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Linh vye ky thuat dwge dé cip

Séng ché dé xuit khang thé lién két dac hiéu voi tau. Khéng thé nay uc ché hoic

lam chdm cac bénh ly lién quan dén tau va lam giam triéu chiing kém theo.
Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Tau la protein nguoi da dugce biét 1o c6 thé ton tai & cac dang duge phosphoryl hoa
(xem, vi du, Goedert, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:4051-4055(1988); Goedert, EMBO
J. 8:393-399(1989); Lee, Neuron 2:1615-1624(1989); Goedert, Neuron 3:519-526(1989);
Andreadis, Biochemistry 31:10626-10633(1992). Tau da dugc bdo cdo la dong vai tro
trong viéc 6n dinh cac vi dng, cu thé 12 ¢ hé than kinh trung wong. Toan bd Tau (t-tau,
nghia 1a, dang dugc phosphoryl héa va khong duogc phosphoryl hoa) va phospho-tau (p-
tau, nghia la, tau dugce phosphoryl hoa) dugce giai phong béi ndo dap img voi su t6n thuong
noron va thodi hoa than kinh va da dugc bao cdo la xay ra v6i mic do gia ting trong CSF
cta bénh nhan Alzheimer so v6i quan thé chung (Jack va dong tac gia, Lancet Neurol 9:

119-28 (2010)).

Tau la thanh phan chinh cua dam rdi than kinh, ma ciing véi cac méang 1 ddu hiéu
xac nhan bénh Alzheimer. Cac dam rdi tao thanh cac soi bat thuong c6 dudng kinh 10 nm
xuét hién theo cap duogc cudn theo kiéu xodn v6i chu ky 6n dinh 13 80 nm. Tau nam trong
céc d4m rdi than kinh bi phosphoryl hoa bét thuong (bi ting phosphoryl héa) véi cac nhém
phosphat dugc gén vao cac vi tri cu thé trén phan tir. Su lién quan chat ché cta cac dam rdi
than kinh duoc quan st thiy trong cac noron 16p II ciia vo ndo khiru, cac ving CA1 va
ving nén cua hoi hai ma, hach hanh nhan, va cac 16p sau hon (16p I11, V, va VI & bé mit)
cua vo ndo moi ¢ bénh Alzheimer. Tau bi phosphoryl héa tdng cling dugce bao cdo la can

tré su lap rap vi Ong, diéu nay co thé thic day su pha vo mang noron.

Céc thé vii Tau 1a mot phén ctia bénh hoc than kinh xé4c dinh ctia mét s bénh thoai
hoéa than kinh bao gdm bénh Alzheimer, bénh thodi héa thily tran thai duong, bénh liét trén

nhan tién trién va bénh Pick.

Bin chét k§ thudt ciia sang ché
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuit khang thé dugc phén lap lién két dic hiéu véi
tau ngudi, bao gdm ving bién dbi chudi ning truong thanh chira CDR-H1 gom SEQ ID
NO:8, CDR-H2 gdm SEQ ID NO:9 hodc SEQ ID NO:149, va CDR-H3 gom SEQ ID
NO:10, trong d6 ving bién doi chudi nang nay dong nhat it nhat 90% véi SEQ 1D NO:18;
va ving bién ddi chudi nhe trrdng thanh chira CDR-L1 gom SEQ ID NO:12, CDR-L2 gdm
SEQ ID NO: 150, 151, 153, 156, 158, 159, 160, 163, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
172, 173 hodc 174, va CDR-L3 gdm SEQ ID NO:14, trong d6 ving bién doi chudi nhe nay
dong nhét it nhat 90% véi SEQ 1D NO:122.

Trong mdt s khang thé, it nhat mét trong s cdc vi tri H12, H13, H17, H24, H40,
H43, H48, H66, H67, H76, H80, H81, va HI1 lan lugt c¢6 thé bi chiém boi V, K, T, A, R,
Q,L R, A, D, L, Q,vaF, va it nhdt mot trong s6 cac vi tri 1.2, L12, 115, 137, L39, L45,
L60 va L100 lan luot ¢6 thé bi chiém bai V, P, L, Q, R, R, D va Q.

Trong mdt sé khang thé, CDR-L2 bao gom SEQ ID NO: 150, 151, 163, 167, 168,
hodc 169. Trong mét sé khang thé, ving bién ddi chudi nang bao gébm SEQ ID NO:18 va
vung bién doi chudi nhe bao gém SEQ ID NO: 110, 121, 122 hodac 123.

Trong mot sé khang thé, ving bién ddi chubdi nhe bao gdm SEQ ID NO:110. Trong
mot s6 khang thé, ving bién doi chudi nhe bao gém SEQ ID NO:121. Trong mot sb khang
thé, viing bién doi chudi nhe bao gbém SEQ ID NO:122. Trong mot s6 khéang thé, ving bién
d6i chudi nhe bao gém SEQ ID NO:123.

Trong mdt sé khang thé, ving bién d6i chudi ning bao gom SEQ ID NO:146 va
ving bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID NO: 94 hodc 122. Trong mdt s6 khang thé, ving
bién dbi chudi nhe bao gom SEQ ID NO:94. Trong mot s6 khang thé, vung bién doi chudi
nhe bao gébm SEQ ID NO:122.

Trong mot sb khang thé, vung bién ddi chudi nang -bao gém SEQ ID NO:18 hodc
146 va vung bién d6i chudi nhe bao gom SEQ ID NO:122.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuat khang thé lién két dac hiéu véi tau nguoi,
bao gbém ving bién dbi chudi nang trudng thanh chira cdc CDR H1, H2 va H3 lan luot gdm
cac SEQ ID NO:8, 9, va 10, ngoai trur 1a vi tri H28 ¢6 thé bi chiém boi N hodc T, H54 ¢6
thé bi chiém bai N hogc D, H56 ¢6 thé bi chiém boi D hoac E, vi tri H58 bi chiém boi V
hodc I, va vi trf H60 ¢6 thé bi chiém béi D hodc E, va viing bién d6i chudi nhe trudng thanh

chtra cac CDR L1, 1.2 va L3 lan luot gém cac SEQ ID NO:12, 13, va 14, ngoai trur 1a vi tri

2
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1,24 c6 thé bi chiém béi K hodc R, vi tri L50 ¢6 thé bi chiém bdi L, E. D, G, hodc V, vi tri
1,52 ¢6 thé bi chiém bai S hodc G, va vi tri L54 c6 thé bi chiém bsi L, D, G, N, E, Q, K, R,
T, V, hoac S, trong do it nhat mot vi tri trong s6 cac vi tri sau day bi chiém boi axit amin
nhu duoc xac dinh: H1 bi chiém bai Q, HS bi chiém boi Q, H11 bi chiém boi L, H20 bi
chiém boi L, H23 bi chiém boi T, H38 bi chiém boi K, H75 b chiém boi S, HS6 bi chiém
béi B, H58 bi chiém béi I, H60 bi chiém boi E, H82¢ bi chiém bsi V, L10 bi chiém béi T,
L17 bj chiém béi E, 124 bi chiém bsi R, L37 bi chiém bai Q, L47 bi chiém boi G, N, D,
E, P, T, S, hoic A, L48 bi chiém boi G hoidc D, L49 bi chiém bai E, L50 bi chiém béi E,
D. G, hodc V, L52 bi chiém boi G, L54 bi chiém bai D, G, N. E, Q, K, R, T, V, hoic S,
183 bi chiém boi L, .86 bi chiém béi H, L100 bi chiém bai Q, L106 bi chiém béi L.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét khang thé don dong dugc phan 1ap ma
lién két tau ngudi bao g6m ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning ctia khang thé don
dong 3D6, trong d6 3D6 la khang thé ctia chudt duoc dic trung boi viing bién d6i chudi
nang cé trinh tu axit amin g6m SEQ ID NO:7 va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty axit
amin gom SEQ ID NO:11, ngoai trir 1a vi tri H27 ¢6 thé bi chiém béi F hodc Y, vi trf H28
¢6 thé bi chiém bdi N hodc T, vi trf H29 ¢6 thé bi chiém boi I hodc F, vi tri H30 c6 thé bi
chiém boi K hodc T, vi tri H51 ¢6 thé bi chiém bai I hodc V, vi tri H54 c6 thé bi chiém boi
N hodc D, vi tri H60 ¢6 thé bi chiém béi D, A, hoac E, vi tri H61 c¢6 thé bi chiém béi P
hoac E, vi tri H102 ¢6 thé bi chiém boi F hodc Y, vi tri L50 ¢6 thé bi chiém boi L, E. D, G,
hodc V, vi tri L52 ¢6 thé bi chiém bai S hodc G, va vi tri L54 ¢6 thé bi chiém bsi L, D, G,
N, E, Q,K, R, T, V, hodc S, trong dé it nhat mot vi tri trong sb céc vi tri sau day bi chiém
bdi axit amin nhu duoc xac dinh: L37 bi chiém boi Q, L47 bi chiém béi G, N, D, E, P, T,
S. hodic A, 148 bi chiém boi G hodc D, L49 bi chiém boi E, LS50 bi chiém béi E, D, G, hodc
V., 152 bj chiém b&i G, L54 bi chiém bsi D, G, N. E, Q, K, R, T, V, hodc S, L100 bi chiém
bi Q, H60 bi chiém boi E, H82¢ bi chiém boi V.

Trong mot $6 khang thé, CDR-H1 c¢6 trinh ty axit amin c6 chira SEQ ID NO:86.
Trong mot sé khang thé, CDR-H2 c¢6 trinh ty axit amin c6 chira SEQ ID NO:87, SEQ ID
NO:88, SEQ ID NO:92, hoac SEQ ID NO:149. Trong mdt ) khang thé, CDR-L2 ¢6 trinh
fr axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:150 - 175. Trong mot s6 khang thé, CDR-L1 ¢6 trinh ty
axit amin c6 chira SEQ ID NO:89. Trong mot s6 khéng thé, CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin
¢6 chira SEQ ID NO:86 va CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin c¢6 chira SEQ ID NO:87. Trong
mot sb khang thé nhu vay, CDR-HI1 c¢6 trinh ty axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:86 va CDR-
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H2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:88. Trong mot s6 khang thé, CDR-H1 c¢6
trinh tu axit amin ¢6 chira SEQ 1D NO:86 va CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 chira SEQ
ID NO:92. Trong mét s6 khang thé, CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin c6 chira SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, hodc SEQ ID NO:60. Trong mot s6 khang thé, CDR-H2
¢6 trinh tu axit amin c¢6 chira SEQ 1D NO:43, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:63, SEQ ID NO:64, hodc SEQ ID NO:149. Trong mot s6 khang thé, CDR-H3 ¢6 trinh
tu axit amin c6 chira SEQ ID NO:65. Trong mot s6 khéng thé, CDR-L2 c¢6 trinh ty axit
amin c¢6 chtra trinh tu bat ky trong sd cac SEQ ID NO:150 - 175.

Trong mot s6 khang thé, khang thé 1a khang thé duoc lam tuong thich voi ngudi,

khang thé duoc nguy trang, hodc khang thé kham.

Mot s6 khang thé c6 chira viing bién doi chudi nang truéng thanh dugc lam twong
thich v6i nguoi ¢6 trinh ty axit amin tuwong dong it nht 12 95% véi trinh tu bat ky trong s6
cac SEQ ID NO:76-80 va cac SEQ ID NO:90-91, va ving bién doi chudi nhe truéng thanh
duoc lam tuong thich véi nguoi ¢6 trinh ty axit amin twong ddng it nhét 12 90% véi trinh

tu bat ky trong sd cac SEQ ID NO:83-85.

Mot s6 khang thé c¢6 chira ving bién déi chudi nang trudng thanh dugce lam tuong
thich vGi nguoi ¢6 trinh ty axit amin twong dong it nhét 12 95% véi trinh tu bét ky trong sb
cac SEQ ID NO::18 va cac SEQ iD NO:146-148, va ving bién dbi chudi nhe truéng thanh
duoc lam tuong thich voi nguoi ¢6 trinh ty axit amin tuong dong it nhét 12 90% véi trinh

tu bét ky trong sé cac SEQ ID NO:93-145.

Trong mot s6 khang thé, it nhét 12 mot trong céc vi tri sau day trong ving VH duoc
chiém béi axit amin nhu duoc xé4c dinh: H93 duoc chiém bai S va H94 duoc chiém boi T.
Trong mot s6 khang thé, cac vi tri H93 va H94 lan lugt dugc chiém boi S va T. Trong mét

s6 khang thé, vi tri H91 trong ving VH dugc chiém boi F.

Trong mot s6 khang thé, it nhit 12 mot trong céc vi tri sau day trong vang VH dugc
chiém béi axit amin nhu duogc xac dinh: H1 duogc chiém bsi E, HS dugc chiém boi V, H11
duoc chiém bai V, H20 duge chiém bai I, H23 duge chiém béi K, FI38 duge chiém boi R,
H42 duoc chiém bdi G, H43 duoc chiém boi K, H66 dugc chiém boi R, H75 duge chiém
boi T, H76 duoc chiém boi D, H81 duoc chiém boi E, H108 duge chiém bai L, H109 dugc
chiém boi V. Trong mét sb khang thé, cac vi tri H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42, H43,
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H66, 75, H76, H81, H108, va H109 trong ving VH lan lugt dugce chiém boi E, V, V, 1,
K,R,G,K,R,T,D,E,L,vaV.

Trong mdt s6 khéng thé, {t nhat 1a mot trong cdc vi tri sau dy trong ving VH dugc
chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh: H17 dugc chiém boi T, H80 duoc chiém béi M,
H83 duoc chiém boi R. Trong mot sb khang thé, cac vi tri H17, H80, va H83 trong ving
VH lan lugt duge chiém béi T, M, va R.

Trong mdt s6 khéng thé, vi tri H58 trong ving VH dugc chiém béi L.

Trong mdt s6 khang thé, it nhat 1a mot trong cac vi tri sau day trong vung VH dugc
chiém béi axit amin nhu dugc xac dinh: H28 dugc chiém boi T, H67 dugce chiém boi V.
Trong mdt s6 khang thé, cac vi tri H28 va H67 trong vung VH lan lugt dugc chiém bai T
va V. |

Trong mdt sé khéng thé, it nhat 1a mét trong cac vi tri sau day trong ving VH dugc
chiém bai axit amin nhu duge xdc dinh: H54 dugce chiém boi D, H56 dugce chiém boi E.
Trong mot s6 khang thé, cac vi tri H54 va H56 trong ving VH lan lugt duge chiém bsi D

vaE.

Trong mdt s6 khéng thé, {t nhit 1a mot trong cac vi tri sau dy trong ving VH duoc
chiém boi axit amin nhu duge xac dinh: H1 duoc chiém béi Q hoac E, H5 dugc chiém boi
Q hodc V, H11 duoc chiém béi L hodc V, H17 duoc chiém boi S hodc T, H20 duge chiém
béi L hodc I, H23 duge chiém boi T hodc K, H28 duge chiém bdi N hoge T, H38 duoc
chiém boi K hoac R, H42 duoc chiém boi E hode G, H43 dugce chiém boi Q hoac K, HS4
duoc chiém boi N hodc D, H56 duoc chiém boi D hoac E, H58 duge chiém béi V hogc I,
H60 duoc chiém boi D hodc E, H66 duge chiém boi K hodc R, H66 duge chiém bsi K
hoic R, H67 duge chiém bdi A hoic V, H75 dugc chiém bai S hoge T, H76 dugce chiém
boi N hodc D, H80 duoc chiém boi L hodc M, H81 dugce chiém bsi Q hodc E, H82¢ duoc
chiém boi L hodc V, H83 duoc chiém boi T hodc R, H91 duoc chiém bai F hodc Y, H93
duoc chiém béi S, H94 duoc chiém boi T, H108 duge chiém béi T hodc L, H109 duge
chiém boi L hodc V.

Trong mot s6 khang thé, it nhat mot vi tri trong s6 cac vi tri sau day trong viung VH
bi chiém boi axit amin nhu duocixdc dinh: H10 b chiém boi E hode D, H12 bi chiém boi
K hodc V, H13 bi chiém béi K hodc R, H17 bj chiém boi T, L hogc S, H24 bi chiém boi V
hodc A, H27 bi chiém béi F hodc Y, H28 bi chiém boi N hogc T, H29 bi chiém béi I hodc

5
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F, H30 bi chiém bdi K hodc T, H38 bi chiém boi Q hodc R, H40 bi chiém béi A hodc R,
H42 bi chiém boi G hodc E, H43 b chiém bai K hodc Q, H48 bi chiém bdi M hodc I, HS1
bi chiém bai V hodc I, H54 b chiém bai N hodc D, H60 bi chiém bsi D, A, hodc E, H61
bi chiém boi P hodc E, H66 bi chiém bai R hodc K, H67 bi chiém béi V hodc A, H76 bi
chiém boi D hodc N, H80 bi chiém bai M hodc L, H81 bi chiém boi E hoac Q, H82a bi
chiém béi S hoic G, H82¢ bi chiém béi L hodc V, H83 bi chiém boi T hoac R, HI1 bi
chiém boi Y hodc F, H93 bi chiém béi A hodc S, H102 bi chiém bai F hodc Y, H108 bi
chiém boi T hodc L, H109 bi chiém béi L hodc V.

Trong mot s6 khang thé, cac vi trf HO1, H93, va H94 trong vung VH lan luot dugc

chiembaoi F, S, vaT.

Trong mot s6 khang thé, cac vi tri H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42, H43, H66,
H75, H76, H81, HO1, H93, H94, H108, va H109 trong ving VH lan luot dugc chiém béi
E.V.V.,LI,R,G,K,R, T,D,E,F, S, T, L, va V. Trong mot s6 khang thé, cac vi trf H1,
HS, H11, H17, H20, H23, H38, H42, H43, H58, H66, H75, H76, H80, H81, H83, H93,
H94, H108, va H109 trong vuing VH lan luot duoc chiém b&iE, V.V, T,L K, R, G, K, I,
R, T,D,M,E R, S, T,L,vaV. Trong mdt s6 khang thé, cac vi trf H1, HS, H11, H17, H20,
H23, H28, H38, H42, H43, H58, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108,
va H109 trong vang VH lan luot duge chiém boi E, V, V, T, LK, T, R, G, K, L R, V, T,
D,M,E, R, S, T,L,vaV. Trong mot sb khang thé, cac vi tri H1, HS, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54, H56, H58, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94,
H108, va H109 trong vung VH lan luot duoc chiémboiE, V, V. T, K, T,R, G,K, D, E,
LR V,T.D,M,ER,S, T, L, vaV.

Trong mot sé khang thé, cac vi tri H1, HS, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42,
H43, H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H91, H93, H94, H108, va H109
trong ving VH lan luot duoc chiémbsiE, V.V, T, LK, T,R, G, K, D,E. R, V, T, D, M,
E.R,F,S, T, L, vaV. Trong mét sb khang thé, cac vi tri HI, HS, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108,
va H109 trong ving VH lan lugt duoc chiém boi E, V, V, T, LK, T, R, G, K, D, E,R, V,
T,D,M,E,R, S, T,L,vaV.
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Trong mdt 36 khang thé, vi tri H60 bi chiém béi E. Trong mot sb khang thé, vi tri
H82C bi chiém boi V. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri H60, H80, H&1, H82c, va H&3
1an luot bi chiém bdi E, M, E, V, va R.

Trong mot s6 khang thé, it nhét 1a mot trong cic vi tri sau day trong vung VL duoc
chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh: L7 duoc chiém boi S, 110 dugc chiém béi S, L15
dugc chiém boi L, 1.83 duge chiém bsi V, L86 dugc chiém bsi Y, va L106 duge chiém
bdi I. Trong mdt s khang thé, cac vi tri L7, L10, L15, L83, L86, va L106 lan luot duge
chiémboi S, S, L, V,Y,vay.

Trong mot s6 khang thé nhw vay, it nhat 1a mot trong cdc vi trf sau day trong viung
VL duoc chiém béi axit amin nhu duoc xdc dinh: L7 1a T hodc S, L1014 T hoac S, L15 1a
ThoicL,L171a Qhodc E, L24 1a K hodc R, .37 la L hodc Q, L451a K hoac R, L471a L,
G,N,D,E,P, T, S, hoic A, L481a1, G, hodac D, L49 1a Y hodc E, L501a L, E, D, G, hodc
V,L521aShoicG,L541aL,D,G, N, E,Q,K,R, T, V, hoac S, L83 1a L hoac V, L86 la
H hodc Y, L100 la A hodc Q, L106 1a L hodc I.

Trong mét sé khang thé, it nhét mot vi tri trong s6 cac vi tri sau dy trong ving VL
bi chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh: L2 1a V hodc I, L7 1a S hodc T, L12 1a P hodc
S,L151aL hoac,L361aL, L37 1a L hodac Q,L451aR hodc K, L471aL, G, N, D, E, P,
T, S, hodc A, L48 1a I, G, hodc D, L4914 Y hoac E, L50 la L, E, D, G, hodc V, L521a S
hoic G,L54 1aL, D, G, N, E, Q, K, R, T, V, L60 1a D hoac S, L100 la G hoac Q.

Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L7, L10, L15, L83, L86, va L106 trong ving VL
lan luot duge chiém boi S, S, L, V, Y, va I. Trong mot s6 khang thé, céc vi tri L7, L10,
15, L17, 1.24, 1.37, 145, 1.83, L86, L100, va 106 trong ving VL lan lugt duge chiém
b6iS,S,L.E,R, Q. R, V,Y,Q,val

Trong mot s6 khang thé, vi trf L54 b chiém boi D. Trong mot sé khang thé, vi tri
1,54 bi chiém bdi G. Trong mot sb khang thé, vi tri L54 bj chiém boi N. Trong mt s
khéng thé, vi tri L54 bi chiém boi E. Trong mot s6 khang thé, vi trf LSO bi chiém boi E.
Trong mot sé khang thé, vi tri L54 bi chiém boi Q. Trong mét sd khang the, vi tri L50 bi
chiém boi D. Trong mot ) khang thé, vi tri L54 bi chiém boi K. Trong mdt s6 khang thé,
vi tri 154 bi chiém béi R. Trong mot s khang thé, vi tri 54 bi chiém béi T. Trong mot s
khang thé, vi trf L50 bi chiém bai G. Trong mét s6 khang thé, vi tri L48 bi chiém boi G.
Trong mot sb khang thé, vi tri L48 bi chiém bai D. Trong mot sb khéng thé, vi tri L47 bi
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chiém boi G. Trong mot sb khang thé, vi tri 149 bi chiém boi E. Trong mot ) khéng thé,

vi tri L54 bi chiém b&i V. Trong mot s6 khang thé, vi tri 1.54 bi chiém béi S.

Trong mot s6 khang thé, vi trf L52 bi chiém béi G. Trong mot s6 khang thé, vi tri
L47 bi chiém béi N. Trong mot s6 khang thé, vi tri L47 bi chiém béi D. Trong mot s6
khang thé, vi trf L47 bi chiém boi E. Trong mot s khang thé, vi tri L47 bi chiém boi P.
Trong mdt s6 khang thé, vi trf L47 bi chiém boi T. Trong mot 56 khang thé, vi tri L47 bi
chiém boi S. Trong mot sb khang thé, vi tri L47 bi chiém bai A. Trong mot sb khang thé,

vi tri 150 bi chiém boi V.

Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L37, 150, va L54 lan luot bi chiém boi Q, G, va
R. Trong mot s6 khang thé, céc vi tri L37, 150, va L54 1an luot bi chiém bdi Q, G, va G.
Trong mot sé khang thé, cac vi tri L37, 152, va L34 1an lugt bi chiém boi Q, G, va G.
Trong mot ) khang thé, cac vi tri L37, L52, va L54 lan luot bi chiém boi Q, G, va R.
Trong mot sé khang thé, cic vi tri L37, 152, va 54 1an lugt bi chiém boi Q, G, va T. Trong
mot sé khang thé, cac vi tri 137, L52, va L54 1an lugt bi chiém béi Q, G, va D. Trong mot
s6 khang thé, L37 va L54 1an lugt bi chiém bai Q va R.

Trong mot sé khang thé, cac vi tri L37 va 154 lan lugt bi chiém bdi Q va G. Trong
mot s6 khang thé, cac vi tri L37 va L54 1an luot bi chiém bai Q va D. Trong mot s6 khéng
thé, cac vi tri L37 va LS50 1an luot bi chiém bai Q va G. Trong mot sb khéng thé, cac vi tri
1,37 va L50 1an luot bi chiém béi Q va D. Trong mot s6 khang thé, cdc vi tri L37 va 154
ldn luot bi chiém bdi Q va T. Trong mot s& khang thé, cac vi tri L37 va L52 lan luot bi
chiém bai Q va G. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L37 va LS54 1an luot bi chiém béi Q
va E. Trong mot s khang thé, Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L37, 150, va L54 1an luot
bi chiém boi Q, D, va G. Trong mot sb khang thé, cac vi tri L37, L50, va L54 lan luot bi
chiém bsi Q, D, vaR.

Trong mot s khéng thé, céc vi tri L37, 150, va L54 1an lugt bi chiém boi Q, E, va
G. Trong mot sb khang thé, cac vi tri L37, 150, va L54 1an luot bi chiém boi Q, E, va R.
Trong mot sé khang thé, cac vi trf L37, L50, 154, va L100 lan lugt bi chiém béi Q, G, R,
va Q. Trong mot sb khang thé, céc vi tri L37, 150, L54, va L100 lan lugt bi chiém béi Q,
G, G, va Q. Trong mot sé khang thé, cac vi tri L37, 152, L54, va L100 lan luot bi chiém
bdi Q, G, R, va Q. Trong mot sb khang thé, cac vi tri L37, 152, L54, va L100 lan luot bi
chiém boi Q, G, D, va Q. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L37, 150, L54, va 1100 lan
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lugt bi chiém bai Q, D, G, va Q. Trong mot s6 khang thé, cdc vi tri L37, L50, L54, va L100
1an luot bi chiém boi Q, D, R, va Q.

Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L37, 1,50, L54, va L100 lan luot bi chiém béi Q,
V, D, va Q. Trong mot 3H khang thé, vi tri L37 bi chiém bai Q. Trong mot ) khéng thé, vi
tri 1,100 bi chiém boi Q.

Trong mot sé khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong trinh ty bit ky trong s6 cac SEQ ID NO:76-80 va cic SEQ ID NO:90-91
va ving bién doi chudi nhe truéng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong trinh tu bat ky
trong sb cac SEQ ID NO:83-85. Trong mdt s6 khéang thé, ving bién dbi chudi ning truéng
thanh c¢6 trinh ty axit amin néu trong trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 18 va SEQ
ID NO: 146-148 va ving bién ddi chudi nhe truong thanh c6 trinh ty axit amin néu trong

trinh tu bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 93-145.

Trong mot sé khang thé, vung bién ddi chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:76 va vung bién doi chudi nhe truéng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng
thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:76 va vung bién doi chudi nhe trudng
thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khang thé, viing bién
ddi chubi ning trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:76 va ving bién

ddi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mot s6 khang thé, ving bién doi chudi niang truéng thanh c¢6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:77 va vung bién do6i chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng
thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:77 va vung bién ddi chudi nhe trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khang thé, vung bién
d6i chudi nang truéng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:77 va ving bién

ddi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mot sd khang thé, ving bién ddi chudi nang trudng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:78 va vung bién do6i chudi nhe truéng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, ving bién dbi chudi ning truéng
thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:78 va vung bién ddi chudi nhe trudng

thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khang thé, ving bién
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ddi chudi nang truong thanh ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:78 va vung bién

dbi chudi nhe trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang truong thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:79 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng
thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:79 va vung bién doi chudi nhe trudéng
thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khéang thé, ving bién
dbi chudi nang truéng thanh ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:79 va vung bién

ddi chudi nhe trudng thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi nang truéng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:80 va vung bién doi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, he ving bién do6i chudi ning
truéng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:80 va vung bién doi chudi nhe
truéng thanh ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khéang thé, ving
bién d6i chudi ning truéng thanh ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:80 va vung

bién d6i chudi nhe trudng thanh ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mot sd khang thé, vung bién doi chudi ning truéng thanh co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:90 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:&3. Trong mot s6 khang thé, viung bién d6i chudi ning truong
thanh co6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:90 va vung bién dbi chudi nhe trudéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khang thé, viung bién
ddi chubi ning truong thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:90 va vung bién

dbi chudi nhe trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.

Trong mét sé khang thé, ving bién doi chudi ning truéng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:91 va vung bién doi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:83. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong
thanh c6é trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:91 va vung bién ddi chudi nhe trudng
thanh c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:84. Trong mot s6 khang thé, vung bién
dbi chudi nang trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:91 va vung bién

dbi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85.
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Trong mot sé khang thé, ving bién d6i chudi nang truong thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién do6i chudi nhe truéng thanh co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:122. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi ning trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién ddi chudi nhe trudng

thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:123.

Trong mot s6 khang thé, viung bién d6i chudi nang trudong thanh c¢6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:146 va vung bién doi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO:122.

Trong mot sé khang thé, ving bién doi chudi ning trudng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién doi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:121. Trong mdt s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng
thanh c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién dbi chudi nhe trudng

thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:110.

Trong mét sd khang thé, vung bién ddi chudi ning truéng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:146 va vung bién doi chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO:94.

Trong mdt sé khang thé, ving bién ddi chudi ning truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién doi chudi nhe truong thanh c6 trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO:103.

Vi du nhu, khang thé co thé 1a khang thé kham, duoc nguy trang, hodc dugc lam

tuwong thich v61 nguoi.

Khéng thé co thé 1a khang thé nguyén ven, kham, duoc nguy trang hodc dugc lam
tuwong thich v&i nguoi hodc mot doan lién két, doan Fab khéang thé don chudi, doan Fab’2,
hogc Fv don chudi. Mot s6 khing thé c6 isotyp IgG1 ngudi, trong khi cac khang thé khac
¢ thé ¢co isotyp IgG2 hodc 1gG4 nguoi. Mot s6 khang thé ¢6 ving bién d6i chudi nhe
trudng thanh dung hop véi viung hing dinh chudi nhe va ving bién ddi chudi nang truéng
thanh dung hop vé1 vung hing dinh chudi ning. Vung hang dinh chudi ning cia mot s6
khang thé 1a dang dot bién cua ving hang dinh chudi ndng nguoi tu nhién ma c6 lién két

giam vo1 thu thé Fey twong quan véi ving hing dinh chudi nang ngudi ty nhién.
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Trong mdt sd khang thé, ving hang dinh chudi nang c6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:176. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng thanh duoc
dung hop véi vung hang dinh chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:178.
Mot s6 khang thé con bao gom peptit tin hiéu dugc dung hop v6i ving bién d6i chudi ning
va/hodc chudi nhe truong thanh. Trong mot s6 khang thé, chudi nang c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:180. Trong mot s6 khang thé, ving hang dinh chudi nhe c¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:177. Trong mot s6 khang thé, ving bién do6i chudi nhe
trudng thanh duge dung hop voi viung hang dinh chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:179. Trong mot s6 khéang thé, chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:181. Trong mét s6 khing thé, chudi nang c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:178 va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:179. Trong mot sb khang
thé, chudi nang c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:180 va chudi nhe ¢6 trinh ty

axit amin néu trong SEQ ID NO:181.

Mot sb khang thé c6 thé c6 it nhét 1a mot dot bién trong ving hang dinh, chang han
nhu dot bién ma lam giam su ¢ dinh hodc sy hoat hoa bd thé boi vung h%mg dinh, vi du
nhu, dot bién tai mot hogc nhiéu vi tri trong s6 céc vi tri 241, 264, 265, 270, 296, 297, 318,
320, 322, 329 va 331 theo cach danh sb EU. Mot s6 khang thé ¢6 alanin tai cc vi tri 318,
320 va 322. Mot s khang thé c6 thé co do tinh khiét it nhat 1a 95% khdi lugng/khdi lugng.
Khang thé ¢6 thé duoc lién hop v6i tac nhén tri liéu, gay doc té bao, kim ham (€ bao, dinh

dudng thin kinh, hodc bao vé than kinh.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit duge pham chira khang thé bat ky trong

s§ céac khang thé duge boc 1§ trong ban md ta nay va chit mang duoc dung.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuit axit nucleic ma héa chudi ning va/hodc
chudi nhe cua khang thé bét ky trong s6 cac khang thé dugc boc 10 trong ban md ta nay,
vecto biéu hién tai td hop bao gdm axit nucleic ndy va té bao chi duoc bién nap bang vecto
biéu hién tai t6 hop nay.

Trong mét s6 axit nucleic, chudi nang dugc ma hoéa boi trinh tu gém SEQ ID

NO:182 va chudi nhe dugc ma hoa bai trinh tu gém SEQ ID NO:183.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap san xuét khang thé, chang han nhu khéng thé
dugc lam tuong thich véi ngudi, kham hodc dugce nguy trang, vi du céc dang duge lam

tuong thich véi ngudi, kham hodc duge nguy trang ciia 3D6. Trong céc phuong phap nhu
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vay, cac t€ bao duge bién nap bang axit nucleic ma hoa cac chudi ning va nhe cta khang
thé nay duoc nudi ciy dé cac t€ bao tiét ra khang thé. Sau d6 khang thé nay co thé dugc

tinh ché tir moéi truong nudi cay té bao.

Céc dong té bao sin xudt khang thé bat ky trong s6 cac khang thé duoc boc 16 trong
ban mo ta nay co thé duoc san xuét bang cach dua vecto ma hoa cic chudi nang va chudi
nhe ctia khang thé nay va chi thi chon loc duge vao cac té bao, nhan gidng té bao trong cic
diéu kién dé chon loc té bao c6 s6 lugng ban sao vecto tang 1én, phén 1ap té bao don 1é tir
cac té bao duoc chon; va tao ngn hang té bao duoc tach dong tir té bao don 1¢é duge chon

dua trén hiéu suit cua khang thé.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit vecto co chira axit nucleic ma hoa cho ving
bién dbi chudi nang trudéng thanh va ving bién doi chudi nhe truéng thanh dugce lién két
6 diéu khién véi mot hodc nhiéu trinh tu diéu hoa dé gdy ra sy biéu hién & té bao dong vat
¢6 vl ctia khang thé bit ky duogc boc 16 trong ban mo ta nay. Trong mot s6 vecto, khang
thé duoc biéu hién la scFv hodc doan Fab. Trong mot sb vecto, mot hoac nhiéu trinh tu
didu hoa bao gdm mot hodc nhiéu ving khéi dong, viing tang cudng, vi tri lién két ribosom,
va tin hiéu két thic phién ma. Trong mot s6 vecto, axit nucleic con ma hoa cho peptit tin
hiéu dung hop véi cac vung bién ddi chudi nang va chudi nhe truéng thanh. Trong mot 56
vecto, axit nucleic duoc t6i uu hoa bo ba ma hoa dé biéu hién & té bao chu. Trong mot )
vecto, mot hoac nhiéu trinh tu diéu hoa bao g6m vung khdi dong sinh vat nhin chuén.

Trong mdt sO vecto, axit nucleic con ma héa cho gen chon loc duoc.

Theo mot khia canh khéc nita, séng ché dé xuat phuong phap biéu hién khang thé &
té bao dong vat co v bao g6m budc két hop cac axit nucleic duge boc 1 trong ban md ta

nay vao hé gen cua dong vat chuyén gen, bang cich d6 khang thé duoc biéu hién.

Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché dé xuit vecto th nhit va thi hai twong (mg
bao goém axit nucleic ma hoa vung bién ddi chudi ning truong thanh va ving bién ddi chudi
nhe trudng thanh, mdi axit nucleic ndy lién két chire nang v6i mot hodc nhiéu trinh ty diéu
hoa dé dam bao su biéu hién ctia khang thé bét ky trong s cic khang thé duoc boc 16 trong
ban mo ta nay, va té bao chu bao gdm cic axit nucleic nay. Trong mot s6 vecto thir nhat va
tha hai, cdc axit nucleic nay twong tng con ma hoa vung hang dinh chudi ning dugc dung
hop v6i ving bién d6i chudi nang truong thanh va vang hang dinh chudi nhe duge dung

hop v6i viing bién déi chudi nhe trudng thanh. Trong mot s6 vecto thir nhat va tha hai,
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vang hang dinh chudi ning ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:176 ¢6 hodc khong ¢ lysin
dau cung C va vung héng dinh chudi nhe ¢4 trinh ty néu trong SEQ 1D NO:177.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuat phuong phap biéu hién khang thé &
té bao dong vat c6 v bao gom buée dua axit nucleic bat ky trong sd céc axit nucleic duge
boc 16 trong ban mo ta nay vao bd gen cua dong vat chuyén gen, bing cach nay khang thé

dugc biéu hién.

Séang ché ciing dé xuat phuong phap san xuit khang thé, ching han nhu khéang thé
dugc lam tuong thich véi nguoi, khang thé kham, hoac khang thé duoc nguy trang. Trong
phuong phéap nay, cac té bao duogc bién nap v6i cac axit nucleic ma hoa cho chudi ning va
chudi nhe cua khang thé bat ky trong sd cac khang thé duge boc 1§ trong ban md ta nay
duoc nudi cdy sao cho té bao tiét ra khang thé. Sau d6 khang thé ¢6 thé dugc tinh ché tir
mdi trudong nudi ciy té bao.

Céc dong té bao san xuit khang thé bat ky dugc boc 10 trong ban md ta nay co thé
dugc san xuit bang cach dua vecto ma hoa cho chudi ning va chudi nhe cta khéng thé
theo diém 1 va chi thi chon loc dugc vao té bao, nhan giéng té bao trong diéu kién dé chon
loc t& bao co sb luong ban sao vecto tang 1én, phén 1ap té bao don 1¢ tir cac té bao dugc
chon; va tao ngan hang té bao duogc tach dong tir té bao don 1& dugc chon dua trén hiéu

suét ctiia khang thé.

Mot s té bao co thé dugc nhan giéng trong diéu kién chon loc va duoc sang loc dbi
v6i cac dong té bao biéu hién va tiét mot cach tu nhién it nhat 1a 100 mg/l/10° € bao/24
2i0. Té bao don 1é ¢6 thé duoc phén lap tu cac té bao duoc chon. Sau d6 té bao da duoc
tach dong tur té bao don 1€ o thé duoc tao ngén hang. Té bao don 1é ¢6 thé duoc chon dua
trén cdc tinh chit mong mudn, chang han nhu hi¢u sudt cua khang thé. Céc dong té bao vi
du 1a cac dong té bao biéu hién 3D6 hodc cac phién ban duge lam tuong thich véi ngudi

cua 3D6.

Séng ché con dé xuit phuong phap trc ché hodc lam giam su két tu tau ¢ ddi tuong
¢6 hodc c6 nguy co phat trién bénh thoéi hoa amyloit do tau, bao gbm buée cho d6i tugng
dung phac d hitu hiéu ctia khang thé duge boc 10 trong ban mo ta nay, nho do e ché hoic
lam gidm su két tu tau & doi tuong. Khang thé vi du bao gdm cac phién ban dugc lam tuong

thich v&i nguoi cua 3D6.
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Séang ché con dé xuét phuong phap diéu tri hodc phong nglra bénh lién quan dén tau
& dbi tuong, bao gobm budce dung phac dd hitu hiéu cua khang thé duge boc 19 trong ban
md ta nay va nho dé diéu tri hodc phong ngira bénh. Céac vi du vé bénh nay la bénh
Alzheimer, hoi chimg Down, suy giam nhan thic nhe, bénh do protein tau li€n quan dén
tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém ndo, chimg sa sit tri tu¢ sau chén thuong
hodc sa sut tri tué do chan thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén
nhan, bénh sa sat tri tué tran thai duwong, bénh thoai hoa thuy trdn thai duong, bénh hat ua
bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phirc hop bénh xo cung teo co mdt bén/bénh sa
sut tri tué do parkinson cta Guam, bénh thodi héa v6 ndo va hach nén (corticobasal
degeneration - CBD), chimg sa sut tri tu¢ vé6i cac thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh
Alzheimer (Lewy body variant of Alzheimer disease - LBVAD), ching chin thuong ndo
min tinh (chronic traumatic encephalopathy - CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cAu
(globular glial tauopathy - GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (progressive
supranuclear palsy - PSP). Trong mot sé phuong phap, bénh lién quan dén tau 1a bénh

Alzheimer. Trong mot s6 phuong phap bénh nhan la thé mang ApoE4.

Sang ché con dé xuét phuong phép lam gidam su vén chuyén tau bat thuong bao gbém
budc dung phic do hitu hiéu cia khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta nay va nhd d6 lam

giam sy van chuyén tau.

Séng ché con dé xuit phuong phap cam (g hién tugng thuc bao tau bao gbm bude
st dung phac dd hitu hiéu cta khang thé dugc mo ta & ddy va nho do cam ung hién tugng

thuc bao tau.

Séang ché con dé xudt phuong phép tc ché su két tu hoidc ling dong tau bao gbm
bude sir dung phac dd hitu hiéu ciia khéng thé duge md ta & ddy nhd d6 Ge ché sy két

hoic lang dong tau.

Sang ché con dé xuat phuong phap e ché su tao thanh cdc dém rdi tau bao gdom

buée str dung phéac do hitu hiéu ctia khéng thé dugc mo ta & day.

Sang ché con dé xuét phuong phép phét hién 16p ling dong protein tau & d6i tuong
mic hodc ¢6 nguy co mic bénh giy ra boi sy két tu hodc ling dong tau bao gdm budc sir
dung cho dbi trong khang thé duge md ta & ddy, va phat hién khang thé da dugc lién két
v6i tau & ddi twong nay. Cac vi du vé bénh nay la bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy

giam nhén thuc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson
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sau viém ndo, ching sa sut tri tué sau chin thuong hodc sa sut tri tué do chan thuong ndo,
bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa sut tri tu¢ tran thai duong,
bénh thodi hoa thiy trén thai duong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau,
phttc hop bénh xo cirg teo co mot bén/bénh sa sut tri tu¢ do parkinson cia Guam, bénh
thoai héa vo nao va hach nén (corticobasal degeneration - CBD), chimg sa sit tri tu¢ véi
céc thé Lewy, bién thé thé Lewy cta bénh Alzheimer (Lewy body variant of Alzheimer
disease - LBVAD), chtng chén thuong nio man tinh (chronic traumatic encephalopathy -
CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cau (globular glial tauopathy - GGT), hoac bénh liét
trén nhan tién trién (progressive supranuclear palsy - PSP). Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé duge dung bang cach tiém trong tinh mach vao co thé cua ddi twong. Theo mot s6
phuong an, khang thé duoc dung truc tiép cho ndo clia déi twong bang cach tiém trong hop
so hodc bang cach khoan 16 qua hdp so cua d6i tuong. Theo mot sd phuong 4n, khang thé
dugc gin nhan. Theo mot s6 phuong 4n, khdng thé duoc gin nhan bang nhan huynh quang,
nhan thun tur, hodc nhan ¢6 hoat tinh phong xa. Theo mot s6 phuong an, nhan c6 hoat tinh
phéng xa dugc phat hién bang cach sir dung chup xa hinh cit 16p positron (positron
emission tomography - PET) hoac chup cit 16p vi tinh don photon (single-photon emission

computed tomography - SPECT).

Sang ché con dé xuét phuong phap do hiéu qua diéu tri & d6i trong dang duogc didu
tri bénh gdy ra boi sy két tu hodc lang dong tau, bao g6m budc do ham lugng thi nhit cia
16p ling dong protein tau & dbi tuong trude khi diéu tri bang cach st dung cho dbi tugng
khang thé dugc mé ta & ddy, va phat hién luong khang thé thtr nhat da lién két véi tau &
db1 twgng, st dung phuong phap diéu tri nay cho d6i twong, do ham luong thi hai cua lop
lang dong protein tau & d6i tuong nay sau khi diéu tri bang cach st dung cho d6i twong
khang thé nay, va phat hién khang thé da dugc lién két voi Tau ¢ ddi tugng, trong d6 su

giam muc lang dong protein tau thé hién dap tmg tich cuc véi diéu tri.

Séang ché con dé xuét phuong phap do hiéu qua diéu tri & ddi twgng dang duoc didu
tri bénh gy ra boi su két tu hodc ling dong tau, bao g6m budc do ham lugng thir nhét clia
16p lang dong protein tau & d6i tuong trude khi diéu tri bang cach st dung cho dbi tuong
khéng thé duoc mé ta & dy, va phat hién lugng khang thé thir nhat da lién két voi tau &
d6i tuong, st dung phuong phap diéu tri nay cho déi tuong, do ham lugng thir hai cua 16p
lang dong protein tau & d6i tugng nay sau khi diéu tri bang cach str dung cho d6i twong

khang thé nay, va phét hién lugng khéng thé thr hai da duoc lién két véi tau & dbi twong
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nay, trong do su khong thay d6i mire ling dong protein tau hodc sy ting nhe 16p ling dong

protein tau thé hién dap tmg tich cuc voi diéu tri.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat phuong phap san xuit khang thé lién két
dic hiéu véi tau nguoi & epitop trong motif ¢6 cong thire KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID
NO:191) hoac KIGSLDNITH (SEQ ID NO:194) bao g61n gy mién dich dong vat véi tau
nguoi hoac mot doan cua no dé san xuit khang thé va sang loc d6i voi khang thé cia cac
khang thé duoc san xuat ma lién két dic hiéu trong motif. Theo mot khia canh khéc, sang
ché dé xuét phuong phép san xudt khang thé lién két dic hiéu véi peptit gdm c6 cac gbc
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191) hodac KIGSLDNITH (SEQ ID NO:194) bao gbm
gdy mién dich dong vat voi tau nguoi hodc mot doan ctia n6 dé san xut khang thé va sang
loc dbi véi khang thé cua cac khang thé duoc san xuat ma lién két ddc hiéu voi peptit nay.
Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuit phuong phap sén xuat khang thé lién két dic
hiéu vdi epitop bao gom KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191) bao gbdm gdy mién dich
dong vat vaéi tau hodc mot doan ciia no, va sang loc dbi voi cac khang thé lién két dac hiéu
V61 epitop.

Trong mdt sé phuong phap, dong Vét nay dugce gy mién dich vé6i tau ngudi c6 383
axit amin (4RON). Trong mot s6 phuong phap, tau nguoi nay chira dot bién P301S. Trong

moét s& phuong phép, tau ngudi nay ¢6 gan dudi His dau cang N tai to hop.

Trong mdt sd phuong phép, bude sang loc xac dinh lién két dac hiéu giita cac khang
thé va mot hodc nhidu peptit ¢6 t6i 15 axit amin bao gom KIGSTENLKH (SEQ ID
NO:188), KCGSKDNIKH (SEQ ID NO:192), KCGSLGNIHH (SEQ ID NO:193) tuong
{ing hodc motif lién tng khic bt ky dugc biéu dién boi cong thire KXXSXXNX(K/H)H
(SEQ ID NO:191). Trong mét s& phuong phap, mot hodc nhidu peptit ndy bao gom
KIGSTENLKH (SEQ ID NO:188) hoic KCGSKDNIKH (SEQ ID NO:192) hoac
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO:193) twong Ung. Trong mot s6 phuong phédp, dong vat nay
duoc gdy mién dich v4i doan tau c6 téi 15 axit amin bao g6m KXXSXXNX(K/H)H (SEQ
ID NO:191), dugc lién két véi chat mang. Trong mot s6 phuong phap, peptit nay la
KIGSTENLKH (SEQ ID NO:188) hoic KCGSKDNIKH (SEQ ID NO:192) hoac
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193).
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh | minh hoa céc két qua ctia thir nghiém duoc thiét k& dé 1ap ban do (cac) epitop

duoc lién két bai khang thé don dong 3D6 chudt nhit.

Hinh 2 minh hoa su sip xép thang hang clia cic ving bién d6i chudi nang ciia khang
thé 3D6 chudt nhit (SEQ ID NO:7) va cac phién ban duoc lam tuong thich voi nguoi cia
khéang thé 3D6 (hu3D6VHvbl, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHyYbS, hu3D6VHVD6, va hu3D6VHvVb7) véi trinh ty ving bién doi chudi nang
dong mam ngudi IGHV1-69-2%01 (SEQ ID NO:25) va véi trinh tw ving bién doi chudi
ning thé nhan cia nguoi 2RCS VH hFrwk (SEQ ID NO:75). hu3D6VHvbl la SEQ ID
NO:76, hu3D6VHvb2 1a SEQ ID NO:77, hu3D6VHvb3 1a SEQ ID NO:78, hu3D6VHvb4
1 SEQ ID NO:79, hu3D6VHvb5 1a SEQ ID NO:80, hu3D6VHvb6 1a SEQ ID NO:90, va
hu3D6VHvb7 1a SEQ ID NO:91. Cac CDR nhu dinh nghia boi t6 hop Kabat/Chothia duoc

in dam.

Hinh 3 minh hoa su sap xép thang hang ctia cdc ving bién d6i chudi nhe ctia khang
thé 3D6 chudt nhét (SEQ ID NO:11) va cac phién ban dugc lam tuong thich véi ngudi clia
khéng thé 3D6 (hu3D6VLvb1, hu3D6VLyb2, va hu3D6VLvb3) véi trinh tu ving bién dbi
chudi nhe dong mam nguoi IGKV2-30%02 (SEQ ID NO:27) va véi thé nhan ngudi
ARX71335 VL_hFrwk (SEQ ID NO:82). hu3D6VLvb1 la SEQ ID NO:83, hu3D6VLvb2
1a SEQ ID NO:84, va hu3D6VLvb3 1a SEQ ID NO:85. Cac CDR nhu dinh nghfa boi Kabat

duoc in dam.

Cac Hinh 4A, 4B, va 4C minh hoa két qua cua thu nghiém sang loc ELISA dbi vai

khang thé khang-tau don dong chudt nhit duge chon.

Hinh 5 minh hoa dong hoc lién két dbi véi khang thé khang-tau don dong chudt nhit

duogc chon doi vai tau nguoi tai to hop.

Hinh 6 minh hoa két qua cua thir nghiém phong bé chiic ning dbi v6i khang thé

khéang-tau don dong chudt nhét dugc chon.

Hinh 7 minh hoa két qua ctia thir nghiém pha v su két tu dbi voi khang thé khang-

tau don dong chudt nhét duoc chon.

Hinh 8 minh hoa két qua ctia c4c thi nghiém cho thdy rang 3D6 va 5G8 bat gitt mién

dich tau tir m6 bénh Alzheimer & nguoi.
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Céc hinh 9A va 9B thé hién sy sap xép thang hang cua ving bién d6i chudi ning
ctia 3D6 chudt nhit (SEQ ID NO:7) va cia céc bién thé duoc lam twong thich véi nguoi
cia khang thé 3D6 (hu3D6VHvbI, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvD3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvbS, hu3D6VHvb6, hu3D6VHvb7, hu3D6VHvVIbALl, h3D6VHvVDS, va
h3D6VIvbY) vé6i trinh tu ving bién ddi chudi nang dong mam ctia ngudi IGHV 1-69-2*01
(SEQ ID NO:25) va v6i trinh tu vung bién dbi chudi nang thé nhan cua nguoi 2RCS VH
hFrwk (SEQ ID NO:75). hu3D6VHvb1 1a SEQ ID NO:76, hu3D6VHvb2 la SEQ ID
NO:77, hu3D6VHyb3 1a SEQ ID NO:78, hu3D6VHvb4 la SEQ ID NO:79, hu3D6VHvb5
14 SEQ ID NO:80, hu3D6VHvb6 13 SEQ ID NO:90, hu3D6VHvb7 1a SEQ ID NO:91,
hu3D6VHvVIbATT 1a SEQ ID NO:18, h3D6VHybS 1a SEQ ID NO:146, va h3D6VHVbI 1a
SEQ ID NO:148. Céc gbe gidng céc gbe cia vang bién doi chudi nang ctia 3D6 chudt nhit
(SEQ ID NO:7) dugc ky hi¢u bang “.” Cdc CDR nhu dinh nghia béi td hop Kabat/Chothia

duogc in dam.

Cac hinh 10A, 10B, 10C, va 10D thé hién su sip xép thing hang cia ving bién doi
chubi nhe nay cua céc bién thé dugc lam tuong thich véi ngudi cia khang thé 3D6:
hu3D6VLV2 (SEQ ID NO:21), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), hu3D6VLv2 L50G
(SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L54G (SEQ ID
NO:94), hu3D6VLv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID NO:100),
hu3D6VLV2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLV2 LS54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2
L37Q_L50G (SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q L50D (SEQ ID NO:129),
hu3D6VLv2 L37Q S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q L54G (SEQ ID
NO:126), hu3D6VLv2 L37Q L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L.37Q_L54T (SEQ
ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q_L54E
(SEQ ID NO:145), hu3dD6VLv2 1L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q L50D_L54R (SEQ ID
NO:133), hu3D6VLv2 [37Q L50D L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2
L37Q S52G L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2 L37Q S52G 154G (SEQ ID
NO:121), hu3D6VLv2 137Q S52G L54T (SEQ 1D NO:123), hu3D6VLv2
L37Q S52G L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G_G100Q (SEQ
ID NO:140), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R_G100Q (SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:136), hu3dD6VLv2 L37Q _L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142),
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hu3D6VLV2  1.37Q S52G L54D G100Q (SEQ ID NO:139), va hu3D6VLv2
[37Q $52G LS4R_G100Q (SEQ ID NO:138). Cac gdc giong cac gde ciia ving bién doi
chudi nhe cua hu3D6VLv2 (SEQ ID NO:21) dugc ky hiéu béng “” Cac CDR nhu dinh

nghia boi Kabat dugce in dam.

Hinh 11 thé hién cac két qua cua thtr nghiém noi tai hoa tau doi voi céc bién thé

3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi dugce chon.

Céc hinh 12A va 12B thé hién cac két qua cua cac thir nghiém vi mang 1ap ban do
dot bién thay thé. Hinh 12A thé hién dd thi ctia hiéu qué thé va Hinh 12B thé hién sy sap
thang hang cla cac phan ctia cic doan l3p lién két vi bng tau voi cac gbc quan trong d6i
v6i lién két 3D6 duge boi dam. aa 255-271 1a SEQ ID NO:184, aa 286-302 1a SEQ ID
NO:185, aa 317-333 1a SEQ ID NO:186, va aa 349-365 1a SEQ ID NO:187.

Hinh 13 minh hoa cac két qua cia thu nghiém hoa hoc md mién dich chi ra 3D6 lién
két tau trong mo binh thuong (panen trén cung) va mo6 bénh Alzheimer (panen ¢ gilra va
panen dudi cung).

Hinh 14 thé hién cic két qua cua thir nghiém khéi phd dé danh gia hé so ty luong
lién két ctia 3D6.

Hinh 15 chi ra réng 3D6 lam gian doan viéc tao mam tau trong mo hinh bénh in
vivo cua bénh Alzheimer.

Hinh 16 chi ra ring cac bién thé dugc lam twong thich véi nguoi 3D6
hu3D6VHY1bA11/hu3D6VLV2 va hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 phong bé su tuong tdc
gitra tau va heparin.

Hinh 17 chi ra ring cac bién thé duoc lam tuong thich véi ngudi 3D6
hu3D6VHvIbAT1/hu3D6VLV2 va hu3D6VHvVIbA11/L.2-DIM4 lién két céc dang soi cua

tau.
MO t& vin tat cac trinh tu

SEQ ID NO:1 thé hién trinh tu axit amin ctia mot déng phéan cta tau nguoi (Swiss-

Prot P10636-8).

SEQ ID NO:2 thé hién trinh tu axit amin ctia mot dong phén clia tau ngudi (Swiss-

Prot P10636-7).
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SEQ ID NO:3 thé hién trinh tu axit amin ctia mot dong phéan cia tau nguoi (Swiss-

Prot P10636-6), (tau ngudi 4RON).

SEQ ID NO:4 thé hién trinh ty axit amin ctia mot dong phan ctia tau ngudi (Swiss-

Prot P10636-5)

SEQ ID NO:5 thé hién trinh ty axit amin ctia mot dong phan ctia tau ngudi (Swiss-

Prot P10636-4).

SEQ ID NO:6 thé hién trinh tu axit amin cua mot dong phan clia tau ngudi (Swiss-
Prot P10636-2).

SEQ ID NO:7 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién d6i chudi ning cua khang

thé 3D6 chudt nhit.

SEQ ID NO:8 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H1 TH hop Kabat/Chothia ctua
khang thé 3D6 chudt nhit.

SEQ ID NO:9 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H2 Kabat cta khang thé 3D6

chuot nhét.

SEQ ID NO:10 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Kabat cta khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:11 thé hién trinh tu axit amin cia ving bién ddi chudi nhe cia khang
thé 3D6 chudt nhét va ctia khang thé 6A10 chudt nhit.

SEQ ID NO:12 thé hién trinh tyr axit amin ciia CDR-L1 Kabat clia khang thé 3D6
chuot nhit va ctia khang thé 6A10 chudt nhat.

SEQ ID NO:13 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L2 Kabat cua khang thé 3D6
chu6t nhét va ctia khang thé 6A10 chudt nhit.

SEQ ID NO:14 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L3 Kabat clia khang thé 3D6
chuot nhit va cia khang thé 6A10 chudt nhit.

SEQ ID NO:15 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nang ctia khang

thé 3D6 duoc 1am twong thich véi ngudi hu3D6VHVI.

SEQ ID NO:16 thé hién trinh ty axit amin cia ving bién d6i chudi ning cua khang

thé 3D6 duoc 1am twong thich véi nguoi hu3D6VHV2.
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SEQ ID NO:17 thé hién trinh tu axit amin ctia vung bién ddi chudi nang cua khang
thé 3D6 duogc lam tuong thich v6i ngudi hu3D6VHv1b.

SEQ ID NO:18 thé hién trinh ty axit amin cua ving bién dbi chudi nang cia khéng
thé 3D6 dugc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHVIbATLL.

SEQ ID NO:19 thé hién trinh ty axit amin cta vung bién dbi chudi nang ctia khing

thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VHVS:

SEQ ID NO:20 thé hién trinh ty axit amin cua ving bién d6i chudi nhe cua khang

thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VLvI.

SEQ ID NO:21 thé hién trinh t axit amin cta ving bién doi chudi nhe cta khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VLV2.

SEQ ID NO:22 thé hién trinh tu axit amin ctia vang bién dbi chubi nhe cua khéng

thé 3D6 duogc 1am tuong thich voi ngudi hu3D6VLV3.

SEQ ID NO:23 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe ctia khang

thé 3D6 duogc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VLv4.

SEQ ID NO:24 thé hién trinh ty axit amin cta trinh tw nhan bién doi chudi ning
Acc.# BAC01986.1.

SEQ ID NO:25 thé hién trinh tw axit amin cta trinh ty nhan bién d6i chudi ning
Acc.# IMGT# IGHV1-69-2%01.

SEQ ID NO:26 thé hién trinh ty axit amin cta trinh tw nhan bién d6i chudi ning
Acc.# IMGTHIGKJI1*01.

SEQ ID NO:27 thé hién trinh ty axit amin ctia trinh tw nhan bién doi chudi nhe Acc.
# IMGTHIGK V2-30%02.

SEQ ID NO:28 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tu nhan bién ddi chudi nhe Acc.
# IMGTHIGKI2*01.

SEQ ID NO:29 thé hién trinh ty axit amin ciia trinh tw nhan bién doi chudi nhe Acc.
# AAZ09048.1.

SEQ ID NO:30 thé hién trinh tyr axit nucleic ma hoa cho ving bién doi chudi ning
cta khang thé 3D6 chudt nhat,
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SEQ ID NO:31 thé hién trinh tu axit nucleic ma hoa cho ving bién d6i chudi nhe

ctia khang thé 3D6 chudt nhit.

SEQ ID NO:32 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H1 Kabat ctia khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:33 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-H1 Chothia ctia khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:34 thé hién trinh ty axit amin cua CDR-H2 Chothia cta khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:35 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 AbM cua khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:36 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L1 Contact ctia khang thé 3D6

chuot nhit.

SEQ ID NO:37 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Contact cta khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:38 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L3 Contact ciia khang thé 3D6

chuot nhit.

SEQ ID NO:39 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H1 Contact cta khang thé 3D6

chudt nhit.

SEQ ID NO:40 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Contact cta khang thé 3D6

chuot nhit.

SEQ ID NO:41 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H3 Contact ctia khang thé 3D6

chuot nhit.

SEQ ID NO:42 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H1 T hop Kabat-Chothia khac
cia khang thé 3D6 dugc lam tuong thich voi ngudi (nhu trong hu3D6VHVS,
hu3D6VHv1bA11B6G2, hu3D6VHvVIbA11B6H3, hu3D6VHvle, va hu3D6VHvIT).

SEQ ID NO:43 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H2 Kabat khéc cta khang thé
3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu trong hu3D6VHvS va hu3D6VHvIbAT1B6H3).

SEQ ID NO:44 thé hién trinh ty axit amin lién ing trong sé cac viing bién doi chudi

niang cua 3D6 chuot nhit va khang thé 3D6 dugc lam tuong thich véi nguoi duge chon
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(VHv1, VHv2, VHv1b, VHvIbA1l, va VHvS) (dugc gén nhan 1a “Chinh’ trén Hinh 2 cta
PCT/IB2017/052544.

SEQ ID NO:45 thé hién trinh ty axit amin lién tng gitta cic ving bién doi chudi
nhe ctia 3D6 chudt nhit va khing thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi duge chon
(dugc gén nhan 13 “Chinh’ trén Hinh 3 ctua PCT/IB2017/052544).

SEQ ID NO:46 thé hién trinh ti axit amin ctia ving bién ddi chudi ning cia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v&i ngudi hu3D6VHvIbA11B6G2.

SEQ ID NO:47 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nang cia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvIbATIB6H3.

SEQ ID NO:48 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nang cta khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvlc.

SEQ 1D NO:49 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i nguoi hu3D6VHv1d.

SEQ ID NO:50 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién d6i chudi ning cua khang
thé 3D6 dugc lam tuwong thich véi nguoi hu3D6VHvle.

SEQ ID NO:51 thé hién trinh tyr axit amin ctia ving bién d6i chudi ndng cua khang
thé 3D6 dugc lam tuong thich v6i nguoi hu3DE6VHVIT.

SEQ ID NO:52 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién di chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi hu3D6VHV3.

SEQ ID NO:53 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam twong thich véi nguoi hu3D6VHv3b.

SEQ ID NO:54 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi hu3D6VHv3c.

SEQ ID NO:55 thé hién trinh tur axit amin cia viing bién doi chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi hu3D6VHvA.

SEQ ID NO:56 thé hién trinh ty axit amin cta vung bién d6i chudi nang ctia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi hu3D6VHv4b.

SEQ ID NO:57 thé hién trinh tu axit amin ctia viing bién d6i chudi nang cua khang

thé 3D6 dugc lam tuwong thich véi ngudi hu3D6VHv4c.

24



42494 25/293

SEQ ID NO:58 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H1 T hop Kabat-Chothia khac
ctia khang thé 3D6 duogc lam twong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHIc).
SEQ ID NO:59 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H1 T hop Kabat-Chothia khac

cia khang thé 3D6 dugc lam tuong thich véi ngudi (nhu trong hu3D6VHvld,
hu3D6VHv3c, va hu3D6VHv4c).

SEQ ID NO:60 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-H1 T6 hop Kabat-Chothia khac
cia khang thé 3D6 duge lam tuong thich v6i nguoi (nhu trong hu3D6VHv3b va
hu3D6VHv4b).

SEQ ID NO:61 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Kabat khéc ctia khang thé
3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHVIbA11B6G2).

SEQ ID NO:62 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Kabat khéc ctia khang thé
3D6 duoc lam tuwong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHvle, hu3D6VHv3b, va
hu3D6VHv4b.

SEQ ID NO:63 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H2 Kabat khéc cta khang thé
3D6 duoc lam twong thich v6i nguoi (nhu trong hu3D6VHvld, hu3D6VHVIT,
hu3D6VHv3c, va hu3D6VHv4c).

SEQ ID NO:64 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Kabat khéc ctia khang thé
3D6 duoc lam twong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHvle).

SEQ ID NO:65 thé hién trinh tyu axit amin cia CDR-H3 Kabat khac cua khang thé
3D6 dugc lam twong thich véi ngudi (nhu trong hu3D6VHVIL).

SEQ ID NO:66 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nang cia khang

thé 6A10 chudt nhat.

SEQ ID NO:67 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H1 T4 hop Kabat/Chothia cua
khang thé 6A10 chudt nhat.

SEQ ID NO:68 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H2 Kabat ctia khang thé 6A 10

chudt nhit.

SEQ ID NO:69 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H3 Kabat cua khang thé 6A10

chuot nhit.
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SEQ ID NO:70 thé hién trinh tu axit amin cia vung VH cua khéang thé chuot nhit
(ma pdb 1CRY) dung lam khudn chu tric cho su lam cho giéng ngudi clia chudi ning.

SEQ ID NO:71 thé hién trinh tu axit amin lién (ng trong s6 cac ving bién doi chudi
nang cua khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi duge chon (VHvI, VHvlb,
VHv1bA1ll, VHv1bA11B6G2, VHvlbA11B6H3, VHvle, VHvld, VHvle, VHvVIf,
VHv2, VHv3, VHv3b, VHv3c, VHv4, VHv4b, VHv4c, va VHvS) (duoc gén nhan la
“Chinh’ trén cac Hinh 4A va 4B cia PCT/IB2017/052544).

SEQ ID NO:72 thé hién trinh tu axit amin cua chudi ning cta khang thé 3D6 kham.

SEQ ID NO:73 thé hién trinh tyr axit amin cta chudi nhe ctia khang thé 3D6 kham.

SEQ ID NO:74 thé hién trinh tu axit amin ciia m6 hinh cau tric bién doi chudi nang

Acc.# 5SMYX-VH mSt.

SEQ ID NO:75 thé hién trinh tu axit amin cta trinh tu nhan bién ddi chudi nang
Acc.# 2RCS-VH huFrwk.

SEQ ID NO:76 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién doi chudi nang ctia khang

thé 3D6 duoc lam twong thich voi ngudi hu3D6VHvb1.

SEQ ID NO:77 thé hién trinh t axit amin ciia viing bién d6i chudi nang cta khang

thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VHvb2,

SEQ ID NO:78 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi ning cua khang

thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VHvb3.

SEQ ID NO:79 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién d6i chudi ngng ctia khang
thé 3D6 duoc lam trong thich v6i ngudi hu3D6VHvb4.

SEQ ID NO:80 thé hién trinh tw axit amin ctia ving bién ddi chubi nang cua khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHYDS.

SEQ ID NO:81 thé hién trinh tu axit amin cua chudi nhe m6 hinh cau tric bién doi

Acc.# SMYX-VL mSt.

SEQ ID NO:82 thé hién trinh tw axit amin ctia trinh tw nhan bién d6i chudi nhe Acc.#
ARX71335-VL_huFrwk.

SEQ ID NO:83 thé hién trinh tir axit amin ctia ving bién doi chudi nhe ctia khéng
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VLVbI.
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SEQ ID NO:84 thé hién trinh tu axit amin cua ving bién doi chudi nhe cia khang

thé 3D6 duoc 1am tuong thich v6i nguoi hu3D6VLVb2.

SEQ ID NO:85 thé hién trinh tu axit amin cta vung bién ddi chudi nhe cta khang
thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi hu3D6VLVb3.

SEQ ID NO:86 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H1 T hop Kabat-Chothia khac
cia khang thé 3D6 dugc lam tuong thich vdi nguoi (nhu trong hu3dD6VHvb4 va
hu3D6VHvbS).

SEQ ID NO:87 thé hién trinh tv axit amin cia CDR-H2 Kabat khéc cta khang thé
3D6 duge lam twong thich voi nguoi (nhu trong hu3D6VHvVb3 va hu3D6VHvb4).

SEQ ID NO:88 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-H2 Kabat khéc cua khang thé
3D6 duogc lam twong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHVDS).

SEQ ID NO:89 thé hién trinh ty axit amin ctia CDR-L1 Kabat khac cua khang thé
3D6 dugc lam twong thich vi nguoi (nhu trong hu3D6VLvD3).

SEQ ID NO:90 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi nang ctia khang

thé 3D6 duoc 1am tuong thich v&i ngudi hu3D6VHVbD6.

SEQ ID NO:91 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi ning ctia khang

thé 3D6 duoc lam tuong thich v&i nguoi hu3D6VHvbH7.

SEQ ID NO:92 thé hién trinh tw axit amin cua CDR-H2 Kabat khac cta khéng thé
3D6 duge lam tuong thich véi nguodi (nhu trong hu3D6VHvb6 va hu3D6VHYD7).

SEQ ID NO:93 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién d6i chudi nhe cia bién thé

hu3D6VLv2 L54D.

SEQ ID NO:94 thé hién trinh tw axit amin ctia vung bién ddi chudi nhe cia bién thé

hu3D6VLv2 L54G.

SEQ ID NO:95 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cia bién thé

hu3D6VLv2 L45N.

SEQ ID NO:96 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé

hu3D6VLv2 L54E.

SEQ ID NO:97 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé

hu3D6VLv2 L50E.
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SEQ ID NO:98 thé hién trinh ty axit amin ctia viing bién ddi chudi nhe cua bién thé

hu3D6VLv2 L54Q.

SEQ ID NO:99 thé hién trinh tu axit amin cua ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé

hu3D6VLv2 L50D.

SEQ ID NO:100 thé hién trinh tw axit amin ciia ving bién doi chudi nhe ctia bién

thé hu3D6VLv2 L54K.

SEQ ID NO:101 thé hién trinh ty axit amin ctia vang bién déi chudi nhe ctia bién
thé hu3D6VLV2 L54R.

SEQ ID NO:102 thé hién trinh ty axit amin ctia vang bién déi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L54T.

SEQ ID NO:103 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L50G.

SEQ ID NO:104 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién d6i chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLv2 148G.

SEQ ID NO:105 thé hién trinh tir axit amin ctia vung bién déi chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLv2 148D.

SEQ ID NO:106 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L47G.

SEQ ID NO:107 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién déi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 Y49E.

SEQ ID NO:108 thé hién trinh tw axit amin ctia ving bién dbi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 .54V,

SEQ ID NO:109 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 1.54S.

SEQ ID NO:110 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién dbi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 S52G.

SEQ ID NO:111 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe clia bién

thé hu3D6VLv2 L47N,
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SEQ ID NO:112 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién do6i chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLv2 L47D.

SEQ ID NO:113 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 LA7E.

SEQ ID NO:114 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VILv2 L47P.

SEQ ID NO:115 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién dbi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VILv2 L47T.

SEQ ID NO:116 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 1.47S.

SEQ ID NO:117 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L47A.

SEQ ID NO:118 thé hién trinh tu axit amin ctia vung bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L50V.

SEQ ID NO:119 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50G L54R.

SEQ ID NO:120 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién ddi chudi nhe ctia bién

thé hu3D6VLv2 L37Q _L50G L54G.

SEQ ID NO:121 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLV2 L37Q S52G L54G.

SEQ ID NO:122 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R.

SEQ ID NO:123 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi nhe ctia bién

thé hu3D6VLV2 L37Q S52G L54T.

SEQ ID NO:124 thé hién trinh tu axit amin ctia vung bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L37Q S52G L54D.

SEQ ID NO:125 thé hién trinh ty axit amin ctia vang bién ddi chudi nhe clia bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L54R.
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SEQ ID NO:126 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién d6i chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLV2 L37Q L54G.

SEQ 1D NO:127 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién dbi chudi nhe cia bién

thé hu3D6VLV2 L37Q L54D.

SEQ ID NO:128 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50G.

SEQ ID NO:129 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50D.

SEQ ID NO:130 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLV2 L37Q L547T.

SEQ ID NO:131 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3aD6VLv2 L37Q_S52G.

SEQ ID NO:132 thé hién trinh tw axit amin cta ving bién dbi chudi nhe ctia bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G.

SEQ ID NO:133 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R.

SEQ ID NO:134 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cla bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50E L54G.

SEQ ID NO:135 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cua bién
thé hu3D6VLv2 L37Q L50E L54R.

SEQ ID NO:136 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe ctia bién

thé hu3D6VLy2 L37Q L50G L54R_G100Q.

SEQ ID NO:137 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50G L54G_G100Q.

SEQ ID NO:138 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLV2 L37Q S52G L54R_G100Q.

SEQ ID NO:139 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta bién

thé hu3D6VLV2 L37Q S52G L54D G100Q.

30



42494 31/293

SEQ ID NO:140 thé hién trinh tw axit amin ctia viing bién d6i chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G_G100Q.

SEQ ID NO:141 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R_G100Q.

SEQ ID NO:142 thé hién trinh tw axit amin ciia ving bién di chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L50V L54D_G100Q.

SEQ ID NO:143 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién dbi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q.

SEQ ID NO:144 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe ciia bién

thé hu3D6VLv2 G100Q.

SEQ ID NO:145 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cua bién

thé hu3D6VLv2 L37Q L54E.

SEQ ID NO:146 thé hién trinh tw axit amin cua ving bién doi chudi nang ctia bién

thé hu3D6VHvV1bA11 D60E, con duge goi 1a h3D6VHvbS.

SEQ ID NO:147 thé hién trinh tu axit amin cua ving bién ddi chudi nang cia bién

thé hu3D6VHvIbA11 L82cV.

SEQ ID NO:148 thé hién trinh ty axit amin ciia ving bién doi chudi nang ctia bién

thé hu3D6VHvIbAT1 D60E L80M Q81E L82cV T83R, con dugc goi la h3D6VHYbI.

SEQ ID NO:149 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duogc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ h3D6VHvDS va § h3D6VHvYDY).

SEQ ID NO:150 thé hién trinh ty axit amin ctia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khdng
thé 3D6 duoc lam tuwong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54D va & hu3D6VLv2
[.37Q _L54D).

SEQ ID NO:151 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54G va ¢ hu3D6VLv2
L37Q L54G).

SEQ ID NO:152 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54N).
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SEQ ID NO:153 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duoc 1lam tuong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54E va ¢ hu3D6VLV2
L37Q L54LE).

SEQ ID NO:154 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duoc 1am tuong thich véi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L50E).

SEQ ID NO:155 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 dugc lam tuong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54Q).

SEQ ID NO:156 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duoc lam tuwong thich v6éi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L50D va ¢ hu3D6VLv2
[.37Q L50D).

SEQ ID NO:157 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cia khang
thé 3D6 duoc 1am tuong thich véi ngudi (nhu & hu3D6VLV2 L.54K).

SEQ ID NO:158 thé hién trinh ty axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cua khéng
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54R va & hu3D6VLv2
L37Q L54R).

SEQ ID NO:159 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich voi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54T va ¢ hu3D6VLv2
L37Q_L54T).

SEQ ID NO:160 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duoc lam twong thich v4i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L50G va & hu3D6VLv2
L37Q L50G).

SEQ ID NO:161 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khdng
thé 3D6 duoc 1am tuong thich véi ngudi (nhu 6 hu3D6VLV2 L54V).

SEQ ID NO:162 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duoc lam twong thich v6i nguoi (nhu & hu3D6VLv2 L54S).

SEQ ID NO:163 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cia khang
thé 3D6 dugc lam tuong thich voi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 S52G va & hu3D6VLv2
L37Q S52QG).
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SEQ ID NO:164 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L50V).

SEQ ID NO:165 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_L50G _L54R va
hu3D6VLv2 L37Q L50G LS4R G100Q).

SEQ ID NO:166 thé hién trinh tu axit amin cuia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duogc lam tuong thich véi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G va ¢ va
& hu3D6VLv2 L37Q L50G L54G_G100Q).

“SEQ ID NO:167 thé hién trinh ty axit amin cuia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu 6 hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54G).

SEQ ID NO:168 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cta khang
thé 3D6 dugc lam tuwong thich véi ngudi (nhu 6 hu3D6VLV2 L37Q_S52G_LL54R va ¢ va
& hu3D6VLV2 L37Q S52G _L54R G100Q).

SEQ ID NO:169 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khdng
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu 6 hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54T).

SEQ ID NO:170 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen ké& cua khéng
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_S52G_1.54D va ¢
hu3D6VLv2 L37Q S52G _L54D G100Q).

SEQ ID NO:171 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khdng
thé 3D6 dugc 1am tuong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q _L50D_L54G va ¢
hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G_G100Q).

SEQ ID NO:172 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q L50D_L54R va ¢
hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R _G100Q).

SEQ ID NO:173 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang
thé 3D6 duogc 1am tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54G).

SEQ ID NO:174 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang
thé 3D6 duoc 1am twong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_LS0E_L54R).
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SEQ ID NO:175 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khéng
thé 3D6 duoc lam twong thich v6i  nguoi  (nhu 6 hu3D6VLv2
L37Q L50V_L54D G100Q).

SEQ ID NO:176 thé hién trinh tu axit amin ctia ving hdng dinh chudi ning (IgG1:
alotyp G1m17,1)

SEQ ID NO:177 thé hién trinh tu axit amin ctia ving hing dinh chudi nhe (kapa)

SEQ ID NO:178 thé hién trinh tu axit amin cua chudi nang truéng thanh cua bién
thé duge lam tuong thich v6i nguoi 3D6 (alotyp hu3D6VHvIbALL IgGl Glm17)

SEQ ID NO:179 thé hién trinh tu axit amin cua chudi nhe truéng thanh cua bién thé
duge 1am tuong thich voi nguoi 3D6 (bién thé hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54R, L2-DIM4
kapa)

SEQ ID NO:180 thé hién trinh tu axit amin cua chudi ning cia bién thé duogc 1am
tuong thich v6i nguodi 3D6 (alotyp hu3D6VHVIbAL1 IgGl G1m17) véi peptit tin hi¢u
alpha-lactalbumin bo ¢ dau cuing N

SEQ ID NO:181 thé hién trinh tu axit amin cta chudi nhe cua bién thé duoc lam
twong thich véi nguai 3D6 (bién thé hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54R, L2-DIM4 kapa) véi
peptit tin hi¢u alpha-lactalbumin bo & dau cing N.

SEQ ID NO:182 thé hién trinh ty nucleotit ma hoa chudi ning clia bién thé dugc
lam tuong thich véi nguoi 3D6 (alotyp hu3D6VHvIbA11 IgG1 G1m17) véi peptit tin hiéu
alpha-lactalbumin bo ¢ dau cing N

SEQ ID NO:183 thé hién trinh ty nucleotit ma hoa a chudi nhe cta bién thé dugc
lam twong thich v6i nguoi 3D6 (bién thé hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R, L2-DIM4 kapa)
v6i peptit tin higu alpha-lactalbumin bo & dau cing N

SEQ ID NO:184 thé hién trinh tyr axit amin ctia mot ving ctia doan 1ap lién két vi
éng tau 1 (cac gbc axit amin 255-271 néu trong SEQ ID NO:1)

SEQ ID NO:185 thé hién trinh tir axit amin ctia mot ving ctia doan 1ap lién két vi
6ng tau 2 (cac gdc axit amin 286-302 néu trong SEQ ID NO:1)

SEQ ID NO:186 thé hién trinh ty axit amin ciia mét ving cta doan 1ap lién két vi

6ng tau 3 (cac gbe axit amin 317-333 néu trong SEQ ID NO:1)
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SEQ ID NO:187 thé hién trinh tu axit amin cia mdt ving cua doan lap lién két vi

bng tau 4 (cic gbe axit amin 349-365 néu trong SEQ ID NO:1)

SEQ ID NO:188 thé hién trinh tu axit amin ctia motif 13i cta tau trong MBTR 1
duoc lién két boi 3D6

SEQ ID NO:189 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tu tau dau cung N dén motif
16i cia tau trong MBTR 1 dugc lién két boi 3D6

SEQ ID NO:190 thé hién trinh tu axit amin cta trinh tu tau dau cung C dén motif
181 cua tau trong MBTR 1duoc lién két boi 3D6

SEQ ID NO:191 thé hién trinh tu axit amin cta epitop ciua 3D6

SEQ ID NO:192 thé hién trinh tu axit amin ctia motif 13i cua tau trong MBTR 2
duge lién két béi 3D6

SEQ ID NO:193 thé hién trinh tu axit amin ctia motif 16i cta tau trong MBTR 3

duoc lién két boi 3D6

SEQ 1D NO:194 thé hién trinh tu axit amin ctia motif 16i cua tau trong MBTR 4

duoc lién két bai 3D6
Dinh nghia

Céc khang thé don dong hodc céc thuc thé sinh hoc khéc thuong duge cung cap &
dang da phan lap. Diéu nay c6 nghia l1a khang thé hodc thuc thé sinh hoc khac thuong tinh
khiét it nhét 1a 50% khéi lwong/khdi lugng dbi voi cac protein nhidu va céc tap chét khac
sinh ra tir qua trinh san xuét hodc tinh ché n6 nhung khong loai trir kha nang 1a khéng thé
don dong nay dugc két hop véi lugng du (céc) chat mang dugc dung hoic td duge long
khéac dugc du dinh tao thuén loi cho viéc st dung n6. Doi khi, cac khang thé don dong tinh
khiét it nhit 14 60%, 70%. 80%, 90%, 95% hodc 99% khdi lugng/khdi lwgng dbi vai protein
nhiu va cac tap chit tir qua trinh san xuét hodc tinh ché. Thong thuong, khang thé don
dong da phan lap hodc thuc thé sinh hoc khac 1a dang dai phan tit chiém vu thé con lai sau

khi tinh ché no.

Lién két dic hiéu cua khang thé véi khang nguyén dich cua né ¢6 nghia 1a ai luc
va/hodc luc hip dan it nhat 1a 10°, 107, 108, 10°, 10", 10", hodc 10" M. Lién két dac hiéu
1a lién két manh hon co thé phat hién dugc va phan bi€t dugc v6i lién két khong dic hiu

xdy ra voi it nhat 1a mot dich khong lién quan. Lién két dac hiéu ¢6 thé 1a két qua cua su
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tao thanh cac lién két gitta cac nhom chire cu thé hodc su dn khép dac thu trong khdng gian
(vi du nhu, kiéu 6 khoa va chia khéa) trong khi do lién két khong dic hiéu thuong la két
qua ctia luc van der Waals. Tuy nhién lién két dac hiu khong nhét thiét ¢6 ngha 1a khéng

thé lién két véi mot va chi mot dich.

Pon vi cdu tric khang thé co ban 1a tetrame cua cac tiéu don vi. Mdi tetrame bao
odm hai cp gidng nhau ctia chudi polypeptit, mdi cip ¢6 mot chudi "nhe" (khoang 25 kD)
va mot chudi "nang" (khoang 50-70 kD). Phin diu cung amino ctia mdi chudi bao gdm
vung bién doi c6 khoang tir 100 dén 110 hodc nhiéu axit amin hon chiu trach nhiém chinh
cho su nhén dién khang nguyén. Vung bién dbi nay ban diu dugc biéu hién lién két voi
peptit tin hi€u cit duge. Vung bién d6i khong co peptit tin hiéu doi khi duge goi 12 ving
bién ddi truong thanh. Vi vy, vi du, ving bién doi trudng thanh chudi nhe c6 nghia la
ving bién d6i chudi nhe khong cé peptit tin hiéu chudi nhe. Phan ddu cung carboxy cia

mdi chudi xac dinh ving hing dinh cht yéu chiu trach nhiém cho chirc nang tac dong.

Chubi nhe duoc phan loai thanh kapa hodc lamda. Chudi ning duoc phan loai 1a
gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va lan luot xac dinh isotyp cta khang thé 1a IgG,
IgM, IgA, IgD va IgE. Trong cac chudi nhe va chudi nang, cic vung bién dbi va ving hing
dinh dugc ndi bang ving "J" chira khoang 12 axit amin hodc nhiéu axit amin hon, véi chudi
nang con bao gbém ving "D" chira khoang 10 axit amin hodc nhiéu axit amin hon. Xem
téng quan, Fundamental Immunology, Paul, W., ed., tai ban lan tha 2. Raven Press, N.Y.,

1989, Ch. 7 (duoc dua toan bo ndi dung vao day bﬁmg cach vién dan cho moi muc dich).

Vung bién d6i chudi nhe hogc chudi nang globulin mién dich (con dugc goi & déy
1an luot 1a “mién bién dbi chudi nhe” (“mién VL) hoac “mién bién d6i chudi nang” “mién
VH”)) chira ving “khung” bi gidn doan boi ba “vung xéac dinh tinh bd sung” hay “CDR”.
Céac vung khung phuc vu viéc sap xép thang hang cdc CDR dé lién két dic hiéu véi epitop
cua khang nguyén. Cac CDR bao gbm céc gbc axit amin cua khéng thé ma chiu trach nhiém
chinh dbi voi su lién két khang nguyén. T dAu cung amino dén dau cung carboxyl, ca hai
mién VL va VH c¢6 chira cac ving khung (FR) va CDR sau day: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, va FR4. Cac CDR 1, 2, va 3 cia mién VL trong ban mo ta nay lan luot con
dugc dé cap dén dusi dang CDR-L1, CDR-12, va CDR-L3; cac CDR 1, 2, va 3 clia mién
VH trong ban md ta nay lan luot con duge dé cap dén dudi dang CDR-HI, CDR-H2, va
CDR-H3. Khi don nay boc 19 trinh ty VL v6i R lam gbe dau cing C, R ¢6 thé theo cach
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khac duoc coi la gbe dau cung N cia vung hang dinh chudi nhe. Do d6, don nay ciing can

duoc hiéu 1a boc 10 trinh tv VL ma khong c¢6 R dau cung C.

Su gén clia cac axit amin vao mdi mién VL va VH la theo dinh nghia theo quy uGe
bat ky cua CDR. Céc dinh nghia theo quy udc bao o0m, dinh nghia Kabat (Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, 1987 va 1991), dinh nghia Chothia (Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987,
Chothia va dong tac gia, Nature 342:878-883, 1989); t6 hop cia CDR Chothia Kabat trong
d6 CDR-H1 1a td hop cuia cac CDR Chothia va Kabat; dinh nghia AbM dugc str dung boi
phan mém lap mo hinh khang thé cia Oxford Molecular; va, dinh nghia contact ciia Martin
va dong tac gia (bioinfo.org.uk/abs) (xem Bang 1). Kabat dé xuét quy udc danh sb duoc
sir dung rong rai (cach danh s& Kabat) trong d6 cac goc twong Gmg gitta céc chudi ning
khac nhau hodc giita cac chudi nhe khac nhau dugc gan ciing s6. Khi khang thé duge noi
1a ¢6 chtra cac CDR theo dinh nghia nhét dinh cua cac CDR (vi du nhu, Kabat) thi dinh
nghia nay xac dinh s6 luong nho nhét clia cac gbc CDR c6 mit trong khang thé (tuc 13, cac
CDR Kabat). N6 khong loai trir vi€c cac gbc khéc nim trong dinh nghia CDR thong thudng
khac nhung ndm ngoai dinh nghia x4c dinh cling ¢6 mat. Vi du nhu, khang thé c6 chira cac
CDR duoc dinh nghia boi Kabat bao gdm trong s6 céc kha ning xay ra khac, khang thé
trong d6 cac CDR chita céc gbc CDR Kabat va khong ¢6 cac gbe CDR khac, va khang thé
trong d6 CDR H1 1a CDR HI t6 hgp Chothia-Kabat va cac CDR khac chira cac goc CDR
Kabat va khong ¢6 cac gde CDR khac dua trén céc dinh nghia khéc.
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Céc dinh nghia theo quy udc ctia CDR st dung cach danh s6 Kabat

T6 hop ctia Chothia
Vong | Kabat Chothia AbM Contact
& Kabat
L1 [.24--1.34 |L24--L34 [.24--1.34 [.24--1.34 |L30--L36
L2 |L50--L56  |L50--L.56 L50--L56 L50--L56 |L46--L55
L3 [.89--1.97 L.89--1.97 L.89--L.97 [.89--1L.97 |L89--1.96
H26-- H26-- H30--
H1 |H31--H35B H26--H35B*
H32..H34* H35B H35B
H2 |H50--H65 |HS52--HS56 H50--H65 H50--HS8 | H47--HS58
HO95-- HO93--
H3 |H95--H102 |H95--H102 |H95--H102
H102 H101

*CDR-HI1 theo Chothia c6 thé két thuc & H32, H33, hodc H34 (thy
theo do dai ctia vong). D6 1a vi so d6 danh s6 Kabat dat su cai xen ctia gdc
thém vao & 35A va 35B, trong khi d6 cach danh s6 Chothia dit chiing ¢ 31A
va 31B. Néu ca H35A va H35B (danh s6 Kabat) khong ¢6 mit, vong Chothia
CDR-H1 két thic & H32. Néu chi H35A c6 mit, n6 két thic & H33. Néu ca
H35A va H35B c6 mat, n6 két thic & H34.

Thuat nglt “khéng thé” bao gom cac khang thé khong hoat dong va céac doan lién
két ctia ching. Thong thuong, cac doan canh tranh véi khang thé khong hoat dong ma tur
do thu duogc chung dé lién két dac hiéu véi dich bao gém cac chudi ning riéng biét, cac
chudi nhe riéng biét Fab, Fab', F(ab')2, F(ab)c, Dab, nanobody, va Fv. Cac doan co6 thé
duoc san xudt bang k¥ thuat ADN téi t6 hop, hodc bang cach tach enzym hodc hoa hoc cta
globulin mién dich nguyén ven. Thudt ngir “khang thé” con bao gém khéang thé dic hiéu
kép va/hodc khang thé duoc lam twong thich voi nguoi. Khang thé dac hiéu kép hodc hai

chirc ning 1a khang thé lai nhan tao c6 hai cip chudi nang/chudi nhe khac nhau va hai vi

38



42494 39/293

tri lién két khac nhau (xem, vi du nhu, Songsivilai va Lachmann, Clin. Exp. Immunol.,
79:315-321 (1990); Kostelny va ddng tac gia, J. Immunol., 148:1547-53 (1992)). Trong
mot s6 khang thé dic hiéu kép, hai cip chudi ning/chudi nhe khic nhau bao gbm cap chudi
ning/chudi nhe 3D6 dugc 1am tuong thich véi nguoi va cap chudi nang/chudi nhe dic hiéu

dbi v6i epitop khac trén tau ma khac véi epitop dugc lién két bai 3D6.

Trong mat s6 khang thé dac hiéu kép, mot cap chudi nafmg/chuéi nhe la khang thé
3D6 duoc lam tuong thich voi nguoi nhu duge boc 16 thém dudi day va cap chudi
ning/chudi nhe khéc la tir khang thé ma lien két v6i thu thé dugce biéu hién trén hang ro
mau nao, ché“ing han nhu thu thé insulin, thu thé yéu t6 sinh trudng giéng insulin (insulin-
like growth factor - IGF), thu thé leptin, hodc thu thé lipoprotein, hoac thu thé transferin
(Friden va ddng tac gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4771-4775, 1991; Friden va dong
tc gia, Science 259:373-377, 1993). Khang thé dic hiéu kép nay co thé duge chuyén qua
hang rao mau nao bang cach chuyén bio qua trung gian thu thé. Sy hip thu clia ndo cia
khang thé dac hiéu kép c6 thé duoc ting cudng thém bang cach thiét ké khang thé dic hidu
kép dé lam giam di luc cua no dbi v6i thu thé hang rao méau ndo. Ai luc giam di ddi véi thu
thé din dén su phan b rong hon trong ndo (xem, vi du nhu, Atwal va dong tac gia, Sci.

Trans. Med. 3, 84ra43, 2011; Yu va déng tac gia, Sci. Trans. Med. 3, 84ra44, 2011).

Khang thé dac hiéu kép vi dy cfing c6 thé 1a: (1) khang thé mién bién doi kép (DVD-
Ig), trong d6 mdi chudi nhe va chudi nang chura hai mién bién d6i ndi tiép nhau thong qua
lién két peptit ngan (Wu va dong tac gia, Generation and Characterization of a Dual
Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™) Molecule, In: Antibody Engineering,
Springer Berlin Heidelberg (2010)); (2) Tandab, ma 1a thé dung hop ctia hai diabody don
chudi din dén khang thé dac hiéu kép hoa tri bon ma c6 hai vi tri lién két d6i voi mdi khang
nguyén dich; (3) thé linh hoat, ma 12 dang két hop cta céc scFv vé6i diabody dan dén phan
tir da hoa tri; (4) phan tir duoc goi 1 phan tir “neo va khoa”, dua trén “mién dime hoéa va
neo” & Protein Kinaza A, ma khi dugc ap dung cho céac Fab, ¢o thé tao ra protein lién két
dac hiéu kép hoda tri ba chtra hai doan Fab giéng nhau lién két véi mot doan Fab khéc; hodc
(5) phan tir dugc goi la Bo cap (Scorpion), ¢6 chua, vi du nhu, hai scFv dung hop véi ca
hai dau tin cung ctia ving Fc ngudi. Vi du vé cac nén tang hitu ich dé tao ra khang thé dac
hiéu kép bao gom BiTE (Micromet), DART (MacroGenics), Fcab va Mab2 (F-star), [gG1
dugc thiét ké Fe (Xencor) hodc DuoBody (dua trén su trao d6i nhanh Fab, Genmab).
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Thuat nglr “epitop” dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma khang thé lién két voi.
Epitop ¢6 thé duoc tao thanh tir cac axit amin lién ké hodic cac axit amin khong lién ké
dugc dit canh nhau nho sy cudn gap bac ba cua mot hodc nhiéu protein. Cac epitop dugc
tao thanh tur cac axit amin lién ké (con goi la epitop tuyén tinh) thuong dugc gitt lai khi 1§
ra voi dung moi bién tinh, trong khi cac epitop dugc hinh thanh bang cach cudn gap bac ba
(con goi la epitop cAu hinh) thuong bi mat di khi xt ly bang dung moi bién tinh. Epitop
thuong bao gom it nhét 3, va thong thudng hon, it nhit 5 hodc 8-10 axit amin trong cu
hinh khong gian don nhét. Phuong phéap x4c dinh céu hinh khong gian cta epitop bao gom,
vi du nhu, phuong phép tinh thé hoc tia x va cong hudng tr hat nhan 2 chiéu. Xem, vi du,
Epitope Mapping Protocols, in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris,
Ed. (1996).

Céc khang thé nhan dién cung epitop hodc cac epitop gbi 1én nhau c6 thé duoc xac
dinh trong thir nghiém mién dich don gian thé hién kha nang ctia mot khéng thé dé canh
tranh v&i su lién két ctia khang thé khac véi khang nguyén dich. Epitop cua khéng thé ciing
¢6 thé duge xac dinh tinh thé hoc tia X ctia khéng thé lién két v6i khang nguyén cia n6 de
xéc dinh cac gdc contact. Ngoai ra, hai khang thé ¢6 cung epitop néu tht ca cac dot bién
axit amin trong khang nguyén ma lam giam hodc lam suy yéu su lién két cia mot khang
thé ciing lam gidm hodc lam suy yéu sy lién két cuia khang thé khac. Hai khang thé ¢6 céac
epitop gdi 1én nhau néu mot sb dot bién axit amin ma lam giam hodc lam suy yéu su liéh

két cia mot khang thé ciing lam giam hogc lam suy yéu su lién két cua khang thé khac.

Su canh tranh gilta cac khang thé duoc xac dinh bang thir nghiém trong d6 khang
thé dang duge thir nghiém tre ché sy lién két dac hi¢u clia khang thé tham chiéu voi khang
nguyén chung (xem, vi du nhu, Junghans va dong tac gia, Cancer Res. 50:1495, 1990).
Khang thé thir nghiém canh tranh v6i khéng thé tham chiéu néu lugng du cla khang thé
thtr nghiém (vi du nhu, it nhét 1a 2x, 5x, 10x, 20x hodc 100x) ¢ ché su lién két cua khang
thé tham chiéu it nhat 1a 50% nhu do dugc trong thur nghiém lién két canh tranh. Mot sb
khang thé thir nghiém tc ché su lién két cua khang thé tham chiéu it nht 1a 75%, 90%
hoac 99%. Khéang thé duoc nhan dién béng thir nghiém canh tranh (khang thé canh tranh)
bao gém khéng thé lién két v6i cung epitop nhu khéng thé tham chiéu va khang thé lién
két voi epitop lién ké du gan v6i epitop dugc lién két boi khang thé tham chiéu dé xay ra

su can tré khong gian.
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Thuat nglr “dugc dung™ c6 nghia la chét mang, chat pha loang, ta dugc hodc chat
b6 trg 1a twong thich véi cdc thanh phan con lai cia ché phdm nay va gan nhu khong doc
vGi nguoi nhan no.

Thuat nglr “bénh nhan” bao gbm ngudi va cac d6i twong 1a dong vat c6 va khac

nhan duoc diéu tri phong bénh hodc chita bénh.

C4 thé ¢6 nguy co mac bénh ting néu dbi tugng nay co it nhét 1a mot yéu té-nguy
co da biét (vi du nhu, tién sur di truyén, sinh hoa, gia dinh, va tiép xuc tinh huéng) dat céc
cé thé co yéu td nguy co d6 vao nguy co phat trién bénh cao hon ¢6 ¥y nghia thong ké so

véi cac ca theé khong c¢6 yéu td nguy co nay.

Thuat nglt “mau sinh hoc” dung dé chi mau chua nguyén liéu sinh hoc nam trong
hodc ¢6 thé thu duoc tir nguén sinh hoc, vi du, nguoi hoac dbi tugng la dong vat co vi. Cac
mau nay co thé 1a cac co quan, cac co quan bao, mo, cac lat cit md, dich co thé, mau ngoai
vi, huyét tuong mau, huyét thanh méu, té bao, phan tir nhu protein va peptit, va céc phan
bat ky hodc to hop bét ky thu dugc tir ching. Thuat ngi mau sinh hoc cling c6 thé bao gom
nguyén lidu bat ky thu duge bang cach xtr Iy mau nay. Nguyén liéu thu dugc c6 thé bao
gdm cac té bao hodc dong con cua ching. Phuong phap xur ly mau sinh hoc nay ¢6 thé bao
gém mot hodc nhiéu trong s6 cac budce loc, chung ct, chiét, co dic, ¢b dinh, bat hoat cac

thanh phan gy nhiéu, va tuong tu.

Thuét ngit “mAu déi chimg” dung dé chi mau sinh hoc chua biét hogc khong bi nghi
ngd 14 chira cdc ving bi tac dong bai bénh lién quan dén tau, hode it nhat khong dugc biét
hodc bi nghi ngd la chira cac vung bi bénh thudc loai da dua ra. Cac mau ddi ching c6 thé
thu duge tur cac ca thé khong bi méc bénh lién quan dén tau. Ngoai ra, cac mau ddi ching
¢6 thé thu duoc tir cae bénh nhan bi nhiém bénh lién quan dén tau. Cac mau nay co thé thu
dugc cung mot lac vot mau sinh hoc dugc cho la mang bénh lién quan dén tau hoic vao
mét thoi diém khac. MAu sinh hoc va miu dbi chimg c¢6 thé déu thu dugc tir cing mot mo.
Tét hon 13, cdc mau dbi chung chii yéu chira hodc chira hoan toan céc vung binh thuong,
khoe manh va co thé dugc st dung dé so sanh v6i mau sinh hoc duoc cho 1a chtra cdc vang
bi méc bénh lién quan dén tau. Tt hon 13, mo trong mau d6i chirng thudc cung mot loai
v6i m trong mau sinh hoc. Tt hon 13, céc té bao bi tic dong boi bénh lién quan dén tau
duoc cho la nam trong mau sinh hoc sinh ra tir cing mot loai té bao (vi du nhu, noron ho#c

té bao than kinh dém) véi loai té bao trong mau doi ching.
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Thuat ngit "bénh" dung dé chi diéu kién bt thuong bat ky lam suy yéu chtc nang
sinh ly. Thuat ngir nay duoc su dung rong rai dé bao gém roi loan, mét méi, su bat thuong,
bénh, 6m, tinh trang, hodc hoi ching bét ky trong dé chirc nang sinh 1y bi suy giam, bét ké

ban chat ciia nguyén nhan.

Thuét ngft “triéu ching” d& cap dén bang chimg chii quan cua bénh, nhu dang di
thay doi, nhur dugc cam nhan boi d6i trong. "Dau hiéu" dé cap dén bang chiing khach quan

cta bénh nhu dugc quan sat boi bac sy diéu tri.

Thuat nglr “dap ung tich cuc voi didu tri” dé cap dén dép ung t6t hon & mot bénh
nhan don 1é hodc dap ung trung binh t6t hon trong mot quéan thé bénh nhan so v6i dap tmg

trung binh trong quan thé d6i chimg khong nhan dugc diéu tri.

Dé phan loai su thé axit amin 14 bao toan hay khong bao toan, cac axit amin dugc
chia thanh cac nhom sau: Nhom I (cdc chudi bén ky nudc): met, ala, val, leu, ile; Nhém IT
(cac chudi bén trung tinh wa nudce): xys, ser, thr; Nhom I (cac chudi bén axit): asp, glu;
Nhém IV (cac chudi bén bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhom V (cac gbc anh huong dén
huéng cua chudi): gly, pro; va Nhém VI (cac chubi bén thom): trp, tyr, phe. Su thé bao
toan bao gém su thay thé gifra cac axit amin trong cing mot nhom. Su thé khong bao toan

1a sy thay thé thanh vién ctia mot trong cac nhom nay cho mot thanh vién thugc nhom khac.

Ty 1& phan trim twong dong trinh tw dugc xdc dinh v6i céc trinh ty khang thé duogc
sip xép thang hang t6i da theo quy uéc danh sé Kabat. Sau khi sdp xép thang hang, néu
ving khang thé can quan tam (vi du nhu, toan bd vfing bién d6i truéng thanh cua chudi
ning hodc chudi nhe) dugc so sanh voi cing ving dé cta khang thé tham chiéu, thi ty 1é
phan trim ddng nhat trinh tu giita ving khang thé can quan tdm va viung khang thé tham
chiéu 1a s6 luong c4c vi tri bi chiém boi cing mot axit amin & ca vang khéng thé can quan
tam va vung khang thé tham chiéu chia cho téng s6 vi tri dugc sip xép thang hang cua hai

vung nay, khong tinh cac khoang trbng, nhan véi 100 dé chuyén thanh ty 1& phan tram.

Céc hop phan hodc phuong phéap "c6 chira" hodc "bao gb6m" mot hodc nhiéu yéu tb
da dé cap ¢co thé bao g6m cac yéu t5 khac ma chua dugc dé cap cu thé. Vi du, hop phén
“c6 chua” hodc “bao g6m” khéng thé ¢6 thé chira mot minh khéng thé nay hodc két hop
v6i cac thanh phan khac. Khi ban mé ta nay dé cap dén mot dic diém bao gdm céac yéu to
cu thé, thi nén hiéu 1a ban mo ta nay dé cap dén dic diém vé co ban bao g61n hodc g@)m co

cac phan tu cu thé nay.
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Viéc chi ra khoang gia tri bao gdm tat ca cac sd nguyén nam trong hodc xac dinh
khoang nay, va tat ca cac khoang con dugc xac dinh boi cdc sO nguyén ndm trong khoang
nay.

Trur khi ngit canh chi ra rd rang, thudt ngr “khoang” bao gom céc bién doi khong
dang ké, nhur cdc gid tri nam trong bién sai s6 chuan ctia phép do (vi du nhu, SEM) cua gia

tri da cho.
Y nghia thong ké co nghia la p<0,05.

Dang s0 it ctia doi tugng “mdt” (“a”, “an,” va “the”) cling bao gdm ca s6 nhiéu trur
khi ¢6 quy dinh khac mot cach rd rang. Vi du, thuét ngit “hop chat” hoac “it nhat 1a mot

hop chat” ¢6 thé bao gdm nhiéu hop chét, bao gom cac hon hop cla ching.
Mo té chi tiét sang ché
L. Téng quan

Sang ché d& xuit khang thé lién két véi tau. Mot sd khang thé lién két déc hiéu vai
epitop hodc cac epitop trong mién lién két vi dng (MTBR) cua tau ngudi duge xac dinh
bang khoang céc gdc 244 dén 372 néu trong SEQ 1D NO: 1. Do mién MTBR chira doan lap
trinh tw, mot khang thé duy nhét c6 thé lién két tai nhiéu vi trf lap trong mién nay. Mot 5O
khang thé lién két dac hiéu véi epitop clia KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191). Mot
56 khang thé lién két trong cac gbe 199-213 va/hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan
luot twong (g vai cac goe 257-271 hoge 320-334 néu trong SEQ ID NO:1). Mot s6 khang
thé liét ké trong cac gbe 259-268 va/hodc 290-299 va/hodc 321-330 va/hodc 353-362 néu
trong SEQ ID NO:1. Trong mot s6 khéang thé, lién két v6i mién MTBR 4 tai cac gc 353-
362 yéu hon so véi lién két v6i cdc MTBR 1, 2 va 3. Mot s6 khang thé lién két v6i tau bat
ké trang thai phosphoryl hoa. Mot s6 khéang thé theo séng ché c6 tac dung trc ché hodc 1am
chdm bénh hoc lién quan dén tau va lam giam triéu chimg kém theo. Méac du khong can
thiét phai hiéu co ché dé thuc hanh sang ché, sy giam doc tinh c6 thé xay ra do khang thé
nay cam ung hi¢n tuong thuc bao tau, tc ché tau két tu trong phan tir hodc gifta cac phan
tir, hodic we ché su lién két v6i cac phan tir khéc, bang cach lam 6n dinh cdu hinh khong
gdy doc, bang cach trc ché su truyén cac dang tau gy bénh trong té bao hoac gifra cac té
bao, bang cach phong bé sy phosphoryl héa tau, bang cach ngin can su lién két cta tau voi
céc té bao, hodc bang cach cim (mg su cit phan giai protein tau, trong s6 céc co ché khéc.

Céc khang thé theo sang ché hodc cac chit cam tng cac khiang thé nay c6 thé duoc sir dung
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trong cac phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh Alzheimer va cac bénh khac gay ra

béi tau.

1I.

Céc phan tu dich

Trir khi ngit canh chi ra rd rang, viéc dé cap dén tau c6 nghia la dang tu nhién cua

ngudi cia tau bao gém tat ca cac dong dang bat ké bien doi sau dich ma (vi du nhu,

phosphoryl hoa, dudng héa, hodc axetyl hda) c6 mit hay khong. Co sau dong dang chinh

(cac bién thé cat) cua tau xuat hién trong ndo nguoi. Dong dang dai nhat trong s6 céac bién

thé nay c6 441 axit amin, trong do gbc met ban dau bi ct di. Cac gbc duge danh s theo

dong dang 441 nay. Do do, vi dy, viéc d& cap dén phosphoryl héa & vi tri 404 c6 nghia la

vi tri 404 cua dong dang 441, hodc vi tri twong ng cua dong dang khac bat ky khi duoc

bat cap toi da voi dong dang 441. Cac trinh ty axit amin ctia cdc dong dang va cac s0 Swiss-

Prot dugc chi ra dudi day.

P10636-8

10
MAEPRQEFEV
. 70
SETSDAKSTP
130
HVTQARMVSK
190
TPPSSGEPPK
250
SRLQTAPVPM
310
PGGGSVQIVY
370
THVPGGGNKK
430
DSPQLATLAD

P10636-7
10
MAEPRQEFEV
70
SETSDAKSTP
130
KIATPRGAAP
190
SRTPSLPTPP
250
PGGGKVQTIN
310
HKPGGGQVEV
370

(SEQ ID NO:1)

20
MEDHAGTYGL
80
TAEDVTAPLY
140
SKDGTGSDDK
200
SGDRSGYSSP
260
PDLKNVKSKI
320
KPVDLSKVTS
380
IETHKLTFRE
440
EVSASLAKQG

(SEQ ID NO:2)

20
MEDHAGTYGL
80
TAEAEEAGIG
140
PGOKGQANAT
200
TREPKKVAVV
260
KKLDLSNVQS
320
KSEKLDFKDR
380

30
GDRKDQGGYT
90
DEGAPGKQAA
150
KAKGADGKTK
210
GSPGTPGSRS
270
GSTENLKHQP
330
KCGSLGNIHH
390
NAKAKTDHGA

L

30
GDRKDQGGYT
950
DTPSLEDEAA
150
RIPAKTPPAP
210
RTPPKSPSSA
270
KCGSKDNTKH
330
VQSKIGSLDN
390

40
MHQDQEGDTD
100
AQPHTEIPEG
160
IATPRGAAPP
220
RTPSLPTPPT
280
GGGKVQIINK
340
KPGGGQVEVK
400
EIVYKSPVVS

40
MHQDQEGDTD
100
GHVTQARMVS
160
KTPPSSGEPP
220
KSRLQTAPVP
280
VPGGGSVQIV
340
ITHVPGGGNK
400

44

50
AGLKESPLQT
110
TTAEEAGIGD
170
GOKGQANATR
230
REPKKVAVVR
290
KLDLSNVQSK
350
SEKLDFKDRV
410
GDTSPRHLSN

50
AGLKESPLQT
110
KSKDGTGSDD
170
KSGDRSGYSS
230
MPDLKNVKSK
290
YKPVDLSKVT
350
KIETHKLTFR
410

60
PTEDGSEEPG
120
TPSLEDEAAG
180
IPAKTPPAPK
240
TPPKSPSSAK
300
CGSKDNIKHV
360
QSKIGSLDNI
420
VSSTGSIDMV

60
PTEDGSEEPG
120
KKAKGADGKT
180
PGSPGTPGSR
240
IGSTENLKHQ
300
SKCGSLGNTH
360
ENAKAKTDHG
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AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA

P10636-6

10
MAEPRQEFEV
70
AGHVTQARMV
130
PKTPPSSGEP
190
AKSRLQTAPV
250
HVPGGGSVQI
310
NITHVPGGGN
370
MVDSPQLATL

P10636-5 (SEQ ID NO:4)

10
MAEPRQEFEV
70
SETSDAKSTP
130
HVTQARMVSK
190
TPPSSGEPPK
250
SRLQTAPVPM
310
PGGGOVEVKS
370
IVYKSPVVSG

P10636-4

10
MAEPRQEFEV
70
SETSDAKSTP
130
KIATPRGAAP
190
SRTPSLPTPP
250
PGGGRVQIVY
310
THVPGGGNKK
370
DSPQLATLAD

P10636-2

10

(4RON tau nguoi)

20
MEDHAGTYGL
80
SKSKDGTGSD
140
PKSGDRSGYS
200
PMPDLKNVKS
260
VYKPVDLSKV
320
KKIETHKLTF
380
ADEVSASLAK

20
MEDHAGTYGL
80
TAEDVTAPLV
140
SKDGTGSDDK
200
SGDRSGYSSP
260
PDLKNVKSKT
320
EKLDFKDRVQ
380
DTSPRHLSNV

(SEQ ID NO:5)

20
MEDHAGTYGL
80
TAEAEEAGIG
140
PGQKGQANAT
200
TREPKKVAVV
260
KPVDLSKVTS
320
IETHKLTFRE
380
EVSASLAKQG

(SEQ ID NO:6)

20

30
GDRKDQGGYT
90
DKKAKGADGK
150
SPGSPGTPGS
210
KIGSTENLKH
270
TSKCGSLGNT
330
RENAKAKTDH

QGL

30
GDRKDQGGYT
90
DEGAPGKQAA
150
KAKGADGKTK
210
GSPGTPGSRS
270
GSTENLKHQP
330
SKIGSLDNIT
390
SSTGSIDMVD

30
GDRKDQGGYT
90
DTPSLEDEAA
150
RIPAKTPPAP
210
RTPPKSPSSA
270
KCGSLGNTHH
330
NAKAKTDHGA

L

30

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT

(SEQ ID NO:3)

40
MHQDQEGDTD
100
TKIATPRGAA
160
RSRTPSLPTP
220
QPGGGKVQIT
280
HHKPGGGQVE
340
GAEIVYKSPV

49
MHQDQEGDTD
100
AQPHTETIPEG
160
IATPRGAAPP
220
RTPSLPTPPT
280
GGGKVQIVYK
340
HVPGGGNKKT
400
SPQLATLADE

40
MHQDQEGDTD
100
GHVTQARMY'S
160
KTPPSSGEPP
220
KSRLQTAPVP
280
KPGGGQVEVK
340
EIVYKSPVVS

40
MHODQEGDTD

45

DEVSASLAKQ

50
AGLKAEEAGT
110
PPGOKGQANA
170
PTREPKKVAV
230
NKKLDLSNVQ
290
VKSEKLDFKD
350
VSGDTSPRHL

50
AGLKESPLQT
110
TTAEEAGIGD
170
GOKGQANATR
230
REPKKVAVVR
290
PVDLSKVTSK
350
ETHKLTFREN
410
VSASLAKQGL,

50
AGLKESPLQT
110
KSKDGTGSDD
170
KSGDRSGYSS
230
MPDLKNVKSK
290
SEKLDFKDRV
350
GDTSPRHLSN

50
AGLKAEEAGI

GL

60
GDTPSLEDEA
120
TRIPAKTPPA
180
VRTPPKSPSS
240
SKCGSKDNIK
300
RVQSKIGSLD
360
SNVSSTGSID

60
PTEDGSEEPG
120
TPSLEDEAAG
180
IPAKTPPAPK
240
TPPKSPSSAK
300
CGSLGNIHHK
360
AKAKTDHGAE

60
PTEDGSEEPG
120
KKAKGADGKT
180
PGSPGTPGSR
240
IGSTENLKHQ
300
QSKIGSLDNT
360
VSSTGSIDMV

60
GDTPSLEDEA
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70 80 90 100 110 120
AGHVTQARMV SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA PPGQKGQANA TRIPAKTPPA

130 140 150 160 170 180
PKTPPSSGEP PKSGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP PTREPKKVAV VRTPPKSPSS

190 200 210 220 230 240
AKSRLQTAPV PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQIV YKPVDLSKVT SKCGSLGNIH

250 260 270 280 290 300
HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR ENAKAKTDHG

310 320 330 340 350
AETIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ GL

Viéc dé cip dén tau bao g0m céc bién thé ty nhién da biét khoang 30 trong sd nay
duoc liét ké trong co s¢ dir liéu Swiss-Prot va cac hodn vi ctia chung, cling nhu cac dot
bién lién quan dén céac bénh tau, nhu ching sa sut tri g, bénh Pick, bénh liét trén nhan,
v.v. (xem, vi du nhir, co s& dit liéu Swiss-Prot va Poorkaj, va d@)ng tac gia Ann Neurol.
43:815-825 (1998)). Mot sé vi du vé céc dot bién tau duge danh s béi dong dang 441 1a
d6t bién lysin thanh threonin & gdc axit amin 257 (K257T), dot bién isoleuxin thanh valin
& vi tri axit amin 260 (1260V); dot bién glyxin thanh valin ¢ vi tri axit amin 272 (G272V);
dot bién asparagin thanh lysin & vi trf axit amin 279 (N279K); dot bién asparagin thanh
histidin & vi tri axit amin 296 (N296H); dot bién prolin thanh serin ¢ vi tri axit amin 301
(P3018); dot bién prolin thanh leuxin & axit amin 301 (P301L); dot bién glyxin thanh valin
& vi tri axit amin 303 (G303V); dot bién serin thanh asparagin & vi tri 305 (S305N); dot
bién glyxin thanh serin & vi tri axit amin 335 (G335S); dot bién valin thanh methionin & vi
tri 337 (V337M); dot bién axit glutamic thanh valin & vi tri 342 (E342V); dot bién lysin
thanh isoleuxin ¢ vi tri axit amin 369 (K3691); dot bién glyxin thanh arginin ¢ vi tri axit

amin 389 (G389R); va dot bién arginin thanh tryptophan ¢ vi tri axit amin 406 (R406W).

Tau c6 thé duge phosphoryl hda & mot hoac nhiéu gbc axit amin bao gom tyrosin &
cac vi tri axit amin 18, 29, 97, 310, va 394 serin ¢ cdc vi tri axit amin 184, 185, 198, 199,
202,208, 214, 235,237, 238, 262, 293, 324, 356, 396, 400, 404, 409, 412, 413, va 422; va
threonin & céc cac vi tri axit amin 175, 181, 205, 212, 217, 231, va 403. Trur khi ngir canh
chi ra mot cach rd rang, viéc dé cap dén tau, hodc cac doan cta ching bao g61n céc trinh
ty axit amin nguoi ty nhién bao gdm céc dong dang, dot bién va cac bién thé alen ctia

chung.

46



42494 471293

III.  Khang thé
A. Tinh dic hi€u lién két va cac dic diém chuc nang

Sang ché dé xuét khang thé lién két voi tau. Mot s khéng thé lién két dac hiéu voi
epitop trong KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191). Mot s6 khéng thé lién két v6i peptit
bao gdm, vé co ban gdm c¢6 hodc gdbm cb cic gbc axit amin 259-268 clia protein tau c6 441
axit amin (SEQ ID NO:1). Mot s khang thé lién két v6i peptit bao gdm, vé co ban gdm ¢6
hozc gdm co céc gbe axit amin 290-299 cua protein tau ¢6 441 axit amin (SEQ ID NO:1).
Mot s6 khang thé lién két voi peptit bao gom, vé co ban gdm co hoic gbm c6 cac gbe axit
amin 321-330 ctia protein tau ¢6 441 axit amin (SEQ ID NO:1). Mot s6 khang thé lién két
v&i peptit bao gbm, vé co ban bao gom hodc gbm c6 cac gbc axit amin 353-362 ctia protein
tau ¢6 441 axit amin (SEQ ID NO:1). Mot s6 khang thé lién két v6i hai, ba hogc tit ca bd
peptit nay. Mot s6 khang thé lién két dac hiéu véi epitop trong cac gbc 199-213 ctia protein
tau nguoi c6 383 axit amin 4RON (SEQ ID NO:3) (twong Umg voi cac gbc 257-271 néu
trong SEQ ID NO:1). Mot s6 khang thé lién két dic hi¢u véi epitop trong céc gbe 262-276
cua protein tau nguoi ¢6 383 axit amin 4RON (SEQ ID NO:3) (twong ung voi cac gbe 320-
334 néu trong SEQ ID NO:1). Mot s6 khang thé theo séng ché lién két dac hiéu véi peptit
gdm ¢6 cdc gbe 257-271 clia protein tau c6 441 axit amin (SEQ ID NO:1). Mot s6 khang
thé theo sang ché lién két dic hidu véi peptit gdm ¢6 cac gde 320-334 clia protein tau c6
441 axit amin (SEQ ID NO:1). Mot sb khang thé theo sang ché lién két dic higu véi peptit
gbm cb cac gbc 259-268 cua protein tau c¢d 441 axit amin SEQ ID NO:1, cu thé 1a
KIGSTENLKH (SEQ ID NO:188). Mot sé khang thé theo sang ché lién két dac hiéu véi
peptit gdm co cic gbc 290-299 ctia protein tau c6 441 axit amin SEQ ID NO:1, cu thé 1a
KCGSKDNIKH (SEQ ID NO:192). Mot s khang thé theo sang ché lién két déc hiéu véi
peptit gdm c6 cic gbc 321-330 cua protein tau c6 441 axit amin SEQ ID NO:1, cu thé 1a
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO:193). Mot sé khang thé theo sang ché lién két dac hiéu véi
peptit gdm co céc gbc 353-362 clia protein tau ¢6 441 axit amin SEQ ID NO:1, cu thé 1a
KIGSLDNITH (SEQ ID NO:194). Mét s6 khéng thé theo séng ché lién két dac hiéu v6i
peptit chira motif lién tng KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191). Mot s6 khang thé lién
két v6i epitop bao gdm céc gbe 259, 262, 265, 267, 268, cac gbe 290, 293, 296, 298, 299,
cac gbe 321, 324, 327, 329, 330, hodc cac goe 353, 356, 359, 362 clia protein tau c6 441
axit amin SEQ ID NO:1. Mot s6 khang thé lién két v6i tau bat ké trang thai phosphoryl
héa. Mot s6 khang thé lién két véi epitop khong bao gdm gde bi phosphoryl hda. Cac khang
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thé nay c6 thé thu duoc bang cach giy mién dich bing polypeptit tau dugc tinh ché tur
ngudn tw nhién hoc duoc bidu hién tai t6 hop. Cic khing thé 6 thé dugc sang loc dé lién
két véi tau & dang khong dugce phosphoryl hoa cling nhu dang trong d6 mot hogc nhiéu gdc
dé bi phosphoryl hoa dugc phosphoryl hoa. Tét hon néu cac khang thé nay lién két véi tau
dugc phosphoryl hoa véi cac ai luc twong duong hodc it nhét trong khoang hé s 14 1,5, 2
hodc 3 14n so voi tau khong duogc phosphoryl hoa (nic la, la “dac hiéu phd rong”). 3D6 1a
vi du vé khang thé don dong dac hiéu phé rong. Sang ché con d& xuét cac khang thé lién
két voi cung mot epitop véi bat ky trong s cac khang thé trén ddy, nhu, vi du, epitop ctia
3D6. Ciing duge bao gdm la céc khang thé canh tranh dé lién két v6i tau v6i bat ky trong

sb cac khang thé trén day, nhu, vi dy, canh tranh v6i 3D6.

Khang thé duoc dé cap & trén c6 thé duoc tao ra tir ddu bang cach gay mién dich
bing peptit bao gbm, vé co ban bao gbm hoic g0m c6 cac gbe 199-213 hodc 262-276 néu
trong SEQ ID NO:3 (1an luot tuong g véi cac gbc 257-271 hodic 320-334 néu trong SEQ
ID NO:1) hodc bang cach gdy mién dich bang peptit bao gbm, vé co ban bao gbm hoic
gdm 6 céc gbe 259-268, 290-299, 321-330, hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1, hodc
bing cach gay mién dich bang polypeptit tau c6 chiéu dai ddy du hozc doan clia n6 bao
g0m cac gbe nay va sang loc vé kha nang lién két dic hiéu vé6i peptit bao gdm cac gbc nay.
Céc peptit nay tot hon néu duoc lién két vao phan tir lién hop khac loai gitip gdy ra dap
ung khang thé cho peptit nay. Lién két nay ¢ thé 1a truc tiép hodc qua peptit dém hodc axit
amin dém. Xystein dugc st dung lam axit amin dém vi nhém SH tu do cua nd tao thuén
loi cho su lién két cua phan tir mang. Cau ndi polyglyxin (vi du, 2-6 glyxin), c6 hodc khong
c6 gde xystein gifra cac glyxin va peptit ndy ciing c6 thé duoc str dung. Phin tr mang ¢6
tac dung cung cap epitop té bao T giup gay ra ddp ing khang thé khang lai peptit nay. Mot
s6 phan tir mang thuong duge st dung cu thé 12 hemoxyanin cta loai 6¢ keyhole limpet
(KLH), albumin trimg va albumin huyét thanh bo (BSA). Céac doan dém peptit ¢o thé duoc
b sung vao chat gy mién dich peptit nhu mot phan ctia quy trinh téng hop peptit pha rén.
Cac phén to mang thuong dugc b sung vao biang cach lién két chéo hoa hoc. Mot s6 vi du
vé cac chat lién két chéo hoéa hoc ma co thé duoc st dung bao gém N-maleimido-6-
aminocaproyl este chéo hodc m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysucxinimit este (MBS)
(xem vi duy, Harlow, E. va déng tac gia, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 1988; Sinigaglia va dong tac gia,
Nature, 336:778-780 (1988); Chicz va dong tac gia, J. Exp. Med., 178:27-47 (1993);
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Hammer va dong tic gia, Cell 74:197-203 (1993); Falk K. va dong tdc gia,
Immunogenetics, 39:230-242 (1994); WO 98/23635; va, Southwood va déng tac gia J.
Immunology. 160:3363-3373 (1998)). Phan tr mang va doan dém néu c6 c6 thé duoc lién
két voi mot trong hai dau ctia chét gay mién dich nay.

Peptit ¢6 doan dém va phéin tir mang tuy y co6 thé duge st dung dé gay mién dich
cac dong vat phong thi nghiém hodac té bao B nhu dugc md ta chi tiét hon duéi day. Cac
dich ndi té bao lai c6 thé duoc kiém tra vé& kha nang lién két véi mot hodc nhiéu peptit bao
gbm, vé co ban bao gdm hodc gdm c6 cic gbe 199-213 hoidc 262-276 néu trong SEQ ID
NO:3 (lan luot tuong tng véi cac gbe 257-271 hodc 320-334 néu trong SEQ ID NO:1),
hodc bao géln, vé co ban bao g61n hoac gém co cac géc 259-268, 290-299, 321-330, hoac
353-362 néu trong SEQ ID NO:1, va/hodc dang duge phosphoryl héa va khong duoc
phosphory! héa cua tau, ching han nhu, vi du, dong dang c6 chiéu dai day du cua tau véi
vi tri 404 & dang duoc phosphoryl héa. Peptit nay co thé duoc lién két véi phan tir mang
hodc nhan khéc dé tao thuan lgi cho thir nghiém sang loc. Trong trudng hop nay, phén tu
mang hoac nhan t6t hon 12 khéc v6i t hop ciia doan dém va phén tir mang duoc st dung
dé gdy mién dich dé loai bo cac khang thé dac hiéu véi doan dém hoidc phan tir mang hon
la peptit tau. Pdng dang bat ky trong 36 cac dong dang tau c6 thé duoc st dung.

Sang ché dé xudt khang thé don dong lién két véi cdc epitop trong tau. Khang thé
dugc ky hig¢u 3D6 1a mot khang thé chudt dién hinh nhu vay. Trir khi ¢6 quy dinh khac,
viéc dé cap dén 3D6 nén duge hidu 1a d& cap dén bat ky trong s6 cac dang cua chudt nhat,
kham, duoc nguy trang va dugc lam twong thich véi nguoi cua khang thé nay. Khang thé
da duoc nop luu dudi dang [SO NOP LUU]. Khang thé nay lién két ddc hiéu voi epitop
cia KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO:191). Khang thé nay lién két ddc hiéu trong céc
gdc axit amin 199-213 va/hodc 262-276 cua protein tau ngudi c6 383 axit amin 4RON (SEQ
ID NO:3) (lan lugt twong ing v6i cac gbc axit amin 257-271 va/hogdc 320-334 néu trong
SEQ ID NO:1). Khang thé nay lién két dac hi¢u trong cdc goc axit amin 259-268 hoac 290-
299 hodc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1, va dang két hop ctia 2, 3 gde bét
ky hodc tht ca bdn gbe nay. Khang thé nay con duge dic trung béi kha nang lién két voi ca
tau dugc phosphoryl héa va tau khong dugc phosphoryl hoa, ¢4 dang khong géy bénh va
dang bénh ly va céac cAu hinh cia tau, va cdc dang cudn gip sai/két tu cta tau. Khang thé
duoc ky hiéu 6A10 1a mot khang thé chut nhit dién hinh nhu vy. Trir khi c6 quy dinh

khac, viéc dé cap dén 6A10 nén duoc hidu 1a dé cap dén bat ky trong s6 cac dang cua chuot
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nhét, kham, dugce nguy trang va dugc lam tuong thich v6i nguoi ctia khang thé nay. CDR
T4 hop Kabat/Chothia cta chudi nang cta 6A10 duge ky hiéu lan luot 1a cac SEQ ID NO:
67, 68, va 69, va cac CDR Kabat cua chudi nhe cua 6A10 duge ky hiéu lan luot 1a SEQ ID
NO: 12, 13, va 14. 6A10 cia chudt c6 do twong déng trinh tuy VH 1a 82,1% va do tuong
dong trinh tw VL 1a 100% v6i chudi VH va chudi VL, tuong tng, cua 3D6 cia chudt.

Mot sb khang thé theo sang ché lién két voi cung mot epitop hodc epitop gbi 1én
nhau v6i khang thé duge ky hiéu 1a 3D6. Céc trinh tu ciia ving bién d6i truéng thanh chudi
ning va nhe cua khéng thé nay duoc ky hiéu lan luot 1a SEQ ID NO: 7 va 11. Cac khing
thé khac ¢6 tinh dic hiéu lién két nhu vay ¢ thé duoc san xuét béng cach gay mién dich
chudt voi tau hodc mdt phan ctia nd bao gdm, vé co ban bao g6m hodc gdm c6 epitop mong
muén (vi du 199-213 va/hoic 262-276 néu trong SEQ ID NO:3, lan lugt twong img véi cac
géc 257-271 va/hoic 320-334 néu trong SEQ ID NO:1; hoac vi dy, 259-268 hodc 290-299
hodc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1, dang két hop bat ky ctia 2, 3 hodc tht
ca 4 gbe nay) va sang loc cac khang thé thu dugc dé lién két véi tau tay y canh tranh v6i
khang thé c6 cic ving bién d6i ctia 3D6 chudt (IgG1 kapa). Cac doan cia tau chira epitop
mong mudn c6 thé duoe lién két voi chat mang giup gay ra dép ung khang thé v6i doan
nay va’/hodc dugc két hop voi td duge gitp gy ra dap ing nay. Cac khang thé nhu vay ¢
thé duoge sang loc vé kha nang lién két khac biét vdi tau hodc mot doan cta nd so vdi cac
dot bién cua céac géc xé4c dinh. Viéc sang loc dua trén cac dot bién nay xac dinh chinh xac
hon tinh dac hidu lién két dé cho phép nhén dién cac khang thé ¢6 kha nang lign két bi te
ché boi ky thuat gay dot bién cac gbe cu thé va cac khang thé nay co thé ¢6 chung cac dic
diém chirc nang vé6i cac khang thé dién hinh khéc. Cac dot bién nay c6 thé 1a dot bién thé
thay thé hé théng béng alanin (hoac serin néu alanin da c6 san) mot géc mot 1an, hodc céac
khoang cach nhau rong hon, trén toan bd dich nay hodc toan bd mot phan ctia n6 trong d6
duoc biét 1a co epitop nay. Néu cung mdt tap hop céac dot bién lam giam dang ké su gan
két cua hai khang thé, thi hai khang thé s& gin két cing mot epitop.

Céc khang thé ¢6 tinh dic hiéu lién két ciia khang thé chudt da chon (vi du, 3D6)
cling ¢6 thé duoc tao ra bang cach str dung bién thé cua phwong phap biéu hién thé thuc
khudn. Xem Winter, WO 92/20791. Phuong phap nay dic biét thich hop dé san xuat khang
thé nguoi. Trong phuong phép ndy, ving bién d6i chudi nang hodc nhe cuia khdng thé chuot
da chon duoc st dung lam nguyén liéu khoi dau. Néu, vi du, viung bién ddi chudi nhe duoc

chon lam nguyén liéu khoi dAu, thu vién thé thuc khuan duoc xay dung trong do6 céc thanh
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vién biéu hién cing mot ving bién ddi chudi nhe (nghia la, nguyén liéu khoi dau cua chudt)
va ving bién doi chudi nang khac nhau. Cac ving bién dbi chudi nang nay co thé thu duoc,
vi duy, tu thu vién cua cac vung bién ddi chudi ning dugc sap xép lai. Thé thuc khuédn thé
hién kha nang lién két ddc hiéu manh déi voi tau hodc mot doan ctia né (vi dy, it nhét la
108 va tdt hon it nhét 1a 10? M"") duoc chon. Sau d6 vung bién dbi chudi nang tir thé thuc
khuan nay déng vai trd la nguyén liéu khoi diu dé xay dung thu vién thé thuc khuan khéc
nira. Trong thu vién nay, moi thé thuc khuén biéu hién cling mot ving bién ddi chudi nang
(nghia la., ving duge xac dinh tir thu vién biéu hién thir nhdt) va ving bién doi chudi nhe
khac. Cac vung bién do6i chudi nhe nay cé thé thu duoc, vi du, tir thu vién cla cac ving
chudi nhe bién dbi cua nguoi duge sip xép lai. Mot lan nira, thé thuc khuan thé hién kha
nang lién két ddc hiéu manh dbi véi tau hodc mot doan cua né duge chon. Cac khang thé
tao thanh thuong c6 tinh dac hi¢u epitop gidng hodc twong tu v6i nguyén liéu khoi dau cia
chuot.

CDR T6 hgp Kabat/Chothia cua chudi ning cua 3D6 duge ky hiéu lan luot 14 céc
SEQ ID NO: 8,9, va 10, va cac CDR Kabat cua chubi nhe cta 3D6 dugc ky hiéu lan luot
la SEQ ID NO: 12, 13, va 14.

Bang 2 chi ra cac CDR 3D6 nhu duoc xdc dinh béng Kabat, Chothia, T0 hop cua
Chothia va Kabat (con dugc goi ¢ day la “T6 hop Kabat/Chothia™), AbM, va Contact.

Bang 2: Cdc CDR 3D6 nhu dugc xac dinh boi Kabat, Chothia, T hop cua Chothia
va Kabat, AbM, va Contact

T6 hop clia
Vong Kabat Chothia Chothia AbM Contact
& Kabat

O 1.24--1.34 L24--L.34 L24——L34 1L.24--L.34 L30--L36

SEQ ID NO:12 [SEQIDNO:12 |SEQ IDNO:12 |SEQ ID NO:12 |SEQ ID NO:36
L L50--L56 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55

SEQ IDNO:13 |SEQIDNO:13 |SEQ ID NO:13 |SEQ ID NO:13 | SEQ ID NO:37
3 L89--L97 L89--L97 L.89--L97 L.89--L97 L89--L96

SEQ IDNO:14 |SEQ IDNO:14 |SEQ ID NO:14 |SEQ ID NO:14 |SEQ ID NO:38
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Bang 2: Cac CDR 3D6 nhu dugc xac dinh boi Kabat, Chothia, T hop cua Chothia
va Kabat, AbM, va Contact

52/293

T6 hop cua
Vong Kabat Chothia Chothia AbM Contact
& Kabat
. H31--H35B H26--H32 H26--H35B H26--H35B H30--H35B
SEQ ID NO:32 |SEQ ID NO:33 |SEQIDNO:8 |SEQIDNO:8 |SEQ ID NO:39
i H50--H65 H52--HS6 H50--H65 H50--H58 H47--H58
SEQ IDNO:9 |SEQIDNO:34 |SEQIDNO:9 |SEQIDNO:35 |SEQ ID NO:40
03 H95--H102 H95--H102 H95--H102" H95--H102 H93--H101
SEQ IDNO:10 |SEQ IDNO:10 |SEQ ID NO:10 | SEQID NO:10 |SEQ ID NO:41

Céc khang thé khac co thé thu duogc bang ky thuat gay dot bién cADN ma héa céc
chudi nang va chudi nhe cta khéng thé dién hinh, nhu 3D6. Khang thé don dong ma twong
d@)ng it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi 3D6 trong trinh tur
axit amin cua cua cac ving bién ddi chudi nhe va/hodc chudi ning trudng thanh va duy tri
céc dac diém chirc nang cia n6, va/hodc khéac voi khang thé trong ung boi mot s6 luong
nhé su thé (vi du nhur, su thé bao toan), sy lam khuyét, hodc su cai xen cling duge bao gbm
trong sang ché. Cac khang thé don dong c6 it nhat 1a mot hodc toan b sau CDR nhu duge
xéc dinh bang dinh nghia theo quy uéc bét ky, nhung tot hon néu 1a Kabat, ma twong dong
90%, 95%, 99% hodc 100% voi cac CDR tuong tmg cua 3D6 cling dugce bao gom.

Sang ché con dé xuit khang thé c6 mot s6 hodc tat ca (vi du nhw, 3,4, 5, va 6) CDR
hoan toan hodc chii yéu 1a tir 3D6. Céc khang thé nay c6 thé bao gdm ving bién doi chudi
nang ma co it nhét 1a hai, va thuong 1a toan bd ba CDR hoan toan hodc chu yéu 1a tir ving
bién doi chudi ning ctia 3D6 va/hodc vung bién dbi chudi nhe ¢6 it nhét 12 hai, va thuong
14 toan bd ba CDR hoan toan hogc chii yéu la tir ving bién ddi chudi nhe cia 3D6. Khang
thé c6 thé bao gdm ca chudi nang va chudi nhe. CDR chti yéu la tir CDR 3D6 twong tmg
khi né chira khong nhiéu hon 4, 3, 2, hodc 1 su thé, su cai xen hodc su lam khuyét, ngoait
trir CDR-H2 (khi dugce xac dinh boi Kabat) ¢ thé c6 khong nhiéu hon 6, 5, 4, 3, 2, hoic 1

su thé, su cai xen hodc su lam khuyét. Cac khang thé nay c6 thé c6 do tuong dong it nhat
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14 70%, 80%., 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi 3D6 vé trinh tu axit amin cia
ving bién dbi chudi nang va/hodc chubi nhe truong thanh va duy tri duge cac dic diém
chtrc ndng cua ching, va/hodc khac biét voi 3D6 ¢ mot s6 luong nho céc dot bién thay thé

(vi dy nhur, su thé bao toan), sy lam khuyet, hodc su cai xen.

Mot s6 khang thé duge xac dinh bang cac thir nghiém nay c6 thé lién két v6i cac
dang monome, dang cudn gap sai, dang bi két tu, dang duogc phosphoryl héa, hodc khong
dugce phosphoryl hoa cua tau hodc dang khac. Tuong tu, mot s6 khang thé c6 phan ung

mién dich trén cac dang khong gdy bénh va dang bénh ly va cic cAu hinh cta tau.
B. Khéng thé khong phai ctia nguoi

Qua trinh san xuat khang thé khong phai ctia nguoi khac, vi du, chudt nhat, chudt
lang, linh truong, thd hodce chudt céng khéang lai tau hodc mdt doan cua né (vi du, céac géc
axit amin 199-213 hoiic 262-276 néu trong SEQ ID NO:3, lan lugt tuong ting v6i cic gbe
axit amin 257-271 hodc 320-334, néu trong SEQ ID NO:1; hoac cac géc axit amin 259-
268 hodc 290-299 hoidc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1) ¢c6 thé duoc thuc
hién béng cach, vi du, gdy mién dich cho dong vat nay véi tau hodc mét doan ctia n6. Xem
tai liéu Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988) (duoc dua
vao ddy bang cach vién din ddi véi tat ca cac muc dich). Chét gdy mién dich nhu vy c6
thé thu duoc tir ngudn tu nhién, bing cach tong hop peptit, hodc bang cach biéu hién téi to
hop. Tuy chon, chét gdy mién dich nay c6 thé duoc st dung hop nhat hodc céch khic tao
phure véi protein cht mang. Tuy chon, chat gy mién dich nay c6 thé duogc sir dung cling
v6i ta duge. Mot sb loai td duoc ¢6 thé dugc str dung nhu dugc md ta dudi day. T4 dugc
Freund hoan chinh sau d¢ 1a ta dugc khong hoan chinh dugc uu tién st dung cho viéc gay
mién dich cho dong vat thi nghiém. Tho hodc chudt lang thuong duoc st dung dé tao ra
khang thé da dong. Chudt thuong duge st dung dé tao ra khang thé don dong. Cac khéng
thé duoc sang loc vé kha nang lién két ddc hiéu voi tau hodc epitop trong pham vi tau (vi
dy, epitop bao g@)m mot hoac nhiéu géc trong sb céc géc axit amin 199-213 hodc 262-276
néu trong SEQ ID NO:3; lan luot tuong tng véi cac gbc axit amin 257-271 hodc 320-334,
néu trong SEQ ID NO:1 hodc epitop bao gém mot hodc nhiéu gbc trong sé céc g axit
amin 259-268 hodc 290-299 hodc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1). Viéc
sang loc nhu vdy ¢o thé duoc thuc hién béng cach xac dinh lién két coa khang thé véi tap

hop cac bién thé tau, chéng han nhu céc bién thé tau chira céc géc axit amin 199-213 hodc
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262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (1an luot twong Gmg voi cac géc axit amin 257-271 hodc
320-334, néu trong SEQ ID NO:1) hoac céac bién thé tau chtra cac géc axit amin 259-268
hodc 290-299 hodc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1, hoac céac dot bién bén
trong céc gbc nay va xac dinh céc bién thé tau lién két v6i khang thé. Su lién két c6 thé

dugc danh gia, vi du, bﬁmg Western blot, FACS hodc ELISA.
C. Khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi

Khéng thé duoc lam tuong thich véi nguoi 1a khang thé duoc thao tac di tfuyén
trong d6 cac CDR tur khang thé “cho” khong phai cua ngudi dugc ghép vao céc trinh tu
khang thé “nhan” cua nguoi (xem, vi du nhu, Queen, US 5,530,101 va 5,585,089; Winter,
US 5,225,539; Carter, US 6.407,213; Adair, US 5,859.205; va Foote, US 6,881,557). Céc
trinh tu khang thé nhén co thé 1, vi du, trinh ty khang thé nguoi trudng thanh, thé lién hop
cla céc trinh ty nay, trinh tu lién Gng cta céc trinh ty khang thé nguoi, hodc trinh tu ving
dong mam. Do dé, khang thé duge lam tuong thich voi nguoi 1a khang thé c6 it nhat 1a ba,
bdn, ndm hodc toan bd cac CDR hoan toan hodc chu yéu la tir khang thé cho va cac trinh
tur khung ving bién d6i va ving hang dinh, néu c6 mat, hoan toan hodc chu yéu la tir cac
trinh tu khang thé nguoi. Tuong tu, chudi niang duoc lam tuong thich v6i ngudi ¢ it nhit
1a mot, hai va thudng 1a toan bd ba CDR hoan toan hodc chu yéu 12 tir chudi niang cua
khang thé cho, va trinh tu khung ving bién d6i chudi hzfmg va vung hang dinh chudi ning,
néu c6 mat, chu yéu 1a tir cic trinh tu khung vung bién doi chudi ning cua nguoi va trinh
tu ving hang dinh ctia nguoi. Tuong ty, chudi nhe duoc lam twong thich véi ngudi co it
nhat 1a mét, hai va thudng la toan bd ba CDR hoan toan hodc chu yéu 12 tir chudi nhe khéng
thé cho, va trinh tu khung ving bién ddi chudi nhe va vung héng dinh chudi nhe, néu co
mat, chi yéu la tir céc trinh ty khung ving bién do6i chudi nhe ciia ngudi va trinh tu ving
hang dinh ctia ngudi. Ngoai cac nanobody va dAb, khang thé duoc lam tuong thich véi
ngudi chira chudi nang duge lam twong thich véi ngudi va chudi nhe dugc lam tuong thich
véinguoi. CDR trong khang thé duoc lam tuong thich v&i nguoi chu yéu la tir CDR twong
{mg trong khang thé khong phai ctia ngudi khi it nhat 1a 85%, 90%, 95% hodc 100% cac
gbc tuong ing (nhu duogc xéac dinh boi dinh nghia theo quy uéce bét ky nhung tét hon néu
duoc xac dinh bang Kabat) 1a gidng nhau gitra cic CDR tuong tmg. Céc trinh tu khung
vung bién ddi ctia chudi khang thé hodc ving hing dinh cta chudi khéng thé chi yéu 1a tix
trinh tu khung vung bién doi clia ngudi hodc ving hang dinh cua ngudi, twong tmg, khi it

nhét 1 85%. 90%, 95% hodc 100% cac ge tuong Gng duoc xéc dinh boi Kabat 1a gidng
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nhau. Dé duoc phan loai l1a dugce lam twong thich v6i nguoi theo dinh nghia vé tén géc
qudc t& (INN) ctia Td chie Y té thé gigi (WHO) 2014 vé cac khang thé duoc lam tuong
thich v6i ngudi, mot khang thé phai c6 do twong dong it nhat 1a 85% véi céc trinh tu khang
thé dong mam ctia ngudi (nghia 13, trude qua trinh siéu dot bién sinh dudng). Cac khang
thé hdn hop 1a céc khang thé ma mot chudi khang thé (vi du, chudi nang) pht hop gidi han
nhung chudi con lai (vi dy, chudi nhe) khong dap Gng ngudng. Khéng thé duoc phén loai
14 kham néu ca hai chudi déu khong dép tmg nguong, méc du cac ving khung bién ddi cho
c4 hai chudi déu gén nhu la cia nguodi vol mot s6 dot bién ngugc cua chudt. Xem, Jones
va dong tac gia (2016) The INNs va outs of antibody nonproprietary names, mAbs 8:1, 1-
9, DOI: 10.1080/19420862.2015.1114320. Cung xem “WHO-INN: International
nonproprietary names (INN) for biological va biotechnological substances (a review)”
(Internet) 2014. C6 sén tu: http://www. who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf),
duoc két hop & day dé tham khao. Pé cho 5 rang, thuat ngit “duge lam tuong thich voi
ngudi" nhu duge st dung & day khong dugce dy dinh bi gidi han vao dinh nghia INN cua
WHO niam 2014 vé cac khang thé duoc lam tuong thich véi nguai. Mot s6 khang thé dugc
lam tuong thich véi nguot dugc dé xuét & day co do tuong ddng trinh ty it nhét 1a 85% véi
trinh ty dong mam ctia nguoi va mot 36 khang thé duoc lam twong thich v&i nguoi dugc
dé xuét ¢ day c6 do tuong dong trinh ty it hon 85% vdi trinh tu dong mam cta ngudi. Mot
s6 chudi nang cta khéng thé duoc lam tuong thich véi ngudi duoce dé xuit ¢ day co do
tuong dong trinh tu tir khoang 60% dén 100% voi cac trinh tu dong mam ciia ngudi, nhu,
vi du, trong khoang tir khodng 60% dén 69%, 70% dén 79%, 80% dén 84%, hodc 85% dén
89%. Mot s6 chudi nang nam dudi dinh nghia INN cua WHO 2014 va c¢6, vi du, do tuong
dong trinh tuw khoang 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79%, 80%., 81%, hoac 82%, 83%, hodc 84% véi cac trinh tr dong mam
clia ngudi, trong khi cac chudi ning khac thoa man dinh nghia INN ctia WHO 2014 va ¢6
do tuong déng trinh tu khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89% hodc 16n hon voi cac trinh tu
dong mam clia ngudi. Mot s6 chudi nhe cua khang thé duge lam twong thich véi nguoi
duge dé xuat & day c6 do tuong dong trinh tu tir khoang 60% dén 100% v6i cac trinh tu
dong mam cua nguoi, nhu, vi dy, trong khoang tir khoang 80% dén 84%, hodc 85% dén
89%. Mot s chudi nhe nam duéi dinh nghia INN cua WHO 2014 va c6, vi du, do tuong
ddng trinh tu khodng 81%, 82%, 83%, hodc 84% vdi cac trinh tu dong mam clia ngudi,

trong khi cac chudi nhe khéc thoa man dinh nghia INN cua WHO 2014 va ¢6 d¢ tuong
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ddng trinh tu khodng 85%, 86%, 87%, 88%, 89% hodc 16n hon véi cdc trinh ty dong mim
clia ngudi. Mot sd khéng thé dugc lam twong thich véi nguoi duge dé xuét & day ma la
"kham" theo dinh nghia INN cia WHO 2014 ¢6 cac chudi nang ¢6 ty 1€ dong nhat it hon
85% véi trinh tu dong mam cua ngudi duoc bét cap v6i céc chudi nhe ¢6 ty 1€ dong nhat it
hon 85% vé6i cac trinh tu dong mam ctia ngudi. Mot s6 khang thé duogc lam tuong thich
v6i nguoi duoc dé xut ¢ day la "hon hop" theo dinh nghia INN ciia WHO 2014, vi du, ¢6
chudi ning c6 do tuong dong trinh t it nhat 12 85% v&i céc trinh ty dong mam ctia nguoi
duge bat cap v6i chudi nhe co do twong dong trinh ty it hon 85% v6i cac trinh tu d(‘)rig
mam cta nguoi, hodc nguogc lai. Mot s6 khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi duge
dé xuit & day théa man dinh nghia INN cua WHO 2014 vé “duoc 1am tuong thich voi
ngudi" va ¢6 chudi ning c6 d twong ddng trinh tu it nhét 12 85% vdi trinh tu dong mam
nguoi dugce bat cap voi chudi nhe c6 do twong d@)ng trinh tu {t nhat 12 85% voi cic trinh tu
dong mam ctia nguoi. Cc khéng thé duoc lam tuong thich véi nguoi bd sung theo séng

ché thoa man dinh nghia INN cua WHO 2014 vé "hdn hop".

Mic du cac khang thé duoc lam twong thich v6i ngudi thudng dua vao tat ca sdu
CDR (duge xéac dinh bang dinh nghia thong thuong bt ky nhung t6t hon la duge dinh
nghia bang Kabat) tir khang thé chudt, ching ciing ¢6 thé duoc tao ra véi it hon toan bd
cic CDR (vi du nhir, it nhét 1a 3, 4, hodc 5 CDR) tir khang thé chudt nhat (vi du nhu,
Pascalis va dong tac gia, J. Immunol. 169:3076, 2002; Vajdos va dong tdc gia, J. of Mol.
Biol., 320: 415-428, 2002; Iwahashi va déng tac gia, Mol. Immunol. 36:1079-1091, 1999;
Tamura va d&ng tac gia, J. Immunol., 164:1432-1441, 2000).

Trong mot sd khang thé chi mot phan ciia CDR, cu thé 12 tap hop con cua cac gbc
CDR cén dé lién két, goi 1a SDR, 1a cin thiét dé giir lai sy lién két & khang thé duoc lam
tuong thich véi nguoi. Cac gbc CDR khong tiép xuc véi khang nguyén va khong & trong
cac SDR ¢6 thé duge nhan dién dua vao cdc nghién ctru trude do (vi duy, cac géc H60-H65
trong CDR H2 thuong la khong can thiét), tir cdc ving cia CDR Kabat nam ngoai vong
siéu bién Chothia (Chothia, J. Mol. Biol. 196:901, 1987), bang cach 14p md hinh phan ti
va/hodc theo kinh nghiém, hodc nhu duwge mo ta trong Gonzales va dong tac gid, Mol.
Immunol. 41: 863, 2004. Trong cac khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi nay & cac
vi trf trong d6 mot hodc nhiéu g6¢ CDR cho khong c6 mit hodc trong dé toan by CDR cho
bi b6 qua, thi axit amin chiém vi trf ndy c6 thé 1a axit amin chiém vi tri twong ng (theo

danh s6 Kabat) trong trinh tu khéang thé nhan. SO lugng cua su thé nay cla axit amin nhan
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dbi vé6i axit amin cho trong CDR dé bao gdm phan anh su cin bing cua can nhic canh
tranh. Su thé nay c6 thé c6 lgi trong viéce lam giam s6 luong axit amin chudt trong khéng
thé duoc 1am tuong thich voi nguoi va do d6 1am gidm kha nang sinh mién dich c6 thé c6
va/hodc thda man dinh nghia cua INN WHO vé "duoc lam tuong thich véi ngudi". Tuy
nhién, su thé nay ciing c6 thé gy ra su thay dbi cua ai luc, va tranh duge sy giam di dang
ké cua ai luc. Vi tri dé thé trong CDR va céc axit amin dé thé ciing ¢6 thé dugc chon theo

kinh nghiém.

Céc trinh tu khang thé nhan ctia ngudi co thé dugc chon tly V tir trong s6 nhiéu
trinh tu khang thé nguoi da biét dé tao ra do twong d6ng trinh tu cao (vi du nhu, dd tuong
dong 65-85%) gifta cac khung ving bién dbi trinh tu nhan cia nguoi va cac khung ving

bién ddi trong tmg cua chudi khang thé cho.

Mot s6 khang thé duoc lam twong thich voi nguoi va khang thé kham c6 dac tinh
chtc ning giéng nhau (trong pham vi sai s6 thir nghiém) hodc duoc cai thién, vi dy, ai luc
lién két voi tau nguoi, tc ché su ndi tai hoa cua tau vao té bao than kinh nhu dugc md ta
trong cac vi du dudi dang khang thé chudt ma tir d6 chung duoc tao ra. Vi du, mot s6 khang
thé duoc lam tuong thich v6i nguoi va khang thé kham c6 4i luc lién két trong yéu t6 3, 2
hoac 1 cua khang thé chuot nhit ma chung duge tao ra tir d6 hodc ai lyc khong thé phan
biét duoc trong pham vi sai s6 thir nghiém. Mot s6 khang thé duoc lam tuong thich véi
nguoi va khang thé kham trc ché su noi tai hoa cua tau vao té bao than kinh nhu duoc mo
ta trong cac vi du trong yéu 16 3, 2 hodc 1 ctia khang thé chudt nhit ma tir d6 chung dugc
tao ra hodc tc ché twong tu trong pham vi sai s6 thir nghiém nhu khang thé chudt ma tir 6
chung duogc tao ra. Mot s6 khang thé duoc 1am tuong thich véi nguoi biéu hién giam tinh
sinh mién dich, ting i lyc, ting d 6n dinh nhiét va/hoac cdi thién biéu hién so véi cac
dang khang thé 3D6 duoc lam twong thich voi nguoi dd mo ta trude diy (xem WO
2017/191560) hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 da ching minh &i luc duoc cai thién, béng
chimg 12 toe do lién hop, toe do phan ly va s Kd, trén hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLV2 goc.
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 thé hién do on dinh nhiét va hiéu gia cao hon so véi
hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLV2 gbe.

Vi du vé trinh tu nhan d6i voi chudi ning la vung bién doi chudi nang truéng thanh
ngudi ciia Fab 48G7 dugc lam tuong thich véi nguoi v6i mé truy cép PDB 2RCS-
VH huFrwk (SEQ ID NO:75). Mién bién déi cia 3D6 va Fab 48G7 cling ¢6 chiéu dai
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gibng nhau d6i voi cac vong CDR-H1, H2. Vi du vé trinh ty nhan di voéi chudi nang 1a
ving bién doi chudi nang truéng thanh ngudi IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO:25).
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ ID NO:25) c¢6 chung dang chinh tdc cua chudi ning 3D6
chudt nhat CDR-H1 va H2. IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO:25) thudc vé nhém phu
chudi nang nguoi 1. Vi du ve trinh ty nhan ddi voi chudi nhe 1 ving bién dbi chudi nhe
truong thanh nguot vol ma s6 truy cip PDB khang thé nguoi VL ARX71335 (SEQ ID
NO:82). Mién bién dbi chudi nhe cia 3D6 va khing thé ARX71335 ciing ¢6 chiéu dai
giéng nhau ddi véi céc vong CDR-L1, L2 va L3. Vidu veé trinh tu nhan dbi voi chudi nhe
1a ving bién d6i chudi nhe truéng thanh ngudi voi IMGTHIGK V2-30*02 (SEQ ID NO:27).
IMGTH#IGKV2-30*%02 (SEQ ID NO:27) ¢6 cung 16p chinh tic dbi véi CDR-L1, CDR-L2
va L3 nhu 3D6 chudt nhit. IMGTHIGKV2-30%02 (SEQ ID NO:27) thugc vé nhém phu
kapa nguoi 2.

Néu nhiéu hon mot trinh tu khéng thé nhan nguoi duoc chon, to hop hoac thé lai
clia céc thé nhan nay co thé duoc st dung, va cac axit amin dung & céac vi tri khdc nhau
trong chudi nhe dugc lam tuong thich v6i nguoi va cic ving bién ddi chudi ning c6 thé
duoc 1y tir trinh tu khéng thé nhan nguoi bét ky dugc st dung. Vi du nhu, ving bién dbi
chudi ning truéng thanh ngudi cia IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO:25) va ma s6
truy cap PDB # 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID NO:75) dugc dung lam trinh ty nhan cho su
lam cho gidng ngudi clia ving bién d6i chudi ning truéng thanh 3D6. Vi du vé céc vi tri
trong do hai thé nhan nay khac nhau 1a vi tri H17 (T hodc S). Cac phién ban dugc lam
twong thich véi nguo1 cua vung bién ddi chudi nang 3D6 c6 thé bao gOém mot trong cac
axit amin tai vi tri ndy. Vi du nhu, ving bién doi chudi nhe truéng thanh nguoi IMGT#
IGKV2-30*%02 (SEQ ID NO:27) va ma PDB # ARX71335-VL_huFrwk (SEQ ID NO:82)
duoc dung lam trinh ty nhén cho su lam cho gidng ngudi clia ving bién ddi chudi nhe
truéng thanh 3D6. Vi du vé vi tri trong d6 hai thé nhan nay khac nhau 1a vi tri L100 (Q
hodc A). Cac phién ban dugc lam tuong thich v6i ngudi cua vung bién dbi chudi nhe 3D6

¢6 thé bao gom mot trong cac axit amin tai vi tri nay.

Céc axit amin nhét dinh tir cac gbc khung ving bién d6i nguoi c6 thé duge chon dé
thé dua trén su anh huong co thé c6 cua chung 1én cAu hinh CDR va/hoic lién két véi khang
nguyén. Viéc diéu tra vé cac anh hudng c6 thé nay duoc thyc hién b'fmg cach tao mo hinh,
kiém tra cac dac diém cua céc axit amin & cac vi tri cu thé, hodc quan sat béng kinh nghiém

tdc dong cua sy thé hodc sy dot bién clia cac axit amin cu thé.
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Vi du, khi axit amin khac biét gitta géc khung ving bién ddi cua chudt va gbe khung
ving bién dbi cia nguoi da chon, axit amin khung nguoi nay c6 thé duoc thay thé bang

axit amin khung tuong duong tir khang thé chuot khi mong doi hop 1y rang axit amin nay:
(1) lién két truc tiép khong cong héa tri v6i khang nguyén;

(2) lién ké voi ving CDR hoic nam trong CDR nhu dugc xé4c dinh theo Chothia
chir khong phai 1a theo Kabat;

(3) theo cach khac tuong tac véi ving CDR (vi dy nhu, trong khoang 6 A cla
vung CDR), (vi du nhw, duge nhan dién béng céch tao md hinh chudi nhe hoic chudi
nang trén cAu tric di duoc 1am sang to cua chudi globulin mién dich twong dong da
biét); hodc

(4) 1a gbc tham gia vao mit phan cach VL-VH.

Trong mot phurrong an, cac trinh tu dugce lam tuong thich véi nguoi duoc tao ra bing
cach str dung quy trinh PCR hai buéc cho phép dua vao nhiéu dot bién, su 1am khuyét, va
su cai xen bang cach st dung k¥ thuat gy dot bién dinh huéng diém QuikChange [Wang,
W. va Malcolm, B.A. (1999) BioTechniques 26:680-682)].

Cac gbe khung tir céc 16p tir (1) dén (3) nhu dugc xéc dinh boi Queen, US 5,530,101,
doi khi dugc goi theo céach khac la cac gbc chinh tic va veené. Cac gbc khung ma gitp xac
dinh cAu hinh cua vong CDR déi khi dugc goi la cic gbe chinh tic (Chothia & Lesk, J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Thornton & Martin, J. Mol. Biol. 263:800-815 (1996)).
Céc gbe khung ma ho trg céu hinh vong lién két khang nguyén va dong vai tro trong viéc
tinh chinh su an khop cua khang thé v6i khang nguyén déi khi duge goi 12 cac gdc vecné

(Foote & Winter, J. Mol. Biol 224:487-499 (1992)).

Céc gbc khung khac ma 1a céc Gmg vién cho sy thé 1a cac gbc tao ra vi tri glycosyl
héa tiém ning. Cac ing vién khéc cho su thé 1a céc axit amin khung nhan ctia ngudi ma 1a
bét thuong déi v6i globulin mién dich nguoi & vi tri d6. Céc axit amin ndy c6 thé dugc thay
thé bang cac axit amin tr vi tri tvong dwong ctia khang thé cho ctia chudt hodc tir cac vi tri

tuong duong cua cac globulin mién dich nguoi dién hinh hon.

Céc gbc khung khac ma la Gmg vién cho su thé 1a céc gbe glutamin dau cing N (Q)
ma c6 thé duoc thay thé bang axit glutamic (E) dé lam giam t&i da kha nang chuyén hoa

pyroglutamat [ Y. Diana Liu, va d@)ng tac gia, 2011, J. Biol. Chem., 286: 11211-11217].
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Su chuyén hoa axit glutamic (E) thanh pyroglutamat (pE) xay ra chdm hon so véi tur
glutamin (Q). Do su mat amin bac mot trong su bién d6i glutamin thanh pE, céc khang thé
tr& nén c6 tinh axit hon. Sy bién doi khong hoan toan tao ra tinh khong ddng nhit trong
khang thé ma co thé quan sat duoc dudi dang nhiéu dinh bang cach st dung cic phuong
phép phan tich dua vao dién tich. Su khéc biét vé tinh khong d@)ng nhét c6 thé chi ra su

thiéu kiém soat quy trinh.

Céac khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi dlI(_);C liy 1am vi dy 1a cac dang dugc
lam tuong thich véi nguoi cia 3D6 cua chudt, duge ky hi¢u 1a Hu3D6.

Khéng thé 3D6 cua chudt chira ving bién ddi chudi ning va nhe truéng thanh c6
trinh tu axit amin lan luot chira SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO:11. Sang ché dé xuit dang
duoc lam tuong thich véi nguoi cia khang thé 3D6 chudt nhit bao gdm 10 vung bién do6i
chudi ning truéng thanh duoc lam tuong thich voi nguoi ldy 1am vi du (hu3D6VHvb1
(SEQ ID NO:76), hu3dD6VHvb2 (SEQ ID NO:77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO:78),
hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79), hu3D6VHvbS5 (SEQ ID NO:80), hudD6VHvb6 (SEQ ID
NO:90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHv1bA 11l D60E (h3D6VHvbS, SEQ ID
NO:146), hu3D6VHvIbAIl L82cV (SEQ ID NO:147), va hu3D6VHvIbALI
D60E 1.80M Q81E 1.82¢V T83R (h3D6VHvbY, SEQ ID NO:148)) va 56 vung bién do6i
chudi nhe truong thanh duogc lam tuong thich véi nguoi duogc 14y 1am vi du (hu3D6VLvbl
(SEQ ID NO:83), hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84), hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85),
hu3D6VLv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G (SEQ ID NO:94), hu3D6VLv2
L54N (SEQ ID NO:95), hu3D6VLv2 L54E (SEQ ID NO:96), hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID
NO:97), hu3D6VLv2 L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2 L50D (SEQ ID NO:99),
hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2
L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 148G (SEQ
D NO:104), hu3D6VLv2 148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2 L47G (SEQ ID NO:106),
hu3D6VLV2 Y49E (SEQ ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ ID NO:108), hu3D6VLv2
L.54S (SEQ ID NO:109), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L47N (SEQ
IDNO:111), hu3D6VLv2 L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2 L47E (SEQ ID NO:113),
hu3D6VLv2 L47P (SEQ ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID NO:115), hu3D6VLv2
L47S (SEQ ID NO:116), hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117), hu3D6VLv2 L50V (SEQ
ID NO:118), hu3D6VLv2 L37Q L50G L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q_S52G L54G (SEQ ID
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NO:121), hu3D6VLv2 1.37Q S52G L54R (SEQ ID NO:122), hu3dD6VLv2
L37Q S52G LS54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L[37Q_S52G 154D (SEQ ID
NO:124), hu3D6VLv2 L37Q L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q L54G (SEQ
ID NO:126), hu3D6VLv2 1.37Q L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q L50G
(SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2
L37Q L54T (SEQ ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q S52G (SEQ ID NO:131),
hu3D6VLV2 L37Q LS4E (SEQ ID NO:145), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G (SEQ ID
NO:132), hu3D6VLv2 137Q L50D_L34R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2
L37Q L50E L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2 L37Q LS0E L54R (SEQ ID
NO:135), hu3D6VLv2 L37Q L50G L54R G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q S52G_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:138), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D_G100Q (SEQ ID NO:139),
hu3D6VLv2  1.37Q L50D L54G G100Q (SEQ ID  NO:140), hu3D6VLv2
L37Q L50D L54R G100Q (SEQID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q _L50V_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), va hu3D6VLv2 G100Q (SEQ
ID NO:144)).

Cac hinh 2 va 3 1an luot thé hién su sap xép thang hang clia ving bién ddi chudi
nang va vung bién dbi chudi nhe ctia 3D6 chudt nhit va cac khang thé duogc lam tuong
thich véi ngudi khac nhau. Cac hinh 9A va 9B thé hién su sép xép thang hang cia ving
bién ddi chudi ning cua 3D6 chudt nhit véi ving bién dbi chudi nang cua cac khang thé
duoc lam tuong thich voi nguoi khac nhau. Céc hinh 10A, 10B, 10C, va 10D minh hoa su
sip xép thang hang clia ving bién ddi chudi nhe cua hu3D6VLvV2 véi viing bién d6i chudi
nhe cta cac khang thé duoc lam tuong thich voi nguoi khac nhau.

V6i cac 1y do nhu anh huéng c6 thé trén cdu hinh CDR va/hodc khd nang lién két
v6i khang nguyén, gdy ra su tuong tdc gilta cac chudi nang va nhe, tuong tac voi ving
hang dinh, 1a vi tri bién dbi sau dich ma mong mudn hoic khong mong mubn, 1a gbc bat
thuong vé vi tri cia né trong trinh ty ving bién doi ctia nguoi va do d6 ¢6 kha nang gay
mién dich, c6 kha ning két tu, va cac 1y do khac, 35 vi tri khung ving bién doi sau day
dwoc xem 1a Gmg vién cho su thé trong 56 ving bién do6i chudi nhe trudng thanh ctia ngudi
dién hinh va 10 ving bién doi chudi nang trudng thanh cia ngudi dién hinh, nhu dugc xac
dinh thém trong céc vi du: L7 (T7S), L10 (T108), L15 (I15L), L17 (Q17E), L37 (L37Q),
145 (K45R), L47 (L47G, L47N, L47D, LATE, L47P, L47T, L47S, hodc L47A) , L48 (148G
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hodc 148D), L49 (Y49E), L83 (L83V), L86 (HB6Y), L100 (A100Q), L106 (L106I), HI
(Q1E), H5 (Q5V), H11 (L11V), H17 (S17T), H20 (L201), H23 (T23K), H38 (K38R), H42
(E42G), H43 (Q43K), H66 (K66R), H67 (A67V), H75 (S75T), H76 (N76D), H80 (L8OM),
H81 (Q81E), H82c (L82cV), H&3 (T83R), HI1 (YIIF), HI3 (A93S), H94 (S94T), H108
(T108L), va H109 (L109V). 9 vi tri CDR viing bién doi sau day duoc coi la cac ing vién
dé thé trong 56 viing bién doi chudi nhe truéng thanh nguoi duge ldy vi du va 10 vang bién
d6i chudi nang trudng thanh ngudi dugce 1y vi du, nhu duge xac dinh thém trong céc vi
du: L24 (K24R), L50 (L50E, L50D, L50G, hoac L50V), L52 (S52G), L54 (L54D, L54G,
[.54N, L54E, L54Q, L54K, L54R, L54T, L54V, hoac L54S), H28 (N28T), H54 (N54D),
H56 (DS6E), H58 (VS81), va H60 (D60E). Trong mot sé khang thé 3D6 duoc lam twong
thich voi nguoi, CDR-H2 Kabat ¢6 trinh ty axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:87. Trong mot
s6 khang thé 3D6 dugc lam twong thich véi nguoi, Kabat CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin
gdm SEQ ID NO:149. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc lam twong thich v6i ngudi, CDR-
H1T6 hop Kabat-Chothia c6 trinh ty axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:86, va CDR-H2 Kabat
¢6 trinh tu axit amin c¢6 chra SEQ ID NO:87. Trong mot s6 khéang thé 3D6 dugc lam twong
thich v&i nguoi, CDR-HI To hop Kabat-Chothia ¢6 trinh tu axit amin ¢6 chtra SEQ ID
NO:86 va CDR-H2 Kabat c6 trinh tu axit amin c6 chira SEQ ID NO:88. Trong mot 36
khang thé 3D6 dugc lam tuong thich véi nguoi, CDR-HI1 T6 hop Kabat-Chothia c6 trinh
tu axit amin c6 chira SEQ ID NO:86 va CDR-H2 Kabat c6 trinh tu axit amin ¢6 chia SEQ
ID NO:92. Trong mdt s6 khang thé 3D6 dugce lam tuong thich véi ngudi, CDR-L1 Kabat
¢ trinh tu axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:89. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong
thich véi nguoi, Kabat CDR-L2 bao gé)ln trinh tu axit amin dugc chon tr nhom gém co
cac SEQ ID NO:150-175.

O déy, hay & chd khac, gbe duoc dé cap dén dau tién 1a gbc cua khang thé duoc 1am
twong thich v&i nguoi duoc tao thanh bang cach ghép cac CDR Kabat hodc cic CDR to
hop Chothia-Kabat trong truong hop cia CDR-H1 vao khung nhén cua nguoi, va gbe duoc
dé cép dén thir hai 1a gbc duoc xem xét dé thay thé gbe d6. Do d6, & trong khung ving bién
ddi, gbe duoc dé cap dén dau tién 1a cia ngudi, va ¢ trong cac CDR, gbe duge dé cap dén
dau tién 1a cua chuot nhit.

Céc khang thé duge iy vi du bao g6m hoén vi hodc dang két hop bét ky cua cac
ving bién doi chudi ning va chudi nhe truéng thanh duoc ldy vi du VHvb1/VLvbl,
VHvb1/VLvb2, VHvb1/VLvb3, VHvb2/VLvbl, VHvb2/VLvb2, VHvb2/VLvb3,
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VHvb3/VLvbl, VHvb3/VLvb2, VHvb3/VLvb3, VHvb4/VLvbl, VHvb4/VLvb2,
VHvb4/VLvb3, VHvbS/VLvbl, VHvb5/VLvb2, VHvbS/VLvb3, VHvb6/VLvbl,
VHvb6/VLvb2, VHvb6/VLvb3, VHvb7/VLvbl, VHvb7/VLvb2, VHvb7/VLvb3. Cac
khang thé duoc liy vi du bao 26m hoan vi hodc dang két hop bit ky cua cac ving bién doi
chudi nang truéng thanh dugc liy vi du hu3D6VHvb1 (SEQ ID NO:76), hu3D6VHvb2
(SEQ ID NO:77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO:78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79),
hu3D6HvVbHS (SEQ ID NO:80), hudD6VHvb6 (SEQ ID NO:90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID
NO:91), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHVIbA11 D60E (h3D6VHVDE, SEQ ID
NO:146), hu3D6VHvIibAll 182c¢V (SEQ ID NO:147), va hu3D6VHVIbAII
D60E L80M Q81E 1.82¢V T83R (h3D6VHvVDY, SEQ ID NO:148) véi ving bién ddi
chudi nhe 3D6VL duoc lam tuong thich véi nguoi bat ky hu3D6VLvb1 (SEQ ID NO:83),
hu3D6VLyb2 (SEQ ID NO:84), hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85), hu3D6VLv2 L54D (SEQ
D NO:93), hu3D6VLV2 L54G (SEQ ID NO:94), hu3D6VLv2 L54N (SEQ ID NO:95),
hu3D6VLv2 LS4E (SEQ ID NO:96), hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLv2
L54Q (SEQ ID NO:98), hu3aD6VLv2 L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLv2 L54K (SEQ
ID NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2 L54T (SEQ ID NO:102),
hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLv2
148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2 L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ
ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109),
hu3D6VLvV2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2
147D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2 L47E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLv2 L47P (SEQ
ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116),
hu3D6VLV2 L47A (SEQ ID NO:117), hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2 L37Q L50G _L54G (SEQ ID
NO:120), hu3D6VLv2 1.37Q S52G_L54G (SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2
L37Q S52G L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2 L37Q S52G LS54T (SEQ ID
NO:123), hu3D6VLv2 L37Q S52G L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2 L37Q_L54R
(SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126), hu3D6VLv2
L37Q L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q L50G (SEQ ID NO:128),
hu3D6VLv2 L37Q L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q L54T (SEQ ID
NO:130), hu3D6VLv2 L37Q S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q_L54E (SEQ
ID NO:145), hu3D6VLv2 1.37Q L50D L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2
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L37Q L50D L54R (SEQ ID NO:133), hudD6VLv2 L37Q_L50E_L54G (SEQ ID
NO:134), hu3D6VLv2 137Q L50E L54R  (SEQ ID NO:135), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R_G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2 L37Q L50G_L54G_G100Q
(SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_LS54R_G100Q (SEQ ID NO:133),
hu3D6VLv2  L37Q S52G 154D G100Q (SEQ ID  NO:139), hu3D6VLv2
L37Q L50D L54G_G100Q (SEQID NO:140), hu3D6VLVv2 L37Q_L50D_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q_L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142),
hu3D6VLV2 L37Q (SEQ ID NO:143), va hu3D6VLv2 G100Q (SEQ ID NO:144).

Céc khang thé duoc lay vi du bao gbm hodn vi hodc dang két hop bat ky cia cac
ving bién ddi chudi nang trudng thanh duoc liy vi du hu3D6VEHvbI (SEQ ID NO:76),
hu3D6VHvH2 (SEQ ID NO:77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO:78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID
NO:79), hu3D6HvbS5 (SEQ ID NO:80), hu3D6VHvb6 (SEQ ID NO:90), hu3D6VHvb7
(SEQID NO:91), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHv1bA11 D60E (h3D6VHVDE,
SEQ ID NO:146), hu3D6VHvIbA11l L82cV (SEQ ID NO:147), va hu3D6VHvIbATI
D60E L80OM Q81E 1.82¢V T83R (h3D6VHVDY, SEQ ID NO:148) v6i viung bién ddi
chudi nhe 3D6VL duoc lam tuong thich véi nguoi bat ky hu3D6VLv1 (SEQ ID NO:20),
hu3D6VLV2 (SEQ ID NO:21), hu3D6VLv3 (SEQ ID NO:22), va hu3D6VLv4 (SEQ ID
NO:22). Cac khang thé duoc liy vi du bao gom hodn vi hodc dang két hop bat ky ciia ving
bién dbi chudi nhe truéng thanh dwgc ldy vi du hu3D6VLvbl (SEQ ID NO:83),
hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84), hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85), hu3D6VLv2 L54D (SEQ
ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G (SEQ ID NO:94), hu3D6VLv2 L54N (SEQ ID NO:95),
hu3D6VLv2 LS4E (SEQ ID NO:96), hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLv2
L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2 L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLv2 L54K (SEQ
ID NO:100), hudD6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2 L54T (SEQ ID NO:102),
hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLV2
148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2 L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ
ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109),
hu3D6VLV2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2
L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2 L47E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLv2 L47P (SEQ
ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116),
hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117), hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2
1.37Q L50G L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2 L37Q L50G L54G (SEQ ID
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NO:120), hu3D6VLv2 L37Q S52G L54G (SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2
L37Q 852G _L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54T (SEQ ID
NO:123), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2 L37Q_L54R
(SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q L54G (SEQ ID NO:126), hu3D6VLyv2
137Q L54D (SEQ ID NO:127), hu3dD6VLv2 L37Q L50G (SEQ ID NO:128),
hu3D6VLv2 1L37Q L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID
NO:130), hu3D6VLv2 L37Q $52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q_LS54E (SEQ
ID NO:145), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2
137Q L50D L54R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2 L37Q LS50E L54G (SEQ ID
NO:134), hu3D6VLv2 L37Q LSOE L54R (SEQ ID NO:135), hu3D6VLv2
1.37Q L50G L54R_G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q
(SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q S52G LS54R_G100Q (SEQ ID NO:138),
hu3D6VLy2  L37Q S52G L54D _G100Q (SEQ ID  NO:139), hu3D6VLv2
1.37Q L50D_L54G_G100Q (SEQ ID NO:140), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q _L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142),
hu3D6VLV2 1.37Q (SEQ ID NO:143), va hu3D6VLv2 G100Q (SEQ ID NO:144) v6i ving
bién ddi chudi nang 3D6 dugc lam twong thich véi ngudi bat ky hu3D6VHv1 (SEQ ID
NO:15); hu3D6VHv2 (SEQ ID NO:16); hu3D6VHvlb (SEQ ID NO:17);
hu3D6VHvVIbAIL  (SEQ ID  NO:18); hu3D6VHvS (SEQ ID  NO:19);
hu3D6VHVIbATIB6G2 (SEQ ID NO:46); hu3D6VHvIbA11B6H3 (SEQ ID NO:47);
hu3D6VHv1c (SEQ ID NO:48); hu3D6VHv1d (SEQ ID NO:49); hu3D6VHvle (SEQ ID
NO:50); hu3D6VHv1f (SEQ ID NO:51); hu3D6VHv3 (SEQ ID NO:52); hu3D6VHv3b
(SEQ ID NO:53); hu3D6VHv3c (SEQ ID NO:54); hu3D6VHv4 (SEQ ID NO:55);
hu3D6VHv4b (SEQ ID NO:56); va hu3D6VHv4c (SEQ ID NO:57).

Sang ché dé xuét khang thé trong d6 ving bién doi chudi nang duoc lam twong thich
v6i nguoi hu3D6VHvVIbAT1, con dugc goi la h3D6HuS, (SEQ ID NO:18) dugce két hop
v6i ving bién ddi chudi nhe duoc lam twong thich véi nguoi hu3D6VLv2
[.37Q $52G L54R (L2-DIM4, SEQ ID NO:122). Sang ché dé& xuat khang thé trong do
ving bién ddi chudi nang dugce 1am tuong thich v6i nguoi hu3D6VHVIbATL, con duge
goi 1a h3D6HUS, (SEQ ID NO:18) duge két hop v6i ving bién doi chubi nhe duge lam
twong thich véi nguoi hu3D6VLV2 1L37Q_S52G_L54T (L2-DIMS, SEQ ID NO:123). Sang

ché dé xuit khang thé trong d6 ving bién ddi chudi nang duoc lam twong thich véi nguoi
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h3D6VHVbHS (SEQ ID NO:146) duoc két hop vai viing bién doi chudi nhe dugc lam twong
thich v6i nguoi hu3D6VLV2 L37Q S52G L54R (L2-DIM4, SEQ ID NO:122). Sang ché
dé xuit khang thé trong d6 ving bién dbi chudi ning dugc lam tuong thich véi nguoi
hu3D6VHvVIbALIL, con duoc goi la h3D6HuS, (SEQ ID NO:18) duge két hop v6i ving
bién d6i chudi nhe duge lam tuong thich véi nguoi hu3D6VLV2 L37Q_S52G_1.54G (L2-
DIM3, SEQ ID NO:121). Sang ché dé xuét khang thé trong d6 ving bién doi chudi ndng
duogc lam tuong thich véi ngudi hu3D6VHVIbATLL, con duoc goi la h3D6HuS, (SEQ ID
NO:18) duoc két hop véi ving bién d6i chudi nhe duoc lam tuong thich véi ngudi
hu3D6VLy2 $52G (1.2-DIM9, SEQ ID NO:110). Sang ché dé xut khang thé trong d6
ving bién do6i chudi nang duoc lam tuong thich véi nguoi h3D6VHYDE (SEQ ID NO:146)
duge két hop véi ving bién do6i chudi nhe duoc lam tuong thich v6i nguoi hu3D6VLv2
154G (L.2-DIM7, SEQ ID NO:94). Sang ché dé xuét khang thé trong d6 ving bién dbi
chubi ning dugc lam twong thich véi nguoi hu3D6VHvVIbATI, con duoc goi la h3D6HuS,
| (SEQ ID NO:18) duoc két hop v6i ving bién doi chudi nhe duoc lam tuong thich voi nguoi
hu3D6VLv2 L50G (L2-DIM22, SEQ ID NO:103).

Sang ché dé xuét khang thé trong d6 vung bat ky trong s6 céc ving bién doi chudi
ning dugc lam tuong thich véi nguot dién hinh dugc két hop véi ving hang dinh chudi
nang clia nguoi. Vung hang dinh chudi ning ctia nguoi dién hinh dugc dé xuét 1a SEQ ID
NO:176 (IgG1: alotyp G1m17,1). Vi dy, SEQ ID NO:178 thé hién trinh tu axit amin cua
chudi nang truéng thanh cua bién thé dugc lam tuong thich véi nguoi 3D6 (alotyp
hu3D6VHVIbA11 IgGl G1m17). Vi dy, SEQ ID NO:180 thé hién trinh ty axit amin cua
chudi ning cua bién thé dugc lam twong thich voi nguoi 3D6 (alotyp hu3D6VHvVIbAT1
IgG1 G1m17) peptit tin hiéu alpha-lactalbumin bo ¢ dau cung N. Sang ché dé xuit khéng
thé trong do ving bét ky trong 3§ cac ving bién doi chudi nhe dugc lam tuong thich voi
nguoi dién hinh duoc két hop véi ving hing dinh chudi nhe. Ving hang dinh chudi nhe
dién hinh duoc d& xuét 12 SEQ ID NO:177 (kapa). Vi du, SEQ ID NO:179 thé hién trinh
tu axit amin cua chudi nhe truéng thanh cta bién thé duoc lam twong thich véi ngudi 3D6
(bién thé hu3D6VLv2 L37Q S52G_L54R, L2-DIM4 kapa). Vi du, SEQ ID NO:181 thé
hién trinh tu axit amin cua chudi nhe cta bién thé duoc lam twong thich véi nguoi 3D6
(bién thé hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R, L.2-DIM4 kapa) v6i peptit tin higu alpha-

lactalbumin bo & dau ciing N.
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Sang ché dé xuat cac bién thé cua khang thé 3D6 dugc lam twong thich véi nguoi
trong dé vung bién d6i chudi nang truéng thanh dugc lam tuong thich voi nguoi thé hién
do twong dong it nhét 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98%. hodc 99% véi hu3D6VHvb1 (SEQ
ID NO:76), hu3dD6VHvb2 (SEQ ID NO:77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO:78),
hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79), hu3D6HvbS (SEQ ID NO:80), hu3D6VHvb6 (SEQ ID
NO:90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91),
hu3D6VHvVIbALl D60E (h3D6VHvbE, SEQ ID NO:146), hu3D6VHvVIbATl L82c¢V
(SEQ ID NO:147), hoac hu3D6VHvIbAIl D60E L80M_QB8IE [.82¢V_T83R
(h3D6VHvbY, SEQ ID NO:148) va ving bién doi chudi nhe trudng thanh dugc lam twong
thich v6i ngudi thé hién do tuong dong it nhét 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%
voi hu3D6VLvb1 (SEQ ID NO:83), hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84), hu3D6VLvb3 (SEQ
ID NO:85), hu3D6VLv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G (SEQ ID NO:94),
hu3D6VLv2 L54N (SEQ ID NO:95), hu3D6VLv2 LS4E (SEQ ID NO:96), hu3D6VLv2
L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLv2 L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2 L50D (SEQ ID
NO:99), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101),
hu3D6VLv2 L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2
[48G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLv2 148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2 1.47G (SEQ
ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ ID NO:108),
hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109), hu3D6VLV2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2
L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2 L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2 L47E (SEQ
ID NO:113), hu3D6VLv2 L47P (SEQ ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID NO:115),
hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116), hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117), hu3D6VLv2
L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2 L37Q _L50G _L54R (SEQ ID NO:119),
hu3D6VLv2 L37Q L50G 154G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q S52G _L54G
(SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2
L37Q S52G L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L37Q S52G_L54D (SEQ ID
NO:124), hu3D6VLv2 L37Q LS4R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ
ID NO:126), hu3D6VLv2 L37Q L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q L50G
(SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2
L37Q L54T (SEQ ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q S52G (SEQ ID NO:131),
hu3D6VLv2 L37Q L54E (SEQ ID NO:145), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G (SEQ ID
NO:132), hu3D6VLv2 L[37Q L50D L54R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2
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1.37Q L50E L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2 L37Q_L50E L54R (SEQ ID
NO:135), hu3D6VLv2 L37Q L50G LS4R _G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2
137Q L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:138), hu3D6VLv2 L137Q S52G _L54D_G100Q (SEQ ID NO:139),
hu3D6VLV2  L37Q L50D L54G G100Q (SEQ ID  NO:140), hu3D6VLv2
1.37Q L50D L54R_G100Q (SEQID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q_L50V_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), hodc hu3D6VLv2 G100Q (SEQ
ID NO:144). Trong mot sb khang thé nhu vay it nhat1a 1, 2,3, 4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37,38, 39, 40, 41, 42, 43, hodc tht ca 44 dot bién ngugc hodc cac dot bién khac trong cac
SEQ ID NO:76-80, cac SEQ ID N0:90-91, cdc SEQ ID NO:146-148, cac SEQ ID NO:83-
85, va cac SEQ ID NO:93-145 duogc giit lai.

Trong mot s6 khang thé 3D6 duge lam tuong thich v6i nguoi, it nhit 12 mot trong
c4c vi tri sau ddy trong vung VH duoc chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh: H93 duge
chiém boi S va H94 dwoc chiém béi T. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong thich

v6i nguoi, cac vi tri H93 va H94 lan luot dugc chiém boi S va T.

Trong mét s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, vi tri H91 trong ving

VH duoc chiém boi F.

Trong mot s6 khéng thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, it nhat 1a mot trong
cdc vi tri sau day trong vung VH dugc chiém bai axit amin nhu duoce xac dinh: H1 duoc
chiém boi E, H5 duoc chiém bsi V, H11 duoc chiém boi V, H20 duge chiém béi I, H23
duogc chiém boi K, H38 duoc chiém béi R, H42 duoc chiém boi G, H43 duoc chiém bai

'K, H66 duge chiém bdi R, H75 duge chiém bsi T, H76 duoc chiém boi D, H81 duge chiém
béi E, H108 duoc chiém bai L, H109 duge chiém boi V. Trong mét s khang thé 3D6 duge
lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42, H43, H66, H75,
H76, H81, H108, va H109 trong ving VH 1an lugt duge chiém béi B, V, V, L K, R, G, K,
R, T,D,E, L,vaV.

Trong mdt s khéng thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i nguoi, it nhét 1a mot trong
cac vi tri sau ddy trong vung VH duoc chiém bai axit amin nhu dugce xac dinh: H17 duoc

chiém bai T, H80 duoc chiém bai M, H83 dugc chiém bai R. Trong mot s6 khang thé 3D6
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duogc 1am tuong thich véi nguoi, cac vi trf H17, H80, va H83 trong vang VH lan luot dugc
chiém béi T, M, va R.

Trong mot s6 khing thé 3D6 duogc lam tuong thich véi ngudi, vi tri H58 trong ving

VH duoc chiém béi 1.

Trong mot s khang thé 3D6 duogc lam tuong thich v6i ngudi, it nhét 14 mot trong
cac vi tri sau day trong vung VH duoc chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh: H28 dugc
chiém bai T, H67 duoc chiém boi V. Trong mot sb khang thé 3D6 duoc lam tuong thich

vGi nguoi, cac vi tri H28 va H67 trong viung VH lan luot duge chiém b&i T va V.

Trong mot s6 khang thé 3D6 duogc 1am tuong thich v6i nguoi, it nhit 14 mot trong
c4c vi tri sau diy trong vung VH duoc chiém béi axit amin nhu dugc xac dinh: H54 duoc
chiém boi D, H56 duoc chiém bsi E. Trong mot sé khéng thé 3D6 duoc lam tuong thich
vGi nguoi, cac vi tri H54 va H56 trong viung VH lan luot dugc chiém boi D va E.

Trong mot sd khang thé 3D6 duoc 1am tuong thich v6i ngudi, it nhét [ mot trong
cac vi tri sau day trong vung VH duoc chiém boi axit amin nhu duoc xac dinh: H1 duge
chiém boi Q hodc E, H5 duoc chiém boi Q hoac V, H11 duge chiém béi L hodc V, H17
duoc chiém bsi S hodc T, H20 duoc chiém boi L hoac I, H23 duge chiém béi T hogc K,
H28 duoc chiém bai N hodc T, H38 duoce chiém boi K hodc R, H42 dugce chiém boi E hodc
G, H43 duoc chiém boi Q hodc K, H54 dugce chiém bai N hogce D, H56 duge chiém bsi D
hodc E, H58 duge chiém bi V hodc I, H66 dugc chiém bai K hodc R, H67 duge chiém
boi A hodc V, H75 duoc chiém béi S hode T, H76 duge chiém bdi N hoge D, H80 dugc
chiém bai L hodc M, H81 duoc chiém bai Q hoidc E, H83 duge chiém béi T hodc R, H91
duoc chiém bai F hodc Y, H93 duoc chiém boi S, H94 duoc chiém boi T, H108 duoc
chiém béi T hodc L, H109 dugc chiém boi L hogc V.

Trong mdt s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi trf H91, H93,
va H94 trong ving VH Jan luot duoc chiém boi F, S, va T, nhu trong huVHvb1. Trong mot
s khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi, cde vi tri H1, HS, H11, H20, H23, H38,
H42, H43, H66, H75, H76, H&1, H91, H93, H94, H108, va H109 trong vung VH lan luot
dugce chiém boiE, V, V. L K, R, G,K, R, T, D, E, F, S, T,L, va V, nhu trong huVHvb2.
Trong mot sd khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, cae vi trf H1, HS, H11, H17,
H20, H23, H38, H42, H43, H58, H66, H75, H76, H80, H&1, H&3, H93, H94, H108, va
H109 trong ving VH dugc chibmb&i E,V,V, T, LK, R, G, K, LR, T,D, M, E,R, S, T,
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L,vaV, lan luot, nhu trong huVHvb3. Trong mot sb khang thé 3D6 duoc lam twong thich
v6i ngudi, cac vi tri H1, HS, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43, H58, H66, H67,
75, H76, H80, H81, H83, 1193, 94, H108, va H109 trong ving VH Ian luot duge chiém
boiE,V,V,T,LK, T,R,G, K, LR, V,T,D, M, E,R, S, T, L, va V, nhu trong huVHvb4.
Trong mot sb khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ﬁgudi, cacvitri H1, HS5, H11, H17,
F20, H23, H28, H38, H42, H43, H54, H56, H58, H66, H67, H75, H76, H80, H81, HE3,
H93, H94, H108, va H109 trong vung VH 1an luot dugc chiém béi E, V, V, T, I, K, T, R,
G,K,D,E, LR, V,T,D,M, E,R, S, T,L, va V, nhu trong huVHvb5. Trong mot sb khang
thé 3D6 duoc 1am twong thich véi ngudi, cac vi tri H1, HS, H11, H17, H20, H23, H28,
H38, H42, H43, H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, HI1, H93, H94, H108,
va H109 trong vang VH lan luot duoc chiémbsi E, V.V, T,LK, T,R, G,K, D, E, R, V,
T.D.M,E, R, F S, T, L, va V, nhu trong huVHvb6. Trong mdt sd khang thé 3D6 dugc
lam tuong thich voi nguoi, cac vi trf H1, HS5, HI1, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43,
H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H&3, H93, H94, H108, va H109 trong vung
VH lan luot duge chiém boi E, V, V, T, LK, T,R, G, K, D, E,R, V, T, D, M, E, R, S, T,
L, va V, nhu trong huVHvb7.

Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc 1am twong thich véi ngudi, vi tri H60 bi chiém
boi E, nhu trong hu3D6VHvIbA11 D60E (h3D6VHvVDE). Trong mot s6 khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi nguoi, vi tri H82C bi chiém boi V, nhu trong hu3D6VHVIbATL
L82¢V. Trong 1h©t s6 khang thé 3D6 duge lam tuong thich voi nguoi, cac vi tri H60, H80,
H81, H82c, va H83 bi chiém boi E, M, E, V, va R, nhu trong hu3D6VHvIbATl
D60E L80M Q81E 1.82¢V_T83R (h3D6VHVDY).

Ving bién d6i chudi ning cua khéng thé bét ky trong sb cac khéng thé dugc vién
dan trén day c6 thé duoc bién dbi dé lam giam hon nita kha nang gay mién dich. Vi du,
trong mot s6 khang thé 3D6 duoc 1am tuong thich v6i ngudi vi tri H80 bi chiém boi M
va/hodc vi tri H82c bi chiém bsi V.

Trong mot s6 khéang thé 3D6 dugc lam tuong thich v6i nguoi, it nhit 12 mot trong
c4c vi tri sau day trong vung VL dugc chiém boi axit amin nhu duoc xac dinh: L7 duge
chiém boi S, 110 duoc chiém boi S, L15 dugce chiém béi L, L83 dugc chiém bsi V, L86
duoc chiém boi Y, va L106 duoc chiém boi I. Trong mot s6 khéng thé 3D6 duge lam twong
thich véi nguoi, cac vi tri L7, L10, L15, L83, L86, va L106 lan luot duoc chiém boi S, S,
L,V,Y,vaY.
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Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, it nhét 14 mot trong
cac vi tri sau day trong vung VL dugc chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh: L7 1a T
hodc S,L101a Thodc S, L151aThodcL,L17 la Q hodc E, .24 la K hoac R, L37 la L hodc
Q,L451a K hodc R, L83 1a L. hoac V, L86 la H hodc Y, L100 la A hodc Q, L106 la L hodc
L

Trong mét s6 khang thé 3D6 duge lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri L7, L10,
L15, 183, 1.86, va 1106 trong vung VL lan luot dugc chiém bsi S, S, L, V, Y, va L, nhu
trong huVLvb2. Trong mot sé khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri
7,010,015, 117,124, L37, 145,183, L86, L100, va L106 trong vung VL lan luot duoc
chiémboi S, S, L, E, R, Q, R, V, Y, Q, val, nhu trong huVLvb3.

Vung bién doi chudi nhe ctia khang thé bit ky trong s cac khang thé dugc vién dan
trén ddy c6 thé duoc bién doi dé lam giam hon nira kha nang gdy mién dich. Vi dy, trong
mot sb khang thé 3D6 duoc lam twong thich véi nguoi vi tri L47 bi chiém béi G, N, D, E,
P, T, S hoac A; vi tri L48 bi chiém béi G hodc D; vi tri L49 bi chiém bd&i E; vi tri L50 bi
chiém boi E, D, G, hodc V; vi trf L52 bi chiém boi G; va/hodc vi tri L54 bi chiém béi D,
G.N.E, Q,K, R, T, V hodc S. Ving bién ddi chudi nang ciia khang thé bat ky trong s6 céc
khang thé duoc vién dan trén day c6 thé dugc bién dbi dé lam giam hon nita kha ning gy
mién dich. Vi du, trong mot s6 khéng thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi vi tri H80
bi chiém bdi M va/hogc vi tri H82¢ bi chiém bai V.

Trong mot sé khang thé 3D6 dugc 1am tuong thich v6i ngudi, vi tri L54 bi chiém
bdi D, nhu trong hu3D6VLv2 L54D. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong thich
v6i ngudi, vi trf L34 bi chiém boi G, nhu trong hu3D6VLV2 L54G. Trong mot s6 khéng
thé 3D6 duoc 1am tuong thich véi ngudi, vi tri L54 bi chiém béi N, nhu trong hu3D6VLv2
154N, Trong mét s6 khang thé 3D6 dugc 1am tuong thich v6i ngudi, vi tri L34 bi chiém
béi E, nhu trong hu3D6VLv2 L54E. Trong mét s6 khang the 3D6 dugc lam tuong thich
v6i ngudi, vi tri L350 bi chiém boi B, nhu trong hu3D6VLv2 LSOE. Trong mdt s6 khang
thé 3D6 duoc 1am tuong thich v6i ngudd, vi tri L34 bi chiém béi Q, nhu trong hu3D6VLv2
1.54Q. Trong mét s6 khang thé 3D6 dugc 1am tuong thich v6i ngudi, vi tri L50 bi chiém
béi D, nhu trong hu3D6VLv2 L50D. Trong mot sé khang thé 3D6 duoc lam tuong thich
v61 nguoi, vi tri L54 bi chiém boi K, nhu trong hu3D6VLv2 L54K. Trong mot sb khéng
thé 3D6 dugc lam twong thich voi ngudi, vi tri LS4 bi chiém béi R, nhu trong hu3D6VLv2
[.54R. Trong mot sé khang thé 3D6 dwgc lam tuong thich véi ngudi, vi tri LS4 bi chiém
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bi T, nhu trong hu3D6VLv2 L54T. Trong mot s6 khang thé 3D6 duge lam tuong thich
véi nguoi, vi tri L50 bi chiém bai G, nhu trong hu3D6VLv2 L50G. Trong mot $6 khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, vi tri L48 bi chiém boi G, nhu trong hu3D6VLv2
148G. Trong mdt s6 khang thé 3D6 dugce lam tuong thich véi nguoi, vi tri L48 bi chiém
béi D, nhu trong hu3D6VLv2 148D. Trong mot s6 khang thé 3D6 duogc lam twong thich
v6i nguoi, vi tri L47 bi chiém boi G, nhu trong hu3D6VLv2 L47G. Trong mot s6 khang
thé 3D6 duoc lam twong thich v6i ngudi, vi tri L49 bi chiém béi E, nhu trong hu3D6VLV2
Y49E. Trong mot sb khang thé 3D6 duogc 1am tuong thich voi ngudi, vi tri 154 bi chiém
béi V, nhu trong hu3D6VLv2 L54V. Trong mot s6 khang thé 3D6 duge lam twong thich
véinguoi, vi tri L54 bi chiém boi S, nhu trong hu3D6VLv2 L54S. Trong mot sb khang thé
3D6 duogc lam twong thich voi nguoi, vi tri L52 bi chiém b&i G, nhu trong hu3D6VLv2
$52G. Trong mot sb khang thé 3D6 dugc 1am tuong thich véi nguoi, vi tri L47 bi chiém
bdi N, nhu trong hu3D6VLv2 L47N. Trong mot s6 khang thé 3D6 du_(jc lam tuong thich
v6i nguoi, vi tri L47 bi chiém bai D, nhu trong hu3D6VLv2 L47D. Trong mot s6 khang
thé 3D6 duoc lam twong thich v&i nguoi, vi tri L47 bi chiém béi E, nhu trong hu3D6VLv2
L47E. Trong mot s& khéng thé 3D6 dugc lam tuong thich v&i nguoi, vi tri L47 bi chiém
béi P, nhu trong hu3D6VLv2 L47P. Trong mot s6 khang thé 3D6 duge lam twong thich
véi nguoti, vi tri L47 bi chiém bai T, nhu trong hu3D6VLv2 L47T. Trong mot s6 khéang
thé 3D6 duge lam twong thich v6i nguoi, vi tri L47 bi chiém béi S, nhu trong hu3D6VLv2
L47S. Trong mot sb khang thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi, vi tri L47 bi chiém
béi A, nhu trong hu3D6VLv2 L47A. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc 1am tuong thich
v6i nguot, vi tri LS50 bi chiém boi V, nhu trong hu3D6VLv2 L50V.

Trong mdt s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri L37, L50,
va L54 14n luot bi chiém bsi Q, G, va R, nhu trong hu3D6VLv2 1L.37Q_L50G_L54R. Trong
mot sb khang thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi, cac vi tri L37, L50, va L54 lan luot
bi chiém boi Q, G, va G, nhu trong hu3D6VLv2 1.37Q L50G_L54G. Trong mot s6 khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich v6i ngudi, cdc vi tri L37, 152, va L54 1an lugt bi chiém béi
Q, G, va G, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q $52G_L54G. Trong mdt sb khang thé 3D6 dugc
Jam tuong thich v6i nguoi, cdc vi tri L37, 152, va L54 lan lugt bi chiém boi Q, G, va R,
nhu trong hu3D6VLv2 L37Q S52G_L54R. Trong mdt s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong
thich véi ngudi, cac vi tri L37, L52, va L54 1an luot bi chiém bdi Q, G, va T, nhu trong
hu3D6VLv2 L37Q S52G L54T. Trong mot s6 khang thé 3D6 duge lam tuong thich v6i
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nguoi, cac vi tri L37, L52, va L54 lan luot bi chiém bai Q, G, va D, nhu trong hu3D6VLv2
L37Q S52G _L54D.

Trong mot sé khang thé 3D6 dugc lam tuong thich voi ngudi, cac vi tri L37 va L.54
1dn luot bi chiém boi Q va R, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q L54R. Trong mot sé khéng
thé 3D6 dugc 1am tuong thich voi ngudi, cac vi tri L37 va L54 lan lugt bi chiém boai Q va
G, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q L54G. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong thich
véi nguoi, cac vi tri L37 va L54 lan luot bi chiém boi Q va D, nhu trong hu3D6VLv2
L37Q L54D. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc lam twong thich voi nguoti, cac vi tri L37
va 150 14n luot bj chiém béi Q va G, nhu trong hu3D6VLV2 L37Q L50G. Trong mot s6
khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri L37 vaL50 lan luot bi chiém baoi
Q va D, nhu trong hu3D6VLv2 L.37Q_L50D. Trong mdt s6 khang thé 3D6 duge lam tuong
thich véi nguoi, céc vi tri L37 va 154 14n lugt bi chiém boi Q va T, nhu trong hu3D6VLv2
L37Q L54T. Trong mat s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong thich v6i nguoi, cac vi tri L37
va L52 1an luot bi chiém bai Q va G, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q_S52G. Trong mot sb
khéng thé 3D6 duogc lam tuong thich véi ngudi, céc vi tri L37 va LS4 1an lugt bi chiém béi
Q va E, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q_L54E.

Trong mot $H khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri L37, LSO,
va L54 1an luot bi chiém bsi Q, D, va G, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G.
Trong mdt s6 khang thé 3D6 dugc lam twong thich véi ngudi, cae vi tri L37, LS50, va L54
Jin luot bi chiém boi Q, D, va R, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R. Trong mét
s6 khang thé 3D6 duoc lam trong thich v6i nguoi, cac vi tri L37, LS50, va L54 lan luot bi
chiém b6i Q, E, va G, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q L50E L54G. Trong mot s6 khéng thé
3D6 duoc lam tuong thich voi nguoi, cac vi tri L37, L50, va L54 lan luot bi chiém bdi Q,
E, va R, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54R.

Trong mot sb khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi, cac vi tri L37, LS50,
L54, va L100 lan luot bi chiém bdi Q, G, R, va Q, nhu trong hu3D6VLv2
[37Q L50G L54R G100Q. Trong mot s6 khang thé 3D6 duogc lam twong thich véi ngudi,
cac vi tri L37, L50, L54, va L100 lan luot bi chiém boi Q, G, G, va Q, nhu trong
hu3D6VLv2 L37Q L50G L54G G100Q. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong
thich v&i nguoi, cac vi tri L37, L52, L54, va L100 1an luot bi chiém boi Q, G, R, va Q, nhu
trong hudD6VLv2 1L.37Q S52G_L54R_G100Q. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam
tuong thich voi nguoi, cac vitri L37, L52, L54, va 1100 lan luot bi chiém boi Q, G, D, va
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Q, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q 852G L54D G100Q. Trong mot s6 khéng thé 3D6 duge
lam twong thich véi nguoi, cac vi tri 1.37, L50, L54, va L100 lin luot bi chiém béi Q, D,
G, va Q, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G_G100Q. Trong mot s6 khang thé 3D6
duoc 1am twong thich véi ngudi, cée vi tri L37, 150, 154, va L100 1an lugt bi chiém boi
Q, D, R, va Q, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q L50D_L54R_G100Q. Trong mot s6 khang
thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi, cac vi tri L37, L50, 1.54, va 1100 lan luot bi
chiém boi Q. V, D, va Q, nhu trong hu3D6VLv2 L37Q _L50V_L54D_G100Q. ‘

Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi, vi tri L37 bi chiém
bdi Q, nhu trong hu3D6VLvV2 L37Q. Trong mot s6 khang thé 3D6 duoc 1am tuong thich
véi nguoi, vi tri L100 bi chiém boi Q nhu trong hu3D6VLV2 G100Q.

Mot s6 khang thé 3D6 dugce lam twong thich v6ingudi bao gdm ving bién do6i chudi
ning truong thanh chira cac CDR H1, H2 va H3 lan luot gém cac SEQ ID NO:&, 9, va 10,
ngoai trir 14 vi tri H28 ¢6 thé bi chiém béi N hode T, H54 ¢6 thé bi chiém bsi N hodc D,
H56 ¢6 thé bi chiém bai D hodc E, vi tri H58 bi chiém béi V hodc I, va vi tri H60 c6 thé bi
chiém bai D hodc E, va ving bién dbi chudi nhe trudng thanh chtra cac CDR L1, L2 va 13
gém cac SEQ ID NO.: 12, 13, va 14 tuong Gng, ngoai trur 1a vi tri L24 ¢ thé bi chiém bai
K hodic R, vi tri L50 ¢6 thé bi chiém bdi L, E. D, G, hodc V, vi tri L52 ¢6 thé bi chiém boi
S hodc G, va vi tri L54 ¢6 thé bi chiém bsi L, D, G, N, E, Q, K, R, T, V, hoic S, trong d6
it nhat mot vi tri trong s6 cac vi tri sau day bi chiém boi axit amin nhu duoc xac dinh: H1
bi chiém bai Q, H5 bi chiém bai Q, H11 bi chiém bai L, H20 bi chiém bsi L, H23 bi chiém
bai T, H38 bi chiém bai K, H75 bi chiém bai S, H56 bi chiém bai E, H58 bi chiém bi L,
H60 bi chiém boi E, H82¢ bi chiém bai V, L10 bi chiém bsi T, L17 bi chiém béi E, L24
bi chiém boi R, 137 bi chiém boi Q, L47 bi chiém béi G, N, D, E, P, T, S, hoidc A, L48 bi
chiém bdi G hoac D, L49 bi chiém bsi E, L50 bi chiém boi E, D, G, hodc V, L52 bi chiém
bi G, L54 bi chiém boi D, G, N. E, Q, K, R, T. V, hodc S, L83 bi chiém bai L, L86 bi
chiém boi H, 1100 bi chiém boi Q, L106 bi chiém boi L.

Mot sé khang thé 3D6 dugc lam twong thich v6i nguoi bao g6m ba CDR chudi nhe
va ba CDR chudi nang ctia khang thé don dong 3D6, trong d6 3D6 1a khang thé cua chudt
duoc déc trung boi vung bién d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin gom SEQ ID NO:7 va
vung bién dbi chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin gém SEQ ID NO:11, ngoai trur 1a vi tri H27
¢6 thé bi chiém béi F hodc Y, vi trf H28 ¢6 thé bi chiém boi N hodc T, vi tri H29 ¢6 thé bi

chiém boi I hodc F, vi tri H30 ¢6 thé bi chiém boi K hodce T, vi tri H51 ¢6 thé bi chiém béi
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I hodc V, vi tri H54 ¢6 thé bi chiém boi N hodc D, vi tri H60 ¢6 thé bi chiém béi D, A,
hodc E, vi tri H61 ¢6 thé bi chiém béi P hodc E, vi tri H102 ¢6 thé bi chiém béi F hodc Y,
vi tri L50 c6 thé bi chiém bsi L, E. D, G, hodic V, vi tri L52 c6 thé bi chiém béi S hodc G,
va vi tri L54 ¢6 thé bi chiém bi L, D, G, N, E, Q, K, R, T, V, hogc S, trong d6 it nhat mot
vi tri trong sb cac vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu duoc x4c dinh: 137 bi chiém
b&i Q, L47 bi chiém boi G, N, D, E, P, T, S, hodic A, L48 bi chiém boi G hodc D, L49 bi
chiém boi E, L50 bi chiém boi E, D, G, hodc V, L52 bi chiém b&i G, 1.54 bi chiém bai D,
G.N.E, Q,K,R, T, V, hodc S, L100 bi chiém boi Q, H60 bi chiém boi E, H82¢ bi chiém
béi V.

Trong mdt sb khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi, chudi ning bién doi
¢6 do tuong dong > 85% voi trinh ty ngudi. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc lam tuong
thich véi ngudi, chudi nhe bién doi c6 do tuong dong > 85% véi trinh tw nguoi. Trong mét
s6 khang thé 3D6 dugce 1am twong thich v6i ngudi, mdi trong s6 chudi nang bién do6i va
chudi nhe bién dbi c6 do twong dong > 85% voi trinh tu dong mam nguoi. Trong mot sb
khang thé 3D6 dugc lam tuong thich v6i nguoi, ba CDR chudi ning 12 nhu dinh nghia boi
T hop Kabat/Chothia (cac SEQ ID NO:8, 9, va 10) va ba CDR chudi nhe 12 nhu dinh
nghia boi To hop Kabat/Chothia (cac SEQ ID NO:12, 13, va 14); véi diéu kién 1a vi tr
H28 duogc chiém bai N hodc T, vi tri H54 duoc chiém bai N hodc D, vi tri HS6 duoc chiém
boi D hodc E, vi tri H58 dugce chiém béi V hodc I, vi tri H60 bi chiém bai D hoic E, vi tri
.24 bi chiém boi K hodc R, vi trf L50 bi chiém boi L, E, D, G, hogc V, vi trf L52 bi chiém
boi S hoac G, va vi tri 154 bi chiém bsi L, D, G, N, E. Q, K, R, T, V, hodc S. Trong mdt
sb khang thé 3D6 duoc 1am trong thich véi ngudi, CDR-H1 T6 hop Kabat/Chothia ¢6 trinh
tu axit amin c¢6 chira SEQ ID NO:86. Trong mot ) khéng thé 3D6 duoc lam tuong thich
v6i ngudi, CDR-H2 Kabat ¢ trinh ty axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:88,
SEQ ID NO:92, hoac SEQ ID NO:149. Trong mot s6 khang thé 3D6 dugc 1am tuong thich
voi ngudi, CDR-L1 Kabat ¢6 trinh tu axit amin ¢6 chira SEQ ID NO:89. Trong mot )
khang thé 3D6 dugc lam tuong thich véi ngudi, Kabat CDR-L2 bao gdm trinh ty axit amin
duoc chon tor nhém gdm co cac SEQ ID NO:150-175.

Cac vung CDR cua khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi nay co thé tuong
dong hodc vé co ban tuong dong véi cac ving CDR ctia 3D6, cac ving CDR ¢6 thé duoc
dinh nghia béi dinh nghia theo quy wéc bét ky (vi du nhu, Chothia, hodc t6 hop ctia Chothia
va Kabat) nhung t6t hon 1a nhu dinh nghia béi Kabat.
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Céc vi trf khung vung bién ddi 1a theo cach danh sé Kabat trir khi ¢6 chi dan khéc.
Cac bién thé khac thuong khic voi cac trinh ty clia chudi ndng va chudi nhe Hu3D6 dugc
léy vi du boi ) luong nho (vi du nhu, thuong la khong nhiéu hon 1, 2, 3, 5, 10, hodc 15)
cia sy thay thé, su lam khuyét hogic su cai xen. Céc khac biét nay thuong ¢ trong ving

khung nhung cling ¢6 thé xay ra trong cac CDR.

Kha ning bién doi thém trong cac bién thé 3D6 dugc lam tuwong thich véi ngudi 1a
céc dot bién nguge bo sung trong cac khung ving bién d6i. Nhiu gbc khung khong tiép
xuc v6i cac CDR trong mAb dugc lam tuong thich véi ngudt cd thé chira sy thé cia cac
axit amin tUr cdc vi tri twong (mg ciia mAb cho cua chudt hodc cac khang thé ctia nguoi
hodc chudt khac, va tham chi nhidu gbe tiép xtic CDR tiém nang cling c6 thé thich hop cho
su thé. Ngay ca cac axit amin trong cdac CDR ¢6 thé duoc thay doi, vi du, bang céc gbe
duoc phat hién ¢ vi tri tuong ng cta trinh ty nhan ctua nguoi duge su dung dé cung cap
cac khung ving bién d6i. Ngoai ra, cac trinh ty nhan cta ngudi khac ¢6 thé duoc st dung,
vi du, cho chudi ning va/hoidc chudi nhe. Néu céc trinh tu nhan khac nhau duoc st dung,
mdt hodc nhiéu trong sb cac dot bién nguoc da dé cap trén day co thé khong duoc thuc

hién vi cac goc cho va nhan tuong tng da 14 giong nhau ma khong can cac dot bién nguoc.

Tét hon, néu su thay thé hodc cac dot bién nguoc trong cac bién thé 3D6 duge lam
tuong thich voi nguoi (duge bao toan hodc khong) khong c6 tac dong dang ké dbi voi ai
luc lién két hodc hidu luc cia mAb duge lam tuong thich v6i nguoi, nghia 1a, kha nang lién
két voi tau ctia né.

Khang thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi duge xac dinh déc diém thém béng
kha nang cua chung dé lién két véi ca tau da phosphoryl hoa va khong dugc phosphoryl

hoa va cac dang cudn gap sai/két tu cta tau.
D. Khéng thé kham va khéng thé duoc nguy trang

Sang ché con dé xuit dang kham va dang dugc nguy trang cia khéng thé khong phai
cua nguoti, cu thé 13 cac khang thé 3D6 trong céc vi du.

Khéng thé kham la khang thé trong do ving bién doi truéng thanh cla cac chudi
nhe va chudi nang cua khéang thé khong phai ctia nguoi (vi du, chudt) dugce két hop véi
ving hang dinh chudi nhe va niang cta nguoi. Cac khing thé nay gan nhu hodc hoan toan

gilt dugc tinh dac hi€u lién két cua khang thé chudt, va 1a khoang hai phén ba trinh tu cua
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nguoi. Theo mdt phuong an, khang thé 3D6 kham c6 trinh tu axit amin chudi ning néu
trong SEQ ID NO:72 va trinh ty axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO:73.

Khang thé duoc nguy trang 1a loai khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi van
gilt dugc mot s6 va thuong la toan bo cac CDR va mot s6 gbe khung ving bién d6i khong
phai ciia nguoi cua khang thé khong phai ctia nguoi nhung thay thé cac gbc khung ving
bién dbi khiac ma co thé tham gia vao cac epitop té bao B hodc T, vi du céc gbe duge boc
16 (Padlan, Mol. Immunol. 28:489, 1991) vé1 cac gdc tir cac vi tri twong (mg cla trinh tu
khang thé ngudi. Két qua 1a mot khang thé trong d6 cac CDR hoan toan hodc gan nhu 1a
tir khang thé khong phai ctia ngudi va cac khung ving bién d6i cua khang thé khong phai
ctia nguoi dugc lam cho gidng ctia ngudi hon nho cac dot bién thé nay. Cac dang dugc

nguy trang cua khang thé 3D6 dugc bao gdm trong sang ché.
E. Khang thé nguoi

Khang thé ngudi khang lai tau hoéc doan cta né (vi du, cac gdc axit amin 199-213
va/hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3, lan luot tuong ng voi cac gbc axit amin 257-
271 va/hoic 320-334 néu trong SEQ ID NO:1 hodc cac gbc axit amin 259-268 hogc 290-
299 hoidc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1 hogc dang két hop bat ky cta 2,
3 hoic tAt ca 4 gbe nay) duoc tao ra béi nhiéu ky thut khac nhau duge mo ta dudi day.
Mot sé khang thé nguoi dugc chon loc bang céc thi nghiém lién két canh tranh, bang
phuong phap biéu hién thé thuc khuén ciia Winter, trén day, hodc theo cach khac, dé co
cung tinh dac hi¢u epitop voi khang thé chudt cu thé, chang han nhu mot trong s6 cac khang
thé don dong ctia chudt duge mo té trong cac vi du. Cac khang thé nguoi ciing ¢6 thé dugc
sang loc vé tinh dic hiéu epitop cu thé béng cach chi su dung mot doan cua tau, nhu mot
doan tau chi chua cac goc axit amin 199-213 hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan
lugt turong g voi cac gbc axit amin 257-271 hogc 320-334 néu trong SEQ ID NO:1) hodc
chi chira céc géc axit amin 259-268 hoac 290-299 hoac 321-330 hodc 353—362 néu trong
SEQ ID NO:1, nhu khang nguyén dich, va/hoac bang cach sang loc cdc khang thé khang
lai tap hop céc bién thé tau, chéng han nhu cac bién thé tau chira cac dot bién thé khac nhau
trong cac gbc axit amin 199-213 hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan luot twong
ung vdi cac gbc axit amin 257-271 hoac 320-334 néu trong SEQ ID NO:1), hodc trong céac
géc axit amin 259-268 hoic 290-299 hodc 321-330 hoac 353-362 néu trong SEQ ID NO:1.

Céc phuong phap san xuit khang thé ngudi bao g6m phuong phép trioma cua

Oestberg va dong tdc gid, Hybridoma 2:361-367 (1983); Oestberg, Bing sang ché My so
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4,634,664; va Engleman va d‘éng tdc gia, Béng sang ché M¥ b 4,634,666, s dung chudt
chuyén gen chtra cac gen globulin mién dich ctia nguoi (xem, vi du, Lonberg va dong tdc
gid, W093/12227 (1993); US 5,877,397; US 5,874,299; US 5,814,318; US 5,789,650; US
5,770,429; US 5,661,016; US 5,633,425; US 5,625,126; US 5,569,825; US 5,545,806;
Neuberger, Nat. Biotechnol. 14:826 (1996); va Kucherlapati, WO 91/10741 (1991))
phuong phap biéu hién thé thuc khuan (xem, vi du, Dower va dong tdc gia, WO 91/17271;
McCafferty va dong tdc gia, WO 92/01047; US 5,877,218; US 5,871,907; US 5,858,657,
US 5,837,242; US 5,733,743; va US 5,565,332); va cac phuong phap duoc mo ta trong
WO 2008/081008 (vi du, lam bat tir dong té bao B nhd dugc phan 1ap tir ngudi, vi du, véi
EBV, sang loc dbi voi cac dic diém mong mudn, va tach dong va biéu hién cac dang tai to

hop).
F. Chon loc vung héng dinh

Céc ving bién d6i cua chudi niang va chudi nhe cua khang thé kham, dugc nguy
trang hodc dugc lam tuong thich v6i nguot ¢6 thé duoc lién két v6i it nht mot phan cia
ving hing dinh ctia ngudi. Viée chon ving hang dinh mot phan tiy thudc vao tac dung gay
doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé, tac dung thuc bao té bao phu thudc
khang thé va/hodc tac dung gdy doc té bao phu thudc bd thé ¢6 dugec mong mudn hay
khong. Vi du, cac isotyp [gG1 va IgG3 cua nguoi co tac dung gy doc té bao phu thude bd
thé va cac isotyp IgG2 va IgG4 cua ngudi thi khong. 1gG1 va IgG3 cta nguoi cling cam
Umg cac chtrc nang hiéu Ung qua trung gian té bao manh hon so véi IgG2 va IgG4 cia
nguoi. Cac vung hang dinh chudi nhe c6 thé 1a lamda hodc kapa. Cac quy u6c danh s6 cho
ving hang dinh bao gbm cach danh s EU (Edelman, G.M. va dong tac gia, Proc. Natl.
Acad. USA, 63, 78-85 (1969)), cach danh s6 Kabat (Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991, cach danh sb
don nhat IMGT (Lefranc M.-P. va dong tic gia, IMGT unique numbering for
immunoglobulin va T cell receptor constant domains va Ig superfamily C-like domains,
Dev. Comp. Immunol., 29, 185-203 (2005), va cach danh s6 exon IMGT (Lefranc, nhu

trén).

Mot hodc mot so axit amin & cac déu cung amino hodc carboxy cua chudi nhe
va/hodc ndng, chang han nhu lysin dau cung C cua chudi niing, c6 thé bi khuyét hodc duge

tao dan xuét & mot phén hodc toan bd phan ti. Su thé c6 thé duoc tao ra trong ving héng
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dinh dé lam giam hodc lam tang chic nang hiéu ung nhu tac dung gay doc té bao qua trung
gian b6 thé hoac ADCC (xem, vi du nhu, Winter va dong tac gia, bang sang ché My s6
5,624.821; Tso va dong tac gid, bing sang ché My s6 5,834,597; va Lazar va dong tac gia,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:4005, 2006), hoac dé kéo dai thoi gian ban thai ¢ nguoi
(xem, vi du nhu, Hinton va dong tac gia, J. Biol. Chem. 279:6213, 2004). Su thé duoc lay
lam vi du bao g61n Gln ¢ vi tri 250 va/hodc Leu ¢ vi tri 428 (cach danh sb EU duoc st
dung trong doan nay ddi v6i vung hang dinh) dé 1am tang thoi gian ban thai cta khang thé.
Su thé & bit ky hodc toan bo cdc vi tri 234, 235, 236 va/hodc 237 lam giam 4i luc dbi v6i
céc thu thé Fey, cu thé 1a thu thé FeyRI (xem, vi du, US 6,624,821). Su thé alanin ¢ cac vi
tri 234, 235, va 237 cua [gG1 nguoi ¢o thé dugc sir dung dé lam giam chtrc nang hiéu tmg.
Mot s6 khang thé ¢6 su thé alanin & cac vi tri 234, 235 va 237 clia IgG 1 ngudi dé lam giam
chuce nang hiéu tmg. Tuy y, cac vi tri 234, 236 va/hoac 237 & [gG2 cla ngudi dugce thay
thé bang alanin va vi tri 235 bang glutamin (xem, vi du, bang sang ché My s6 5,624,821).
Trong mdt s6 khang thé, dot bién & mdt hodc nhidu vi trf 241, 264, 265, 270, 296, 297, 322,
329, va 331 theo cach danh s EU ctia IgG1 nguoi duge sir dung. Trong mdt s6 khéng thé,
d6t bién & mot hodc nhidu vi tri 318, 320, va 322 theo cach danh s6 EU cua IgG1 nguoi
dugc sir dung. Trong mot sH khang thé, cac vi tri 234 va/hoac 235 dugc thay thé béng
alanin va/hodic vi trf 329 duoc thay thé bang glyxin. Trong mot s6 khéang thé, cac vi tri 234
va 235 duoc thay thé bang alanin. Trong mot s6 khang thé, isotyp nay 1a IgG2 hogc IgG4
nguoi.

Céc khang thé ¢6 thé duoc thé hién & dang cac tetrame chura hai chudi ning va hai
chubi nhe, & dang cac chudi ning, cac chudi nhe riéng biét, & dang Fab, Fab', F(ab')2, va
Fv, hodc & dang céc khang thé mach don trong d6 cac ving bién d6i truéng thanh cua chudi
nang va chudi nhe duge lién két qua doan dém.

Céc vung hang dinh ctia nguoi thé hién su bién ddi alotyp va bién ddi isoalotyp giita
cac ¢4 thé khac nhau, tie 13, cac ving hiang dinh 6 thé khéc nhau & cac c4 thé khac nhau
& mot hodc nhiéu vi tri da hinh. Cac isoalotyp khéc alotyp & chd huyét thanh nhan dién
isoalotyp lién két véi ving khong da hinh ciia mot hoac nhiéu isotyp khéc. Do d6, vi du,
mdot ving hang dinh chudi nang khéc 1a ciia IgG1 G1m3 c6 hodc khong ¢ lysin dau cling
C. Viéc dé cap dén ving hing dinh ctia ngudi bao gdm ving hing dinh c6 alotyp ty nhién

bét ky hodc hoan vi bat ky cua cac goc chiém cac vi tri trong céc alotyp tw nhién. Ving
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hing dinh chudi ning duge ldy 1am vi du 1a SEQ ID NO:176, c¢6 hodc khong ¢6 lysin dau
cung C, va vung hing dinh chudi nhe duoc lay 1am vi du 1a SEQ ID NO:177.

G. Biéu hién khang thé tai t6 hop

Nhiéu phuong phip da dugc biét dé tao ra cac khang thé kham va duge lam twong
thich v6i ngudi bang cach sir dung dong t& bao biéu hién khang thé (vi du nhuw, té bao lai).
Vi du, cac vung bién doi globulin mién dich cta cac khang thé c6 thé duge tach dong va
giai trinh tu bing cach st dung cac phuong phép da duge biét r5. Trong mdt phuong phap,
vang VH bién d6i chudi nang duoc tach dong bang RT-PCR bing cach stt dung mARN
dugc tao ra tur cac té bao lai. Cac doan modi lién ung duoc st dung cho peptit dan dau vung
VH chtra bd ba mo dau dich ma lam doan mdi 5' va doan mdi 3’ dic hiéu ving héng dinh
g2b. Cac doan mdi duoc ldy lam vi du dugc mo ta trong cong b bang sang ché My s6 US
2005/0009150 béi Schenk va dong tdc gid (sau day goi 1a “Schenk”). Céc trinh ty tir nhiéu
dong, thu dugc doc lap co thé duoc so sanh dé dam bao khong c6 thay dbi nao duoc dua
vao trong qué trinh khuéch dai. Trinh tu cta vung VH cling ¢6 thé dugc xac dinh hoic
dugc x4c nhén bang cach giai trinh tu doan VH thu dugc bang hé phuong phap 5' RACE
RT-PCR va doan mdi dic hi¢u 3' g2b.

Vang VL bién doi chudi nhe ¢6 thé duoc tach dong theo cach twong ty. Trong mot
phuong phap tiép can, tap hop doan moi lién tng duoc thiét ké dé khuéch dai cac ving VL
bing cach sir dung doan mdi 5° dugc thiét ké dé lai voi ving VL chita bd ba m¢ ddu dich
ma va doan mdi 3' dic hiéu voi ving Ck xudi dong cua ving nbi V-J. Trong phuong phép
tiép can tht hai, hé phuong phép S'RACE RT-PCR dugc st dung dé tach dong cADN ma
hoéa VL. Cac doan moi dién hinh duoc md ta trong Schenk, trén ddy. Cac trinh tu dé tach
dong nay sau dé dugc két hop véi cac trinh tr ma hoa cac ving hang dinh ctia nguoi (hodc
loai khac khong phai nguoi).

Trong mot phuong phap tiép can, cac ving bién ddi chudi nang va chudi nhe dugc
thao tac di truyén lai dé ma hoa cdc trinh tw cho cdt nbi xudi dong ctia cac khép ndi VDI
hoac VJ tuong ung va dugc tdch dong vao vecto biéu hién dong vat c6 vii, nhu pCMV-hy1
d6i v6i chudi nang va pCMV-Mecl déi v6i chudi nhe. Céc vecto nay ma héa céc ving hang
dinh y1 va Ck cta nguoi nhu cdc doan exon xudi dong cua cat xét ving bién doi da duoc
gén xen. Sau khi kiém tra trinh tu, vecto biéu hién chudi ning va chudi nhe c6 thé duge

déng chuyén nhiém vao cac té bao CHO dé tao ra cac khang thé kham. Moi truong c6 diéu
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kién dugc thu gom 48 gio sau chuyén nhiém va dugc thir nghiém béng phan tich tham tach
western vé kha nang san sinh khéng thé hodc bang ELISA vé kha nang lién két khang

nguyén. Cac khang thé kham nay duoc lam twong thich v6i nguoi nhu duge mo ta trén day.

Céc khang thé kham, duge nguy trang, dugc lam tuong thich véi nguoi, va khang
thé nguoi thuong dugc tao ra bing cach biéu hién tai t6 hop. Céc ciu triic polynucleotit tai
t6 hop thuong bao gdm trinh tur kiém soat biéu hién duoc lién két chirc ning véi céc trinh
tu md hoa cua cac chudi khang thé, bao gbém cic yéu to kidm soét biéu hién két hop tu
nhién hoic khéc loai, ching han nhu trinh tw khoi dong. Cac trinh tu kiém soét bi¢u hién
nay co thé 1a cac hé trinh tu khdi dong trong céc vecto c¢6 kha nang bién nap hodc Chuyén
nhidm cac té bao chi nhan chuin hodc nhan so. Khi vecto nay dugc dua vao vét chu thich
hop, vat chli nay duge nudi trong cac diéu kién thich hop dé biéu hién & mirc do cao cic

trinh tu nucleotit nay va dé thu gom va tinh ché cac cac khang thé phan tmg chéo.

Céac vecto biéu hién nay cé thé sao chép dugc trong cac sinh vt chu nhu 1a cac
episom hoac nhu mot phan nguyén ven ctia ADN nhiém séc thé vat chi. Thong thuong,
céc vecto biéu hién chtra gen danh dau chon loc, vi du nir, khang ampixilin hoac khang
hygromyxin, dé cho phép phat hién cac té bao da duoc bién nap bing cic trinh ty ADN

mong muon.

E. coli 1a mot vat chii nhan so hitu ich dé biéu hién céc khang thé, cu thé 1a céc doan
khéng thé. Vi sinh vat, chéng han nhu ndm men, cling 1a hitu ich cho viéc biéu hién.
Saccharomyces 1a vat chu nAm men véi cac vecto thich hop ¢6 céc trinh tu kiém soét biéu
hién, gdc sao chép, cac trinh tu két thuc, va cac yéu td tuong tu néu mudn. Céc trinh tu
khoi dong dién hinh bao gbm 3-phosphoglyxerat kinaza va cac enzym thiy phén duong
khac. Céc trinh tu khéi dong nim men cam tng dugc bao g0m, trong s6 cac loai khéc, céc
trinh tu khoi dong tir alcohol dehydrogenaza, isoxytocrom C, va cdc enzym chiu trach

nhiém vé viéc str dung maltoza va galactoza.

Céac té bao dong vat co vu ¢o thé duoc su dung dé biéu hién cac doan nucleotit ma
héa cac globulin mién dich hodc cac doan cta chung. Xem Winnacker, From Genes to
Clones, (VCH Publishers, NY, 1987). Nhiéu dong té bao chi thich hop c6 kha ning tiét ra
cac protein khac loai khong hoat dong da dugc phat trién, va bao gdm cac dong té bao
CHO, nhiéu dong té bao COS khac nhau, céc té bao HeLa, cac té bao HEK293, céc té bao
L, va céc té bao u tiy khong san sinh khang thé bao gom Sp2/0 va NS0. Cac té bao nay c6

81



42494 82/203

thé khong phai ctia nguoi. Céc vecto bidu hién cho cac té bao nay co thé bao gbm cac trinh
tu kiém soat biéu hién, nhu gbc sao chép, trinh tu khoi dong, trinh tu tang cuong (Queen
vé dong téc gia, Immunol. Rev. 89:49 (1986)), va cac vi tri thong tin xir Iy can thiét, chang
han nhu vi tri lién két ribosom, vi tri ghép ndi ARN, vi tri polyadenyl hoa, va trinh tyu két
thac phién ma. Céc trinh tu kiém soat biéu hién co thé bao gém cac trinh tu khoi dong thu
duoc tir cac gen ndi sinh, cytomegalovirut, SV40, adenovirut, virut u nht bo, va dang tuong

tu. Xem Co va dong tdc gid, J. Immunol. 148:1149 (1992).

Ngoai ra, cac trinh tu ma héa khang thé c6 thé duge dua vao cac gen chuyén dé dua
vao bd gen cua dong vat chuyén gen va biéu hién tiép trong sita ctia dong vt chuyén gen
nay (xem, vi du nh, bang séng ché My s6 5,741,957; bing sang ché My s6 5,304,489; va
bang Sang Ché My No. 5.849.992). Céc gen chuyén thich hop bao gbm cac trinh tu ma
hoa cho chudi nhe va/hodc chudi ning duoc lién két chirc nang véi trinh tu khéi dong va
trinh ty ting cuong tu gen dac hi¢u tuyén vii, nhu casein hodc beta lactoglobulin.

Cac vecto chira cac doan ADN can quan tam co thé duoc chuyén vao té bao chu
bang cac phuong phap tuy theo loai té bao chu. Vi du, phuong phap chuyén nhiém canxi
clorua thuong duge st dung cho céc té bao nhan so, trong khi d6 phuong phap xt 1y canxi
phosphat, duc 15 dién, chuyén gen bang liposom, k¥ thuat bin gen, hodc chuyén nhiém dua
vao virut ¢6 thé duge st dung cho céc té bao chi khac. Cac phuong phép khac duoc si
dung dé bién nap té bao dong vat ¢ vii bao gbm str dung polybrene, dung hop té bao tran,
liposom, duc 16 dién, va vi tiém té bao. Pé tao ra cac dong vat chuyén gen, cac gen chuyén
6 thé duoc tiém té bao vao nodn bao da thu tinh hodc ¢6 thé duoc dua vao bo gen cuia té
bao gbc phoi hodc té bao goc da nang duge cam ung (iPSC), va nhan cla cic té bao nay
dugce chuyén vao nodn bao da dugc lam méat nhan.

(Céc) vecto ma héa céc chudi ning va chudi nhe cta khang thé dugc dua vao méi
truong nudi cdy té bao, cac phan gdp té bao c6 thé dugc sang loc vé ning suét phat trién
va chit luong san pham trong moi truong khong chia huyét thanh. Sau do, cic phan gop
té bao co nang suét cao nhét c6 thé duoc tach dong té bao don 1¢ dua vao FACS dé tao ra
cac dong don dong. Nang suéit cu thé trén 50 pg hodc 100 pg mdi té bao moi ngdy, ma
tuong Ung voi cac hiéu gia san pham 1én hon 7,5 g/l moi trudng nudi cy, co thé duogc st
dung. Céc khang thé dugc sinh ra boi cac dong té bao don 1€ cling ¢6 thé duoc kiém tra vé
dd duc, cac dac diém loc, PAGE, IEF, quét UV, HP-SEC, lap ban dd hydrat cacbon-
oligosacarit, phép do phé khoéi, va thue nghiém lién két, Chfmg han nhu ELISA hodc Biacore.
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Sau d6 dong duoc chon ¢o thé duge dua vao nhiéu lo thuy tinh va dugc bao quan dong

lanh dé str dung tiép.

Khi da duoc biéu hién, cac khang thé co thé duge tinh ché theo céc quy trinh chuin
trong linh vuc nay, bao g0m bit protein A, tinh ché HPLC, sic ky cot, dién di gel va k¥
thudt twong tu (xem tong quan, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

H¢ phuong phéap dé san xuét thuong mai cdc khang thé c6 thé duoc su dung, bao
g@)m t6i vu hoa bd ba ma hoa, chon loc trinh tu khdi dong, chon loc cac yéu t0 phién ma,
chon loc trinh tu két thic, tich dong té bao don 1é khong huyét thanh, tao ngan hang té bao,
str dung cac gen danh d4u chon loc dé khuéch dai 6 luong ban sao, trinh tu két thic CHO,
hoic cai thién hiéu gia protein (xem, vi du nhw, US 5,786,464; US 6,114,148, US
6,063,598; US 7,569,339: WO02004/050884; W02008/012142; W02008/012142;
W02005/019442; W02008/107388; W02009/027471; va US 5,888,809).

[V.  Chit gy mién dich hoat dong

Chét duoc st dung dé gdy mién dich chu dong c6 tac dung cam Ung ¢ bénh nhéan
cing loai khang thé duge mo ta lién quan dén phuong phap gy mién dich thu dong trén
day. Cac chat duge str dung dé gay mién dich chu dong c6 thé 1a cung loai chit gdy mién
dich duoc sur dung dé tao ra cac khang thé don dong & cac dong vat thi nghiém, vi du, peptit
cua 3-15 hodc 3-12 hodc 5-12, hodc 5-8 axit amin lién tuc tir ving cua tau tuong ung voi
cac gbe 199-213 hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan lugt twong ng véi céac gbe
257-271 hodc 320-334 néu trong SEQ ID NO: 1), ching han nhu, vi dy, peptit bao gdm céc
gbc 199-213 hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan lugt twong tmg véi cac goc 257-
271 hodc 320-334 néu trong SEQ ID NO:1) hogc tir ving cla tau twong (mg voi cac gbe
259-268 hodc 290-299 hodc 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1, chfmg han
nhu vi dy, peptit bao gdm cac gbe 259-268 hodc 290-299 hodc 321-330 hodc 353-362 néu
trong SEQ ID NO:1. Dé cam ung cic khang thé lién két v4i cing mot epitop hodc epitop
gbi 1én nhau vé6i 3D6, tinh dac hiéu epitop ctia cac khang thé nay c6 thé duge 1ap ban do
(vi du, bang cach kiém tra kha nang lién két v6i mot loat peptit gbi 1én nhau kéo dai tau).
Sau d6 mot doan cua tau bao gdm hodc chira hojc gbi 1én epitop nay c6 thé duogc sir dung
lam chét gay mién dich. Cac doan nay thuong dugc str dung ¢ dang khong duge phosphoryl

hoa.
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Chét mang va td duoc khéc loa, néu duoc st dung c6 thé 1a giéng nhu dugc st dung
dé tao ra khang thé don dong, nhung ciing c6 thé duge chon vi thich hop dé lam thube dé
st dung cho nguoi hon. Cic chat mang thich hop bao gém albumin huyét thanh,
hemoxyanin cua loai ¢ keyhole limpet, cac phan tir globulin mién dich, thyroglobulin,
albumin trimg, bién doc t6 ubn van, hodc bién doc t6 tur vi khuén gdy bénh khac, nhu vi
khuan gdy bénh bach hau (vi du, CRM197), E. coli, cholera, hodc H. pylori, hodc dan xuét
doc t6 nhuge dong. Epitop té bao B ciing 1a phén tir chét mang thich hop. Mbt s6 thé lién
hop ¢6 thé duge tao ra bang cach lién két cac chét theo sang ché véi phan tir polyme kich
thich mién dich (vi du, tripalmitoyl-S-glyxerin xystein (Pam;Cys), mannan (polyme
mannoza), hodc glucan (polyme B 1-2)), xytokin (vi du, IL-1, Céc peptit IL-1 alpha va 3,
IL-2, y-INF, IL-10, GM-CSF), va chemokin (vi du, MIP1-a va B, va RANTES). Cac chat
gay mién dich c6 thé duoc lién két v6i cac chat mang ¢ hoidc khong c¢6 cac doan axit amin
dém (vi du, gly-gly). Cac chéit mang khéc bao gbm cac hat tuong tu virut. C4c hat twong tu
virut (VLP), con dugc goi 1a virion gid hodc céc hat thu duoc tr virut, 1a cac cAu tric dudi
don vi chira nhiéu ban sao ctia protein vo capsit va/hodc protein vo ngoai virut ¢6 kha nang
tu ldp rap thanh cac VLP ¢6 chu truc ddi xtmg hinh cau x4c dinh in vivo. (Powilleit, va
ddng tac gia, (2007) PLoS ONE 2(5):e415.) Ngoai ra, céc chit gdy mién dich peptit ¢6 thé
duoc lién két vai it nhat mot epitop té bao T nhan tao c6 kha nang lién két voi phan 1én cic
phan tr MHC Lép 11, nhu epitop pan DR ("PADRE"). PADRE dugc md ta trong US
5,736,142, WO 95/07707, va Alexander J va cac déng tac gia, Immunity, 1:751-761
(1994). Céc chat gay mién dich hoat dong c6 thé duoc trinh dién & dang da phan ti trong
d6 nhidu ban sao cta chat gay mién dich va/hogc chat mang ctia n6 duoc trinh dién dudi
dang phan tir cdng hoa tri don.

Nhiéu doan thuong duge s dung véi céc td duge duge dung. Ta dugc nay lam tang
hiéu gia cua cac khang thé dugc cam tmg va/hoic ai luc lién két cua cac khang thé dugc
cam (mg so v6i truong hop peptit nay dugce su dung mot minh. T4 dugc nay lam tang hi¢u
gia cia cac khang thé duoc cam ung va/hodc ai luc lién két cua cac khang thé dugc cam
rng so voi truong hop peptit nay duge st dung mot minh. Tét hon néu cac ta duge lam
tang dap tng ndi tai voi chat gy mién dich ma khong gay ra su thay d6i cau hinh trong
chét gdy mién dich nay ma anh hudng dén dang dinh tinh cua dap tmg nay. Cac ta dugc
duoc wu tién hon bao gom cic mubi nhdém, nhu nhém hydroxit va nhém phosphat, 3 De-

O-axyl héa monophosphoryl lipit A (MPL™) (xem GB 2220211 (RIBI ImmunoChem
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Research Inc., Hamilton, Montana, hién nay la mdt ph?m cua Corixa). Stimulon™ QS-21
1a triterpen glycosit hodc saponin duoc phén ldp tir vo cua cdy Quillaja Saponaria Molina
duoc tim thay ¢ Nam M¥ (xem Kensil va dong tdc gia, trong Vaccine Design: The Subunit
and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); UsS
5,057,540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA; hién nay la Antigenics, Inc.,
New York, NY). Cac ta dugc khac 1a cdc nhil tuong diu trong nudce (nhu squalen hodc dau
lac), tuy v két hop voi céc chét kich thich mién dich, nhu monophosphoryl lipit A (xem
Stoute va dong tdc gia, N. Engl. J. Med. 336, 86-91 (1997)), cac polyme pluronic, va vi
khuéin mycobacterium bi diét. Ribi chtra dau chuyén héa duoc (squalen) dugc tao nhil
twong v6i nude mudi chita Tween 80. Ribi con chira cic san phdm mycobacterium dugc
tinh ché ma ¢6 tac dung lam chét kich thich mién dich va monophosphoryl lipit A cia vi
khudn. Mot t4 duge khac 1a CpG (WO 98/40100). Céc ta duoc c6 thé duge st dung lam
thanh phén cuia ché phém tri liéu cung v61 hoat chit hodc ¢6 thé dugc st dung riéng, trudc,
dé)ng thoi v6i, hodc sau khi st dung chét tri liéu.

Cac dang tuong tu cua cac doan ty nhién cua tau ma cam Ung cac khang thé khang
tau cling co thé duoc st dung. Vi du, mot hodc nhiéu hodc tat ca L-axit amin c6 thé duoc
thé bang D axit amin trong céc peptit nay. Ngoai ra, thir tu cua cac axit amin ¢6 thé dugc
béao ton (retro peptit). Tuy y mot peptit bao gOm tat ca cac D-axit amin theo tht tu bao ton
(retro-inverso peptit). Peptit va cac hop chét khac ma khong nhét thiét phai co sy twong
dong trinh ty axit amin déng ké v6i cac peptit tau nhung dong vai tro la cac gia peptit tau
va cam ung dap ting mién dich tvong tu. Cac khang thé khang idiotyp khéng cac khang thé
don dong vai tau nhu duge mo ta trén day cling ¢ thé duoc stir dungCac khang thé khang
Id nay bat chuéc khang nguyén va tao ra dap Umg mién dich voi n6 (xem Essential
Immunology, Roit ed., Blackwell Scientific Publications, Palo Alto, CA tai ban lan 6, trang
181).

Cac peptit (va tuy y chit mang duogc dung hop véi peptit nay) cling co thé duoc si
dung ¢ dang axit nucleic ma héa peptit nay va dugc biéu hién tai chd & bénh nhan. Doan
axit nucleic ma hoa chit gy mién dich thudng duge lién két v6i cac yéu td diéu hoa, nhu
trinh ty khai dong va trinh tu ting cuong ma cho phép biéu hién doan ADN nay trong té
bao dich du kién cua bénh nhan. Dé biéu hién trong cac té bao mau, nhu dugc mong mudn
dé cam ung dap Gmg mién dich, trinh ty khéi dong va yéu 0 tang cudng tir céc gen globulin

mi&n dich chudi nhe hodc chudi ning hodc trinh tw khoi dong rat sém chinh CMV va cac
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gen tang cuong la thich hop dé didu khién su biéu hién. Cac yéu td diéu hoa dugc lién két
va cac trinh tu ma hoa thuong duoc tach dong vao vecto. Cac khang thé ciing c6 thé duoc
str dung & dang céc axit nucleic ma héa chudi nang va/hodc chudi nhe khang thé. Néu ca
chudi ning va nhe déu c6 mat, cac chudi nay t6t hon néu dugce lién két nhu 1a mot khang
thé chudi don. Cac khang thé dé st dung thu dong ciing c6 thé duoc tao ra vi du nh, bﬁng
sdc ky 4i luc tir huyét thanh ctia bénh nhén dugc diéu tri bing cac chit gdy mién dich peptit.

ADN c¢6 thé duge phan phdi ¢ dang tran (tire 13, khong 6 vat liéu keo hodc vat liéu
bao nang). Ngoai ra nhiéu hé vecto virut c6 thé dugc sur dung bao gf)m cac hé retrovirut
(xem, vi du nhu, Lawrie va Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102-109 (1993)); vecto
adenovirut {xem, vi du nhu, Bett va dong tac gia, J. Virol. 67, 591 1 (1993)) bao gdm vecto
¢6 ngudn goc tir retrovirut nhuw MMLV, HIV-1, va ALV; vecto virut két hop adeno {xem,
vi du nhu, Zhou va dong tac gia, J. Exp. Med. 179, 1867 (1994)), vecto lentivirut chang
han nhu vecto dua trén cac trinh tu gag HIV hoac FIV, cac vecto virut tr ho pox bao gbm
c4c virut ddu mua va virut pox ¢ chim, cdc vecto virut tur gidng virut alpha nhu cic vecto
thu duogc tir Sindbis va Virut Rimg Semliki (xem, vi du nhu, Dubensky va dong tac gia, J.
Virol. 70, 508-519 (1996)), virut gy viém ndo ngua Venezuela (xem US 5,643,576) va
rhabdovirut, nhu virut gy bénh viém miéng mun nude (xem WO 96/34625) va cac virut
u nht (Ohe va dong tac gia, Human Gene Therapy 6, 325-333 (1995); Woo va dong tac
gia, WO 94/12629 va Xiao & Brandsma, Axit nucleic. Res. 24, 2630-2622 (1996)).

ADN m3 héa cho chét gdy mién dich, hoac mi héa cho chudi nang va/hodc chudi
nhe khang thé, hodc vecto chira chung, ¢6 thé duoc dong goi vao liposom. Cac lipit thich
hop va cac chét twong tu lién quan dugec md ta boi US 5,208,036, US 5,264,618, US
5,279,833, va US 5,283,185. Vecto va ADN ma hoa cho chét gay mién dich, hodc ma hoa
cho chudi nang va/hodc chudi nhe khang thé ciing c6 thé duge hap thu vao hodc duge két
hop v6i chit mang dang hat, vi du v& chung bao gébm polyme polymetyl methacrylat va
polylactit va poly(lactit-co-glycolit), (xem, vi du nhuw, McGee va dong tac gia, J. Micro
Encap. 1996).

Vecto hoac doan tur chung ma hoa cho chudi nang va/hodc chudi nhe khang thé ¢
thé dugc két hop trong té bao ex vivo, vi du nhu vao té bao dugc cdy bén ngoai tir bénh
nhan cu thé (vi du nhu, & bao lympho, dich choc hat tiy xuong, mAu sinh thiét mo) hodc
té bao gbc tao méau cho van ning, sau do 1a su céy lai ca té bao vao trong bénh nhan,

thuong la sau khi chon loc d6i voi té bao ma da két hop gen chuyén. (Xem, vi du nhu, WO
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2017/091512). Céc té bao c6 ngudn gbc tir bénh nhén vi du bao gdm té ba gdc da ning
dugc gy cam ng co ngudn gdc tir bénh nhan (patient derived induced pluripotent stem

cell - iPSC) hodc céc loai khac cia té bao gbe (phdi, tao mau, than kinh, hodc trung md).

Vecto hodc doan tir chung ma hoa cho chudi ning va/hodc chudi nhe khing thé ¢6
thé duoc dua vao trong ving bat ky duoc quan tAm trong té bao ex vivo, chang han nhu
gen albumin hodc gen An chtra an toan khac. Té bao két hop vecto ¢6 thé duoc cdy ¢6 hodc
khong cé su biét hoa tur trude. Té bao c¢6 thé duoc céy vao mo cu thé, chéng han nhu mo6
tiét hodc vi trf bénh ly, hodc toan than, chéng han nhu béng cach truyén vao mau. Vi du
nhu, té bao co thé duogc céy vao mo tiét cua bénh nhan, chéng han nhu gan, tuy y vé1 su
biét hoa tr trude thanh té bao c6 mit trong mé do, ching han nhu té bao gan trong trudng

hop ctia gan. Sy biéu hién cua khang thé trong gan dan dén su tiét cua khang thé vao mau.

H. Céc thtr nghiém sang loc khang thé

Céc khang thé ¢6 thé duogc sang loc ban dau vé tinh dac hiéu lién két du kién nhu
duoc md ta trén day. Cac chat gdy mién dich hoat dong cling c¢6 thé duoc sang loc nhur vy
vé kha nang cam (ng céc khang thé c6 tinh dac hiéu lién két nay. Trong trudng hop nay,
chét gay mién dich hoat dong dugc st dung dé gay mién dich dong vat thi nghiém va huyét

thanh thu duoc duoc kiém tra vé tinh ddc hiéu lién két thich hop.

Sau d6 cac khang thé c6 tinh dic hiéu lién két mong mudn co thé duoc kiém tra
trong cac md hinh té bao va dong vat. Céc té bao duoc sir dung dé sang loc nhu vay t6t
hon, néu 1a cac té bao noron. M6 hinh té bao cua bénh hoc tau da duoc bao cdo trong do
céc té bao u nguyén bao than kinh duge chuyén nhiém véi ving chirc nang 13p bén cua tau,
tiy ¥ v6i dot bién lién quan dén bénh hoc tau (vi du nhuw, delta K280, xem Khlistunova,
Current Alzheimer Research 4, 544-546 (2007)). Trong mdt mo hinh khéc, tau duoc cam
ung trong dong té bao u nguyén bao than kinh N2a bang cach bd sung doxycyclin. Mo hinh
té bao nay cho phép nghién ctru vé doc tinh clia tau véi cac té bao & trang thai hoa tan hodc
két tu, hinh thirc cta cac khdi két tu tau sau khi gy ra su biéu hién gen tau, su hoa tan khdi
két tu tau sau khi dirmng biéu hién gen mot l4n nira, va tic dung ctia cdc khang thé trong viéc
trc ché sy tao thanh cac khdi két tu tau hodc tach ching ra.

Céc khang thé hoac chét gy mién dich hoat dong cling c6 thé duoc sang loc trong

cac mo hinh dong vat chuyén gen cua céc bénh gdy ra boi tau. Cac dong vét chuyén gen
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nay c6 thé mang gen chuyén tau (vi du nht, bat ky trong sb cac dong phan nguoi) va tiy y
gen chuyén APP nguoi ngoai cac gen khéc, nhu kinaza ma phosphoryl héa tau, ApoE,
presenilin hodc alpha synuclein. Cac dong vat chuyén gen nay duoc b6 tri dé phat trién it
nhat mot dau hiéu hodc tridu chimg ciia bénh géy ra boi tau.

Pong vit chuyén gen dugc 14y lam vi du 1a dong K3 cta chudt (Itner va déng tac
gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105(41):15997-6002 (2008)). Céac chudt nay co gen chuyén
tau ngudi voi dot bién K3691 (dot bién nay lién quan dén bénh Pick) va trinh tu khoi dong
Thy 1.2. M6 hinh nay thé hién sy thoai héa than kinh, thiéu van dong va thoai hoa céc soi
huéng tAm va cac té bao hat tidu ndo trong khoang thoi gian ngin. Dong vat khéc dién hinh
la dong JNPL3 cua chudt. Chudt ¢6 gen chuyén tau nguoi véi dot bién P301L (dot bién
nay lién quan dén bénh sa sat trf tué tran thai dwong) va trinh ty khoéi dong Thy 1.2
(Taconic, Germantown, N.Y., Lewis, va déng tac gia, Nat Genet. 25:402-405 (2000)). Céc
chudt nay c6 khoang thoi gian thoai hoa than kinh déu dan hon. Chudt phat trién cac dam
rdi than kinh trong mot s6 viing nio va day rdn, ma duge dua vao diy bang cach vién din
toan bd). Pay 1a md hinh hoan hao dé nghién ctu cac hau qua cta sy phat trién dam rdi va
cho liéu phéap sang loc ma ¢o thé e ché su tao thanh cac khéi két tu nay. Uu diém khic
cia cac dong vat nay l1a su tin cong ctia bénh tuong ddi s6m. Trong dong dong hop ti, céc -
bét thuong vé hanh vi lién quan dén bénh hoc tau ¢6 thé duoc quan sat thdy & som nhét 1a
3 thang, nhung cac dong vat van tuong dbi khoe manh it nhat dén 8 thang tudi. Néi cach
khac, & 8 thang tudi, cac dong vat di loanh quanh, tu dn, va cé thé thuc hién cac nhiém vu
hanh vi du t&t dé cho phép theo ddi dugc tic dung diéu tri. Viéc gy mién dich chu dong
cho cdc con chudt nay trong 6-13 thang bing - AI wl KLH-PHF-1 tao ra cdc hiéu gia
khoang 1.000 va thé hién cac dam rdi than kinh it hon, pSer422 it hon, va sy sut can dugc
giam di so v6i chudt dbi ching khong duoc diéu tri.

Hoat tinh cua céc khang thé hodc hoat chat co thé duoc danh gia béng nhiéu tiéu
chuén khéac nhau bao gdm giam luong tau toan phan hodc tau dugce phosphoryl hoa, giam
cac dic diém bénh hoc khac, nhu 16p ling dong amyloit ctia AB, va tac dung trc ché hoic
lam cham hodc cac khuyét tat hanh vi. Cac chét gay mién dich hoat dong cling c6 thé dugc
kiém tra vé kha nang cam (mg cac khang thé trong huyét thanh. Ca chat gay mién dich chu
dong va thu dong déu ¢6 thé duoc kiém tra vé sy xdm nhdp ctia khang thé qua hang rao
méu ndo vao ndo cua dong vét chuyén gen. Cac khéng thé hodc doan cam tng khang thé

cling ¢6 thé duoc kiém tra & dong vat linh truéng khong phai 12 nguoi ma phat trién cac
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triéu ching cua bénh dugc dac trung bai tau mot cach ty nhién hodc do cam tng. Cac thi
nghiém trén khang thé hoac hoat chét thuong dugce thuc hién két hop véi dbi ching, trong
do mot thir nghiém song song duoc thuc hién ngoai trir 1a khang thé hoic hoat chat khong
¢6 mat (vi du nhu, dugc thay thé béng ta duogc long). Sau do tac dung lam giam, tri hoan
hodc trc ché cac dAu hiéu hoac triéu ching ctia bénh ¢6 thé 1a do khang thé hodc hoat chét

dugc tht nghiém ¢6 thé duoc danh gia so véi d6i ching.
V. Céc bénh nhan phu hop véi viée diéu tri

Sur ¢6 mit clia cdc dam réi thin kinh da dugc phat hién ra & mot s6 bénh bao gdm
bénh Alzheimer, hdi chirng Down, suy giam nhén thic nhe, bénh do protein tau li€n quan
dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém ndo, chung sa sut tri tu¢ sau chan thuong
hoac sa sut tri tu€¢ do chin thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh i€t trén
nhan, bénh sa sat tri tué tran thai duong, bénh thoai hoa thuy trdn thdi dwong, bénh hat uva
bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phtrc hop bénh xo cing teo co mdt bén/bénh sa
sut tri tué do parkinson cua Guam, bénh thodi héa vo nio va hach nén (CBD), ch&ng sa sut
trf tué voi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén
thuong ndo mén tinh (CTE), bénh do tau thin kinh dém hinh cdu (GGT), va bénh liét trén
nhan tién trién (PSP). Céac phic dd nay ciing c6 thé duoc sir dung dé diéu tri hodc phong
ngira bat ky trong s6 cac bénh nay. Do mobi lién quan rong rii gitta céc tinh trang va bénh
than kinh voi tau, cac phac do hién nay c6 thé dugc str dung dé diéu tri hodc phong ngtra
cho déi tuong bat ky thé hién cac mutrc néng do tau hodc tau dugc phosphoryl hoa gia ting
(vi du nhur, trong CSF) so v6i gié tri trung binh ¢ cc ca thé khong bi bénh than kinh. Cac
phac dd nay ciing c6 thé duoc str dung dé diéu tri hodc phong ngira bénh than kinh & cac
cé thé c6 dot bién & tau lién quan dén bénh than kinh. Céc phuong phap nay la dic biét

thich hop dé diéu tri hodc phong ngira bénh Alzheimer, va cu thé 12 & cac bénh nhan.

Céc bénh nhén thich hop dé didu tri bao gom cac ca thé c6 nguy co bi bénh nhung
chua thé hién céc tridu chimg, cling nhu cac bénh nhan dang thé hién céc triéu chiing. Cac
bénh nhan ¢6 nguy co mac bénh bao gbm céc bénh nhan c6 nguy co méc bénh do di truyén
da biét. Céc ca thé nay bao g0m cac d6i tuong c6 ho hang da ting mic bénh nay, va cac
d6i tuong c6 nguy co duge xac dinh bang cach phan tich cac dAu hiéu di truyén hodc hoa
sinh. Céc déu hiéu di truyén vé nguy co méc bénh bao gém cac dot bién & tau, nhu cac dot

bién da thao luan trén diy, cling nhu céc dot bién trong cic gen khac lién quan dén bénh
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than kinh. Vi du, alen ApoE4 & dang di hgp t va thim chi con hon nhu vay ¢ dang dong
hop tir ¢6 lién quan dén nguy co mic bénh Alzheimer. Céc ddu hiéu khic vé nguy co mic
bénh Alzheimer bao g61n cac dot bién & gen APP, cu thé 1a cac dot bién & vitri 717 va céc
vi tri 670 va 671 duoc goi lan luot 1a cac dot bién Hardy va Swedish, cdc dot bién & gen
presenilin, PS1 va PS2, tién str gia dinh vé AD, bénh tang cholesterol huyét hoac C.hl’rng X0
vita dong mach. Céc ca thé dang mic bénh Alzheimer c6 thé dwoc nhan biét bang cach
chup PET, tir chting suy giam nhén thire déc trung, cling nhu su ¢6 mét cua cac yéu t nguy
co duoc mo ta trén ddy. Ngoai ra, nhidu xét nghiém chén doan 1a sin c6 dé xac dinh cac ca
thé méc AD. Céc xét nghiém nay bao gom do cac mirc ndng do tau CSF hodc phospho-tau
va AP42. Cac muirc ndng do tau hodc phospho-tau gia ting va mic AB42 giam thé hién su
cO6 mat cua AD. Mot sb dot bién lién quan dén bénh Parkinson. Ala30Pro hodc Alas3, hodc
cac dot bién trong cic gen khac lién quan dén bénh Parkinson nhu kinaza lap giau leuxin,
PARKS. Céc ca thé ciing co thé dugc chan doan v6i bat ky trong s& cac bénh than kinh
duoc dé cap trén day theo tiéu chuan cia DSM IV TR.

& cac bénh nhan khong c¢6 triéu chimg, viée didu tri c6 thé bat dau & do tudi bat ky
(vi dy nhe, 10, 20, 30). Tuy nhién, thong thuong, khong cin bit diu diéu tri cho dén khi
ngudi bénh 40, 50, 60 hodc 70 tudi. Thong thuong, viée diéu tri doi héi nhiéu liéu trong
mdt khoang thoi gian. Viée diéu tri c6 thé duge theo ddi bang cach thir nghiém cac mirc
ndng do khang thé theo thoi gian. Néu dép tmg nay giam, lidu ting cudng dugce chi dinh.
Trong truong hop bénh nhan mac hoi chimg Down tiém tang, viéc didu tri co thé bat dau

tir trude khi sinh bang cach sir dung duoc chét cho me hodc ngay sau khi sinh.
[. Céc axit nucleic

Sang ché dé xuét thém cdc axit nucleic ma hoa bat ky trong s6 cac chudi ning va
nhe dugc mo ta trén day (vi du nhw, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:11, cdc SEQ ID NO:76-
80, cac SEQ ID NO:90-91, cac SEQ ID NO:146-148, cac SEQ ID NO:83-85, cac SEQ ID
NO:93-145, va cac SEQ ID NO:178-181). Axit nucleic duoc léy lam vi du ma héa chudi
nang theo sang ché 1a SEQ ID NO:182, va axit nucleic duoc lay lam vi du ma héa chudi
nhe theo sang ché 1a SEQ ID NO:183. Mot cach tuy ¥, cc axit nucleic nay con mé héa cho
peptit tin hiéu va co thé duoc biéu hién véi peptit tin hiéu duge lién két v6i ving bién doi.
Céac trinh tu axit nucleic ma héa co thé duoc lién két chue nang voi céc trinh tu diéu hoa

dé dam bao su biéu hién cua cac trinh tw ma hoa, chang han nhu trinh ty khoi dong, yéu to
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tang cuong, vi tri lién két ribosom, tin hiéu két thuc phién mi, va twong tu. Trinh tu diéu
hoa c6 thé bao gdm vung khoi dong, vi du nhu, ving khoi dong sinh vat nhan so hodc viing
khai dong sinh vat nhan chuan. Céc axit nucleic ma hoa cho chudi nang hoic chudi nhe cé
thé duoc t5i vu hoa bo ba ma héa dé biéu hién & (€ bao chu. Céc axit nucleic ma hoa cho
chudi nang va chudi nhe c6 thé ma héa cho gen chon loc duge. Cac axit nucleic ma héa
cho chudi nang va chudi nhe ¢6 thé c6 mat & dang duoc phan 1ap hodc ¢6 thé duoc tach
dong vao mot hoac nhiéu vecto. Céc axit nucleic nay c6 thé dugc tong hop bang, vi dy,
phuong phap téng hop trang théi ran hodc PCR cua céc oligonucleotit g6i 1én nhau. Cac
axit nucleic ma hoa céc chudi ning va nhe ¢6 thé duoc ndi thanh mot axit nucleic lién k&,
vi du, trong mdt vecto biéu hién, hoic ¢ thé 1a riéng biét, vi duy, moi axit nucleic duge tach
dong vao vecto biéu hién riéng ctia né.
J.Khéng thé lién hop

Céc khang thé lién hop ma lién két ddc hiéu voi cac khang nguyén nhu tau, 1a hitu
ich trong viéc phat hién sy c6 mat cia tau; theo doi va danh gid hi€u qua cua cac duge chét
dang dugc su dung dé diéu tri cho bénh nhan duogc chin do4dn mic bénh Alzheimer, hoi
chirng Down, suy giam nhén thtc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén
phat, bénh Parkinson sau viém nao, chimg sa sut tri tu¢ sau chén thuong hodc sa sut tri tué
do chén thuong nio, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa sut
tri tué tran thai duong, bénh thodi hoa thuy tran thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau
than kinh dém hinh cAu, phtrc hgp bénh xo cliing teo co mot bén/bénh sa sut tri tug¢ do
parkinson ctia Guam, bénh thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa sut tri tué véi
cac thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén thuong nio
min tinh (CTE), bénh do tau thin kinh dém hinh cau (GGT), hogc bénh liét trén nhan tién
trién (PSP); uc ché hodc lam giam sy két tu cua tau; (rc ché hoic 1am giam su tao so1 tau;
lam giam hodc lam sach 16p léng dong tau; dn dinh cau hinh khong doc cua tau; hoac diéu
tri hodc phong ngira bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam nhén thire nhe, bénh do
protein tau li€n quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém n#o, ching sa sit
tri tu€ sau chin thuong hogc sa sut tri tué¢ do chin thuong néo, bénh Pick, bénh Niemann-
Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa st tri tu¢ tran thai duong, bénh thoai hoa thuy tran
thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phurc hop bénh xo cliing
teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thodi héa vo ndo va hach

nén (CBD), ching sa sut tri tu¢ voi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer
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(LBVAD), ching chin thuong ndo man tinh (CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cau
(GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP) & bénh nhan. Vi du, céc khang thé nay ¢6
thé duoc lién hop véi cac goc diéu tri khac, cac protein khac, cac khang thé khac, va/hoic
céc nhan phat hién duoc. Xem WO 03/057838; US 8,455,622, Cac gde diéu trj nay ¢6 thé
la hop chét bét ky ma co thé duoc sur dung dé diéu tri, chéng, cai thién, phong ngura, hoac
cai thién bénh hoac tinh trang khong mong mudn & bénh nhan, nhu bénh Alzheimer, hoi
chirmg Down, suy giam nhén thtc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén
phat, bénh Parkinson sau viém ndo, chiing sa sut tri tu¢ sau chin thuong hodc sa sut tri tué
do chin thuong nio, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut
tri tué tran thai duong, bénh thodi héa thuy tran thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau
than kinh dém hinh cau, phtic hgp bénh xo cung teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do
parkinson cua Guam, bénh thodi hoa v ndo va hach nén (CBD), chiing sa sut tri tu€ véi
céc thé Lewy, bién thé thé Lewy cta bénh Alzheimer (LBVAD), ching chén thuong ndo
mén tinh (CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cau (GGT), hogc bénh liét trén nhén tién
trién (PSP).

Céc gbe diéu tri duge lién hop ¢6 thé bao gdom cac chét gay doc té bao, chit kim
ham & bao, chat dinh dudng than kinh, chit bao vé than kinh, chét diéu trj bang phong xa,
chét diéu hoa mién dich, hoic chét c6 tac dung sinh hoc bt ky ma tao thuan lgi hodc tang
cuong tac dung cua khang thé. Chét gy doc té bao co thé 1a chét bat ky doc véi té bao.
Chét kim ham té bao co thé 1a chét bat ky re ché sy tang sinh cua té bao. Chét dinh dudng
than kinh c6 thé 1a chat bat ky, bao gém cac chat hoa hoc hodc chtra protein, ma ting cudng
nuodi dudng noron, sy sinh truéng hodc biét hoa noron. Chét bao vé than kinh c6 thé 1a
chit, bao gdm céc chit hoa hoc hodc chira protein, ma bao vé cc noron khoi qua trinh chén
thuong cdp tinh hodc cdc qué trinh thodi héa. Chét diéu bién mién dich ¢6 thé 1a chat bét
ky ma kich thich hoac ¢ ché su phat trién hodc su duy tri dap tmg mién dich. Chat didu tri
bang phoéng xa c6 thé 1a phéan tir hodc hop chit bat ky ma phét ra phong xa. Néu cac gbc
diéu tri nay duoc két hop v6i khang thé dac hiéu tau, nhu cac khang thé duoc moé ta & day,
cac géc didu tri két hop nay sé€ co ai lyc dédc hiéu vai cac té bao méic bénh lién quan dén tau
s0 v6i cac té bao binh thuong. Do do, viée st dung cac khang thé duoc lién hop nay gin
dich truc tiép cac té bao ung thu véi tdc dung gay tén thuong t6i thiéu dén cac mo khoe

“manh, binh thuong xung quanh. Diéu nay c6 thé ddc biét hitu ich doi voi cac goc di€u tri

92



42494 93/293

qua doc dé duoc st dung riéng. Thém vao do, cic lugng nhé hon cua cac goe di€u tri nay

6 thé duoc st dung.

Mot s6 khang thé nay co thé duoc bién dbi dé co tac dung nhu céc doc t6 mién dich.
Xem, vi du nhir, Bing Sang Ché M§ S6 5,194,594. Vi du, ricin, chét doc € bao thu duoc
fir thuc vat, c6 thé duoc két hop v6i cac khang thé bing cich st dung chét phan tng hai
chic S-axetylmercaptosucxinic anhydrit cho Kkhang thé ndy va sucxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat cho ricin. Xem Pietersz va dong téc gia, Cancer Res. 48(16):4469-
4476 (1998). Su két hop nay dan dén su mAt hoat tinh lién két chudi B ctia ricin, trong khi
khong lam suy yéu kha ning gay doc cua chudi A cua ricin cling nhu tac dung ctia khang
thé nay. Tuong tu, saporin, chit e ché cAu truc ribosom, c6 thé duoc ghép véi cdc khang
thé nho lién két disulfua gitta cac nhom sulfhydry!l dugce gin xen hoa hoc. Xem Polito va

dong tdc gid, Leukemia 18:1215-1222 (2004).

Mot sé khang thé nay c6 thé duoc lién két v6i cac dong vi phong xa. Vi du vé cac
déng vi phong xa bao gdm, vi du, ytri®® (90Y), indi''" (*'"'In), P'I, mTc, bac phong xa-
111, bac phéng xa-199, va Bitmut?'®. Sy lién két cac dong vi phong xa véi cac khang thé
¢6 thé duge thuc hién bang cac chelat hai chtc thong thuong. Déi v6i lién két bac phong
xa-111 va bac phong xa-199, céac cAu nbi dua trén luu huynh c6 thé duoc st dung. Xem
Hazra va dong tdc gid, Cell Biophys. 24-25:1-7 (1994). Lién két ctia cac dong vi phong xa
bac ¢6 thé lién quan dén phan tmg khir globulin midn dich bang axit ascorbic. Ddi voi cac
ddng vi phong xa nhu 1111n va 90Y, ibritumomab tiuxetan c6 thé duoc sir dung va sé& phan
ung véi cac chit dong vi nay dé 1an luot tao ra 111In-ibritumomab tiuxetan va 90Y-
ibritumomab tiuxetan. Xem Witzig, Cancer Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1:S91-895
(2001).

Mot s6 khang thé nay c6 thé dugce lién két véi cac gbe diéu tri khac. Céc gde dicu
tri ndy ¢6 thé, vi du, gay doc & bao, kim ham té bao, dinh dudng thén kinh, hotic bao vé
than kinh. Vi du, cdc khang thé c6 thé duoc lién hop véi cac duge chét héa tri lidu gay doc
nhu maytansine, geldanamycin, chét tre ché tubulin nhu chét lién két tubulin (vi du nhue,
auristatin), hodc chét lién két ranh nhd nhu calicheamicin. Céc gdc diéu tri dién hinh khéc
bao gdm cac chét da biét 1a hiru ich dé diéu tri, quan ly, hodc cai thién bénh Alzheimer, hoi
chimg Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh do protein tau li€n quan dén tudi tic nguyén

phat, bénh Parkinson sau viém ndo, chirmg sa st tri tu¢ sau chan thuong hodc sa sut tri tué
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do chan thuong nio, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa sit
tri tué tran thai duong, bénh thoai hoa thuy tran thai duwong, bénh hat wa bac, bénh do tau
than kinh dém hinh cdu, phtc hop bénh xo clng teo co mgt bén/bénh sa sut tri tué do
parkinson cua Guam, bénh thodi héa v6 ndo va hach nén (CBD), ching sa sut tri tué véi
céc thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén thuong nio
min tinh (CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cau (GGT), hodc bénh liét trén nhan tién
trién (PSP).

Céc khang thé ciing co thé dugc két hop vai cdc protein khac. Vi du, cac khang thé
6 thé duoc két hop véi cac Fynomer. Fynomer la céc protein lién két nho (vi du nhue, 7
kDa) thu duoc tu mién Fyn SH3 cua ngudi. Chung ¢6 thé 6n dinh va hoa tan duge, va
chung c6 thé thiéu cac gdc xystein va cac lién két disulfua. Fynomer c6 thé dugc thao téc
di truyén dé lién két vai cic phan tir dich v6i cung ai lyc va tinh dac hiéu véi cac khang
thé. Ching la thich hop dé tao ra cac protein dung hop da ddc hiéu dua trén cdc khang theé.
Vi du, Fynomer c6 thé duge dung hop v6i dau cung N va/hoidc dau cung C cla cdc khang
thé dé tao ra FynomAb dac hiéu kép va didc higu ba vai céac cu truc khac nhau. Céc
Fynomer c6 thé duge lua chon bang cach sir dung cac thu vién Fynomer nho cac cong nghé
sang loc str dung céc thtr nghi¢ém FACS, Biacore, va tho nghiém dya trén té bao cho phép
lua chon hiéu qua Fynomer c6 cac ddc diém tdi wu. Céac vi du vé Fynomer dugc mo ta trong
Grabulovski va ddng tdc gid, J. Biol. Chem. 282:3196-3204 (2007); Bertschinger va dong
tdc gia, Protein Eng. Des. Sel. 20:57-68 (2007); Schlatter va dong tdc gia, MAbs. 4:497-
508 (2011); Banner va dong tdc gia, Acta. Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 69(Pt6):1124-
1137 (2013); va Brack va dong tdc gia, Mol. Cancer Ther. 13:2030-2039 (2014).

Cac khang thé dd mo ta ¢ day cling c6 thé duoc két hop hoac lién hgp voi mot hodc
nhidu khang thé khac (vi du nhir, dé tao ra cac khang thé cong hop da loai). Cac khang thé
khéc nay co thé lién két v6i cac epitop khéc nhau trong tau hodc ¢6 thé lién két v6i khang

nguyén dich khéc.

Céc khéang thé ciing co thé duoc két hop v6i nhin phét hién duge. Cac khang thé
nay co thé duoc stir dung, vi du, dé chan doan bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam
nhan thte nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau
viém ndo, chiing sa sut tri tu¢ sau chén thuong hodc sa stt tri tué do chén thuong ndo, bénh

Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tué tran thai duong,
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bénh thodi hoa thuy tran thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau,
phirc hop bénh xo cliing teo co mot bén/bénh sa sut tri tu€ do parkinson cia Guam, bénh
thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa stt tri tué véi cac thé Lewy, bién thé thé
Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), ching chén thuong ndo man tinh (CTE), bénh do
tau than kinh dém hinh ciu (GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP), va/hodc dé
dénh gia tac dung diéu tri. Céc khang thé nay 1a ddc biét hiru ich dé thyc hién céc k§ thuat
xac dinh nhu vdy ¢ débi tuong mic hodc dé bi mic bénh Alzheimer, hdi ching Down, suy
giam nhan th\rc nhe, bénh do protein tau li€n quan dén tudi tic nguyén phat, bénh Parkinson
sau viém nao, ching sa sut tri tu¢ sau chéan thuong hodc sa sut tri tué do chén thuong nio,
bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa stt tri tué tran thai duong,
bénh thoai hoa thuy tran thai duong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém hinh céu,
phtrc hgp bénh xo cing teo co mot bén/bénh sa sut tri tué¢ do parkinson cua Guam, bénh
thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), chimg sa st tri tué voi cac thé Lewy, bién thé thé
Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), ching chén thuong nido man tinh (CTE), bénh do
tau than kinh dém hinh cAu (GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP), hodc trong
cac mau sinh hoc thich hop thu duoc tir cde déi twong nay. Cac nhan phét hién duge dién
hinh ma ¢6 thé dugc két hop hodc lién két v6i khang thé bao gdm nhiéu enzym khac nhau,
nhu peroxidaza cdy cdi ngua, phosphataza kiém, beta-galactosidaza, hoic
axetylcholinesteraza; cac nhom gia, nhu streptavidin/biotin va avidin/biotin; cac nguyén
liéu huynh quang, nhu umbelliferone, floresxein, floresxein isothioxyanat, rodamin,
diclotriazinylamin floresxein, dansyl clorua hodc phycoerythrin; cdc nguyén li€u phat
quang, nhu luminol; cdc nguyén liéu phat quang sinh hoc, nhu luciferaza, luxiferin, va
aequorin; cac nguyén liéu hoat dong phong xa, chang han nhu bac phéng xa-111, bac phong
xa-199, Bitmut?"?, iot ('3'1, 1251, 13T, 12'), cacbon ('*C), luu huynh (S), triti (*H), indi (*"’In,
13[n, 12[p, "n), tecneti (**Tc), tali (2°'Ti), gali (**Ga, ’Ga), paladi ('**Pd), molypden
(*Mo), xenon ('**Xe), flo ("*F), '53Sm, '"’Lu, '%°Gd, '“Pm, “'La, '5Yb, '66Ho, %Y, ¥'Sc,
186Re, 188Re, 2Py, 1R, 97Ru, %Ge, 'Co, %Zn, *5Sr, 2P, 13Gd, 'Yb, 5'Cr, **Mn, "Se,
138, va """Thiée; kim loai phat xa positron st dung nhiéu k§ thuét chup cit 16p phat xa
positron khac nhau; cac ion kim loai thun tir khong ¢6 hoat tinh phong xa; va cac phén t

duoc gin nhan phong xa hoac duoc lién két v6i cac dong vi phong xa ddc higu.

Su lién két cac déng vi phéng xa v6i cac khang thé ¢6 thé duoc thuc hién béng cac

chelat hai chue thong thuong. D6i véi lién két bac phong xa-111 va bac phéng xa-199, céc
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cAu ndi dua trén luu huynh c6 thé duoc st dung. Xem Hazra va dong tdc gia, Cell Biophys.
24-25:1-7 (1994). Lién két ctia cac ddng vi phong xa bac ¢ thé lién quan dén phan tmg
khtr globulin mién dich bang axit ascorbic. Dbi voi cac dong vi phong xa nhu 111In va
90, ibritumomab tiuxetan ¢ thé duge sir dung va s& phan tng voi cac chét dong vi nay
dé 14n luot tao ra 111In-ibritumomab tiuxetan va 90Y-ibritumomab tiuxetan. Xem Witzig,

Cancer Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1:591-595 (2001).

Céc gbce diéu tri, cdc protein khéc, cac khang thé khac, va/hodc cac nhan phat hién
duge 6 thé duge két hop hodc duoc lién hop, truc tiép hodc gidn tiép qua chét trung gian
(vi du nhe, ciu néi), v6i khang thé theo sang ché. Xem vi du nhu, Arnon va dong tdc gid,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy," in
Monoclonal Antibodies va Cancer Therapy, Reisfeld va dong tdc gid (eds.), pp. 243-56
(Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom va dong tdc gia, "Antibodies For Drug Delivery," in
Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson va dong tdac gia (eds.), pp. 623-53 (Marcel
Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy:
A Review," in Monoclonal Antibodies 84: Biological va Clinical Applications, Pinchera
va dong tdc gia (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, va Future Prospective Of
The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy," in Monoclonal
Antibodies For Cancer Detection va Therapy, Baldwin va dong tdc gid (eds.), pp. 303-16
(Academic Press 1985); va Thorpe va dong tdc gid, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982). Cau
ndi thich hop bao goém, vi du nhu, cdu ndi c6 thé phan cit duge va cau nbi khong thé phan
cit. Cac cAu ndi khac nhau ma giai phong cac goc diéu tri, cac protein, cac khang thé
va/hodc cac nhan phat hién dugc da két hop trong cac diéu kién axit héa hoac khir, khi tiép

xtc v6i cdc proteaza dic hiéu, hodc trong cac diéu kién xac dinh khac ¢6 thé duge su dung.
VI.  Duogc pham va phuong phép st dung

Trong céc tmg dung diéu tri du phong, khang thé hodc chét cam tmg khang thé hodc
dugc pham chira khang thé nay duge sir dung cho bénh nhin nhay cam véi, hodc c6 nguy
co bi bénh (vi du nhu, bénh Alzheimer) theo phac dd (liéu, tdn sudt st dung va duodng
dung) hiru hiéu dé lam giam nguy co, lam giam mac do nghiém trong cua bénh, hodc lam
cham su khoi phat clia it nhit mét dAu hiéu hodc triéu ching cta bénh nay. Cu thé 1a, tbt
hon, néu phéc dd nay c6 tac dung uc ché hodc lam chim sy tao thanh tau hozc phospho-

tau va cac soi tao cdp dugc tao thanh tir nd trong ndo, va hodc trc ch€ hodc lam cham tac
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dung gay doc cua né va/hodc uc ché/hodc 1am cham su phat trién cia tinh trang khuyét tat
hanh vi. Trong céc tmg dung diéu tri, khang thé hodc chét cam Gng khang thé duoc sir dung
cho bénh nhan bi nghi ngo, hodc da méc bénh (vi du nhu, bénh Alzheimer) theo phac dd
(lidu, tan sudt va duong st dung) hitu hiéu dé cai thién hodc it nhat 1a Gc ché sy hity hoai
thém cta it nhat 1a mét déu hiéu hodc triéu chirng cua bénh nay. Cu thé 13, t&t hon, néu
phac do nay la hitu higu dé lam giam hodc it nhat 1a tc ché su tang thém cac mirc ndng do
tau, phospho-tau, hodc céc sgi duge tao cap duge tao ra tlr nd, cac tac dung gy doc co lién
quan va/hodc tinh trang khuyét tat hanh vi.

Mot phéac d6 duoc coi la hitu hiéu dé diéu tri hodc phong ngira néu tirng bénh nhan
duoc didu tri thu duoc két qua t6t hon so v6i két qua trung binh & nhém d6i ching gdom
cac bénh nhén tuong tu khong dugc diéu tri bang cic phuong phép theo sang ché, hoic néu
két qua t6t hon dugce chimg minh & cac bénh nhin dugc diéu tri so voi cac bénh nhan dbi
ching trong thu nghi€ém lam sang c6 d6i chimg (vi du nhuw, thir nghiém giai doan I1, giai

doan II/III hodc giai doan III) & p < 0,05 hodc 0,01 hodc tham chi ¢ mirc 0,001.

Cac liéu hitu hiéu thay ddi tuy theo nhiéu yéu t6 khac nhau, chang han nhu céch
thirc sir dung, vi tri dich, tinh trang sinh ly cta bénh nhén, bat ké bénh nhén 1a ngudi mang
ApoE hay khong, bét ké bénh nhén 14 ngudi hay dong vat, cac thude khéc duoc st dung,

va bit ké phuong phép diéu tri 1a phong ngira hay chita bénh.

Céc khoang lidu dugc lay 1am vi du cho cac khang thé 1a tir khoang 0,01 dén 60
mg/kg, hoac tr khoang 0,1 dén 3 mg/kg hodc 0,15-2 mg/kg hodc 0,15-1,5 mg/kg, thé trong
ctia bénh nhan. Khang thé c6 thé duoc str dung véi cac lidu hang ngay, cach ngay, hang
tudn, hai tuAn mot 1an, hang thang, hang quy hodc theo lich bét ky khac duoc xéc dinh bang
phan tich theo kinh nghiém. Phurong phép didu tri dugc 14y lam vi du doi hoi st dung nhiéu
lidu trong mot khodng thoi gian dai, vi du, it nhét 1a 6 thang. Céc phic do diéu tri dugc ly
lam vi du khac doi hoi st dung hai tudn mot ]an hodc mot thang mot 1an hodc 3 dén 6 thang
mot lan.

Luong chit dé sir dung chii dong thay d6i tir 0,1-500 pg trén mdi bénh nhéan va
thuong xuyén hon la tr 1-100 hodc 1-10 pg trén mdi lan tiém dé sir dung cho ngudi. Lich
tiém ¢6 thé thay ddi dang ké tir mdi ngay mot lan, dén mdi nam mot 1an, dén mai thap ky
mdt 1an. Phac db dugc ly lam vi du bao gbm giy mién dich sau d6 tiém lidu ting cudng
cach nhau cac khoang thoi gian, nhur cach nhau 6 tudn hogc hai thang. Mot phac do khéc

bao gdm giy mién dich sau do tiém lidu tang cuong 1, 2 va 12 thdng sau d6. Mot phéc o
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khéc doi hoi viéc tiem mdi hai thang mot 1an sudt cudce doi. Ngoai ra, cac lan tiém tang
cuong co thé dua trén co sé khong lap lai déu din nhu duoc chi ra béng cach theo doi dap
mg mién dich.

Tt hon, néu cac khang thé hodc chit cam (ing khéng thé duoc sir dung qua dudng
ngoai vi (ture la, duong trong do khang thé dugc st dung hodc duge cam mg di qua hang
ra0 méau ndo dé téi duoc vi tri du dinh trong nio. Cac duong st dung bao gém khu tra,
trong tinh mach, dung qua duong miéng, dung dudi da, dung trong dong mach, dung trong
hop so, dung ndi tuy mac, dung trong mang bung, dung trong mili, trong mit hodc trong
co. Céac duong str dung khang thé wu tién hon la trong tinh mach va duéi da. Cac duong
gdy mién dich chi dong dugc vu tién hon la dudi da va trong co. Kiéu tiém nay dugc thuc
hién nhiéu nhét & co canh tay hodc bip chan. Theo mot vai phuong phép, cac chét duoc
tiém truc tiép vao mo cu thé noi ma tich tu cac chét léng dong, vi du tiém trong hop so.

Duoc pham dé st dung ngoai duong tiéu hoa t6t hon, néu 1a v tring va gan nhu
dang truong va duoc san xuit theo céc didu kien GMP. Cac duge pham c6 thé dugc cung
cip o dang liéu don vi (tiic la, lidu dé st dung mot lan duy nhét). Duoc pham c6 thé duoc
bao ché béng cach sit dung mot hodc nhiéu chat mang, chét pha loang, ta dugc hodc chét
phu gia dugc chdp nhan vé mat sinh ly. Dang bao ché phu thudc vao duong sir dung da
chon. Dé tiém, cac khang thé co thé duge bao ché trong dung dich nudc, tét hon, néu trong
dung dich dém tuong thich vé mit sinh Iy nhu dung dich Hank, dung dich Ringer, hodc
nude mudi sinh 1y hodc dém axetat (dé 1am giam su kho chiu & vi tri tiém). Dung dich nay
6 thé chua ta duoc ché‘lng han nhu céc chét tao huyén phu, chét 6n dinh va/hoac phan tan.
Céc khang thé khac co thé 1a & dang dong kho dé hoan nguyén véi ta duge 16ng thich hop,

vi du nhir, nuée tiét trung khong chira chit gay sot, trude khi st dung.

Céc phac dd nay co thé duge st dung két hop voi mot chét khac hitu hiéu dé diéu
tri hoac phong ngra bénh dang dugc diéu tri. Vi du, trong truong hop bénh Alzheimer, céac
phéc dd nay c6 thé duoc két hop véi licu phdp mién dich khang A (WO/2000/072880),
céc chét uc ché cholinesteraza hoic memantin hodc trong truong hop cua bénh Parkinson
liéu phap mién dich khang alpha synuclein WO/2008/103472, Levodopa, chit chi van
dopamin, cac chét tc ché COMT, céc chit ic ché MAO-B, Amantadine, hodc céc chat

khang tiét cholin.

Céc khang thé duoc sir dung trong phac do hitu hiéu ¢6 nghia 14 liéu, duong str dung

va tan suat sir dung ma tri ho@n sy phat bénh, lam giam mirc d6 nghi€m trong, (rc ché sy
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huy hoai thém ntra, va/hodc cai thién it nhét 12 mot ddu hiéu hodc triéu chimg cua roi loan
dang duogc diéu tri. Néu bénh nhan da mac san mot r6i loan, phéc dd nay co thé duogc £01
la phac dd hitu hiéu dé diéu tri. Néu bénh nhan c6 nguy co cao méc rdi loan nay so voi
nhém chung nhung van chua thé hién cac triéu chimg, phac do nay c6 thé duoc goi 1a phac
dd hitu hiéu dé phong ngira. Trong mot s6 truong hop, tac dung diéu tri hodc phong ngira
¢6 thé duoc quan sat thay & timng bénh nhan so véi cac d61 chimg trong qua khtr hogc theo
kinh nghiém trudc day ¢ cing mot bénh nhan. Trong cdc truong hop khac, tic dung didu
tri hodac phong ngtra c6 thé duoc chirng minh trong cac thir nghiém tién 14m sang hodc 1am
sang & nhom céac bénh nhan duoc diéu tri so v6i nhom ddi chimg gom cac bénh nhan khong

duoc dicu tri.

Liéu duoc lay lam vi du cho khéng thé 1a 0,1-60 mg/kg (vi dy, 0,5, 3, 10, 30, hogc
60 mg/kg), hoac 0,5-5 mg/kg thé trong (vi du, 0.5, 1, 2, 3, 4 hodc 5 mg/kg) hodc 10-4000
mg hodc 10-1500 mg lam lidu ¢6 dinh. Liéu nay phu thudc vao tinh trang cia bénh nhan
va déap Umg voi didu tri trude do, néu cé, du phuong phap diéu tri nay la phong ngira hay

chita bénh va du roi loan nay la cap tinh hay mén tinh, trong s cac y€u t6 khac.

DPudng str dung c6 thé 1a ngoai dudng tiéu hoa, trong tinh mach, trong migéng, dudi
da, trong dong mach, trong so, ndi tiy mac, trong mang bung, khu trd, trong mii hodc trong
co. Mot sb khang thé c6 thé duoc sir dung trong hé tuan hoan toan than bang cach st dung
trong tinh mach hodc dudi da. Viéc sir dung trong tinh mach c6 thé, vi du, béng cach truyén

trong khoang thoi gian nhu 30 dén 90 phut.

Tén sut sir dung phu thudc vao thoi gian ban thai cia khang thé trong hé tuan hoan,
tinh trang ctia bénh nhan va duong st dung trong s& céc yéu td khac. Tén sudt nay c6 thé
la hang ngay, hang tuan, hang thang, hang quy, hodc cach nhau cac khoang thoi gian khong
dong déu tuong tmg véi cac thay dbi vé tinh trang ctia bénh nhan hodc tién trién cta roi
loan dang dugc diéu tri. Tan sudt dién hinh dé st dung trong tinh mach la tir hang tuan dén
hang quy qua mot dot diéu tri lién tuc, mac du ciing c6 thé sir dung lidu thuong xuyén hon
hodc it thuong xuyén hon. Déi v6i st dung dudi da, tan sudt st dung liéu dién hinh 12 hang
ngay dén hang thang, mic du cling c6 thé str dung liéu thuong xuyén hon hogc it thuong

xuyén hon.

S6 luong lidu dugc su dung phy thudce vao viée roi loan l1a cap tinh hay mén tinh va

dap tng cta roi loan véi viée dicu tri. Poi v6i cac roi loan cap tinh hoac tinh trang trdm
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trong cép tinh cta roi loan man tinh, tir 1 dén 10 liéu thuong la du. Doi khi, mot lidu lén
duy nhét, tuy v & dang dugc chia nhd, l1a du cho r6i loan cép tinh hodc tinh trang trAm trong
cép tinh cta roi loan man tinh. Viéc diéu tri c6 thé duoc lap lai khi tai phat r6i loan cép tinh
hodc tinh trang trdm trong cap tinh. Déi v6i céc rdi loan man tinh, khang thé c6 thé dugce
str dung cach nhau cac khoang thoi gian ddu dan, vi du nhw, hang tudn, hai tun mot lan,
hang thang, hang quy, mdi sau thing mot lan, trong it nhét 12 1, 5 hodc 10 nim, hodc toan

bd cude doi cua bénh nhan.
A. Phuong phép theo doi va chan doan
Chup anh in vivo, cac phuong phap chin doén, va liéu phap mién dich t6i uu hoa.

Sang ché dé xuat cic phuong phap chup anh in vivo 16p ling dong protein tau (vi
du nhue, cac dam rdi than kinh va cac thé vii tau) & bénh nhan. Phuong phép nay hoat dong
bing cach sir dung chit phan (mg, nhu khang thé lién két véi tau (vi du, khéng thé 3D6 clia
chudt, duoc lam tuong thich v4i ngudi, kham hoac dugc nguy trang), cho bénh nhén va
sau d6 phat hién chit nay sau khi n6 dugc lién két. Khang thé lién két vai epitop ctia tau
trong cac goc axit amin 199-213 hodc 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (lan luot twong
ung vGi cac gbc axit amin 257-271 hodc 320-334 néu trong SEQ ID NO:1) hoac trong cic
géc axit amin 259-268 hoic 290-299 hoac 321-330 hodc 353-362 néu trong SEQ ID NO:1,
dugc uu tién. Trong mot s6 phuong phap, khang thé lién két voi epitop trong cac gbe axit
amin 199-213 néu trongSEQ ID NO:3 (twong ing voi cac géc axitamin 257-271 néu trong
SEQ ID NO:1), hodc trong axit amin 262-276 néu trong SEQ ID NO:3 (twong Ung véi cac
gdc axit amin 320-334 néu trong SEQ ID NO:1). Trong mot s6 phuong phap, khang thé
lién két voi epitop trong cac gbe axit amin 259-268 néu trong SEQ ID NO:1, trong axit
amin 290-299 néu trong SEQ ID NO:1, trong axit amin 321-330 néu trong SEQ 1D NOI,
hodc trong cac axit amin 353-362 néu trong SEQ ID NO:1. Phan ng dao thai d6i véi cac
khang thé da str dung ¢6 thé tranh duoc hodc duoc lam giam bing cach sir dung cac doan
khang thé thiéu viing hang dinh c6 chidu dai day du, nhu Fab. Trong mot s6 phuong phap,
cung mot khang thé c6 thé c6 tac dung vira lam chat diéu tri va vira lam chét chan doan.

Céc chit chan doan c6 thé dugce st dung bang cach tiém trong tinh mach vao co thé
cua bénh nhan, hodc truc tiép vao nao béng cach tiém trong hop so hoac béng cach khoan
16 qua hop so. Liéu cta chat phan Gng nén ndm trong cac khoang gidng nhu d6i véi cac

phuong phap diéu tri. Thong thudng, chit phan tng nay dugc gin nhin, mic di trong mot
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s6 phuong phap, chét phan tmg chinh c6 4i luc voi tau khong duge gén nhin va chat danh
dau phu dugc st dung dé lien két voi chét phan g chinh. Viéc lya chon nhan phuy thudc
vao cach thue phat hién. Vi du, nhan huynh quang la thich hop dé phat hién bang mat
thuong. Viéc st dung cac nhan thudn tir 1a thich hop dé phét hién bang cach chup cit 16p
ma khong can can thiép phau thudt. Cac nhan hoat dong phong xa cling ¢6 thé duoc phat
hién bang cach str dung k¥ thuat chup cit 16p phat xa positron (PET) hogc k§ thuét ghi hinh
¢t 16p vi tinh bang birc xa photon don (SPECT).

Cac phuong phéap chup anh in vivo 16p lang dong protein tau 1 hitu ich dé chén
doan hoac xac nhan chan doén bénh do protein tau, nhu bénh Alzheimer, bénh thodi hoa
thily tran thdi duong, bénh liét trén nhan tién trién va bénh Pick, hodc kha nang d& bi méc
cac bénh nay. Vi du, nhiéu phuong phap cé thé duoc st dung trén bénh nhan thé hién cac
triéu chung suy giam nhén thirc. Néu bénh nhén nay c6 cac dam rdi than kinh bat thuong,
thi bénh nhan nay co thé mic bénh Alzheimer. Ngoai ra, néu bénh nhan ndy cd cac thé vui
tau bat thuong, thi tuy theo vi tri cua thé vii, bénh nhén c6 thé méic bénh thoai hoa thuy
tran thai duong. Cac phuong phap nay cling ¢ thé duoc sir dung trén cdc bénh nhan khong
¢é triéu chung. Su c6 mat cua cac dang lang dong protein tau bét thuong chi ra kha ning
d& mic bénh ¢6 triéu chung trong twong lai. Cac phuong phéap nay cling 1a hitu ich dé theo
doi tién trinh ctia bénh va/hodc dap tmg véi viéc diéu tri & bénh nhan da duoc chan doan

trude do 1a mac bénh lién quan dén tau.

Viéc chan doan co thé dugc thuc hién bﬁng cach so sanh sb luong, kich thudc,
va/hoac mat dd cua cac locut dugc gén nhan, v6i cac tri sb duong co s6 twong ing. Céc tri
s6 dudng co s¢ nay co thé thé hién cac mirc ndng do trung binh trong nhém gbm céc ca thé
khong mac bénh. Céc tri s6 dudng co sé cling co thé thé hién nhiéu mirc nong do trude d6
da duoc xac dinh & cing mot bénh nhan. Vi du, cac tri s6 duong co sé ¢co thé duogc xac
dinh & bénh nhan trudc khi bat dau didu tri bang liéu phap mién dich tau, va cdc tri s6 do
duogce sau do dugce so sanh voi cac tri s6 duong co so. Su giam cac tri s6 so v6i dudng co
s& béo hiéu dap tng tich cuc véi didu tri.

O mét s6 bénh nhan, viéc chin doéan bénh do protein tau co thé duogc hd tro béng
cach thuc hién k¥ thuat quét PET. K§ thuat quét PET c6 thé duge thuc hién bang cach st
dung, vi du, thiét bi chup a4nh PET thong thuong va thiét bi bd trg. K§ thuat quét thuong

bao gdbm mdt hodc nhiéu ving cua ndo noéi chung da dugc biét 1a li€n quan dén 16p lang
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dong protein tau va mdt hodc nhiéu vung trong d6 mot vai lang dong, néu co, thuong co

mat dé dong vai tro lam doi chung.

DAu hiéu phét hién duoc bang cach quét PET ¢6 thé duge thé hién dudi dang hinh
anh da chidu. Hinh 4anh da chidu c6 thé 13 ¢ hai chiéu thé hién mat cit qua ndo, ba chiéu,
thé hién nio ba chiéu, hodc bbn chiéu thé hién cac thay doi trong nao ba chiéu theo thdi
gian. Thang mau c6 thé duoc st dung v6i nhidu mau sic khac nhau chi ra cac lugng khac
nhau ctia nhin va, do dé, phat hién dugc 16p ling dong protein tau. Cac két qua cua viéc
quét cling ¢o thé duoc thé hién bang sb, véi cac sé lién quan dén lugng nhin phat hién
duoc va do do 1a luong lang dong protein tau. Nhan c6 mat trong ving ndo da dugc biét la
lién quan dén 16p ling dong d6i véi mot bénh do protein tau cu thé (vi du nhi, bénh
Alzheimer) c6 thé dugc so sanh v6i nhan ¢6 mat trong vung da biét 1a khong lién quan dén
16p lang dong dé tao ra ty 1é thé hién muc do cta 16p lang dong trong ving ban dau. Véi
cung mot phéi tir duge gin nhin phéng xa, cic ty 1€ nay cung chp s6 do co thé so sanh
duoc cua 16p lang dong protein tau va céc thay ddi cua chung gitta cdc bénh nhan khéc

nhau.

Trong mot s6 phuong phap, k§ thuat quét PET dugc thye hi¢n dong thoi v6i hodc
trong cung mot lan kham cua bénh nhan véi k§ thuat quét MRI hoac CAT. K§ thuat quét
MRI hoic CAT cung cp giai phiu chi tiét hon vé bd ndo so v6i k§ thuat quét PET. Tuy
nhién, hinh anh tr k¥ thuat quét PET ¢6 thé duoc chong 1én hinh anh quét MRI hoac CAT
chi ra mot cach chinh xac hon vi trf cua phéi tr PET va do do 16p lang dong tau so v6i cac
ciu trac giai phau trong ndo. Mot s6 may co thé thuc hién ca quét PET va quét MRI hodc
CAT ma bénh nhéan khong can thay ddi céc vi tri gifta cic lan quét tao thuan loi cho viéc

chong cac hinh anh.

Céc phdi tir PET thich hop bao gdm cac khang thé duoc gin nhan phong xa theo
sang ché (vi du nhw, khang thé 3D6 cua chudt, duoc lam twong thich vi nguoi, kham hodc
duge nguy trang). Cac chat dong vi phong xa duoc str dung ¢6 thé 14, vi du nhu, C'"', NB3,
O, F'8, hodc 1'%, Khoang cach gitra viéc st dung phoi t PET va viée thyc hién k§ thuét
quét nay co thé phu thudce vao phéi tir PET va cu thé 1a tdc do hap thu va dao thai cta no

trong ndo, va thoi gian ban thai cua nhin phong xa.

K§ thuat quét PET ciing c6 thé duoc thuc hién nhu 1a mot bién phap phong bénh &

bénh nhéan khong c6 triéu ching hodc ¢ bénh nhan c6 triéu chimg suy gidm nhén thirc nhe
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nhung van chua dugc chan doan méc bénh do protein tau nhung c6 nguy co phat trién bénh
do protein tau ngay cang tang. Déi voi bénh nhan khong c6 triéu chimg, k§ thudt quét la
ddc biét hitu ich cho céc ca thé duoc xem 1a ¢6 nguy co méc bénh do protein tau ting do
tién s gia dinh, yéu t6 di truyén hodc céac yéu t6 nguy co hoa sinh, hodc tudi truong thanh.
K§ thuat quét phong bénh co6 thé bit dau, vi du, & do tudi cua bénh nhan nim trong khoang

tir 45 dén 75 tudi. O mot s bénh nhan, lan quét dau tién duoc thuc hién & 50 tudi.

Céc 1an quét phong bénh c6 thé duge thuc hién ¢ cdc khoang cach 1a, vi du nhu, tir
sau thang dén mudi nam, t6t hon, néu tr 1-5 nam. O mot s6 bénh nhan, k§ thuat quét phong
bénh duoc thuc hién hang nam. Néu k§ thuat quét PET dugc thuc hién nhu la mot bién
phép phong bénh chi ra mirc lang dong protein tau cao bét thuong, lidu phap mién dich c6
thé duoc bat déu va k¥ thuat quét PET tiép theo dugc thuc hién nhu ¢ bénh nhan dugc chin ,
doén miéc bénh do protein tau. Néu k§ thuat quét PET dugc thuc hién nhu la bién phap
phong bénh chi ra cdc mirc lang dong protein tau nim trong gi¢i han binh thudng, cac lan
quét PET khic c6 thé duoc thue hién & céc khoang cach tir sau thang dén 10 nam, va tot
hon, tir 1 dén 5 nam, nhu trudc day, hodc tuong Ung vai su xudt hién cua cac diu hiéu va
triéu ching cia bénh do protein tau hodc chimg suy giam nhén thirc nhe. Bing céch két
hop k§ thuét quét phong bénh véi viée str dung licu phap mién dich hudng dén tau néu va
khi mtrc lang dong protein tau trén muc binh thuong duge phat hién, cdc muc lang dong
protein tau co thé duoc lam giam xudng, hodc gin hon véi, cdc mue binh thudng, hodc it
nhét 1a dugc (e ché khong ting thém, va bénh nhan nay c6 thé duy tri tinh trang khong mac
bénh do protein tau trong khoang thoi gian dai hon so véi khi khong nhan dugc ky thuat
quét phong bénh va li€u phap mién dich huéng t6i tau (vi du nhu, it nhit 5, 10, 15 hodc 20

nam, ho#c trong sudt cudc doi con lai cua bénh nhén).

Céc muc lang dong protein tau binh thuong c6 thé duoc xac dinh bang lugng dam
rdi than kinh hodc thé vii tau trong ndo clia mau dai dién cua céc cd thé trong nhém binh
thuong ma chua duoc chin dodn mic bénh do protein tau cu thé (vi du nhir, bénh
Alzheimer) va khong dugce xem 1a ¢6 nguy co phat trién bénh nay tang (vi du nhw, mau dai
dién cia cac ca thé khong mic bénh dudi 50 tudi). Ngoai ra, mirc binh thudng c6 thé duoc
nhan biét & bénh nhan don 1¢ néu tin hi¢u PET theo cac phuong phap nay trong mét ving
cua ndo, trong do 16p ling dong protein tau dugc biét 1a c6 phat trién, khong khac biét
(trong khoang chinh xac ctia phép do) vdi tin hiéu tr mot ving cta ndo trong do dugc biét

14 16p lang dong nay binh thuong khong phat trién. Mirc gia ting & cd thé c6 thé dugc nhan
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biét bang cach so sanh v6i cdc mirc binh thudng (vi du nhu, gia tri trung binh cao nhét va
phuong sai cua do 1éch chuén) hodc don gian tr tin hiéu ting vugt qué sai s6 thur nghiém
trong mot vung cua ndo lién quan dén 16p lang dong protein tau so v6i vang khong dugc
biét 1a c6 lién quan dén 16p ling dong. V&i muc dich so séanh cdc mirc lang dong protein
tau & ca thé va nhom, 16p ling dong protein tau t6t hon, nén duoc x4c dinh trong (cac) ving
ndo gidng nhau, cac viing nay bao gbm it nhat mot ving trong do 16p lang dong protein tau
lién quan dén bénh do protein tau cu thé (vi du nhur, bénh Alzheimer) duoc biét 1 tao thanh,

Bénh nhan ¢6 muc lang dong protein tau téng la (g vién dé bét dau liéu phap mién dich.

Sau khi bat dau liéu phap mién dich, sy giam mirc lang dong protein tau c6 thé duoc
quan sét thdy dAu tién nhu 1a dau hiéu cho thdy viéc diéu tri dang c6 tic dung mong muén.
Su giam dugc quan sat dugc co thé, vi du, nam trong khoang tir 1 dén 100%, 1 dén 50%,
hodc 1 dén 25% tri sb duong co s¢. Céc tac dung nay co thé duoc do trong mot hodc nhiéu
vung cua ndo trong do 16p ling dong dugc biét 1a tao ra hodc c6 thé dwoc do tir tri s6 trung
binh cua cac vung nay. Téac dung chung cua viéc diéu tri c6 thé duge du tinh bang cach
cong ty 1é phan trim gidm so v6i dudong co s¢ voi sy tang 16p ling dong protein tau ma néu

khong s& xay ra & bénh nhan khong dugc diéu tri trung binh.

Su duy tri 16p ling dong protein tau & mirc gan nhu khong d6i hodc ngay ca su ting
nhe 16p lang dong protein tau cling ¢6 thé 1a déu hiéu vé sy dap tmg véi diéu tri du la dap
g du6i muc toi vu. Céc ddp img nay c6 thé duoc so sanh v6i sy thay doi theo thoi gian
cua cadc muc léng dong protein tau & bénh nhén mac bénh do protein tau cu thé (vi du nhu,
bénh Alzheimer) ma khong nhéan duge diéu tri, dé x4c dinh liéu phap mién dich nay ¢ tic

dung trong viéc trc ché sy tang thém 16p ling dong protein tau hay khong.

Viéc theo dai cac thay dbi & 16p lang dong protein tau cho phép diéu chinh liéu phap
midn dich hodc phac db diéu tri khac dap tmg voi viéc diéu tri nay. Viée theo doi bang PET
cung c¢ip chi bao vé ban chét va mure do cta dap tmg v6i phuong phéap diéu tri. Sau d6 c6
thé quyét dinh c6 diéu chinh phuong phap diéu tri hay khong va néu mudén, phuong phép
didu tri ¢6 thé dugc didu chinh ddp Gmg v&i viée theo doi bang PET. Do d6 viéce theo dai
bing PET cho phép li¢u phap mién dich hudéng téi tau hodc phac dd diéu tri khac dugc didu
chinh truée khi cac chat danh dau sinh hoc khac, MRI hodc céc bién phap theo kinh nghiém
dap mg theo cach phat hién dugc. Thay d6i dang ké c6 nghia 1a viéc so sénh tri s6 ctia mot

tham s6 sau khi diéu tri so v6i nén cung cap mdt s6 bang chung cho thay viéc di€u tri ¢6
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hodc khong gy ra tac dung co loi. Trong mot sé truong hop, su thay doi cac tri s6 ciia mot
tham s6 & chinh bénh nhén cung cép bang ching cho thy viéc didu tri c6 hodc khong gay
ra tic dung co lgi. Trong cac truong hop khéc, sy thay ddi cta céc tri sd, néu c6, & bénh
nhan, duogc so sanh vai su thay dbi cta cac tri s6, néu c6, & nhom bénh nhan dbi ching dai
dién khong trai qua liéu phap mién dich. Su khéc biét vé dap ting ¢ mot bénh nhan cy thé
so v6i dap Umg binh thuong ¢ bénh nhén déi chimg (vi du nhuw, tri s6 trung binh cong
phuong sai cua d léch chudn) cling c6 thé cung cap biang chimg la phac d6 liéu phap mién

dich nay dang dat dugc hodc khong dat duoc tac dung c6 11 & bénh nhan.

O mot s bénh nhan, viéc theo doi chi ra su giam phat hién duoc cia 16p léng dong
protein tau nhung muc ling dong protein tau nay van trén muc binh thuong. O céc bénh
nhan nay, néu khong c6 tac dung phu khong chap nhan duoc, phéc d6 didu tri nay c6 thé
dugc tiép tuc nhu vay hodc tham chi dugc gia tang vé tin suét str dung va/hoac licu néu

van chua phai & liéu duoc dé nghi cao nhat.

Néu viéc theo ddi chi ra cac muc léng dong protein tau ¢ bénh nhan da dugc lam
giam dén cac muc ling dong protein tau binh thudng hodc gan nhu binh thuong, phac do6
liu phap mizn dich c6 thé dugc didu chinh tir lidu cim tng (fifc [a, 1am gidm céc mic ling
dong protein tau) dén lidu duy tri (tire la, duy tri 16p lang dong protein tau & mic gan nhu
khong dbi). Phac dd nay c6 thé duoc tac dong bang cach lam giam liéu va hodc tin suét sir

dung liéu phap mién dich.

O céac bénh nhan khac, viéc theo ddi ¢6 thé chi ra 1a liéu phép mién dich dang c6
mot s6 tac dung ¢6 loi nhung 1a tac dung dudi mirc t61 wu. Tac dung t6i wu c6 thé duoc xac
dinh la ty 1€ phan trim giam mirc ling dong protein tau nim trong khoang nira trén hodc
diém tu phén vi cia su thay do6i vé 16p léng dong protein tau (dugc do hodc dugc tinh trén
toan bd nio hoidc (cac) vung dai dién cta ndo, trong do da biét 1a tao ra 16p léng dong
protein tau) xdy ra & mau dai dién cta céc bénh nhan méc bénh do protein tau dang diéu tri
bing licu phap mién dich & thoi diém da cho sau liéu phap ban dau. Bénh nhén trai qua su
giam nhe hon hodc bénh nhan co6 16p ling dong protein tau van duy tri khong d6i hodc tham
chi la tang, nhung ¢ mtrc do thép hon so véi duoc du kién khi khong cé liéu phap mién
dich (vi du nhw, nhu dugc suy ludn tir nhom dbi chung g6m cac bénh nhan khong dugc su

dung liéu phap mién dich) co thé dugc phan loai la c¢6 dép ang tich cuc nhung dudi mirc
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t8i wu. Cac bénh nhan nay c6 thé tuy y 12 dbi trong dé diéu chinh phac do trong d6 liéu

va/hodc tn suat st dung ciia mot chat duoc gia tang.

O mot s6 bénh nhan, 16p ling dong protein tau c6 thé gia tang theo cach twong tu
hodc manh hon so v6i1 1éng dong tau & bénh nhan khong nhan dugc liéu phap mién dich.
Néu su tang ndy van tiép tuc trong mot khoang thoi gian, nhu 18 thang hodc 2 nam, thim
chi ¢4 sau khi ting tan suét hodc lidu hoat chit bat ky, liéu phap mién dich co thé, néu

mubn, duoc dirng lai dé thay thé bang cac phuong phap diéu tri khac.

Phdn mo ta trén ddy vé viée chn doan, theo ddi va diéu chinh viée diéu tri cac bénh
gdy ra boi protein tau dd dugc tdp trung nhiéu vao viéc str dung k¥ thuat quét PET. Tuy
nhién, k¥ thuat khac bét ky dé quan sat va/hodc do 16p lang dong protein tau ma thich hop
voi viée st dung cac khéng thé tau theo sang ché (vi du nhu, khang thé 3D6 cta chudt,
duoc 1am tuong thich véi nguoi, kham hoac dugc nguy trang) c6 thé duge st dung thay

cho k¥ thuat quét PET dé thuc hién cac phuong phép nay.

Ciing duoc dé xudt 1a cac phuong phap phat hién dap tng mién dich khang tau &
bénh nhan mic bénh hodc dé nhiém bénh lién quan dén tau. Cac phuong phap nay c6 thé
duoc str dung dé theo doi liéu trinh diéu tri phong ngira va chita bénh bing céc chét duoc
d& xudt & day. Bién dang khang thé sau khi gdy mién dich thu dong thuong the hién dinh
tic thoi ciia ndng do khang thé sau d6 gidm theo ham s6 mil. Néu khong c6 lidu bd sung,
su suy giam nay dat tGi murc nong do trude diéu tri trong khoang vai ngay dén vai thang
tuy theo thoi gian ban thai cua khang thé duoc su dung. Vi du, thoi gian béan thai ctia mot

s6 khang thé ctia nguoi 1a khoang 20 ngay.

Trong mdt sé phuong phép, phép do dudng co so ctia khang thé voi tau ¢ ddi twong
nay duoc thuc hién trude khi str dung, phép do thir hai dugc thue hién ngay sau do dé xac
dinh mtc ndng do khang thé dinh, va mdt hodc nhiéu phép do khéc dugce thyc hién cach
quang dé theo doi su giam nong do khang thé. Khi mtrc nong do khang thé di giam dén
duong co s¢ hodc ty 1€ phan trim xdc dinh truge cua dinh trir di duong co s¢ (vi du nhu,
50%, 25% hodc 10%), viéc st dung lidu khéng thé khac duoc thuc hién. Trong mot s6
phuong phap, dinh hodc cac muc ndng do do duoc tiép theo trix nén duoc so sanh véi céc
mtrc nong d6 tham chiéu duoc xac dinh trude do dé thiét 1ap phac d6 diéu tri phong ngira
hodc chira bénh cé lg1 ¢ céac d6i tugng khéc. Néu muc n@)ng do khang thé do duoc la thép

hon déng ké so véi mic nong d tham chiéu (vi du niue, thap hon so v6i gid tri trung binh
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trir mOt hodc to6t hon, néu hai do 1éch chuan cia gia tri tham chiéu trong quan thé bao gom
cac doi tuong dugc lgi tr phuong phap diéu tri) viée si dung mot liéu khang thé bo sung

dugc chi dinh.

Ciing duoc dé xudt la cac phuong phap phét hién tau & d6i tuong, vi dy, bang cach
do tau trong mau tir dbi tugng hodc bang cach chup anh in vivo tau & d6i trong. Cac phuong
phap nay 1a hitu ich dé chan doan hozc xdc nhan chan doan cac bénh giy ra béi tau, hoic
kha ning bi méc bénh nay. Cac phuong phap nay ciing c6 thé duoc st dung trén cac doi
twong khong cé triu ching. Su ¢6 mdt cua tau chi ra kha ning d& bi mic bénh co triéu
chimg trong tuong lai. Cac phuong phép nay cting la hitu ich dé theo ddi sy tién trién cia
bénh va/hodc déap tng v6i viée didu tri & cac ddi twong di dugce chén doan truge do 1a méc
bénh Alzheimer, hoi ching Down, suy giam nhan thuc nhe, bénh do protein tau lién quan
dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém néo, ching sa sut trf tué sau chén thuong
hodc sa sut tri tu€ do chin thuwong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén
nhan, bénh sa st tri tué tran thai duwong, bénh thoai hda thuy trén thai duong, bénh hat va
bac, bénh do tau than kinh dém hinh cAu, phtc hop bénh xo cing teo co mot bén/bénh sa
sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai hoa vo ndo va hach nén (CBD), chimg sa sut
tri tué v6i cdc thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), ching chin
thuong ndo man tinh (CTE), bénh do tau thin kinh dém hinh cau (GGT), hodc bénh liét
trén nhan tién trién (PSP).

Céc mau sinh hoc thu duogc tur dbi tuong mac, bi nghi ng¢ miéc, hoic nguy co méc
bénh Alzheimer, hoi chirng Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh do protein tau li€n quan
dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém no, chimg sa sut tri tu¢ sau chén thuong
hodc sa sut tri tu€ do chin thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh li€t trén
nhan, bénh sa sut tri tué tran thai dwong, bénh thoai hda thuy tran thai duong, bénh hat ua
bac, bénh do tau than kinh dém hinh cu, phtrc hop bénh xo ciing teo co mot bén/bénh sa
sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai hoa vo ndo va hach nén (CBD), chiing sa sut
trf tué vé6i cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén
thuong ndo mén tinh (CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cdu (GGT), hodc bénh liét
trén nhan tién trién (PSP) ¢6 thé duoc cho tiép xuc voi cac khang thé duge mo ta & day dé
danh gia sy c6 mat cua tau. Vi du, cac mirc tau ¢ cac dobi tuong nay co thé duoc so sanh
v6i mue thé hién ¢ dbi tuong khoe manh. Ngoai ra, cic mirc nong do tau & ddi twong nhan

duoc diéu tri cho bénh nay ¢ thé dugc so sanh véi mirc nong do tau cia doi tuong khong
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dugc diéu tri cho bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy gidam nhén thirc nhe, bénh do
protein tau lién quan dén tuoi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém ndo, ching sa sut
tri tué€ sau chin thuong hodc sa sut tri tué¢ do chén thuong nado, bénh Pick, bénh Niemann-
Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tu€ tran thai duong, bénh thodi hda thuy tran
thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phirc hop bénh xo cung
teo co mdt bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thodai héa vo ndo va hach
nén (CBD), chimg sa sut tri tué voi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer
(LBVAD), ching chin thuong ndo man tinh (CTE), bénh do tau than kinh dém hinh cau
(GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP). M6t s6 thir nghiém nay bao gém sinh
thiét mé thu duge tir cac déi twong nay. Cac thir nghiém ELISA ciing ¢6 thé 1a cac cac

phwong phap hitu ich, vi du. dé dénh gid tau trong mau 1ong.
VII. BoKit

Sang ché con dé xuét bo kit (vi du nhw, vét chtra) chira khang thé dugec mo ta & day
va cac nguyén lidu lién quan, ching han nhu cac huéng dan sir dung (vi du nhu, vat gai bao
g6i). Cac huéng dan st dung co thé bao gdm, vi du, hudng dan dé sir dung khang thé va
tiy y mot hodc nhiéu chit bo sung. Cac vt chira chira khing thé c6 thé 1a cac liéu don vi,

cac goi gop (vi du nhuwr, goi nhiéu liéu), hodc cac liéu dudi don vi.

Vit gai bao goi dung dé chi huéng dan sir dung thuong nim trong cac géi thuong
mai ctia dugc phdm ma chira thong tin vé cac chi dinh, cach sir dung, lidu, duong st dung,

chong chi dinh va/hoac céc khuyén céo lién quan dén viéc st dung cac dugc phidm nay.

Bo kit ¢6 thé con bao g61n vat chira thur hai chtra dung dich dém dugc dung, nhu
nude kim khuén dung dé tiem (BWFI), nudc mudi duoc dém phosphat, dung dich Ringer
va dung dich dextroza. N6 ciing ¢6 thé chira cic nguyén lidu khac duge mong mudn theo
quan diém thuong mai va béi ngudi st dung, bao gbm cac dung dich dém khac, chit pha

loang, bo loc, kim tiém va xylanh.
VII. Céc tng dung khac

Céc khang thé c6 thé duge st dung dé phat hién tau hodc cdc doan cua no, trong
trrong hop chan doan hodc diéu tri 1am sang hodc trong nghién ctru. Vi du, cac khang thé
nay co thé duoc str dung dé phat hién sy ¢ mit cua tau trong mau sinh hoc nhu 1a dAu hiéu
chi ra ring mau sinh hoc nay chta lang dong tau. Su lién két cta cac khang thé nay véi

mau sinh hoc c6 thé duoc so sdnh v6i kha ning lién két cla céc khang thé v6i mau doi
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ching. MAu ddi ching nay va mau sinh hoc nay c6 thé chira cac té bao ¢6 cting ngudn goc
mo. Cac mau doi chirng va cac mau sinh hoc ¢6 thé thu duoc tir cung mot ca thé hodc nhiéu
¢4 thé khac nhau va tai cung mot thoi diém hoac vao nhiéu thoi diém khac nhau. Néu mudn,
nhiéu mAu sinh hoc va nhiéu mau déi chimg duge dénh gia vao nhiéu thoi diém dé bao vé
chéng lai su bién doi ngdu nhién khong phy thudc vao su khac biét gita cac mau nay. Sau
do so sanh truc tiép 6 thé duogc thuce hién gifta (cac) mau sinh hoc va (cac) mau déi ching
nay dé xac dinh sy lién két cua khang thé (ke Ia, su c6 mit cla tau) v6i (cac) mau sinh
hoc dugc gia tang, giam di hay git nguyén so voi su lién két cia khang thé véi (cac) mau
d6i chimg. Su lién két cua khang thé véi (cac) mau sinh hoc ting 1én so véi (cac) mau a6i
chirng chi ra sy ¢ mét cua tau trong (cac) mAu sinh hoc nay. Trong mot sé truong hop, sur
lien két cua khang thé tang c6 y nghia théng ké. Tuy v, su lién két cua khang thé voi miu
sinh hoc cao hon it nhét 1a 1,5 1an, 2 lan, 3 lan, 4 lan, 5 lan, 10 lan, 20 14n, hodc 100 14n so

voi sy lién két cua khang thé nay véi mau doi ching,.

Ngoai ra, cac khang thé nay co thé dugc su dung dé phét hién sy c6 mdt cua tau
trong mau sinh hoc dé theo ddi va danh gid hiéu qua ctia dugc chét dang duge str dung dé
diéu tri cho bénh nhan duoc chan doan méc bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy giam
nhén thirc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau
viém ndo, chiing sa sut tri tu¢ sau chén thuong hodc sa sut tri tué do chin thuong ndo, bénh
Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhéan, bénh sa sut tri tu¢ tran thai duong,
bénh thoai hoa thuy tran thai duong, bénh hat va bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau,
phirc hop bénh xo cliing teo co mot bén/bénh sa sut tri tu¢ do parkinson cia Guam, bénh
thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa sut tri tué vi cac thé Lewy, bién thé thé
Lewy cta bénh Alzheimer (LBVAD), ching chén thuong ndo man tinh (CTE), bénh do
tau thin kinh dém hinh ciu (GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP). Mau sinh hoc
tir bénh nhan duge chin doan mic bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy gidm nhéan thirc
nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém nio,
chung sa sut tri tué sau chén thuong hodc sa st tri tué do chan thu'ong.nﬁo, bénh Pick,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sat tri tué¢ tran thai duong, bénh
tho4i hoa thuy tran thai duong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém hinh cAu, phuc
hop bénh xo clng teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson cua Guam, bénh thoai
héa vé ndo va hach nén (CBD), ching sa st tri tué voi cdc thé Lewy, bién thé thé Lewy

ctia bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén thuong ndo mén tinh (CTE), bénh do tau thin
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kinh dém hinh cAu (GGT), hodc bénh liét trén nhén tién trién (PSP) dugc danh gia dé xay
dung duong co s& cho sy lién két ciia khang thé v6i mau nay (fize la, dudng co s vé su ¢o
mit cla tau trong mau nay) trudc khi bét dau lidu phap voi duge chét. Trong mot s6 truong
hop, nhiéu mau sinh hoc ctia bénh nhan duoc danh gia tai nhiéu thoi diém dé xay dung ca
duong co so va do bién d6i ngdu nhién khong phu thudc vao diéu tri. Sau d6 mot duge chét
duoc st dung theo phéac do. Phac dd nay c6 thé bao g6m nhiéu lan sir dung duoc chét nay
trong mdt khoang thoi gian. Mot cach tuy y, su lién két cua khang thé (e 1o, su c6 mit
cua tau) duoc danh gié vao nhiéu thoi diém trong nhiéu mAu sinh hoc ctia bénh nhén, dé
xdy dung phép do bién d6i ngAu nhién va thé hién xu huéng dap tng véi liéu phap mién
dich. Sau d6 nhiéu danh gia khac nhau vé kha ning lién két cua khang thé v6i mau sinh
hoc duogc so sanh. Néu chi ¢6 hai danh gia dugc thuc hién, viéc so sanh truc tiép c6 thé
duoc thuc hién gitra hai danh gia nay dé xéac dinh su lién két cua khang thé (tic la, su co
mit cia tau) da tdng, giam hay gilt nguyén gifta hai danh gia nay. Néu nhiéu hon hai phép
do duoc thuc hién, cac phép do nay c6 thé duoc phén tich theo dong thoi gian bat dau tir
trude khi diéu tri béng duoc chat va tiép tuc xuyén su6t thoi gian diéu tri. O cac bénh nhan
ma su lién két khang thé v&i mau sinh hoc giam (nirc la, sy ¢6 mit cua tau), co thé két luan
1a duoc chit 1a hiéu qué trong viéc diéu tri bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam
nhan thirc nhe, bénh do protein tau li€n quan dén tudi tic nguyén phét, bénh Parkinson sau
viém ndo, chirng sa sut tri tu¢ sau chin thuong hodc sa sut tri tu¢ do chin thuong ndo, bénh
Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tué tran thai duong,
bénh thoai hoa thuy tran thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau,
phtrc hop bénh xo cing teo co mot bén/bénh sa sut tri tu¢ do parkinson ciia Guam, bénh
thodi hoéa vo ndo va hach nén (CBD), chiing sa st tri tué¢ vo1 cac thé Lewy, bién thé thé
Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), ching chén thuong ndo man tinh (CTE), bénh do
tau thin kinh dém hinh cAu (GGT), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP) & bénh nhan.
Su giam lién két ctia khéng thé ¢6 thé c6 y nghia thong ké. Mot céch tuy ¥, su lién két giam
it nhit 1a 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
hoac 100%. Danh gi4 su lién két khang thé ¢6 thé duoc thuc hién két hop v6i danh gid cac
dau hiéu va triéu ching khac cua bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy giam nhén thirc
nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi tac nguyén phat, bénh Parkinson sau viém nio,
ching sa sut tri tué sau chin thuong hodc sa sut tri tu¢ do chén thuong néo, bénh Pick,

bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa sut trf tué¢ tran thai duong, bénh
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thoai hoa thuy tran thai dwong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phtic
hop bénh xo cliig teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai
héa vo ndo va hach nén (CBD), chirng sa sut tri tu¢ voi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy
cua bénh Alzheimer (LBVAD), chimg chén thuong ndo man tinh (CTE), bénh do tau than
kinh dém hinh cdu (GGT), hodc bénh liét trén nhén tién trién (PSP).

Céc khang thé nay ciing c6 thé duge sir dung lam thude thir nghién ctru cho nghién
ctru trong phong thi nghiém dé phét hién tau, hodc cac doan cua né. Trong cac ung dung
nay, cac khang thé 6 thé duoc gin nhin bang cac phan tir huynh quang, cdc phan tir dugce
gan nhén spin, enzym, hodc cac dong vi phong xa, va c6 thé dwoc cung cap dudi dang kit
v6i tht ca cac thude thir cin thiét dé thuc hién thir nghiém phat hién. Cac khéng thé nay
cling ¢6 thé duoc st dung dé tinh ché tau, hodc céc dbi tac lien két cua tau, vi du nhu, béng
sac ky ai luc.

Tét ca cac patent luu trit, cdc website, cac cong bd khac, céc s6 truy cdp va cac tai
lidu tuong tu duoc trich dan trén day hodc dudi day duge dua vao day bang cach vién dan
toan bo cho tat ca cac muc dich & mac do giéng nhu thé tung tai liéu nay duogc chira cu
thé va riéng biét dé dugc dua vao day bang cach vién dan. Néu nhiéu dang khac nhau cia
mot trinh tu di kem theo mot sH truy cap ¢ nhiéu thoi diém khac nhau, dang di kem theo
s6 truy cép nay tai ngay ndp don hiéu lyc duge du dinh. Ngay ndp don hiéu luc nghia la
ngady truge ngay nop don thuc su hodc ngay nop don uu ti€n vién dan dén sb truy cép nay
néu ap dung duoc. Tuong tu, néu nhiéu ban khac nhau ciia mot cong bd, website hodc
twong tu duge cong bd ¢ nhiéu thoi diém khac nhau, ban dugc cong bd gan nhat vao ngay
ndp don hiéu luc cia don nay dugce du dinh, trir khi c6 quy dinh khéc. DAu hiéu, budc, yéu
t6, phuong 4n hozc khia canh bat ky cua sang ché ¢6 thé duoc str dung két hop véi dau ‘
hiéu, buée, yéu t6, phuong an hodc khia canh bat ky khéc, trir khi ¢6 quy dinh khic. Mic
du sang ché da dugc mo ta chi tiét béng cach minh hoa va léy vi du nhdm muc dich rd rang
va dé hiéu, o rang la mot sb thay dbi va cai bién c6 thé duoc thuc hién trong pham vi cua

yéu cau bao ho kém theo.
Vi du thye hién sang ché
Vi du 1. Xac dinh cac khang thé don dong tau

Céc khang thé don dong khang tau dugc tao ra nhu sau. Céc lan gdy mién dich dugc

thuc hién véi tau nguoi 383 a.a. ¢o ghn dudi His dau cung N tai t6 hop (4RON), chira dot
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bién P301S [chat gdy mién dich A] hodc tau nguoi 383 a.a. tdi t6 hop (4RON), chira dot
bién P301S, thiéu duéi His diu cung N [chit gdy mién dich B]. Cac chit gdy mién dich
duoc nhii hoa trong ta duge RIBIL

Chuét Balb/c cai ndm tudn tudi duoc gay mién dich trong mang bung bing 25ug
chét gdy mién dich A vao ngay 0, va 10pug chét gay mién dich A vao mdi ngay tha 7, 14,
21,27, 34, 48, 55, va 62. Chudt duoc gy mién dich bang 10ug chit gdy mién dich B vao
cac ngay 76 va 90. Vao cac ngay 43 va 98, chudt dugc 14y mau va dugc do hiéu gia khéng
chét gy mién dich A; vao ngay 101 céac con vét co hiéu gid cao nhit duoc ting cuong voi
liéu gdy mién dich cubi ciing 1a S0pug chét gay mién dich B, dugc phan phéi ¥ trong mang
bung va ' trong tinh mach. Céc té bao lai da dung hop duoc sang loc bang ELISA dua trén
ca hai chat gay mién dich, va céc té bao duong tinh véi tin hiéu cao nhét duoc lap ban db
epitop (xem Vi du 2). 3D6 phan Umg v6i céc peptit trong ing voi cac gbc axit amin 199-
213 néu trong SEQ ID NO:3 va véi céc gbc axit amin 262-276 néu trong SEQ ID NO:3
(theo cach danh s§ ddng dang CNS dai nhét cta tau, dong dang nay twong (mg v6i céc gbe
axit amin 257-271 néu trong SEQ ID NO:1 va voi céac gbc axit amin 320-334 néu trong
SEQ ID NO:1).

Vi du 2. Lap ban dd epitop ctia khéng thé 3D6

Khoang gom cac peptit duge biotinyl hoa g6i 1én nhau kéo dai toan bd protein tau
ngudi 383aa 4RON dugc st dung dé 1ap ban do khang thé 3D6 cta chudt. Céc peptit bd
sung dugc su dung dé tao mo hinh cac cai bién sau dich ma tiém tang cua cac dau cung C

va N cua protein nay.

Cac peptit duoc biotinyl hoa duoc lién két véi cdc giéng riéng biét cia dia ELISA
duoc phu streptavidin. Cac dia dugc phong bé va duge xtr Iy bang 3D6 chudt, sau d6 1 véi
khang thé khang chudt dugc lién hop véi peroxidaza cdy cai ngua. Sau khi rira k§, OPD
duoc phi 1én dia nay va dugc dé cho phat trién. Dia dugc doc ¢ d6 hap thu 450nm. Viéc
trir nén duoc thuc hién véi cac tri s do hip thu tir cac giéng khong chtra khang thé so cip,
va ngudng déi véi lién két duong dugce dat bang 0,2 don vi hap thu. Lién két duong dugc
phéat hién cho cac gbe axit amin kéo dai peptit 199-213 (néu trong SEQ ID NO:3), va cac
g axit amin 262-276 (néu trong SEQ ID NO:3). Bing cach sir dung cach danh s6 protein

tau ngudi 4R2N ¢6 chiéu dai day du (441 axit amin) cdc peptit ndy tuong ing voi cac gbe
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axit amin 257-271 (néu trong SEQ ID NO:1) va 320-334 (néu trong SEQ ID NO:1). (Hinh
1y
Vi du 3. Thiét ké cac khang thé 3D6 duoc lam twong thich véi ngudi

Diém khéi ddu hodc khang thé cho dé lam tuong thich v6i nguoi 1a khang thé chudt
3D6. Trinh tu axit amin bién doi chudi ning ctia m3D6 truéng thanh duge néu dudi dang
SEQ ID NO:7. Trinh ty axit amin bién ddi chudi nhe ctia m3D6 trudng thanh duge néu
duéi dang SEQ ID NO:11. Trinh ty axit amin CDRI1, CDR2, va CDR3 to hop
Kabat/Chothia chudi ning dugc néu duédi dang lan luot 1a SEQ ID NO:8-10. Trinh tu axit
amin CDR1, CDR2, va CDR3 Kabat chudi nhe dugc néu duéi dang lan luot 12 SEQ ID
NO:12-14. Cach danh s Kabat dugc sir dung trong toan bo phin nay.

Kapa bién do6i (VK) ctia 3D6 thudc phan nhom 2 Kabat chudt ma tuong tng véi
phan nhom 2 Kabat nguoi va chudi nang bién doi (Vh) thudc phan nhom 2¢ Kabat chuot
ma tuong Ung véi phan nhoém 1 Kabat nguoi [Kabat E.A., va dong tac gia, (1991),
Sequences of Proteins of Immunological Interest, tai ban lan thir 5. NIH Publication No.
91-3242]. CDR-L1 Chothia 16 gdc thudc 16p chinh tic 4, CDR-L2 Chothia 7 gbc thudc
16p 1, CDR-L3 Chothia 9 gbc thude 16p 1 trong Vk [Martin A.C, va Thornton J.M. (1996)
J. Mol. Biol. 263:800-15. [Martin & Thornton, 1996]. CDR-H1 Chothia 10 gdc thude 16p
1, CDR-H2 Chothia 17 géc thudc 16p 2 [Martin & Thornton, 1996]]. CDR-H3 khéng c6
16p chinh tac. Mot nghién ctru duge thyuc hién trén céc trinh tu protein trong co s¢ dit ligu
PDB [Deshpande N, va d@)ng tac gia, (2005) Nucleic Acids Res. 33: D233-7.] dé tim ra céac
céu trac s& cung cdp mo hinh chu trac tho cia 3D6. Dé xdy dung md hinh Fv ctia 3D6, ciu
truc cia khang thé khang pyroglutamat-Abeta chudt Fab c#24 (ma pdb SMYX) [Piechotta,
A. va dong tac gia, 2017, J Biol Chem. 292: 12713-12724] c¢6 d6 phén giai 1,4 A dugc st

dung. N6 gitr lai chu trac chinh tic cho cac vong nay gidng nhu 3D6.

Céc vung khung cia VH 3D6 c6 chung d¢ tuong tu trinh tur cao véi cac vung tuong
tmg cua Fab 48G7 dugc lam tuong thich véi nguoi PDB: 2RCS, ky hi€u boi Wedemayer,
G.J., va dong tac gid (1997; Science 276: 1665-1669). Mién bién dbi ctia 3D6 va Fab 48G7
ciing ¢6 chiéu dai gidng nhau déi véi cac vong CDR-H1, H2. Tuong tu, cac vung khung
cia VL 3D6 ¢6 chung do tuong tu trinh tu cao véi cac vung tuong g cua khang thé nguoi
VL ARX71335, duoc tach dong boi Dafferner, A. J., va dong tac gia (2017;. Direct
Submission). Mién bién ddi chudi nhe ciia 3D6 va khing thé ARX71335 ciing c6 chiéu dai
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gidng nhau ddi véi cac vong CDR-L1, 1.2 va L3. Theo do, cac ving khung ctia VH 48G7
(2RCS-VH) va VL ARX71335 duogc chon lam trinh tu nhén dbi v6i cac CDR cua 3D6. Mo
hinh ctia cac CDR 3D6 ghép trén cac vung khung nguoi tuong timg d6i véi VH va VL duge

xdy dung va dung lam doan dan cho céc dot bién nguoc khic.

Céc trinh tu bién ddi chudi nang va nhe thu duoc tir qué trinh lam tuong thich khang
thé v6i ngudi duoc sap xép thing hang tiép véi cic trinh tur dong mam ctia ngudi biang cach
stir dung cong cu IMGT Domain GapAlign dé danh gia tinh chat ngudi clia chudi nang va
chudi nhe nhu dugc chi ra béi huéng dan cua hoi dong INN WHO. (WHO-INN:
International nonproprietary names (INN) for biological va biotechnological substances (a
review) (Internet) 2014. Co trén: http://www.
who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf). Cac goc duge thay d6i dé bat cap voi
trinh tu dong mam ciia ngudi tvong Umg, néu c6 thé, dé 1am tang tinh chat ngudi va lam
giam khé nang gdy miln dich tiém nang. Dbi voi cac bién thé VLvb2 va VLvb3 dugce lam
tuong thich vdi nguoti, cac dot bién duoc dua vao dé 1am cho céc trinh tu tuong tu hon véi
gen dong mim ngudi IGKV2-30%02 (SEQ ID NO:27). Déi véi cac bién the VHvb2,
VHvb3, VHvb4, VHvbS, VHvb6, va VHvb6 duogc lam tuong thich véi nguoi, cac dot bién
duoc dua vao dé 1am cho cac trinh tu twong ty hon véi gen dong mam ngudi IGHV 1-69-

2#01 (SEQ ID NO:25)

Céc phién ban ctia hu3D6-VH va hu3D6-VL duge thiét ké dé c6 thé danh gid céc
gbc vung khung khac nhau vé dong g6p cia chiing cho sy lién két khang nguyén, do 6n
dinh nhiét, va kha nang gay mién dich, va dé t6i uu hoa su glycosyl hoa, su két tu, tinh
khong déng nhét dau cung N, do on dinh nhiét, miéng tich dién bdc 10 bé mit, miéng dién
tich boc 16 bé mat, sy khir amin, va tinh nhay proteinaza. Cac vi tri dugc xem xét dé dot

bién bao gom cac vi tri ma:

- x4c dinh cAu hinh CDR chinh tic (duoc tom tit trong Martin, A.C.R. (2010)
Protein sequence and structure analysis of antibody variable domains. In:
Kontermann R va Diibel S (eds). Antibody Engineering. Heidelberg, Germany:
Springer International Publishing AG.),

- & trong khu vuc Vecené (Foote J va Winter G. (1992) Antibody framework
residue affecting the conformation of the hypervariable loops. J Mol Biol.

224(2):487-99.),
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- khu trd & mat phan cach mién VH/VL (duoc tom tit trong Léger OJP va
Saldanha J. (2000) Preparation of recombinant antibodies from immune rodent
spleens and the design of their humanisation by CDR grafting. In: Shépherd P va
Dean C (eds). Monoclonal Antibodies: a Practical Approach. Oxford, UK: Oxford
University Press.),

- nhay véi su cal bién sau dich ma, chéng han nhu su glycosyl hoa hoac su
pyroglutamin hoa,

- duoc chiém boi cac géc ma duoc du doan la va cham véi cac CDR, theo mo
hinh cua cac CDR 3D6 ghép trén cac vung khung VH va VL, hodc

- duoc chiém boi cac gde ma hiém gap trong s6 khang thé nguoi duge xac dinh
trinh tu, trong do géc 3D6 chudt nhit ban dau hodc mot sb géc khéac phé bién hon

nhiéu ¢ trong kho khéng thé ngudi.

Su sip xép thang hang cia khang thé 3D6 chudt va cac khang thé duoc lam twong
thich v6i nguoi khac nhau duoc thé hién dbi v6i cac vung bién doi chudi nhe (Bang 4 va

Hinh 3), va cac vung bién d6i chudi nang (Bang 3 va Hinh 2).

7 bién thé vung bién doi chudi nang dugc lam tuong thich véi ngudi va 3 bién thé
vung bién doi chudi nhe duoc 1am twong thich véi nguoi dugce tao cAu trac chira cac hoan
vi khac nhau cua su thé: hu3D6VHyb1, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6HvbS5, hu3D6VHvVb6, hodc hu3D6VHvD7 (lan luot 1a cac SEQ ID NO:76-80 va 90-
91); va hu3D6VLvb1, hu3D6VLvb2, hodc hu3D6VLvb3 (14n luot 1a cdc SEQ ID NO:83-
85) (Bang 3 va Bang 4). Cac thiét k& Vk va Vh duoc lam tuong thich véi nguoi vi du, véi
dot bién nguoc va cac dot bién khéac dua trén cac vung khung nguoi duoc chon, duoc thé
hién 1an luot trong Bang 3 va Bang 4. Céc khu vuc in dam trong Bang 3 va Bang 4 chira
céc CDR nhu dinh nghia boi T6 hgp Kabat/Chothia. Cac SEQ ID NO:76-80 va cac SEQ
ID NO:90-91 chtra dot bién nguoc va céc dot bién khac nhu thé hién trong Bang 5. Cac
axit amin tai céc vi tri trong hu3D6VHvb1, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvb5, hu3D6VHvb6, va hu3D6VHvVb7 dugc liét ké trong Bang 6. Cdc axit amin
tai cac vi tri trong hu3D6VLvb1, hu3D6VLvb2, va hu3D6VLvb3 dugc li¢t ké trong Bang
7.
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100 | 105 Fr4 G A Q A A Q
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103 | 108 Fr4 K K K K K K
104 | 109 Fr4 L L L L L L
105 110 Fr4 E E E E E E
106 | 111 Fr4 I L I L I I
106 112 Fr4 K K K K K K
A

Bang 5: Céc dot bién nguoc Vi, Vi va cac dot bién khac déi véi 3D6 duge lam

tuong thich voi nguoti

Bién thé Vs hodc Trinh tu nhén exon Vi hodc Vi Céc thay d6i tir cac goe khung
Vi nhén (hodc CDR) (dua trén céac
CDR t hop Kabat/Chothia)
Hu3D6VHvb1 PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ | H91, H93, H9%4
(SEQ ID NO:76) ID NO:75)
IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID
NO: 25)
Hu3D6VHvb2 PDB ID 2RCS-VH huFrwk (SEQ | H1, HS, H11, H20, H23, H38,
(SEQ ID NO:77) ID NO:75) H42, H43, H66, H67, H75,
IMGT# IGHV1-69-2*%01 (SEQ (ID | H76, H81, H91, H93, H94
NO: 25)
Hu3D6VHvb3 PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ | H1, HS, H11, H17, H20, H23,
(SEQ ID NO:78) ID NO:75) H38, H42, H43, H58, H66,
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID | H67, H7S, H76, H80, H81,
NO: 25) H83, H93, H94, H108, H109
Hu3D6VHvb4 PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ | H1, HS, H11, H17, H20, H23,
(SEQ ID NO:79) ID NO:75) H28, H38, H42, H43, H58,
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID | H66, H67, H75, H76, H80,
NO: 25) H81, H83, H93, H94, H108,
H109
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Hu3D6VHvbS
(SEQ ID NO:80)

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ
D NO:75)
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID
NO: 25)

H1, HS, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54,
H56, H58, H66, H67, HT7S,
H76, H80, H81, H83, HI3,
H94, H108, H109

Hu3D6 VHvb6
(SEQ ID NO:90)

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ
D NO:75)
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID
NO: 25)

H1, HS, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54,
H56, H66, H67, H7S, H76,
H80, H81, H83, HO1, HI3,
H94, H108, H109

Hu3D6 VHvb7
(SEQ ID NO:91)

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ
D NO:75)
IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID
NO: 25)

H1, HS, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54,
H56, H66, H67, H75, H76,
H80, H81, H83, H93, H94,
H108, H109

Hu3D6VLvb1
(SEQ ID NO:83)

PDB ID ARX71335-VL_huFrwk
(SEQ ID NO:82); IMGT#IGKV2-
30*02 (SEQ (ID NO: 27)

Hu3D6VLvb2
(SEQ ID NO:84)

PDB ID ARX71335-VL huFrwk
(SEQ ID NO:82); IMGT#IGKV2-
30*02 (SEQ (ID NO: 27)

L7,L10,L15, L83, L86,L106

Hu3D6VLvb3
(SEQ ID NO:85)

PDB ID ARX71335-VL_huFrwk
(SEQ ID NO:82); IMGT#IGKV2-
30*02 (SEQ (ID NO: 27)

L7,L10,L15,L17,L24, L37,
145, 1L.83, L86, 100, L106
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Béang 6: Cach danh s6 Kabat cua céc géc khung (hodac CDR) (dua trén cac CDR to

01 nang cua

~
~

hop Kabat/Chothia) d6i véi dot bién nguge va céc dot bién khéc trong chu

khang thé 3D6 duge lam tuong thich véi ngudi
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Bang 7: Céch danh s§ Kabat cua cac goc khung (dua trén cdc CDR tO hop
Kabat/Chothia) d6i véi dot bién nguoc va céc dot bién khéc trong chudi nhe ctia khang thé

3D6 dugce lam tuong thich voi nguoi

o
2 ° = 2 S @
= 2 S % ® %
= - @) e =)
2 N Z Z z z.
2 i 2 = = =
= == S O O =
) =g | Z n = b o3
~<o\ = ola ot @, @ @
O ] % 2 - = v— ~ en
> =< = = g =
\h ol - - - .
e =] «© > > >
f.‘_’i = _g < = o
~ o 3} a a =)
= o en en en
é = = = = =
>, O - = = am
L7 T S T T S S
L10 T S T T S S
L15 I L I I L L
L17 Q Q Q Q Q E
124 K R K K K R
137 L Q L L L Q
L45 K R K K K R
L83 L \Y L L \Y \Y
L86 H Y Y H Y Y
L100 A - Q G A A Q
L106 L I I L I 1

Céc vi tri ma tai do cac géc chinh tic, géc duogc nguy trang, hoac géc & mat phan
cach khac nhau gifta céac trinh ty nhén cua chudt va nguoi la cac ung vién cho su thé. Vi
du vé cac goc chinh tac/tuong taic CDR bao g0m cac gbc Kabat H54 va H94 trong Béang 3.
Vi du vé cac gbe Vecené bao g0m cac gbc Kabat H28, H67, H93, va H94 trong Bang 3. Vi
du vé cac gbc mat phan cach/goi (VH+VL) bao gbm céc gbe Kabat H91 va H93 trong Béng
3.

Ly do dé lya chon cdc vi tri nay duge chi ra trong Bang 3 trong ving bién d6i chudi

nang lam ung vién cho sy the la nhu sau.

Cdc viing bién doi chudi nang
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hu3D6VHvb ]

- gbém c6 cac vong CDR-H1, H2, va H3 ctia 3D6-VH ghép trén khung ctia
48G7-VH (RCS-VH), v6i dot bién nguoc tai cac vi tri H91 (Y91F), H93 (A93S),
va H94 (S94T).

hu3D6VHvb2

- khoi phuc lai tat ca su thé ving khung tai cac vi tri quan troﬁg dé xac dinh
cac 16p chinh tac Chothia, 1a mot phén cua khu vuc Vecné, hoac khu tri ¢ mét phan
cach mién VH/VL hodc g6p phin vao do 6n dinh céu trac. 3D6-VH_vb2 két hop
dot bién nguoc hodc su thé Q1E, Q5V, L11V, L201, T23K, K38R, E42G, Q43K,
K66R, S75T, N76D, Q81E,Y91F, A93S, S94T T108L, va L109V, dé co thé danh
gia su dong gop cua cac vi tri ndy vao ai luc lién két khang nguyén va khi nang gay
mién dich.

hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4, hu3D6VHvbS, hu3D6VHvb6, va hu3D6VHvbD7

gbm c6 su thé khac va b sung vao do on dinh khang thé va/hoic dé tdi uu hoa su
glycosyl hoa, su két tu, tinh khong dong nhit dau cung N, d6 on dinh nhiét, miéng tich dién
boc 10 bé mit, miéng dién tich bdc 10 bé mit, su khtr amin, va tinh nhay proteinaza.

QI1E: la dot bién tang cudng do on dinh dé lam gidm nhe khé nang tao thanh
pyroglutamat (Liu, néu trén)

Q5V: 1a dot bién dua trén tan suét va sdp thang hang dong mam. Val phd bién nht
& trong trinh tu nguoi tai vi tri nay. Val ¢ trong gen dong mam ngudi IMGT# IGHV1-69-
2*01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay.

L11V: la dot bién sép thang hang dong mam. Val ¢ trong gen dong mam ngudi
IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay.

S17T: 1a dot bién sip thing hang dong mam. Thr & trong gen dong mam ngudi
IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay.

L.201: 1a dot bién sdp thing hang dong mam. Ile & trong gen dong mam ngudi

IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay.

T23K: 1a dot bién dua trén tin sudt va sip thing hang dong mam. Lys ph6 bién hon
tai vi tri ndy. Lys ¢ trong gen dong mam nguoi IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO:25)

tai vi tri nay.
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N28T: Dy la sy thé gbc CDR-HI thanh Thr.

K38R: 1a dot bién nguoc dyua trén tan suat. Arg phé bién nhét tai vi tri nay. Arg tai
vi tri nay duge du doan 1a tao ra hai lién két H vi Glu 46 ngoai m&i mot lién két H véi
Asp86 va Tyr 90 trong chudi ning; do do, sy thé Arg c6 thé tang cuong do 6n dinh hon 1a
Lys tai vi tri nay.

E42G: 1a dot bién dya trén tin suat va sip thang hang dong mam. Gly & trong gen
dong mim ngudi IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay. Gly phd bién
nhat tai vi tri nay. Su thé Gly duge du doan 1a khong anh hudng dén do 6n dinh.

Q43K: Chudi bén Lys tai vi tri nay dugc du doan la tao ra lién két H v6i G42 bén
canh chudi chinh tao ra lién két H v6i Gln 39 va Arg 40, nho d6 su thé Lys c6 thé tang
cuong do on dinh hon 12 Q tai vi tri nay.

N54D va D56F 1a su thé cia cac géc CDR va duogc du doan la céac vi tri khong tiép
xuc khang nguyén theo md hinh tuong dong. Su thé N54D va DS6E dugc dy doan 1a lam
6n dinh ciu trac khang thé.

V581: 1a su thé cua gbe CDR-H2. Gen dong mam IMGT# IGHV1-69-2*#01 (SEQ
~(IDNO:25) c6 e tai vi tri nay. Gbc nay duge du doan la khong tiép xtic khang nguyén.

K66R: Arg tai vi tri nay dugc du doan la tao ra lién két H v6i Ser 82a va Thr 83
ngoai vi¢c tao ra lién két H va ciu nbi mudi voi Asp 86.

AG7V: 1a su thé cta gbe khu vue Veené. Gen dong mam IMGT# IGHV 1-69-2%01
(SEQ (ID NO:25) ¢6 Val tai vi tri nay.

S75T: Ser tai vi tri nay dugc du dodn la tao ra lién két H v6i Asp 72 va Tyr 76. Thr
tai vi tri nay dugc du dodn la cling tao ra cac tiép xuc nay nhung dugc bdc 10 bé mat géc
Thr ¢6 thé ting cuong do 6n dinh khang thé.

N76D: Asp 1a dot bién sdp thang hang dong mam. Asp & trong gen dong mam nguoi
IMGT# IGHV1-69-2*%01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay.

L.80M: Met la dot bién sip thing hang dong mam. Met & trong gen dong mam nguoi
IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO:25) tai vi trf nay.

QR1E: Glu dugc dy doan la tao ra lién két H cdng voi cAu ndi mudi voi K19; do d6

Glu tai vi tri nay lam tang cuong do 6n dinh khang thé.
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T83R ting cudng do 6n dinh nhiét va lam tang tinh chit ngudi. Arg 1a dot bién sap
thing hang dong mam. Arg & trong gen dong mam nguoi IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ
ID NO: 25) tai vi tri ndy. Arg phd bién nhat tai vi tri nay.

FO1Y: la dot bién cua géc mat phan cach, va la dot bién nguoc dua trén tan suét.

Tyr thudong nim & vi tri nay, va c6 thé tang cuong do 6n dinh khéng the.
A93S: 1a dot bién nguoc cia gbe khu vire Veené va khu vue mit phan cach.

S94T: 1a dot bién nguoc cia gde cAu tric chinh tic xdc dinh bai Chothia va gbe

vecné.

T108L: Leu la dot bién sap thang hang dong mam. Leu & trong gen dong mam ngudi
IMGT# IGHV1-69-2*%01 (SEQ (ID NO:25) tai vi tri nay. Leu tai vi tri nay duoc du doadn
a tao ra khang thé it gdy mién dich hon va khong anh huong dén do 6n dinh khang thé.

1.109V: 1a dot bién dya trén tan suit. Val pho bién nhét tai vi trf nay.

Ly do dé lwa chon cac vi tri nay duoc chi ra trong Bang 4 trong ving bién doi chudi

nhe lam Ung vién cho su thé 1a nhu sau.
Cdc ving bién @i chuoi nhe kapa
hu3D6VLvbl1

- gbm co cac vong CDR-L1, L2, va L3 cua 3D6-VL ghép trén khung ciua VL
ARXT71335.
hu3D6VLvb2 va hu3D6VLvb3

- khoi phuc lai tat ca sy thé ving khung tai cac vi tri quan trong dé xac dinh
cac 16p chinh tac Chothia, 1a mot phén cua khu vuc Vecné, hodc khu tru & méat phan
cach mién VH/VL. Hu3D6-VLvb2 & Hu3D6-VLvb3 con bao gom s thé ma gbép
phén vao dd 6n dinh ciu tric; hu3D6-VL vb2 két hop céc dot bién nguoc T7S,
1151, .83V, H86Y va 1.1061, dé c6 thé danh gia su dong gbp clia cac vi tri ndy vao
4i luc lién két khang nguyén va kha ning gay mién dich.

Hu3D6-VL vb3 tit ca sur thé duoc dé cap dbi voi vb2 cling voi cac thay d6i b6 sung

tai Q17E, K24R, L.37Q, K45R, va L1061
T7S: la dot bién sdp thing hang dong mam. Ser & trong gen dong mam ngudi

IGKV2-30%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.
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T10S: 12 dot bién dua trén tan sut va sap thang hang dong mam. Ser pho bién tai vi

tri nay. Ser & trong gen dong mam ngudi IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

115L: 1a dot bién sip thang hang dong mam. Leu & trong gen dong mam nguoi

IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

Q17E: Glu tai vi tri nay dugc du doén la tao ra lién két H v6i T14 va ciu ndi mubi

véi Lys 107, ca hat gbc chudi nhe, va dé ting cuong do 6n dinh khang thé.

K24R: 14 dot bién cta gbec CDR. Ca Lys va Arg duge du doan 14 tao ra lién két H
va cau n6i mudi véi Asp 70 trong chudi nhe. Arg dugce du doan 1a phu hop hon trong chu
hinh. Arg cling la dot bién sdp thing hang dong mam. Arg & trong gen dong mam ngudi

IGKV2-30%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

L37Q: N6 dugce dy dodan la géc chon siu, Leu khong dugc du doan 1a tuong tac voi
cac gbe xung quanh, trong khi d6, Gln dugc du doan la tao ra lién két H v6i Q38 va Asp
82 trong chudi nhe. Gln ciing la dot bién sdp thang hang dong mam. Gln & trong gen dong

mam nguoi IGKV2-30%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

K45R: Mac du Lys dugce du doan 1a tao ra lién két H vai S56 va Gly 57; su tuong
tac dugc du dodn cua Arg voi cac gbc 1an can bao quat hon nhiéu vi né duge dy doan la
tao thanh cau ndi mudi voi D55, lién két H véi Arg46 va lién két H kép v6i S56. Arg cling
1a dot bién sip thing hang dong mam. Arg & trong gen dong mam ngudi IGKV2-30%02
(SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

1.83V: Day la dot bién dua trén tin sudt cia goe duge du doan la duoc boc 10 be
mit. Val ciing 1a dot bién sip thdng hang dong mam. Val & trong gen dong mam nguoi

IGKV2-30%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay.

H86Y: VL 3D6 chudt nhit ¢ Tyr tai vi tri nay. Tyr cling 1a gdc pho bién nhit tai vi
tri nay. |

A100Q: Ala hiém gap tai vi tri nay. Ala dugc du dodn la gbe duge boc 10 bé mat va
khong dugce du doan la tuong tic voi cac gbc xung quanh. Gln phé bién nhit tai vi tri nay
va cling 1a dot bién sap thing hang dong mam. Gln & trong gen dong mam nguoi IGKV2-
30*%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri nay. Gln duoc du doan la tao ra li€n két H véi Ser 7 1am

on dinh nd1 chudi.
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L1061 1a dot bién dua trén tin suét va sip thing hang dong mam. Ile pho bién nhét
tai vi tri nay. Ile & trong gen dong mam nguoi IGKV2-30%02 (SEQ (ID NO:27) tai vi tri

nay.
Céc thiét ké dya trén cac vung khung nguoi nay la:

viung bién doi chudi nang

>hu3D6VHvb1 (SEQ ID NO:76)

QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDYYLHWVKQRPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTTLTVSS

>hu3D6VHvH2 (SEQ 1D NO:77)

EVQLVQSGAEVVKPGASVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLELSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

>hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO:78)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTIYDPKFQGRATITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

>hu3D6VHvbS (SEQ ID NO:80)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGETTYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

>hu3D6VHvb6 (SEQ ID NO:90)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDY YLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS
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>hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWG
QGTLVTVSS

vung bién doi chudi nhe kapa

hu3D6VLvb1 (SEQ ID NO:83)

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCWQGTHFPYTFGAG
TKLELK

>hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGAG
TKLEIK

* >hu3D6VLyb3 (SEQ ID NO:85)

DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQG
TKLEIK

Céc trinh tu dugce lam tuong thich v6i nguot dugce tao ra bang cach st dung quy
trinh PCR hai budc cho phép dua vao nhiéu dot bién, su lam khuyét, va su cai xen bang
cach st dung k¥ thut gay dot bién dinh huéng diém QuikChange [Wang, W. va Malcolm,
B.A. (1999) BioTechniques 26:680-682).

Vi du 4. Khang thé don dong chudt lién két v6i tau trong thir nghiém ELISA

Phuong phap: ELISA gian tiép: Cac dia polystyren 96 giéng dugc phu bang khéng
thé bat giit khang 6xHis (Hinh 4A) hodc da dong khang tau (Dako #A0024, Hinh 4B) dugc
tao huyén phu trong 1xPBS trong 2 gio & nhiét d6 trong phong hodc 16 gio ¢ 4°C. Lép phu
dugc loai bo, va cac dia dugc phong bé trong 1 gio véi BSA 1% trong 1xPBS, sau d6 0 voi
tau nguoi tai t6 hop, v&i (Hinh SA) hodc khong cung véi (Hinh 4B) dudi polyhistidin ¢ dau

cung N cua protein nay. Sau khi rira, cac dia dugce u voi cdc khang thé da chi dinh, duoc
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rita va duoc U v6i khang thé thir cip dé khang chudt dugc lién hgp HRP. Céc dia dugc phat

trien voi TMB, va Ayso duoc do voi may doc dia.

ELISA banh kep: Céac dia polystyren 96 giéng dugc phit bang cac khang thé khang
chudt trong 1xPBS trong 2 gio ¢ nhiét do trong phong hodc 16 gio ¢ 4°C. Lop phu duge
loai bo, va cac dia dugc phong bé trong 1 gid voi BSA 1% trong 1xPBS. Pia nay dugc u
tiép v6i cac khang thé da chi dinh & cac ndng do gidng nhau, duge pha lodng trong BSA
0,1% trong 1xPBS. Céc dia dugc xtr ly lién tuc voi tau nguoi, khang thé da dong tho khang
tau (Dako #A0024), va khang thé dé khang tho dugc lién hop HRP, tat ca duoc pha lodng
trong BSA 0,1% trong PBS va viéc rira duoc thuc hién gitra mdi budc. Streptavidin-HRP
duoc b sung vao, cac dia duoc phat trién v6i TMB, va Ayso duoc do voi mdy doc dia. Xem

Hinh 4C.

Két qua: Panen chtra khang thé san sinh boi té bao lai dwoc thir nghiém vé kha nang
lién két v6i tau qua nhiéu phuong thirc ELISA khac nhau. Su phét hién tau dugc xdc nhan
bang cach st dung phuong thirc gian tiép, si dung protein tau dugc c¢b dinh boi dudi
polyhistidin dugc dung hop dau cung N ctia né (Hinh 4A). Su lién két v6i protein tu nhién,
khong gin dudi cling dugc xdc nhan (Hinh 4B). Dé danh gia i luc dung dich cua nhidu
khang thé khic nhau, phuong thirc ELISA banh kep duoc sir dung, trong do cac khang thé
t& bao lai da thir nghiém duoc sir dung lam chit phan Gng bét gitt (Hinh 4C).

Vi du 5. Ai luc ctia céc khang thé don dong chudt véi tau

Phuong phap: Phén tich SPR duoc thuc hién bang cach str dung Biacore T200 dé
xac dinh dong hoc lién két ctia khang thé chudt v6i tau nguoi ti t6 hop. Dé chuan bi bé
mit cam bién, khang thé khang chudt (GE Life Sciences) dugc ¢d dinh trén chip cam bién
CMS5 nho phin ting tao cap amin, va khéng thé bi bit gitt & mitc dam bao sy lién két t0i da
14 50 RU. Nhiéu ndng dé khéc nhau cia tau tii t6 hop nam trong khoang tir 10-0,14 nM
dugc cho di qua phdi tir da b bat giit & toc do dong 1a 50 pl/phit trong dém chay (HBS +
0.05% P-20, BSA 1 mg/ml), dé két hgp 180 gidy va phén ly 900 gidy. Dit liéu dugc tham
chiéu hai 1an dén ca bd cam bién khong lién quan khong chira phéi tir khang thé, va nong
d6 chét dién phan 0 nM dé tinh todn sy phéan ly cta phéi tir tir goe bat gitr. Sau d6 dir ligu

duoc phan tich bang cach st dung md hinh chinh hop chung 1:1.

Két qua: Nhiéu khang thé chudt duoc chon dua vao hoat ddng cua chung trong b

thit nghiém ELISA, va i luc lién két ciia chung dugc dénh gia bang SPR. Céc khang thé

136



42494 137/293

dugc th nghiém trong cic b song song, va tdc do phan ly va két hop lién két ciia chiing
dugc so sanh véi nhau dé chon ra chét lién két manh nhit vé6i tau nguoi tai t6 hop. Ai lue
lién két cao nhit dugc quan sat thdy ddi v6i dong khéang thé 3D6. Cac ai luc lien két duge

thé hién trén Hinh 5.

Vi du 6. Céc khang thé chudt don dong ngin cin sy lién két cia tau nguoi voi bé

mit cta té bao noron da duoc lam bat tu

Phuong phap: Su tre ché cua sw lién két Tau véi cac té bao u nguyén bao than kinh

B103 bang cac khang thé don dong khang Tau

. Chc té bao B103 dd dugc tao huyén phu lai trong PBS & 5 x 10° té bao/ml.
Pia 50p] huyén phu té bao mdi giéng trong dia Lién Két Cao MSD. Budc nay tao ra 25K
té bao/giéng. Day dia nay va dé cho cac té bao gin két & 37°C, CO, 5%, trong 2 gio.

2. Sau khi gin két té bao, loai b PBS khoi cac giéng bang cach 16n nguoc dia
va vd nhe dé loai bo chat dém du. Bd sung 50ul chit phong bé A MSD 3% trong PBS hodc
chét dém phong bé thich hop khac vao mdi giéng va u dia ¢ nhiét do trong phong trong 1
gidr ma khong lic.

3. Trong buée phong bé dia nay 1 dong thoi Tau va cac khang thé khang Tau
nhu sau:

a. Bit dau v6i khang thé khang Tau & 2 mg/ml va pha loang theo day trong
PBS, 1:2, cho 7 dung dich pha lodng b sung.

b. Pha lodng Tau dén 20 nM trong PBS. Nong d6 Tau s& 1a khong d6i trong mdi
giéng.

C. Tron Tau va khang thé khang Tau, 1:1, cho noéng d6 Tau cudi cung 1a 10 nM
va ndng do khéi dau cua khang thé khang Tau 1a 1 mg/ml.

d. U hdn hop nay trong x4p xi 1 gio & nhiét do trong phong kém theo ldc (600
vong/phut).

4. Sau khi phong bé dia, buéc 2, loai bo chét dém phong bé khoi cac giéng bing
cach 14t nguoc dia va vO nhe va rira dia 2x v6i PBS bang cach st dung pipet nhiéu kénh.
Pam bao 1a dém du duoc loai bo hoan toan. Lam lanh cac té bao da duogc phu thanh 16p

mong dén 4°C trude khi b6 sung céac phirc hop Tau: khdng-Tau.
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5. B sung S0ul phie hop da 1am lanh, bude 3, vao cdc t€ bao da duge phu

thanh 16p mong va u trén da trong 30 phut.
6. Rura dia 2x voi PBS dong lanh nhu da mo ta trude day.

7. Bbsung 50ul 16B5.SULFO-TAG vao mdi giéng dé phat hién Tau da lién két
bé mat t& bao. U trong 30 pht trén dé.

8 Rua dia 2x bang PBS duoc 1am déng lanh mot 1an nita nhu duge mo ta trén
day.

9. B6 sung 150 pl moi giéng 1X dém doc T khong c6 chét hoat dong bé mat
(duoc pha loang trong H>O) va doc ngay trén thiét bi MSD SECTOR™ 600. Tranh dua

bong béng vao khi bd sung dém doc.
10.  Béo cdo vé céc tin hiéu MSD so véi nong do cia khéng thé khang Tau.

Khang thé duoc thir nghiém 12 khang thé khang tau 3D6, 16G7, 3H9, 4C5, va 5G8,

va d6i chimg isotyp.
Két qua:

Tin hiéu khang tau SulfoTag giam dan xay ra v6i khang thé thir nghiém tang dan
chi ra tac dung phong bé chtrc ning sy lién két tau voi bé mit té bao noron. Khong c6 téc
dung phong bé nao duoc quan sat thiy véi do6i chung isotyp, 16G7, hodc 3H9. Cac lugng
tang dan cua hoat tinh phong bé churc nang duoc quan sat thdy v&i 4CS, 5G8, va 3D6. 3D6
thé hién hoat tinh phong bé sau nhAt ctia cac khang thé duge thir nghiém. Xem Hinh 6.

Vi du 7. Hoat tinh pha v& két tu

Phuong phap: Su két ty ctia tau téi t6 hgp—Tau téi to hop da tinh ché v6i dudi 6xHis
dau cung N duge két hop véi lugng dang mol ctia heparin khdi luong phan tir thap trong
1xPBS (d6 pH=7.4), va duoc 0 & 37°C trong 96 gid' trén mdy tao chuyén dong lac lu. Su

két tu ctia mau duogc xac nhén bang cach lién két voi Thioflavin T.

U v6i cac khang thé —Céc khang thé duoc U v6i tau tai td hop, da két tu & cac ty 1€
mol di chi dinh duoc t & 37°C trong 96 gid ma khong quay tron hoge ldc lu. O thoi diém
két thuc thu nghiém, su két tu duoc do béng cach 0 cac mau véi Thioflavin T 25 mM, va
do huynh quang phat ra (450/482 kich thich/phat xa). Cac tin hi¢u dugc tru nén dbi véi cac

mau dém.
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Két qua: Nhu thé hién trén Hinh 7, 3D6 phan tach uu tién cic soi tau nguyén ven.
Céc ty 1€ mol khac nhau cua 3D6 (hinh tam giac), d6i chung isotyp (hinh tron) va 16G7
(hinh vudng) duoc U v6i cac soi tau chira amyloit trong 96 gio. Tai thoi diém két thic giai
doan nay, murc do két tu duoc danh gia béng su lién két voi Thioflavin T. 3D6 uwu tién lam
giam tin hiéu Thioflavin T ¢6 mit trong mau nay, so voi ca khang thé dbi ching isotyp

cling nhu 16G7, khang thé khang tau ma lién két v6i viing khac cta tau.
Vi du 8. 3D6 va 5G8 bt gitt mién dich tau tr mé bénh cla nguoi.

Phuong phap: Cac phdn doan protein hoa tan ham lugng mudi cao duoc diéu ché
dén 1 mg/ml. P6i véi moi két tia mién dich, 200 pg mau duge str dung. 10pg khéng thé
da chi dinh (d6i chting isotyp, 3D6, hodc khang thé khang tau 5G8) dugc bd sung vao ché
pham mau c6 ham luong mubi cao, va dugc u trong 2 gid. Sau d6 cdc hat tir tinh protein G
duoc bd sung vao cic hon hop, va duge G thém mot gio nita dé bat gitr phic hop khang
thé/khang nguyén. Cac mau dugc rira k§ bang 1xPBS, va cic hat dugce dun séi trong dém
mau khir/bién tinh dé giai phong cac protein bi bit gitt. Cac mau thu duge dugce phén tich
bang SDS-PAGE va phan tich thim tach western dugc thuc hién bang cach sir dung khang
thé da dong khang tau (Dako, #A0024).

Két qua: Nhu thé hién trén Hinh 8, 3D6 va SG8 gy két tiia mién dich tau tir md
bénh Alzheimer. Cac phan doan hoa tan c¢6 ham lugng mudi cao duoc két tha mién dich
bang khang thé da chi dinh, va dugc phét hién bang khang thé da dong khang tau duoc
dinh huéng dén ving riéng biét clia phan ti tau tir cac vi tri lién két cho 3D6 va khang thé
tau A. 3D6 bat gilt manh tau tir phan doan nay. Pau vao (mAu hoa tan ¢6 ham luong mudi

cao) duoc thé hién & bén phai.
Vidu 9. Phan tmg mién dich héa hoc mé mién dich ctia 3D6,

V6 ndo tran thai duong thu duoc tir bénh nhan khong mac bénh thoai hoa than kinh
hoic bénh Alzheimer, duoc xac nhan nho danh gia xét nghiém tir thi. Hoa hoc mo mién
dich dugc thuc hién trén lat cit dong lanh duoc gén trén phién kinh 10um, duoc ¢b dinh
nhe nhang bi“mg axeton. Tét ca cac bude nhudm duge thuc hién béng cach s dung may
nhudm ty dong Leica BOND Rx, st dung vat tu tiéu hao Leica. Dang chut hodc nguoi
ctia 3D6 duoc U v6i cac lat cit mo sau do bd sung cac khang thé thir cép phit hop loai duoc
lién hop v6i polyme HRP. Dé trénh lién két khong dic hi¢u cua globulin mién dich ndi

sinh khi st dung cac khang thé dugc lam tuong thich voi ngudi trén mé ngudi, cac khang
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thé nay dugc gan nhan khong cong hoa tri bang doan Fab hoa tri mot khang nguoi duge
lién hop biotin trén in vitro trudce khi v trén mo6. Mo duoc gén nhan bang phirc hgp khang
thé so cAp-doan Fab biotin dugc khuéch dai thém bing cach st dung hé khuéch dai avidin-
biotin (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Su bat mau dugce quan sat véi chat tao mau
DAB, ma tao ra su bit mau nau. D4i chimg am bao gbm thuc hién toan bd quy trinh hoa

hoc md mién dich trén cdc lat cit lién k& voi khang thé déi chimg isotyp IgG.

Céc khang thé duoc kiém tra 1a CD6 chuot, 3D6 kham (chira VH va VL tir khéng
thé chudt v6i ving hing dinh ciia ngudi, chudi nang SEQ ID NO:72 va chudi nhe SEQ ID
NO:73), va bién thé duge lam twong thich v6i nguoi hu3D6VHvS/hu3D6VLV2.

Budc nhudm duoce thuc hién voi cac dang ctia chudt, kham, va duoc lam tuong thich
v6i ngudi cua 3D6 dugce so sanh dinh tinh va duoc danh gia vé d6 dam va mat do cua su
b4t mau, cling nhu dinh vi phan tmg mién dich. Cuong do cia su bt mau 1a tuong ty dbi
v6i cac dang kham va duoc lam tuong thich véi nguoi cua 3D6, va thé hién cac mau dinh
vi tuong tu so voi dang chudt cua khang thé nay. Tau dugc phat hién trong cac dam roi
than kinh, soi, soi mang than kinh, va trong cac soi truc thodai hoa. Cing co6 su bat mau

soma dang chu y dugc phat hién.
Vi du 10. Ai luc ctia cdc bién thé duoc lam twong thich v6i ngudi déi voi tau

Phuong phéap: Cac dia polystyren 96 giéng ELISA gian tiép duge phu bing tau
ngudi ti to hop duqé tao huyén phu trong 1xPBS trong 2 gitr & nhiét do trong phong hodc
16 gio & 4°C. Lop phu duogc loai bd, va cac dia dugc phong bé trong 1 gi v6i BSA 1%
trong 1xPBS. Céc khéang thé bién thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi & 1 pg/ml trong BSA
0,1% trong 1xPBS duoc bd sung vao cac dia trong 1 gio sau d6 rira, va khang thé dé khang
nguoi lién hop HRP duoc bd sung vao. Cac dia dugc phat trién voi TMB, va Auso duoc do

vGi may doc dia.

Céc dia polystyren 96 giéng ELISA kep duoc phu bang cac khang thé khang nguoi
trong 1xPBS trong 2 gid ¢ nhiét d trong phong hodc 16 gio ¢ 4°C. L6p phu dugce loai bo,
va céc dia duoc phong bé trong 1 gio v6i BSA 1% trong 1xPBS. Céc khang thé bién thé
duoc lam tuong thich véi nguoi ¢ cac ndng do thay doi duoc pha lodng trong BSA 0,1%
trong 1xPBS duoc bd sung vao cac dia trong thoi gian 1 gio sau d6 1a rira, va tau nguoi tai

t6 hop da biotinyl hoa dugc pha lodng trong BSA 0,1% trong 1xPBS dugc b6 sung. Sau
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khi rira, streptavidin-HRP duoc bd sung vao, cac dia dugc phat trién v6i TMB, va Auso

dugc do véi mdy doc dia.

Phan tich SPR dugc thuc hién béng cach st dung Biacore T200 dé xéac dinh dong
hoc lign két ctia h3D6-VHvS-L2 v6i tau nguoi tai to hop. Dé chudn bi bé mat cam bién,
khang thé khéng nguoi (GE Life Sciences) dugc ¢b dinh trén chip cam bién CM5 nhd phan
ung tao cap amin, va khang thé bién thé dugc lam twong thich véi nguoi bi bat giit & mirc
dam bao su lién két téi da 1a 50 RU. Cac néng do tau tai to hop khac nhau nim trong
khoang tir 10-0,14 nM duoc cho di qua phdi tir da bi bat gitt & toe do dong la 50 pL/phut
trong dém chay (HBS + P-20 0,05%, BSA 1 mg/mL), dé két hop 180 gidy va phéan ly 900
giday. D liéu duoc tham chiéu hai 1an dén ca bd cam bién khong lién quan khong chura
phéi tir khang thé, va ndng do chét dién phan 0 nM dé tinh toan sy phan ly ciia phoi tir tr
gbc bt gitt. Sau d6 dir liéu duoc phén tich bang cach st dung m6 hinh chinh hop chung

1:1.
Vi du 11. Kha ning gy mién dich cua vung bién d6i chudi nhe hu3D6VLv2

Céc trinh ty axit amin cua vung bién d6i chudi nhe hu3D6VLv2 (SEQ ID NO:21)
duoc phén tich bang cach st dung cong cu phin mém khtr mién dich iedb.org (Dhanda va
cac dong tac gia, Immunology. 2018 Jan;153(1):118-132). Bang 9 thé hién peptit ¢6 thé
duoc chon dé khir mién dich hu3D6VLv2, nghia 1, cho théy CAC vung noi sy thé khac c6

thé duoc thuc hién dé lam giam kha nang gay mién dich tiém tang.

Bang 9. Cac két qua ctia phén tich kha nang gay mién dich xac dinh peptit tiém

ning dé khir mién dich

Vi tri khai dau Vi tri két thuc Xép hang phén Peptit
(tuyén tinh) (tuyén tinh) tram trung binh
1 15 14,845 DVVMTQSPLSLPVTL
51 65 15,745 RLIYLVSKLDSGVPD
46 60 18,58 GQSPRRLIYLVSKLD

Dua trén céac két qua phan tich duge chi ra trong Bang 9, cic bién thé ctia ving

bién d6i chudi nhe hu3D6VLv2 duoc thiét ké, hudng dich cac géc axit amin duoc in dam
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trong Bang 10. Mdi bién thé két hop v6i mdt trong cc dot bién thé axit amin sau day, nhu

duoc chira trong Bang 11.

Bang 10. Cac gbc axit amin trong hu3D6VLv2 dugc hudng dich d6i v6i su thé.

DSDGKTYLNWLLQRPGOSPRRLIYLVSKLD
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

Cac gbe duoc huong dich cta ving bién ddi chudi nhe hu3D6VLv2 SEQ ID NO
goc
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLL 21
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SH S6 Tén bién thé SEQ ID NO cta ving bién
tuyén | Kabat d6i chudi nhe tao thanh
tinh
Csob | Lsap hu3D6VLv2 L54D (con duoe goi | SEQ ID NO:93
1a L2-DIM21)
150G | 154G hu3D6VLv2 L54G (con dugc goi | SEQ ID NO:94
1a L2-DIM7)
LS9N |L54N | hu3D6VLv2 L54N SEQ ID NO:95
LSOE |LS4E | hu3D6VLv2 LS4E SEQ ID NO:96
L55E |LSOE | hu3D6VLv2 LSOE SEQ ID NO:97
L59Q |L54Q | hu3D6VLV2 L54Q SEQ ID NO:98
L55D | L50D | hu3D6VLv2 L50D SEQ ID NO:99
LS9K | L54K | hu3D6VLv2 L54K SEQ ID NO:100
LS9R | L54R | hu3D6VLv2 LS4R SEQ ID NO:101
L59T |L54T | hu3D6VLV2 LS4T SEQ ID NO:102
1556 | LsoG hu3D6VLv2 L50G (con duoce goi | SEQ ID NO:103
- |1aL2-DIM22)
153G | 148G | hu3D6VLvV2 148G SEQ ID NO:104
153D | 148D | hu3D6VLv2 148D SEQ ID NO:105
152G |L47G | hu3D6VLv2 L47G SEQ ID NO:106
YS4E | Y49E | hu3D6VLv2 Y49E SEQ ID NO:107
L59V |L54V | hu3D6VLv2 L54V SEQ ID NO:108
L59S |L54S | hu3dD6VLv2 L54S SEQ ID NO:109
U hu3D6VLv2 $52G (con duge goi | SEQ ID NO:110
1a L2-DIMO)
L52N |L47N | hu3D6VLv2 L47N SEQ ID NO:111
L52D |L47D | hu3D6VLv2 L47D SEQ ID NO:112
LS2E |L47E | hu3D6VLv2 L47E SEQ ID NO:113
L52P |L47P | hu3D6VLv2 L47P SEQ ID NO:114
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LS2T | L47T hu3D6VLv2 L47T SEQ ID NO:115
LS2S | L47S hu3D6VLv2 L47S SEQ ID NO:116
L52A | L47A hu3D6VLv2 L47A SEQ ID NO:117
L55V | LS50V hu3D6VLv2 L50V SEQ ID NO:118

Céac bién thé khéc cta vung bién ddi chudi nhe hu3D6VLV2 duogc thiét ké, nhu duoc
chi ra trong Bang 12, ma két hop vai dot bién thé tai mot hodc hai gdc trong sé cac gbe
axit amin duoc boi dam trong Bang 10. Mot s6 bién thé trong Bang 12 con két hop véi dot
bién thé 1.37Q (cdc SEQ ID NO:119-135, va 145), hodc ca hai dot bién thé L37Q va dot
bién thé G100Q (cac SEQ ID NO:136-142).

Ly do dé lya chon cac vi tri L37Q va G100Q dugc chi ra trong Bang 12 va Bang 13
trong viing bién doi chudi nhe ndy 1am tng vién cho su thé 1a nhu sau.

1.37Q 1a dot bién lam tang tinh chit ngudi cla trinh tu nay. Gln 1a dot bién sép thang
hang dong mam. Gln trong gen dong mam ngudi IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO: 27) tai vi
tri nay.

G100Q 14 dot bién lam ting tinh chdt ngudi cia trinh tw nay. Gln 1a dot bién sap
thdng hang dong mam. Gln trong gen dong mam nguoi IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO: 27)
tai vi tri nay.

Bang 12: Su thé axit amin & hu3D6VLv2 duge thiét ké dé 1am giam kha nang gy

mién dich

Su thé ¢ cac bién thé bd sung Tén bién thé

trong hu3D6VLV2 duoc thiét SEQ ID NO: ctia
ké dé 1am giam kha ning gay ving bién doi chudi
mién dich (S6 Kabat cta (céc) nhe tao thanh

dot bién duoc chi dinh)

hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R [37Q L50G _L54R (con dugc [SEQ ID NO:119
goi la L2-DIM1)
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Su thé & cic bién thé bd sung
trong hu3D6VLV2 dugc thiét
ké dé lam giam kha ning gay
mién dich (S Kabat ctia (cac)

dot bién duoc chi dinh)

Tén bién thé

SEQ ID NO: cua

ving bién doi chudi

nhe tao thanh

1.37Q L50G L54G

hu3D6VLv2
.37Q L50G L54G (con duoc
goi la L2-DIM?2)

SEQ ID NO:120

L.37Q S52G L54G

hu3D6VLv2
.37Q S52G_L54G (con dugc
201 la L2-DIM3)

SEQ ID NO:121

1.37Q S52G L54R

hu3D6VLv2
[.37Q S52G L54R (con duoc
o1 la L2-DIM4)

SEQ ID NO:122

L37Q S52G LS54T

hu3D6VLv2
[.37Q S52G LS54T (con duoc
2oi 1la L2-DIMS)

SEQ ID NO:123

137Q S52G L54D

hu3D6VLv2
[.37Q S52G _L.54D (con dugce
ooi la L2-DIMO6)

SEQ ID NO:124

L37Q L54R hu3D6VLv2 L37Q L54R SEQ ID NO:125
L37Q L54G hu3D6VLv2 L37Q L54G SEQ ID NO:126
hu3D6VLv2 L37Q L54D (con
L37Q L54D SEQ ID NO:127
duoc goi la L2-DIM12)
hu3D6VLv2 L37Q L50G (con
L37Q L50G SEQ ID NO:128
duoc goi la L2-DIM13)
hu3D6VLv2 1L.37Q L50D (con
L37Q L50D SEQ ID NO:129
duoc goi la L2-DIM14)
L37Q L54T hu3D6VLv2 L.37Q L54T SEQ ID NO:130
L37Q S52G hu3D6VLv2 L.37Q S52G SEQ ID NO:131
LL37Q L54E hu3D6VLv2 L.37Q L54E SEQ ID NO:145
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Su thé ¢ cac bién thé bo sung
trong hu3D6VLv2 dugc thiét
ké dé lam giam kha nang gay
mién dich (S6 Kabat cua (céc)

dot bién duoc chi dinh)

Tén bién thé

SEQ ID NO: cua
ving bién d6i chudi

nhe tao thanh

L37Q L50D L54G

hu3D6VLv2
[.37Q L50D L54G (con duogc
201 la L2-DIM17)

SEQ ID NO:132

L37Q L50D L54R

hu3D6VLv2
[.37Q LS0D L[54R (con dugce
goi 1la L2-DIM18)

SEQ ID NO:133

L37Q LSOE L54G

hu3D6VLv2
[.37Q LS0E 154G (con dugc
ooi la L2-DIM19)

SEQ ID NO:134

[.37Q LSOE L54R

hu3D6VLv2
.37Q L50E L54R (con dugc
goi la L.2-DIM20)

SEQ ID NO:135

137Q L50G L54R_G100Q

hu3D6VLv2
[.37Q L50G L54R G100Q

SEQ ID NO:136

137Q L50G L54G_G100Q

hu3D6VLv2
[.37Q L50G _L54G G100Q

SEQ ID NO:137

L37Q S$52G L54R_G100Q

hu3D6VLv2
[.37Q S52G _L54R G100Q

SEQ ID NO:138

137Q S52G L54D G100Q

hu3D6VLv2
[37Q S52G _Ls54D G100Q

SEQ ID NO:139

1.37Q L50D L54G_G100Q

hu3D6VLv2
[.37Q L50D L[54G G100Q

SEQ ID NO:140

L37Q LSOD L54R_G100Q

hu3D6VLv2
.37Q L50D L54R G100Q

SEQ ID NO:141

£37Q L50V L54D_G100Q

hu3D6VLv2
[.37Q LS50V _L54D G100Q

SEQ ID NO:142
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Céc bién thé khac ctia ving bién ddi chudi nhe hu3D6VLV2 dugce thiét ké dé két
hop voi L37Q (SEQ ID NO:143) hodc dé két hop v6i G100Q (SEQ ID NO:144), nhu dugc
chi ra trong Bang 13.

Bang 13: Céc dot bién thé axit amin & hu3D6VLv2

Dot bién thé & céc bién thé Tén bién thé

, SEQ ID NO: cua vung
bd sung trong hu3D6VLv2

bién doi chudi nhe tao

thanh

(Sb Kabat cua (cac) dot bién
duoc chi dinh)

hu3D6VLv2 1L.37Q (con  [SEQ ID NO:143
137Q duoc goi 1a L2-DIMS)

G100Q hu3D6VLv2 G100Q SEQ ID NO:144

Cac hinh 10A, 10B, 10C, va 10D thé hién su sdp xép thdng hang ciia ving bién doi
chudi nhe nay cta cic bién thé dugc lam tuong thich v6i nguoi cia khang thé 3D6:
hu3D6VLv2 (SEQ ID NO:21), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), hu3D6VLv2 L50G
(SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3dD6VLv2 L54G (SEQ ID
NO:94), hu3D6VLv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID NO:100),
hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2 LS54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2
L37Q L50G (SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129),
hu3D6VLv2 1L37Q S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID
NO:126), hu3D6VLv2 L.37Q L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ
ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q L54D (SEQ ID NO:127), hudD6VLv2 L37Q_L54E
(SEQ ID NO:145), hudD6VLv2 L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q_L50D L54R (SEQ ID
NO:133), hu3D6VLv2 [37Q L50D L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2 |
L37Q S52G L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2 L37Q S52G L54G (SEQ ID
NO:121), hu3D6VLv2 137Q S52G L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2
L37Q S52G LS54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2 L37Q_L50D _L54G_G100Q (SEQ
ID NO:140), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R G100Q (SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2
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137Q L50G L54R_G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q
(SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142),
hu3D6VLY2  L137Q $52G L34D G100Q (SEQ ID NO:139), va hu3D6VLv2
137Q S$52G L54R_G100Q (SEQ ID NO:138).

Vi du 12. Kha ning gay mién dich cia hu3D6VHvIbA1l (ving bién doi chudi

ngng)

Céc bién thé vung bién déi chudi nang khac cia hu3D6VHvIbATL (con duge goi

1a h3D6HuS) (SEQ ID NO:18) dugce thiét k&, nhu duoc chi ra trong Bang 14.

Céc hinh 9A va 9B thé hién sy sap xép thiang hang cua ving bién dbi chudi nang
cua 3D6 chudt (SEQ ID NO:7) va cua cac bién thé dugc lam tuong thich véi nguoi cla
khang thé 3D6 (hu3D6VHvbl, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvVb5, hu3D6VHvb6, hu3D6VHvb7, hu3D6VHv1IbALll, h3D6VHvVbE, va
h3D6VHvVbHY) vai trinh tu ving bién d6i chudi niang dong mam cta ngudi IGHV1-69-2*01
(SEQ ID NO:25) va v6i trinh tu ving bién dbi chudi nang thé nhan ctia nguoi 2RCS VH
hFrwk (SEQ ID NO:75). hu3D6VHvb1 1a SEQ ID NO:76, hu3D6VHvb2 la SEQ ID
NO:77, hu3D6VHvb3 1a SEQ ID NO:78, hu3D6VHvb4 1a SEQ ID NO:79, hu3D6VHvDS
1a SEQ ID NO:80, hu3D6VHvb6 1a SEQ ID NO:90, hu3D6VHvb7 la SEQ ID NO:91,
hudD6VHvIbA11 1a SEQ ID NO:18, h3D6VHvbS 1a SEQ ID NO:146, va h3D6VHvbY 1a
SEQ ID NO:148. | o '

Béng 14: Cac dot bién thé axit amin khac ¢ hu3D6VHvIbAT1 (con duoc goi la
h3D6HuS)

Dot bién thé & cac bién thé bd sung | Tén bién thé SEQ ID

& hu3D6VHvIbAT1 (S6 Kabat cua NO ciia

(cac) dot bién duoc chi dinh ving bién
d6i chudi
ning thu
duoc

hu3D6VHvIbA11 D60E (con SEQ ID

DooE duoc goi 1a h3D6VHVDY) NO:146

L82¢cV hu3D6VHvIbA11 L82cV SFQID
NO:147
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hu3D6VHvIbAT1
D60E L80M Q81E [.82¢V T83R | D60E_L8OM_QS81E L82¢V_T&3R
(con dugc goi la h3D6VHVDI)

SEQ ID
NO:148

Ly do dé lua chon cdc vi tri dugce chi ra trong Bang 14 trong ving bién doi chudi
nang lam (rng vién cho su thé 1a nhu sau.

D60E: dé giam sy phan giai protein tiém tang. Cac motif Asp-Pro dugc biét dén 1a
céc vi tri phan cat protein tiém nang. C6 motif Asp-Pro & hu3D6VHvIbA11 (h3D6HuS)
VH & vi tri Kabat 60-61. Dua trén md hinh tuong d@)ng, su thé Glu & vi tri 60 duoc coi la
b4o toan cau trac. Do d6, su thé D60E dugc thuc hién dé giam sw phan giai protein tiém
nang.

Q81E, dé tang do on dinh nhiét va tang tinh chét nguoi. Glu duoe du doan la tao ra
lien két H cong v6i cau ndi mubi béi K19 do d6 Glu tai vi tri nay gitp ting cuong su 6n
dinh cua khang thé. Glu la dot bién sdp thang hang dong mam. Glu trong gen dong mam

ngudi IMGT# IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO: 25) tai vi tri nay.

1.82¢V dé giam kha ning gdy mién dich. Phan tich in silico kha ning gay mién dich
hu3D6VHvV1bA1l (h3D6HuS5) dugce lam tuong thich véi nguot bang cach sir dung cong cu
phan tich kha ning gdy mién dich [EDB (co s¢ dir liéu epitop mién dich) da du dodn peptit
gay mién dich tiém nang chira L82c¢. Dot bién thé L82¢cV duoc thiét ké dé giam kha ning

gdy mién dich. Sy thé valin ¢ vi tri ndy bao toan céu truc vong.

L8OM, dé giam kha nang gay mién dich; va tang tinh chét nguoi. Met la dot bién
sap thang hang dong mam. Met trong gen dong mam cta ngudi IMGT# IGHV1-69-2*01
(SEQ (ID NO: 25) tai vi tri nay.

T83R dé tang do 6n dinh nhidt va ting tinh chit ngudi. Arg 1a dot bién sap thing
hang dong mam. Arg trong gen dong mam cua ngudi IMGT# IGHV1-69-2%01 (SEQ (ID
NO: 25) tai vi tri nay. Arg la thuong xuyén nhat tai vi trf nay.

Vidu 13. Phan tich cac bién thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi

Cac bién thé 3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi véi cac dot bién thé khit mién
dich duoc du doan da dugce phan tich cho mot s6 dac diém, bao gém ai luc lién két dich,
hoat tinh trong cac thir nghiém trén co s& té bao, d6 6n dinh nhiét, dic diém biéu hién va

s6 lugng cac dot bién the. Trong tat ca cac truong hop, két qua duge so sanh voi trinh tu
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gbc, hu3D6VHVIbA11/hu3D6VLY2 dé xac dinh xem c6 bit ky su mét hoat tinh hodc do

6n dinh nao duge ghi nhan hay khong.

Phan tich lién két dich duoc thuc hién bang cach sir dung Biacore T200 dé so sénh
41 luc lien két cua cac bién thé 3D6 dugc lam tuong thich véi ngudi v6i tau tai t6 hop ctia
ngudi 4RON. Khang thé khang Fc nguoi duge ¢b dinh trén chip cam bién CM3 thong qua
phan ung tao cdp amin va cac bién thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi duge bat giir
& muc trong duong. Cac nong dd khac nhau cia tau tai t6 hop cua ngudi 4RON (trong
khoang tir 0,02 nM dén 12,5 nM) dugc cho di qua phdi tir bi bat gilt & S0 pL/phit trong
dém chay (HBS + P-20 0,05%, BSA 1 mg/mL) trong 180 gidy lién két/420 gidy phan ly 1a
mot chu ky duy nhat. Dit lidu 1a mau trdng dugc trir cho ca cam bién khong lién quan khéhg
chtra khang thé va néng do chét dién phan 0 nM. Phan tich dugc thyc hién bﬁng cach su
dung md hinh chinh hop chung 1:1 v6i phén mém danh gia Biacore.

Viée xac dinh 4i luc cho thdy mot sé bién thé duge khir mién dich giff lai 4i luc cia
hu3D6VHvY IbA11/hu3D6VLyY2 gbe, duge xic dinh bang cach so sanh Kp ctiia mdi khang
thé véi Kp ctia hu3D6VHvIbAT1/hu3D6VLY2 gbe. Céc khang thé duge xac dinh 14 ¢6 Kp
¢6 thé so sanh dugc trong pham vi 4 lan Kp cia hu3D6VHvIbA11/hudD6VLv2 (Béang 15)

bao goém hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4, hu3D6VHv1bA11/L2-DIMS9,
hu3D6VHVIbA11/L2-DIMS,  hu3D6VHvIbAT1/L2-DIM3,  h3D6VHvb8/L2-DIM4,
hu3D6VHv1IbAT1/L2-DIM7, h3D6VHvVbE/L2-DIMT, h3D6VHvb8/L.2-DIMS,

hu3D6VHvYI1bA11/L2-DIM12, hu3D6VHvIbA11/L2-DIM21, va hu3D6VHvIbA11/L2-
DIM22. hu3D6VHvV1bA11/L.2-DIM4 da chimg minh ai lyc dugce cai thién, nhu dugce ching
minh bang téc do lién hop, toe do phan ly va s6 Kd, so v6i hu3D6VHy1bA 11/ hu3D6VLV2

gbc.
Bang 15. Ai luc cua cac bién thé duoc lam twong thich véi ngudi 3D6
. K. (1/M
Bién thé duoc lam tuong thich voi nguoi 3D6 ) Kq (1/s) Kp (M)
S
hu3D6VHvVIbA11/ hu3D6VLv2 4,17E+06 | 7,40E-04 | 1,81E-10
hu3D6VHvIbA11/L2-DIM4 5,65E+06 | 5,35E-04 | 9,48E-11
hu3D6VHvV1bA11/L.2-DIM9 4,63E+06 | 7,40E-04 | 1,60E-10
hu3D6VHvVIbA11/1.2-DIMS 4,02E+06 | 7,35E-04 | 1,83E-10
hu3D6VHv1bA11/L.2-DIM3 3,93E+06 | 7,81E-04 | 1,99E-10
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mém goc. Cac gia tri duge bdo cao 1a nhiét do ma tai do nhiét dung I6n nhat cua pic Fab

duogc ghi nhan.

Do chudn duge xac dinh nhu sau. Sau khi biéu hién & té bao huyén phu 293, khéang

thé duoc tinh ché bang cach st dung sic ky protein A st dung phuong phép tiéu chuan.

Sau khi tinh ché, khéng thé duoc trao dbi vao 1xPBS va néng do protein dugc xac dinh

béng do hép thu ¢ 280nm. Do chuin duoc tinh béng cach chia hiéu suét cudi cung cua

protein da tinh che cho thé tich ban dau cia moéi truong bicu hién, va dugc béo cdo theo

don vi miligam trong mai lit. hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 da chirg minh d 6n dinh nhiét

va do chuén cao hon so véi hu3D6VHvVIbA11/ hu3D6VLV2 géc‘ Muc do dn dinh nhiét va

biéu hién tam thoi (dd chuan) déu la nhiing can nhac quan trong doi véi viée phat trién

thudc.

Bang 16. Do 6n dinh nhiét va D6 chudn cua cac bién thé duoc 1am twong thich véi

nguoi 3D6

T ("C)—phuong

Bién thé duoc lam twong thich sai so voi do chuén

v6i nguoi 3D6 hu3D6VHvIbA11l/ | (mg/L)
hu3D6VLv2

hu3D6VHvIbA11/ hu3D6VLv2 0,00 456,00
- hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 0,08 467,00
h3D6VHvb8/L2-DIM8 -0,38 301,00
h3D6VHvb8/L.2-DIM4 -0,78 445,00
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM22 -1,23 570,00
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM9 -2,19 290,00
hu3D6VHv1bA11/L2-DIMS5 -3,34 383,00
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM7 -4.,24 231,00
h3D6VHvb8/L2-DIM7 -4.83 271,00
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM3 -5,01 283,00
hu3D6VHvV1bA11/L2-DIM21 -5,17 81,00
hu3D6VHvIbA11/L2-DIM12 -5,47 94,00
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h3D6VHvb8/1.2-DIM4 4,51E+06 | 1,02E-03 | 2,26E-10
h3D6VHvVDE/L2-DIM7 4 31E+06 | 1,19E-03 | 2,75E-10
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM7 3,46E+06 | 9,71E-04 | 2,81E-10
h3D6VHvb8/L2-DIMS 3,28E+06 | 1,40E-03 | 4,27E-10
hu3D6VHvIbA11/L2-DIM12 2,74E+06 | 1,33E-03 | 4,85E-10
hu3D6VHv1bA11L2-DIM21 2,15E+06 | 1,49E-03 | 6,96E-10
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM22 3,54E+06 | 2,51E-03 | 7,08E-10
hu3D6VHv1bA11/L2-DIMI 3,02E+06 | 2,60E-03 | 8,59E-10
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM13 3,15E+06 | 2,85E-03 | 9,04E-10
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM-17 524E+10 | 5,42E+01 | 1,03E-09
h3D6VHvVb8/L2-DIM1 6,19E+06 | 6,41E-03 | 1,04E-09
h3D6VHvb8/L2-DIM2 1,03E+10 | 1,46E+01 | 1,42E-09
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM6 3,08E+06 | 4,61E-03 | 1,49E-09
h3D6VHvb8/L.2-DIM6 3,79E+09 | 5,67E+00 | 1,50E-09
hu3D6VHvIbA11/L2-DIM14 7,69E+10 | 1,18E+02 | 1,53E-09
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM2 5,73E+06 | 9,33E-03 | 1,63E-09
hu3D6VHvVIbA11/L2-DIM19 3,28E+09 | 5,88E+00 | 1,79E-09
hu3D6VHvV1bA11/L2-DIM-18 1,51E+06 | 3,78E-03 | 2,51E-09
hu3D6VHvV1bA11/L.2-DIM20 2,60E+05 | 9,35E-03 | 3,60E-08
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Ngoai ra, nhu mot dédc tinh phu, do 6n dinh nhiét va do chuén da duoc phan tich cho
tAt ca céc bién thé da khir mién dich. Mte do 6n dinh nhiét va do chuan dugc so sanh dbi
v6i cée khang thé c6 thé so sanh véi hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLYV2 dua trén cac phép do
ai luc va cac khang thé trong Bang 16 duoc liét ké theo thir tu dua trén phuong sai so véi

T ctia hu3D6VHv1bA11/ hu3D6VLV2.

Gié tri do 6n dinh nhiét dugc x4c dinh bang cach st dung do nhiét lugng quét vi sai
(DSC). Tét cé cdc 1an quét DSC dugc thuc hién bing cach st dung hé thong VP-Capillary
DSC (Malvern). Tét ca cdc mau duge didu ché dén 0,5 mg/ml trong 1xPBS va dugc tham
chiéu dén 1xPBS. Xap xi 0,5 ml dung dich protein va chit dém dugce dua vao mau va té
bao tham chiéu. Téc do quét do nhiét lugng dugce thuc hién & toc do quét 1a 60°C/gio, tir

25°C dén 110°C duéi ap suat khong dbi. Phan tich dugc thuc hién bang cach sir dung phan
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Dua trén phén tich cac phét hién dugc lict ké ¢ trén, hoat tinh trung hoa cua bay
khang thé trong Bang 16 dugc chon dé phén tich thém trong mo hinh ndi tai hoa tau trén
co s& t& bao: Cac dot bién thé trong chudi ning va chudi nhe lién quan dén

hu3D6VHv1bA 11/ hu3D6VLv2 gbe duge ghi nhan,

Thtr nghiém ndi tai hoa st dung phan loai té bao da hoat hoa huynh quang
(fluorescence activated cell sorting - FACS) dugc thuc hién dé danh gia kha nang cua cac
khang thé khéc nhau dé phong bé sy ndi tai hoa than kinh cua tau. Khang thé ma phong bé

su ndi tai hoa s& ¢6 kha nang phong bé sy van chuyén tau.

Céc khoi két tu tau hoa tan duoc tao ra bang cach 0 tau tai t6 hop c6 chiéu dai day
du voi lugng twong duong cua heparin trong luong phan tu thap trong 3 ngay ¢ 37 ° C. Sau
khi 0, tau khong hoa tan va tau hoa tan dugc tach bang cach ly tAm & van toc 10.000xg
trong 15 phut. Sau do, phan noi phia trén dugc phan giai bang sac ky loai trir kich thuéce
diéu ché, va cac pic két tu (16n hon 100 kDa) dugc thu thap va c6 déc. Pé do su ndi tai hoa,
phén doan két tu hoa tan duoc danh du bing sucxinimidyl este pHrodo do, chit nay phét

huynh quang khi ndi tai hoa vao con duong endolysosom.

Tau nguoi 4RON duoc gan nhin pHrodo oligome hoa tan P301L (ndng do cudi cung
1,5 pg/ml) dugc 0 trude voi cac khang thé khang tau (d6 chuan liéu luong: nong do bt
dau 80 pg/ml sau do 1a céc dich pha loang theo day 4 lan) trong 30 phit & nhiét dj trong
phong trong moéi trudng nudi cdy té bao. Sau do hon hop taw/khang thé duoc bo sung vao
cac dong té bao u nguyén bao thin kinh B103 & ndng do cudi ciing 500.000 té bao/ml va
dugc  trong 3-4 gid & 37°C trong thiét bj 4 nudi cdy té bao (CO2 5%). Sau d6 té bao duge
rira 3x bang moi truong nudi cdy, sau d6 1a i moi truong nudi cay 10 phut, va rira 2x bang
chit dém FACS (1% FBS trong PBS). Té bao duogc téi tao huyén phi trong 100 pl chét
dém FACS va cuong do huynh quang trung binh D6 Texnhu duge do bang FACS LSR 11
Huynh quang d6 Texas tir pHrodo dugc hoat hoa bang do pH thap di kém v6i cac khoang
endolysosom khi ndi tai hoa. Vi FACS phat hi¢n ra té bao va pHrodo chi c6 huynh quang
khi noi tai hoa, chi ¢6 tau dugc noi tai hda boi té bao dugc phat hién. Cudng do huynh
quang trung binh cang thip, luong tau dugce ndi tai hoa cang thip, diéu nay cho thay hoat

tinh phong bé ctia khéng thé dugc thir nghiém cao hon.
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Ngoai tror hu3D6VHvIbA11/L2-DIM22, 1At ca cac bién thé duogc thu nghiém déu

thé hién muc do hoat tinh (¢ ché cao trong m6 hinh ndi tai hda tau ¢ nong do tuong duong

(Hinh 11 va Bang 17).

Bang 17. Cac bién thé 3D6 dugc lam twong thich voi ngudi duge thir nghiém

trong thir nghiém ndi tai hoa Tau trén co s& t€ bao

Bién the dugc lam

tuong thich voi nguoi

Dot bién thé chudi

nang lién quan dén

Dot bién thé chudi

nhe lién quan dén

Su wrc ché ndi tai

hoa trén co s& té

3D6 hu3D6VHvIbALl | hu3D6VLv2 gbc bao (& nong dd
gbe khang thé 1a 133

nM, % trc ché tin
hiéu huynh
quang cuc dai
do 1&ch chuan)

hu3D6VHVIbAL1/ 87,2 11,6

hu3D6VLv2

hu3D6VHv1bA11/L2- [L37Q S52G L54R 1922 +24

DIM4

hu3D6VHv1bA11/L2- L37Q S52G L54T | 92,7+3.6

DIMS

h3D6VHvb8/L.2-DIM4 | D60E L37Q S52G L54R | 89,4 +£2.6

hu3D6VHVIbA11/L.2- L37Q S52G 154G | 87,4 +£3.,6

DIM3

hu3D6VHvIbA11/L2- S52G 96 + 3,5

DIM9

h3D6VHvb8/1.2-DIM7 | D60E L54G 932+1.3

hu3D6VHvIbA11/L2- L50G 8,7+8,6

DIM22

Vi du 14. Tinh chinh ban db epitop ctia 3D6
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Viéc 1ap ban do peptit ban dAu chi ra rang epitop ddi véi 3D6 nim trong vung lap
lién két vi dng (MTBR, Hinh 1). Hon nita, viéc lap ban do peptit chi ra rang 3D6 lién két

v6i nhiéu vi tri trong MTBR, goi v 12 epitop ldp va khong lién tuc.

Do ban db peptit ban dau duge str dung cho cdc nghién ctu trén epitop st dung cac
peptit gbi 1én nhau g6i 1én ma khong chtra cac doan lap lién két vi dng nguyén ven, viéc
lap ban do peptit b6 sung duoc thue hién véi cac doan ldp vi éng nguyén ven riéng 1é. Céc
peptit duge biotin héa tuong img voi céc axit amin dbi v6i doan 1ap MTBR 1-4 dugc thém
vao dia ELISA phu streptavidin, dugc rira va phong bé trong BSA 1%/PBS. Sau do t céc
lwong 3D6 khic nhau (trong khoang tir 50 ug/ml-10 ng/ml) trén dia. Sau khi rira, HRP dé
khang chudt duge thém vao dia ELISA, rira va phat trién bang cach st dung OPD. D9 hap
thu duoc phét hién ¢ bude song 490 nm va cac duong cong lién két duoc chinh hop bing
cach st dung duong cong log 4 tham s6 dé xé4c dinh céac gia tri EC50 (Bang 18). Cac MTBR
lién két 3D6 1-3 tuong ddi tuong duong, véi cdc gia tri EC50 tuong ung 12 72,5, 35,5 va
25.1 ng/ml. Tuy nhién, lién két véi MTBR 4 thip hon khoang 60-170 lan, véi EC50 biéu
kién 12 4309 ng/ml. Cac bién thé trinh tu trong epitop lap trong MTBR 4 so véi cac MTBR
1,2, 3 va 4 c6 thé giai thich sy lién két yéu hon v6i MTBR 4.

Bang 18
Axit amin (st dung
cach danh sb dong
Doan lap vi ong dang ECS50 (ng/ml khang
56 tau c6 chiéu dai thé)
ddy du SEQ ID
NO:1)

1 244-274 72,5
2 275-305 35,5
3 306-336 25,1
4 337-368 4309
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Dé 1am 18 hon 14 cac axit amin cu thé chiu trach nhiém déi voi lién két 3D6, viéc
1ap ban dd dot bién thay thé thong qua vi mang dugc thuc hién bang cach sir dung peptit
NVKSKIGSTENLKHQPG (SEQ ID NO: 184), 14 trinh tu cho cdc gbe 255-271 bang cach
str dung cach danh sé ddng dang tau ¢6 chiéu dai diy da. Thir nghiém nay da trao d6i mdi
axit amin trong trinh tu peptit ¢ tAt c& 20 axit amin, dé xac dinh v&i do chinh xac cao cua
epitop 16i cho 3D6. Vi mang nay duoc in vGi tat ca cac peptit ba lan, cling v&i cdc peptit
dbi chimg HA dé dam bao hiéu sudt thur nghiém. Pé thuc hién thir nghiém, mang nay duoc
4 v6i 3D6 (10ug/ml) trong dém phong bé, rira bang PBS-T, sau d6 u v6i khang thé dé
khang chudt thi cép dugc lién hop véi DyLight-680. Ngoai ra, vi mang nay duoc u véi
khang thé khang HA 12CAS duge lién hop truc tiép voi DyLight-800. Céac vi mang duge

quét bang cach str dung may quét LiCor va cuong do ctia ba ban dugc tinh trung binh.

Hiéu tng thé cho timg gdc dugc tinh toan bang cich xac dinh ty 1€ lién két 3D6 bi
mét khi gbc ty nhién bi dot bién so v6i tong tt ca 19 axit amin khéc. Két qua duoc 1ap do
thi trong Hinh 12A. Su mét lién két 16n hon 50% (dudng nét dut) cho thiy gbc quan trong
dbi vai lien két 3D6. Su lién két ctia peptit doan do (cac gbe 255-271 ciia dong dang 44 taa)
v6i 3D6 cho thdy kiéu thé epitop véi motif 161 duoe bao ton KIGSTENLKH (SEQ ID NO:
188), dugc tao khung boi cac doan dudi dau ciing N va C bién doi NVKS (SEQ ID NO:
189) va QPG (SEQ ID NO: 190), ¢ hai doan nay déu khong quan trong doi voi viée lién
két. Trong epitop 16 nay, cac goc khong cho phép thé 1a Lys®, Asn'' va His'; ngoai ra, vi
tri 13 cho thAy kha nang chiu thé giam dbi véi cac ge khong phai 1a Lys va His. Ngoai
cac gbe quan trong nay, Ser® chi cho phép thé han ché. Didu nay dan dén mot epitop khong
lién tuc cua KXXSXXNX (K/H) H (SEQ ID NO: 191) nhu duoc chi ra trong Hinh 12B.
Céc phan thich hop cua céc doan 13p lién két vi dng tau dugc biéu dién thang hang, véi cic
gbc lien két 3D6 quan trong duge boi ddm. Khi so sanh v6i cac doan 1ap vi 6ng trong tau,
céc gde quan trong ¢6 mit trong tht ca cac doan lap, ngoai trir vi tri 4p chot trong epitop 161
(K/H, dugce ky hi¢u béng dau ™). O vi tri nay, doan 1dp 4 chua threonin, ¢6 thé chiu trach
nhiém cho viéc lién két ELISA 3D6 thép hon. Epitop 18i dugce xéac dinh tai KIGSTENLKH
(SEQ ID NO: 188, cac gbc 259-268 néu trong SEQ ID NO: 1, trong doan lap MBTR 1),
KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192, cac géc 290-299 néu trong SEQ ID NO: 1, trong doan
lap MBTR 2), KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193, cac gbc 321-330 néu trong SEQ ID NO:
1, trong doan lap MBTR 3), voi it lién két hon tai KIGSLDNITH (SEQ ID NO: 194, céc
g6c 353-362 néu trong SEQ ID NO: 1, trong doan 1ap MBTR 4).
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Vidu 15 3D6 chudt lién két cAc mAu bénh nhan tir bénh nhan mic bénh Alzheimer,

thir nghiém hoa hoc mé mién dich.

Céc khdi kham nghiém tir thi tir cdc mau ndo ngudi méi dong lanh (~ 0,5 g) duoc
nhung vao OCT, va cit bé.ng cach sir dung mot may on nhiét dé tao ra cac lat cat 10 pm.
Céac lat cat duoc dat vao dung dich glucoza oxidaza va beta D-glucoza, c6 mat natri azit,
dé phong bé peroxidaza noi sinh. Sau khi cac lat ¢it mo dugc chudn bi, ching duge nhudm
bang 3D6 & céc ndng do duoc chi dinh bang cach sir dung polyme khang chudt va kit phat
hién trén co s DAB (kit phat hién tinh chinh Leica BOND) theo hudng dan ctia nha san

xuét. Cac két qua dugce thé hién trong Hinh 13.

Trong mo AD, 3D6 lién két cac ddc diém bénh ly déc trung cua tau, bao gom cac
dam 61 than kinh cling nhu cdc t€ bao than kinh loan dudng. Ngoai ra, 3D6 lién ket tau ndi
bao hoa tan; diéu nay dwoc thé hién rd rang boi sy nhudém mau cé mit trong mé doi chung

khée manh binh thuong.

Vi du 16. 3D6 chuot lién két cac khdi két tu tau hoa tan, céc thi nghiém khéi phd
MALDI khéi luong 16n lién két chéo.

Dé xé4c dinh xem 3D6 lién két mot tiéu don vi hay nhiéu tiéu don vi tau, phép do
phé khéi lugng 16m lién két chéo MALDI da duoc sir dung dé danh gia hé s6 ty luong lién
két. Lién két chéo cho phép phan tich truc tiép tuong tac khong cong hoa tri. Bang cach
tron mot mau protein chira cc tuong tac khong cong hoa tri vi mot hdn hop lién két chéo
(Bich, C va cac dong tac gia Anal. Chem., 2010, 82 (1), trang 172-179), ¢6 thé phat hién
cu thé phirc hop khong cong hoa tri voi do nhay cao. Trong thir nghiém nay, su tuong tac
gitta 3D6 va1 céac khéi két tu tau hoa tan da duge thir nghiém. Céc khdi két tu tau hoa tan
duoc tao ra bang cach U tau tai t6 hop ¢6 chidu dai ddy do voi lugng twong duong cia
heparin trong lugng phan tur thip trong 3 ngay & 37°C. Sau khi 0, tau khong hoa tan va tau
hoa tan duoc tach bang cach ly tim & van tdc 10.000xg trong 15 phut. Sau do, phén noi
phia trén dugc phan giai bang sic ky loai trir kich thudce diu ché, va céc pic két tu (16n
hon 100 kDa) duoc thu thap va co dac.

3D6 duge tron v6i khoi két tu tau hoa tan ¢ nhiéu ty 1€ khéc nhau, va duge phét hién
bang phuong phap khéi phd MALDI khéi lurong cao. Ngoai ra, cdc thi nghiém d6i chung

da duoc thuc hién d6i vé6i cac hop phan riéng 1¢ dé cho phép gén nhén chinh xé4c céc pic
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da phat hién. Phén tich dugc thyc hién & ché do tuyén tinh duong véi1 mo-dun tuong tac

HM4 (CovalX) voi laze nito ticu chudn, tap trung vao khoéang khéi luong tir 0-1500 kDa.

Céc két qua dugc thé hién trong Hinh 14. Trong két qua ddi chimg (khong lién két
chéo), ¢4 tau va 3D6 déu dugc phét hién 1a cac thuc thé riéng 1é c6 kich thudc twong tmg
14 40,93 va 146,938 kDa. Tuy nhién, khi duoc lién két chéo, pic khang thé déi v6i 3D6
bién mAt, trong khi hai pic méi xuét hién dai dién cho twong tac 3D6 v6i mét va hai khang
nguyén (tuong Gng ¢ 194,788 va 228,963). Khi dugc phét hién trong 16p phu bén trong,
pic 3D6 & 146,938 kDa dang chu y 1a khong cé cac mau duoc lién két chéo. Dit lidu nay
cho thay rang 3D6 lién két rit manh véi cac khoi két tu tau hoa tan, va thuc hién didu nay

thong qua lién két ctia mot hodc hai phic hop trén mdi khang thé.

Vidu 17. 3D6 chudt lam gian doan sy tao mam tau trong mo hinh bénh in vivo ¢o

lién quan dén bénh ly hoc bénh Alzheimer

Kha nang cua 3D6 trong viéc lam gian doan su tao mam tau da duoc nghién ctru
trong mo hinh bénh in vivo vé su lan truyén bénh ly AD. Mam bénh dugc tao ra béng cach
st dung dich dong nhét than nfo tir chudt hTauP301L giai doan cudi, hoac d6i chimg kiéu
hoang. Dé giy ra bénh ly, cac mam bénh dugc tiém mot bén vao hoi hai ma cua céc con
chudt 3,5 thang tudi, trude khi bat diu tién trién cua bénh ly tu nhién. Dé kiém tra kha nang
tac dong cda khang thé d6i vai viée tao mam cua tau, cac khing thé duoc U trude trude khi
tiém. Sau mot thang, lugng mam & mit bén cua chudt dugc danh gia béng kha nang phan
tmg mién dich AT8; s6 lugng té bao thin kinh trén mdi phan trong hoi hai ma da dwgc xac
dinh.

Cac két qua duoc thé hién trong Hinh 15. So voi dbi chung isotyp, viée 0 trude mam
tau v6i 3D6 c6 thé lam giam déng ké s lwong mam dwoc phat hién & chudt sau mot thang,
cho thiy 1a su gian doan ctia qué trinh ndi tai hoa tau gan vi trf tiém va cho thay riang 3D6
¢6 thé lam giam kha nang hap thy va truyén bénh cua tau.

Vidu 18.3D6 chuot va cac bién thé duoc lam tuong thich véi ngudi 1am gian doan
tuong tac gitia tau vo1 heparin in vitro

Mot sé nghién ctru chi ra rang sy ndi tai hoa clia tau vao té bao duoc trung gian
thong qua tuong tdc ban dau gitra tau v6i cac proteoglycan heparin sulfat lién két trén bé
miat (HSPG), va sy tuong tac nay 1a budce khoi diu can thiét dan dén sy hip thuy, tao mam

va truyén bénh cua tau (Holmes va déng tac gia, PNAS, 110 (33), 2013; Katsinelos va déng
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tac gia, Cell Rep, 23, 2018). Do d6, mot diic tinh thuan loi ciia khang thé khang tau diéu tri

s€ la kha nang phong bé sy tuong tac gitta tau va heparin cé trén bé mat t€ bao.

Dé kiém tra kha nang cic bién thé 3D6 clia chudt va cac bién thé dwoc lam tuong
thich v6i nguoi lam gidn doan tuong tac gifta tau voi heparin, trudce tién céc dia ELISA
pht heparin trong luong phan tu thip duoc phong bé bang BSA 2% trong PBS trong 2 gio
& nhiét do trong phong. Céc dia dugc rua bing TBST. Sau khi phong bé, cac dia dugc 1
v6i tau tai to hop duoc biotin héa véi ndng do chi dinh cua khang thé khong gan nhan trong
BSA 1%/PBS trong mot git & nhiét dd trong phong. Cac dia duoc rua lai lan nira, va sau
d6 duoc U vai streptavidin-HRP trong BSA 0,1%/PBS trong 45 phut. Sau d6 cac dia dugc
rira va phat trién bang OPD, va d6 hap thu duoc do ¢ budc song 490nm. Cac duong cong
tic ché duoc phan tich bang cach st dung mé hinh chinh hop log 4 tham s0.

Céc két qua duoc chi ra trong Hinh 16 va Bang 19. 3D6 chudt, cling nhu dang dugc
lam twong thich véi ngudi dugce thir nghiém trong thir nghiém nay cho thdy kha niang phong
bé twong tac tau/heparin, cho thdy rang epitop 3D6 rét quan trong doi voi tuong téc nay,
va rang cac khing thé ¢6 thé e ché tuong tac nay. Diéu nay cho thdy kha nang lam gidn
doan su hép thu tau vao té bao. Mic du tit ca cic khang thé dugc thir nghiém déu cho théy
hoat tinh ¢ ché, nhung bién thé hu3D6VHvV1bA11/L2-DIM4 van giit hoat tinh gin voi
dang khang thé ctia chudt hon (IC50=422,7 pM, so véi 409,2 pM d6i v6i chudt). Nguoc
lai, hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLV2 cho thiy hoat tinh trc ché thip hon (IC50 = 564,6 pM),
50 véi hu3D6VHy1bA11/L2-DIM4, cho thiy hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 ¢6 murc do duy
tri cac dac tinh khéang thé chudt cao hon va goi y su cai thién hoat tinh (rc ché cua

huv1bA611/1.2-DIM4 do céc bién thé axit amin trong CDR ctia chudi nhe.

Bang 19
Khang thé IC50 (pM)
3D6 chudt 409,2
hu3D6VHvVIbA11/ hu3D6VLv2 564.,6
hu3D6VHv1bA11/L2-DIMi4 422,7

Vi du 19. Céc bién thé duoc 1am tuong thich vé&i nguoi 3D6 lién két dang soi ctia

tau
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Céc soi tau tai to hop duoc tao ra bang cach G v6i luong twong duong heparin ¢6
trong luong phéan tu thép voi tau lap 4 (“soi tau”) hodc phat trién tao mam tau lap 3 va tau
ldp 4 (“soi hdn hop™). Tau dugc i trong 3-5 ngay & 37 °C. DE phén 1ap cdc soi, cic mau da
chudn bi dugc ly tim siéu toc & te dd 100.000xg trong 30 phut. Vién két duoc tao huyén

phu lai ¢ thé tich ban dau cta ching trude khi bio quéan & -80 °C truge khi st dung.

Céc dia ELISA duoc phu béng cac soi duoc tao thanh tir trude (qua dém ¢ 4°C trong
dung dich dém cacbonat-bicacbonat 50 mM, pH 9.6), rira va phong bé bang BSA 1% trong
PBS. Sau khi phong bé, cac dia dugc 4 v6i ndng do chi dinh cia khéng thé chinh duoc
biotin héa trong BSA 0,1%/PBS trong 1 gi¢ ¢ nhiét do trong phong. Céc dia dugc rua, va
sau d6 duoc U véi streptavidin-HRP trong BSA 0,1%/PBS trong 45 phut. Cac dia sau d6
duoc rira va phat trién bang OPD, va do hép thu dugc do & budc séng 490 nm. Céc dudng

cong lién két dugc phan tich bang cach str dung mo hinh chinh hop log 4 tham 56,

Céc két quéa duge thé hién trong Hinh 17 va Bang 20. Ca hai dang 3D6 dugc lam
twong thich voi nguoi duge thir nghiém trong thu nghi€ém nay déu cho thiy su lién két chat
ch& voi cac dang soi cua tau, cho du cac s¢i chi chira tau 4R hay cé tau 3R va 4R. Bién thé
hu3D6VHYVIbA11/L2-DIM4 thé hién vu tién lién két véi ca hai loai (EC50 = 191,8 pM)
so voi hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLV2 (EC50 =236,7 pM), cho thdy su cai thién kha ning
lien két ctia hu3D6VHYVIbA11/L.2-DIM4 do cac bién thé axit amin trong CDR cua chudi

nhe.
Bang 20
, Lién két véi soi tau
Khang thé
4R: EC50 (pM)
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 191,8
hu3D6VHvVIbA11/ hu3D6VLv2 236,7

Vi du 20. Cac CDR dai dién
Céc CDR dai dién cua khang thé theo sang ché trong Bang 21.

Bang 21: Cac CDR dai dién
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CDR va dinh Trinh tu axit amin CDR SEQ | VH hodc VL dai dién ma

nghia 1D trong d6 CDR c6 mat
NO:

Kabat/Chothia | GFNIKDYYLH 8 3D6 VH chudt

HCDRI1

Kabat HCDR2 | WIDPENGDTVYDPKFQG |9 3D6 VH chudt

Kabat HCDR3: | LDF 10 3D6 VH chuot

Kabat LCDR1 | KSSQSLLDSDGKTYLN 12 3D6 VL chudt

Kabat LCDR2 | LVSKLDS 13 3D6 VL chudt

Kabat LCDR3: | WQGTHFPYT 14 3D6 VL chudt

CDR-H1 Kabat | DYYLH 32 3D6 VH chudt

CDR-HI GFNIKDY 33 3D6 VH chudt

Chothia

CDR-H2 DPENGD 34 3D6 VH chudt

Chothia } o 7 7 7

CDR-H2 AbM | WIDPENGDTV 35 3D6 VH chudt

CDR-L1 KTYLNWL 36 3D6 VL chudt

Contact

CDR-L2 RLIYLVSKLD 37 3D6 VL chudt

Contact

CDR-L3 WQGTHEFPY 38 3D6 VL chudt

Contact

CDR-H1 KDYYLH 39 3D6 VH chudt

Contact

CDR-H2 WIGWIDPENGDTV 40 3D6 VH chudt

Contact
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CDR va dinh Trinh tu axit amin CDR SEQ | VH hodc VL dai dién ma
nghia D trong d6 CDR ¢6 mat
NO:

CDR-H3 STLD 41 3D6 VH chudt

Contact

Kabat-Chothia | GFTIKDYYLH 42 hu3D6VHYVS,

CDR-H1 hu3D6VHvIbA11B6G2,
hu3D6VHvVIbA11B6H3,
hu3D6VHvle, va
hu3D6VHv1f

Kabat CDR-H2 | WIDPEDGDTVYAPKFQG |43 hu3D6VHvVS va
hu3D6VHv1bA11B6H3

Kabat-Chothia | GFNFKDYYLH 58 hu3D6VHIc

CDR-H1

Kabat-Chothia | GYTFTDYYLH 59 hu3D6VHv1d,

CDR-H1 hu3D6VHv3c, va
hu3D6VHv4c

Kabat-Chothia | GYNFKDYYLH 60 hu3D6VHv3b va

CDR-H1 hu3D6VHv4b

Kabat CDR-H2 | WVDPEDGDTVYAPKFQG | 61 hu3D6VHvV1bA11B6G2

Kabat CDR-H2 | WIDPENGDTVYDEKFQG | 62 hu3D6VHvle,
hu3D6VHvV3b, va
hu3D6VHv4b

Kabat CDR-H2 | WVDPEDGDTVYAEKFQG | 63 hu3D6VHv1d,
hu3D6VHv1T,
hu3D6VHv3c, va
hu3D6VHv4c

Kabat CDR-H2 | WIDPENGDTVYAEKFQG | 64 hu3D6VHvle

Kabat CDR-H3 | LDY 65 hu3D6VHvI1f

CDR-HI T6 GLNIKDYYIH 67 6A10 VH chudt

hop

Kabat/Chothia
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CDR va dinh Trinh tu axit amin CDR SEQ | VH hodc VL dai dién ma
nghia 1D trong d6 CDR c6 mdt
NO:

Kabat CDR-H2 | WIDPENDDTEYAPKFQG | 68 6A10 VH chudt

Kabat CDR-H3 | LDY 69 6A10 VH chuot

CDR-HI T6 GFTIKDYYLH 86 hu3D6VHvb4 va

hop Kabat- hu3D6VHvDbS

Chothia

Kabat CDR-H2 | WIDPENGDTIYDPKFQG | 87 hu3D6VHvD3 va
hu3D6VHvb4

Kabat CDR-H2 | WIDPEDGETIYDPKFQG 88 hu3D6VHvbS

Kabat CDR-L1 | RSSQSLLDSDGKTYLN &9 hu3D6VLvb3

Kabat CDR-H2 | WIDPEDGETVYDPKFQG |92 hu3D6VHvb6 va
hu3D6VHvb7

Kabat CDR-H2 | WIDPENGDTVYEPKFQG | 149 | h3D6VHvb8 va
h3D6VHvbY

Kabat CDR-L2 | LVSKDDS 150 | hu3dD6VLv2 L54D va
hu3D6VLv2 L37Q L54D

Kabat CDR-L2 | LVSKGDS 151 | hu3D6VLv2 L54G va
hu3D6VLv2 L37Q L54G

Kabat CDR-L2 | LVSKNDS 152 | hu3D6VLv2 L54N

Kabat CDR-L2 | LVSKEDS 153 | hu3D6VLv2 L54E va
hu3D6VLv2 L37Q L54E

Kabat CDR-L.2 | EVSKLDS 154 | hu3D6VLv2 L50E

Kabat CDR-L2 | LVSKQDS 155 | hu3D6VLv2 L54Q

Kabat CDR-L2 | DVSKLDS 156 | hu3D6VLv2 L50D va
hu3D6VLv2 L37Q L50D

Kabat CDR-L.2 | LVSKKDS 157 | hu3D6VLv2 L54K

Kabat CDR-L2 | LVSKRDS 158 | hu3D6VLv2 L54R va
hu3D6VLv2 L37Q L54R

Kabat CDR-L2 | LVSKTDS 159 | hu3D6VLv2 L54T va

hu3D6VLv2 L37Q L54T
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CDR va dinh Trinh tu axit amin CDR SEQ | VH hodc VL dai dién ma
nghia D trong d6 CDR ¢6 mat
NO:
Kabat CDR-L2 | GVSKLDS 160 | hu3D6VLv2 L50G va
hu3D6VLv2 L37Q L50G
Kabat CDR-L2 | LVSKVDS 161 | hu3D6VLv2 L54V
Kabat CDR-L2 | LVSKSDS 162 | hu3D6VLv2 L5485
Kabat CDR-L2 | LVGKLDS 163 | hu3D6VLv2 S52G va
hu3D6VLv2 L37Q S52G
Kabat CDR-L2 | VVSKLDS 164 | hu3D6VLv2 L50V
Kabat CDR-L2 | GVSKRDS 165 | hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R va
hu3D6VLv2
L37Q L50G_L54R _G100Q
Kabat CDR-L2 | GVSKGDS 166 | hu3D6VLv2
L37Q _L50G L54G va
hu3D6VLv2
L37Q L50G _L54G G100Q
Kabat CDR-L2 | LVGKGDS 167 | hu3D6VLv2
L37Q S52G L54G
Kabat CDR-L2 | LVGKRDS 168 | hu3D6VLv2
L37Q S52G L54R va
hu3D6VLv2
L.37Q S52G _L54R G100Q
Kabat CDR-L2 | LVGKTDS 169 | hu3D6VLV2
L37Q S52G L54T
Kabat CDR-L2 | LVGKDDS 170 | hu3D6VLV2
L37Q S52G L54D va
hu3D6VLv2

1.37Q S52G L54D G100Q
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CDR va dinh Trinh tu axit amin CDR SEQ | VH hodc VL dai dién ma
nghia 1D trong d6 CDR ¢6 mat
NO:

Kabat CDR-L2 | DVSKGDS 171 | trong hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54G va
hu3D6VLv2
L37Q L50D L54G G100Q

Kabat CDR-L2 | DVSKRDS 172 | hu3D6VLV2
[L37Q L50D L54R va
hu3D6VLv2
L37Q L50D L54R G100Q

Kabat CDR-L2 | EVSKGDS 173 | hu3D6VLV2
L37Q LSOE L54G

Kabat CDR-L2 | EVSKRDS 174 | hu3D6VLV2
L37Q LS0E L54R

Kabat CDR-L2 | VVSKDDS 175 | hu3D6VLv2

1.37Q L50V_L54D_G100Q
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Danh muc trinh tw
P10636-8 (SEQ ID NO:1)

MAEPRQEFEVMEDHAGTY GLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPL
QTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTA
EEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRG
AAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPK TPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRT
PSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKH
QPGGGKVQINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKC
GSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLT
FRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEV
SASLAKQGL

P10636-7 (SEQ ID NO:2)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPL
QTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSK
DGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSG
EPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRL
QTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNI
KHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQ
SKIGSLDNITHVP GGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVV S GDTSPR
HLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

P10636-6 (tau nguoi 4RON) (SEQ ID NO:3)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEE
AGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGK TKIATPRGAA
PPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGY SSPGSPGTPGSRSRTPSL
PTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQP
GGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGS
LGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFR
ENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSA
SLAKQGL

P10636-5 (SEQ ID NO:4)
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MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPL
QTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTA
EEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRG
AAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRT
PSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKH
QPGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSK
IGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHL
SNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

P10636-4 (SEQ ID NO:5)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGY TMHQDQEGDTDAGLKESPL
QTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSK
DGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSG

EPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKK VAVVRTPPKSPSSAKSRL
QTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNI

HHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENA

KAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLA
KQGL

P10636-2 (SEQ ID NO:6)

MAEPROEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGY TMHQDQEGDTDAGLKAEE
AGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMYVSKSKDGTGSDDKKAKGADGK TKIATPRGAA
PPGQKGQANATRIPAKTPPAPK TPPSSGEPPKSGDRSGY SSPGSPGTPGSRSRTPSL
PTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQP
GGGKVOIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHK PGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIG
SLDNITHVPGGGNKKIETHKL TFRENAKAK TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSN
VSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

SEQ ID NO:7; Trinh tu axit amin VH 3D6 chu0t nhit:

EVOLQQSGADLVRPGALVKLSCKASGFNIKDY YLHWVRQRPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTTLTVSS

SEQ ID NO:8; HCDR1 Kabat/Chothia:
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GFNIKDYYLH

SEQ ID NO:9; HCDR?2 Kabat:
WIDPENGDTVYDPKFQG

SEQ ID NO:10; HCDR3 Kabat:

LDF

SEQ ID NO:11; Trinh tu axit amin VL 3D6 chudt nhat:

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO:12; LCDR1 Kabat chudt nhit:
KSSQSLLDSDGKTYILN

SEQ ID NO:13; LCDR2 Kabat chudt nhit:
LVSKLDS

SEQ ID NO:14; LCDR3 Kabat chudt nhit:
WQGTHFPYT

SEQ ID NO:15; hu3D6VHv1:

EVQLVQSGAEVVRPGALVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:16; hu3D6VHv2:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFNIKDYYLHWVRQAPEQGLEWM
GWIDPENGDTVYDPKFQGRVTITADTSTNTAYMELSSLTSEDTAVYYCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:17; hu3D6VHv1b:

EVQLVQSGAEVVRPGALVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS
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SEQ ID NO:18; hu3D6 VHvIbAT1:

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDY YLHWVRQRPGQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:19; hu3D6VHvS:

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGETIKDY YLHWVRQRPGQGLEWIG
WIDPEDGDTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:20; hu3D6VLv1:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO:21; hu3D6VLv2:

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO:22; hu3D6VLv3:

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPSRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO:23; hu3D6VLv4:

DIVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRL
IYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGT
KLEIK

SEQ ID NO:24; trinh ty nhin bién ddi chudi niang Acc.# BAC01986.1

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFGSYAISWVRQAPGQGLEWM
GRIIPILGIATYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMDLSSLRSEDTAVYYCARGKGEFE
GMDVWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:25; trinh ty nhan bién doi chudi nang Acc# IMGT# IGHV1-69-2*01
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EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWM
GLVDPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT

SEQ ID NO:26; trinh tu nhan bién d6i chudi ning Acc.# IMGT#IGKI1#01
QHWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:27; trinh tu nhén bién d6i chudi nhe Acc. # IMGT#IGK V2-30*02
Acc. # IMGT#IGKV2-30%02

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLNWFQQRPGQSPRR
LIYKVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP

SEQ ID NO:28; trinh tu nhén bién d6i chudi nhe Acc. # IMGT#IGKJI2*01
YTFGQGTKLEIK
SEQ ID NO:29; trinh tu nhan bién dbi chudi nhe Acc. # AAZ09048.1

DVVMTQSPLSLTVTLGQPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQSPRR
LIYRVSHWDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTYWPLTFGQ
GTKLEIK

SEQ ID NO:30; Trinh tu axit nucleic VH 3D6 chu0t nhit:

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGACCTTGTGAGGCCAGGGGCC
TTAGTCAAGTTGTCCTGCAAAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATTT
GCACTGGGTGAGGCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGATGGATT
GATCCTGAGAATGGTGATACTGTATATGACCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCA
CTATAACAGCAGACACATCCTCCAATACAGCCTACCTGCAGCTCGGCAGCCT
GACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTTCTGTTCTACCCTTGACTTCTGGGGCC
AAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

SEQ ID NO:31; Trinh tu axit nucleic VL 3D6 chuot nhit:

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGAC
AACCAGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGG
AAAGACATATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGC
CTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGG
CAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGA
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GGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACATTTTCCGTACACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGT

SEQ ID NO:32; CDR-H1 Kabat chudt nhit
DYYLH

SEQ ID NO:33; CDR-H1 Chothia chudt nhat
GFNIKDY

SEQ ID NO:34; CDR-H2 Chothia chudt nhit
DPENGD

SEQ ID NO:35; CDR-H2 AbM chudt nhit
WIDPENGDTV

SEQ ID NO:36; CDR-L1 Contact chudt nhat
KTYLNWL

SEQ ID NO:37; CDR-L2 Contact chudt nhat
RLIYLVSKLD

SEQ ID NO:38; CDR-L3 Contact chudt nhat
WQGTHFPY

SEQ ID NO:39; CDR-H1 Contact chudt nhat
KDYYLH

SEQ ID NO:40; CDR-H2 Contact chudt nhit
WIGWIDPENGDTV

SEQ ID NO:41; CDR-H3 Contact chudt nht
STLD

SEQ ID NO:42; CDR-H! Kabat-Chothia khac
GFTIKDYYLH

SEQ ID NO:43; CDR-H2 Kabat khac

WIDPEDGDTVYAPKFQG
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SEQ ID NO:44; trinh tu axit amin VH lién (g tr Hinh 2 cia
PCT/IB2017/052544
EVQLVQSGAEVVXPGALVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIG

WIDPENGDTVYDPKFQGXATITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ 1D NO:45; trinh tu axit amin VL lién Gmg tir Hinh 3 cua PCT/IB2017/052544

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIKR

SEQ ID NO:46; hu3D6VHv1bA11B6G2:

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WVDPEDGDTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:47; hu3D6VHv1bA11B6H3:

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGDTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:48; hu3D6VHvlc:

EVQLVQSGAEVKRPGALVKISCKASGFNFKDYYLHWVRQRPEQGLEWM

GWIDPENGDTVYDEKFQGRVTITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:49; hu3D6VHvld:

EVQLVQSGAEVKRPGALVKISCKASGYTFTDYYLHWVRQRPEQGLEWM
GWVDPEDGDTVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:50; hu3D6VHvle:

EVQLVQSGADVVKPGALVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGW
IDPENGDTVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYLeLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQG
TTLTVSS
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SEQ ID NO:51; hu3D6VHvIT:

EVQLVQSGADVVKPGALVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIG
WVDPEDGDTVYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELGSLTSEDTAVYFCSTLDYW
GQGTTLTVSS

SEQ ID NO:52; hu3D6VHv3:

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDY YLHWVRQAPGKGLEWM
GWIDPENGDTVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:53; hu3D6VHv3b:

EVQLVQSGAEVKKPGALVKISCKVSGYNFKDYYLHWVRQAPGKGLEWM
GWIDPENGDTVYDEKFQGRVTITADTSTNTAYMELGSLRSEDTAVYYCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:54; hu3D6VHv3c:

EVQLVQSGAEVKKPGALVKISCKVSGYTFTDYYLHWVRQAPGKGLEWM
GWVDPEDGDTVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYMELGSLRSEDTAVYYCSTLDF
WGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:55; hu3D6VHv4:

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:56; hu3D6VHv4b:

EVQLVQSGAEVVKPGALVKISCKVSGYNFKDYYLHWVRQRPGKGLEWM
GWIDPENGDTVYDEKFQGRVTITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:57; hu3D6VHv4c:

EVQLVQSGAEVVKPGALVKISCKVSGYTFTDY YLHWVRQRPGKGLEWM
GWVDPEDGDTVYAEKFQGRVTITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFW
GQGTLVTVSS

SEQ ID NO:58; CDR-H1 Kabat-Chothia khac (nhu trong hu3D6VHIc).
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GFNFKDYYLH

SEQ ID NO:59; CDR-H1 Kabat-Chothia khac (nhu trong hu3D6VHv1d,
hu3D6VHv3c, va hu3D6VHv4c).

GYTFTDYYLH

SEQ ID NO:60; CDR-H1 Kabat-Chothia khac (nhu trong hu3D6VHv3b va
hu3D6VHv4b)

GYNFKDYYLH
SEQ ID NO:61; CDR-H2 Kabat khac (nhu trong hu3D6VHvIbA11B6G2).
WVDPEDGDTVYAPKFQG

SEQ ID NO:62, CDR-H2 Kabat khac (nhu trong hu3D6VHvlc, hu3D6VHv3b, va
hu3D6VHv4b.

WIDPENGDTVYDEKFQG

SEQ ID NO:63; CDR-H2 Kabat khéc (nhu trong hu3D6VHv1d, hu3D6VHVIT,
hu3D6VHv3c, va hu3D6VHv4c).

WVDPEDGDTVYAEKFQG

SEQ ID NO:64; CDR-H2 Kabat khac (nhu trong hu3D6VHvle).
WIDPENGDTVYAEKFQG |

SEQ ID NO:65; CDR-H3 Kabat khac (nhu trong hu3D6VHv1f)

LDY

SEQ ID NO:66; ving bién ddi chudi ning cta khang thé 6A10 chudt nht.

EVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGLNIKDY YIHWVKQRPEQGLEWIG
WIDPENDDTEYAPKFQGRATLTTDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCTPLDYWG
QGTSVTVSS

SEQ ID NO:67; CDR-H1 t5 hop Kabat/Chothia ciia khang thé 6A10 chudt nhit.
GLNIKDYYIH
SEQ ID NO:68; CDR-H2 Kabat cua khang thé 6A10 chudt nhit.

WIDPENDDTEYAPKFQG
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SEQ ID NO:69; CDR-H3 Kabat ciia khang thé 6A 10 chudt nhit
LDY
SEQ ID NO:70; khuon cAu trac Mus VH (PDB#1CR9_H)

KVKLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGENIKDYYIQWVKQRPEQGLEWIG
WIDPENGNSEYAPRFQGKATMTADTLSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNADLHDY
WGQGTTLTVSS

SEQ ID NO:71; trinh ty axit amin VH lién (g tir cac Hinh 4A va 4B cua
PCT/IB2017/052544

EVQLVQSGAEVVKPGALVKISCKASGENIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGRVTITADTSTNTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:72; chudi nang cia khang thé 3D6 kham

EVQLQQSGADLVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:73; chudi nhe ctia khang thé 3D6 kham

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

SEQ ID NO:74; trinh ty axit amin ctia m6 hinh céu tric bién d6i chudi nang Acc.#

SMYX-VH mSt
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EVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYIFNNYWINWVKQRPGQGLEWIGQ
IYPGDGDTNYNGKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREGYIVY
WGQGTLVTVSA

SEQ ID NO:75; trinh ty axit amin cua trinh ty nhén bién dbi chudi nang Acc.#
2RCS-VH huFrwk

QVOLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYMHWVKQRPEQGLEWIG
RIDPANGNTKYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCASYYGIYW
GQGTTLTVSS

SEQ ID NO:76; trinh ty axit amin cua vung bién ddi chudi nang cta khang thé

3D6 duogc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvbI

QVOQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGEFNIKDYYLHWVKQRPEQGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTTLTVSS

SEQ ID NO:77:trinh tu axit amin cua vung bién d6i chudi nang ctia khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvb2

EVQLVQSGAEVVKPGASVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLELSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:78; trinh ty axit amin cia vung bién ddi chudi ning ctia khang thé
3D6 duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvD3

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGENIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPENGDTIYDPKFQGRATITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:79; trinh ty axit amin cua vung bién ddi chudi nang cia khang thé
3D6 dugce lam tuong thich vdi nguoi hu3D6VHvb4

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG

WIDPENGDTIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS
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SEQ ID NO:80; trinh tu axit amin ctia ving bién dbi chudi ning ctia khang thé
3D6 dugce lam twong thich voi nguoi hu3D6VHvDS

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGETIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:81; trinh tu axit amin cua chu6i nhe mo hinh cAu trac bién doi Acc.#
SMYX-VL mSt

DVVLTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYVVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPFTFGSG
TKLEIK

SEQ ID NO:82; trinh tu axit amin cua trinh tw nhén bién d6i chudi nhe Acc.#

ARX71335-VL_huFrwk

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCEQGTHFPLTFGAGT
KLELK

SEQ ID NO:83; trinh ty axit amin ciia ving bién déi chudi nhe ctia khang thé 3D6
dugce lam tuong thich véi nguoi hu3D6VLvbl
- DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCWQGTHFPYTFGAG
TKLELK
SEQ ID NO:84; trinh tu axit amin clia ving bién ddi chudi nhe cia khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VLvb2
DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGAG
TKLEIK
SEQ ID NO:85; trinh tu axit amin cua ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VLvb3
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DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQG
TKLEIK

SEQ ID NO:86; trinh tu axit amin cua CDR-HI T6 hop Kabat-Chothia khac cua
khang thé 3D6 duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu trong hu3D6VHvb4 va
hu3D6VHvbS)

GFTIKDYYLH

SEQ ID NO:87; trinh tu axit amin cua CDR-H2 Kabat khac cua khang thé 3D6
duoc lam twong thich véi nguoi (nhu trong hu3D6VHvD3 va hu3D6VHvb4)

WIDPENGDTIYDPKFQG

SEQ ID NO:88; trinh tu axit amin ciia CDR-H2 Kabat khac cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich v6i nguoi (nhu trong hu3D6VHvVDS)

WIDPEDGETIYDPKFQG

SEQ ID NO:89; trinh tu axit amin cua CDR-L1 Kabat khac cua khang thé 3D6
duoc 1am tuong thich v6i ngudi (nhu trong hu3D6VLvb3)

RSSQSLLDSDGKTYLN

SEQ ID NO:90; trinh ty axit amin cta vung bién ddi chudi nang ctia khéng thé
3D6 dugce lam twong thich véi nguoi hu3D6VHvD6

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG
WIDPEDGETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYFCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:91; trinh ty axit amin cta vung bién dbi chudi nang ctia khang thé
3D6 dugc lam tuong thich véi nguoi hu3D6VHvb7

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIG

WIDPEDGETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWG
QGTLVTVSS

SEQ ID NO:92; trinh tu axit amin ciia CDR-H2 Kabat khac ctia khang thé 3D6
duogc lam tuong thich véi ngudi (nhu trong hu3D6VHvDb6 va hu3D6VHvD7)

WIDPEDGETVYDPKFQG
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SEQ ID NO:93; ving bién dbi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLV2 L54D, con
duoc goi la L2-DIM21

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKDDSGVPDRFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:94; ving bién ddi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2 L54G, con
duoc goi la L2-DIM7

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRLIYL
VSKGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:95; ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L45N

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKNDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTEFGGGTKLEIK

SEQ 1D NO:96; ving bién dbi chudi nhe ciia bién thé hu3D6VLv2 L54E

DVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKEDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:97; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L50E

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGQSPRRLIYE
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK o

SEQ ID NO:98; ving bién dbi chudi nhe ciia bién thé hu3D6VLv2 L54Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKQDSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:99; ving bién dbi chudi nhe ciia bién thé hu3D6VLv2 L50D

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYD
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:100; ving bién déi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L54K

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKKDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEFPYTFGGGTKLE LK

SEQ ID NO:101; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L54R
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DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:102; ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 LS54T

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKTDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:103; ving bién dbi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2 L50G, con
duoc goi la L2-DIM22

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTSCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYG
VSKLDSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:104; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 148G

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLGYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOQGTHEPYTEFGGGTKLEIK

SEQ 1D NO:105; ving bién déi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 148D

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGQSPRRLDYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:106; ving bién ddi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 L47G

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRGIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:107; ving bién ddi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2 Y49E

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRLIEL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:108; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 LS54V

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRLIYL
VSKVDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:109; ving bién dbi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2 L54S

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKSDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTEFGGGTKLEIK
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SEQ ID NO:110; ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 S52G, con
duoc goi la L2-DIM9

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTISCKSSQOSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VGKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:111; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47N

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGQSPRRNIYL
VSKLDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:112; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47D

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRDIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:113; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47E

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRREIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:114; ving bién ddi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2 L47P

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQOSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRPIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:115; vung bién d6i chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47T

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRTIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:116; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47S

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRSIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEILK

SEQ ID NO:117; ving bién dbi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L47A

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRAIYL
VSKLDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:118, vung bién dbi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2 L350V

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOQSPRRLIYV
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGGGTKLEIK
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SEQ ID NO:119; vung bién dbi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50G_L54R, con dugc goi la L2-DIMI

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQRPGQSPRRLIYG
VSKGDSGVPDREFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:120; ving bién ddi chudi nhe ciia bién thé hu3D6VLv2
1.37Q L50G_L54G, con duge goi la L2-DIM2

DVVMTQSPLSLPVTLGOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQORPGOSPRRLIYE
VSKGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:121; ving bién dbi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q S52G_L54G, con dugce goi la L2-DIM3

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQORPGOSPRRLIYL
VGKGDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLETK

SEQ ID NO:122; ving bién déi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
1.37Q S52G L54R, con duge goi la 1.2-DIM4

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQORPGOSPRRLIYL
VGKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:123; ving bién déi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
1.37Q S52G LS54T, con dugce goi 1a L2-DIMS

DVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYL
VGKTDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLE LK

SEQ ID NO:124; ving bién déi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2
L37Q S52G_L54D, con dugce goi 1a L2-DIM6

DVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGQSPRRLIYL
VGKDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:125; ving bién dbi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L54R

DVVMTQOSPLSLPVTLGOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQORPGQSPRRLIYL
VSKGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTEFGGGTKLE LK

SEQ ID NO:126; ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L54G
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DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYL
VSKGDSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:127; vung bién déi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L54D,
con duogce goi la L2-DIM12

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQRPGOSPRRLIYL
VSKDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:128; vung bién doi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L50G,
con dugce goi 1a L2-DIM13

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQORPGOSPRRLIYG
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:129; vung bién déi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L50D,
con dugce goi la L2-DIM 14

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQOQRPGOSPRRLIYD
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQOGTHFPYTEFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:130; ving bién dbi chudi nhe cua bién the hu3D6VLv2 L37Q_L54T

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGQSPRRLIYD
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:131; ving bién ddi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 L37Q_S52G

DVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOOQRPGOSPRRLIYL
VGKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:132; ving bién ddi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2
1.37Q L50D L54G, con duoc goi la L2-DIM17

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQOSLLDSDGKTYLNWLOQORPGOSPRRLIYD
VSKGDSGVPDREFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGGGTKLE LK

SEQ ID NO:133; ving bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50D L54R, con duoc goi la L2-DIM18

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYD
VSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTEFGGGTKLEIK
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SEQ 1D NO:134; vung bién dbi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50E L54G, con dugc goi la L2-DIM19

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTSCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQORPGOSPRRLIYE
VSKGDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDYVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:135; vung bién dbi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
1.37Q L50E L54R, con duge goi 1a L2-DIM20

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYE
VSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:136; ving bién ddi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R_G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQRPGQSPRRLIYG
VSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHFPYTEFGQGTKLETK

SEQ ID NO:137; ving bién ddi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50G L54G_G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQQRPGOSPRRLIYG
VSKGDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:138; ving bién ddi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q S52G _L54R_G100Q |

DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQRPGOSPRRLIYL
VGKRDSGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGQGTKLETK

SEQ ID NO:139; ving bién ddi chudi nhe cia bién thé hu3D6VLv2
L37Q S52G L54D G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQORPGOSPRRLIYL
VGKDDSGVPDRFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:140; ving bién ddi chudi nhe cua bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50D L54G_G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYD
VSKGDSGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGOQGTKLELK
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SEQ ID NO:141; ving bién ddi chudi nhe ciia bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50D L54R_G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGQSPRRLIYD
VSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTFGQGTKLE LK

SEQ ID NO:142; ving bién ddi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2
L37Q L50V_L54D G100Q

DVVMTQSPLSLPVTLGOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOQRPGOSPRRLIYV
VSKDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEFPYTEFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:143; vung bién ddi chudi nhe ctia bién thé hu3D6VLv2 L37Q, con
duoc goi la L2-DIMR

DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:144 ving bién dbi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 G100Q

DVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGOGTKLE LK

SEQ ID NO:145 ving bién dbi chudi nhe cta bién thé hu3D6VLv2 L37Q_L54E

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOORPGOSPRRLIYL
VSKEDSGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:146; vung bién dbi chudi nang cta bién thé hu3D6VHv1bA11 D60E,
con duoc goi 1a h3D6VHVHY

EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGENIKDYYLHWVRORPGOGLEWIGWIDPEN
GDTVYEPKFOGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDEWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:147 ving bién dbi chudi nang ctia bién thé hu3D6VHvIbA11 L82cV

EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGW IDPEN
GDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSVTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:148; ving bién dbi chudi nang cta bién thé hu3D6VHvVIbALl
D60E_L80M Q81E L82cV T83R, con dugc goi 1a h3AD6VHVDI

EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGW IDPEN
GDTVYEPKFQGRATITADTSTDTAYMELGSVRSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NO:149; trinh ty axit amin cua CDR-H2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich vi nguoi (nhu & h3D6VHVHE va ¢ h3D6VHVDHI)

WIDPENGDTVYEPKFQG

SEQ ID NO:150; trinh ty axit amin cia CDR-1.2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duogc lam twong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54D va & hu3D6VLv2
L37Q L54D):

LVSKDDS

SEQ ID NO:151; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
dugc 1am tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54G va ¢ hu3D6VLv2
L37Q L54G):

LVSKGDS

SEQ ID NO:152; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k€& ctia khang thé 3D6
duogc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54N):

LVSKNDS

SEQ ID NO:153; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k€& cua khang thé 3D6
duoc lam twong thich v6i ngudi (nhu & hu3D6VLV2 L54E va ¢ hu3D6VLv2
L37Q L54E):

LVSKEDS

SEQ ID NO:154; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k€& cua khang thé 3D6
duoc lam tuwong thich véi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L50E):

EVSKLDS

SEQ ID NO:155; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k€& cua khang thé 3D6
duogc lam tuong thich v6i nguoi (nhw & hu3D6VLv2 L54Q):

LVSKQDS

SEQ ID NO:156; trinh ty axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cta khang thé 3D6
duoc lam twong thich v&i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L50D va ¢ hu3D6VLv2
LL37Q L50D):

DVSKLDS

186



42494 187/293

SEQ ID NO:157; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc 1am tuong thich v6i nguoi (nhu ¢ hu3DoVLv2 1L54K):

LVSKKDS

SEQ ID NO:158; trinh ty axit amin cia CDR-1.2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc 1am twong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54R va ¢ hu3D6VLv2
L37Q L54R):

LVSKRDS

SEQ ID NO:159; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang thé 3D6
duge lam tuong thich véi nguoi (nhu 6 hu3D6VLv2 L54T va & hu3aD6VLv2
L37Q L54T):

LVSKTDS

SEQ ID NO:160; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang thé 3D6
duogc lam tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L50G va ¢ hu3D6VLv2
L37Q L50G):

GVSKLDS

SEQ ID NO:161; trinh ty axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
dugc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L54V):

LVSKVDS

SEQ ID NO:162; trinh ty axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc 1am tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L54S):

LVSKSDS

SEQ ID NO:163; trinh ty axit amin cia CDR-1.2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 852G va 6 hu3D6VLv2
LL37Q S52G):

LVGKLDS

SEQ ID NO:164; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cta khang thé 3D6
duoc 1am tuong thich véi nguoi (nhu & hu3D6VLV2 L50V):

VVSKLDS
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SEQ ID NO:165; trinh ty axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k€& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich v6i ngudi (nhu & hu3D6VLV2 L37Q_L50G_L54R va hu3D6VLv2
L37Q L50G L54R G100Q):

GVSKRDS

SEQ ID NO:166; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich v6i ngudi (nhar ¢ hu3D6VLV2 L37Q _L50G_L54G va ¢
hu3D6VLv2 L37Q L50G L54G G100Q):

GVSKGDS

SEQ ID NO:167; trinh tu axit amin ctia CDR-L2 Kabat xen k€& ctia khang thé 3D6
duogc lam tuong thich v&i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54G):

LVGKGDS

SEQ ID NO:168; trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& ctia khang thé 3D6
duoc 1am tuong thich v6i ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54R va ¢
hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R_G100Q):

LVGKRDS

SEQ ID NO:169; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich voi ngudi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54T):

LVGKTDS

SEQ ID NO:170; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich voi nguoi (nhu 6 hu3D6VLY2 L37Q_S52G_LL54D va ¢
hu3D6VLvV2 L37Q S52G 154D G100Q):

LVGKDDS

SEQ ID NO:171; trinh tu axit amin cia CDR-1.2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu 6 hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G va ¢
hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G G100Q):

DVSKGDS

SEQ ID NO:172; trinh ty axit amin cua CDR-L2 Kabat xen k& cua khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi ngudi (nhu &6 hu3D6VLV2 L37Q_L50D_L54R va o
hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R_G100Q):
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DVSKRDS

SEQ ID NO:173; trinh (u axit amin ctia CDR-L2 Kabat xen k€& cuia khang thé 3D6
duogc lam trong thich véi nguoi (nhu & hu3D6VELv2 L37Q_L5S0E_L54G):

EVSKGDS

SEQ ID NO:174; trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat xen k€& ctia khang thé 3D6
duoc lam tuong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54R):

EVSKRDS

SEQ ID NO:175; trinh tir axit amin ciia CDR-L2 Kabat xen k€& cuia khang thé 3D6
duoc lam twong thich véi nguoi (nhu ¢ hu3D6VLV2 L37Q_L50V_L54D_G1000Q):

VVSKDDS

SEQ ID NO:176; trinh ty axit amin cua vung hang dinh chudi ning (IgG1: alotyp
G1lml17,1):

ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:177; trinh ty axit amin cua vung hang dinh chudi nhe (kapa):

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

SEQ ID NO:178; trinh tu axit amin cuta chudi nd&ng trudng
thanh cua bién thé dugc lam tuong thich véi nguoi 3D6 (alotyp

hu3D6VHv1bAll IgGl Glml7)

EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGENIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPEN
GDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYEFCSTLDEWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSCGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
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NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVEFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

SEQ ID NO:179; trinh tu axit amin cua chudi nhe trudng
thanh cta bién thd duoc lam tuong thich véi nguoi 3D6 (bién

thé hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R, L2-DIM4 kapa)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLOOQRPGOSPRRLIYL
VGKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWOGTHEPYTFGGGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:180; trinh tu axit amin ctia chudi n&ng cua bién
thé duoc lam tuong thich vdi ngudi 3D6 (alotyp hu3D6VHvVIDAILL
TgGl Glml7) véi peptit tin hiéu alpha-lactalbumin bo & dau

cung N

MMSFVSLLLVGILFHATQAEVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGEFNIKDYYLHW
VRORPGQOGLEWIGWIDPENGDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLOQLGSLTSEDTAVYF
CSTLDFWGOGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT I
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N0O:181; trinh tu axit amin cua chudi nhe cuaa bién
thé duoc lam tuong thich véi ngudi 3D6 (bién thé hu3D6VLv2
L37Q S52G L54R, L2-DIM4 kapa) vl peptit tin hiéu alpha-

lactalbumin bo & dau cung N.

MMSFVSLLLVGILFHATQADVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKT
YLNWLOQRPGQSPRRLIYLVGKRDSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQ
GTHFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC
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SEQ ID NO:182; trinh tu nucleotit md hoéa chudi ning cua
bién thé duoc lam tuong thich vé&i ngudi 3D6  (alotyp
hu3D6VHv1bAll IgGl Glml7) vdi peptit tin hiéu alpha-

lactalbumin bo & dau cung N

ATGATGTCCTTTGTCTCTCTGCTCCTGGTTGGCATCCTATTCCATGCCACCCAGG
CCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCAGAGGTTGTGAAGCCAGGGGCCACAGTCAAG
ATCTCCTGTAAGGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATCTGCACTGGGTGCGGCA
GAGGCCTGGACAGGGCCTGGAGTGGATTGGATGGATTGATCCTGAGAATGGTGATACTG
TGTATGACCCGAAGTTCCAGGGCAGGGCCACTATAACAGCAGACACATCCACCGACACA
GCCTACCTGCAGCTCGGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTTCTGTTCTAC
CCTGGACTTCTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCTAGCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGLCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCC
TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAGCCCAAATCTTGTGA
CAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACGT
ACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACL
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGC
CAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCC.
GTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGETGCT
GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATTCCAAACTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGC
AGCAGGGGRACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAATGATGAGATCTCGAG

SEQ ID NO:183; trinh tu nucleotit ma& hoéa chudi nhe cua
bién thé duoc lam tuong thich véi ngudi 3D6 (bién thé
hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R, L2-DIM4 kapa) vdi peptit tin hiéu

alpha-lactalbumin bo & dau cung N
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ATGATGTCCTTTGTCTCTCTGCTCCTGGTTGGCATCCTATTCCATGCCACCCAGG
CCGATGTTGTGATGACCCAGTCTCCACTCTCTTTGCCCGTTACCCTTGGACAACCTGCC
TCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACATATTTGAA
TTGGTTGCAACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCACGGCGCCTAATCTATCTGGTGGGCAAAC
GGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTG
AAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGCACACA
TTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGCTTAAGTCCGGAACTGCTAGCGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAA
CGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCA
CCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTC
TACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAARLGAGCTTCAACAG
GGGAGAGTGTTAGTGAGATCTCGAG

SEQ ID NO:184; trinh tu axit amin cua mot ving cua doan lap lién két vi éng tau 1

(cac gbe axit amin 255-271 néu trong SEQ ID NO:1)
NVKSKIGSTENLKHOPG

SEQ ID NO:185; trinh ty axit amin cia vung cua doan 1ap lién két vi 6ng tau 2 (cac

gbc axit amin 286-302 néu trong SEQ ID NO:1)
NVQSKCGSKDNIKHVPG

SEQ ID NO:186; trinh tu axit amin cua vung cia doan Iap lién két vi 6ng tau 3 (cac

gbe axit amin 317-333 néu trong SEQ ID NO:1)
KVTSKCGSLGNIHHKPG

SEQ ID NO:187; trinh ty axit amin cta ving ctia doan ldp lién két vi dng tau 4

(c4c gbe axit amin 349-365 néu trong SEQ ID NO:1)
RVQSKIGSLDNITHVPG
SEQ ID NO:188; trinh ty axit amin ciia motif 161 ctia tau dugc lién két boi 3D6

KIGSTENLKH
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SEQ ID NO:189; trinh tu axit amin cua trinh tu tau dau cung N dén motif 13i cua

tau duoc lién két boi 3D6
NVKS

SEQ ID NO:190; trinh ty axit amin ctia trinh ty tau dau cing C dén motif 18i cta

tau duoc lién két boi 3D6
QPG
SEQ ID NO:191; trinh ty axit amin cta epitop cua 3D6
KXXSXXNX(K/H)H
SEQ ID NO:192; trinh tu axit amin ciia motif 13i cta tau dugc lién két bai 3D6
KCGSKDNIKH
SEQ ID NO:193; trinh tu axit amin ctia motif 161 cia tau dugc lién két bai 3D6
KCGSLGNIHH
SEQ ID NO:194; trinh ty axit amin cta motif 151 ctia tau dugc lién két boi 3D6

KIGSLDNITH
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé duoc phan lap lién két ddc hidu v6i tau ngudi, bao gdm:

viing bién ddi chudi ning truéng thanh chira CDR-H1 goém SEQ ID NO:8, CDR-
H2 gdm SEQ ID NO:9, va CDR-H3 c¢6 trinh ty axit amin LDF, trong d6 ving bién doi
chudi nang nay dong nhét it nhat 90% véi SEQ ID NO:18; va

ving bién ddi chudi nhe truéng thanh chita CDR-L1 gdm SEQ ID NO:12, CDR-L2
¢dm SEQ ID NO: 168, va CDR-L3 gom SEQ ID NO:14, trong d6 ving bién doi chudi nhe
nay dong nhét it nhit 90% voéi SEQ ID NO:122.
2. Khang thé theo diém 1, trong d6 it nhit mot trong sb cac vi trf H12, H13, H17, H24,
H40, H43, H48, H66, H67, H76, H80, H81, va HI1 1an luot bi chiém boi V, K, T, A, R,
Q. LR, A DL, Q,vaF,vait nhét mot trong s$b cac vi trf L2, L12, L15, 137, L39, 145,
160 va 1.100 1an luot bi chiém bai V, P, L, Q. R, R, D va Q.
3. Khéng thé theo diém 1, trong d6 ving bién d6i chudi ning truéng thanh bao gom SEQ
ID NO:18 va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh bao gdm SEQ ID NO: 122.
4. Khang thé theo diém 1, trong do khang thé nay 1a khang thé kham, khang thé duoc nguy
trang hodc khang thé duoc lam twong thich véi ngudi.

5. Khéang thé theo diém 1 1a khang thé nguyén ven.

6. Khing thé theo diém 1 1a doan lién két.
7. Khang thé theo diém 6, trong d6 doan lién két 12 khang thé chudi don, doan Fab hoic
doan Fab’2.
8. Khéang thé theo diém 1, trong d6 isotyp 1a IgG1 nguoi, IgG2 ngudi, hodc [gG4 nguoi.
9. Khang thé theo diém 1 bao gdm chudi nhe chira ving bién d6i chudi nhe truéng thanh
dung hop voi1 vung hang dinh chudi nhe va chudi ning chira ving bién d6i chudi ning
trrdng thanh dung hop v6i vung hing dinh chudi nang.
10. Khang thé theo diém 9, trong d6 ving hing dinh chudi ning chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 176 ¢6 hodc khong c6 lysin dau cing C.
11. Khéng thé theo diém 9, trong d6 ving bién doi chudi nang trudng thanh dugc dung hop
v6i ving hang dinh chudi ning chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 178 ¢6 hodc

khong c6 lysin dau cung C.
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12. Khang thé theo didm 9, con bao gdm peptit tin hiéu alpha-lactalbumin bo dung hop véi

vung bién doi chuodi nang va/hodc vung bién doi chudi nhe truéng thanh.

13. Khéng thé theo diém 12, trong d6 chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ

ID NO:180 ¢6 hodc khong co6 lysin dau cing C.

14. Khang thé theo diém 9, trong d6 ving hang dinh chudi nhe chua trinh ty axit amin néu

trong SEQ 1D NO:177.

15. Khang thé theo diém 9, trong d6 ving bién doi chudi nhe trudng thanh dung hop véi
ving hing dinh chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:179.

16. Khang thé theo diém 15, trong d6 chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:181.

17. Khang thé theo diém 11, trong d6 chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:178 ¢6 hodc khong co lysin dau cing C va chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:179.

18. Khang thé theo diém 13, trong d6 chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:180 ¢6 hodc khong co lysin dau cung C va chudi nhe chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:181.

19. Khéng thé theo diém 9 chira it nhat mot dot bién trong ving hang dinh.

20. Khang thé theo diém 19, trong d6 dot bién nay lam giam sy ¢6 dinh hogc su hoat hoa
b6 thé boi ving hang dinh hodc lam gidm su gin két vao thu thé Fey so v6i ving hang dinh
chubi ning ty nhién cta nguoi.

21. Khéng thé theo diém 20 chira dot biét & mot hodc nhiéu vi tri trong s6 cac vi tri 241,
264, 265, 270, 296, 297, 318, 320, 322, 329 va 331 theo cach danh s6 EU hoic alanin &
cac vitri 318, 320 va 322.

22. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay duoc lién hop voi tic nhén tri liéu, gy
doc té bao, kim him té bao, dinh dudng than kinh hodc bao vé than kinh

23. Dugc pham chira khang thé theo diém 1 va chat mang dugc dung.

24. Axit nucleic hodc cac axit nucleic ma hoa cho chudi ning va chudi nhe cta khang thé

theo diém 1.
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25. Axit nucleic hoiic céc axit nucleic theo diém 24 bao gom SEQ ID NO:182 ma hoa chudi
nang va SEQ ID NO:183 ma hoa chudi nhe.

26. Phuong phap san xuét khang thé, phuong phap nay bao gdm cc budc:

(a) nudi cay cac té bao duoc bién nap axit nucleic hodc cac axit nucleic theo diém

25, dé cac té bao tiét ra khang thé; va
(b) tinh ché khéang thé nay tir moi truong nudi ciy té bao.

27. Phuong phép san xuét dong té bao san sinh khang thé, phuong phap nay bao gdm cac

budec:

a) dua vecto ma héa axit nucleic hodc cac axit nucleic theo diém 25 va chi thi chon

loc vao té bao;

(b) nhan gidng té bao trong cac diéu kién dé chon loc t€ bao ¢6 s6 luong ban sao

vecto tang lén;
(¢) phan lap té bao don 1¢ tir cac té bao duge chon; va

(d) tao ngan hang té bao dugc tach dong tir té bao don 1é dugc chon dua trén hiéu

suét ctia khang thé.
28. Phuong phép san xuit khang thé, phuong phap nay bao gbm cic budc:

(a) nudi cdy té bao chira cdc axit nucleic ma héa chuoi nang va chudi nhe cia khang

thé theo diém 1 dé cac té bao tiét ra khang thé; va
(b) tinh ché khang thé nay tir moi trudng nudi cy té bao.

29. Phuong phap san xuét dong té bao san sinh khang thé, phuong phip nay bao gbm cac

budc:

a) dua vecto ma hoa chudi ning va chudi nhe ctia khang thé theo diém 1 va chi thi

chon loc vao té bao;

(b) nhan gidng t& bao trong cac diéu kién dé chon loc t€ bao ¢6 s luong ban sao

vecto tang lén;
(c) phan 1ap té bao don 1¢ tir c4c té bao dugc chon; va

(d) tao ngén hang té bao duoc tach dong tir t& bao don 1¢ duogc chon dua trén hidu

suét cia khang thé.
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Ala
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<400> 1
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu
1 5
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg
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Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr
35
Gln Thr Pro Thr Glu Asp Gly
50 55
Asp Ala Lys Ser Thr Pro Thr
65 70
Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys
85
Ile Pro Glu Gly Thr Thr Ala
100
Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala
115
Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr
130 135
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145 150
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Ile
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370
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Leu
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275
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Val
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Met
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340
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Pro

Pro

Asn

265

Lys

Ile

Val

His

Asp

345

Thr
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217/293



Gln

Asp

65

Asp

Arg

Ala

Ala

Lys

145

Lys

Pro

Glu

Ser

Lys

225

Pro

Asn

Gly

Val

Gly

305

val

Gly

Ala

Thr

50

Ala

Thr

Met

Lys

Pro

130

Thr

Ser

Gly

Pro

Ala

210

Asn

Gly

Val

Gly

Thr

290

Gly

Gln

Gly

Lys

Pro

Lys

Pro

Val

Gly

115

Pro

Pro

Gly

Ser

Lys

195

Lys

Val

Gly

Gln

Gly

275

Ser

Gln

Ser

Asn

Ala
355

Thr

Ser

Ser

Ser

100

Ala

Gly

Pro

Asp

Arg

180

Lys

Ser

Lys

Gly

Ser

260

Ser

Lys

Val

Lys

Lys

340

Lys

Glu

Thr

Leu

85

Lys

Asp

Gln

Ala

Arg

165

Ser

val

Arg

Ser

Lys

245

Lys

Val

Cys

Glu
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215
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Arg

Ala
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265

Tyr
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345
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Ile
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Pro
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Thr

Pro

Thr

Asn

250

Asp

Lys

Asn

Lys
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330

Lys

Glu

Pro

Glu
75

Gly
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Ala

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Pro

Val

Glu

235

Lys

Asn

Pro

Ile

Leu

315

Ile

Leu

Ile

Gly

Glu

His

Thr

Thr

140

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

220

Asn

Val
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300

Asp

Thr

Thr

Val

Ser

Ala

Val

Asp

Pro

125

Arg

Gly

Ser

Pro

Lys

205

Met

Leu

Leu

Lys

Asp

285

His

Phe
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Phe

Tyr
365

Glu

Gly

Thr

Asp

110

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro
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Ser

Pro

Lys

Asp
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Leu

Lys

Lys
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Arg

350

Lys

Thr

Ile
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Gly

Pro
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Thr

Pro
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val

Ser

Pro

Asp
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Ser

Gly

80

Ala
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240

Ser
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<213>
<400>
Met Ala Glu

1

Thr
Gln
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Thr
65

Asp
Arg
Ile
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Pro
145
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Ser
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Lys
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225

His

Tyr

Asp

Ile

50

Gln

Lys

Gly

Pro

Pro

130

Gly

Thr

Pro

Asp

His

210

Leu

Val

3
383
PRT
Homo
3

Gly

Gln

35

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

115

Pro

Thr

Arg

Ser

Leu

195

Gln

Ser

Pro

Gly

Ile

Ser

Asp

Asp

Ala
405

sapiens

Pro

Leu

20

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

100

Lys

Lys

Pro

Glu

Ser

180

Lys

Pro

Asn

Gly

Arg
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Gly

Gly

Thr

Met

Lys

85

Pro

Thr

Ser

Gly

Pro

165

Ala

Asn

Gly

Val
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245

Thr
Met
390

Ser

Gln

Asp
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Val
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Gly

Pro
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Ser

150

Lys
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Gly

Gln

230

Gly

Ser
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Leu

Glu

Arg

Thr
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Ala
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Asp

135

Arg

Lys
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215

Ser
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Ala
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40

Leu

Lys

Asp
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Ala
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Arg

Ser
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Arg
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Lys

Lys

Val
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Lys
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Ser
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Ala

Leu

185
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Val

Cys

Gln

Pro

Gln
410

Val
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Gln

Gly

Asp
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Gly
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Gly

Thr

Val
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Gln

Ile

Gln

Gly
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250

Leu

Gln
395

Gly

Met

Gly

Leu

Glu

Asp
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Thr

Gln

Thr

Tyr

Pro
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Val

Thr

Ile

Ser
235

Val

Ser
380

Leu

Leu

Glu

Gly

Lys

Ala
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Gly

Lys

Ala
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Ser

140

Ser

Arg

Ala
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220

Lys

Tyr
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Ala Thr Leu Ala
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Tyr
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45
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Thr

Ile
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Pro
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Ser

Leu
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Pro
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205

Asn

Asp
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Glu
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Ala
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Ser

Pro
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vVal
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Glu

Lys

Asn

Pro

Ala
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Met

Glu

His

Ser

Thr
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Ser

Gly

Thr

Pro

175

Pro

Asn

Lys

Ile
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Gly

His

Ala

Val

Asp
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Pro

Arg
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Pro
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Lys

Met

Leu

Leu
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240
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Asp

290
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Leu
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Thr
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Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser
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Ala

145

Gly

Tyr

Asp

Thr

50

Ala
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Leu

Lys

130

Asp

Gln

Lys

Gly

275

Arg

Gly

Asn

Pro

Ser

355

Ala

4
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Gly

Gln

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Gly

Lys

Val
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Gly

Val

Gly

Ala

Val

340

Thr

Asp

Thr

Gly

Gln

Gly

Lys

325

Val

Gly

Glu
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Leu
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Glu

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp
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Gly

Arg
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Glu
Thr
Pro
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Ser
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Ser
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Ala
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Val
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Asp

Asp
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Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

150

Ala

Lys

Val
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295

Lys

Ile

Ser
375

Glu

Arg

Thr

Gly

55

Thr

Lys

Ala
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Ile
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Glu
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Gly

120

Gly

Ala
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Val
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Ser
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Leu
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Leu
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Glu
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Glu
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Ser

Gly

Lys

Pro

150

Ser

Arg

Ala

Leu

Lys

230

Val

Cys

Glu

Ile

Lys

310

Thr

Asp

Asp

Ala

Gly
55

Thr

Lys

Gly

135

Lys

Gly

Thr

Val

Gln

215

Ile

Gln

Gly

Val

Gly

295

Ile

Asp

Thr

Met

Ser

Ser

Ala

Glu

Asp

Thr

120

Gln

Thr

Tyr

Pro

Val

200

Thr

Gly

Ser

Lys

280

Ser

Glu

His

Ser

Val

360

Leu

42494

Glu
Glu
Ala
Gly
105
Lys
Ala
Pro
Ser
Ser
185
Arg
Ala
Ser
Val
Leu
265
Ser
Leu
Thr
Gly
Pro
345

Asp

Ala

Glu

Ala

Ala

90

Thr

Ile

Pro

Ser

170

Leu

Thr

Pro

Thr

Tyr

250

Gly

Glu

Asp

His

Ala

330

Arg

Ser

Lys

- «\B,M

Pro

Glu

75

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Pro

vVal

Glu

235

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys

315

Glu

His

Pro

Gln

His

Ser

Thr

Thr
140

Ser G

Gly

Thr

Pro

Pro

220

Asn

Pro

Ile

Leu

Ile

300

Leu

Ile

Leu

Gln

Gly

Ser

Ala

val

Asp

Pro

125

Arg

Ser

Pro

Lys

205

Met

Leu

Val

His

Asp

285

Thr

Thr

Val

Ser

Leu

365

Leu

Glu

Gly

Thr

Asp

110

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

190

Ser

Pro

Lys

Asp

His

270

Phe

His

Phe

Tyr

Asn

350

Ala

Thr

Ile

Gln

95

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

175

Thr

Pro

Asp

His

Leu

255

Lys

Lys

vVal

Arg

Lys

335

Val

Thr

Ser

Gly

80

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

160

Thr

Arg

Ser

Leu

Gln

240

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

320

Ser

Ser

Leu
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ala Glu

1

Thr

Gln

Gly

Thr

65

Asp

Arg

Ile

Glu

Pro

145

Pro

Ser

Pro

Lys

Asp

225

His

Phe

His

Tyr

Asp

Ile

50

Gln

Lys

Gly

Pro

Pro

130

Gly

Thr

Pro

Asp

His

210

Leu

Lys

Lys

Val

6
352
PRT

Homo
6

Gly

Gln

35

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

115

Pro

Thr

Ser

Leu

195

Gln

Ser

Pro

Pro
275

sapiens

Pro

Leu

20

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

100

Lys

Lys

Pro

Glu

Ser

180

Lys

Pro

Lys

Arg
260

Gly

Arg

5

Gly

Gly

Thr

Met

Lys

Pro

Thr

Ser

Asn

Gly

Val

Gly

245

Val

Gly

Gln

Asp

Asp

Pro

vVal

70

Gly

Pro

Pro

Gly

Ser

150

Lys

Lys

Val

Gly

Thr

230

Gly

Gln

Gly

375

Arg

Thr

Ser

55

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp

135

Arg

Lys

Ser

Lys

Gly

215

Ser

Gln

Ser

Asn

Phe

Lys

Asp

40

Lys

Asp

Gln

Ala
120

Arg |

Ser

Val

Arg

Ser

200

Lys

Lys

vVal

Lys

Lys
280

42494

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Gly

Lys

105

Pro

Arg

Ala

Leu

185

Lys

Val

Cys

Glu

Ile

265

Lys

Val
10

Gln

Gly I

Asp

Lys

Lys

90

Gly

Thr

Val

170

Gln

Ile

Gln

Gly

Val

250

Ile

L~y
N

Met

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr

Pro

155

Val

Thr

Gly

Ile

Ser

235

Lys

Glu

380

Glu

Gly

Lys

Ala

60

Gly

Lys

Ala

Pro

Arg

Ala

Val

220

Leu

Ser

Leu

Thr

Asp

Tyr

Ala

45

Ala

Thr

Ile

Asn

Pro
125

r Ser

Thr

Pro

Thr

205

Tyr

Gly

Glu

Asp

His
285

His

Thr

30

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

110

Ser

Pro

Pro

Pro

vVal

190

Glu

Lys

Asn

Lys

Asn

270

Lys

Ala
15
Met

Glu

Ser

Thr

95

Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

175

Pro

Asn

Pro

Ile

Leu

255

Ile

Leu

Gly'

His

Ala

Val

Asp

80

Pro

Arg

Gly

Ser

Pro

160

Lys

Met

Leu

Val

His

240

Asp

Thr

Thr
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Ala Lys Ala
295

Val Val Ser
310

Thr Gly Ser
325

Asp Glu Vval

nhan tao

Gln Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Glu Asn

55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Thr
85

Phe Trp Gly

nhédn tao

Lys

Gly

Ile

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

42494

Thr Asp

Asp Thr

Asp Met

330

Ala Ser
345

Ala Asp
10

Ser Gly
25

Pro Glu

Asp Thr

Asp Thr

Glu Asp

90

Gly Thr
105

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu His

5

nhan tao

Phe Arg Glu Asn
290
Tyr Lys Ser Pro
305
Asn Val Ser Ser
Ala Thr Leu Ala
340
<210> 7
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 7
Glu Val Gln Leu
1
Leu Val Lys Leu
20
Tyr Leu His Trp
35
Gly Trp Ile Asp
50
Gln Gly Lys Ala
65
Leu Gln Leu Gly
Ser Thr Leu Asp
100
<210> 8
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Duogc tdng hop
<400> 8
1
<210> 9
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Puogc tdéng hop
<400> 9

1C

His

Ser

315

Val

Leu

Leu

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Thr

Gly
300
Pro

Asp

Ala

Val

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

Ser

Lys

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

val

Thr

Glu

His

Pro

Gln
350

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

val
110

Ile

Leu

Gln

335

Gly

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Val
Ser
320

Leu

Leu

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1

Gly

5

10

15
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<210>
<400>
000

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10
10

11
112
PRT

Trinh tyu nhan tao

Puoc tdéng hop
11
Val Met Thr
5

Ala Ser Ile
20

Lys Thr Tyr
35

Arg Leu Tle
Phe Thr Gly
Val Glu Ala

85

Phe Pro Tyr
100

12
16
PRT

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop
12

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp
40

Val

Ser

Leu

Gly

42494

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Ile
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5

13
7
PRT

Trinh tu nhan tao

Puoc tdéng hop
13

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

5

14
9
PRT

Trinh tyu nhan tao

buoc tdng hop

10

15
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Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr

Trinh ty nhén tao

Puoc tdng hop

5

Glu Val Gln Leu Val Gln

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop

<400> 14

1

<210> 15

<211> 112

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 15

1

Leu Val Lys

Tyr Leu His

35

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Lys

65

Leu Gln Leu

Ser Thr Leu

<210> 16

<211> 112

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 16

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Leu His

35

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ser Thr Leu

<210> 17

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Asp
100

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp
100

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Cys
Arg
Glu
Ile
70

Leu

Trp

Gln
Cys
Arg
Glu
Ile
70

Leu

Trp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Val

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

vVal

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Thr

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser
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<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 17

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Leu Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 18
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Vval Lys Pro Gly Ala
1 5 10 - 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

Iy

85 90 95

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 19

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Puogc tdéng hop

e
&
vy
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<400> 19
Glu vVal Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Val Tyr Ala Pro Lys Phe
Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 20
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyg nhan tao
<220>
<223> bugc tdng hop
<400> 20
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 21
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> buogc tdng hop
<400> 21 ,
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser



Asp

Pro

Asp

65

Thr

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

r Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr

1

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

22
112
PRT

Trinh tu nhan tao

20

Thr

Leu

Ser

Pro
100

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

buoc téng hop

22

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

23
112
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr Gln
5

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Trinh tu nhan tao

buoc tdng hop

23

5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys

20

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

35

42494

Trp Leu
40

Val Ser
Ser Gly

Val Gly

Gly Gly
105

Pro Leu

Lys Ser
25

Trp Leu
40

Val Ser
Ser Gly

Val Gly

Gly Gly
105

Pro Leu

Lys Ser
25

Trp Leu
40

Lys
Thr
Val

90

Gly

Ser
10

Ser

Leu

Thr
Val
90

Gly

Ser
10

Ser

Leu

|

Gln Arg
Leu Asp
60

Asp Phe
75
Tyr Tyr

Thr Lys

Leu Pro

Gln Ser

Gln Arg

Leu Asp

60

Asp Phe
75

Tvr Tyr

Thr Lys

Leu Ser

Gln Ser

Gln Lys

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu
30

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Gly
95

Ile Lys

Leu Gly

Asp Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Gly
95

Ile Lys

Ile Gly
15

Asp Ser

Pro Gly Gln Ser

45
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Pro
Asp
65

Ser

Thr

Lys
50
Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val

Arg

50

Gly

Asp

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Gln
65

Val

Met

Leu

50

Gly

Arg

Phe

Val

Phe

24
119
PRT
Homo
24

Lys
Ser
35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

25
98
PRT

Homo
25

Lys
His
35

Val

Arg

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Lys

100

Thr

Gln

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Gly

Val

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asp

vVal

Val

5

Ser

vVal

Pro

Thr

Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Glu

Ser

Gln

Cys

Gln

Glu

Ile
70

Leu
55
Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Phe

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Val

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Glu

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

42494

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ala

Pro

Ile

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Lys

Thr

Val

90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Met

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu
Asp
75

Tyr

Thr

vVal

Gly

Gln

Ser
75
Thr

Asp

Val

Tyr

Lys

Ile

Ser
75

Asp
60
Phe

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Val

Lys
Thr
Gly
Tyr

60

Thr

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gln

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Pro
Ile
80

Gly

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Thr
<210> 26
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 26

Gln His Trp
1

<210> 27
<211> 100
<212> PRT
<213> Homo
<400> 27

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Asn
35

Pro Arg Arg
Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Trp

<210> 28
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo
<400> 28

Tyr Thr Phe
1

<210> 29
<211> 112
<212> PRT
<213> Homo
<400> 29

Asp Val val
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Asn
35

85

sapiens

Gly Gln
5

sapiens

Met Thr
5

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro
100

sapiens

Gly Gln
5

sapiens

Met Thr
5

Ser Ile
20

Thr Tyr

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Gly

Gln

Ser

Leu

Thr

Asn
Lys
55

Gly

Asp

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Lys

Pro

Arg

Trp
40

Val

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Leu

Leu

Ser
25

Phe

90

Thr
10

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val
90

Glu
10

Ser
10

Ser

Gln

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Ile

Leu

Gln

Gln

Ser

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Thr

Ser

Arg

Ser

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

95

Leu Gly
15

His Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile

80

Gln Gly
95

Val Thr Leu Gly

15

Leu Val Tyr Ser

30

Pro Gly Gln Ser

45
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Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Arg Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85 »
Thr Tyr Trp Pro Leu Thr Phe Gly
100
<210> 30
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> bPugc tdéng hop
<400> 30
gaggttcagc tgcagcagtc tggggctgac
tcctgcaaag cttctggcectt caacattaaa
cctgaacagg gcctggagtg gattggatgg
gacccgaagt tccagggcaa ggccactata
ctgcagctcg gcagcctgac atctgaggac
ttctggggcce aaggcaccac tctcacagtc
<210> 31
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<2z0>
<223> DPuoc tdng hop
<400> 31
gatgttgtga tgacccagac tccactcact
atctcttgca agtcaagtca gagcctctta
ttgttacaga ggccaggcca gtctccaaag
tctggagtcc ctgacaggtt cactggcagt
agcagagtgg aggctgagga tttgggagtt
tacacgttcg gaggggggac caagctggaa
<210> 32
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> bPugc téng hop
<400> 32
Asp Tyr Tyr Leu His
1 5
<210> 33
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> bugc tdéng hop
<400> 33

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr

1

5

Gly

Gly

Gln
105

42494

His Trp

Thr Asp

75

Val
90

Tyr

Gly Thr

cttgtgaggc
gactactatt
attgatcctyg
acagcagaca
actgcecgtc
tcctea

ttgtcggtta

-gatagtgatg

cgcctaatct
ggatcaggga
tattattgct
ataaaacgt

e

Asp

Phe

Tyr

Lys

caggggcctt
tgcactgggt
agaatggtga
catcctccaa
atttctgttc

ccattggaca

gaaagacata.

atctggtgtc
cagatttcac
ggcaaggtac

Ser Gly

Thr Leu

Cys Met

Leu Glu
110

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ile Lys

agtcaagttg
gaggcagagg
tactgtatat
tacagcctac
tacccttgac

accagcctcc
tttgaattgg
taaactggac
actgaaaatc
acattttccg

232/293

60
120
180
240
300
336

60
120 -
180
240
300
339



42494

<210> 34

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 34

Asp Pro Glu Asn Gly Asp

1 5

<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> buoc téng hop

<400> 35

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val
1 5 10
<210> 36

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> bDuoc tdng hop

<400> 36

Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu
1 5

<210> 37

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Dbuoc tdng hop

<400> 37

Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
1 5 10
<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Duoc tdng hop

<400> 38

Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr
1 5

<210> 39

<211> ©

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 39

Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1 5

<210> 40

i
¢
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
PRT
Trinh ty nhan tao

Pugc tdng hop
40

5

41

4

PRT

Trinh tu nhan tao

Puoc tdng hop
41

Ser Thr Leu Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

42

10

PRT

Trinh tu nhan tao

Pugc tdéng hop
42

42494

10

Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Val Tyr Ala Pro Lys Phe Gln
15

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Glu Val Gln Leu Val

1

5

43

17

PRT

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop
43

5

44

112

PRT

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop

DAC DIEM-HON TAP
(13)..(13)
Arg hodc Lys

DAC DIEM-HON TAP
(67)..(67)

Lys hodc Arg

44

5

10

10

10

Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Xaa Pro Gly Ala

15
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Leu Val

Tyr Leu

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ser Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Lys Ile
20

His Trp
35

Ile Asp
Xaa Ala
Leu Gly
Leu Asp
100
45
113

PRT
Trinh tu

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Glu Asn

55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Thr
85

Phe Trp

o)
<

nhan tao

Pugc tdng hop

45
Val Met

Ala Ser
20

Lys Thr
35

Arg Leu

Phe Ser

Val Glu

Phe Pro

100

46
112
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhdn tao

Puoc tdng hop

46

Ala
Arg
40

Gly

Ala

Gln

Pro

Lys

Trp

Val

vVal

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Leu
Ser
25

Leu

Ser

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1

5

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser

20

25

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Ser
10

Ser

Leu

7 Thr

Val
90

Gly

Gln

vVal

Leu

Leu S

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Gly
Tyr
Thr
Ala

Val

Ser
Arg
Asp
60

Tyr

Lys

Ile Lys
30

Leu Glu

45

Asp Pro

Asn Thr

Val Tyr

Thr Val
110

vVal Thr

Leu Leu
30

Pro Gly

45

Ser Gly

Thr Leu

Cys Trp

Leu Glu
110

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Lys

Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

10

15

Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr

30
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Tyr Leu His Trp Val Arg
35
Gly Trp Val Asp Pro Glu
50
Gln Gly Arg Ala Thr Ile
65 70
Leu Glu Leu Gly Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 47
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> PDugc tdéng hop
<400> 47
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Thr Val Lys Ile Ser Cys
20
Tyr Leu His Trp Val Arg
35
Gly Trp Ile Asp Pro Glu
50
Gln Gly Arg Ala Thr Ile
65 70
Leu Glu Leu Gly Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 48
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Puogc tdéng hop
<400> 48

Glu Val Gln
1

Leu Val Lys
Tyr Leu His
35

Gly Trp Ile

Leu Val Gln
5

Ile Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Gln

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

Arg

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

42494

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Thr

Glu
10
Gly

Glu

Thr

21

Lys

Val

Ser

75

Thr

Leu

val

Phe

Lys

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Val T

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Val

Lys

Asn

Gly

Leu

45

Ala

Asp

val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asp

Val

Thr

Arg

Phe

Leu

45

Asp

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro
Lys
30

Glu

Glu

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly
15
Asp

Trp

Lys

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

236/293



50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ser Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Leu Val

Tyr Leu

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ser Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Vval

Leu Val

Tyr Leu

Gly Trp

50

Gln Gly
65

55

Arg Val Thr Ile Thr Ala
70

Leu Gly Ser Leu Thr Ser
85

Leu Asp Phe Trp Gly Gln
100

49
112
PRT
Trinh tyu nhan tao

buoc tdng hop
49
Gln Leu Val Gln Ser Gly
5

Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20

His Trp Val Arg Gln Arg
35 40

Val Asp Pro Glu Asp Gly
55

Arg Val Thr Ile Thr Ala
70

Leu Gly Ser Leu Thr Ser
85

Leu Asp Phe Trp Gly Gln
100

50
112
PRT
Trinh ty nhan tao

Puoc tdéng hop
50
Gln Leu Val Gln Ser Gly
5

Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20

His Trp Val Arg Gln Arg
35 40

Ile Asp Pro Glu Asn Gly
55

Arg Val Thr Ile Thr Ala
70

42494

Asp
Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Asp

Thr S

Asp
90

Thr

Glu
10
Gly

Glu

Thr

Asp
90

Thr

Asp

Gly

Glu

Thr

Thr

Leu

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Gln

Val

Ser
75

60

Thr

Ala

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Asn

Val

Thr

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Tyr

vVal
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Val
110

Pro
Lys
30

Glu

Glu

Thr

Ala
Phe
95

Ser

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe

95

Ser

Gly
Asp
Trp
Lys

Ala

237/293

Tyr

Cys

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



42494 | 238/293

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 51

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Duoc tdéng hop

<400> 51

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Asp Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Leu Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Val Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Val Tyr Ala Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ser Thr Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 52
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyg nhan tao
<220>
<223> bPugc tdng hop
<400> 52
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

W)



<210> 53
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 53
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Leu Val Lys Ile Ser Cys
20
Tyr Leu His Trp Val Arg
35
Gly Trp Ile Asp Pro Glu
50
Gln Gly Arg Val Thr Ile
65 70
Met Glu Leu Gly Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 54
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdéng hop
<400> 54
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Leu Val Lys Ile Ser Cys
20
Tyr Leu His Trp Val Arg
35
Gly Trp Val Asp Pro Glu
50
Gln Gly Arg Val Thr Ile
65 70
Met Glu Leu Gly Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 55
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gln

42494

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Thr

Val
Tyr
Lys
Val
Ser
75

Thr

Leu

Val
Tyr
Lys
Val
Ser
75

Thr

Leu

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Asn

Val

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

Lys

Glu

Glu

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Ser
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<220>

<223> Dbugc tdng hop

<400> 55

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 56
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 56
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Leu Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Asn Phe Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Glu Lys Phe
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 57
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Puoc téng hop
<400> 57
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

25



Leu

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ser

Val

Leu

Trp

50

Gly

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Phe Asn Phe Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Tyr Asn Phe Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp Val Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Val Tyr Ala Pro Lys Phe Gln

1

Gly

Lys

His

35

vVal

Arg

Leu

Leu

58
10
PRT

Ile

20

Trp

Asp

Val

Gly

Asp
100

Trinh tu

buoc tdéng hop

58

59
10
PRT

Trinh ty nhan tao

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

nhan tao

5

Cys

Arqg

Glu

Ile

70

Leu

Trp

Puoc tdng hop

59

60
10
PRT

Trinh ty nhan tao

5

buoc tdng hop

60

6l
17
PRT

Trinh ty nhan tao

5

puoc tdng hop

61

5

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Val

Arg

Gly

Ala

Ser

Gln

42494

Ser

25

Pro

Lsp

Asp

Glu

Gly
105

\»
5

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

10

10

10

10

Tyr

Lys

Val

Ser

75

Leu

Thr

Tyr
60
Thr

Ala

Val

Phe

Leu

45

Ala

Val

Thr

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Val
110

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

15

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser
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<210> 62

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Duoc tdng hop

<400> 62

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Glu Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 63

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> bPbuoc tdng hop

<400> 63

Trp Val Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Val Tyr Ala Glu Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 64

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> bugc tdng hop

<400> 64

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Ala Glu Lys Phe Gln
1 - 5 10 - 15
Gly

<210> 65

<400> 65

000

<210> 66

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> bDugc tdng hop

<400> 66

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Leu Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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



Gly
Gln
65

Leu

Thr

Trp
50
Gly

Gln

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Leu Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Ile His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Glu Tyr Ala Pro Lys Phe Gln

1

Gly

<210>
<400>

000

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Lys Val Lys Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Val

Ile

Trp

50

Gly

Gln

Ile

Arg

Leu

Leu

67
10
PRT

Trinh tu nhan tao

buoc tdng hop

67

68
17
PRT

Trinh tu nhan tao

pugc tdng hop

68

69
69

70
114
PRT

Asp

Ala

Ser

Asp
100

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

5

5

Mus musculus

70

Lys

Gln

35

Ile

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Gln

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Glu
Leu
70

Leu

Trp

Gln

Cys

Lys:

Glu

Met
70

Leu

Asn
55
Thr

Thr

Gly

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Thr

Ser

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

42494

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

10

10

Glu

10

Glu

Ser

Thr

Asp

Glu

Ser

75

Thr

Ser

Leu

Phe

Gln

Glu

Leu

75

Thr

Tyr Ala
60
Ser Asn

Ala Val

Val Thr

Val Arg

Asn Ile

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Ser Asn

Ala Val

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

15

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Tyr

Phe
Tyr
80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys
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42494

Asn Ala Asp Leu His Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Leu Val

Tyr Leu

Gly Trp

Gln Gly

65

Leu Glu

Ser Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Leu Val

Tyr Leu

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ser Thr

100
71
112
PRT
Trinh tu

nhan tao

puoc tdng hop

71
Gln Leu

Lys Ile
20

His Trp
35

Ile Asp
Arg Val
Leu Gly
Leu Asp
100
72
442

PRT
Trinh tu

Val Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Glu Asn

55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Thr
85

Phe Trp Gly

nhan tao

Puoc tdng hop

72
Gln Leu

Lys Leu
20

His Trp

35

Ile Asp

Lys Ala

Leu Gly

Leu Asp
100

Gln Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Glu Asn
55

Thr Ile Thr

Ser Leu Thr

85

Phe Trp Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

w0
D
R

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

vVal

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Thr

Val

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

Val

Val

Asn

Ser

Ala

Leu

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

vVal

Thr

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Thr

110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser
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Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Val

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val

210

Ala

Pro

Val

vVal

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
420

Gly

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Lys

Leu

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

390

Thr

Val

Ser

Ala

135

vVal

Ala

Val

His

Cys

215

Gly

Met

His

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

vVal

120

Ala

Ser

val

Pro

Lys

200

Asp

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

42494

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
425

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

sSer

395

Arg

Leu

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Pro

Val

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr
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Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

435

73
219
PRT

440

Trinh ty nhan tao

<223> buoc

<400>
Asp Val
1

Gln Pro
Asp Gly
Pro Lys
Asp Arg

65

Ser Arg
Thr His
Arg Thr
Gln Leu

130

Tyr Pro
145

Ser Gly
Thr Tyr
Lys His

Pro Val
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Val
1

Ser Val

73
vVal

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

74
115
PRT
Homo
74
Gln

Lys

téng hop

Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu
5 10

Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln
20 25

Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln
40

Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu
55

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
70 75

Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr
85 90

Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 105

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
120

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
135

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
150 155

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
165 170

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
180 185

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
200

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215

sapiens

Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu
5 10

Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

Ser Val

Ser Leu

Arg Pro
45

Asp Ser
60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Pro Pro

125

Leu Leu

140

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
205

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Ile

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Val Arg Pro Gly Ser

15

Ile Phe Asn Asn Tyr
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Lys
65
Met

Ala

Val

Ile

Gln

50

Gly

Gln

Arg

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Ser

vVal

Met

Arg

Gly

Gln

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala

1

Asn
35

Ile

Lys

Leu

Glu

Ala

115

75
114
PRT
Homo
75

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

76
112
PRT

Trinh tu nhan tao

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Gly
100

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr
100

Gln

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Leu
70

Leu

Ile

Gln

Cys

Lys

Ala

Ile

70

Leu

Ile

buoc tdng hop

76

5

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Val

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Trp

42494

25

Pro

Asp

Asp

Trp
105

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly Gln Gly
Thr Asn Tyr

Lys Ser Ser
75

Asp Ser Ala
90

Gly Gln Gly

Glu Leu Val
10

Gly Phe Asn
Glu Gln Gly

Thr Lys Tyr
60

Thr Ser Ser

Asp Thr Ala

90

Gln Gly Thr

Leu Glu

45

Asn Gly

Ser Thr

Val Tyr

Thr Leu
110

Lys Pro

Ile Lys
30

Leu Glu

45

Asp Pro

Asn Thr

Val Tyr

Thr Leu
110

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Val

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Thr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Val

Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

10

15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr

20

25

32

30
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Tyr Leu His Trp Val Lys
35
Gly Trp Ile Asp Pro Glu
50
Gln Gly Lys Ala Thr Ile
65 70
Leu Gln Leu Ser Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 77
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 77
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Ser Val Lys Ile Ser Cys
20
Tyr Leu His Trp Val Arg
35
Gly Trp Ile Asp Pro Glu
50
Gln Gly Arg Ala Thr Ile
65 70
Leu Glu Leu Ser Ser Leu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp
100
<210> 78
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Puogc tdéng hop
<400> 78

Glu Val Gln
1

Thr Val Lys
Tyr Leu His
35

Gly Trp Ile

Leu Val Gln
5

Ile Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

42494

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Thr

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Thr

Val

Phe

Lys

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Val

Asn

Leu

45

Asp

Asn

val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

Glu

Pro

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

Asp

Trp

Lys

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe
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50 55
Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 79
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 79
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala
1 5
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro
35 40
Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu
85
Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 80
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 80
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala
1 5
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro
35 40
Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Glu
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp
65 70

42494

Thr
Asp
90

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Thr

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

Val

Phe

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Lys

Ile

Ser
75

60

~ Thr

Ala

vVal

val
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Val

Val
Thr
Gly
Tyr

60

Thr

Asp

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Ala
Tyr
95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala
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80
Cys

Ser

Ala
Tyr
Ilé
Phe
Tyr
Cys

Ser

Ala

Phe

Tyr



Met Glu Leu

Ser Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Val val

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Val Vval

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>

81
112
PRT
Homo
81

Ala
Lys
35

Arg
Phe
Val
Phe

82
112
PRT
Homo
82

Ala
Lys
35

Arg
Phe
Val

Phe

83
112
PRT

Ser

Asp
100

Ser
85

Phe

sapiens

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

sapiens

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

Leu

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Arg

Gly

Thr

Cys

Asn

Val

55

Asp

Phe

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Gln

Pro

Lys

Trp

Val

Leu

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

42494

Glu

Gly
105

Leu
Ser
25

Leu

Ser

Gly

Gly

Ser
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Asp
90

Thr

Thr

10

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Thr

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

His

Thr

Ala

Val

Ser

Ser

Arg

Tyr

Lys

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Thr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Tyr

Val
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

vVal

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Glu

Glu
110

Tyr
95

Ser

Ile

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Ile
15

Tyr

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Leu

Cys

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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Thr Pro

Cys Lys

Asn Trp

40
Leu Val
55
Gly Ser

Asp Leu

Phe Gly

Ser Pro

Cys Lys

Asn Trp

40
Leu Val
55
Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Puogc tdng hop
<400> 83
Asp Val val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr
-50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 84
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 84
Asp Val Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 85
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> bugc tdng hop
<400> 85

42494

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp’

75

His

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Ile
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

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

a /A
3

o]
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Glu Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Ile Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
10

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

Ala Ser Ile Ser
20

Cys

Lys Thr Tyr Leu Asn

35

Arg Leu Ile Tyr

Phe Ser Gly Ser
70

Leu
55

Gly

Val Glu Ala Glu Asp

85

Phe Pro Tyr Thr
100

86
10
PRT
Trinh ty nhan tao

buoc tdng hop
86

5

87

17

PRT

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop
87

5

88
17
PRT
Trinh ty nhan tao

buogc tdng hop
88

5

89
16
PRT
Trinh tu nhan tao

Phe

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

42494

Ser Ser

25

Leu Gln

Ser Lys

Gly Thr

Gly Vval

Gln Gly

105

10

90

10

10

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

15

15

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<223> buoc tdng hop

<400> 89

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15
<210> 90

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 90

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 91
<211> 112
<212> PRT S
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 91 ‘
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110




<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

92

17

PRT
Trinh tu

nhan tao

Puoc tdng hop

92

42494

Trp Ile Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

93
112
PRT
Trinh tu

5

nhdn tao

Pugc tdéng hop

93
Val Met

Ala Ser
20

Asp Gly Lys Thr

35

Pro Arg Arg Leu

50

Asp Arg
65

Phe Ser

Ser Arg Val . Glu

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Phe Pro
100

94

112

PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhé&n tao

Puoc tdng hop

94
Val Met

Ala Ser
20

Asp Gly Lys Thr

Pro Arg Arg Leu

50

Asp Arg Phe Ser

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu

55

Gly Ser Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

10

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Leu

Gln

Gln

Asp

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Gly

Asp

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

15

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
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65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 95
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Duoc tdng hop
<400> 95
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Asn Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Vval Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 96
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 96
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Glu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95
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Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 97
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdéng hop
<400> 97
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Glu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 98
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220> SR :
<223> bDuoc tdng hop
<400> 98
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Gln Asp Ser Gly Val Pro
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 99
<211> 112

44



<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 99
Asp Val Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Arg Arg Leu Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 100
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Duogc tdng hop
<400> 100
Asp Val Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Arg Arg Leu Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 101
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 101

Ser

Cys

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

Gly

42494

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

42

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Lys

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu

1

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

102
112
PRT

Trinh ty nhan tao

buoc tdng hop

102

Ala

Lys

35 .

Arg

Phe

Val

Phe

103
112
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

Pugc tdng hop

103

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

nhan tao

5

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser Pro

Cys Lys

Asn Trp

40
Leu Val
55
Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Ser Pro

Cys Lys

Asn Trp

40
Leu Val
55
Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

42494

Leu

Ser
25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

10

15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

20

25

30
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Asn

Gly

55

Gly

Asp

Phe

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Arg Arg Leu Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 104
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 104
Asp Val Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Arg Arg Leu Gly Tyr
50
Asp Arg--Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 105
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> bDugc tdéng hop
<400> 105

Asp Val Vval
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser
20

Thr Tyr Leu

Leu Asp Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

42494

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu
Ser
25

Leu

Ser

Leu

Lys

Thr

vVal

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

vVal

90

Gly

Ser
10
Ser

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr
Leu
30

Gly

Gly

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15
Asp

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro
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50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 106
<211> 112
<212> PRT
<213>

<220>

Ser

Glu

Pro
100

55

42494

Gly Ser Gly Ser Gly

70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

Trinh ty nhan tao

<223> Dbuoc tdng hop

<400> 106
Asp Val Val
1
Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35
Pro Arg Arg
Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr His Phe

Met

Ser

20

Thr

Gly

Ser

Glu

Pro
100

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu

55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

<210> 107

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pugc tdng hop
<400> 107

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Glu Leu
55

Gly Ser Gly
70

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

vVal

Ser

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Thr
Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Asp
75
Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
75

60

Phe Thr Leu

Tyr Cys Trp

Lys Leu Glu

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Lys
Gln
95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Ile
80
Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80
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Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

85

90

95

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

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

108
112
PRT

Trinh tu nhén tao

108

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

109
112
PRT

100

Puoc tdng hop

Met Thr Gln

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

puoc tdng hop

109

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

nhan tao

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Met Thr Gln

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Val

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Ser

Asp

75

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp S

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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Trinh ty nhan tao

téng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhan tao

<210> 110
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223> buoc
<400> 110
Asp Val Vval
1
Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35
Pro Arg Arg
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val
Thr His Phe
<210> 111
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223> buoc
<400> 111
Asp Val Val
1
Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35
Pro Arg Arg
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val
Thr His Phe
<210> 112
<211> 112
<212> PRT
<213>

tdéng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Asn Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhan tao

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Val

Gly

42494

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Lys
Thr
Val

90

Gly

Ser
10

Ser
Leu
Lys
Thr
vVal

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<220>

<223> PDuoc tdng hop

<400> 112

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Asp Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 113
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> buoc tdng hop
<400> 113
Asp Val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Glu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 114
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 114

Asp Val Vval Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15



Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
35
Pro Arg Arg Pro Ile Tyr Leu
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe
100
<210> 115
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 115
Asp Val val Met Thr Gln Ser
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
35
Pro Arg Arg Thr Ile Tyr Leu
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe
100
<210> 116
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 116

Lys

Trp

40

Val

Ser

vVal

Gly

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Val

Gly

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro

1

5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys

20

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp

42494

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser
25

Leu

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser Leu

Arg Pro
45

Asp Ser

60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Pro Val

Ser Leu

Arg Pro

45
Asp Ser
60
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Ser Leu Pro Val

10

Ser Gln Ser Leu

Leu Gln Arg Pro

Leu Asp
30

Gly Gln

Gly Val

Leu Lys

Trp Gln

95

Glu Ile
110

Thr Leu
15

Leu Asp
30

Gly Gln

Gly Vval

Leu Lys
Trp Gln
95

Glu Ile
110

Thr Leu
15

Leu Asp
30

Gly Gln

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser
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Leu
55
Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

35
Pro Arg Arg Ser Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 117
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> PDuogc tdéng hop
<400> 117
Asp Val Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
Pro Arg Arg Ala Ile Tyr
50
Asp Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu
85
Thr His Phe Pro Tyr Thr
100
<210> 118
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Duogc tdébng hop
<400> 118

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser
20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser

Cys

Asn

Val
55

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

42494

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu
Ser
25

Leu

Ser

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser
10
Ser

Leu

Lys

Leu
Asp
75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
60
Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp
60

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Trp

Glu
110

Thr
Leu
30

Gly

Gly

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15
Asp

Gln

Val

Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro
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Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Phe

Val

Phe

119
112
PRT

42494

Ser Gly Ser Gly Ser Gly

70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhan tao

bugc
119
Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

120
112
PRT

téng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Gly
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhdn tao

buoc
120
vVal

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

tdéng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Glu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Thr
Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Asp Phe Thr Leu

75

Tyr Tyr

Thr Lys

Leu Pro

Gln Ser

Gln Arg

Gly Asp

60

Asp Phe
75

Tyr Tyr

Thr Lys

Leu Pro

Gln Ser

Gln Arg

Gly Asp
60

Asp Phe
75

Tyr Tyr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Lys
Gln
95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile
80
Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

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

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

121
112
PRT

100

Trinh tu nhan tao

buoc
121
Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

122
112
PRT

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh tu nhén tao

buoc
122
vVal

Ala

Asp Gly Lys

Pro Arg

35

Arg

Asp Arg Phe

Ser Arg

Thr His

<210>

Val

Phe

123

téng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

105

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Gly

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

112
PRT

Trinh ty nhan tao

bugc
123
Val

Ala

Lys

Arg

Phe

val

Phe

124
112
PRT

tdéng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhdn tao

buoc
124
Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

125
112
PRT

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh tu nhan tao

bugc

tdéng hop

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

42494

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Gln
Lys
Thr
Val

90

Gly

Ser
10

Ser
Gln
Lys

Thr

Val
90

Gly

I

Leu

Gln

Gln

Thr

Asp

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Asp

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<400> 125
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Gly Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 126
<211> 112
<212> PRT »
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> bDuogc tdng hop
<400> 126
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Gly Asp Ser Gly Val Pro
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

85 90 95

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

100 105 110
<210> 127
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> Pugc tdéng hop
<400> 127
Asp Val vVal Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser




Asp Gly

Pro Arg

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Lys
35

Arg
Phe
Val
Phe

128
112
PRT

Trinh tu nhan tao

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

70

Ala Glu
85

Tyr Thr

Pugc tdéng hop

128
Val

Ala

Lys

Arg

Phe

Val

Phe

129
112
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr Gln
5

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Gly

55

Gly

Asp

Phe

Trinh tu nhan tao

bugc
129
Val

Ala

Asp Gly Lys

35

tdéng hop

Met Thr Gln Ser

5

Ser Ile Ser Cys

20

Thr Tyr Leu Asn

Trp

40

vVal

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp
40

42494

25

Leu Gln
Ser Lys
Gly Thr

Gly Val
90

Gly Gly
105

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Leu Gln
Ser Lys
Gly Thr
Gly Val

90

Gly Gly
105

Gln

Asp

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Leu Ser Leu Pro

10

Ser Ser Gln Ser

25

Leu Gln Gln Arg

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

val

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Leu Asp Ser

30

Pro Gly Gln Ser

45
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Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 130
<211> 112
<212> PRT
<213>

<220>

<223> bugc
<400> 130

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 131

<211> 112

<212> PRT

<213>

<220>

<223> bugc
<400> 131

Asp Val Vval
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Leu Ile Tyr
Ser Gly Ser
70

Glu Ala Glu
85

Pro Tyr Thr
100

Trinh tu nhan tao

tdéng hop

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser
20

Thr Tyr Leu
Leu Ile Tyr
Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

Pro Tyr Thr
100

Trinh ty nhan tao

tédng hop

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser
20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70

Asp
55
Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Asp

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

vVal

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

42494

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Ser
10
Ser

Gln

Lys

Thr

Leu
Asp
75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
75

Asp
60
Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Val
Lys
Gln

95

Ile

Leu
15

Asp
Gln
Val
Lys
Gln

95

Ile

Leu
15

Asp
Gln

Val

Lys

Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80
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Ser Arg Val

Thr His Phe

42494

Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

85

90

95

Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

<213> Trinh tyg nhén tao.

<210> 132
<211> 112
<212> PRT
<220>

<223> bugc
<400> 132

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Phe

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Asp
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

<213> Trinh tu nhén tao

<210> 133
<211> 112
<212> PRT
<220>

<223> Duoc
<400> 133

Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Arg Arg

Asp Arg Phe

Ser Arg Val

Thr His Phe

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Asp
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe

Pro

Lys

Trp

vVal

sSer

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

val

Gly

105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

()

Leu

Gln

Gln

Gly

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

Leu
15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Vval

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>

134
112
PRT

100

Trinh ty nhan tao

buoc
134

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

135
112
PRT

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Glu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh tyu nhan tao

buoc
135

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

136
112
PRT

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Glu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

42494

105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Gln
Lys
Thr
Val

90

Gly

Ser
10

Ser
Gln
Lys
Thr
Val

90

Gly

,
o

Leu

Gln

Gln

Gly

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<213>
<220>

Trinh tu nhéan tao

<223> Duoc tdng hop

<400> 136
Asp Val Vval
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 137
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223> Dbuoc
<400> 137
Asp Val Val
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys
35

Pro Arg Arg

Asp Arg Phe

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 138
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Gly

55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhéan tao

téng hop

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Gly
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhan tao

<223> bDugc tdng hop

<400> 138

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

42494

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Gly

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
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Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Vval

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg
50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu

1

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

139
112
PRT

Trinh ty nhan tao

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

buoc tdng hop

139

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

140
112
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr Gln
5

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Trinh ty nhén tao

buoc tdng hop

140

5

Lys

Trp

vVal

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

Gly

42494

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gln
105

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser

20

25

10

Ser

Gln

Lys

Thr

vVal

90

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Ser
10

Ser

Gln Ser

Gln Arg

Arg Asp

60

Asp Phe
75
Tyr Tyr

Thr Lys

Leu Pro

Gln Ser

Gln Arg

Asp Asp

60

Asp Phe
75

Tyr Tyr

Thr Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Leu
30

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Leu Pro Val Thr Leu Gly

15

Gln Ser Leu Leu Asp Ser

30
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Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Lys Thr
35

Arg Leu

Phe Ser

vVal Glu

Phe Pro
100

141
112
PRT
Trinh tu

buoc
141
Val Met

Ala Ser
20

Lys Thr
35

Arg Leu

Phe Ser

Val Glu

Phe Pro
100

142
112
PRT
Trinh tu

buoc
142
Val Met

Ala Ser
20

Asp Gly Lys Thr

Pro Arg
50

35

Arg Leu

Tyr Leu Asn
Ile Tyr Asp
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhén tao

téng hop

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Asp
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe

nhan tao

tdng hop

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Val
55

Trp
Val
Ser
val

Gly

Pro
Lys
Trp
40

Val
Ser

val

Gly

Pro
Lys
Trp

40

Val

42494

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu
Ser
25

Leu

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Gln

Gly

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Asp

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp
60

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr
Leu
30

Gly

Gly

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu
15
Asp

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

276/293



Asp Arg Phe Ser

65

70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp

85

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

143
112
PRT

100

Trinh tu nhan tao

bugc
143
val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

144
112
PRT

téng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh ty nhan tao

buoc
144
Val

Ala

Lys

Arg

Phe

Val

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn

Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

42494

Gly Ser Gly Ser Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Thr
Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Lys
Gln
95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

Ile
80
Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly
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85

42494

90

95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg

50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Thr Val

Tyr Leu

Gly Trp

Gln Gly

65

Leu Gln

Ser Thr

145
112
PRT

100

Trinh ty nhan tao

buoc
145
val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

146
112
PRT

tdng hop

Met Thr Gln Ser
5

Ser Ile Ser Cys
20

Thr Tyr Leu Asn
Leu Ile Tyr Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp
85

Pro Tyr Thr Phe
100

Trinh tyu nhan tao

buoc
146
Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

tdng hop

Leu Val Gln Ser
5

Ile Ser Cys Lys
20

Trp Val Arg Gln
Asp Pro Glu Asn
55

Ala Thr Ile Thr
70

Gly Ser Leu Thr
85

Asp Phe Trp Gly
100

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gln

105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val
90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Gln

Gln

Glu

Asp

75

Tyr

Thr

Val

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

Val

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Ile

Leu

45

Glu

Asp

val

Thr

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Ser
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<210> 147
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhéan tao

<220>

<223> Duogc tdéng hop

<400> 147

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Gly Ser vVal Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 148
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> PDugc tdéng hop
<400> 148
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Glu Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 149
<211> 17
<212> PRT

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

<400> 149

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Glu Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 150

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> bDuogc tdng hop

<400> 150

Leu Val Ser Lys Asp Asp Ser
1 5

<210> 151

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> bPugc téng hop

<400> 151

Leu Val Ser Lys Gly Asp Ser
1 5

<210> 152

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pugc tdng hop

<400> 152

Leu Val Ser Lys Asn Asp Ser
1 5

<210> 153

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Pugc tdng hop

<400> 153

Leu Val Ser Lys Glu Asp Ser
1 5

<210> 154

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan tao
<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 154

Glu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 155

<211> 7

<212> PRT




42494

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 155

Leu Val Ser Lys Gln Asp Ser
1 5

<210> 156

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PDuogc tdéng hop

<400> 156

Asp Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 157

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Pugc tdng hop

<400> 157

Leu Val Ser Lys Lys Asp Ser
1 5

<210> 158

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 158

Leu Val Ser Lys Arg Asp Ser
1 ce- 5

<210> 159

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhéan tao
<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 159

Leu Val Ser Lys Thr Asp Ser
1 5

<210> 160

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Duoc tdng hop

<400> 160

Gly Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 161

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>

<223> PDuogc tdng hop

<400> 16l

Leu Val Ser Lys Val Asp Ser
1 5

<210> 162

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 162

Leu Val Ser Lys Ser Asp Ser
1 5

<210> 163

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 163

Leu Val Gly Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 164

<211> 7

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Puogc tdng hop

<400> 164

Val Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 165

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan tao
<220>

<223> Dbuogc tdng hop

<400> 165

Gly Val Ser Lys Arg Asp Ser
1 5

<210> 166

<211> 7

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 166

Gly Val Ser Lys Gly Asp Ser
1 5

<210> 167

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
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<223> Puoc tdng hop

<400> 167

Leu Val Gly Lys Gly Asp Ser
1 5

<210> 168

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pugc téng hop

<400> 168

Leu Val Gly Lys Arg Asp Ser
1 5

<210> 169

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhéan tao
<220>

<223> Duoc tdng hop

<400> 169

Leu Val Gly Lys Thr Asp Ser
1 5

<210> 170

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao
<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 170

Leu Val Gly Lys Asp Asp Ser
1 5

<210> 171

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Puoc tdng hop

<400> 171

Asp Val Ser Lys Gly Asp Ser
1 5

<210> 172

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> buogc tdng hop

<400> 172

Asp Val Ser Lys Arg Asp Ser
1 5

<210> 173

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> buoc tdng hop

283/293



<400>
Glu Val
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Val val
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser
1

Ser Thr

. Phe Pro

Gly Val
50

Leu Ser
65

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala

Lys Pro
130

Val Val
145

Tyr Val

42494

173

Ser Lys Gly Asp Ser
5

174

7

PRT

Trinh ty nhan tao

Puoc tdng hop

174

Ser Lys Arg Asp Ser
5

175

7

PRT

Trinh tu nhan tao

Puoc tdng hop

175
Ser Lys Asp Asp Ser
5
176
330
PRT
Homo sapiens
176
Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
5 10

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
20 25

.Glu.Pro. Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
35 40

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
55

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
70 75

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
85 90

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
100 105

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
115 120

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
135

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
150 155

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
165 170

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Pro

vVal

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
175

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu
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Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

vVal

305

Gln

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Thr Val

1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

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

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

177
107
PRT
Homo
177

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

178
442
PRT

Trinh ty nhan tao

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapliens

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

5

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

42494

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Val

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 178

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

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

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
130 135 140

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
145 150 155 160

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
180 185 190

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
195 200 205

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
210 215 220

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
225 230 235 240

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
245 250 255

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
260 265 270

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
275 280 285

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
290 295 300

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

—sg” f§



305

Lys Ala

Gln Pro

Met Thr

Pro Ser
370

Asn Tyr
385

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

Arg Thr

Gln Leu

130

Tyr Pro

Leu Pro
Arg Glu
340

Lys Asn
355

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

420

Ser Leu
435

179
219
PRT
Trinh tu

310

Ala Pro Ile
325

Pro Gln Val

Gln Val Ser

Ala Val Glu
375

Thr Pro Pro
390

Leu Thr Val
405

Ser Val Met

Ser Leu Ser

nhan tao

bugc tdng hop

179
Val Met

Ala Ser
20

Lys Thr
35

Arg Leu
Phe Ser
Val Glu
Phe Pro

100

Val Ala
115

Lys Ser

Arg Glu

Thr Gln Ser
5

Ile Ser Cys
Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu
55

Gly Ser Gly
70 :

Ala Glu Asp
85

Tyr Thr Phe
Ala Pro Ser
Gly Thr Ala

135

Ala Lys Val

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Pro
440

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

42494

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

425

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Lys

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln
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145

Ser Gly Asn Ser

Thr Tyr
Lys His
Pro Val

210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Met
1

Thr Gln
Pro Gly
Lys Asp
Glu Trp
65

Pro Lyé
Thr Ala
Tyr Phe
Val Ser

130

Ser Ser
145

Lys Asp
Leu Thr

Leu Tyr

Thr Gln

Ser Leu
180

Lys Val
195

Thr Lys

180
4601
PRT
Trinh tu

150
Gln Glu Ser
165
Ser Ser Thr

Tyr Ala Cys

Ser Phe Asn
215

nhan tao

buoc tdng hop

180
Ser Phe

Ala Glu
20

Ala Thr
35

Tyr Tyr

Ile Gly

Phe Gln

Tyr Leu
100

Cys Ser
115

Ser Ala

Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly
180

Ser Leu
195

Thr Tyr

Val Ser Leu
5

Val Gln Leu
Val Lys Ile
Leu His Trp

55

Trp Ile Asp
70

Gly Arg Ala
85

Gln Leu Gly
Thr Leu Asp

Ser Thr Lys
135

Thr Ser Gly
150

Pro Glu Pro
165
Val His Thr

Ser Ser Val

Ile Cys Asn

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Phe

120

Gly

Gly

vVal

Phe

Val

200

Val

42494

Thr
Thr
185

Val

Gly

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Glu

Ile

Leu

105

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asn

Glu
170
Leu

Thr

Glu

Val

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

170

Ala

Val

His

155

Gln

Ser

His

Cys

Gly

Gly

Ala

Arg

Gly

75

Ala

Ser

Gln

Val

Ala

155

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

Lys

Gln

Ile

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Gly

Phe

140

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Ala

Gly
205

Leu

Glu

Gly

45

Thr

Thr

Asp

Thr

125

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

205

Ser

Lys
Asp
190

Leu

Phe
vVal
30

Phe
Gln
Vai
Ser
Thr
110
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
190

Ser

Asn

Asp
175
Tyr

Ser

His

15

val

Asn

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

175

Ser

Leu

Thr

160

Ser

Glu

Ser

Ala

Lys

Ile

Leu

Asp

Asp

Val

Thr

Pro

Val

160

Ala

Gly

Gly

Lys

288/293



Val

225

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

305

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Ser

Gln

His

210

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

290

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

370

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
450

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Met Ser Phe Val Ser Leu Leu

1

Lys

Cys

Pro

Cys

275

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

355

Glu

Tyr

~Asn

Phe

Asn

435

Thr

181
238
PRT

Lys

Pro

Lys

260

Val

Tyr

Glu

His

Lys

340

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

420

Val

Gln

Trinh tu

Puoc tdng hop

181

Val

Ala

245

Pro

Val

val

Gln

Gln

325

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

405

Tyr

Phe

Lys

nhén tao

5

Glu

230

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

310

Asp

Arg

Lys

Asp

390

Lys

Ser

Ser

Ser

215

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

295

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

375

Ile

Thr-

Lys

Cys

Leu
455

Lys

Leu

Thr

Val

280

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

360

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

440

Ser

Thr Gln Ala Asp Val Val Met Thr

20

Thr Leu Gly Gln Pro Ala Ser Ile

42494

Ser

Leu

Leu

265

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

345

Gln

Val

Val

Pro

Thr

425

Val

Leu

Leu

Gln
25

Ser

Cys

Gly

250

Met

His

Val

Tyr

Gly

330

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

410

Val

Met

Ser

Val
10

Ser

Asp

235

Gly

Ile

Glu

His

Arg

315

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

395

Val

Asp

His

Pro

220

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
300
vVal
Glu
Lys
Thr
Thr
380
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
460

Thr

Ser

Arg

Pro

285

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

365

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

445

Lys

Gly Ile Leu

Pro Leu Ser

His

Val

Thr

270

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

350

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

430

Leu

Phe

Leu
30

Lys Ser Ser Gln

Thr

Phe

255

Pro

vVal

Thr

Val

Cys

335

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

415

Trp

His

His
15

Pro

Ser

Cys

240

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

320

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

400

Gly

Gln

Asn

Ala

Val

Leu
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Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Asn

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Trp

Val

75

Ser

Val

Gly

Val

Ser

155

Val

Leu

Glu

Arg
235

Leu

60

Gly

Gly

Gly

Gly

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

45

Gln

Lys

Thr

Val

Gly

125

Ile

vVal

Glu
Leu
205

Thr

Glu

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Arg

Asp

Phe

95

Tyr

‘Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly

35 40
Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
50 55
Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu Ile
65 70
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
85
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala
100
Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr
115 120
Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
130 135
Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
145 150
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
165
Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
180
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
195 200
Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
210 215
Leu Ser Ser.Pro Val Thr Lys Ser
225 230
<210> 182
<211> 1398
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 182
atgatgtcct ttgtctctct gctcctggtt
gtgcagctgg tgcagtctgg ggcagaggtt
tgtaaggctt ctggcttcaa cattaaagac
ggacagggcc tggagtggat tggatggatt
ccgaagttcc agggcagggc cactataaca
cagctcggca gcctgacatc tgaggacact
tggggccaag gcacccttgt cacagtctcc
cccctggecac cctctagcaa gagcacctct
aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg
gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcce
accgtgccct ccagcagctt gggcacccag
agcaacacca aggtggacaa gaaggttgag
ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg
cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc
agccacgaag accctgaggt caagttcaac
gccaagacaa agccgagaga ggagcagtac

ggcatcctat
gtgaagccag
tactatctgc
gatcctgaga
gcagacacat
gccgtctatt
tcagcctcca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt

tccatgccac
gggccacagt
actgggtgcg
atggtgatac
ccaccgacac
tctgttctac
ccaagggccc
cggccctggg
caggcgccct
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttcctett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt

ccaggccgag
caagatctcc
gcagaggcct
tgtgtatgac
agcctacctg
cctggacttc
atcggtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc

290/293
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180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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aaggagtaca
tccaaagcca
gagatgacca
atcgcecgtygg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

ggcatcctat
cccgttaccc
agtgatggaa
ctaatctatc
tcagggacag
tattgctggc
aaacgaactg
tccggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttca

10

agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctce
ggaacgtctt
gcctctcecect

tccatgccac
ttggacaacc
agacatattt
tggtgggcaa
atttcacact
aaggcacaca
tggctgcacc
ctagcgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc

acaggggaga

ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttcctc
ctcatgctcc
gtctcccggg

ccaggccgat
tgcctceccatc
gaattggttg
acgggactct
gaaaatcagc
ttttccgtac
atctgtcttc
gtgcctgctg
cctccaatcg
cagcctcagc
ctgcgaagtc
gtgttagtga

Leu Lys His Gln Pro

15

Asn Val Gln Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His Val Pro

10

accgtcctgce accaggactg gctgaatggce
gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc
caggtgtaca ccctgccccecc atcccgggag
tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac
ccggagaaca actacaagac cacgcctccc
tattccaaac tcaccgtgga caagagcagg
gtgatgcatg aggctctgca caaccactac
aaatgatgag atctcgag

<210> 183

<211> 729

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 183

atgatgtcct ttgtctctct gctcctggtt
gttgtgatga cccagtctcc actctctttg
tcttgcaagt caagtcagag cctcttagat
caacagaggc caggccagtc tccacggcgc
ggagtccctg acaggttcag tggcagtgga
agagtggagg ctgaggatgt gggagtttat
acgttcggag gggggaccaa gctggaaata
atcttccecge catctgatga gcagcttaag
aataacttct atcccagaga ggccaaagta
ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag
agcaccctga cgctgagcaa agcagactac
acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca
gatctcgag

<210> 184

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 184

Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn
1 5

Gly

<210> 185

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 185

1 5

Gly

<210> 186

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 186

15

Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro

1

Gly

5

10

15
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1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729
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<210> 187

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 187

Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro
1 5 10 15
Gly

<210> 188

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 188

Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His

1 5 10

<210> 189

<211> 4

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 189

Asn Val Lys Ser
1

<210> 190
<400> 190

000

<210> 191
<211> 10

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Duoc tdng hop

<220>

<221> DAC DPIEM-HON TAP

222> (2)..(3)

<223> Xaa = axit amin bat k¥

<220>

<221> PDPAC DPIEM-HON TAP

<222> (5)..(6)

<223> Xaa = axit amin bat ky

<220>

<221> PDAC DIEM-HON TAP

<222>  (8)..(8)

<223> Xaa = axit amin bat ky

<220>

<221> DAC DIEM-HON TAP

<222>  (9)..(9)

<223> Xaa = Lys hodc His

<400> 191

Lys Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Asn Xaa Xaa His
1 5 10



<210> 192
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 192

Lys Cys Gly
1

<210> 193
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 193

Lys Cys Gly
1

<210> 194
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 194
Lys Ile Gly
1

42494

sapiens

Ser Lys Asp Asn Ile Lys His
5 10

sapiens

Ser Leu Gly Asn Ile His His
5 10

sapiens

Ser Leu Asp Asn Ile Thr His
5 10
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