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nang hoan chinh c¢¢ trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 10 hoac SEQ ID NO. 8

va chudi nhe nhan tao chtra viing bién doi chudi nhe hoan chinh c6 trinh tu axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.5, trong d6 khang thé nay gin két voi alpha-synuclein voi ai luc
turong duong hodc 16n hon ai lwc cua khang thé duoc san sinh boi té bao lai ¢ s luu trit 1a

ATCC PTA-8221, va trong d6 ving bién d6i chudi nang hoan chinh dwugc dung hop vai

ving hang dinh chudi niang cta ngudi va ving bién doi chudi nhe hoan chinh duoc dung

hop véi ving hing dinh chudi nhe ctia ngudi; axit nucelic ma hoa khang thé nay; va té bao
vat chu chtra vecto chira axit nucleic nay.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché @& cap dén khang thé chira chudi ning nhan tao chtra ving bién dbi
chudi ning hoan chinh c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 10 hoic SEQ ID
NO. 8 va chudi nhe nhan tao chira ving bién ddi chudi nhe hoan chinh ¢6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, trong d6 khang thé nay gin két véi alpha-synuclein
v6i ai lyc twong duong hodc 16n hon 4i luc ctia khang thé dugc san sinh bai t bao lai ¢6
sd luu trit 14 ATCC PTA-8221, va trong d6 ving bién dbi chudi nang hoan chinh dugc
dung hop véi ving hiang dinh chudi ning ciia ngudi va ving bién ddi chudi nhe hoan
chinh dugc dung hop véi ving hiang dinh chudi nhe ctia ngudi; axit nucelic ma héa khang

thé nay; va té bao vat chi chira vecto chira axit nucleic nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc bénh do ling dong bat thuong synuclein, ciing dugc goi 1a cac bénh do thé
Lewy (Lewy body disease - LBD), duoc dic trung boi qua trinh thoai hoa hé tiét
dopamin, lam bién ddi chire nang van dong, suy gidm nhén thic, va tao ra cac thé Lewy
(LB) va/hodc soi truc Lewy. (McKeith et al., Neurology (1996) 47:1113-24). Céac bénh
do ling dong bit thuong synuclein bao gdm bénh Parkinson (bao gdm bénh Parkinson tr
phat), bénh do thé Lewy lan téa (Diffuse Lewy Body Disease - DLBD) con dugc goi 1a
bénh sa sut tri tué kém theo thé Lewy (DLB), céc dang bién ddi cua thé Lewy cua bénh
Alzheimer (Lewy body variant of Alzheimer’s disease - LBV), bénh Alzheimer va
Parkinson két hop, rdi loan than kinh ty dong don thudn va bénh teo da hé théng (MSA;
Vi dy, teo tram cAu tiéu ndo, thoai héa thé van chat den va hoi ching Shy-Drager). Mot
vai d4u hiéu va triéu chimg khong van dong dugc cho 1 ddu hidu sém ciia bénh do ling
dong bét thuong synuclein & pha bdo trude ciia cac bénh nay (tc 1a giai doan tién triéu
ching, can lam sang, tién lam sang, hodc tién van dong). Cac dau hiéu s6m nay bao gém,
vi du, rbi loan biéu hién ngii REM (REM sleep behavior disorder - RBD), mét kha ning
khtu giac va ching tdo bon (Mahowald et al., Neurology (2010) 75:488-489). Bénh do
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thé Lewy coOn 1a nguyén nhan phd bién ctia céc roi loan van dong va giam nhéan thirc &

ngudi cao tudi (Galasko et al., Arch. Neurol. (1994) 51:888-95).

Alpha-synuclein 1a mdt phan ciia ho protein 16n bao gdm beta-synuclein va gama-
synuclein va beta-synoretin va gama-synoretin. Alpha-synuclein dugc biéu hién & trang
thai binh thuong lién quan tdi cac synap va dong vai tro dam bdo tinh linh hoat than kinh,
kha nang hoc hoi va tri nhé. Mot vai nghién ctru go1y rang alpha-synuclein c6 vai trd chi
yéu trong qua trinh sinh bénh PD. Protein nay c6 thé két tu dé tao ra cac soi khong tan
trong diéu kién bénh ly. Vi du, synuclein tich tu trong cdc LB (Spillantini et al., Nature
(1997) 388:839-40; Takeda et al., J. Pathol. (1998) 152:367-72; Wakabayashi et al.,
Neurosci. Lett. (1997) 239:45-8). Cac dot bién & gen alpha-synuclein gay dong phan ly
cac dang bénh Parkinson gia dinh hiém gap (Kruger et al., Nature Gen. (1998) 18:106-8;
Polymeropoulos, et al., Science (1997) 276:2045-7). Su biéu hién qua muc alpha
synuclein & chudt nhit chuyén gen (Masliah et al., Science (2000) 287:1265-9) va rudi
gidm Drosophila (Feany et al., Nature (2000) 404:394-8) m6 phong mdt vai dang cua
bénh do thé Lewy. Ngoai ra, nhan thiy riang cac oligome tan ctia synuclein c6 thé 1a chat
gy doc thin kinh (Conway KA, et al., Proc Natl Acad Sci USA (2000) 97:571-576;
VollesMJ, Lansbury PT, Jr Biochemistry (2003) 42:7871-7878). Su tich tu alpha-
synuclein v6i cic bién ddi hinh thai va hé than kinh tuong ty & céc lodi va cdc mé hinh
dong vat khac nhau nhu ngudi, chudt nhit, va rudi dd dua ra goi ¥ rang phén tir nay 1a
nguyén nhan gy ra su phat trién ciia bénh do thé Lewy. WO-A-2008/103472 m6 ta ché
phim va phuong phéap diéu tri cic bénh lién quan dén bénh do ling dong bét thudong
synuclein, bao gdm cac thé Lewy ctia alpha-synuclein trong néo cla dbi tugng bi bénh.
Khang thé don dong 9E4 cta chudt nhit (sd Iuu trit 1d ATCC PTA-8221) da dugc boc 19.
Masliah et al PLoS One 2011 Apr 29:6(4):¢19338 mé ta rang phuong phap gay mién dich
thu dong bing khang thé 9E4 1am giam cac khiém khuyét vé hanh vi va bénh 1y than kinh
trong md hinh chuyén gen alpha-synuclein ctia bénh do thé Lewy. WOA-2007/011907
md ta cac khang thé cua nguoi dic hidu alpha-synuclein, dé chin doan, theo ddi hoic

diéu tri bénh nhu bénh Parkinson.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a dé cap dén khang thé gin két vai alpha synuclein.
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Cu thé 13, sang ché dé cap dén cac phuong 4n sau:

1. Khang thé chira chudi nang nhén tao chira ving bién di chudi ning hoan chinh
¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 10 hoic SEQ ID NO. 8 va chudi nhe
nhan tao cha vung bién dbi chudi nhe hoan chinh c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.5, trong d6 khang thé nay gin két vé6i alpha-synuclein v6i 4i luc tuong
duong hodc 16n hon &i luc cia khang thé dugc san sinh béi t& bao lai co s6 luu trit 12
ATCC PTA-8221, va trong d6 vung bién ddi chudi ning hoan chinh dwoc dung hop véi
ving hing dinh chudi ning ctia ngudi va ving bién dbi chudi nhe hoan chinh dugc dung

hop vé6i ving hing dinh chudi nhe ctia ngudi.

2. Khang thé theo phuong 4n 1, trong d6 ving hing dinh chudi ning nay c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14 véi diéu kién gbc lysin & dau tan cing C ¢6
thé duoc loai bo; va vung héng dinh chudi nhe nay c6 trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.13.

3. Khang thé theo phuong 4n 1, trong d6 ving hang dinh chudi ning nay c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14 véi diéu kién gbc lysin ¢ dau tan cing C ¢6
thé duoc loai bd; va ving héng dinh chudi nhe nay c6 trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.28.

4. Khang thé theo phuong 4n 1, trong d6 viing hiang dinh chudi ning nay 1a ving

hing dinh chudi ning cta isotyp IgG1 clia ngudi

5. Axit nucleic ma héa chudi ning nhan tao va chudi nhe nhan tao nhu néu trong

phuong an bat ky trong sb cdc phwong 4n néu trén.

6. Axit nucleic theo phuong an 5, trong d6 axit nucleic nay c6 trinh tu nhu néu

trong trinh ty bat ky SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.18 va SEQ ID NO.20.
7. Té bao vat chu chtra vecto chira axit nucleic theo phuong 4n 5 hoic 6.
M5 ta vin tit hinh vé

Fig.1 1a hinh v& thé hién su sip hang clia cac trinh ty axit amin cia khéng thé don

dong gbe hoan chinh (dugc goi 1a m9E4) chira ving bién d6i chudi nang hoan chinh 9E4
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duoc 1am gidng nhu ciia nguoi. 1791009HU9E4VHFr (SEQ ID NO.7) 1a trinh tu Vi thé
nhén cia nguoi. Cac vung CDR dugc ddnh s6 thir tu theo hé théng danh sb thi tu Kabat

dugc gach chan va in dam.

Fig.2 12 hinh v& thé hién su sip hang ciia cac trinh tr axit amin cta khéng thé don
dong gdc hoan chinh (dugc goi 14 m9E4) chira ving bién dbi chudi nhe hoan chinh 9E4
duoc lam gidng nhu cia ngudi. 63102889Hu9E4VLEr (SEQ ID NO.2) 1a trinh tu V| thé
nhén cia nguoi. Cac vung CDR dugc déanh s6 thir tu theo hé théng danh sb thir ty Kabat

dugc gach chan va in dam.

Fig.3 1a biéu db thé hién két qua clia phuong phap diéu tri mién dich thu dong

bang 9E4 vé kha nang ghi nhé trong bd phan do ctia thir nghiém mé cung nudc Morris.

Fig.4 12 biéu dd thé hién két qua ciia phuong phép diéu tri mién dich thu dong

bing 9E4 v& tbc do va sai sb trong thir nghiém chiim D xoay tron.

Fig.5 12 hinh anh thé hién két qua thir nghiém mién dich két tia clia céc dang
khang thé 9E4 dugc lam gidng nhu ciia ngudi khic nhau khang khang nguyén cuia né 14y
tr md bénh. Ch9E4: 9E4 thé kham; HIL3: Hu9E4VHv1- Hu9E4VLv3; H3L2:
Hu9E4VHv3- Hu9E4VLv2; H3L3: Hu9E4VHv3- Hu9E4VLv3; N.S.=khong ddc hiéu.

Fig.6 14 hinh 4nh thé hién két qua thir nghiém thdm tich Western clia synuclein tai
t6 hop ciia ngudi voi khang thé 9E4 thé kham, khang thé 9E4 cia chudt nhat, va khang

thé 9E4 dugc 1am gidng nhu ctia ngudi.
MO ta chi tiét sang ché
SEQ ID NO.1 14 trinh ty axit amin ctia viing bién d6i m9E4 VL.
SEQ ID NO.2 14 trinh tu axit amin ctia ving bién d6i 63102889Hu9E4 VLFr.
SEQ ID NO.3 1a trinh tw axit amin ctia viing bién d6i Hu9E4VLv1.
SEQ ID NO.4 1a trinh ty axit amin ctia ving bién d6i Hu9E4VLV2.
SEQ ID NO.5 1a trinh tu axit amin ctia ving bién d6i Hu9E4VLv3.

SEQ ID NO.6 14 trinh tu axit amin cta ving bién déi m9E4VH.

-5
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SEQ ID NO.7 1a trinh tw axit amin ctia ving bién d6i 1791009Hu9E4 VHFTr.
SEQ ID NO.8 1a trinh ty axit amin ctia ving bién d6i Hu9E4VHv1.

SEQ ID NO.9 13 trinh ty axit amin cta ving bién d6i Hu9E4VHV2.

SEQ ID NO.10 la trinh tu axit amin ctia ving bién d6i Hu9E4VHv3.

SEQ ID NO.11 1a trinh ty axit amin cia vung bién d6i Hu9E4VHV4.

SEQ ID NO.12 12 trinh tu axit amin cta alpha-synuclein thé dai ctia nguoi.

SEQ ID NO.13 1a trinh ty axit amin cta ving hang dinh chudi nhe 9E4 dugc lam

giong nhu cia nguoi, chira arginin ¢ dau tdn cung N.

SEQ ID NO.14 1a trinh ti axit amin ciia ving hing dinh chudi ning 9E4 dugc lam

gidng nhur ctia ngudi.

SEQ ID NO.15 1 trinh ty nucleotit clia viing bién d6i Hu9E4VLv1.
SEQ ID NO.16 1 trinh tu nucleotit ciia viing bién d6i Hu9E4VLv2.
SEQ ID NO.17 12 trinh ty nucleotit clia viing bién d6i Hu9E4VLv3.
SEQ ID NO.18 14 trinh tr nucleotit ciia ving bién d6i Hu9E4VHv1.
SEQ ID NO.19 1a trinh tr nucleotit ciia viing bién d6i Hu9E4VHvV2.
SEQ ID NO.20 1a trinh tr nucleotit ciia ving bién d6i Hu9E4VHv3.
SEQ ID NO.21 1a trinh tr nucleotit ciia ving bién d6i Hu9E4VHvA4.
SEQ ID NO.22 1a trinh ty axit amin cta peptit tin hiéu Hu9E4VL.
SEQ ID NO.23 1a trinh tu nucleotit ctia peptit tin hiéu Hu9E4VL.
SEQ ID NO.24 1a trinh ty axit amin cta peptit tin hiéu Hu9E4VH.
SEQ ID NO.25 1a trinh ty nucleotit ctia peptit tin hiéu Hu9E4VH.

SEQ ID NO.26 14 trinh t axit amin twong dong Hu9E4 VL.

-6-



41966

SEQ ID NO.27 14 trinh ty axit amin twong ddng Hu9E4VH.

SEQ ID NO.28 1a trinh tu axit amin cia vung héng dinh chudi nhe 9E4 dugc lam

giong nhu cia nguoi, khong chira arginin ¢ dau tdn cung N.

SEQ ID NO.29 1a trinh ty axit amin cua phién ban 3 cua chudi nhe 9E4 duoc lam
gibng nhu ctia ngudi bao gdm (a) ving bién dbi va (b) ving hing dinh chira arginin ¢ du

tan cung N.

SEQ ID NO.30 14 trinh ty axit amin cta phién ban 3 ctia chudi nhe 9E4 dugc lam
gidng nhu cla ngudi bao gbm (a) vung bién ddi va (b) ving hing dinh khong chia

arginin & dau tan cung N.

SEQ ID NO.31 14 trinh ty axit amin cta phién ban 3 ciia chudi ning 9E4 dugc lam

gidng nhu ctia ngudi chudi ning bao gdbm ving bién doi va ving hang dinh.

SEQ ID NO.32 1a trinh tu axit amin cta phién ban BIP ctia viing hing dinh alotyp

G1m3 cua chudi ning 9E4 duge lam gidng nhu cia nguoi.
Thuat ng

Khang thé don dong thuong duoc tao ra & dang da tach riéng. Tirc 12 khang thé
thuong c6 do tinh khiét it nhit bang 50% khdi lugng/khdi lugng cla cac protein va dai
phan tt khac co ngudn gdc tir qué trinh san xuét hodc tinh ché n6 nhung khong loai trir
kha ning khang thé don dong dugc két hop véi lugng du chit mang duoc dung hoic ta
duoc khic dé thuan tién cho viée st dung né. Poi khi khang thé don dong c6 do tinh
khiét it nhat bang 60%, 70%, 80%, 90%, 95 hoic 99% khdi lugng/khdi lugng clia cac

protein va dai phan tr khéc tir qué trinh san xudt hodc tinh ché.

Kha ning gin két dac hiéu cta khang thé don dong véi khang nguyén dich ctia nd
c6 nghia 12 4i luc it nhét bang 105, 107, 108, 10%, hodc 10" M. Qué trinh gan két ddc hiéu
c6 cudng do phat hién manh hon va c6 tinh phén biét hon so véi gan két khong dac hiéu
x4y ra & it nhat mot dich khong lién quan. Qué trinh ghn két dac hiéu c6 thé 1a két qua
clia viéc tao ra lién két gifta cac nhom chure cu thé hodc tinh thich tng khong gian cu thé

(vi du, kiéu chdt va khéa), trong khi d6 qué trinh gfn két khong dic hidu thuong 1a két
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qua cta lyc van der Waals. Tuy nhién, qué trinh gén két dac hiéu khong nhét thiét cho

rang khang thé don dong gin két véi mot va chi mét dich.

Don vi cdu trac co ban cua khang thé 13 cdu triic tir phan cua céc cAu truc siéu
phan tir. Mdi ciu trac t phan bao gbm hai cap gidng nhau 1a mach polypeptit, mdi cdp
c6 mot chudi “nhe” (khoang 25 kDa) va mdt chudi “ning” (khoang 50-70 kDa). Phén dau
amino cta mdi chudi bao gdm ving bién ddi c6 khoang tir 100 dén 110 axit amin hoic
nhidu hon chii yéu 1a dap tmg v6i qué trinh nhén dién khang nguyén. Ving bién ddi nay
duge biéu hién lién két ban ddu véi peptit tin hiéu d& phan cit. Ving bién d6i khong c6
peptit tin hiéu doi khi dugc goi 1a ving bién ddi hoan chinh. Do vay, vi du, ving bién doi
chudi nhe hoan chinh c6 nghia 14 viing bién dbi chudi nhe khong c6 peptit tin hi¢u trén
chudi nhe. DAu tAn ciing carboxy ciia mdi chudi x4c dinh ving hing dinh chii yéu dap

ung va6i chirc ndng cam tng.

Céac chudi nhe duge phan loai dudi dang kappa hodc lambda. Céac chudi ning duoc
phan loai du6i dang gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va x4c dinh isotyp ctia khang
thé 14n luot 1a IgG, IgM, IgA, IgD va IgE. Trong c4c chudi nhe va chudi ning, cic viing
bién ddi va dn dinh duoc ndi v6i nhau boi ving “J” gdm khoang 12 axit amin hodc nhiéu
hon, dbi v6i chudi ning ciing bao gdm ving “D” gb6m khoang 10 axit amin hodc nhiéu
hon. (Xem tong thé, Fundamental Immunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press,

N.Y., 1989, Ch. 7, duoc két hop vao sang ché bing cach vién dan).

Céc ving bién ddi hoan chinh ctia mdi cip nhe/ning tao ra vi tri gin két khang thé.
Do viy, khang thé nguyén ven c6 hai vi tri lién két. Ngoai trir khang thé chirc kép hoic
dac hiéu kép, hai vi tri lién két nay 1a giéng nhau. Cac chudi c6 cung cdu trac téng thé
ctia ving khung (FR) duoc bao thu twong déi dugce ndi v6i nhau béi ba ving siéu bién
dbi, con duoc goi 1a ving xac dinh bd sung hoic CDR. Cac CDR tir hai chudi cta mdi
cip dugc sip hang béi cdc ving khung, c6 kha nang gin két véi epitop dic higu. Tur dau
tan cung N dén dau tan cung C, ca chudi ning nhe 14n chudi niang bao gém cac vung
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Viéc chuyén céc axit amin t&i mdi ving 1a
dugc danh sb tht tu theo hé théng danh sb tht tu Kabat, trinh tu cua céc protein mién
dich nhit dinh (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 va 1991), hodc
Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature 342:878-883
(1989). Kabat ciing dua ra quy uéc danh sb duge st dung rong rai (theo hé théng danh sb

-8
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thir ty Kabat) trong d6 cac gdc twong tng gitta cc chudi ning khac nhau hodc gifta cac
chudi nhe khic nhau duge quy ude 1a c6 cung mét sb (vi du, H83 c6 nghia 1a vi tri 83
bang cach danh sb th tu theo hé thong dénh s6 thir ty Kabat trong viing bién d6i chudi
nang hoan chinh; twong tu. vi tri L36 c¢6 nghia la vi tri 36 béng cach danh sd tht tu theo

hé théng danh sb thir ty Kabat trong ving bién dbi chudi nhe hoan chinh).

Thuét ngit “khang thé” bao gém céac khang thé nguyén ven va manh gin két cta
ching. Thong thuong, caic manh nay canh tranh v6i khang thé nguyén ven ma ching c6
ngudn gde tir cdc manh dé gin két dic hiéu véi dich bao gbm chudi ning, chudi nhe tach
riéng Fab, Fab', F(ab'),, F(ab)c, khang thé kép, khéng thé chira hai manh globulin mién
dich, khéang thé c6 kich ¢ nano, va Fv. Cac ménh c6 thé duoc san sinh bdi phwong phép
ADN téi t§ hop, hodc bing enzym hodc tach héa hoc globulin mién dich nguyén ven.
Thuét ngir “khang thé” ciing bao gbdm khang thé dic hiéu kép va/hodc khéng thé duoc
lam gidng nhu ctia ngudi. Khang thé dac hiéu kép hoic chirc kép 1a khang thé lai nhan
tao ¢6 hai cdp chubi nafmg/chug)i nhe khéac nhau va hai vi tri li€n két khac nhau (vi du,
xem, Songsivilai and Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79:315-321 (1990); Kostelny et
al., J. Immunol. 148:1547-53 (1992)). Trong mot sd khang thé dic hi¢u kép, hai cip
chudi ning/chudi nhe khac nhau bao gdm cip chudi/chudi nhe 9E4 duge lam gibng nhu
clia ngudi nang pair va cip chudi ning/chudi nhe dic hiéu véi epitop khac trén alpha
synuclein so v6i epitop da gan két boi 9E4. Cac khang thé duoc lam gidng nhu ciia ngudi

thuong dugc thio luén trong Phan IV B duéi day.

Thuét ngir “epitop” dugc st dung trong ban md ta dé chi vi tri trén khang nguyén
ma khang thé gin két. Epitop c6 thé dugc tao ra tlr cc axit amin ké tiép hodc axit amin
khong ké tiép ndm lién k& nhau bang cach gAp ba 14n mot hodc nhiéu protein. Céc epitop
da tao ra tir cac axit amin ké tiép thuong duoc gift lai dé 1am cac dung mdi bién tinh,
nhung tréi lai cac epitop dé tao ra bang cach gép ba lan thuong bi mat di trong qué trinh
xtr Iy bang cic dung moi bién tinh. Epitop thuong bao gdm it nhét 3 axit amin, va tot hon
13, it nhét 5 hodc 8-10 axit amin trong cu dang khong gian duy nhét. Cac phuong phap
xé4c dinh cdu dang khong gian ctia epitop bao gbm, vi duy, tinh thé tia X va cong hudng tir
hat nhan 2 chidu. Vi du, xem, Epitope Mapping Protocol, in Methods in Molecular
Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed. (1996).
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Céc khang thé nhan dién ciing loai epitop hodc cac epitop chdng 1én nhau c6 thé
x4c dinh trong thtr nghiém mién dich don gidn dé chung t6 kha niang canh tranh ciia mot
khang thé véi kha nang gin két clia khang thé khic véi khang nguyén dich. Epitop cta
khéng thé ciing c6 thé duoc x4c dinh bing tinh thé tia X ctia khang thé da gin két véi
khang nguyén cta n6 dé xic dinh cac gbc tiép xuc. Theo cach khac, hai khang thé c6
cling epitop néu tit ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén bi yéu di hoic méit kha
ning gin két ciia mot khang thé thi né s& bi yéu di hoic mét kha nang gin két cia khang
thé khac. Hai khang thé c6 cac epitop chdng 1én nhau néu mot sb dot bién axit amin bi
yéu di hodc mét kha nang gin két cia mot khang thé thi s& bi yéu di hodc mat kha niang

gfn két ciia khang thé khéc.

Qua4 trinh canh tranh gifra cac khang thé duoc xac dinh theo thir nghiém trong d6
khang thé trong thir nghiém e ché kha ning gin két dac hiéu ctia khang thé so sanh véi
khang nguyén thong thuong (vi du, xem, Junghans et al., Cancer Res. 50:1495, 1990).
Khéng thé thir nghiém canh tranh v6i khang thé so sanh néu lugng du khang thé thir
nghiém (vi du, it nhit gip 2, 5, 10, 20 hodc 100 14n) e ché kha ning gin két ciia khang
thé so séanh it nhéat 50%, nhung tot hon 1a 75%, 90% hodc 99% nhu duge xac dinh trong
thir nghiém gén két canh tranh. Céc khang thé d xac dinh béi thir nghiém canh tranh
(khang thé canh tranh) bao gdbm cac khang thé gin két v6i cing epitop lam khang thé so
sanh va cac khang thé gén két v6i epitop lién ké & dau du gin dé epitop gan két boi khang

thé so sanh dé lam can tré khong gian.

Thuét ngir “doi tugng bi bénh” bao gom ngudi hodc dong vat c6 vu khac cln diéu

tri hodc phong ngtra.

Nhim muc dich phan loai céc phén ttr thé axit amin & dang bao thu hodc khong
béo thu, cac axit amin dugc phan nhom nhu sau: nhém I (mach bén ky nudc): met, ala,
val, leu, ile; Nhom II (mach bén wa nudc trung tinh): cys, ser, thr; nhém III (mach bén c6
tinh axit): asp, glu; nhom IV (mach bén c6 tinh bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhom V
(c4c gbe 1am anh hudng t6i hudng cia mach): gly, pro; va nhém VI (mach bén thom):
trp, tyr, phe. Céc phan tix thé bao thu bao gdm cac phin tir thé thay thé nam gitra cac axit
amin trong cing mét nhém. Cac phan tix thé khong bao thi tao ra qué trinh tich dién mot

phén ctia mot trong sd cdc nhém nay doi véi mot phan nhom khac.
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Ty 18 trong dong trinh tu duge x4c dinh bang trinh tw khang thé dugc sap hang toi
da theo quy udc cia hé thong danh sb tht ty Kabat. Sau khi sdp hang, néu néu ving
khéng thé caa dbi tuong (vi du, toan bd ving bién dbi hoan chinh cta chudi nang hoic
chudi nhe) cin so sanh véi cing mot ving ctia khang thé so séanh, thi ty 1é tuong dong
trinh tu gifta ving khang thé cua ddi twong va viing khang thé so sanh 1a s6 vi tri bi chiém
gilt boi cung loai axit amin & cd vung khang thé ctia ddi twong va khang thé so sanh chia
cho téng s vi tri da sap hang cua hai viing ndy, véi cac khe khong dugc dém, nhan véi

100 dé chuyén sang ty 1& phan tram.

Ché phim hoic phuong phap “bao gdm” mdt hodc nhiéu nguyén t6 da néu c6 thé
bao gdm céc nguyén t6 khac khong duge néu cy thé. Vi du, ché phdm bao gdbm khang thé

¢6 thé chirkhang thé riéng ré hoic két hop véi cac thanh phan khéc.

Viéc xac dinh khoang gia tri bao gom toan by cac sO nguyén nadm trong hodc xac
dinh khoang nay, va toan by cac khoang phu da dugc xac dinh theo cac sd nguyén nam

trong khoang nay.

Trir khi ¢6 chi dan khac rd rang so v6i ngit canh, thudt ngt “khoang” bao ham cac

gi4 tri ndm trong SEM ctia gid tri da néu.

C4 thé c6 nguy co bi bénh cao néu dbi twong co it nhit mot yéu t6 nguy co da biét
(vi du, di truyén, sinh hoa, tién sir gia dinh, tinh trang dé mic) & cac ca thé c6 yéu té nguy
co phat trién thanh bénh c6 y nghia théng ké cao hon so véi cac ca thé khong co yéu tb

nguy co.

Thuat nglr “triéu ching” dugc st dung trong ban mo ta dé chi bang chimg chu
quan cda bénh, nhu dang di thay doi, nhu dugc cam thiy boi dbi tuong bi bénh. Thuat
ngit “d4u hiéu” dugc st dung trong ban mo ta dé chi bang chung chli quan ctia bénh nhu

duoc quan sat boi thay thube.
C6 ¥ nghia théng ké c6 nghia 1a p<0,05.

Thuat nglt “chttc ning nhan thirc” duoc st dung trong ban mo ta dé chi cac qua

trinh vé tri tué nhu qua trinh bét ky hodc toan bd vé su tap trung, tri nhé, ngdn ngit phat
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trién va hiéu biét, giai quyét van deé, va c6 moi quan tdm téi moi ngudi xung quanh va

kha nang tu chdm so6c ban than.

Thuét ngir “chirc nang nhén thic dugc ting cuong” hodc “chirc nang nhén thic
duoc cai thién” duoc sir dung trong ban mé ta d€ chi sy cai thién so véi mirc nén, vi duy,
chan doan hodc bat dau diéu tri. “Suy giam chirc ning nhédn thic” dugce st dung trong

ban mé ta d€ chi sy giam sut ve chirc ndng so voi muc nén nay.

Trong hé théng m6 hinh dong vat nhu chudt hodc chudt nhit, chirc ning nhan thirc
6 thé duge xac dinh bang cac phuong phép st dung mé cung trong do cic d6i tuong st
dung thong tin vé khong gian (vi du, thit nghiém mé cung nudc Morris, mé cung tron
Barnes, mé cung nhénh tang dan, mé cung T va cac thir nghiém kh4c), tinh trang so hai,
mét hoat dong, trudng m& da chiéu sang, dung cu do hoat dong trong bong t61, mé cung

ting dan, thir nghiém tham do hai ngan hogc thir nghiém boi bat bude.

O nguoi, chirc ning nhan thirc ¢6 thé duoc xac dinh bing mot hodc nhidu thir
nghiém ti€u chuén. Vi du v& thtr nghiém hoic thue nghiém chirc ning nhén thire da duge
mod ta (Ruoppila, 1. va Suutama, T. Scand. J. Soc. Med. Suppl. 53,44-65, 1997) va bao
gbm céc thir nghiém than kinh tiéu chudn (vi du, thang diém vé tri nhé Wechsler, thang
diém vé hiéu biét & nguoi 16n Wechsler, Ma tran vé mirc do tién bo tidu chuén Raven,
Thir nghiém vé kha ning tri tu¢ & ngudi 16n Schaie-Thurstone), thir nghiém tam Ly than
kinh (vi du, Luria-Nebraska), tu danh gia vé tri tué-nhén thire (vi du, Béang céu hoi vé tri
tué-tri nhé), thir nghiém sang loc kha nang nhin (vi du, cac hinh v& Poppelreuter, nhian
thire Clock, hinh v& va tir b6 Honeycomb), thir nghiém sang loc nhén thic (vi du, thu
nghiém trang thai tri tué mini Folstein) va tht nghiém thoi gian phan mg. Céac thu
nghiém ti€u chuén khac vé tinh ning nhén thirc bao gdm thang diém phu vé nhén thirc
cta thang diém danh gid bénh Alzheimer (ADAS-cog); thang diém thay dbi biéu hién
toan thé 1am sang (thang diém két hop CIBIC); thang diém vé hoat dong nghién ctru hop
tac cua 161 sbng hang ngay cia bénh Alzheimer (ADCS-ADL); thtt nghiém tinh trang tri
tué mini (MMSE); Bang t6m tit thin kinh tri tué (NPI); thang diém dénh gia bénh sa sut
tri tué 1am sang (CDR); pin tu dong thir nghiém tam ly than kinh Cambridge (CANTAB)
hodc danh gid 14m sang Sandoz-ldo khoa (SCAG), thtr nghiém Stroop, tao diu vét, chiéu
dai Wechsler Digit, va thir nghiém nhéan thirc CogState dugc dién toan. Ngoai ra, chirc

ning nhén thic ¢6 thé duge xac dinh bang cach st dung k§ thuat chup anh nhu chup X
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quang phat pozitron (Positron Emission Tomography - PET), chup c¢dng hudng tir hat
nhan chic ning (functional magnetic resonance imaging - fMRI), chup X quang phat
photon don 1é dugc tinh toan (Single Photon Emission Computed Tomography -
SPECT), hoic k¥ thuét chup anh bit ky khic cho phép xéc dinh chirc ning no.

I. Téng quan

Sang ché dé cap dén khang thé 9E4 dugc lam gibng nhu cia nguoi. Céc khang thé
1 hitu ich @& diéu tri va chdn doan bénh do thé Lewy.

II. Phén t& dich

Alpha-synuclein thé dai ctia ngudi 12 peptit c6 140 axit amin c6 trinh tu axit amin

dudi day:

MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA  ATGEVKKDOL

GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA (SEQ ID NO.12)

(Ueda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90:11282-6).; S6 truy nhap ngan
hang gen: P37840). Protein nay c6 3 vung nhan biét, ving 13p lai KTKE bao gbm cac axit
amin 1-61, ving NAC (thanh phan khéng chira tinh bot) nam trong khoang tir axit amin

60 dén 95, va ving axit c¢6 dau tan cling C nim trong khoang tir axit amin 98 dén 140.

Tru khi ¢6 chi dan khac, khi dé cap dén alpha-synuclein hodc cdc manh cuia no tuc
1a bao gbém céc trinh tu axit amin thé dai ciia ngudi néu trén, va cac bién thé alotyp cia
nguoi cda ching, cu thé 1a cac dang lién quan t6i bénh do thé Lewy (vi du, E46K, A30P
va A53T, v6i chit c4i du tién dung dé chi axit amin trong SEQ ID NO.12, chit s 13 vi tri
codon trong SEQ ID NO.12, va chir céi tht hai 12 axit amin trong bién thé alotyp). Cac
bién thé nay co thé thy y c6 mit riéng ré& hoic & dang két hop trong khia canh bit ky cia
sang ché dugce mo ta dudi day. Cac dot bién dugc cam tmg E83Q, A90V, A76T, lam gia
tang qua trinh két tu alpha synuclein, ciing c6 thé c6 mit riéng 1é hodc két hop véi nhau

va/hodc cac bién thé alotyp E46K, A30P va AS3T nguoi.
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I1I. Bénh do thé Lewy

Bénh do thé Lewy (LBD) dugc dic trung boi qué trinh thodi bién hé
dopaminergic, bién d6i chirc ning van dong, suy gidm nhan thtc, va qué trinh tao ra cic
thé Lewy (LB). (McKeith et al., Neurology (1996) 47:1113-24). Céc thé Lewy la cc
mang ling dong protein hinh cau tim thdy dugc & cac té bao than kinh. Su ¢6 mit cia
chiing trong ndo lam pha v& chtc ning binh thuong cla ndo, lam gidn doan tdc dong cua
chat truyén thong tin hoa hoc bao gdm axetylcholin va dopamin. Bénh do thé Lewy bao
gdbm bénh Parkinson (bao gbm bénh Parkinson tu phét), bénh do thé Lewy lan téa
(DLBD) con dugc goi 1a bénh sa sut tri tué¢ kém theo thé Lewy (DLB), cac dang bién ddi
ctia thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBV), bénh Alzheimer va Parkinson Két hop va bénh
teo da hé théng (MSA; vi du, teo tram cAu tiéu ndo, thoai hoa thé van chit den va hoi
chimg Shy-Drager). DLBD c6 cung cac triéu chung ctia bénh Alzheimer va bénh
Parkinson. DLBD khéc véi bénh Parkinson cht yéu & vi tri ctia cac thé Lewy. Trong cic
thé Lewy ctia DLBD chu yéu tao ra & vo nio. & bénh Parkinson, ching cha yéu tao ra &
vung chit x4m. Bénh do thé Lewy khéc bao gém r6i loan than kinh tu dong don thuén,
chimg nudt khé thé Lewy, LBD nghu nhién, va LBD ¢6 ké thira (vi dy, thoai bién gen
alpha-synuclein, PARK3 va PARK4).

IV. Khang thé theo sang ché
A. Do dac hiéu ge"ln két va hoat tinh

Céc khang thé duoc lam gidng nhu cia ngudi theo sang ché gin két ddc hiéu véi
alpha synuclein cua nguoi. Ai luc ctia mot sb khang thé dugc 1am gidng nhu ctia ngudi
(tire 12 Ka) tot hon 12 ndm trong hé s& 5 hodc 2 so v6i i luc cua khang thé 9E4 ciia chuot
nhit. Mot s khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi c6 i luc twong duong (trong
khoéng sai s6 thir nghiém) hodc 16n hon 4i luc ctia khang th8 9E4 ctia chudt nhit. T6t hon
14, cac khang thé dwoc lam gibng nhu cta ngudi gin két véi cling epitop va/hodc canh

tranh v6i khang thé 9E4 ctia chudt nhat dé gin két voi alpha synuclein ctia ngudi.

Trong mét sd khang thé, 9E4 dugc lam gidng nhu ctia ngudi tao ra mdt nhénh cua
khang thé ddc hiéu kép, nhanh con lai ctia n6 1a khéng thé gén két voi thu thé duge biéu

hién trén hang rao mau ndo, nhu thu thé insulin, thu thé yéu té tang truong twong tu
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insulin (an insulin-like growth factor - IGF), thu thé leptin, hodc thy thé lipoprotein, hodc
t6t hon 14 thu thé transferrin (Friden et al., PNAS 88:4771-4775, 1991; Friden et al.,
Science 259:373-377, 1993). Khang thé dic hiéu kép co thé dwoc chuyén qua hang rao
méu ndo béi qua trinh xuyén bao qua thu thé. Kha ning hép thu & ndo cua khang thé dic
hidu kép c6 thé con duoc ting 1én bang cach tao ra khang thé dic hiéu kép dé 1am giam ai
luc clia nd v6i thu thé & hang rao mau ndo. Ai lyc giam d6i v6i thu thé 1am mic phan bd
& ndo rong hon (vi du, xem, Atwal. et al. Sci. Trans. Med. 3, 84ra43, 2011; Yu et al. Sci.
Trans. Med. 3, 84rad44, 2011).

Vi du vé& khang thé dic hiéu kép ciing c6 thé 1a (1) khang thé viing bién dbi kép
(dual-variable-domain antibody - DVD-Ig), trong d6 mdi chudi nhe va chudi ning lan
luot chira hai ving bién doi thong qua lién két peptit ngin (Wu et al., Generation and
Characterization of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™) Molecule, In:
Antibody Engineering, Springer Berlin Heidelberg (2010)); (2) Tandab, 1a thé dung hop
cta hai khang thé kép chudi don tao ra khang thé dac hiéu kép hoa tri bén c6 hai vi tri
lién két ddi voi mdi khang nguyén dich; (3) khang thé phirc hop, 1a dang két hop cua
scFvs v6i khang thé kép dan dén phan tir da hoa tri; (4) phan tir dugce goi 1a phan tir “cép
bén va khoa”, dua trén “vung dime hoéa va cap bén” trong Protein kinaza A, which, when
dugc 4p dung to Fabs, can hi€u suét a trivalent dic hiéu kép protein lién két consisting
hai identical Fab manhs duoc lién két v4i a khac nhau Fab manh; (5) a cai goi 1a Scorpion
phén tir, bao gdm, vi du hai scFvs ngung tu v6i both termini of a ngudi Fe-region. Vi du
of platforms useful dé diéu ché khang thé dic hiéu kép bao gdm nhung khong chi giéi
han & BiTE (Micromet), DART (MacroGenics), Fcab va Mab2 (F-star) , Fc-duoc tao ra
bing k¥ thuat di truyén IgGl (Xencor) hoic DuoBody (dua trén trao d6i soi Fab,
Genmab).

B. Khéng thé duoc 1am giéng nhu cia nguoi

Khang thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi 12 khang thé da duoc tao ra bang k¥
thuat di truyén trong d6 cac CDR tir khang thé “cho” khong phai ngudi duge ghép vao
trinh tu khéng thé “nhan” cia nguoi (vi duy, xem, Queen et al.,, US5,530,101 va
5,585,089; Winter et al., US 5,225,539, Carter, US 6,407,213, Adair, US 5,859,205
6,881,557, Foote, US 6,881,557). Trinh tur khang thé nhan c6 thé 13, vi du, trinh tu ving
bién d6i khang thé hoan chinh ctia ngudi, hon hgp clia céc trinh ty nay, trinh ty lién tng
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cltrinh tu khang thé nguoi (vi du, trinh tu lién (mg ving bién d6i chudi nhe va chudi
ndng cua Kabat, 1991, néu trén), hodc vung bién ddi trinh tu dong mam phoi. Tét hon
13, trinh tu thé nhan ddi voi chudi ning 12 ving bién ddi hoan chinh chudi ning cia ngudi
véi ma truy nhap NCBI AAC50998 (GI: 1791009) hodc ving bién ddi chudi nang hoan
chinh khéc ¢6 ngudn gbc tir dong mam phoi IGHV3-7'01 hogc IGHV3-7'02 (tén céc dong
1a V3-7 hodc VH3-11) (Glas et al., Clin Exp Immunol. 107:372-80, 1997) hodc trinh ty
ving bién ddi chudi ning hoan chinh lién hgp véi mot trong s6 cac trinh tw dong mam
phoi nay. Déi véi chudi nhe, t6t hon néu trinh tu thé nhan 1a ving bién d6i chudi nhe
hoan chinh ¢6 ma truy nhdp NCBI AAY33350 (GI:63102889) hodc trinh ty chudi nhe
hoan chinh khac ¢6 ngudn gbc tir dong mam phdi IGKV1D-39 hodc IGKV1-39 (tén dong
02 hoidc 012) (Kramer et al., Eur J Immunol. 35:2131-45, 2005) hodc trinh ty ving bién
dbi chudi nhe hoan chinh lién hop véi mét trong sd céc trinh tir dong mam phdi nay. Do
vay, khang thé dugc lam gidng nhu cia ngudi theo sang ché 1a khang thé c6 3 chudi nhe
va 3 chudi ning CDR nhu dugc x4c dinh theo Kabat tir khang thé cho 9E4 va trinh tu
khung cia vung bién ddi hoan chinh va ving héng dinh, néu c6 mit, toan bd hoic vé co
ban 12 tir trinh tw khang thé nguoi. Tuong tu, chudi ning dugc lam gidng nhu ciia nguoi
1a chudi ning c6 3 chudi ning CDR nhu dugc x4c dinh theo Kabat tir chudi ning cta
khéang thé 9E4, va trinh tu bién dbi chudi ning hoan chinh va trinh tu ving hang dinh
chudi nang, néu c6 mit, toan bo hoic vé co ban 14 tir trinh tu chudi nang khang thé nguoi.
Tuong tu, chudi nhe dugc lam giéng nhu ctia ngudi 1a chudi nhe c6 3 chudi nhe CDR
nhu duge xé4c dinh theo Kabat tir chudi nhe cta khang thé 9E4, va trinh tu bién doi chudi
nhe hoan chinh va trinh tu ving hing dinh chudi nhe, néu c6 mit, toan bd hodc vé co ban
1a tr trinh tu chudi nhe khang thé nguoi. Trinh tu khung cia ving bién d6i hoan chinh
ctia chudi khang thé hodc trinh trr viing hing dinh cta chudi khang thé vé co ban 1a lan
luot tir trinh tu khung ctia mién bién d6i hoan chinh cia ngudi hogc trinh tu ving hing
dinh ciia ngudi khi it nhat 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% gbc twong
ung da dugc xéac dinh theo Kabat la twong dong.

Mot sb axit amin tir cac gbe ving khung viing bién d6i hoan chinh ctia ngudi c6
thé duge chon dé thay thé dya trén anh hudng cia ching trén cdu dang CDR va/hoic gin
két voi khang nguyén. Nghién ctru vé cac anh hudéng nay dugc thé hién trén md hinh, thtr
nghiém cac ddc tinh cua axit amin & céc vi tri cu thé, hodc quan sét theo kinh nghiém vé

hiéu qua cua viéc thay thé hodc tao dot bién cia céac axit amin cu the.
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Vi dy, khi axit amin khéc nhau giita gbc ving khung ving bién d6i hoan chinh cua
chudt va gbe ving khung ving bién dbi hoan chinh di chon cua nguoi, thi axit amin
khung ctia ngudi c6 thé duge thé béi axit amin khung tuong duwong tir khang thé chuot

- nhét khi mong mudn axit amin 1a: (1) gin két khong cong hod tri v6i khang nguyén truc
tip, (2) 1ién k& véi viing CDR, (3) theo céch khac, twong tic v6i ving CDR (vi du, trong

khoang 6 A ctia ving CDR), va (4) diéu hoa twong tac giita chudi ning va chudi nhe.

Sang ché dé cap dén dang dugc l1am gidng nhu cta ngudi ciia khang thé 9E4 cla
chudt nhét bao gdm 3 ving bién ddi chudi nhe hoan chinh dugc lam gidng nhu cta nguoi
(Hu9E4VLv1-v3; SEQ ID NOs:3-5) va 4 ving bién d6i chudi ning hoan chinh dugc lam
gidng nhu ctia ngudi (Hu9E4VHv1-v4; SEQ ID NOs:8-11). SEQ ID NO.4 chira ba CDR
Kabat ctia chudi nhe 9F4 cua chudt nhit va khung ving bién d6i hoan chinh cua
AAY33350. SEQ ID NOS. 3 va 5 bao gdm cac dot bién ngugc nhu dugc thé hién trong
bang 2. SEQ ID NO.11 chira ba CDR Kabat ciia 9E4 chudt nhat va khung ving bién doi
hoan chinh cia AAC50998. SEQ ID NO.8-10 bao gdm cac dot bién nguge nhu duge thé
hién trong bang 3.

Sang ché d& cap dén bién thé cia khang thé 9E4 dugc lam gidng nhu ctia nguoi
trong d6 vung bién d6i hoan chinh chudi ning hoan chinh duoc lam gidng nhu ctia ngudi
c6 muc tuong déng trinh tu it nhét béng 90%, 95% hoac 99% so voi SEQ ID NOs:8-11
va ving bién ddi chudi nhe hoan chinh duge lam gidng nhu clia ngudi c6 muc tuong
ddng it nhét bang 90, 95 hodc 99% so v6i SEQ ID NOs:3-5, nhung trong d6 cc bién thé
bat ky tir SEQ ID NO.d néu xéy ra trong khung ving bién d6i hoan chinh chir khong
phai 12 ving CDR Kabat. Trong mot sb khang thé nay, vi tri 136 duoc chiém gitr boi Y
hodc F, va/hoac vi tri L83 duogc chiém gitt boi F hoac L, va/hodc vi tri H73 dugc chiém
gitt boi N hodc D va/hodce vi tri H93 dugce chiém git béi A hodce S (tht ca cac vi tri & day,
cling nhu & noi khac, trong don nay béng cach danh sb thir tu theo hé théng ddnh s6 thir
tu Kabat). Trong mdt ) khang thé nay, mot sb hodc toan bo dot bién nguoc trong
Hu9E4VLv1-v3 va Hu9E4VHv1-v4 duoc gitt lai. Mat khac, mot hodc ca hai vi tri H73
va H93 cua chudi nang lan luot dugc chiém gitt bdi D va A. Tuong tu, trong mot sb
khang thé, mot hodc ca hai vi tri L36 va L83 cua chudi nhe 1dn lugt duge chiém gitt béi F
va L. Trong mot s khang thé, 1, 2, 3 hodc toan bo 4 vi tri H73, H93, 1.36 va 1.83 lan lugt

duoc chiém gitt bdi D, A, F va L. Trong mot ) khang thé, 0, 1, hodc 2 vi tri dugc bién
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ddi trong khung ving bién dbi chudi ning hoan chinh so véi SEQ ID NO.11, va 0, 1,
hoiic 2 vi tri duge bién dbi trong khung ving bién dbi chudi nhe hoan chinh so véi SEQ

ID NO 4.

Mot sé khang thé bao gom chudi ning dich lam giérig nhu cua ngudi‘ chira ba
CDR Kabat ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi nhe dugc 1am
gidng nhur ctia ngudi chira ba CDR Kabat ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO .4 vé6i didu kién vi tri 136 (theo hé thdng danh sb thir tu Kabat) dugc chiém giit béi F
hodc Y va/hodc vi tri 183 (theo hé thdng danh sb thir tu Kabat) dugce chiém gitt boi L
hodc F va/hoac vi tri H73 (theo hé théng danh sb tht tu Kabat) dugc chiém gilt boi D
hodc N, va/hodc vi tri H93 (theo hé théng danh sb thu tu Kabat) duge chiém giit bdi S
hoic A. Trong mdt s khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh s6 thtr tu Kabat)
duoc chiém gifr béi F. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sd thir
tu Kabat) dugc chiém giit béi F va vi tri L83 (theo hé théng danh sb thtr tu Kabat) duogc
chiém giit bsi L. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sé thi tu
Kabat) duoc chiém giit boi F va vi tri H73 (theo hé théng danh sb thir tw Kabat) dugc
chiém giit boi D. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sb thu tu
Kabat) dwoc chiém gitt béi F va vi tri H93 (theo hé théng dénh sb tht tu Kabat) dugc
chiém giit béi S. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh so thur tu
Kabat) duoc chiém giit boi F va vi tri H93 (theo hé théng danh sb thir tw Kabat) dugc
chiém giit boi A. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sb thu tu
Kabat) duoc chiém gift béi F, vi tri L83 (theo hé théng danh sd thi tu Kabat) duge chiém
gift bdi L, va vi trf H73 (theo hé théng danh sé tht tw Kabat) dugc chiém gift béi D.
Trong mdt s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sb thir ty Kabat) duge chiém
giit boi F, vi trf L83 (theo hé théng danh sb thir ty Kabat) duge chiém gitt béi L, va vi tri
H93 (theo hé théng dénh sb thtr tw Kabat) duoc chiém giit bai S. Trong mot sé khang thé
nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sb thu tu Kabat) dugc chiém gilt boi F, vi tri L83
(theo hé théng danh sb tht ty Kabat) dugc chiém gitt bi L, va vi tri H93 (theo hé théng
danh sb thr tu Kabat) dugc chiém giit bi A. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36
(theo hé théng danh sé thir tw Kabat) dugc chiém gitr béi F, vi tri H73 (theo hé thong
danh sb thtr tu Kabat) duoc chiém gitt boi D, va vi tri H93 (theo hé théng d4nh sb thir tw
Kabat) duge chiém giit boi S. Trong mot sé khang thé nay, vi tri L36 (theo hé thong danh
s thtr tw Kabat) duge chiém giit boi F, vi tri L83 dugc chiém giit boi F, vi tri H73 (theo
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hé théng danh sé thr ty Kabat) duoc chiém giit boi D, va vi tri H93 (theo hé thong danh
s6 thir ty Kabat) dugc chiém giit béi S. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé
thdng danh sb thi tw Kabat) duoc chiém giit béi F, vi tri H73 (theo hé théng danh sb tha
tu Kabat) dugc chiém gitr boi D, va vi tri H93 (theo hé théng danh s6 thir tu Kabat) duoc
chiém giit bdi A. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L36 (theo hé théng danh sd thir tu
Kabat) duge chiém gift boi F, vi tri L83 (theo hé théng danh sb thr ty Kabat) duwoc chiém
giit bdi L, vi tri H73 (theo hé théng danh sb thir tw Kabat) dugc chiém gitt b6i D, va vi tri
H93 (theo hé théng danh sb tht ty Kabat) dugce chiém gitt boi S. Trong mot sd khang thé
ndy, vi tri L36 (theo hé théng danh sb thir ty Kabat) dugc chiém giit boi F, vi tri 183
(theo hé théng danh sb thtr ty Kabat) dugc chiém gitt boi L, vi tri H73 (theo hé théng
danh sb thtr tu Kabat) duoc chiém gilr boi D, va vi tri H93 (theo hé théng danh sb thir tu
Kabat) dugc chiém giit béi A. Trong mot sb khang thé nay, vi tri L83 (theo hé théng
d4nh sb tht ty Kabat) dugc chiém giit boi L. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L83 (theo
hé théng dénh sb thir tu Kabat) dugc chiém gitt béi L va vi tri H73 (theo hé théng danh
s6 thtr tu Kabat) duoc chiém giir béi D. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L83 (theo hé
théng danh sb thtr tw Kabat) dugc chiém gitt béi L va vi tri H93 (theo h¢ théng dénh sb
thtr ty Kabat) dugc chiém gilt béi S. Trong mot sd khang thé nay, vi tri L83 (theo hé
théng danh sb thir tw Kabat) dugc chiém giit béi L va vi tri H93 (theo h¢ théng dénh sb
thir tu Kabat) duogc chiém gitt boi A. Trong mot sb khang thé nay, vi tri L83 (theo hé
thdng danh sé thir tw Kabat) dugc chiém gift béi L, vi tri H73 (theo hé thdng danh s thi
tw Kabat) duoc chiém giit bai D, va vi tri H93 (theo hé thong danh sd thtr tw Kabat) duge
chiém giit béi S. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri L83 (theo h¢ théng danh sb thur tu
Kabat) duoc chiém gitt bdi L, vi tri H73 (theo hé théng déanh sd thir ty Kabat) duoc chiém
giit boi D, va vi trf H93 (theo hé théng danh sb thir tw Kabat) duoc chiém gift boi A.
Trong mdt sb khang thé nay, vi tri H73 (theo hé théng danh s6 thir tw Kabat) duoc chiém
gitt boi D. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri H73 (theo hé théng danh s6 thir ty Kabat)
duoc chiém giit bdi D va vi tri H93 (theo hé théng danh s6 thir tu Kabat) duge chiém gitt
boi S. Trong mét sé khang thé nay, vi tri H73 (theo hé thdng danh s thi tu Kabat) dugc
chiém giit bdi D va vi trf H93 (theo hé théng danh s§ thtr tw Kabat) duge chiém giit béi
A. Trong mot s6 khang thé nay, vi tri H93 (theo hé théng danh s thr tv Kabat) dugc
chiém gitt boi S. Trong mot sb khang thé nay, vi tri H93 (theo hé théng danh s thu tu

Kabat) duoc chiém gitr boi A. Trong mdt s6 khang thé nay, vi tri L36 duoc chiém gitr boi
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Y, vi tri L83 dugc chiém gitt boi F, vi tri H73 duoc chiém gitt bdi N va vi tri H93 dugce
chiém gilt bdi S. Mot sb khang thé dai dién c6 céac géc mong mubn & cac vi tri 136, L83,

H73, va H93 va dang két hop ciia chung dugc dua ra trong bang 1 duéi day:

Bang 1: Cac khang thé theo sang ché c6 cac gdoc mong muon & cac vi tri L36,

.83, H73, va H93 (theo hé théng danh s thir ty Kabat).

Khang thé

1
2
3
4

5 (phién ban 3)
6

7 (phién ban 1)
8
9
10
11
12
13
14

15 (phién ban 2)

'TJ"H"Ut"F‘F‘F‘F"’TJL_‘F"’TJTJT*"I‘Jg

mw>mm>>mmm>m>>{>§

»<»<»<»<»<~<h<mm~nm*n*nm*n§
z|o|o|o|z|o|z|o|o|z|o|z|o|Z|2|5

Trong mdt s khang thé, ving bién d6i chudi ning hoan chinh c6 trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.10. Trong mét sé khang thé, ving bién d6i chudi nhe
hoan chinh c¢é trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5 hodc SEQ ID NO.3. Trong
mot sb khéng thé nay, vung bién ddi chudi nang hoan chinh cé trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.10, va ving bién dbi chudi nhe hoan chinh c6 trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.5 hodc SEQ ID NO.3. Trong mot s6 khang thé nay, ving bién ddi
chudi ning hoan chinh c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10, va ving bién
ddi chudi nhe hoan chinh ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

Viéc thé axit amin khac c6 thé duoc thuc hién trong khung viing bién ddi hoan
chinh, vi du, trong cac gdc khong tiép xuic v6i cac CDR. Thong thuong, viéc thay thé nay
duogc thuc hién trong trinh tu bién ddi duoc 1am giéng nhu cda ngudi duge bao thu dbi
véi céc axit amin da thé. Trong mot sb khéng thé, viéc thay thé so v&i HU9E4VLv1-v3 va
Hu9E4VHv1-v4 (chtra hodc khong dugc bao thi) khong lam anh hudéng dang ké toi ai
luc gén két hodc kha niang gin két cua khang thé thu dugce so v6i Hu9E4VLv1-v3 va

Hu9E4VHv1-v4, tirc 1a kha ning ctia n6 dé gin két véi alpha synuclein ctia nguoi.
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Céac bién thé thong thudng khac nhau so véi trinh ty ving bién ddi chudi ning va
chudi nhe hoan chinh ciia Hu9E4VLv1-v3 va Hu9E4VHv1-v4 bdi mét luong nho (vi du,
thuong khong qué 1, 2, 3, 5 hodc 10 bién thé trong khung ving bién dbi chudi nhe hosc
. khung ving bién dbi chudi ning hoan chinh, hodc ca hai khung) cic doan thé, x6a hoic

doan cai xen.
C. Chon loc ving hing dinh

Ving bién ddi chudi ning va chudi nhe cua cac khang thé dugc lam gidng nhu cia
ngudi ¢ thé dugc lién két v6i it nhat mot phin ving hang dinh ctia ngudi. Viéc chon loc
ving héng dinh phu thudc, mot phﬁn, xem liéu ddc tinh té bao phu thudc khang thé, thuc
bao phu thudc khang thé va/hodc doc tinh té bao bd sung c6 xay ra hay khong. Vi dy, cac
chét ddng vi IgG1 va IgG3 clia ngudi c6 doc tinh t& bao phu thudc bd sung va cac isotyp
IgG2 va IgG4 ctia ngudi khong c¢6 doc tinh nay. IgG1 va IgG3 clia nguoi cling gdy cam
g chirc ning cam Gng qua trung gian t€ bao manh hon so v6i IgG2 va IgG4 ctia ngudi.
Ving hang dinh chudi nhe c6 thé 1a lambda hodc kappa. Ving hang dinh kappa chudi nhe
ciia nguoi dai dién co trinh ty axit amin c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.13. Mot sb vung héng dinh kappa chudi nhe nay c6 thé dugc ma héa béi trinh tu axit
nucleic. Arginin c¢6 diu tin ciing N ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13 ¢
thé bi khuyét, trong truong hop viing hang dinh kappa chudi nhe c6 trinh ty axit amin c6
trinh tuw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.28. Mot sb ving hang dinh kappa chudi nhe
nay c6 thé dugc mi héa béi trinh tu axit nucleic. Ving hang dinh chudi ning IgG1 cia
ngudi dai dién c6 trinh tu axit amin c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14
(chtra hoac khong chira lysin & dAu tan cing C). Mot sb ving hing dinh chudi ning nay
¢6 thé dugc ma hda bai trinh tu axit nucleic. Cac khang thé c6 thé duoc biéu hién dudi
dang cAu tric ta phén chtra hai chudi nhe va hai chudi ning, 1a cac chubi nang, chudi nhe
riéng biét, nhu Fab, Fab', F(ab')2, va Fv, hodc dudi dang khang thé chudi don trong do

cac ving bién doi hoan chinh chudi ning va chuoi nhe dugc lién két qua vung dém.

Céc vung hiang dinh ctia ngudi co bién thé alotyp va bién thé isoalotyp giita cic cd
thé khéc nhau, tuc 1a cac ving hing dinh nay c6 thé khac nhau trong céc ca thé khac nhau
& mot hodc nhiéu vi tri da hinh. C4c isoalotyp khic nhau vé céc alotyp & chd huyét thanh
nhan biét isoalotyp s& gin két v6i ving khong da hinh cua mot hoac nhidu isotyp khac.
Do vy, vi du, ving hing dinh chudi ning khéc 1a IgG1 G1m3 alotyp va co trinh tur axit
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amin ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.32. Ving hing dinh chudi ning
khéc nita c6 trinh tu axit amin ¢o trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.32 chi

khéc 1a viing nay khong chtra lysin & d4u tan ciing C.

Mot hodc mdt vai axit amin & dau amino hoac cérboky ctia chudi nhe va/hodc
chudi ning, nhu lysin & d4u tan cing C ciia chudi ning, c6 thé bi thiéu hodc c¢6 ngudn gbe
tir mot phan hodc toan bo phan tir. Viéc thé ¢6 thé duoc tién hanh trong ving hing dinh
dé 1am giam hodc 1am ting chirc ning cam tng nhu doc tinh té bao bd sung hoic ADCC
(vi du, xem, Winter et al., Patent My s6 5,624,821; Tso et al., Patent M§ s6 5,834.,597; va
Lazar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:4005, 2006), hodc dé kéo dai thoi gian ban
thai & nguoi (vi du, xem, Hinton et al., J. Biol. Chem. 279:6213, 2004). Viéc thé dai dién
bao gé)m Gln & vi tri 250 va/hodc Leu & vi tri 428 (viéc danh s6 EU dugc st dung trong
doan nay déi véi ving hang dinh) dé 1am ting thoi gian ban thai cta khang thé. Viéc thé
& vi tri bt ky hodc toan bd cac vi tri 234, 235, 236 va/hodc 237 lam giam i luc dbi véi
céc thu thé Fco, cu thé 1a thu thé FeoRI (vi dy, xem, US 6,624,821). Mot s6 khang thé co
alanin duoc thé & cac vi tri 234, 235 va 237 cta IgG1 nguoi dé 1am giam chirc ning cam
tng. Tuy v, cac vi tri 234, 236 va/hodc 237 trong I1gG2 ngudi duogc thé bang alanin va vi
tri 235 duogc thé bﬁng glutamin (vi dy, xem, US 5,624,821).

D. Biéu hién khang thé tai t6 hop

Céc khang thé c6 thé duoc san sinh bang cach bidu hién tai td hop. Axit nucleic
mai hoa cac khang thé nay co thé duoc t6i vu bd ba ma hoa dé biéu hién trong loai té bao
mong mudn (vi du, CHO hoic Sp2/0). CAu trac axit nucleic tai tb hop thuong bao gdbm
trinh tu ddi ching biéu hién duoc lién két didu khién vdi trinh tw ma héa cia chudi khang
thé, bao gém ving ving khéi dau tu nhién hodc khéc loai. Trinh ty d6i chung biéu hién
c6 thé 1a ving khéi diu tan cing cla té bio c6 nhan dién hinh trong vecto c6 kha ning
bién nap hodc gy nhiém té bao dich c6 nhan dién hinh. Ngay khi vecto dugc dua vao vat
chu thich hop, vat chu nay duoc giit trong cac diéu kién thich hop dé biéu hién trinh tw
nucleotit & néng d6 cao, va thu thép va tinh ché cac khéng thé phéan tng chéo. Vecto hodc
vecto md hoa chudi khang thé c¢6 thé con chtra gen dé chon loc, nhu dihydrofolat

reductaza, dé khuéch dai nhiéu ban sao cua axit nucleic ma hoéa cac chuoi khang thé nay.
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E. coli 12 vat chii nhan so, cu thé duoc sit dung dé biéu hién cac khang thé, cu thé
13 cdc méanh khang thé. Vi khudn, nhu nim men ciing thich hop dé biéu hién.
Saccharomyces, 1a vat chu nidm men dugc uu tién, v6i vecto thich hop c6 trinh tu dbi
chung biéu hién, diém khéi dau tai ban, trinh tu két thic va cac dic tinh tuong tu néu
muén. Vong khoi ddu thudng bao gém 3-phosphoglyxerat kinaza va cic enzym
glycolytic khac. Vung khéi diu cam Ung ciia ndm men bao gbm, trong sb cac gen khac,
ving khéi dau tir dehydroaza ruou, isoxytochrom C, va enzyme dap Gng v6i qua trinh

tiéu thu maltoza va galactoza.

Céc té bao dong vat c6 va co thé dugc s dung dé biéu hién cac doan nucleotit ma
héa globulin mién dich hogc cdc manh cua n6. Xem Winnacker, From Genes to Clones,
(VCH Publishers, NY, 1987). Nhidu dong té bao vat chu thich hop c6 kha nang tiét
protein nguyén ven khac loai da dugc phat trién trong linh vuc ndy, va bao gbm dong té
bao CHO, céc dong té& bao COS khac nhau, té bao HelLa, té bao HEK293, té bao L, va u
tuy khong san sinh ra khang thé bao gdm Sp2/0 va NSO0. C6 thé ¢6 loi dé st dung té bao
khong phai 1a ngudi. Cc vecto bidu hién déi véi cac té bao nay c6 thé bao gdm trinh tu
d6i chung biéu hién, nhu diém khéi dAu tai ban, ving khéi dau, ving ting cudng (Queen
et al., Immunol. Rev. 89:49 (1986)), va vi tri thong tin xur ly can thiét, nhu vi tri lién két
ribosom, vi tri phan cit ARN, vi tri polyadenyl hoa, va trinh ty két thic phién ma. Céc
trinh tw dbi chung biéu hién thich hop 1a gen khoi dAu tan clng c6 ngudn gdc tlir gen ndi
sinh, xytomegalovirut, SV40, adenovirut, papilomvirut ciia bo, va cac gen tuong tu. Xem

Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992).

Khi da chuyén vecto ma hoa khang thé chudi ning va chudi nhe vao mdi trudng té
bao, thi cac vdn t& bao cb thé duoc sang loc dé tai tao qua trinh phat trién va chét lugng
san phdm trong moi truong khong c6 huyét thanh. Céac vén & bao tao ra & dau sau d6 c6
thé dugc tao dong té don don chira FACS dé tao ra cac don dong. Tbt hon néu hiéu suét
dic hiéu 1a trén 50 pg hodc 100 pg/té bao/ngay, tuong tmg véi ndng do san pham 16n hon
7,5 g/LL moi trudong. Céc khang thé dugc san sinh bdi cac dong té bao don ciing c6 thé
duoc thit nghiém vé do duc, dic tinh loc, PAGE, IEF, quét UV, HP-SEC, sdp xép
carboydrat-oligosacarit, quang phd khéi, va thir nghiém gin két, nhu ELISA hoic
Biacore. Dong da chon tiép d6 ¢ thé dugc bd sung vao nhiéu lo nhé va bao quan dong

lanh dé sir dung tiép theo.
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Ngay khi dugc biéu hién, cac khéng thé c6 thé duogc tinh ché theo cic phuong
phap tiéu chudn trong linh vue nay, bao gbm bit giit protein A, cot sic ky (vi du, twong
tac ky nudc hodc trao dbi ion), giam pH dé bAt hoat virut va cac phuong phap tuong tu

(xem tong quan, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

Phuong phép san xut cac khang thé trén thi truomg bao gdm tdi wu héa bo ba ma
hoa, chon loc viung khai dau, doan phién md, va vung két thuc, tao dong té bao don
khong chira huyét thanh, thu gom té bao, sir dung chit danh déu chon loc dé khuéch dai
ban sao, ving két thuc CHO, tao dong té bao don khong chira huyét thanh, cai thién noéng
d6 protein (vi du, xem US 5,786,464, US 6,114,148, US 6,063,598, US 7,569,339,
W02004/050884, W02008/012142, W02008/012142, W02005/019442,
W02008/107388, va W02009/027471, va US 5,888,809).

V. Axit nucleic

Sang ché cling d& cap dén axit nucleic ma hoa chudi ning va chudi nhe bét ky néu
trén. Thong thudng, cdc axit nucleic cling ma héa peptit tin hi¢u da ngung tu vdi chudi
ning va chudi nhe hoan chinh (vi du, peptit tin hiéu c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.22 va SEQ ID NO.24 ¢c6 thé dugc ma hoa boi axit nucleic ¢6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.23 va SEQ ID NO.25). Céc trinh tur ma héa trén axit nucleic co thé
ndm trén lién két diu khién chira trinh tu diéu hoa dé dam bao viéc biéu hién trinh ty ma
héa, nhu ving khéi dau, ving ting cudng, vi tri gén két ribosom, tin hiéu két thiic phién
ma va céc yéu té tuong tw. C4c axit nucleic ma hoa chudi nang va chudi nhe c6 thé c6
mat & dang riéng biét hodc co thé da tao dong vao mot hoidc nhiéu vecto. Céac axit nucleic
c¢6 thé dugc tdng hop bang cach, vi du, tbng hop trang thai ran hoidc PCR oligonucleotit
chdng lop. Axit nucleic ma hoéa chudi ning va chudi nhe c6 thé dugc ndi v6i nhau duéi
dang mdt axit nucleic ké tiép, vi du, nim trong vecto biéu hién, hodc c6 thé dugc tach

riéng, vi du, moi axit nucleic da tao dong vao chinh vecto bi€u hién cta no.
VI. Ung dung diéu tri

Sang ché mo ta mot s6 phuong phap diéu tri hodc phong ngira hiéu qua bénh do
thé Lewy & dbi twong bi bénh hodc c¢6 nguy co méc bénh nay. Dbi twong bi bénh can

duoc diéu tri bao gdm cac ca thé c6 nguy co bi bénh LBD nhung khong biéu hién cac
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triéu ching, cling nhu dbi tugng bi bénh da cé cac triu chimg hodc cac d4u hiéu canh
bdo sém cua bénh do léng dong bét thuong synuclein, vi dy, lam chdm EEG, cac biéu
hién ctia bénh than kinh tAm thin (bénh trdm cam, bénh sa st trf tué, o gic, lo 4u, lanh
dam, mét khoai cam), thay doi tu phét (giam huyét 4p thé dimg, rbi loan bang quang,
chirg tao bon, dai tién khong tu chu, ting tiét nudc bot, ching nudt kho, rdi loan chuc
nang sinh duc, thay dbi kha nang luu thong méu néo), thay dbi cam giac (khiru giac, dau,
cam nhan bét thudng vé kha ning phan biét mau), rdi loan gidc ngu (rdi loan biéu hién
ngit REM (RBD), hdi chung chan khong ngimg/rdi loan van dong cac chi theo chu ky,
chimg ngu lim, chimg mét ngl) va cac du hiéu két hop khac va céc triéu ching (mét
moi, ching nhin d6i, nhin nhoe, tiét nhiéu ba nhon, giam/tang trong luong). Do 4o, cic
phuong phép theo sing ché ¢6 thé dugc dung dé phong ngira cho cé thé c6 yéu t6 di
truyén cia bénh LBD. Cac c4 thé nay bao gdbm nhitng ngudi da ting mic bénh nay, va
nhitng nguoi c6 nguy co da duoc xac dinh bing cach phén tich chit danh déu di truyén
hoic sinh héa. Cac chét danh diu di truyén hudéng téi PD bao gbm céac dot bién & gen
alpha-synuclein hoac Parkin, UCHLI, va CYP2D6; cu thé 1a dot bién & vi tri 30 va 53 cia
gen alpha-synuclein. Ca thé bi bénh Parkinson c6 thé dugc nhan biét tir biéu hién 1am

sang ctia nd bao gom giam tinh trang run, co ctng, chdm vén dong va mat 6n dinh tu the.

G déi tuong bi bénh khong c6 triéu chimg, viée diéu tri c6 thé bat dau & do tudi
bit ky (vi du, 10, 20, 30). Thong thuong, tuy nhién, khong can thiét dé bt dau viéc diéu
tri cho dén khi déi twong bi bénh dat do tudi 40, 50, 60 hodc 70. Viét diéu tri thuong doi
héi dung da lidu trong mot khoang thoi gian. Viéc didu tri c6 thé dugc kiém tra bing cich
thtr nghiém khang thé, hodc té bao T hodc té bao B da hoat héa dép tng véi chét diéu tri
(vi du, dang alpha-synuclein peptit da c4t) theo thoi gian. Néu dap ung khong dat dugc,

lidu lugng tang 1én dugce chi dinh.

Céc khang thé c¢6 thé dugc st dung dé diéu tri hodc phong ngira hiéu qua bénh do
thé Lewy & dbi tuong bi bénh bing cach dung trong cac diéu kién tao ra dép (mg diéu tri
thich hop & déi twgng bi bénh (vi du, giam mang két tu viém day than kinh va/hodc alpha
synclein trén soi truc, thuyén giam chting loan dudng viém day than kinh, cai thién chirc
nang nhan thirc, va/hodc thay d6i, diéu tri hoic ngin ngira su suy giam nhan thic) & dbi
tuong bi bénh. Theo mét s6 phuong phép, ving bi ching loan dudng viém day than kinh

& mang luéi than kinh cta vé ndo méi va/hodc hach ddy ndo c6 the dugce giam trung binh

-25-



41966

it nhit 10%, 20%, 30%, hogc 40% & dbi tuong bi bénh duge didu tri so sinh v6i nhém

doi chung.

Kha nang suy giam nhan thtrc, suy giam tién trién & chie ning nhén thirc, thay doi
hinh thai no, va thay doi chirc ning chitrc ning mach méu ndo thudng quan sat duoc &
dbi tugng bi bénh mic hoidc ¢ nguy co bi bénh do thé Lewy. Viéc dung cic khang thé
theo sang ché c¢6 thé e ché hodc 1am chdm sy suy giam chirc nang nhén thic & ddi tugng

bi bénh nay.

Sang ché ciing mo ta phuong phép thay dbi hodc 1am ting mat dd synap than kinh
va/hodc mat do té bao hinh cdy. Chi sb thay ddi mat do synap than kinh hodc mat d¢ té
bao hinh cdy c6 thé dugc x4c dinh bing chit danh diu qué trinh tao ra synap
(synaptophysin) va/hodc céac té bao hinh cay (MAP2). Theo mot s6 phuong phap, mat do
synap than kinh hodc mat do té bao hinh cdy co thé duoc phuc hoi t6i mitc caa mat do
synap than kinh hozc té bao hinh ciy gidng & ngudi khoe manh. Theo mot sd phuong
phap, muc trung binh ctia mat d§ synap thdn kinh hodc mat do té bao hinh cay & dbi
tuong bi bénh duge didu tri c6 thé ting 1én 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% hodc cao hon

so v6i nhom ddi tuong bi bénh dbi ching khong dugc diéu tri.
VIL Dugc phdm va phuong phap diéu tri

Trong cac ung dung phong bénh, khing thé hodc cac chit cam Gng khang thé hodc
dugc phém chta n6 dugc dung cho d6i twong bi bénh man cam véi, hodc theo cach khac
nguy co bi bénh trong phic dd (liéu dung, sb 1an dung va dudng dung) hiéu qua dé 1am
giam nguy co, thuyén gidm mirc do trdm trong, hodc 1am cham sy khéi phat caa it nhét
mot ddu hiéu hoic triéu chimg cta bénh. Trong mdt s6 tmg dung phong bénh, phac db
dung 1a hitru hiéu dé trc ché hodc 1am cham su tich tu cua alpha synuclein va cdc méanh da
cit trong ndo, va/hodc tc ché hodc lam cham tic dung giy ddc cua nd va/hodc tc
ché/hodc 1am cham qué trinh phét trién cta thiéu hut hanh vi. In cac ung dung diéu tri,
khang thé hodc chét dé cam tng khang thé dugc ding cho d6i twong bi bénh nghi co,
hoiic d4 bi bénh do thé Lewy trong phac dd (lidu ding, s6 1dn ding dudng dung) hiéu qua
dé cai thién hoic it nhét con tc ché su pha hiy cuua it nhit mot ddu hiéu hoic triéu

chitng bénh. Trong mot sé tng dung diéu tri, phdc dd ding 13 hitu hiéu dé lam gidm hodc
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it nhat con rc ché su gia ting nong do alpha synuclein va cac manh da cat, cac doc to lién

quan va/hodc thiéu hut hanh vi.

Phéc dd dugc xem 14 c6 tac dung diéu tri hodc phong ngira néu d6i tuong bi bénh
da duoc didu tri 6 két qua c6 loi hon so véi két qua trung binh ¢ nhom d6i ching gdbm
cac d6i twong bi bénh so sanh khong dugc diéu tri bang cac phuong phap cia séng ché,
hoiic néu két qua 6 loi hon dugc chimg minh trong ddi twong bi bénh da dugce diéu tri so
v6i dbi trong bi bénh dbi chimg trong nghién ctru 1am sang c6 dbi chung (vi du, nghién

ctru pha II, pha II/III hodc pha III) & muc p < 0,05 hodc 0,01 hodc ngay ca ¢ murc 0,001.

Liéu hitu hiéu thay dbi tuy thudc vao nhiéu yéu té khac nhau, bao gbm cach dung,
vi tri dich, tinh trang sinh ly cta dbi tuong bi bénh bao gém loai bénh do thé Lewy, xem
lieu déi twong bi bénh c6 phai 1a ngudi mang ApoE, ddi twong bi bénh 13 ngudi hodc
dong vit, thube khac duge dung, va xem viéc diéu tri 14 c6 tac dung phong ngira hoic

diéu tri hay khong.

Khoéang lidu dai dién d6i v6i cac khéng th8 ndm trong khoang tir 0,01 dén 5
mg/kg, va thuong nim trong khoang tir 0,1 dén 3 mg/kg hodc nim trong khoang tir 0,15
dén 2 mg/kg hodc nam trong khoang tr 0,15 dén 1,5 mg/kg thé trong ctia dbi tuong bi
bénh. Khang thé c6 thé dugc dung céac lidu nay hing ngay, vao ngay khéc, hang tun, hai
tudn mot 14n, hang thang, hang quy, hodc theo liéu trinh khac bét ky dugc xéac dinh bi?lng
cach phan tich theo kinh nghiém. Viéc diéu tri dai dién can dung da lidu trong khoang
thoi gian dai, vi duy, it nhét 6 thang. Phac dd diéu tri bd sung dai dién can dung mot lan

trong hai tuan hodc mot 14n trong mot thang hodc mdt lan trong 3 dén 6 thang.

Céc khang thé c6 thé dugc dung theo dudng dung ngoai (tirc 1a duong dung trong
d6 khang thé da dung hodc cam tng di qua hang rao mau nao dé t6i vi tri xac dinh & néo.
Céc duong ding bao gdm tai chd, tinh mach, dudng ubng, duéi da, trong dong mach,
trong so, trong v, trong mang bung (IP), qua mii hodc trong co. Mot s6 duong dung
khéng thé 1a theo dudng tinh mach va dudéi da. Vi tri tiém hau hét thuong duge thuc hién
& co tay hodc co chan. Theo mot sb phuong phép, cac chat duoc tiém truc tiép vao mo cu

thé trong d6 cac méang ling phu da dugce tich Iiy, vi du, tiém trong so.
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Duoc phim dé dung ngoai dudng tiéu hoa co thé 12 vo trung va vé co ban 14 dang
truong va dugc san xuét trong cac diéu kién GMP. Duge phim c6 thé dugc bao ché &
dang lidu don vi (térc 12 lidu lurgng dbi véi mdi 1an ding don 1&). Dugc pham c¢6 thé dugc
bao ché béng cach st dung mdt hodc nhiéu chét mang, chét pha loéng, t4 duogc hodc chét
bd trg chp nhan vé& mait sinh 1y. Ché pham tury thudc vao dudong dung thudc da chon. Pé
tiém, céc khang thé c6 thé dugc bao ché & dang dung dich trong nudc, t6t hon 1 & chét
dém tuong thich sinh hoc nhu dung dich Hank, dung dich Ringer, hodc dém nudce mudi
hodic axetat sinh Iy (dé 1am gidm su kho chiu & vi tri tiém). Dung dich c6 thé chira cac
chét cAu thanh nhu chét tao hon dich, chit 1am 6n dinh va/hodc chét phéan tan. Theo cach
khac, cac khang thé c6 thé & dang dong kho nhanh dé tao ra véi chit din thudc thich hop,

vi du, nudce vo tring khong chira chét gy sot, trude khi sir dung.

Phac dd theo séng ché c¢6 thé dugc dung két hop véi chét khac c6 tac dung trong
diéu tri hoidc phong ngira bénh can duoc diéu tri. Vi du, trong trudng hop bénh Parkinson,
tri liéu mién dich dbi véi alpha synuclein WO/2008/103472, levodopa, chat cha van
dopamin, chit (rc ché COMT, chéit wc ché MAO-B, amantadine, hoic chét khang

cholinergic c6 thé dugc sir dung két hop v6i phac db theo séng ché.
VIII. Céc tng dung khac

Céc khang thé néu trén c6 thé dugc st dung dé phat hién alpha-synuclein trong
chin doan hodc diéu tri 1am sang hodc trong nghién ctru. Cac khang thé ciing ¢6 thé duoc
ban dudi dang chit phan tng nghién ciu dbi véi nghién ctru trong phong thi nghiém
trong viéc phat hién céc té bao mang alpha-synuclein va dép ng cua chung véi cac kich
thich khac nhau. Trong céc ing dung nay, khing thé don dong co thé duge dan nhan
bing phan tir phat huynh quang, phén tir dan nhan quay, enzym hodc isotyp phong xa, va
6 thé dugce tao ra dudi dang bo kit chia toan b cac chét phan tmg can thiét dé tién hanh
thir nghiém ddi véi alpha-synuclein. Cac khang thé ciing c6 thé duoc st dung dé tinh ché

alpha-synuclein, vi du, bang cach sac ky ai luc.

Cac khéang thé c6 thé duoc st dung dé phét hién LB & d6i tuong bi bénh. Cac
phuong phap nay 1a hitu ich dé chin doan hoidc xac nhan viéc chin doan bénh PD, hoidc
cac bénh khéc di kém véi su ¢6 mit cia LB trong ndo, hodc do nhay cua ching. Vi du,

cac phuong phap cé thé duge st dung & dbi twrong bi bénh ¢ céc triéu ching cia bénh sa
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st tri tué. Néu déi tuong bi bénh méc LB, thi dbi twong bi bénh cling mic bénh do thé
Lewy, nhu bénh Parkinson. Cac phuong phap nay cling ¢ thé dugc sir dung & ddi tugng
bi bénh khong c¢6 triéu ching. Sy c6 mat cua cac thé Lewy hodc mang ling pha bét
thuong khic cua alpha-synuclein ching t6 do nhay véi bénh ¢ triéu chimg sau nay. Cac
phuong phép cling c6 tdc dung kiém soat qua trinh tién trién bénh va/hodc dap tmg voi

viéc didu tri & dbi tuong bi bénh da duge chin doan méc bénh do thé Lewy truéc do.

Céac phuong phép c6 thé dugc tién hanh bang cach dung khéng thé va sau d6 phat
hién khang thé sau khi n6 da gin két. Néu mong mubdn, dap ung loai bé c6 thé tranh duoc
bang cach str dung manh khang thé khéng c6 ving hing dinh c6 chidu dai ddy du, nhu
Fab. Theo mot s& phuong phép, khang thé twong tu c6 thé dung lam both chét phan ung

diéu tri 1an chan doan.

DPé chan doan (vi du, chup anh in vivo), cac khang thé c6 thé duoc ding bang cach
tiém tinh mach vao co thé dbi tuong bi bénh, hodc tiém truc tiép vao nao béng cach tiém
trong so hoic bang cach khoan 18 trong so. Liéu lwong clia chét phén @mg cAn nam trong
khoang tuong tu nhu d6i v6i cac phwong phép diéu tri. Thong thuong, khang thé duoc
dan nhéan, mic do theo mét sé phuong phap, khang thé khong dugc dan nhan va chét dan
nhin tha cép duogc st dung dé gén két voi khang thé. Viéc chon loc nhan ty thudc vao
cach phat hién. Vi dy, nhan phat huynh quang la thich hop dé phat hién quang hoc. Viéc
st dung cac nhén thun tir 1a thich hop dé phat hién cét 16p ma khong can can thiép bang
phau thuat. Nhan phong xa ciing ¢ thé dugc phat hién bang cach st dung PET hodc
SPECT.

Viéc chan doan duogc thuc hién béng cach so sanh s luong, kich c& va/hodc
cuong dd khu vuc da dan nhan so v6i céc gia tri duong nén tuong tmg. Céc gid tri dudng
nén c6 thé 12 ndng do6 trung binh ctia nhoém ca thé khong méc bénh. Cac gia tri dudng nén
cling c6 thé 1a néng dd da xac dinh trudce trén cung dbi tugng bi bénh. Vi du, céc gia tri
dudng nén c6 thé dugc xac dinh & dbi tugng bi bénh truée khi bt dau dicu tr, va cc gia
tri da x4ac dinh sau d6 dugc so sanh v6i cac gid tri duong nén. Mirc giam cia céc gia tri so

v6i duong nén chimg t6 ¢6 dap Gmg tich cuc véi viée dicu tri.

Céc khang thé c6 thé duoc sir dung dé tao ra khang thé khang idiotyp. (vi du, xem,
Greenspan & Bona, FASEB J. 7(5) :437-444, 1989; va Nissinoff, J. Immunol. 147:2429-
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2438, 1991). Cac khang thé khang idiotyp nay c6 thé dugc sir dung trong cac nghién ciru
dugc dong hoc, dugce luc hoc, phan bd sinh hoc cling nhu trong cac nghién ciru dap tng
khang thé ngudi-khang-ngudi (anti-huma-anti antibody - HAHA) & cé thé da duogc diéu
tri bang cac khang thé. Vi du, khang thé khang idiotyp gén két ddc hiéu ving bién ddi cta
céc khang thé 9E4 dugc lam gidng nhu cla ngudi va do d6 6 thé dugc sir dung dé phat
hién cac khang thé 9E4 duoc lam giéng nhu ciia ngudi trong nghién ctru duge dong hoc
va hd tro dé dinh luong dap tng khang thé nguoi-khang-ngudi (HAHA) & c4 thé da dugc

diéu tri.

Toan by cac don sang ché, trang web, cac cong bd khac, sb truy cdp va cac tai lieu
tuong tu nhu néu trén hodc dudi day duoc két hop vao sang ché bang cach vién dan nhim
toan bd muc dich rong trong cung pham vi vi néu mdi tai lidu riéng ré duge biéu thi cu
thé va riéng biét can dugc két hop vao day bing cach vién din. Néu cac dang trinh tu
khac nhau c6 lién quan t6i sb truy cép & cac thoi diém khéc nhau, cac dang nay c6 lién
quan t6i s6 truy cdp & ngay ndp don thich hgp ctia don nay 1a c6 y nghia. Ngay ndp don
thich hop 1a ngay trudc ngay ndp don thuc té hodc ngay ndp don ctia don wu tién vién
dan t6i s6 truy néu thich hop. Tuong tu néu cic dang khac nhau ctia cong bb don, trang
web hodac cac tai liéu tuong tu dugc cong bd & cac thoi diém khac nhau, thi céc dang
duoc cong bd gin nhét & ngay ndp don hitu hiéu cua don la c6 nghia trir khi c6 chi dan
khac. Céac dic diém, budc, yéu td, phuong an, hodc khia canh bét ky ctia sang ché c6 thé
duoc st dung két hop véi cac dang khac néu khong dugc chi dinh cu thé theo cach khac.
Mac du séng ché duoc mé ta chi tiét béng cach minh hoa va vi du nhim muc dich 1am 16
va hiéu r6 hon, nhung van hién nhién hiéu dugc rang mot s bién ddi va cai bién nhét

dinh c6 thé duogc tién hanh trong pham vi ciia phan yéu cau bao ho kém theo.
Vi du thwc hién sang ché
Vi du 1. Thiét ké khang thé 9E4 duogc 1am giéng nhu ctia ngudi

Diém khéi dau hodc khang thé cho dé 1am twong thich véi ngudi 1a khéng thé 9E4
ciia chudt nhit duge san sinh béi té bao lai c6 s6 truy cap ATCC PTA-8221 va dugc md
ta trong don yéu cdu cAp patent M s6 11/710,248 (s cong bd US2009/0208487). Kappa
bién ddi (Vk) ctia 9E4 thudc phan nhoém Kabat 1 cta chudt nhit tvong tmg v6i phan

nhom Kabat 1 ciia ngudi. Chudi ning bién d6i (Vh) cta 9E4 thudc phan nhém Kabat 3d
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ctia chudt nhit tuong ng v6i phan nhom Kabat 3 cia ngudi (Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Publication No. 91-3242, 1991).

Viéc d4nh sé Kabat duoc sir dung xuyén sudt trong Vi du nay.

CDR-L1 & gbc 17 thude 16p chinh théng 3, CDR-L2 & gbc 7 thude 16p 1, va CDR-
L3 & gbc 9 thude 16p 1 trong Vk (Martin & Thornton, J Mol Biol. 263:800-15, 1996).
CDR-H1 & gbc 5 thude 16p 1, va CDR-H2 & gbc 17 thuoc 16p 2 (Martin & Thornton, J
Mol Biol. 263:800-15, 1996). CDR-H3 khong c6 cac 16p chinh thdng, nhung vong gbc 7
c6 thé c6 bazo thit nit theo quy tic ctia Shirai et al. (FEBS Lett. 455:188-97, 1999).

Nghién ctru duoc tién hanh trén trinh ty protein trén dit liéu PDB (Deshpande et
al., Nucleic Acids Res. 33: D233-7, 2005) dé tim ra cAu tric s& tao ra mo hinh cAu tric
tho ctia 9E4. Chu tric tinh thé cua khang thé dime X836 (pdb ma 3MBX) (Teplyakov et
al, Mol Immunol., 47(14):2422-6, 2010) dugc chon dbi vé6i cAu traic Vk do no c6 kha
ning dung gii tdt (1,6A) va toan b trinh tu twong dong v&i 9E4 Vi, gift lai duge cung
cAu tric chinh théng ddi véi cac vong nay. 1H3P (Pizarro et al., FEBS Lett. 509:463-8,
2001) dugc st dung ddi véi chu trac Vh. N6 ¢6 mirc twong dong trinh tu toan thé t6t va
kha nang dung giai thich hop (2,6A), ma con ¢c6 cung chidu dai CDR-H3 véi bazo that
nat. Ngoai ra, cic CDR-H1 va H2 ¢6 cung cAu tric chinh thdng giéng nhu 9E4 Vh.
DeepView/Swiss-PdvViewer 3,7 (SP5) (Guex and Peitsch, Electrophoresis 18: 2714-
2723, 1997) duogc sir dung dé tao ra mé hinh céu tric.

Nghién ctru dit liéu trinh ty protein khong du tir NCBI cho phép chon loc khung
thich hop ctia ngudi dé ghép vao cac CDR cua chudt. Pbi véi Vi, chudi nhe kappa cia
ngudi c6 ma truy nhap NCBI AAY33350 (GI1:63102889) (Kramer et al., Eur J Immunol.
35:2131-45, 2005) dugce chon loc. N6 c6 cung céc 16p chinh théng d6i véi CDR-L2 va
L3 gidng nhu 9E4, va thudc dong mam phdi IGKV1D-39 hodc IGKV1-39 (tén dong 02
hodc 012) cta nguoi theo thoa thuan IMGT. N6 1a sd ctia phan nhom kappa Kabat 1 cta
ngudi. P& véi Vh, chudi ning Ig cua ngudi c6 ma truy nhdp NCBI AACS0998
(GL:1791009) (Glas et al., Clin Exp Immunol. 107:372-80, 1997) dugc chon loc, cling ¢6
ciing 16p chinh théng giéng nhu 9E4 va thude dong mam phoi IGHV3-7'01 hode IGHV3-
7'02 (tén cac dong la V3-7 hodac VH3-11) ctia nguoi. No la s6 ctia phan nhom chudi ning

Kabat 3 ctua nguoi.Cac vi tri dudi day khac nhau gifta khung ving bién dbi nhan cia
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nguoi va khung vung bién ddi cho ctia chudt nhit duoc xac dinh theo cac chit du tuyén
d8 dot bién ngugc. H73 nam trén ria cia vi tri gin két khang nguyén va tuong tac véi
CDR-H2. H93 13 gbc bé mit chung nim dudi cac vong CDR-HI va H3. 136 1a gbc bé
mat chung Vi/Vh. L83 nim gan véi ving 6n dinh. Trong 9E4, 183 14 leuxin, trong khi

d6 trong khung cta nguoi, L83 1a axit amin dai hon - phenylalanin.

Ba chudi ning duoc lam gidng nhu ciia ngudi va 3 chudi nhe dugce 1am giong nhu
clia ngudi tao ra duge cac dot bién nguoc thong nhat & cac hoan vi khac nhau cia cac vi

tri nay (Céc Fig.1A, B, trinh ty sép hang, va cac Bang 2-3).

Bang 2: Dot bién nguoc Vi

Bién thé Vy | Trinh tw thé nhin exon Vy Gdc viing khung thé cho
Hu9E4VHv1 M3 truy cdp AAC50998 H73, H93
Hu9E4VHv2 Ma truy cap AAC50998 H93
Hu9E4VHv3 Ma truy cap AAC50998 H73
Bang 3: Dot bién nguge Vi
Bién thé V;, | Trinh tuw thé nhin exon Vy, Géc ving khung thé cho
Hu9E4VLvl Ma truy cdp AAY33350 L.36
Hu9EAVLV2 Ma truy cdp AAY33350 Khoéng
Hu9E4VLv3 Ma truy cdp AAY33350 1.36, L83

>9FE4Vx Phién ban 1

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSIQTLLYSSNQKNYLAWFOOKPGKAPKLLIY
WASIRKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQYYSYPLTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO.3)

>9E4Vk Phién ban 2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSIQTLLYSSNOKNYLAWYQOKPGKAPKLLIY
WASIRKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYYSYPLTFGGGTKLEIK

(SEQID NO.4)
>9E4Vk Phién ban 3

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSIQTLLYSSNQKNYLAWFOQOKPGKAPKLLIY
WASIRKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDLATYYCQQYYSYPLTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO.5)
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>9FE4vh Phién ban 1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSNYGMSWVRQAPGKGLEWVASISSGG
GSTYYPDNVKGRFTISRDDAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCSRGGAGIDYWGQGTLVTV
sS (SEQ ID NO.8) |

>9E4vh Phién ban 2

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSNYGMSWVROAPGKGLEWVASISSGG
GSTYYPDNVKGRFTISRDADKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCSRGGAGIDYWGQGTLVTV

Ss (SEQ ID NO.9)
>9FE4vh Phién ban 3

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGMSWVROAPGKGLEWVASTISSGG
GSTYYPDNVKGRFTISRDDAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGAGL DYWGQGTLVTV

SS (SEQ ID NO.10)

Hé théng dénh sé thu ty Kabat ddi v6i chudi nhe AAY33350 va chudi ning
AAC50998 dugc liét ké & dudi day:

Heé thdng danh sb thir ty Kabat dbi v6i chudi nhe AAY33350:

L1D L21 L3Q L4 M L5T L6Q L7S L8P L9S
L10S L11L L12S L13 A L14 S L15V L16 G L17D LI18 R
L19V 120T L211 122 T 123 C I124R | L25A L26 S L27Q
L28 S 1291 L30S L31S L32Y L33 L 134N | L35W L36Y
L37Q L38Q L39 K L40 P L41 G L42K | L43 A L44 P L45 K
L46 L L47L L4811 L49Y L50 A L51 A L52S L53 S L54 L
L55Q L56S L57G L58V L59P L60 S L61 R L62 F L63 S
L64 G L65S L66 G L67 S L68 G L69T L70D L71F L72T
L73 L L74T L751 L76 S L77S L78 L L79Q L80 P L81E
L82D L83 F L84 A L8 T L86Y 1L87Y L88 C L89Q L90 Q
191S 192Y 193 S 194 T L95P L96 L L97T 198 F L99 G
L1I00G | L101G | L102T |L103K | L104L | L105E | L1061 | L107K | L108 -
L109 - L110- LI111-
Heé théng danh s6 thtr tw Kabat d6i véi chudi ning AAC50998:
HIE | I2V | m3Q | H4L | H5V | H6E | H7S | H8G | H9G
HI0G | HILL | HI2ZV | HI3Q | HI4P | HISG | HI6G | HI7S | HISL
HIOR | H20L | H21S | H22C | H23A | H24A | H25S | H26G | H27F
H28T | H29F | H30S | H31S | H32Y | H33W | H34M | H35S | H36W
H37V | H38R | H39Q | H40A | H4IP | H4A2G | HA3K | HA4G | H4ASL
H46E | HA7W | HA8V | H49A | H50N | H511 | H52K | H52AQ | H53D
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H54G | H55S H56E | H57K H58Y H9Y H60 V H61D H62 S

H63V | H4K | H65G | H66R H67F H68 T He69 1 H70 S H71 R
H72D | H73N | H74A | HI5K H76 N H77 S H78 L H79Y H80L

H81Q | H82M | H82AN | H82BS | H82CL | H83 R H84 A H85 E H86 D
H87T | H88 A | H8OV | H90Y HOlY H92 C H93 A H94 R H95 G
H96 S H97 S H98D | H99M | H100- | HIOID | H102Y | HIO3W | H104 G
H105Q | H106 G | H107 T | HI08L | HI0O9V | HI110T | HI11V | HI12S | H1I3S
H114 -

SO thir ty Kabat cia cac vung bién doi chudi ning va chudi nhe khéac c6 thé dugc

xac dinh bang cach sip hang véi cac goc tuong ung cb cung so hodc bang cach sir dung

phan mém c6 san trén thi trudng.

bién nguoc & cac khiang thd 9E4 duge lam gidng nhu cia nguoi

Béang 4. Dénh sb thir ty Kabat cla céac gbc ving khung dugc uu tién d6i véi dot

Khing | Khingthé | Khing thé | Khing ihé Khang the
Chubi nhe Chudi ning thé 9E4 d9E4 V‘l d9E4 \{2 69E4 ;3 duoc lam
AAY33350 | AACS50998 | cuia chuot | duoclam | duoclam | -dugclam e oy,
ahit giong nhu | giong nhu | giong nhu clia ngudi
cua nguoil cua nguol cua nguol (chu51
ndng)
L36 Y - F F Y F -
L83 F - L F F L -
H73 - N D D N D N
H93 - A S S S A A

Vi du 2. Mién dich thu dong v&i khang thé a-synuclein

Muc dich cta thr nghiém nay la nhim x4c dinh hiéu luc cta cdc khang thé a-

synuclein & cdc nghién cttu in vifro va in vivo cling nhu thir nghiém hanh vi. Cac tac gia

sang ché st dung a-synuclein chuyén gen (Dong 61), a-synuclein bét hoat va chudt nhat

cai kiéu hoang, 3-4 thang tudi duogc bat dau tan cing Nghién ctru va n=14/nh6m. Céc

khang thé duoc thir nghiém bao g6m 9E4 (IgG1, epitop: axit amin 118-126 cia alpha

synuclein), 5C1 (IgG1, epitop: axit amin 118-126 cla alpha synuclein, lién két c), 5D12,
1eG2 (SN118-126), 1H7, IgG1 (SN 91-99) va khang thé doi chimg IgG1 27-1. Chudt

nhét nhan lidu lrong 10 mg/kg trong khoang thoi gian 5 thang, véi tong s6 1an tiém 1a 21.

Ngoai ra, cac con vat duge tiém lentivirut (L'V) biéu hién a-synuclein cia nguoi (khoi

luong) bang cach dua o-synuclein cia ngudi (khéi luong) vao mot bén d6i hai ma.
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Dit liéu khang thé bao gdm dit liéu thu duoc tir Chemicon (epitop: alpha synuclein
c6 chidu dai ddy du), Millipore (epitop: alpha synuclein ¢6 chidu dai ddy du), va Neotope,

ELADW 105 (epitop: axit amin 121-124 cta alpha synuclein ¢ chidu dai day du).

Chi tiéu 1am sang: Cac ndng do khang thé duge xac dinh trong pha séng. Thir
nghiém hanh vi bao gdm thir nghiém mé cung nuéc Morris (MWW) va thir nghiém tia
theo chiéu doc. Thtr nghiém trén chum D xoay tron 1a thtr nghiém kha ning thang bing
vAn dong, didu hoa va dang di duogc thuc hién bang cach st dung hai xa c6 duong kinh
thay dbi. Xa A ¢6 duong kinh 16n hon (mirc do dé hon, dugc goi 1a xa tap luyén) va xa D
c6 dudng kinh nhé hon (mtrc do khé hon, duoc goi la xa thir nghiém). Dt liéu duoc thé
hién dudi dang “sai s6” (sd lan trugt/10cm) va “tdc d0” (thoi gian can dé di chuyén
10cm/gidy). Tinh ndng mé cung nudc dugc tién hanh & tudn 10 va khi két thic. Viéc xéac
dinh bénh than kinh du6i ddy duoc tién hanh: két tu alpha synuclein, synaptophysin, va
MAP2. Viéc x4c dinh hoéa sinh dudi ddy dugce tién hanh: alpha synuclein, PSD95,
synaptophysin. Viéc ddn da nhan va dan nhan ddng tam d3 dugc tién hanh bang cach sir

dung chit danh d4u synap, noron va chat d4nh ddu dém.

Céc két qua ching t6 rang toan b cdc khang thé, ngoai trir 5D12, di lam giam
dang ké kha ning tich tu a-syn va bao thu mat do synap va té bao hinh cdy, ciing nhu thu
duoc két qua tich cuc vé tinh ning MWM. Khéng thé 9E4 c6 tac dung trong cac nghién
clru in vitro va in vivo cling nhu thtt nghiém hanh vi. Thong tin chi ra rang khang thé c6

thé lam giam mang két tu synuclein than kinh/axon alpha.

Két qua hanh vi: Khéng thé 9E4 cai thién dugc tinh ning mé cung nudGc trong
chudt nhit chuyén gen o-synuclein (Céc Fig.3-4). Trai lai, khang thé 5D12 khong lam cai
thién tinh ning mé cung nudc trong chudt nhét chuyén gen a-synuclein (Fig.4). Céc
khang thé 9E4 va 1H7 cai thién tinh nang trén thir nghiém xa nhu dugc xdc dinh theo ca
téc do 18n sai s, trong khi d6 cac khang thé 5D12 va 5C1 khong lam cai thién tinh nang
nay (Fig.4).

Két qua bénh thin kinh: Céc khang thé 9E4, 1H7 va 5C1 lam giam chung loan
dudng viém day thin kinh ELADW-105 duong tinh, trong khi d6 khang thé 5D12 khong
c6 tac dung lam giam nay. Trong chudt nhit chuyén gen alpha synuclein, khdng thé 9F4

lam giam dién tich mang luéi than kinh 43% trong vo nio méi va 40% trong hach day
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ndo nhu dwoc so sanh v6i nhom ddi ching. Khang thé 9E4 ciing bao thu dugc

synaptophysin vd MAP2 trong vé ndo méi va hach day ndo.
Vi du 3. Mién dich két tia

Qua trinh mi2n dich két taa dugc tién hanh dé thir nghiém kha nang lién két cia
cac phién ban khang thé 9E4 dugc lam giéng nhu cia ngudi khac nhau hudng khéang
nguyén cua no 14y tir mo bi bénh (Fig.5). Dich phan giai d& tan Tris ldy tir bénh sa st tri
tué & ndo bi thd Lewy (150pg) duoc midn dich két tia véi mdi khéng thé da dinh (Sug)
bang cach sir dung hat tir tinh protein G (New England Biolabs). Cac mau duoc rira 5 1an
béng PBS/350 mM NaCl/0,5% NP-40, dugc ludc, va cac mau thu dugc dugc phan giai
bing SDS-PAGE. Sau khi thdm, mang dugc 0 bang Ab5038 (Millipore), khéng thé da
dong phat hién toan bd synuclein. Thir nghiém nay duoc 13p lai 3 lan dé xac nhan do

chinh xac.
Vi du 4. Thdm tach Western

Qua trinh thdm tach Western synuclein t4i t6 hop ctia ngudi véi chudt nhét, khang
thé kham va cac khang thé 9E4 duogc lam gidng nhu cia ngudi duge thé hién trén Fig.6.
Puong cong pha lodng khang thé 1a twong tu d6i véi khang thé 9E4 dugc lam gibng nhu
ctia ngudi va khang thé kham cta chudt nhét. Toan bd cac khang thé da phat hién dai &

28 KDa va dai tht hai & 49 kDa. Dai 49 kDa c6 thé 1a multime ctia synuclein.

Luong da dinh cia synuclein kiéu hoang dugc biéu hién ngudi trén vi khudn, tai t6
hop, dugc phan giai bang SDS-PAGE, va da thAm bang cing lugng clia dang 94 da
dinh. Sau khi rira, khang thé da dong cia dé tuwong thich véi loai dugce tiép hop vé6i phan
tir phat huynh quang IRDye-800 dugc dung, va cac didm duoc rira. Thoi gian tiép xuc 1a
gidng nhu d6i véi céc khéng thé khac nhau.

Luu trix

Té bao lai dudi ddy duge luu trit theo céc didu khoan ctia Hiép wéc Budapest véi
Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky (American Type Culture Collection) (ATCC,
P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108) vao ngay dugc chi dinh. Viéc luu trit nay s& duoc
gitt & kho luu trit da duoc cAp phép va duoc thay thé trong trudng hop dot bién, khong
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con song sot hodc phan huy trong khoang thoi gian it nhat 5 ndm sau khi ¢6 y€u céu so6m

nhit dé giai phong mau béi kho luu tri¥, trong thoi gian it nhét 30 nim sau ngay luu trit,

hodc trong thoi gian con hiéu lyc cua patent lién quan, tinh theo thoi gian dai nhat. T4t ca

viéc gi¢i han vé kha ning cong bd cac dong t& bao nay s& duoc loai bo bat budc khi

patent duoc cap bang.

Epitop/

§ﬁn§6ﬁ:ge Dong té bao P6 diic hicu Isotyp Ngay luu triv S6 truy cap
9E4 JH17.9E4337.1.142 | c4c gocalpha- 1gGlx | 260thdng2 i pry grng
nam 2007

synuclein 118-126
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé chira chudi ning nhan tao chira ving bién d6i chudi ning hoan chinh c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 10 hodc SEQ ID NO. 8 va chudi nhe nhan
tao chtra ving bién ddi chudi nhe hoan chinh ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.5, trong d6 khang thé nay gin két véi alpha-synuclein v6i &i luc tuong duong hodc
16n hon 4i Iuc cta khang thé duoc san sinh béi té bao lai c6 s luu trit 1a ATCC PTA-
8221, va trong d6 vung bién dbi chudi ning hoan chinh dugc dung hop véi viing hing
dinh chudi ning cua ngudi va vang bién d6i chudi nhe hoan chinh dugc dung hgp véi

ving hing dinh chudi nhe ctia ngudi.

2. Khéng thé theo diém 1, trong d6 ving hing dinh chudi ning ndy c6 trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.14 véi diéu kién gbc lysin & dau tan ciing C c6 thé dugc loai
bd; va vung hﬁng dinh chudi nhe nay cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13.

3. Khéng thé theo diém 1, trong d6 ving hing dinh chudi ning ndy c6 trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.14 véi diu kién gbc lysin & dau tan cing C c6 thé duoc loai

bé; va ving hiang dinh chudi nhe ndy c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.28.

4. Khang thé theo diém 1, trong d6 viung hing dinh chudi ning nay 1a ving hang dinh

chudi ning cua isotyp IgG1 cua ngudi

5. Axit nucleic mi héa chudi ning nhan tao va chuo6i nhe nhan tao nhu néu trong di€ém

bat ky trong s0 cac dieém néu trén.

6. Axit nucleic theo diém 5, trong d6 axit nucleic ndy c6 trinh tu nhu néu trong trinh tu

b4t ky SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.18 va SEQ ID NO.20.

7. Té bao vat cha chira vecto chira axit nucleic theo diém 5 hoic 6.
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DANH MUC TRINH TU

<110> PROTHENA BIOSCIENCES LIMITED

<120> KHANG THE GAN KET VOI ALPHA-SYNUCLEIN, AXIT NUCLEIC MA HOA KHANG THE NAY, VA TE BAO VAT CHU
CHUA VECTO CHUA AXIT NUCLEIC NAY

<130> 057450/424859

<150> 61/553,131

<151> 2011-10-28

<160> 32
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 1
Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ile Gln Thr Leu Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Lys Ser Gly val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110
Lys
<210> 2
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 2
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 3
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 3
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ile Gln Thr Leu Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Lys Ser Gly Val
50 55 60
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys
<210> 4
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao
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<220>
<223> Trinh
<400> 4

Asp
1
Asp
Ser
Ala
Pro
65
Ile
Tyr

Lys

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Ser

Ser

Tyr

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 5

Asp
1
Asp
Ser
Ala
Pro
65
Ile
Tyr

Lys

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Ser

Ser

Tyr

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 6

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ser

Thr

Val
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln

Arg

Val

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

> 7
Glu
1
Ser

Trp

Ala

val

Leu

Met

Asn
50

Gln
Val
Gln
35

Lys
Arg

Ser

Ser

113
PRT
Trinh

Trinh

Gln
vVal
Gln
35

Lys
Arg

Ser

Ser

116
PRT
Trinh

Trinh

Lys
Lys
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Ser
115

116
PRT
Trinh

Trinh

Gln
Arg
Ser

35
Ile

tu téng

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Tyr
100

Thr
5
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln

85
Pro

tu nhan

tu téng

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Tyr
100

Thr
5
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln

85
Pro

tu nhan

tu tdng

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Ser
Gly

100
Ser

val
5
Ser
val
Ser
Thr
Ser

85
Ala

tu nhén

tu téng

Leu
Leu
20

Trp

Lys

Val
5
Ser

Val

Gln

hop
Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Pro

Leu

tao
hop
Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Pro

Leu

tao
hop
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Gly

tao
hop
Glu
Cys
Arg

Asp

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ile

Ser
Ala
Gln

Gly
55

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly

Asp

Phe

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly

Asp

Phe

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg

Ser

Asp

Gly
Ala
Ala

40
Ser

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Phe

Gly
105

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Leu

Gly
105

Gly
Ser
25

Ser
Ser
Glu

Glu

Tyr
105

Gly
Ser
25

Pro

Glu

Ser
10

Ile
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

Ser
Ile
Phe
Ser
Gly
Ala

90
Gly

Gly
Gly
Asp
Thr
Asp
Asp

90
Trp

Gly
10

Gly
Gly

Lys
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Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Thr

Gly

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys

Tyr

Ser
Thr
Gln
Arg
60

Asp
Tyr

Thr

Ser
Thr
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Val
Thr
Gly

Tyr
60

Ala
Leu
Lys
45

Lys
Phe

Tyr

Lys

Ala
Leu
Lys
45

Lys
Phe
Tyr

Lys

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Leu

Gly

Gln
Phe
Leu

45
Val

-40-

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys

Leu
110

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

Cys

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

Thr
110

Pro
Ser
Glu

Asp

val
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

val
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Gly
Ser
Lys
val
Thr
80

Gln

Ile

Gly
Ser
Lys
val
Thr
80

Gln

Ile

Ala
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Leu

Gly
Tyr
Val

val



Lys
65

Leu
Ala

Thr

Gly
Gln
Arg

val

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 8

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ser

Thr

Val
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln

Arg

vVal

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ser

Thr

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

Val
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln

Arg

val

<220>

<223>
<400>

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ala

Thr

<210> 11

Val
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln

Arg

vVal

10
116
PRT
Trinh

Arg
Met
Gly

Ser
115

116
PRT
Trinh

Trinh

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Ser
115

116
PRT
Trinh

Trinh

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Ser
115

Trinh
10

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Ser
115

<211> 116

Phe
Asn
Ser

100
Ser

Thr

Ser
85
Ser

tuy nhén

tu téng

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly

100
Ser

val
5
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ala

tu nhén

tu téng

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly

100
Ser

val
5
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ala

tu nhén

tu téng

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly

100
Ser

Val
5
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ala

Ile
70
Leu

Asp

tao
hop
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Gly

tao
hop
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Gly

tao
hop
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Gly

Ser Arg Asp

Arg Ala Glu

Met Asp Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Ile

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ile

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ile

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Asp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Asp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Asp

105

Gly
Ser
Pro
Ser
Asp
Glu

Tyr
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Tyr
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Tyr
105

41966

Asn Ala Lys Asn Ser

Asp
90
Trp

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asp

Asp

Trp

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Trp

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asp

Asp

Trp

75

Thr Ala Val Tyr

Gly Gln Gly Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

val

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gly
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110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Thr
110

Leu
Tyr

95
Leu

Gly
Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Leu

Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Leu

Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Leu

Tyr
80
Cys

Val

Gly
Tyr
vVal
val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

val

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Val
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 11
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ser Ile Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Ala Gly Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115
<210> 12
<211> 140
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 12
Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu Ser Lys Ala Lys Glu Gly Val Val
1 5 10 15
Ala Ala Ala Glu Lys Thr Lys Gln Gly Val Ala Glu Ala Ala Gly Lys
20 25 30
Thr Lys Glu Gly Val Leu Tyr Val Gly Ser Lys Thr Lys Glu Gly Val
35 40 45
Val His Gly Val Ala Thr Val Ala Glu Lys Thr Lys Glu Gln Val Thr
50 55 60
Asn Val Gly Gly Ala Val Val Thr Gly Val Thr Ala Val Ala Gln Lys
65 70 75 80
Thr Val Glu Gly Ala Gly Ser Ile Ala Ala Ala Thr Gly Phe Val Lys
85 90 95
Lys Asp Gln Leu Gly Lys Asn Glu Glu Gly Ala Pro Gln Glu Gly Ile
100 105 110
Leu Glu Asp Met Pro Val Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro
115 120 125
Ser Glu Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala
130 135 140
<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 13
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 10 15
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 40 45
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 95
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105
<210> 14
<211> 330
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 14
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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35 40 45
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80
Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95
Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140
val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Val Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175
Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240
Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330
<210> 15
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 15
gacatccaga tgacccagtc cccctcctce ctgtecgect cecgtgggega ccgcegtgace 60
atcacctgca agtccatcca gaccctgctg tactcctcca accagaagaa ctacctggec 120
tggttccagc agaagcccgg caaggccccc aagctgctga tctactggge ctccatccge 180
aagtccggcg tgccctceceg ctteteecgge tccggetccg gecaccgactt caccctgacce 240
atctcctcce tgcagcccga ggacttcgec acctactact gccagcagta ctactcctac 300
cccctgacct tcggcggcgg caccaagctg gagatcaag 339
<210> 16
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhédn tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 16
gacatccaga tgacccagtc cccctcctcc ctgtccgect ccgtgggega ccgegtgace 60
atcacctgca agtccatcca gaccctgctg tactcctcca accagaagaa ctacctggcec 120
tggtaccagc agaagcccgg caaggccccc aagctgctga tctactggge ctccatcecge 180
aagtccggeg tgccctecceg cttctcegge tccggctccg gcaccgactt caccctgace 240
atctcctcce tgcagcccga ggacttcgec acctactact gccagcagta ctactcctac 300
cccctgacct tcggcggegg caccaagctg gagatcaag 339
<210> 17
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 17
gacatccaga tgacccagtc cccctcctcc ctgtccgect ccgtgggega ccgegtgace 60
atcacctgca agtccatcca gaccctgctg tactcctcca accagaagaa ctacctggec 120
tggttccage agaagcccgg caaggccccc aagctgctga tctactggge ctccatccge 180
aagtccggeg tgccctcceg cttctccgge tccggectccg gcaccgactt caccctgacce 240
atctcctcce tgcagcccga ggacctggec acctactact gccagcagta ctactcctac 300
cccctgacct tcggcggegg caccaagctg gagatcaag 339
<210> 18
<211> 348
<212> ADN
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ctggtgcagc
aactacggca
atctcctcecg
tcccgegacg
accgccgtgt
ctggtgaccg

ctggtgcagce
aactacggca
atctcctccg
tcccgecgaca
accgccgtgt
ctggtgaccg

ctggtgcagc
aactacggca
atctcctccg
tcccgecgacg
accgccgtgt
ctggtgaccg

ctggtgcagc
aactacggca
atctcctccg
tccecgecgaca
accgccgtgt
ctggtgaccg

Pro Ala Gln Leu Leu Gly

10

ccggcggcetce
tgtcctgggt
gcggeggcete
acgccaagaa
actactgctc
tgtcctcc

ccggcggcete
tgtcctgggt
gcggcggcetce
acgccaagaa
actactgctc
tgtcctce

ccggcggcte
tgtcctgggt
gcggeggcete
acgccaagaa
actactgcgc
tgtcctce

ccggcggcetce
tgtcctgggt
gcggcggcte
acgccaagaa
actactgcgc
tgtcctcc

cctgcgectg
gcgccaggcec
cacctactac
ctccctgtac
ccgeggegge

cctgcgectg
gcgccaggcece
cacctactac
ctccctgtac
ccgeggcegge

cctgcgectg
gcgccaggcce
cacctactac
ctccctgtac
ccgcggegge

cctgcgcectg
gcgccaggcce
cacctactac
ctcecctgtac
ccgeggcegge

Leu Leu Met Leu Trp

15

60

120
180
240
300
348

60

120
180
240
300
348

60

120
180
240
300
348

60

120
180
240
300
348

atggacatgc gcgtgcccge ccagctgctg ggecctgcetga tgetgtgggt gtccggetcece 60

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 18

gaggtgcagc tggtggagtc cggcggegge
tcctgegeeg cctecggett caccttcetec
cccggcaagg gcctggagtg ggtggectcece
cccgacaacg tgaagggccg cttcaccatc
ctgcagatga acteccctgcg cgccgaggac
gccggcatcg actactgggg ccagggcacc
<210> 19
<211> 348
<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 19

gaggtgcagc tggtggagtc cggcggceggce
tcctgcgecg cctecggett caccttctec
cccggcaagg gcctggagtg ggtggcectcece
cccgacaacg tgaagggccg cttcaccatc
ctgcagatga actccctgcg cgccgaggac
gccggcatcg actactgggg ccagggcacc
<210> 20
<211> 348
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 20

gaggtgcagc tggtggagtc cggcggegge
tcctgegecg cctecggett caccttetec
cccggcaagg gcctggagtg ggtggectcece
cccgacaacg tgaagggccg cttcaccatc
ctgcagatga actccctgcg cgccgaggac
gccggcatcg actactgggg ccagggcacc
<210> 21
<211> 348
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 21
gaggtgcagc tggtggagtc cggcggcgge
tcctgcgecg cctccggett caccttetece
cccggcaagg gcctggagtg ggtggectcece
cccgacaacg tgaagggccg cttcaccatc
ctgcagatga actccctgcg cgccgaggac
gccggcatcg actactgggg ccagggcacc
<210> 22
<211> 22
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 22
Met Asp Met Arg Val

1 5
Val Ser Gly Ser Ser Gly

20

<210> 23
<211> 66
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu téng hop
<400> 23
tcecggce
<210> 24
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 24

Met Glu Phe
1
Val Gln Cys

Gly Leu Ser Trp Leu Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly

5

10

15

66
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<210> 25

<211> 57

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu tdng hop

<400> 25

atggagttcg gcctgtcctg gectgttectg gtggecatce tgaagggcgt gcagtgc 57
<210> 26

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<220>
<221> Trinh tu bién thé
<222> 42
<223> Xaa = Y hodc F
<220>
<221> Trinh tu bién thé
<222> 89
<223> Xaa = F hodc L
<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ile Gln Thr Leu Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Xaa Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Lys Ser Gly Val
50 55 60
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys
<210> 27
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<220>
<221> Trinh tyu bién thé
<222> 74
<223> Xaa = N hodc D
<220>
<221> Trinh tu bién thé
<222> 97
<223> Xaa = A hodc S
<400> 27
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ala Ser Ile Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Xaa Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Xaa Arg Gly Gly Ala Gly Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115
<210> 28
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu tdéng hop
<400> 28
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
1 5 10 15
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Leu Lys
Pro Arg

Gly Asn
50

Tyr Ser

65

His Lys

Val Thr

<210> 29

Ser
Glu
35

Ser
Leu

val

Lys

<211> 220
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223> Trinh

<400> 29

Asp Ile
1
Asp Arg

Ser Asn

Ala Pro
50

Pro Ser

65

Ile Ser

Tyr Tyr
Lys Arg
Glu Gln
130
Phe Tyr
145
Gln Ser
Ser Thr
Glu Lys

Ser Pro
210

<210> 30

Gln
Val
Gln
35

Lys
Arg
Ser
Ser
Thr
115
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

195
val

<211> 219
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223> Trinh

<400> 30

Asp Ile
1

Asp Arg
Ser Asn

Ala Pro
50

Pro Ser

65

Ile Ser

Tyr Tyr
Lys Thr
Gln Leu
130
Tyr Pro
145
Ser Gly
Thr Tyr

Lys His

Gln
Val
Gln
35

Lys
Arg
Ser
Ser
val
115
Lys
Arg
Asn

Ser

Lys

Gly
20

Ala
Gln
Ser

Tyr

Ser
100

Thr
Lys
Glu
Ser
Ala

85
Phe

ty nhan

tu tdéng

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe
Leu
Tyr
100
Val
Lys
Arg
Asn
Ser
180
Lys

Thr

Thr
5
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln
85
Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
165
Leu

Val

Lys

tuy nhan

tu tdng

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe
Leu
Tyr
100
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu

180
vVal

Thr
5
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln
85
Pro
Ala
Gly
Ala
Gln
165

Ser

Tyr

Ala
val
Ser
Thr
Cys

Asn

tao
hop
Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
Pro
Leu
Ala
Gly
Ala
150
Gln
Ser
Tyr

Ser

tao
hop
Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Pro
Leu
Pro
Thr
Lys
150
Glu

Ser

Ala

Ser
Gln
Val
55

Leu

Glu

Arg

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
135
Lys
Glu
Ser

Ala

Phe
215

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser
Glu
Thr
Ser
Ala
135
Val
Ser

Thr

Cys

Val
Trp
40

Thr
Thr

val

Gly

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp
Phe
Ser
120
Ala
Val
Ser
Thr
Cys

200
Asn

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp
Phe
Val
120
Ser
Gln
Val

Leu

Glu

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser
Leu
Gly
105
Val
Ser
Gln
val
Leu
185
Glu

Arg

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser
Leu
Gly
105
Phe
val
Trp
Thr
Thr

185
Val

Cys
val
Gln
Ser
His

90
Cys

Ser
10

Ile
Phe
Ser
Gly
Ala
90

Gly
Phe
val
Trp
Thr
170
Thr
val

Gly

Ser
10

Ile
Phe
Ser
Gly
Ala
90

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
170

Leu

Thr
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Leu
Asp
Asp
Lys

75
Gln

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Thr
Gly
Ile
Val
Lys
155
Glu
Leu

Thr

Glu

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Thr
Gly
Phe
Cys
Val
155
Gln

Ser

His

Leu
Asn
Ser
60

Ala

Gly

Ser
Thr
Gln
Arg
60

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
140
val
Gln
Ser
His

Cys
220

Ser
Thr
Gln
Arg
60

Asp
Tyr
Thr
Pro
Leu
140
Asp
Asp
Lys

Gln

Asn
Ala
45

Lys
Asp

Leu

Ala
Leu
Lys
45

Lys
Phe
Tyr
Lys
Pro
125
Leu
Asp
Asp
Lys

Gln
205

Ala
Leu
Lys
45

Lys
Phe
Tyr
Lys
Pro
125
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
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Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser

Ser
Leu
Pro
Ser
Thr
Cys
Leu
110
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

190
Gly

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys
Leu
110
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

190
Leu

Phe
Gln
Ser
Glu

Ser
95

val
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
175

Asp

Leu

val
Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln
95

Glu
Asp
Asn
Leu
Asp
175
Tyr

Ser

Tyr
Ser
Thr
Lys

80
Pro

Gly
Ser
Lys
Val
Thr
80

Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
160
Asp
Tyr

Ser

Gly
Ser
Lys
Val
Thr
Gln
Ile
Glu
Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser
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195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 31
<211> 446
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh ty téng hop
<400> 31
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ser Ile Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Ala Gly Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205
Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Val Lys Thr
275 280 285
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
<210> 32
<211> 330
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu tdng hop
<400> 32
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45
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Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95
Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175
Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240
Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330
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