
Met
155
Lys
Tyr
Glu
Phe
Arg
235
Phe
Thr
Phe

Asp

Thr

-315

Leu
Pro
Gln
Val
Val
395
Thr
Glu
Ser
Leu
Tle
475

Tle

Ser

Lys
Gly
His
Leu
Lys
Glu
140
Val
Tle
Lys
Tyr
Ile
220
Tyxr
Gly
Ala
Asp
Leu
300
Gly
Ser
Gly
Leu
Asn
380
Asp
val
Asn
Gln
Val

160
Asp

Tle

Phe
Gly
Phe
Phe
val
125
Thr
Glu
Pro
Glu
Val
205

Gly

Phe

Met
Ser
285
Asn

Gly

Pro

Ser
4415

Lys

His

Gln
Gln
Ser
Tle
110
Arg
Val

Glu

Asp
190
Len
Ty
Tyr

Arg

Gln
2770

Glu -

Asn
Phe
Tyr
Pro
350
Gly
Glu
Gly
Glu

Ala
430

Ty
Glu

Ile

Asn

Asn
Lys

95
His

Leu
Ile
Asn
175
Phe

Pro

Thi

Gly
495
Pro

ser
Pro
80

Ser

Thr

Asn

Lys
240

u Asp

Tha
Ala
Tyr
Glu
320
Teu
Pro
Val

sevr

. Ala

100
Asn

Glu
Tyr
Leu
His
480
Thr

Val



Thr
Thr
Ile
545

Ala

Gly

Leu
Ala
625
Ala
Pro
Lys
Asn
Arg
705
Arg
Lys
Glu
Gln
Gly
785
Val
Arg
Ser
Thr
Cys
865
Thr
Glu
Pro
Arg
Ile

945
vVal

Gln
Gly
530
Glu
Asp
Met
Val
Glu
610
Asn
Asp
Arg
His
Asp
690

Cys

Ala

Ser
Phe
770
Ile
Phe
Gly
Gly
Ser
850
val
vVal
Thr
Glu
Gly
930
Pro

Lys

Asn
515
Glu
Glu
Ala
Asp
Gln
595
Lys
Val
Asp
Arg
Ser
675
Glu
Ile
Asn
Leu
Trp
755
Ala
Ser
Lys
Glu
Met
835
Glu
Cys
Leu
Trp
Gly
915
Ile

Leu

Gly

Met
Gln
Lys
Tyr
Ser
580
Arg
Ser
Phe
Ser
Thr
660
Val
Thr
Lys
Ile
Leu
740
Leu
Leu
Asn
Asp
Gln
820
Gln
Ser
Gln
Pro
Phe
900
vVal
Tyr
Asp

Leu

vVal
Thr
Cys
Ser
565
Trp
Gly
Asp
His
Gln
645
Leu
Val
Cys
Ala
Ser
725
Pro
Trp
Pro
Thr
Val
805
Ile
Phe
Pro
Lys
Leu
885
Gly
Lys
Gly

Leu

Leu
965

Pro
Ala
Gly
550
Pro
Val
Ala
Leu
Leu
630
Glu
Gln
Lys
Glu
Phe
710
His
vVal
Glu
Asp
Gly
790
Phe
Gln
Cys
Val
vVal
870
Glu
Lys
Arg
Thr
Val

950
Val

ser
Glu
535
Asn
Gly
Ala
Lys
Gly
615
Ala
Asn
Lys
Lys
Gln
695
Thr
Lys
Ser
Val
Ser
775
Ile
Leu
Leu
Val
Ile
855
Glu
Ile
Glu
Glu
Ile
935

Pro

Gly

ser
520
Leu
Gln
Gln
Leu
Lys
600
Cys
Gly
Asp
Lys
Cys
680
Arg
Glu
Asp
Lys
His
760
Leu
Cys
Glu
LyS
Lys
840
Asp
Gly
Gly
Ile
Ser
920
Ser

Lys

Glu

41479

Arg
val
Leu
Thr
Ala
585
Pro
Gly
Leu
Glu
Ile
665
Cys
Ala
Cys
Met
Pro
745
Leu
Thr
val
Met
Gly

825
Met

Leu
Ser
Gln
Val
570
Ala

Leu

Ala

Pro
650
Glu
Tyr
Ala
Cys
Gln
730
Glu
val
Thr
Ala
Asn
810
Thr
Ser
Gln
Ser
His
890
Val
Ser
Arg

Glu

Leu
970

-250-

Leu
Asp
vVal
555
Ser
Val
Glu
Gly
Phe
635
Cys
Glu
Asp
Arg
Val
715
Leu

Ile

Pro

Ala
Gly
Ser
875
Asn
Lys
Gly
Lys
Tle

955
Ser

val
Ser
540
His
Leu
Nsp
Arg
Gly
620
Leu
Lys
Ile
Gly
Ile
700
val
Gly
Arg
Arg
Glu

780
Thr

Tyx
Val

Thr
860
His

Tyr
525
val

T.eu

Ser
vVal
605
Gly
Thix
Glu
Ala
Ala
685
Ser
Ala
Axrg
Ser
Arg
765
Ile
Val
Tyx
Asn
Glu
845
Lys
Leu
Asn
Leu
Thi
925

Phe

Arg

Tyxr
Trp
Ser
Met
Ala
590
Phe
Leu
Asn
Ile
Ala
670
Cys
Leu
Ser
Leu
Tyr
750

Lys

Gln

Tyr
830
Gly

Ser

Phe
Arg
910
Leu

Pro

Tle

Ile
Leu
Pro
Ala
575
vVal
Gln
Asn
Ala
Leu
6595

Lys

Val

His
735
Phe
Gln
Gly
Al a
Val
815

AxXg

Tle

4 O
= O)
= =

o W
No IR0}

<
03]
—

A

val
Asn
AspP
560
Thr
Tyx
Phe
Asn
Asn
540
Arqg
Tyr
Asn
Pro
L.eu

120

Met

Lys
200
val
Thr
Cys
Lys
Phe
2320
T.eu
Val
Pro

Arg

Ser
960
GIn



Glu Gly Ile

Glu Leu Met
995

Gly Asn

1010

Lys

Thr

Gln
1025
Tyr Arg

Leu

Asn

Ser Thr Trp
Val
1075

Glu

Lys Tyr
val
1090
Tyr Gln

Leu

Gln
1105
Glu Asn Ser

Ala Phe Asp

Ala Asn
1155
Ala

Asp
Thr Leu
1170
Pro Gln Phe
1185

Lys Gly Asn

Lys Asp Ser

Thr Ala Tyr
1235
Val Asn Pro
1250
Gly Phe
1265

Glu Tyr

Tyr
Ser

Val Ser Tyr
Phe
1315

Ser

Lys Asn

Ile Val
1330
Thr Val Val
1345

Leu Lys Ile
Gly Asn Ser
Ser Arg Glu

1395
Leu Pro

1410
Glu Gly

Ser

val
1425

Asn Ile Leu

980

Ser Val Val

His Trp Asn

Lys Lys Lys

1030
Tyr

Ala Asp

1045

Leu Thr Ala

1060

Glu Gln Asn

Asn Tyr Gln

Pro Ile Lys
1110
Leu Tyr Leu
1125
Ile Cys
1140

Phe

Pro

Leu Leu

Ile Ser Ala
Ile
1190
Pro Ile
1205

Val

Arg Ser

Pro
Ser Pro
1220
Ala

Leu Leu

Val Ile Lys

Thr Gln
1270
Val

Ser

Leu
1285
His

Leu

Lys
1300
Leu

Lys

Gly Arg

Thr Gly Phe
Thr
1350

Gln

His Lys
Thr
1365
Tyr

Asp

Asp
1380
Glu Ser

Lys
Ser
Thr Gly Ile

Gln
1430

Val Asp

Thr His

Pro Val
1000

Ile Phe

1015

Leu Lys

Ser Tyr

Phe Ala

Gln Asn
1080
Leu Asp
1095
Leu Gln

Thr Ala

Leu Val

Glu Asn
1160
Tyr Ala
1175
Val Ser

Tyr Arg

Asn Thr

Thr Ser
1240
Trp Leu
1255

Asp Thr

Lys Gln

Gly Ala
Val
1320
Ser

Pro

Gly
1335
Ser

Thr

Asp Ile

Arg Ile

Ser Gly
1400
Ser Ala
1415

Leu Phe

41479

Leu Pro
985

Phe

Lys

Tyr Val

His Ser Asp

Glu Met
1035
Trp

Gly

Val
1050
Arg Val

Ser

Leu
1065
Ser Ile Cys

Asn Gly Ser

Gly Thr Leu

1115

Phe Thr Val
1130

Lys Ile Asp
1145

Thr Leu Pro

Leu Ser Leu

Ala Leu Lys

1195

Phe Trp Lys
1210

Gly Thr Ala

1225

Leu

Asn Leu

Ser Glu Glu

Ile Ala
1275

Leu

Asn
Leu Arg
1290
Leu His Asn
1305
Glu

Val Leu

Gly Leu Ala
Glu
1355

Ser

Ser Glu

Glu Ala
1370
val Ala Cys
1385
Ser Ser His
Asn Glu Glu

Thr Asp Tyr
1435

-251-

Gly Ser Ala
990
Phe His Tyx
1005
Pro Leu Ile
1020
Leu Ser Ile

Lys Gly Gly

Leu Gly GlIn

1070
Ser Leu
1085
Lys

Asn

Phe
1100
Pro

Glu

vVal Glu

Tle Gly TIle

Thr Ala Leu

1150

Ala Gln Ser
1165

Gly Asp Lys

1180

Arg

Glu Ala

Asp Asn Leu

Met Val
1230
Ile

Arg
Lys Asp
1245
Gln Arg Tyr
1260

Tle Glu Gly
Ser Met Asp

Tyr Lys Met
1310
Leu Asn Asp
1325
Thr Val
1340
Val Cys

Hi.s
Ser

Tyr Arg

Ser Tyr

1390

Val Met
1405

Asp Leu Lys

1420

Gln Tle Lys

Glu Ala

Leu Glu

Glu Lys

Melt Ser
1040
Ser Ala
1055
Val Asn

Leu Trp

Asn Ser

Ala Arg

1120
Arg Lys
1135
Ile Lys

Thr Phe

Thr His
Leu Val

1200
Gln His
1215
Glu Thr

Asn Tyr

Gly Gly
Thr
1280
Tle Asp
1295

Thr Asp

Leu

Asp Leu

val Thr
Phe Tyr
1360
Gly Tyr
1375
Lys Pro

Nsp Ile

Ala Leu

Asp Gly
1440



His
val
Ala
Met
Ala
1505
Leu
Pro
Glu
Thr
Lys
1585
Tle
Tyr
Asp

Phe

Glu
1665

Val
Arg
Thr
Phe
1490
Ala
Asp
Glu
Asn
Gly
1570
Val
Met
Ile
Thr
Ala

1650
Glu

Ile Leu Gln
1445

Arg Ile

1460

Thr Val

Phe

Phe
1475
Tyr Ser Thr

Cys Lys Cys

Thr Ile
1525
Tyr

Leu
Ile Ala
1540
Val Phe Val
1555
Glu Ala Val

Thr Cys Thr

Gly Lys
1605

Pro Leu

1620

Cys Ser

Tyr
Thr
1635
Glu Asp Ile

Asp Leu Gly

His His His His His

1685

<210> 358
<211> 1686
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220
<223

’

>
> M.
aa

aa

fasciculari
1-1658: M.

NTBK#12480)

1659-1686:

<400> 358

Gln Glu Gln Thr

1

Ala Ser Glu

Asp
Ser
Ala

65
vVal

Ala
Ser
50

Val

Ser

Tyr
5
Asn TIle
20
Thr Ile

35

Gly

Ser

His Val

Leu Thr Ile

Tyr Val Tyr

85

Glu Ala

Leu Asn Ser

Phe Glu Leu

Tyr Glu
1480
Asn Ile
1495
vVal Glu Ala
1510

Ser Ala

Ser

Glu

Ala Tyr Lys

Lys Tyr Lys
1560
Ala Glu
1575
Asn Ala Glu
1590
Leu Gln

Asp Ser Leu

Ser Cys

1640
Phe Leu
1655
Gly
1670
His

s C5 R885H
fascicularis

41479

T1le

Pro
1450

Ser

Phe Glu Val

1465

Lys
Asp
Thr
val

1545
Ala

Leu
Ile

Thir
1625

C5

Tyr His Arg

Ile
Cys
Arg
1530

Ser

Thr

Lys Asp Ser

Val

Lys
1610
Trp

(xac dinh

Pro
Gln
Gly
1515
Lys
Ile
Leu
Glu
Lys
1595

Tyxr

Tle

Gln Ala Phe Leu

Asn Gly Cys Glu

1675

myc-myc-hexahistidin tag

Val Ile Ser

Val Ile Gln

Ile Ser
40

Ser

Lys

Leu
55
Gln Pro
70

Leu Glu

Ala
Val
25

Tyxr
Ser

Gln

Val

Pro
10

Tyr
Pro
Glu

Leu

Ser
90

-252-

Lys
Gly
Asp
Asn
Pro

75
Lys

ser
Gly
Asp
Lys
1500
Gln
Gln
Thr
Leu
Ile
1580
Gly
Asn
Glu

Ala

Gln
1660

Ile
Tyr

Lys

Ly:
60

Gly

P

His

néi

Asp Phe Teu Cys

1455
Phe Leu Ser Pro
1470
Lys Gln Cys Thr
1485
Val Cys Glu Gly
Mel Gln Glu Glu
1520
Thr Ala Cys lLys
1535
ITle Thr
1550

Ile Tyr Lys

Ser Val
Asp
1565
Thr Phe

Tle Lys

Gln Leu
1600
Phe Arg
1615

Pro Arg

Arg Tyr

Phe Ser

Tyr Trp
1630
Asn Leu Asp Glu
1645

Lys Leu TIle Ser

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu

1680

tai

vVal
15
Ala

Phe Arg Gly

Thr Glu Phe
30

Lys Phe Ser
45

Phe

Tyr

Gln Asn Ser

Gln Gln
80

Ser

Asn

Ser

9]

\ej
(G



Lys
Asp
Ser
Phe
145
His
Arg
Thr
Phe
Phe
225
Val
Leu
Met
val
Leu
305
Glu
Asn
Ile
Pro
Asp
385
Ser
val
Gly
Ile
Asn
465
Tyr

Arg

Thr

Ile
545

Lys
Lys
Leu
130
Ile
Ile
Tyr
Thr
Ser
210
Lys
Val
Lys
Leu
Lys
290
Tyr
Ala
Leu
Lys
Val
370
Leu
Phe
Lys
Tyr
Asp
450
Ile
Asn
Glu
Gln
Gly

530
Glu

Ile
Pro
115
Asn
Asp
Gly
Gly
Gly
195
vVal
Asn
Thr
Asp
Ile
275
Glu
Ile
Glu
val
vVal
355
Thr
Glu
vVal
Thr
Arg
435
Trp
Ile
Tyr
Lys
Asn
515

Glu

Glu

Pro
100
Val
Asp
Pro
Ile
Met
180
Thr
Ser
Phe
Glu
Asp
260
Asn
Leu
Ala
Ile
Ala
340
Gln
Leu
Pro
val
Asp
420
Ala
Thr
Val
Leu
Leu
500
Met

Gln

Lys

Ile
Tyr
Asp
Glu
Ile
165
Trp
Ala
Val
Glu
Ala
245
Gln
Gly
Ser
Val
Pro
325
Thr
val
Asn
Arg
Asn
405
Ala
Ile
Asp
Thr
Ile
485
Ser
vVal

Thr

Cys

Thr
Thr
Leu
Gly
150
Ser
Thr
Phe
Glu
Ile
230
Asp
Lys
Ile
Tyr
Thr
310
Gly
Pro
Lys
Ala
Lys
390
Leu
Pro
Ala
Asn
Pro
470
Leu
Asp
Pro

Ala

Gly
550

Tyr
Pro
Lys
135
Ser
Phe
Ile
Phe
Pro
215
Thr
Val
Glu
Ala
Tyr
295
vVal
Ile
Leu
Asp
Gln
375
Ser
Pro
Asp
Tyr
His
455
Lys
Ser
Ala
Ser
Glu

535
Asn

Pro
Gln
Glu
200
Glu
Ile
Tyr
Met
Gln
280
Ser
Ile
Lys
Phe
Ala
360
Thr
Val
Ser
Leu
Ser
440
Lys
Ser
Lys
Ser
Ser
520
Leu

Gln

41479

Asn
105
Gln
Ala
Ile
Asp
Ala
185
Val
Ser
Lys
Ile
Met
265
Val
Leu
Glu
Tyr
Leu
345
Leu
Ile
Thr
Gly
Pro
125
Ser
Ala
Pro
Gly
Ty
505
Arg
Val

Leu

Gly
Ser
Lys
Asp
Phe
170
Lys
Lys
Asn
Nla
Thr
250
Gln
Thr
Glu
Ser
Val
330
Lys
Asp
Asp
Arg
val
410
Asp
Leu
Leu
Ty
Lys
490
Gln
Leu

Ser

Gln

-253-

Phe
Val
Arg
Met
155
Lys
Tyr
Glu
Phe
Arg
235
Phe
Thr
Phe
Asp
Thr
315
Leu
Pro
Gln
Val
val
395
Thr
Glu
Ser
Leu
Ile

475
Ile

Asp

val
555

L.eu
Lys
Glu
140
Val
Ile
LyS
Tyr
Ile
220
Tyr
Gly

Ala

Leu
Asn
380
Asp

Val

Val

Ser
540
His

Phe
Val
125

Thr

Glu

Glu

val
205

Met
Ser

285
Asn

Leu
Gln
Ser
145
Gly

Lys

e His

Asn
Tyr
525
Val

Leu

Tle
110
Arg
Val
Glu
Ser
Asp
190
Leu
Tyxr
Tyr
Arg
Gln
270
Glu
Asn
Phe
Tyr
Pro
350
Gly
Glu
Gly
Glu
Ala
430
Tyr
Glu
Ile
Phe
Ile
510
Tyxr

Trp

Ser

His

Val

Leu

Ile

Asn
175

Phe S

Pro
Lys
Asn
Glu
255
AsD
Thr
Lys
Ser
Lys
335
Tyr
Gly
Thr
Val
Phe
415
Arg
Leu
Ty
Thr
Gly
495
Pro
Tle

Leu

Pro

Thr
Tyr
Thr
Asp

160
Pro

9
0
=

His
Asn
Lys
240
Asp
Thr
Ala
Tyx
Glu
320
Leu
Ser
vVal
Ser
Al a
100
Asn
Glu
Tyx
Leu
1s

480
Thr

Asn

Asp
560



Ala
Gly
Gly
Leu
Ala
625
Ala
Pro
Lys
His
Arg
705
Arg
Lys
Glu
Gln
Gly
785
Val
Arg
Ser
Thr
Cys
865
Thr
Glu
Pro
Arg
Ile
945
vVal
Glu

Glu

Thr

Asp
Met
val
Glu
610
Asn
Asp
Arg
His
Asp
690
Cys
Ala
Thr
Ser
Phe
770
Ile
Phe
Gly
Gly
Ser
850
Val
Val
Thr
Glu
Gly
930
Pro
Lys
Gly
Leu

Gly
1010

Thr
Asp
Gln
595
Lys
Val
Asp
Arg
Leu
675
Glu
val
Asn
Leu
Trp
755
Ala
Ser
Lys
Glu
Met
835
Glu
Arg
Leu
Ser
Gly
915
Ile
Leu
Gly
Ile
Met

995
Asn

Tyr
Ser
580
Arg
Ser
Phe
Ser
Met
660
val
Thr
Lys
Asn
Leu
740
Leu
Leu
Asn
Asp
Gln
820
Gln
Ser
Gln
Pro
Phe
900
vVal
Tyr
Asp
Leu
Asn
980

Ser

His

Ser
565
Trp
Arg
Asp
His
Gln
645
Leu
vVal
Cys
Ala
Ser
725
Pro
Trp
Pro
Ser
Val
805
Val
Phe
Pro
Lys
Leu
885
Gly
Lys
Gly
Leu
Leu
965
Ile

vVal

Pro
Val
Ala
Leu
Leu
630
Glu
Gln
Lys
Glu
Phe
710
His
Val
Glu
Asp
Gly
790
Phe
Gln
Cys
vVal
Val
870
Glu
Lys
Arg
Thr
Val
950
Val
Leu

val

Asn

41479

Gly Gln Thr Vval
570

Ala Leu Thr Ala

585
Lys Lys Pro Leu
600

Gly Cys Gly Ala

615

Ala Gly Leu Thr

Asn Asp Glu Pro
650

Glu Lys Ile Glu

665
Lys Cys Cys Tyr
680

Gln Arg Ala Ala

695

Thr Glu Cys Cys

Lys Asp Leu Gln
730

Ser Lys Pro Glu

745
Val His Leu Val
760

Ser Val Thr Thr

775

Tle Cys Val Ala

Leu Glu Met Asn
810

Leu Lys Gly Thr

825
Val Lys Mel Ser
840

Ile Asp His Gln

855

Glu Gly Ser Ser

Ile Gly Leu Gln
890

Glu Tle Leu Val

905
Glu Ser Tyr Ser
920

Ile Ser Arg Arg

935

Pro Lys Thr Glu

Gly Glu Ile Leu
970

Thr His Leu Pro

985
Pro Val Phe Tyr
1000
Tle Phe His Ser
1015

Ser
Val
Glu
Gly
Phe
635
Cys
Glu
Asp
Arg
Val
715
Leu
Ile
Pro
Trp
Asp
795
Ile

vVal

Ala

Asn
875
Asn
Lys
Gly
Lys
Ile
955
Ser
Lys

Val

Asp

Asp
Axrg
Gly
620
Leu
Lys
Tle
Gly
Ile
700
vVal
Gly
Axg
Arg
Glu
780
Thr
Pro
Tyx
Val
Thr
860
His
Tle
Ser
Ile
Glu
940
Lys
Ala
Gly

Phe

Pro
1020

Asn
Ser
val
605
Gly
Thr
Glu
Ala
vVal
685
Ser
Ala
Arg
Ser
Arg

765
Ile

Tyxr
Asn
Glu
845
Lys
Leu
Asn
Leu
Thr
925
Phe
Arqg
Val
Ser
His

1005
Lou

Met
Ala
590
Phe
Leu
Asn
Ile
Ala
670
Arg
Val
Ser
Leu
Tyxr
750
Lys

Gln

Ser
Tyr
830
Gly

Ser

val

Arg
910
Leu
Pro
Ile
Leu
Ala
990
Tyr

Tle

vVal
575
vVal
Gln
Asn
Ala
Ile
655
Lys
Ile
Gly
Gln
His
735
Phe

Gln

Gly

s Ala

vVal
815
Arg

n
0]
=

Thr
Ser

895
Val

ser
975
Glu

LLeu

Glu

Thr
Tyr
Phe
Asn
Asn
640
Arg
Tyr

Asn

Leu
720
Me
Pro
L.eu
Val
Lys
800

val

Thr

Phe
380
Leu

Val

Pro

Ser
960
Axg
Ala

Glu



Arg Asn Leu

1025
Tyr

Arg Asn

Ser Thr Leu
1060

Glu

Trp

Val
1075
Glu Asn

Lys His
Val
1090
Tyr

Leu

Gln
1105
Glu

Gln Pro

Asn Ser Leu

Ala Phe Ile
1140

Phe

Asp
Ala Thr
1155
Ala

Asp

Thr Leu Ile
1170

Pro Gln Phe
1185

Lys

Arg

Gly Asn Pro
Ser
1220

Ala

Lys Asp Ser

Thr Ala Tyr

1235
Val Asn Pro Ile
1250
Gly Phe Ser
1265

Glu Tyr

Tyxr

Ser Leu

val Ala Tyr Lys
1300
Phe Leu
1315

Ser

Lys Asn

Val Vval
1330

Thr Val

1345

Leu Lys

Thr

Val His

Ile Asp

Gly Asn Ser Asp
1380
Glu Glu
1395

Pro

Ser Arg

Leu Thr
1410
Glu

Ser
Val Val
1425

His Val

Gly

Ile Leu

vVal Arg Phe Arg
1460
Phe

1475

Ala Thr

Glu Lys Lys Leu

Ala Asp Tyr

1045
Thr

Gln
Tyr
Ile
Tyr
1125
Cys
Leu
Ser
Ser
Pro
1205
val
Leu
Ile
Thr
Leu
1285
His
Gly
Gly
Lys
Thr
1365
Tyr
Ser
Gly
Asp
Gln

1445
Ile

Thr Val Tyr Glu

Lys
1030
Ser Tyx

Ala Phe Ala

Gln Asn
1080
Leu Asp
1095
Leu

Asn
Gln

Lys Gln

1110

Leu Thr Ala

Pro Leu Val

Leu Glu Asn

1160

Ala Tyr Ala
1175

Ile Val
1190

Ile

Ser

Tyr Arg

Pro Asn Thr

Thr Ser
1240
Leu

Leu
Lys Trp
1255
Gln Asp
1270

Val

Thr

Lys Gln

Lys Gly Pro
Val
1320

Ser

Arg Pro

Phe Gly
1335
Thr Ser Thr
1350
Gln Asp Ile

Lys Arg Ile

Ser Ser Gly
1400

Asn Ala

1415

Leu Phe

Ile

Gln
1430
Leu Asn Ser

Phe Glu Leu

Tyr
1480

41479

Glu Gly Met Val
1035

Ser Val Trp Lys
1050

Leu Arg Val

1065

Ser TIle

Leu

Cys Asn

Asn Gly Phe
1100
LL,eu Pro
1115

Val

Ser

Gly Thr

Phe Thr
1130
Lys Ile Asn
1145

Thr Leu

Ile
Thr

Pro Ala

Leu Ser Leu Gly

1180

Ala Leu Lys Axrg
1195

Phe Trp Lys
1210

Thr Ala

Asp

Gly
1225
TL,eu Asn

Arg

Leu Lys

Ser Glu Glu Gln
1260
Ala Tle
1275

Leu Arg Leu Asn

1290

Leu His Asn Tyr
1305

Glu Val

Tle Asn

Leu Leu

Gly Leu Ala Thr

1340

Ser Glu Glu Val

1355

Glu Ala Ser His
1370

val Ala Cys
1385

Ser Ser

Ala

His Ala

Asn Glu Glu Asp
1420
Thr Asp Tyr Gln
1435
Ile Pro Ser Ser
1450

Phe Glu Val Gly
1465

His Arg Pro Asp

-255-

Ser Tle Mel Ser
1040
Gly Gly Ser Nla
1055
Gln Val
1070

Leu

Gly s
Ser
1085
Lys Glu

Leu Trp
Asn Ser

Val Glu Ala Arg
1120

Arg Lys

1135

Ile

Gly Tle

Ala Leu
1150

Gln Serx

1165

Asp Lys

Lys

Thr Phe

Thr His

Glu Ala Leu Val
1200
Gln His
1215
Glu

Ser Leu
Met Val
1230
ITle Asn

Thr

Asp
1245
Arg Tyr Gly Gly

Tyr

Glu Gly Leu Thr

1280

Mel Asp Ile Asp
1295

Lys Met Thr Asp

1310

Asn Asp Asp Leu
1325

Val His

Val Thr

Cys Ser Phe Tyr

1360
Arg Gly Tyrx
1375
Lys

Tyr

Ser Tyr Pro
1390

Val Met

1405

Leu Lys Ala Leu

Asp lle

Ile Lys Asp Gly
1440
Asp Phe Leu Cys
1455
Phe Leu Ser
1470
Lys Gln Cys Thr
1485

Pro



Met Phe Tyr
1490
Ala Thr Cys
1505
Leu Asp Leu

Pro Glu Ile

Glu val
1555
Glu

Asn
Thr Gly
1570
Lys Val Thr
1585
Tle

Met Gly

Tyr Ile Tyr

Thr Thr
1635
Glu

Asp
Phe Ala
1650
Glu Glu Asp
1665

His His His

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

359
1676
PRT
Trinh

<220>
<223> hC5 PO
<400> 359
Met Gly Leu
1
Trp Gly Gln
Ala
35

Asp

Val Gly

Ala Phe

50
Ser Tyr Ser
65
Asn

Ser Ala

Asn Pro Val

Lys Ser Lys

115

His Thr Asp
130

Val Tyr

145

Leu

Ser

Thr Phe

Ser Thr

Lys Cys
1510
Thr Ile Ser
1525
Ala Tyr Ala
1540
Phe Val Lys

Ala Val Ala

Thr Asn
1590
Ala

Cys

Glu
1605
Leu

Lys

Pro
1620

Cys Ser Ser

Asp Ile Phe

Leu Gly Gly
1670
His His

1685

His

tu nhan tao

1031

Leu Gly Ile
Glu
20

Ser

Gln Thr

Glu Asn

Ala Thr Ile
His
70
Thr

Ser Gly

Ile Leu
- 85
Tyr Val

Met Pro

Pro Val

Asn Asp
150

Asp Pro

Ser Asn Ile

1495

Ile Glu Ala

Ala
Tyr
Tyr
Glu
1575
Ala
Leu
Ser
Cys
Leu

1655
Glu

Leu
Tyr
Ile
Ser
55

Val
Ile
Tyr
Ile
Tyr
135

Asp

Glu

41479

Lys Ile

P

Asp Cys

Glu Thr Arg
1530

Val Ile

1545

Ala

Lys
Lys Thr
1560

Lys Asp Ser

Glu Leu Val

Gln Ile Lys
1610

Thr Trp

1625

Ala Phe

Leu

Gln
1640
Asn Gly Cys

Gln Lys Leu

Phe Leu
10

Ser

Cys
Val Ile
25
Val Ile
40

Ile

Gln

Lys Ser

His Leu Ser

Gln Pro Lys
90
Glu val
105

Tyxr

Leu

Thr
120
Thr

Asp

Pro Asp

Leu Lys Pro

Gly Ser Glu

-256-

Gln Lys Val
1500
Gly Gln Met
1515
Lys Gln Thr

Ile Thr Ser

Leu TLeu Asp

1565

Glu Tle Thr
1580

Lys Gly

1595

Tyr

Arg

Asn Phe

Ile Glu Tyr

Leu Ala Asn

1645

Glu Gln
1660

Ser Glu

Lys

Tle
1675

Ile Phe

Ala Pro Lys

Val Tyr Gly
45
Pro Asp
60

Glu

Tyr
Ser Asn
75
Gln

Leu Pro

val

Asn Gly

Gln Ser V
110
Ala Lys
155

val

Arg

Asp Met

Cys Glu Gly

Gln TLys Glu
1520
Cys Asn
1535
Thr

Ala

Ile
1550
Tle

Thr
Tyr Lys

Phe Tle Lys
Leu
1600
Thr Phe Arg
1615
Trp Pro Arg

1630
Leu Asp Glu

Gln Tyr

Leu Tle Ser
Glu Asp Leu
1680

Gly Lys Thr
15
Ile Phe

30
Tyr

Arg

Thr Glu

Lys Lys Phe

Phe Gln
80

Gln

Lys
Gly Gly
95

His Phe
110
Leu Phe

Lys Ny

Glu Val
160

Val Glu



Ile
Asn
Phe
Pro
225
Lys
Asn
Glu
Asn
Thr
305
Lys
Ser
Lys
Tyr
Gly
385
Thr
Val
Phe
Arg
Leu
4165
His
Thr
Gly
Pro
Ile
545
Leu
Pro
Ala

val

Gln

Asp
Pro
Ser
210
His
Asn
Lys
Asp
Thr
290
Ala
Tyr
Glu
Leu
Pro
370
val
Ser

Ala

Asn

Glu

450
Tyr

Leu
His
Thr
val
530
val
Asn
Asp
Thr
Tyr

610
Phe

His
Arg
195
Thr
Phe
Phe
val
Leu
275
Met
Val
Leu
Glu
Asn
355
Ile
Pro
Asp
Ser
Val
435
Gly
Ile
Asn
Tyr
Arg
515
Thr

Thr

Ile

Ile
180
Tyr
Thr
Ser
Lys
Val
260
Lys
Leu
Lys
Tyr
Ala
340
Leu
Lys
Val
Leu
Phe
420
Lys
Tyr
Asp
Ile
Asn
500
Glu
Gln
Gly
Glu
Asp
580
Met

vVal

Glu

165
Gly

Gly
Gly
Val
Asn
245
Thr
Asp
Ile
Glu
Ile
325
Glu
Val
Val
Thr
Asp
405
val
Thr
Arg
Trp
Ile
485
Tyr
Lys
Asn
Glu
Glu
565
Ala
Asp

Gln

Lys

Ile
Met
Thr
Ser
230
Phe
Glu
Asp
Asn
Leu
310
Ala
Ile
Ala
Gln
Leu
390
Pro
Leu
Asp
Ala
Thr
470
Val
Leu
Phe
Met
Gln
550
Lys
Tyr
Ser
Arg

Ser

Ile
Trp
Ala
215
Ile
Glu
Ala
Gln
Gly
295
Ser
Val
Pro
Thr
Val

375
Asn

Asn
Ala
Ile
455
Asp

Thr

Ser
Val
535
Thr
Cys
Ser
Trp
Gly

615
Asp

ser
Thr
200
Tyr
Glu
Ile
Asp
Lys
280
Ile
Tyr
Thr
Gly
Pro
360
Lys
Ala
Lys
Leu
Pro
440
Ala
Asn
Pro
Leu
Asp
520
Pro
Ala
Gly
Pro
vVal
600

Ala

Leu

41479

Phe
185
Tle
Phe
Pro
Thr
Val
265
Glu
Ala
Ty
Val
Ile
345
Leu
Asp
Gln
Ser
Pro
425
Asp
Tyr
His
Lys

Ser
505
Ala
Ser
Glu
Asn
Gly
585
Ala

Lys

Gly

170
Pro

Lys
Glu
Glu
Ile
250
Tyr
Met
Gln
ser
Tle
330

Lys

Phe

Val
410
Ser
Leu
Ser
Lys
Ser
490
Lys
Ser
Ser
Leu
Gln
570
Gln
Leu

Lys

Cys

-257-

Asp
Ala
val
Tyr
235
Lys

Met
Val
Leu
315
Glu
Ty
Leu
Leu
Ile
395
Thr
Gly
Pro
Ser
Ala

475
Pro

Gly
Tyr
Arg
val
555
Leu
Thr
Ala

Pro

Gly

Phe
Lys
Lys
220
Asn
Ala
Thr
Gln
Thr

300
Glu

Lys
Asp
380
Asp
Arg
val
Glu
Leu
460
Leu
Tyr
Lys
Gln
Leu
540
Ser
Gln
Val
Ala
Leu

620
Ala

Lys

Tyx
205
Glu
Phe
Arg
Phe
Thr
285
Phe
Asp
Thir
Leu
Pro
365
Gln
val
Val
Thr
Glu
445
Ser

Leu

Tle

Ser
525
Leu
Asp
Val
Ser
Val
605
Glu

Gly

Ile
190
Lys
Tyr
Ile
Tyr
Gly
270
Ala
Asp
Leu
Gly
Ser
350
Gly
Leu
Asn
Asp
Val

430
Asn

Gln

Val

Tle
51.0
Ile
Val
Ser
His
Teu
590
Asp

Arg

Gly

175
Pro

Glu

Phe
255
I'le
Met
Ser
Asn
Gly
335
Pro
Tle
Val
Gln
Asp
415
l.eu

Gln

Ser

Tyr °

Val

Leu
575
Asn

sSer
Asp
Leu
Tyr
240
Tyr
Arg

Gln

Asn

320
Phe

Ty

Pro

Glu
400
G ],y
Glu
Ala
Tyr
Glu
180
I le

FPhe

Lle

Trp
560

Ser

Me I

Phe

leu



625
Asn

Ala
Leu
LyS
val
705
Gly
Gln
His
Phe
Gln
785
Gly
Ala
Val
Arg
Ile
865
Ser
Thr
Ser
val
Asp
945
Tyr
Leu
Ser

Glu

Leu

1025

Glu

Met

Ser

val

Asn Ala
Asn Ala

Arg Pro
675

Tyr Lys

690

Asn Asn

Pro Arg
Leu Arg

Met Lys
755

Pro Glu

770

Leu Gln

val Gly
Lys Val

Val Arg
835

Thr Ser

850

Cys Thr

Lys Cys
Phe Thr

Leu Glu
915

val Pro

930

Pro Arg

Arg Ile
Ser Val
Gln Glu
995
Ala Glu
1010
Glu Thr
Lys Gln

Ser Tyr

Ala Ser
1075

Asn
Asp
660
Arg
His
Asp
Cys
Ala
740
Thr
Ser
Phe
Ile
Phe
820
Gly
Gly
Ser
Val
vVal
900
Thr
Glu
Gly
Pro
Lys
980
Gly
Leu
Gly

Lys

Arg
1060

vVal
645
Asp
Arg
Ser
Glu
Ile
725
Asn
Leu
Trp
Ala
Ser
805
Lys
Glu
Met
Glu
Arg
885
Leu
Trp
Gly
Ile
Leu
965
Gly
Ile
Met

Asn

Leu
1045

630
Phe

Ser
Thr
Val
Thr
710
Lys
Ile
Leu
Leu
Leu
790
Asn
Asp
Gln
Gln
ser
870
Gln
Pro
Phe
Val
Tyr
950
Asp
Leu
Asn
Ser
His

1030
Lys

41479

His Leu Ala

Gln Glu Asn
665
Leu Gln Lys
680
Val Lys Lys
695
Cys Glu Gln

Ala Phe Thr

Ser His Lys
745
Pro Val Ser
760
Trp Glu Val
775
Pro Asp Ser

Thr Gly Tle

Val Phe Leu
825
Ile Gln Leu
840
Phe Cys Val
855
Pro Val Ile

Lys Val Glu

Leu Glu Ile
905
Gly Lys Glu
920
Lys Arg Glu
935
Gly Thr Ile

Leu Val Pro

Leu Val Gly
985
Ile Leu Thr
1000
val Val Pro
1015
Trp Asn Ile

Lys Lys Leu

Asn Ala Asp Tyr Ser

1065

Thr Trp Leu Thr Ala Phe

1080

Asn Lys Tyr Val Glu Gln Asn Gln

Gly
650
Asp

Lys

Arg
Glu
730
Asp
Lys
His
Leu
Cys
810
Glu
Lys
Lys
Asp
Gly
890
Gly
Ile
Ser
Ser
Lys
970
Glu
His
Val
Phe
Lys
1050
Tyr

Ala

Asn

-258-

635
Leu

Glu
Ile
Cys
Ala
715
Cys
Met
Pro
Leu
Thr
795
Val
Met
Gly
Melt
His
875
Ser
Leu
Leu
Tyr
Arg
955
Thr
Ile
Leu
Phe
His
1035
Glu
Ser

Leu

Ser

Thr Phe Leu

Pro Cys Lys
670
Glu Glu Ile
685
Tyr Asp Gly
700
Ala Arg Tle

Cys Val Val

Gln Leu Gly
750
Glu Tle Axrg
765
Val Pro Arg
780
Thr Trp Glu

Ala Asp Thrx

Asn Ile Pro
830
Thr Val Tyzx
845
Ser Ala Val
860
Gln Gly Thr

Ser Ser His

His Asn Tle
910
Val Lys Thr
925
Ser Gly Val
940
Arg Lys Glu

Glu Ile Lys

Leu Ser Ala
990
Pro Lys Gly
1005
Tyr Val Phe
1020
Ser Asp Pro

Gly Met Leu

Val Trp Lys

1070

Thr
655
Glu
Ala

Ala

Ala
735
Arg

Arg
Ile
Val
815
Tyr
Asn
Glu

Lys

Leu
895
Asn
Leu
Thr
Phe
Arg
975
Val
Ser
His

lLeu

Ser

1055

Gly

640
Asn

Tle

Ala

Lieu
720
sSer
TL.eu
Tyr
Lys
Gln
300

Lys

Sex

Ser
380
Val
Phe
Arg
Len
Pro
960
[le
Leu
Ala
Tyr

Tle

1040

Tle

Gly

Arg Val Leu Gly Gln

1085
Tle Cys Asn

Ser

T.en



1090
Leu Trp
1105
Asn Ser

Leu
Gln

Ala Arg Glu
Ala
1155

Ala

Arg Lys

Ile Lys
1170
Thr Phe Thr
1185

Thr His Pro

Leu Val Lys

Gln His Lys
1235

Thr Thr

1250

Tyr Val

Glu

Asn
1265
Gly

Gly Gly

Leu Thr Glu

Ile vVal
1315

Lys

Asp
Thr Asp
1330
Asp Leu Ile
1345
val

Thr Thr

Phe Tyr Leu

Gly Tyr Gly
1395
Lys Pro Ser
1410
Asp Ile
1425

Ala

Ser

Leu Val

Asp Gly His
Val
1475

Ala

Leu Cys
Pro
1490
Thr Met

Ser
Cys
1505
Glu Gly Ala
Glu Glu Leu

Cys Lys Pro

Val Glu Asn
1110

Tyr Gln Pro
1125

Asn Ser
1140
Phe

Leu

Asp Ile

Asp Asn Phe

Ala Ile
1190

Arg

Leu
Gln Phe
1205
Gly Asn
1220
Asp

Pro

Ser Ser

Ala Tyr Ala
val
1270

Ser

Asn Pro

Phe Tyr
1285
Tyr Ser Leu
1300
Ser

Tyr Lys

Asn Phe Leu

Val Thr
1350

His

Ser
vVal val
1365
Lys Ile
1380

Asn Ser

Asp
Asp

Arg Glu Glu
Thr
1430

vVal

Leu Pro

Glu Gly
1445
Val Ile
1460

Arg

Leu

Phe Arg

Thr Phe Thr

Phe Ser
1510

Lys

Tyr
Ala Cys
1525
Asp Leu Thr
1540

Glu Ile Ala

41479

1095

Tyr
Ile
Tyr
Cys
Leu
1175
Ser
Ser
Pro
Val
Leu
1255
Ile
Thr
Leu
His
Gly
1335
Gly
Lys
Thr
Tyr
Ser
1415
Gly
Asp
Gln
Ile
Val
1495
Thr
Cys

Ile

Tyr

Gln Leu Asp

Lys Leu Gln
1130
Thr Ala
1145
Pro Leu Val
1160

Leu Glu Asn

Leu

Ala Tyr Ala

Ile Val ser
1210
Tyr Arg
1225

Asn

Tle
Pro Thr
1240
Leu

Thr Ser

Lys Trp Leu

Gln Thr
1290
Gln

Asp
Val Lys
1305
Lys Gly Ala
1320
Arg

Pro Val

Phe Gly Ser

Thr Thr
1370
Asp Ile
1385

Arg Ile

Ser
Gln

Lys
1400
Ser Ser Gly

Ile Ser Ala

Gln Leu Phe

1450
Asn Ser
1465
Glu

Leu

Phe Leu

1480

Tyr Glu Tyr

Ser Asn Tle

—~

Val Glu Ala
1530
Ala Glu
1545

Tyr Lys

Ser

Ala

-259-

1100
Asn Gly S
1115
Gly

Thr Leu

Phe Thr Val

Lys Ile Asp

1165
Pro

Thr Leu
1180
Leu Ser Leu
1195
Ala

Leu Lys

Phe Trp Lys
Ala
1245

Leu

Gly Thr
Asn
1260
Glu Glu

Leu

Ser
1275
Ile

Asn Ala

Leu Arg Leu
Asn
1325
Leu

Leu His

Glu Val
1340
Gly Leu Ala
1355
Ser

Glu Glu

Glu Ala Ser

val Ala Cys
1405
Ser Ser His
1420
Asn Glu
1435

Thr Asp

Glu

Tyr

Ile Pro Ser
Val
1485

Pro

Phe Glu

His Arg
1500

Lys ITle Gln

1515

Asp Cys Gly

Thr Arg Lys

Val Ser Tle

Phe T.ys Glu
1120
vVal Glu
1135
Ile Gly
1150

Thr Ala Leu

Pro

Tle

Ala Gln Ser

Gly Asp TLys
1200
Glu Ala
1215
Asp Asn
1230
Arg

hrg
lLeu

Met Val

Lys Asp Tle

Gln Arg Tyr
1280
Glu Gly
1295
Ser Met Asp
1310
Tyx

Tle

Lys Met

Leu Asn Asp

Thr Val His
1360
Val
5

1
i A

His
1390
Ala Scr Tyr
Ala

vVal Met

Asp Leu Lys
1440
Tle Lys
1455

Asp Phe

Gln

Ser
1470
Gly

Phe l.eu

Asp Lys Gln
val Cys
1520
Met GIn
1535

Thr

Lys
Gln

Gln
1550

Nla



41479

1555 1560 1565
Thr vVal Glu Asn Val Phe Val Lys Tyr Lys Ala Thr Leu Leu Asp lle
1570 1575 1580
Tyr Lys Thr Gly Glu Ala Val Ala Glu Lys Asp Ser Glu Ile Thr Phe
1585 1590 1595 1600
Tle Lys Lys Val Thr Cys Thr Asn Ala Glu Leu val Lys Gly Arg Gln
1605 1610 1615
Tyr Leu Ile Met Gly Lys Glu Ala Leu Gln Ile Lys Tyr Asn Phe Ser
1620 1625 1630
Phe Arg Tyr Ile Tyr Pro Leu Asp Ser Leu Thr Trp Tle Glu Tyr Trp
1635 1640 1645
Pro Arg Asp Thr Thr Cys Ser Ser Cys Gln Ala Phe Leu Ala Asn Leu
1650 1655 1660
Asp Glu Phe Ala Glu Asp Ile Phe Leu Asn Gly Cys
1665 1670 1675
<210> 360
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> C5 peptit ngudi aa591-599

<400> 360
Asn Met Ala Thr Gly Met Asp Ser Trp
1 5

<210> 361

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> C5 peptit nguoi aa775-794

<400> 361
Trp Glu Val His Leu Val Pro Arg Arg Lys Gln Leu Gln Phe Ala Leu
1 5 10 15
Pro Asp Ser Leu
20

<210> 362
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> HCVR cua M1M17628N

<400> 362
Glu val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Ala T,ys Pro Ser GIn
1 5 10 15
Thr Leu.Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Axg Asp
20 25 30
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Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Asp Tyr Met

35 40 45
Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Gly Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Phe Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Leu Asn Ser val Thr Phe Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Gly Val Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 363
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> LCVR cua MIM17628N

<400> 363
Asp Ile Gln Met Asn Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Thr Ile Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile His Val Trp
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Thr Pro Gly Asn Ile Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Ala
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln 5er
65 70 75 20
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Ser Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 364
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> IRBP peptit

<400> 364
Gly Pro Thr His Leu Phe Gln Pro Ser Leu Val Leu Asp Met Ala lLys
1 5 10 15
Val Leu Leu Asp
20

<210> 365
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
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<220>

<223> HCVR cua MIM17627N

<400> 365

Gln
1
Ser

Trp

Lys
65

Met
Ala

Thr

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

vVal
val
Ile
Arg
50

Gly
Gln

Ile

Met

<220>

<223>

<400>

Asp
1
Asp
val
Tyr
Sex
65
Glu

Thr

Ile
Arg
Val
Ser
50

Gly

Asp

Phe

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys

Leu

Leu

=
= 0
(G Re]

366
107
PRT
Trinh

366

Val
val
Trp
35

Ala
Ser

Leu

Gly

Leu
vVal
20

Trp
His
Ala
Ser
Pro

100
Tyr

Gln
5
Ser
Met
Pro
Thr
Ser

85

Pro

Trp

tyu nhan

Met
Ser
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Thr
val
Gln
Tyr
Thr
Glu

85
Gly

Gln
Cys
Arg
Ser
Leu
70

Leu

Pro

tao

LCVR cua M1IM17627N

Gln
Thr
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

Lys
Gln
Asp
55

Thr
Thr

Pro

Axg

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe

Ile

LyS

Gly
Ala
Arg
40

Ser
Val
Ser
Tyr

Gly
120

Gln
Lys
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Leu

41479

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Tyr
105

Thr !

Lys
Ala
25

Gly
Gly
lLeu

Gln

Glu
105

Glu |

10
Gly

Gly
Thr

Thr

Phe
10

Ser
Gln
val
Thr
Gln

90
Thr
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Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser

Ala

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Asn

. Thr

Ser
Asn
Pro
Ala
60

Thr

Asn

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
val

Tyxr

Val
125

Thr
val
Lys
Axg
Asn

Arg

Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyx
Gly

110
Ser

Ser
Gly
30

Ala

Phe

Val

Gly
15

Ser
Trp
Lys

Ala

val
15

Thr
Leu
Thr

Gln

Pro
95

Ala
Ty
Tle

Phe

Gy
sSer
80

Tyr





