BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0043308

C07K 16/18; C12N 15/63; C12N 15/13; (13) B

19
(1) CI2N 1/15; C12N 1/19

(21) 1-2019-06727 (22) 02/05/2018

(86) PCT/US2018/030739 02/05/2018 (87) WO 2018/204546 08/11/2018

(30) 62/500,427 02/05/2017 US; 62/580,408 01/11/2017 US

(45) 25/02/2025 443 (43) 25/06/2020 387

(73) PROTHENA BIOSCIENCES LIMITED (IE)
77 Sir John Rogerson's Quay, Block C, Grand Canal Docklands, Dublin 2, D02
T804, Ireland

(72) BARBOUR, Robin (US); ALEXANDER, Svetlana (US); RENZ, Mark E. (US);
GAI, Shuning (US); NIJJAR, Tarlochan S. (US); DOLAN, Philip James (US);
PAYNE, Philip (US).

(74) Cong ty TNHH Qudc té D &N (D&N INTERNATIONAL CO.,LTD.)

(54) KHANG THE GAN KET VOI TAU NGUOIL, DUGC PHAM CHUA KHANG THE
NAY VA PHUONG PHAP IN VITRO BE LAM CHO KHANG THE CHUQT
TUCONG THICH VOI NGUOI



(21) 1-2019-06727
(57) Sang ché dé xuat cac khang thé lién két dac hiéu véi tau. Cac khang thé nay
trc ché hoic 1am cham cac bénh gay ra boi tau va lam giam céc triéu chiing bi gay

ra boi tau. Ngoai ra, sang ché con dé cip dén duoc pham chira khang thé nay va

phuong phap tao ra khang thé nay.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cip

Sang ché dé xuat cac khang thé gan két dac hiéu voi tau. Cac khang the nay e ché

hodc l1am chdm céac bénh gy ra bdi tau va lam giam céc triéu chimg gay ra boi tau.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Tau la protein nguoi da dugce biét 5 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 bao cao 1a dong vai tro
trong vigc on dinh cac vi 6ng, cu thé 1a & hé than kinh trung uong. Tau toan phén (t-tau,
nghia la, dang dugc phosphoryl hoa va khong duoc phosphoryl hoa) va phospho-tau (p-
tau. nghia la, tau duge phosphoryl hoa) duoc giai phong boi ndo dap ing voi su ton thuong
noron va thoai hoa than kinh va di duoc bao céo la xay ra véi mie do gia ting trong CSF
ctia bénh nhan Alzheimer so v6i quan thé chung (Jack va dong tac gia, Lancet Neurol

9:119-28 (2010)).

Tau la thanh phan chinh ctia dam rdi than kinh, ma cung v6i cac mang 1a dau hiéu
xac nhan bénh Alzheimer. Cac dam roi tao thanh cac soi bat thuong c6 duong kinh 10 nm
xuét hién theo cap dugc cudn theo kiéu xoan v6i chu ky on dinh 1a 80 nm. Tau nam trong
céc dam rdi than kinh bi phosphoryl hoa bat thudng (bi ting phosphoryl hoa) véi cac nhém
phosphat duoc gin vao céc vi tri cu thé trén phan tir. Su lién quan chit ché cua cac dam roi
than kinh dugce quan sat thdy trong céc noron 16p II cua vo ndo khiu, cac ving CAl va
ving nén cua hoi hai ma, hach hanh nhan, va cdc 16p sau hon (16p 111, V, va mat ngoai VI)
cta vo ndo ma&i & bénh Alzheimer. Tau bi phosphoryl hoa ting cling dugc bao cdo la can

trd su 1ap rap vi ong, di€u nay co thé thiuc day su pha v& mang noron.

Cac thé vii Tau 1a mot phan ctia bénh hoc thin kinh xac dinh ciia mot s6 bénh thoai
hoéa than kinh bao gdm bénh Alzheimer, bénh thodi héa thity trén thai duong, bénh liét trén

nhan tién trién va bénh Pick.

Ban chit k§ thuét ciia sang ché
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuat khang thé don dong duoc phan lap gan két
dac hiéu véi tau. Mot sb khang thé nay canh tranh dé gan két v6i tau ngudi v6i khang thé

5G8. Mot s6 khang thé nay gan két véi cling mot epitop trén tau ngudi voi 5G8.

Mot s6 khang thé chira ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning ctia khang thé don
dong 5G8, trong d6 5G8 la khang thé chu6t duoc dic trung béi ving bién ddi chudi nang
cO trinh tu axit amin chira SEQ ID NO:7 va vung bién dbi chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin
chira SEQ ID NO:8. Trong mot sé khang thé, ba CDR chudi nang 1a nhu duge xac dinh
bai To hgp Kabat/Chothia (SEQ ID NO:11, 12, va 13) va ba CDR chudi nhe 1 nhu duoc
xéc dinh bai T hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:14, 15, va 16).

Vi du, khang thé nay c6 thé 1a SG8 hoic dang kham, dugc nguy trang, hodc duoc
lam twong thich v&i nguoi cua nod. Trong mot s6 khang thé nay, chudi nang bién dbi co ty
16 tvong ddng > 85% v6i trinh tu ngudi. Trong mot s6 khang thé, chudi nhe bién doi co ty
1é twong dong > 85% vdi trinh tw nguoi. Trong mot s6 khang thé, mdi chudi nang bién do6i

va chudi nhe bién doi co ty 1€ tuong dong > 85% voi trinh tu dong mam cuia nguoi.

Mot s6 khang thé 1a khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi. Mot s6 khang thé
la khang thé 5G8 duoc lam twong thich v6i ngudi hoic kham gan két dac hiéu véi tau
nguoi, trong d6 SG8 la khang thé chudt duoc dic trung béi ving bién ddi chudi ning trudng
thanh cta SEQ ID NO:7 va ving bién doi chudi nhe truéng thanh ctiia SEQ ID NO:8. Mét
s6 khang thé chira ving bién d6i chudi ning truong thanh duogc lam tuong thich véi nguoi
chira ba CDR chudi nang cua 5G8 va ving bién doi chudi nhe trudng thanh dugc lam tuong

thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe cua 5G8.

Trong mot s6 khang thé, cac CDR ¢6 dinh nghia duge chon tir nhém bao gom Kabat,
Chothia, T6 hop Kabat/Chothia, AbM va Contact. Trong mot s6 khang thé, ving bién doi
chudi nang truéng thanh dugc 1am tuong thich voi ngudi chira ba CDR chudi nang To hop
Kabat/Chothia ctia 5G8 (SEQ ID NO:11-13) va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh duge
lam twong thich v&i ngudi chita ba CDR chudi nhe T6 hop Kabat/Chothia ctia SG8 (SEQ
ID NO:14-16). Trong mot s6 khang thé, vung bién doi chudi nang trudng thanh dugc lam
twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi ndng Kabat cia 5G8 (SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:12, va SEQ ID NO:13) va ving bién doi chudi nhe trudng thanh duge lam twong thich
v6i nguoi chirta ba CDR chudi nhe Kabat cua 5G8 (SEQ ID NO:14-16). Trong mdt )
khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng thanh duge lam twong thich véi nguoi chira ba
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CDR chudi ning Chothia ctia 5G8 (SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, va SEQ ID NO:13)
va ving bién d8i chudi nhe trudng thanh duge lam twong thich véi nguoi chira ba CDR
chudi nhe Chothia ciia 5G8 (SEQ ID NO:14-16). Trong mot s khang thé, ving bién dbi
chudi ning trudng thanh duge lam tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi ning AbM
ciia 5G8 (SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO: 13)) va ving bién d6i chudi nhe
truong thanh duoc lam twong thich véi nguoi chitra ba CDR chudi nhe AbM cua 5G8 (SEQ
ID NO:14-16). Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh duoc lam
tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi ning Contact ctia 5G8 (SEQ ID NO:19, SEQ
ID NO:22, va SEQ ID NO:23)) va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh dugc lam tuong
thich véi ngudi chira ba CDR chudi nhe Contact ctia 5G8 (SEQ ID NO:24-26).

Mot s6 khang thé chira ving bién dbi chudi nang truong thanh dugc lam twong thich
voi ngudi ¢ trinh ty axit amin tuong dong it nhét 13 90% véi trinh tu bat ky trong s6 cac
trinh ty néu trong SEQ ID NO:33-40 va ving bién dbi chudi nhe trudong thanh dugce lam
tuong thich v6i ngudi c6 trinh ty axit amin tuong dong it nhét 13 90% vdi trinh tu bat ky

trong sb cac trinh ty néu trong SEQ ID NO:41-46.

Trong mot sb khang thé, it nhit mot trong sb céac vi tri sau day bi chiém boi axit
amin nhu dwoc xéc dinh 1a: H48 b chiém béi I, H71 bi chiém boi S, HI3 bi chiém boi S,
va H94 bi chiém béi P. Trong mot sb khang thé, cac vi tri H48, H71, H93, va H94 trong
vung VH 14n luot bi chiém béi 1, S, S, va P. Trong mot s6 khang thé, it nhit mot trong sb
c4c vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu duogc xac dinh 1a: H1 bi chiém boi E, H48 bi
chiém béi L H71 bi chiém boi S, H93 bi chiém bai S, va H94 bi chiém bdi P. Trong mot
s6 khang thé, cac vi tri H1, H48, H71, H93, va H94 trong ving VH 1in luot bi chiém béi
E,LS,S, vaP.

Trong mot sb khang thé, it nhit mét trong s cac vi tri sau day bi chiém boi axit
amin nhu duge xéc dinh 13: H1 bi chiém boi E, H46 bi chiém boi D, H48 bi chiém bai 1,
H71 bj chiém béi S, HO3 bi chiém bdi S, va H94 bi chiém bdi P. Trong mot s6 khang thé,
cac vi tri H1, H46, H48, H71, H93, va H94 trong vung VH lan luot bi chiém boi E, D, 1,
S, S, va P. Trong mot s6 khang thé, it nhit mot trong sb céac vi tri sau day bi chiém boi axit
amin nhu dwoc xéc dinh 1a: HI bj chiém béi E, H11 bi chiém bdi L, H12 bi chiém boi V,
F119 bj chiém bai R, H20 bi chiém boi L, H46 bi chiém boi D, H48 bi chiém boi I, H71 bi
chiém boi S, H76 bi chiém béi N, H80 bi chiém bsi L, H93 bi chiém béi S, va H94 bi
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chiém béi P. Trong mdt s6 khang thé, cac vi tri H1, H11, H12, H19, H20, H46, H48, H71,
H76, H80, H93, va H94 trong vung VH lan luot bi chiém béi E, L, V,R, L, D, I, S, N, L,
S,vaP.

Trong mot ) khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau day bi chiém boi axit
amin nhu duoc xac dinh 12: H66 bi chiém béi R, H67 bi chiém bai V, va H78 bi chiém béi
V. Trong mot s6 khang thé, céc vi tri H66, H67, va H78 trong viing VH 1an lugt b chiém
b6iR, V,va V.

Trong mot s6 khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau day bi chiém béi axit
amin nhu duoc xéc dinh 1a: H1 bi chiém boi Q hodc E, H11 bi chiém bdi V hodc L, H12
bi chiém bai K hodc V, H19 bi chiém béi K hodc R, H20 bi chiém béi V hodc L, H23 bi
chiém béi K hodc A, H46 bi chiém bai E hodc D, H48 bi chiém bai M hodc I, H66 bi chiém
boi K hodc R, H67 bi chiém béi A hodc V, H71 bi chiém béi R hodc S, H76 bi chiém boi
S hoac N, H78 bi chiém bai A hoac V, H80 bi chiém bdi M hoac L, H93 bi chiém boi T,
S, hodc A, va H94 bi chiém bai L. P. hodc R.

Trong mot s6 khang thé, céc vi tri H48, H71, H93, va H94 trong ving VH lan luot
bi chiém boi I, S, S, va P. Trong mot sé khang thé, cac vi tri H1, H48, H71, H93, va H94
trong ving VH 14n luot bi chiém b&i E, I, S, S, va P. Trong mot s6 khéng thé, cac vi tri HI,
H46, H48, H71, H93, va H94 trong ving VH lan luot bi chiém bdi E, D, L, S, S, va P.
Trong mot sb khang thé, cac vi tri H1, H11, H12, H19, H20, H46, H48, H71, H76, HS0,
H93, va H94 trong vung VH lan lugt bi chiém boi E, L, V, R, L, D, I, S, N, L, S, va P.
Trong mot sb khang thé, cac vi tri H1, H11, H12, H19, H20, H23, H46, H48, H71, HT6,
H80, H93, va H94 trong ving VH 1an luot bi chiém boi E, L, V,R, L, A, D, I, S, N, L, S,
va P. Trong mot sb khang thé, cac vi tri H66. H67. H78. H93, va H94 trong vung VH lan
lrot bi chiém bai R, V. V. A, va R. Trong mot s6 khang thé, cdc vi trf H1, H46, H48, H66,
H67, H71, H78, H93, va H94 trong ving VH 1n luot bi chiém béi E, D, LR, V, S, V. S,

va P.

Trong mot s6 khang thé, it nhat mot trong sé cac vi tri sau day bi chiém bai axit
amin nhu dugc xac dinh 1a: L2 bi chiém boi V, L7 bi chiém bai S, L17 bi chiém bdi E, L36
bi chiém béi L, L45 bi chiém béi Q, L46 bi chiém bai R, va L70 bi chiém béi D.

Trong mot sb khang thé, it nhit mot trong s cac vi tri sau day bi chiém boi axit

amin nhu duoc xac dinh 1a: L2 bi chiém bi V, L36 bi chiém boi L, va L46 bi chiém béi
4
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R. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L2, L36, va L46 trong ving VL lan luot bi chiém boi
V, L, va R. Trong mot sb khang thé, it nhat mot trong s6 cac vi tri sau day b1 chiém bai
axit amin nhur dugc xac dinh 1a: 1.2 bi chiém boi V, L36 bi chiém boi L, L46 bi chiém béi
R, vaL70 bi chiém boi D. Trong mot ) khang thé, cac vi trf L2, L36, 146, va L70 trong
ving VL 1an luot bi chiém b&i V, L, R, va D. Trong mot s6 khang thé, it nhat mot trong s
cac vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu dugc x4c dinh 1a: L45 bi chiém boi QvalL70
bi chiém boi D. Trong mot sd khang thé, cac vi tri L45 va L70 trong ving VL lan luot bi
chiém boi Q va D.

Trong mot sb khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau day bi chiém boi axit
amin nhu duoc xac dinh 1a: L2 bi chiém boi I hodc V, L7 bi chiém bai T hodc S, L17 bi
chiém boi Q hodc E, L36 bi chiém b&i Y hodc L, L45 bi chiém béi K hode Q, L46 bi chiém
boi L hodc R, va L70 bi chiém bai G hodc D.

Trong mot s6 khéng thé, cac vi tri L2, 136, va L46 trong viing VL 1an lugt bi chiém
boi V, L, va R. Trong mot s khang thé, cac vi tri L2, L36, L46, va L70 trong ving VL lan
lugt bi chiém bai V. L. R, va D. Trong mot sd khéng thé, cac vi trf L2, L7, L17. L36. L46.
va L70 trong vung VL lan luot bi chiém b&i V, S, E, L, R, va D. Trong mot sb khang thé,
chc vi tri L45 va L70 trong ving VL 1an luot bi chiém boi Q va D. Trong mot sé khéng
thé, céc vi tri L2, 136, L45, 146, va L70 trong ving VL lan luot bi chiém bdi V, L, Q, R,
vaD.

Mot s6 khang thé chira viing bién d6i chudi nang truong thanh co trinh tu axit amin
twong dong it nhat 1a 95% véi trinh tu bat ky trong s cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:33-
40 va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin tuong ddng it nhét 1a 95%
v&i trinh tw bat ky trong sd céc trinh t néu trong SEQ ID NO:41-46. Mot s6 khéng thé
chra ving bién doi chudi ning truong thanh ¢6 trinh tu axit amin twong déng it nhat la
98% v&i trinh tu bit ki trong s c4c trinh ty néu trong SEQ ID NO:33-40 va ving bién doi
chudi nhe trudng thanh co trinh ty axit amin tuong ddng it nhat 1a 98% vdi trinh tu bat ky
trong sd cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:41-46.

Trong mot so khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin ctia bét k¥ trong s& SEQ ID NO:33-40 va ving bién doi chudi nhe truong thanh c6

trinh tw axit amin cta trinh tu bt k¥ trong 36 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:41-46.

Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi nang trudng thanh co trinh tu axit
5
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amin néu trong SEQ ID NO:33 va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién dbi chudi ning trudng
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:33 va vung bién doi chudi nhe truéng \
thanh ¢4 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khéang thé, ving bién
d6i chudi ning trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:33 va vung bién
d6i chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot s6
khang thé, ving bién d6i chudi ndng truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:33 va ving bién dbi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mot s6 khang thé, vung bién d6i chudi nang truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:33 va vung bién ddi chudi nhe trudong thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong
thanh co6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:33 va vung bién ddi chudi nhe trudng

thanh c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mot sé khang thé, viing bién d6i chudi nang truong thanh c¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:34 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi ning trudng
thanh co6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:34 va vung bién ddi chudi nhe trudng
thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot sb khéng thé, vung bién
d6i chudi ning truéng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:34 va vung bién
d6i chudi nhe truong thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot sb
khang thé, ving bién d6i chudi ning trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:34 va ving bién doi chudi nhe truéng thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mot s6 khang thé, ving bién déi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ [D NO:34 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién do6i chudi ning truong
thanh c¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:34 va vung bién dbi chudi nhe trudng
thanh ¢4 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mdt so khang thé, vung bién doi chudi nang truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:35 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong

thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:35 va vung bién doi chudi nhe truéng
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thanh co6 trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khang thé, vung bién
d6i chudi ning trudong thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:35 va viing bién
ddi chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot s6
khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:35 va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mot s6 khang thé, ving bién doi chudi ning truéng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:35 va vung bién ddi chudi nhe trudong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién doi chudi nang trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:35 va vung bién d6i chudi nhe trudng

thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mot sé khang thé, ving bién dbi chudi nang trudng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:36 va vung bién ddi chudi nhe trudong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién dbi chudi ning truong
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:36 va vung bién d6i chudi nhe truong
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi nang trwong thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:36 va vung bién
d6i chudi nhe trudng thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot sb
khéng thé, ving bién d6i chudi nang truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:36 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi niang truong thanh cé trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:36 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién dbi chudi ning truéng
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:36 va vung bién doi chudi nhe trudéng

thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mdt sd khang thé, ving bién doi chudi nang trudng thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:37 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng
thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:37 va vung bién do6i chudi nhe trudng
thanh co6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi ning truong thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:37 va ving bién

d6i chudi nhe trudng thanh ¢ trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot s
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khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:37 va vung bién dbi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mdt s6 khang thé, viing bién doi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:37 va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, vung bién do6i chudi nang trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:37 va vung bién ddi chudi nhe trudong

thanh ¢6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mot so khang thé, ving bién doi chudi ning truéng thanh co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:38 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh ¢ trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, vung bién d6i chudi nang truéng
thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:38 va vung bién d6i chudi nhe trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi ning truémg thanh cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:38 va vung bién
ddi chudi nhe trudong thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot 56
khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D
NO:38 va ving bién do6i chudi nhe trudong thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D
NO:44. Trong mdt s6 khéng thé, ving bién doi chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:38 va vung bién dbi chudi nhe trudong thanh c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning truong
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:38 va vung bién d6i chudi nhe trudéng

thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mot sé khang thé, vung bién ddi chudi nang truéng thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:39 va vung bién ddi chudi nhe trudong thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khéang thé, ving bién doi chudi nang truong
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:39 va viung bién doi chudi nhe truéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mdt s6 khang thé, ving bién
d6i chudi ning truéng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:39 va vung bién
d6i chudi nhe truong thanh cd trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot 56
khang thé, ving bién d61 chudi nang trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:39 va ving bién doi chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID

NO:44. Trong mot s khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng thanh c6 trinh tu axit
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amin néu trong SEQ ID NO:39 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh cé trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong
thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:39 va vung bién d6i chudi nhe trudng

thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Trong mot sb khang thé, ving bién d6i chudi nang truong thanh c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:41. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi ning
trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién doi chudi nhe
trudng thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:42. Trong mot s6 khéang thé, ving
bién d6i chudi ning trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:40 va vung
bién ddi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:43. Trong mot
s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:40 va vung bién dbi chudi nhe trudng thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:44. Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:45. Trong mot s6 khang thé, ving bién doi chudi nang truong
thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién doi chudi nhe truéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:46.

Mot s6 khang thé chitra ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning cta khang thé don
dong 6A 10, trong d6 6A10 1a khang thé chudt duoe dac trung boi viing bién doi chudi nang
¢ trinh tu axit amin chta SEQ ID NO:63 va vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin
chira SEQ ID NO:64. Trong mot s khang thé, ba CDR chudi ndng 1a nhu dugc xéc dinh
bai To hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:65, 66, va 67) va ba CDR chudi nhe 1a nhu duoc
xac dinh boi T6 hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:68, 69, va 70).

Vi dy, khang thé nay co thé 1a 6A10 hoac dang kham, dugc nguy trang, hodc dugc
lam tuong thich v&i nguoi cua nd. Trong mot s6 khang thé, chudi ning bién ddi c6 ty lé
twong ddng > 85% vdi trinh tw ngudi. Trong mot sO khéng the. chudi nhe bien doi c6 ty 18
trong dong > 85% vdi trinh tr nguoi. Trong mot s6 khang thé, mdi chudi nang bién doi va
chudi nhe bién ddi co ty 1& twong dong > 85% vdi trinh tu dong mam clia ngudi.

Mot s khang thé 1a khang thé duoc 1am twong thich v6i ngudi. Mot s6 khéng thé
la khéng thé 6A10 duoc lam twong thich v6i ngudi hodc kham gan két dac hiéu véi tau
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ngudi, trong d6 6A10 la khang thé chuodt duoc dic trung boéi ving bién ddi chudi nang
trudng thanh cia SEQ ID NO:63 va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh cta SEQ ID
NO:64. Mot sé khang thé chira ving bién doi chudi ning truéng thanh dugc lam twong
thich v&i ngudi chira ba CDR chudi ning cta 6A10 va ving bién doi chudi nhe trudng

thanh duoc lam twong thich vdi nguoi chira ba CDR chudi nhe ctia 6A10.

Trong mot s6 khang thé, cac CDR dugc dinh nghia la dugc chon tir nhém bao gom
Kabat, Chothia, Té6 hop Kabat/Chothia, AbM va Contact. Trong mdt sé khang thé, viing
bién dbi chudi nang trwong thanh duge lam twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi ning
Té hop Kabat/Chothia ciia 6A10 (SEQ ID NO:65-67) va ving bién di chudi nhe truong
thanh duogc lam twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe T6 hop Kabat/Chothia ctia
6A10 (SEQ ID NO:68-70). Trong mdt s khang thé, ving bién dbi chudi nang trudng thanh
duoc lam tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi ning Kabat ctia 6A10 (SEQ ID NO:71,
SEQ ID NO:66, va SEQ ID NO:67) va viing bién ddi chudi nhe truong thanh duge lam
twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe Kabat ctia 6A10 (SEQ ID NO:68-70). Trong
mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng thanh duge lam tuong thich véi nguoi
chtta ba CDR chudi nang Chothia cia 6A10 (SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:74, va SEQ ID
NO:67) va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh duge lam tuong thich véi ngudi chira ba
CDR chudi nhe Chothia cia 6A10 (SEQ ID NO:68-70). Trong mdt s6 khang thé, ving
bién dbi chudi nang trurdng thanh duoc 1am twong thich véi ngudi chita ba CDR chubi nang
AbM ctia 6A10 (SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:75, va SEQ ID NO:67)) va vung bién d6i
chudi nhe truong thanh duge 1am tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe AbM cua
6A10 (SEQ ID NO:68-70). Trong mot s khang thé, ving bién doi chudi ndng trrong thanh
duoc lam tuong thich vdi nguoi chira ba CDR chudi ning Contact cia 6A10 (SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:76, va SEQ ID NO:77)) va vung bién doi chudi nhe trudng thanh duge
lam tuong thich v&i nguoi chira ba CDR chudi nhe Contact ciia 6A10 (SEQ ID NO:78-80).

Mot s6 khang thé chira ving bién doi chudi nang trudng thanh dugce lam twong thich
v6i ngudi ¢6 trinh tur axit amin twong dong it nhat 1a 90% véi trinh ty bat ky trong s céc
trinh tr néu trong SEQ ID NO:85-87 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh dugc lam
twong thich v&i nguoi ¢6 trinh tir axit amin tuong ddng it nhat 1a 90% véi trinh tu bat ky
trong s6 céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:88-90.

Trong mot sé khéng thé, vi tri H48 trong ving VH bi chiém béi I.
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Trong mot sb khang thé, it nhat mét trong sd cac vi tri sau day trong ving VH bi
chiém béi axit amin nhu dwoc xac dinh 1a: H16 bi chiém béi A hodc G, H48 bi chiém boi

M hodc I, H69 bi chiém boi T hodc I, va H80 bi chiém béi M hoiac L.

Trong mot sé khang thé, vi trf H48 trong ving VH bi chiém boi L. Trong mot s6
khang thé, cac vi tri H16, H48, H69, va H80 trong viing VH lan luot bi chiém bdi G, L I,

vaLlL.
Trong mot sb khang thé, L46 trong ving VL bi chiém bdi L.

Trong mot sb khang thé, it nhit mot trong sé cac vi tri sau day trong ving VL bi
chiém béi axit amin nhu dwgc x4c dinh 1a: L12 bi chiém boi P hoge S, L17 bi chiém boi Q

hodc E, va L46 bi chiém boi R hodc L.

Trong mot s khang thé, vi tri L46 trong ving VL bi chiém b&i L. Trong mot s6
khang thé, céc vi tri L12, L17, va L46 trong ving VL lan [uot bi chiém boi S, E, va L.

Mot sb khang thé chira ving bién ddi chudi ning trudng thanh 6 trinh ty axit amin
twong dong it nhit 1a 95% véi trinh tu bat ky trong sb c4c trinh tu néu trong SEQ ID NO:85-
87 va viing bién ddi chudi nhe truéng thanh ¢6 trinh tu axit amin twong dong it nhat 1a 95%
v&i trinh tu bat ky trong sd cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:88-90. Mot s6 khang thé
chira ving bién d6i chudi nang trudong thanh cé trinh ty axit amin tuong dong it nhat 1a
98% véi trinh tu bt k¥ trong s6 céc trinh ty néu trong SEQ ID NO:85-87 va ving bién doi
chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin tuong dong it nhét 1a 98% véi trinh tu bat ky

trong sd cac trinh tw néu trong SEQ ID NO:88-90.

Trong mét s6 khang thé, vung bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin cua bét ky trong s& SEQ ID NO:85-87 va viing bién d6i chudi nhe trudng thanh ¢6
trinh tu axit amin cua trinh tu bat k¥ trong s6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:88-90.

Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi nang truéng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:85 va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:88. Trong mat s6 khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:85 va vung bién d6i chudi nhe truong
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:89. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi nang trudong thanh cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:85 va ving bién
d6i chudi nhe truéng thanh c6 trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:90.

11
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Trong mdt sd khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:86 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh c6 trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:88. Trong mot s6 khéang thé, ving bién dbi chudi nang trudng
thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:86 va vung bién d6i chudi nhe truéng
thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:89. Trong mot s6 khang thé, ving bién
ddi chudi ning truong thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:86 va ving bién

d6i chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:90.

Trong mdt sé khang thé, ving bién dbi chudi ning trudng thanh ¢ trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:87 va vung bién doi chudi nhe trudong thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:88. Trong mdt s6 khang thé, viing bién doi chudi nang trudng
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:87 va ving bién ddi chudi nhe truéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:89. Trong mot sb khang thé, vung bién
d6i chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:87 va ving bién

d6i chudi nhe truéng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:90.

Mot sb khang thé chira ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi nang ctia khang thé don
dong 8A4, trong d6 8A4 1a khang thé chudt dugce dac trung boi ving bién doi chudi ning
cé trinh tu axit amin chtra SEQ ID NO:91 va vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tr axit amin
chira SEQ ID NO:92. Trong mot sb khang thé, ba CDR chudi nang 1a nhu dugc xac dinh
bdi T hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:93, 94, va 95) va ba CDR chudi nhe la nhu dugc
x4c dinh boi T6 hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:96, 97, va 98).

Vi du, khang thé nay co thé 1a 8A4 hoic dang kham, dugc nguy trang, hoac dugc
lam tuong thich v6i ngudi cta né. Trong mot sb khéng thé, chudi nang bién doi ¢6 ty 1é
trong déng > 85% Vi trinh tw nguoi. Trong mot s6 khang thé, chudi nhe bién dbi c6 ty 1&
twong ddng > 85% véi trinh tu ngudi. Trong mét sb khang thé, mdi chudi nang bién doi va

chudi nhe bién ddi ¢6 ty 1& tuong ddng > 85% vdi trinh tu dong mam cla nguoi.

Mot s6 khang thé 1a khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi. Mot s6 khang the
la khang thé 8A4 dwoc lam twong thich véi nguoi hodc kham gan két dic hiéu véi tau
nguoi, trong d6 8A4 1a khang thé chudt duge dac trung boi viing bién d6i chudi nang truéng
thanh cta SEQ ID NO:91 va ving bién déi chudi nhe truéng thanh cia SEQ ID NO:92.
Mot sb khang thé chira ving bién d6i chudi nang truéng thanh dugc lam tuong thich véi
ngudi chira ba CDR chudi ndng cia 8A4 va ving bién doi chudi nhe truéng thanh dugc
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lam tuong thich v&i ngudi chita ba CDR chudi nhe cia 8A4.

Trong mdt ) khéng thé, cac CDR duoc dinh nghia la dugc chon tir nhém bao g@)m
Kabat, Chothia, T hop Kabat/Chothia, AbM va Contact. Trong mot sd khang thé, ving
bién di chudi nang trudng thanh duge lam twong thich véi ngudi chita ba CDR chudi nang
Té hop Kabat/Chothia ciia 8A4 (SEQ ID N0:93-95) va ving bién d6i chudi nhe truéng
thanh duoc lam tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe TH hop Kabat/Chothia ctia
8A4 (SEQ ID NO:96-98). Trong mot sb khang thé, ving bién doi chudi nang truong thanh
duoc lam twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi nang Kabat ctia 8A4 (SEQ ID NO:99,
SEQ ID NO:94, va SEQ ID NO:95) va vung bién doi chudi nhe truong thanh duge lam
tuong thich véi nguoi chita ba CDR chudi nhe Kabat ctia 8A4 (SEQ ID NO:96-98). Trong
mdt sé khang thé, ving bién ddi chudi nang trudong thanh dugc lam twong thich véi nguoi
chira ba CDR chudi ning Chothia cua 8A4 (SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:102, va SEQ ID
NO:95) va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh dugc lam twong thich véi nguoi chira ba
CDR chudi nhe Chothia ctia 8A4 (SEQ ID N0:96-98). Trong mot s6 khang thé, viing bién
d6i chudi nang truong thanh duge lam twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi ning
ADbM cta 8A4 (SEQ ID NO:93, SEQ ID NO:103, va SEQ ID NO:95)) va viung bién doi
chudi nhe trudong thanh duge lam twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi nhe AbM ctia
8A4 (SEQ ID NO:96-98). Trong mot s6 khang thé, ving bién doi chudi nang trudng thanh
duoc lam twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi ning Contact cia 8A4 (SEQ ID
NO:101, SEQ ID NO:104, va SEQ ID NO:105)) va vung bién ddi chudi nhe truong thanh
duoc lam twong thich vé1 nguoi chia ba CDR chudi nhe Contact cua 8A4 (SEQ ID
NO:106-108).

Mot sb khang thé chira ving bién d6i chudi nang trudong thanh duge lam twong thich
vG1 nguoi ¢o trinh tu axit amin twong dong it nhat 1a 90% vdi trinh tu bat ky trong sd cac
trinh tr néu trong SEQ ID NO:113-115 va vung bién d6i chudi nhe trudng thanh dugc lam
twong thich v&i nguoi ¢o trinh ty axit amin tuong ddng it nhat 1a 90% véi trinh tu bat ky
trong sb céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:116-118.

Trong mot sé khang thé, vi tri H93 ctia ving VH bi chiém béi S.

Trong mot sd khéng thé, it nhat mot trong sb céc vi tri sau ddy trong vung VH bi
chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh 1a: H12 bi chiém boi V, H16 bi chiém bai G, H20
bi chiém boi L, va H68 bi chiém boi T. Trong mot sd khang thé, céc vi tri H12, H16, H20,
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va H68 trong vung VH lan lugt bi chiém béi V, G, L, va T.

Trong mdt s6 khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau dy trong ving VH bi
chiém b&i axit amin nhu duoc x4c dinh 1a; H12 bi chiém bai K hodc V, H16 bi chiém béi
S hodic G, H20 bi chiém b&i V hoac L, H48 b chiém boi M hodc I, H67 bi chiém boi A
hodc I, H68 bi chiém boi N hodc T, H85 b chiém boi D hodc E, va H93 bi chiém bdi S
hoac A.

Trong mot s6 khang thé, vi tri H93 trong ving VH bi chiém boi S. Trong mot s6
khang thé, cac vi tri H12, H16, H20, H68, va H93 trong viing VH 1an luot bi chiém boi V,
G.L, T, vaS. Trong mot s6 khang thé, cac vi trf H12, H16, H20, H48, H67, H68, va H8S
trong ving VH lan lugt bi chiém boi V, G, L, I, A, T, va E.

Trong mot sé khéng thé, vi tri L17 trong ving VL bi chiém bai E.

Trong mdt s6 khang thé, it nhat mot trong s céc vi tri sau day trong vung VL bi
chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh 1a: 1.2 bi chiém béi I hodc V. L17 bi chiém béi Q

hodic E, va 136 bi chiém boi F hodc L.

Trong mdt s6 khang thé, vi tri L17 trong ving VL bi chiém boi E. Trong mot sb

khang thé, cdc vi tri L2, L17, va L36 trong ving VL 1an luot bi chiém bdi V, E, va L.

Mot s6 khang thé chia ving bién ddi chudi nang truéng thanh co trinh tu axit amin
trong dong it nhét 1a 95% véi trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID
NO:113-115 va vung bién doi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin tuong dong it

nhit 12 95% véi trinh tu bat ky trong s6 céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:116-118.

Mot sb khang thé chira ving bién d6i chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit amin
twong dong it nhat 12 98% v&i trinh tu bét ky trong sb cac trinh tw néu trong SEQ ID
NO:113-115 va ving bién ddi chudi nhe trurdng thanh c6 trinh tw axit amin twong dong it

nhét 12 98% véi trinh tw bat ky trong s6 céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:116-118.

Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi nang truéng thanh co trinh tu axit
amin cua bat ky trong s6 SEQ ID NO:113-115 va viing bién dbi chudi nhe truong thanh co

trinh tu axit amin cua trinh ty bét ky trong s6 céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:116-118.

Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:113 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO:116. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudong
14
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thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:113 va vung bién ddi chudi nhe trudng
thanh ¢6 trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:117. Trong mét s6 khang thé, ving bién
d6i chudi nang trudng thanh o trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:113 va ving bién

ddi chudi nhe truedng thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:118.

Trong mot s6 khang thé, ving bién dbi chudi ning trudong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:114 va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh cé trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO:116. Trong mot s6 khang thé, viing bién d6i chudi ning trudong
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:114 va vung bién dbi chudi nhe trudng
thanh ¢é trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:117. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:114 va vung bién

d6i chudi nhe trudng thanh cé trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:118.

Trong mot s khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:115 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:116. Trong mdt s6 khéang thé, ving bién d6i chudi nang trudong
thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:115 va vung bién d6i chudi nhe truong
thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:117. Trong mot sd khang thé, vung bién
dbi chudi nang trudng thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:115 va ving bién

d6i chudi nhe truéng thanh cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:118.

Mot s6 khéng thé chira ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi nang ctia khang thé don
dong 7G6, trong d6 7G6 1a khang thé chudt duge dac trung boi ving bién doi chudi ndng
¢O trinh tu axit amin chtra SEQ ID NO:119 va vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin
chira SEQ ID NO:120. Trong mot ) khéng thé, ba CDR chudi nang la nhu dugce xac dinh
boi Té hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:121., 122, va 123) va ba CDR chudi nhe 1a nhu
duoc x4c dinh bai T6 hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:124, 125, va 126).

Vi du, khang thé nay co thé 1a 7G6 hoic dang kham, duoc nguy trang, hodc dugc
lam tuong thich v6i nguoi cta né. Trong mot s khéng thé, chudi nang bién doi c6 ty 1&
twong dong > 85% v6i trinh tw nguoi. Trong mot s6 khang thé, chudi nhe bién doi ¢6 ty 1&
twong ddng > 85% vdi trinh tw ngudi. Trong mot s6 khang thé, mdi chudi nang bién doi va

chuoi nhe bién doi ¢o ty 1é twong dong > 85% véi trinh tu dong mam cua nguoi.

Mot s khang thé 1a khang thé dugc lam twong thich véi ngudi. Mot s khang thé

1a khang thé 7G6 duoc lam tuong thich véi ngudi hodc kham gin két dic hiéu véi tau
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nguoi, trong d6 7G6 1a khang thé chuot duoc dic trung béi ving bién dbi chudi ning trudong
thanh ctia SEQ ID NO:119 va ving bién doi chudi nhe truéng thanh cia SEQ ID NO:120.
Mot s6 khang thé chira viing bién dbi chudi ning truéng thanh duge lam tuong thich véi
ngudi chira ba CDR chudi ndng cua 7G6 va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh dugce

lam tuong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe cta 7G6.

Trong mdt sb khang thé, cac CDR dugc dinh nghia 1a dugc chon tir nhom bao gom
Kabat, Chothia, T hop Kabat/Chothia, AbM va Contact. Trong mot sb khang thé, vung
bién ddi chudi nang truéng thanh dugc lam twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi nang
T hop Kabat/Chothia ctia 7G6 (SEQ ID NO:121-123) va ving bién doi chudi nhe truong
thanh dugc lam twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe T6 hop Kabat/Chothia cta
7G6 (SEQ ID NO:124-126). Trong mét sé khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng
thanh duoc lam tuong thich v6i nguoi chira ba CDR chudi ning Kabat cua 7G6 (SEQ ID
NO:127, SEQ ID NO:122, va SEQ ID NO:123) va vung bién ddi chudi nhe truéng thanh
duoc lam twong thich v4i nguoi chira ba CDR chudi nhe Kabat ctia 7G6 (SEQ ID NO:124-
126). Trong mot s khang thé, vung bién doi chudi ning truéng thanh dugc lam tuong
thich v6i ngudi chita ba CDR chudi nang Chothia cua 7G6 (SEQ ID NO:128, SEQ ID
NO:130, va SEQ ID NO:123) va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh duge lam twong
thich v6i ngudi chita ba CDR chudi nhe Chothia cia 7G6 (SEQ ID NO:124-126). Trong
mdt sé khang thé, ving bién d6i chudi ning truéng thanh duge lam twong thich véi nguoi
chtra ba CDR chudi nang AbM ctia 7G6 (SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:131, va SEQ ID
NO:123) va vung bién doi chudi nhe truéng thanh duge lam twong thich véi nguoi chua
ba CDR chudi nhe AbM cua 7G6 (SEQ ID NO:124-126). Trong mot s6 khang thé, ving
bién d6i chudi ndng truéng thanh duge lam twong thich véi ngudi chira ba CDR chudi nang
Contact cua 7G6 (SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:132. va SEQ ID NO:133)) va vung bién
d6i chudi nhe trudng thanh duge lam twong thich véi nguoi chira ba CDR chudi nhe
Contact cua 7G6 (SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, va SEQ ID NO: 136).

Mot s khang thé chira viing bién ddi chudi nang truéng thanh duge lam tuong thich
vGi nguoi co trinh tu axit amin twong ddng it nhat 1a 90% véi trinh tu bat ky trong sb cac
trinh ty néu trong SEQ ID NO:139-140 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh dugc 1am
twong thich v&i nguoi ¢6 trinh tu axit amin tuong ddng it nhat 1a 90% véi trinh tu bat ky
trong sb céc trinh tur néu trong SEQ ID NO:141-148.
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Trong mot s6 khang thé, it nhit mot trong sb cac vi tri sau day trong vung VH bi
chiém béi axit amin nhu duoc xc dinh 1a: H12 bi chiém boi V, H20 bi chiém béi L, H69
bi chiém béi I, H76 bi chiém bai N, H78 bi chiém bai A, H80 bi chiém béi L, H81 bi chiém
bai Q, H92 bi chiém bdi S, va H93 bi chiém boi T. Trong mdt s khang thé, céc vi tri H12,
H20, H69, H76, H78, H80, H81, H92, H93, H101 trong ving VH 1an luot bi chiém boi V,
L,LN,A L Q,S,vaT.

Trong mdt s6 khang thé, it nhAt mot trong sb cac vi trf sau ddy trong vung VH bi
chiém boi axit amin nhu duge xéc dinh 1a: H12 bi chiém béi K hoac V, H20 bi chiém béi
V hoic L, H38 bi chiém béi R hodc K, H69 bi chiém boi M hodc I, H76 bi chiém bai S
hoic N, H78 bi chiém béi V hodc A, H80 bi chiém bai M hodc L, H81 bi chiém béi E hodc
Q, H92 bi chiém bdi C hodc S, va H93 bi chiém béi A hodc T.

Trong mdt sb khang thé, cac vi tri H12, H20, H69, H76, H78, H80, H81, H92, H93
trong vung VH lan luot bi chiémboi V., L, LN, A, L, Q, S, va T. Trong mdt s6 khang thé,
cac vi tri H12, H20, H38, H69, H76, H78, H80, H81, H92, H93 trong vung VH lan luot bi
chiémbéi V.L.K, LN, A, L, Q.S,vaT.

Trong mot s khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau day trong ving VL bi
chiém béi axit amin nhu duge x4c dinh 1a: L12 bi chiém boi S va L103 bi chiém bai K.
Trong mot sé khéng thé, cac vi tri L12 va L103 trong ving VL 1an luot bi chiém boi S va
K.

Trong mot s6 khang thé, it nhat mot trong s cac vi tri sau day trong vang VL bi
chiém boi axit amin nhu duoce xéc dinh 1a: L12 bi chiém boi S, L36 bi chiém bai L, va
1,103 bi chiém béi K. Trong mot s6 khang thé, céc vi tri L12, L36, va L103 trong ving VL
1an luot bi chiém bai S, L, va K.

Trong mdt s6 khang thé, it nhat mot trong sb céc vi tri sau dy trong vung VL bi
chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh 1a: L12 bi chiém boi S, L37 bi chiém boi L, va
L103 b1 chiém boi K. Trong mot sb khang thé, cac vi tri L12, L37, va L103 trong vung VL
lan luot bi chiém boi S, L, va K.

Trong mdt sd khéng thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau day trong vung VL bi
chiém boi axit amin nhu dwoc x4c dinh 1a: L12 bi chiém boi S, L36 bi chiém béi L, L37 bi
chiém boi L, va 1103 bi chiém béi K. Trong mot sb khang thé, cac vi tri L12, L36, L37,
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va 1103 trong vung VL 1an luot bi chiém béi S, L, L, va K.

Trong mdt s khang thé, it nhit mot trong sb céc vi tri sau day trong vang VL bi
chiém béi axit amin nhu duge xac dinh 1a: L12 bi chiém boi S, L45 bi chiém boi K, va
1,103 bi chiém béi K. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L12, L45, va L103 trong ving VL
lan luot bi chiém boi S, K, va K.

Trong mdt sd khang thé, it nhat mot trong sb céac vi tri sau day trong ving VL bi
chiém boi axit amin nhu duge x4c dinh 1a: L12 bi chiém béi S, L100 bi chiém béi G, va
1,103 bi chiém b&i K. Trong mot sé khang thé, cac vi tri L12, L100, va L103 trong ving
VL lan lugt bi chiém bai S, G, va K.

Trong mét sé khang thé, it nhat mot trong sb cac vi tri sau dy trong vung VL bi
chiém béi axit amin nhu duge xéc dinh 1a: 136 bi chiém bdi F hodc L, L37 bi chiém béi Q
hodc L, L45 bi chiém bai R hodc K, L100 bi chiém béi Q hodc G.

Trong mot sb khang thé, cac vi tri L12 va L103 trong ving VL lan luot bi chiém
boi S va K. Trong mot s6 khéng thé, cac vi tri L12, L37, va L103 trong ving VL lan luot
bi chiém boi S, L, va K. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L12, L36, va L103 trong ving
VL 1an luot bi chiém bdi S, L, va K. Trong mét s khang thé, cac vi tri L12, L36, L37, va
1103 trong ving VL 14n luot bi chiém bsi S, L, L, va K. Trong mot s6 khéng thé, céc vi
tri L12, 145, va 1,103 trong ving VL l4n luot bi chiém bdi S, K, va K. Trong mot s6 khang
thé, cac vi tri 112, 1.36, 137, L45, va L103 trong vung VL lan luot bi chiém b&i S, L, L,
K, va K. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri L12, 1100, va L103 trong vung VL lan luot bi
chiém béi S, G, va K, nhu trong hu7G6-VL_v7. Trong mot s6 khang thé, céc vi trf L12,
1,36, 137, 1100, va 1103 trong ving VL 14n luot bi chiém bsi S, L, L, G, vaK.

Mot s khang thé chira viing bién déi chudi nang trudng thanh co trinh tu axit amin
tuong dong it nhét 1a 95% véi trinh tu bat ky trong s6 céc trinh ty néu trong SEQ ID
NO:139-140 v& ving bién ddi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin twong dong it
nhit 14 95% v&i trinh tu bat ky trong s céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:141-148. Mot
s6 khang thé chtra viing bién d6i chudi nang trudng thanh ¢ trinh tu axit amin tuong dong
it nhat 1a 98% vdi trinh tu bat ky trong s cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:139-140 va
ving bién doi chudi nhe truéng thanh ¢6 trinh ti axit amin twong ddng it nhat 12 98% véi

trinh tu bat ky trong s cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:141-148.
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Trong mot sé khang thé, ving bién ddi chudi nang trudéng thanh c6 trinh ty axit
amin cta bt k¥ trong s SEQ ID NO:139-140 va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh co
trinh tur axit amin cua trinh tu bat k¥ trong s c4c trinh tw néu trong SEQ ID NO:141-148.

Trong mot sé khang thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:139 va vung bién ddi chudi nhe trudong thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:141. Trong mét s6 khang thé, ving bién dbi chudi nang truéng
thanh ¢6 trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:139 va ving bién ddi chudi nhe truémg
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:142. Trong mot s6 khang thé, viing bién
d6i chudi ning trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:139 va vung bién
d6i chudi nhe trwdong thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:143. Trong mot 56
khéng thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:139 va vung bién dbi chudi nhe trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:144. Trong mdt sé khéng thé, ving bién ddi chudi ning trudng thanh c6 trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO:139 va vung bién ddi chudi nhe trwdng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:145. Trong mdot s6 khang thé, viing bién d6i chudi nang trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:139 va ving bién ddi chudi nhe trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:146. Trong mét sd khéng thé, ving bién
d6i chudi nang trudng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:139 va vung bién
dbi chudi nhe trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:147. Trong mot 56
khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:139 va vung bién d6i chudi nhe truéng thanh c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID

NO:148.

Trong mdt sO khang thé, vung bién doi chudi ning trudng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:140 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:141. Trong mot s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudéng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:140 va vung bién ddi chudi nhe truong
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:142. Trong mot s6 khang thé, ving bién
d6i chudi nang truong thanh co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:140 va vung bién
di chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:143. Trong mot s6
khang thé, ving bién ddi chudi nang truéng thanh ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID

NO:140 va vung bién ddi chudi nhe truong thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
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NO:144. Trong mot sd khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng thanh co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:140 va vung bién d6i chudi nhe truéng thanh co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:145. Trong mdt s6 khang thé, ving bién d6i chudi nang trudng
thanh ¢4 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:140 va vung bién d6i chudi nhe trudng
thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:146. Trong mot s6 khang thé, ving bién
ddi chudi nang truéng thanh co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:140 va ving bién
d6i chudi nhe trudng thanh ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:147. Trong mdt sb
khang thé, ving bién ddi chudi ning truéng thanh c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:140 va vung bién dbi chudi nhe trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID

NO:148.

Vi du, khang thé nay ¢6 thé 1a khang thé kham. Vi du, khang thé nay c6 thé la khéng
thé duoc nguy trang. Khéng thé nay c6 thé 1a khang thé nguyén ven. Khang thé nay c6 thé
1a doan gén két. Trong mot phuong 4n, doan oan két nay 12 khang thé chudi don, Fab, hodc
doan Fab’2. Khang thé nay co thé 1a doan Fab, hodc Fv chudi don. Mot s khang thé nay
c6 isotyp IgG1 ngudi, trong khi cac khang thé khac c6 thé c6 isotyp 1gG2 hodc IgG4 cla
nguoi.

Mot sb khang thé ¢6 ving bién ddi chudi nhe truong thanh duge dung hop véi ving
hing dinh chudi nhe va ving bién ddi chudi nang trudéng thanh dugc dung hop véi ving
hing dinh chudi nang. Ving hang dinh chudi ning ciia mot sé khang thé 1 dang dot bién
cua ving hang dinh chudi ndng ty nhién ctia ngudi c¢6 kha nang gan két v&i thu thé Fcy bi
gidm so vo1 vung hang dinh chudi ning tu nhién cua ngudi. Trong mot s6 khang thé, ving

hang dinh chudi ning thudc isotyp [gG1.

Mot s6 khang thé ¢6 thé ¢6 it nhat mot dot bién trong ving hing dinh, nhu dot bién
lam giam su ¢b dinh hodc sw hoat hoa bd thé boi viung hang dinh nay, vi du, dot bién ¢ mot
hoac nhiéu trong sb cac vi tri 241, 264, 265, 270, 296, 297, 318, 320, 322, 329 va 331 theo

céch dénh sé EU. Mot sé khang thé c6 alanin & cac vi trf 318, 320 va 322.

Mot s6 khang thé c6 thé tinh khiét it nhét 1a 95% khéi luong/khdi luong. Khang thé
nay co thé duoc lién hop voi1 dugce chét, chat gdy doc té bao, chat kim ham té bao, chét dinh

dudng than kinh, hodc chat bao vé than kinh.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuat duoc pham chira bat k¥ trong s6 cac

khang thé duoc md ta & day va chit mang dugc dung.
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Theo mot khia canh khac, sang ché d€ xuat axit nucleic ma hoa chudi nang va/hoic
chudi nhe cuia bat ky trong sd céc khang thé duge mo ta & ddy, vecto bi€u hién tai to hop

chira axit nucleic nay va té bao cht dugc bién nap bang vecto bicu hién tai to hop nay.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuat phwong phap lam tuong thich véi
ngudi khang thé khong phai cua ngudi bét ky duge mo ta & day, vi du, khéng thé chudt
5G38, trong d6 SG8 dugce déc trung boi ving bién d6i chudi nang truéng thanh cua SEQ ID
NO:7 va vung bién dbi chudi nhe truéng thanh ctia SEQ ID NO:8. Theo mot khia canh
khac nita, sang ché d& xudt phuong phap lam tuong thich v6i ngudi khang thé khong phai
cta ngudi bt ky duoc moé ta ¢ day, vi du, khang thé chudt 6A 10, trong d6 6A10 duoc dic
trung boi ving bién dbi chudi nang truong thanh cia SEQ ID NO:63 va ving bién doi
chudi nhe truéng thanh cta SEQ ID NO:64. Theo mot khia canh khéc nita, séng ché dé
xuit phuong phap lam trong thich véi nguoi khéng thé khong phai ctia nguoi bét ky dugc
md ta & day, vi du, khang thé chudt 8A4, trong d6 8A4 duoc ddc trung béi ving bién ddi
chudi nang truong thanh ctia SEQ ID NO:91 va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh cla
SEQ ID NO:92. Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuat phuong phép lam twong
thich v&i ngudi khang thé khong phai cia nguoi bat ky duge md ta & day, vi du, khéng thé
chuét 7G6, trong d6 7G6 duge dic trung boi ving bién déi chudi nang truéng thanh cta
SEQ ID NO:119 va vung bién dbi chudi nhe trudng thanh ctia SEQ ID NO:120. Cac
phuong phap nay co thé bao gdbm chon mét hodc nhiéu khang thé nhan, xac dinh céc gbe
axit amin cua khang thé chudt can duoc gitr lai; tong hop axit nucleic ma héa chudi ning
duoc 1am tuong thich v6i ngudi chira cac CDR cta chudi ndng cta chudt va axit nucleic
m3 héa chudi nhe dugc 1am twong thich véi nguoi chira cac CDR ctia chudi nhe khéng thé
chudt, va biéu hién cac axit nucleic nay trong té bao chu dé san sinh ra khang thé dugc lam

tuong thich v&1 nguoi.

Céc phuong phap san sinh khang thé, nhu khang thé dugc lam tuong thich véi
ngudi, kham hodc dugc nguy trang, vi du cac dang duoc lam twong thich v6i nguoi, kham
hodc duoc nguy trang cua 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6, clng duoc dé xuét. Trong céc
phuong phap nay, cac té bao dugc bién nap bang cac axit nucleic ma hoa céc chudi niang
va chudi nhe cta khang thé nay dugc nudi cdy dé céc té bao nay tiét ra khang thé. Sau d6

khang thé nay c6 thé dugce tinh ché tir méi trudong nudi cay té bao.
Céc dong té bao san sinh ra bat ky trong s6 céc khang thé duge mo ta & diy c6 thé
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duoc tao ra béng cach dua vecto ma hoa chudi nang va nhe cta khang thé va gen dénh dau
chon loc duoc vao trong cac té bao; nhan gidng cac té bao nay trong cac diéu kién dé chon
loc céc té bao c6 sb luong ban sao cua vecto ndy gia ting, phan lap ting té bao tir cac té
bao da chon loc; va tao ngén hang té bao duogc tach dong tlr ting té bao duoc chon loc dua

trén hiéu sut ctia khang thé.

Mot s6 té bao 6 thé duoc nhan giéng trong cac diéu kién chon loc va dugc sang loc
cho cac dong té bao biu hién ty nhién va tiét ra it nhat 1a 100 mg/L/10° t€ bao/24 gio.
Timg té bao ¢6 thé dugc phan I4p tir céc té bao da chon loc. Sau d6 cac té bao da tach dong
tor mot té bao don 1é c¢6 thé duoc lap ngan hang. Tung té bao c6 thé duoc chon loc dua vao
céc dic diém mong mudn, nhu hiéu sut cia khang thé nay. Cac dong té bao dién hinh la

céc dong té bao biéu hién 5G8.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap trc ché hodc lam giam su két tu tau & dbi tuong
mac hodc c6 nguy co phat trién bénh thodi hoa tinh bot do tau, bao g6m str dung cho doi
twong nay phac d hitu hiéu ctia khang thé duge mé ta & ddy, nho d6 e ché hoge lam giam
su két tu tau & ddi tugng nay. Céc khéng thé dién hinh bao gom céc dang dugc lam tuong

thich v6i nguoi ctia 5G8, 6A10, 8A4, hoac 7G6.

Ciing duoc dé xuit 1a cac phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh lién quan dén
tau & d6i tuong, bao gdbm budc st dung phéc @b hitu hiéu cua khang thé duge mo ta & day
va nho do diéu tri hodc phong ngira bénh nay. Céc vi du vé bénh nay 1a bénh Alzheimer,
hoi ching Down, suy giam nhén thuc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyeén
phat, hoi chung parkinson, chimg sa sut tri tu¢ sau chén thuong hodc sa st trf tué do chén
thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh li¢t trén nhéan, bénh sa sut tri tué
tran thai duong, bénh thoai hoa thuy tran thai duwong. bénh hat ua bac, bénh do tau than
kinh dém hinh cau, phttc hop bénh xo cimg teo co mot bén/bénh sa sut tri tu¢ do parkinson
cua Guam, bénh thoai hda vo ndo va hach nén (CBD), chting sa sut tri tu€ voi cac thé Lewy,
bidn thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhén tién trién (PSP).
Trong mat s6 phuong phdp, bénh lién quan dén tau 1a bénh Alzheimer. Trong mot 56

phuong phép, bénh nhan nay la nguoi mang ApoE4.

Ciing duoc dé xudt 1a cac phuong phép lam giam su vén chuyén tau bat thuong bao
odm budc sir dung phac db hiru hiéu clia khéng the duge md ta & ddy va nho d6 lam giam
su van chuyén tau.
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Ciing duoc dé xuit 1a cdc phuong phéap cam tng hién tugng thuc bao tau bao gdm
bude st dung phéc do hitu hiéu cua khang thé duoc mo ta & ddy va nho d6 cam g hién

tugng thue bao tau.

Ciing duoc dé xuit 1a phwong phép tc ché su két tu hodc ling dong tau bao gom
budc st dung phac dd hitu hiéu cua khang thé duoc mo ta & diy nhd do tc ché su két tu

hodc ling dong tau.

Ciing dwoc dé xuat 12 phuong phép e ché sy tao thanh cac dam rdi tau bao gdm

budce st dung phac do hitu hiéu ctia khang thé duge mo ta & day.

Sang ché ciing d& xuit phuong phép phat hién céc lang dong protein tau & dbi tuong
méc hodc c6 nguy co méc bénh bi giy ra boi su két tu hodc lang dong tau bao gdm budc
str dung cho déi twong khang thé dugc mo ta & day, va phat hién khéng thé da dugc gan
két v6i tau & d6i twong nay. Cac vi du vé bénh nay la bénh Alzheimer, hoi chimg Down,
suy giam nhén thirc nhe, bénh do protein tau li€n quan dén tudi nguyén phat, hdi ching
parkinson, ching sa sut tri tu¢ sau chén thuwong hodc sa sut tri tu€ do chan thuong ndo, bénh
Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tu¢ tran thai duong,
bénh thodi hoa thity tran thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh céu,
phttc hop bénh xo cing teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh
thoai hoa vo nio va hach nén (CBD), chimg sa sit tri tué v6i cc thé Lewy, bién thé thé

Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP).

Trong mdt sd phuong én khéng thé nay dugc sit dung bang cach tiém trong tinh
mach vao co thé cta ddi tuong. Trong mot s6 phuong 4n khéng thé nay duogc str dung truc
tiép cho ndo clia d6i tuong bang cach tiém trong hdp so hodc bang cach khoan mot 16 qua
hop so cua d6i tuong. Trong mot s6 phuong an khang thé nay dugce danh dau. Trong mot
s6 phuong 4an, khang thé nay duoc danh dau bang nhan huynh quang, nhan thuan tir, hodc
nhan hoat dong phéng xa. Trong mot s6 phuong 4n nhan hoat dong phong xa duge phat
hién bang cach sir dung k¥ thuét chup positron cit 16p (PET) hodc k¥ thuét chup cét 16p vi
tinh phat xa photon don (SPECT).

Sang ché con dé xuat phuong phap do hiéu qua diéu tri ¢ ddi twong dang dugc diéu
tri bénh bi gay ra bdi su két tu hodc ling dong tau, bao gdm bude do muc lang dong protein
tau tht nhat & ddi twong trude khi diéu tri bang cach st dung cho d6i twong khang thé dugc

mo ta & day, va phat hién luong khang thé thi nhét da gan két vdi tau & d6i tuong, s dung
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phuong phap diéu tri nay cho d6i twong, do murc lang dong protein tau thit hai & dbi twong
nay sau khi diéu tri bang céach st dung cho ddi tugng khang thé nay, va phat hién khang
thé da duoc gén két v&i tau & ddi tuong, trong do su gidm muc léng dong protein tau thé

hién déap tng tich cuc véi dicu tri.

Sang ché con dé xuét phuong phap do hiéu qua didu tri ¢ dbi trong dang duge didu
tri bénh bi gdy ra bdi sy két tu hodc léng dong tau, bao gém budc do muc 1éng dong protein
tau thir nhét & d6i twong trudce khi diéu tri bang cach sir dung cho ddi twong khang thé duge
mo ta & day, va phat hién luong khang thé thtr nhét da gan két v6i tau & dbi tuong, sir dung
phuong phap diéu tri nay cho ddi tuong, do muc lang dong protein tau th hai & d6i tuong
nay sau khi diéu tri bang cach sir dung cho d6i trong khang thé nay, va phat hién luong
khang thé thu hai da duoc gin két véi tau & d6i tuong nay, trong d6 sy khong thay d6i mirc
lang dong protein tau hodc sy tang nhe cac lang dong protein tau thé hién déap tng tich cuc
v6i diéu tri.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit khang thé don dong dugc phan lap gin két

dac hiéu vdi peptit chtra cac gdc 199-213 ciia SEQ ID NO:3.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit khang thé don dong dugc phan lap gén két
ddc hiéu véi peptit chira cac gbc 262-276 ctia SEQ ID NO:3.

Mot s6 khang thé gan két ddc hiéu voi ca peptit chita cac gbe 199-213 cua SEQ ID
NO:3 va peptit chira cac gb¢ 262-276 ctia SEQ ID NO:3.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat khang thé don dong duoc phan lap gén két
dac hiéu vé6i polypeptit cia SEQ ID NO:3 ¢ epitop bao gdm it nhat mot gdc trong sb cac
gbc 199-213 ctia SEQ ID NO:3.

Mot s6 khang thé gan két voi epitop nam trong cac gbe 199-213 ctia SEQ ID NO:3.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit khang thé don dong dugc phan lap gin két
dc hiéu véi polypeptit ctia SEQ ID NO:3 & epitop bao gdm it nhat mdt gbe trong s6 cac
gbc 262-276 ciia SEQ ID NO:3.

Mot sb khang thé gan két v6i epitop nam trong cac goc 262-276 cua SEQ ID NO:3.
Mot s6 khang thé gan két dic hiu vdi epitop bao gdm it nhat mot ge tir 199-213

va 262-276 cua SEQ ID NO:3.
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Séang ché con dé xuit phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh lién quan dén tau
& ddi twong bao gdm budc str dung khéng nguyén chira peptit tau gbm dén 20 axit amin
lién tuc ctia SEQ ID NO:3 ma gén két dac hiéu véi khang thé 5G8, trong d6 peptit nay gy
ra su tao thanh khang thé gin két ddc hidu v6i tau ¢ di twong. Sang ché con dé xuat phuong
phap diéu tri hodc phong nglra bénh lién quan dén tau & dbi tuong bao gdbm budce st dung
khang nguyén chura peptit tau gdm dén 20 axit amin lién tuc ciia SEQ ID NO:3 ma gan két
dic hiéu voi khang thé 6A10, trong d6 peptit nay gdy ra su tao thanh khang thé gan két dac
hiéu véi tau & dbi twong. Sang ché con dé xudt phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh
lién quan dén tau & d6i twong bao gdom bude sir dung khang nguyén chira peptit tau gbm
dén 20 axit amin lién tuc ciia SEQ ID NO:3 ma gin két dic hiéu véi khang thé 8A4, trong
d6 peptit nay gay ra su tao thanh khang thé gan két dac hiéu véi tau & ddi twong. Sang ché
con d& xuit phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh lién quan dén tau & ddi tugng bao
gbm bude sir dung khang nguyén chira peptit tau gdm dén 20 axit amin lién tuc ciia SEQ
ID NO:3 ma gin két dic hidu v6i khang thé 7G6, trong d6 peptit nay gy ra su tao thanh
khang thé gn két ddc hiéu véi tau & doi tuong. Sang ché con dé xuét phuong phép dicu tri
hoac phong ngtra bénh lién quan dén tau ¢ ddi tuong bao gdom budc str dung khang nguyén
chtra peptit tau gdm dén 20 axit amin lién tuc cua SEQ ID NO:3 ma gin két dac hiéu véi
khang thé 3D6, trong d6 peptit nay gdy ra su tao thanh khang thé gan két dac higu véi tau

& dbi tuong.

Trong mot sd phuong phép nay, it nhét hai trong s6 cac khang thé 5G8, 6A 10, 8A4,
7G6, va 3D6 gén két dac hiéu véi peptit tau.

Trong mot s6 phuwong phap nay, epitop peptit tau bao gom 4-11 axit amin lién tuc
tir cac gbe 199-213 cua SEQ ID NO:3 hodc tir cac gbc 262-276 cia SEQ ID NO:3. Trong
mot s6 phuong phdp nay, epitop peptit tau bao gom hai doan axit amin lién tuc, mot doan
tir cac goc 199-213 cia SEQ ID NO:3, doan con lai tir cac gdc 262-276 cua SEQ ID NO:3,

trong d6 hai doan lién tuc nay cung bao gom 4-11 axit amin.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1A. Fig.1B, va Fig.1C mo ta két qua ctia cac thtr nghiém sang loc ELISA cho

céc khang thé khang tau don dong ctia chudt da chon loc.

Fig.2 md ta dong hoc lién két cho cac khang thé khang tau don dong cta chudt da

chon loc vdi tau nguoi tai to hop.
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Fig.3 mo ta két qua ctia cac th nghiém phong bé chirc nang cho cic khang thé

khang tau don dong cta chudt da chon loc.

Fig.4 mo ta két qua ctia cac thit nghiém chi ra rang 5G8 bit gitr mién dich tau tir md

bénh Alzheimer cia nguoi.

Fig.5 mo ta su sap xép thing hang céc ving bién ddi chudi ning cua khang thé 5G8
ctia chudt, khang thé nhan ctia ngudi aDabi-Fab2b-VH, va cac dang dugc lam twong thich
v6i nguoi cua khang thé 5G8 (huSG8_VH-vl, hu5G8 VH-v2, huSG8_VH-v3,
hu5G8 VH-v4 , hu5G8 VH-v5, hu5G8_VH-v6 , hu5G8 VH-v7, hu5G8_VH-v8).

Fig.6 md ta sw sip xép thdng hang cdc ving bién ddi chudi nhe cia khéng thé 5G8
cua chudt, khang thé nhan cta ngudi aDabi-Fab2b-VL, va cdc dang dugc lam tuong thich
v6i nguoi ciia khang thé 5G8 (huSGR-VL-v1, huSG8-VL-v2, huSG8-VL-v3, hu5G8-VL-
v4, huSG8-VL-v5, va hu5G8-VL-v6).

Fig.7 mo ta sy sap xép thang hang cac ving bién ddi chudi nang cua khang thé 6A 10
cua chudt, khang thé nhan cua ngudi ACR16112 VH, va cic dang duoc lam tuong thich

vO1 nguoi cua khang thé 6A10 (hu6A10 VH-vl, hu6A10 VH-v2, va hubA10_VH-v3).

Fig.8 mo ta su sap xép thing hang céc ving bién ddi chudi nhe cta khang thé 6A10
ctia chudt, khang thé nhan cia ngudi ABC66863 VL, va cac dang dugc lam twong thich
v6i ngudi cua khang thé 6A10 (hu6A10VL-v1, hu6A10-VL-v2, va hu6A10-VL-v3).

Fig.9 mo ta su sap xép thing hang céc ving bién d6i chudi nang cua khang thé 8A4
cua chuot, khang thé nhén cta ngudi ADU57742 VH, va cac dang duoc lam tuong thich
vi nguoi cua khang thé 8A4 (hu8A4 VH-v1, hu8A4 VH-v2, va hu8A4 VH-v 3).

Fig.10 mo ta su sap xép thang hang cac ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé 8A4
cua chudt, khang thé nhan ctia nguoi ABA26100 VL, va cac dang duge lam twong thich
vi nguoi cua khang thé 8A4 (hu8A4-v1, hu8A4-VL-v2, va hu8A4-VL-v3).

Fig.11 mo ta su sap xép thing hang cic vung bién d6i chudi nang cta khéng thé
7G6 cua chudt, khang thé nhan cua nguoi 3UOT_VH, va cac dang duoc lam tuong thich

v&1i nguoi cua khang thé 7G6 (hu7G6_VH-v1 va hu7G6_VH-v2).

Fig.12 mo ta su sap xép thang hang cac vung bién ddi chudi nhe cta khang thé 7G6
cua chuot, khang thé nhéan cta ngudi 3UOT VL, va cac dang duoc lam tuong thich voi

nguoi cia khang thé 7G6 (hu7G6-VL-v1, hu7G6-VL-v2, hu7G6-VL-v3, hu7G6-VL-v4,
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hu7G6-VL-v3, hu7G6-VL-v6, hu7G6-VL-7, va hu7G6-VL-8).
M6 t& van tat cac trinh tu

SEQ ID NO:1 thé hién trinh tu axit amin ctia dong dang clia tau ngudi (Swiss-Prot
P10636-8).

SEQ ID NO:2 thé hién trinh tur axit amin cta dong dang ctia tau ngudi (Swiss-Prot
P10636-7).

SEQ ID NO:3 thé hién trinh tur axit amin cua dong dang ctia tau ngudi (Swiss-Prot

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

SEQ ID NO:4 thé hién trinh tu axit amin ctia mot déng dang cta tau nguoi (Swiss-
Prot P10636-5).

SEQ ID NO:5 thé hién trinh tur axit amin cta ddng dang cta tau ngudi (Swiss-Prot
P10636-4).

SEQ ID NO:6 thé hién trinh tu axit amin ctia dong dang cua tau nguoi (Swiss-Prot
P10636-2).

SEQ ID NO:7 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién dbi chudi ning cta khang
thé 5G8 ctia chudt.

SEQ ID NO:8 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé
5G8 cua chudt.

SEQ ID NO:9 thé hién trinh tu axit nucleic ma hoa vung bién ddi chudi nang cua
khang thé 5G8 ctia chu6t véi peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:10 thé hién trinh tu axit nucleic ma hoa ving bién dbi chudi nhe cua
khang thé 5G8 ciia chudt v6i peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:11 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H1 t6 hgp Kabat/Chothia cua
khang thé 5G8 cua chuot.

SEQ ID NO:12 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H2 Kabat cua khang thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:13 thé hién trinh tur axit amin cia CDR-H3 Kabat cua khang thé 5G8

cua chuot.
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SEQ ID NO:14 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L1 Kabat ctia khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:15 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L2 Kabat ctia khang thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:16 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-L3 Kabat ctia khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:17 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-HI Kabat cta khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:18 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H1 Chothia ctia khang thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:19 thé hién trinh tw axit amin ciia CDR-H1 Contact clia khang thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:20 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Chothia ctia khang thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:21 thé hién trinh tu axit amin cuia CDR-H2 AbM cua khéng thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:22 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Contact cta khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:23 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Contact cta khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:24 thé hién trinh tu axit amin cuia CDR-L1 Contact cta khéng thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:25 thé hién trinh tir axit amin cia CDR-L2 Contact ctia khang thé 5G8

cua chudt.

SEQ ID NO:26 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L3 Contact cua khéng thé 5G8

cua chuot.

SEQ ID NO:27 thé hién trinh ty axit amin cta trinh tw mau ctia ving bién di chudi

nang khang thé khang thé dam doc 3F4 cua chudt Acc. # 1CR9_H.
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SEQ ID NO:28 thé hién trinh tu axit amin cta trinh tu nhan Fab khang dabigatran
duoc lam tuong thich véi ngudi aDabi-Fab2b-VH Acc. # 4YHM_H.

SEQ ID NO:29 thé hién trinh ty axit amin cua trinh tw dong mam cta ngudi IGHV -
46 Acc. #P01743.2.

SEQ ID NO:30 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tu mau cia ving bién ddi chudi

nhe khang thé khang thé dam doc 3F4 ctia chudt Acc. # 1CR9_L.

SEQ ID NO:31 thé hién trinh tu axit amin cua trinh ty nhén ctia nguoi Fab khang
dabigatran dugc lam tuong thich voi nguoi aDabi-Fab2b-VL Acc. # 4YHM. L.

SEQ ID NO:32 thé hién trinh tw axit amin clia gen dong mam cta ngudi IGKV2-29
Acc. #A2NJV5.2.

SEQ ID NO:33 thé hién trinh tir axit amin cia ving bién di chudi ndng cua khang

thé 5G8 duge lam tuong thich v6i ngudi husG8-VH._1.

SEQ ID NO:34 thé hién trinh tw axit amin ctia ving bién doi chudi nang ctia khang

thé 5G8 duogc lam tuong thich véi nguoi hu5G8-VH 2.

SEQ ID NO:35 thé hién trinh tir axit amin ctia ving bién ddi chudi ndng ctia khang
thé 5G8 duoc 1am tuong thich v6i ngudi huSG8-VH._ 3.

SEQ ID NO:36 thé hién trinh tir axit amin ctia ving bién ddi chudi ndng cua khang
thé 5G8 duoc lam tuong thich véi nguoi huSG8-VH_4.

SEQ ID NO:37 thé hién trinh tr axit amin ctia ving bién dbi chudi ndng cua khang

thé 5G8 duoc lam twong thich v6i ngudi huSG8-VH._5.

SEQ ID NO:38 thé hién trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nang cua khang

thé 5G8 duoc lam twong thich v6i ngudi huSG8-VH_6.

SEQ ID NO:39 thé hién trinh tu axit amin cua ving bién ddi chudi nang ctia khang

thé 5G8§ duogc lam tuong thich véi nguoi huSG8-VH_7.

SEQ ID NO:40 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién doi chudi nang cuia khang

thé 5G8 duogc lam twong thich véi nguoi hu5G8-VH_8.

SEQ ID NO:41 thé hién trinh tur axit amin cta viing bién d6i chudi nhe cua khang
thé 5G8 duoc lam twong thich véi ngudi huSG8-VL 1.
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SEQ ID NO:42 thé hién trinh tyr axit amin ctia viing bién ddi chudi nhe ctia khang
thé 5G8 duoc lam twong thich v6i nguoi huSG8-VL_2.

SEQ ID NO:43 thé hién trinh tw axit amin clia ving bién d6i chudi nhe ctia khang
thé 5G8 dugc lam twong thich v6i ngudi husG8-VL_3.

SEQ ID NO:44 thé hién trinh ty axit amin ctia viing bién doi chudi nhe cta khang
thé 5G8 duoc lam tuong thich véi nguoi huSG8-VL_4.

SEQ ID NO:45 thé hién trinh ty axit amin ctia viing bién d6i chudi nhe ctia khang
thé 5G8 duoc lam twong thich v&i ngudi huSG8-VL_S.

SEQ ID NO:46 thé hién trinh ty axit amin ca ving bién ddi chudi nhe cta khang
thé 5G8 duoc lam tuong thich véi ngudi huSG8-VL_6.

SEQ ID NO:47 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién d6i chudi nang cta khang
thé 5G8 cua chudt véi peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:48 thé hién trinh tu axit amin cta viing bién d6i chudi nhe cua khang
thé 5G8 ctia chudt véi peptit tin hidu..

SEQ ID NO 49 thé hién trinh tyr axit amin clia viing bién doi chudi nang cua khang
thé 6A10 cta chudt véi peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:50 thé hién trinh tir axit amin ctia viing bién di chudi nhe cua khang
thé 6A10 ctia chudt v6i peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:51 thé hién trinh tu axit amin cla vung bién ddi chudi nang ctia khang
thé 7G6 cta chudt véi peptit tin hidu.

SEQ ID NO:52 thé hién trinh ty axit amin cla ving bién ddi chudi nhe cua khang
thé 7G6 cta chudt véi peptit tin hicu.

SEQ ID NO:53 thé hién trinh tu axit amin cla ving bién d6i chudi nang cua khang
thé 8 A4 cua chudt voi peptit tin hiéu.

SEQ ID NO:54 thé hién trinh tr axit amin cta ving bién dbi chudi nhe cua khang
thé 8A4 cua chudt v6i peptit tin hidu.

SEQ ID NO:55 thé hién trinh tu axit amin cta vung bién ddi chudi nang trudng

thanh cua khang thé 3D6 ctia chudt.
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SEQ ID NO:56 thé hién trinh tir axit amin cia CDR-HI t6 hop Kabat/Chothia cua
khang thé 3D6 ctia chudt.

SEQ ID NO:57 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-H2 Kabat cta khang thé 3D6

cua chudt.

SEQ ID NO:58 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Kabat cua khang thé 3D6

cua chuot.

SEQ ID NO:59 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién d6i chudi nhe trudng thanh
cua khang thé 3D6 cta chudt.

SEQ ID NO:60 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L1 Kabat cta khang thé 3D6

cua chuot.

SEQ ID NO:61 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-L2 Kabat ctuia khang thé 3D6

cua chudt.

SEQ ID NO:62 thé hién trinh ty axit amin ctiia CDR-L3 Kabat cua khang thé 3D6

cua chudt.

SEQ ID NO:63 thé hién trinh tir axit amin ctia ving bién doi chudi ning truong
thanh cua khang thé 6A10 ctia chuot.

SEQ ID NO:64 thé hién trinh tyr axit amin ctia viing bién ddi chudi nhe truéng thanh
ctia khang thé 6A10 cta chudt.

SEQ ID NO:65 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-HI t6 hop Kabat/Chothia cua
khang thé 6A10 ctia chuot.

SEQ ID NO:66 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-H2 Kabat cua khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:67 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Kabat cta khang thé 6A 10

cua chudt.

SEQ ID NO:68 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L1 Kabat cua khang thé 6A 10

cua chuot.

SEQ ID NO:69 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-L2 Kabat cta khang thé 6A 10

cua chudt.
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SEQ ID NO:70 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L3 Kabat cua khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:71 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H1 Kabat ctia khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:72 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-H1 Chothia ctia khéng thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:73 thé hién trinh tw axit amin cia CDR-H1 Contact clia khéng thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:74 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Chothia ctia khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:75 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 AbM ctia khéng thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:76 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Contact ctia khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:77 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Contact ciia khang thé 6A10

cua chuot.

SEQ ID NO:78 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L1 Contact ctia khdng thé 6A 10

cua chudt.

SEQ ID NO:79 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Contact clia khang thé 6A 10

cua chudt.

SEQ ID NO:80 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L3 Contact cta khang thé 6A10

cua chudt.

SEQ ID NO:81 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tw nhan ving bién doi chudi
nang cua nguoti, s6 truy cap# ACR16112.
SEQ ID NO:g2 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tu dong mam cua nguoi [IGHVI-

2*02.

SEQ ID NO:83 thé hién trinh tu axit amin cda trinh ty nhén cia nguoi cta vung

bién ddi chudi nhe kappa ngudi, s truy cap# ABC66863.

(O8]
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SEQ ID NO:84 thé hién trinh tir axit amin ctia trinh tw ddng mam ctia ngudi IGKV2-
30%02.

SEQ ID NO:85 thé hién trinh t axit amin ctia ving bién d6i chudi nang cua khéng
thé 6A10 duwoc lam twong thich véi nguoi hubA10-VH_1.

SEQ ID NO:86 thé hién trinh tu axit amin ctia viing bién ddi chubi nang cua khéng
thé 6A10 duoc lam twong thich voi ngudi hu6A10-VH_2.

SEQ ID NO:87 thé hién trinh tur axit amin ctia viing bién ddi chudi nang cua khéng
thé 6A10 duoc lam tuong thich véi ngudi hu6A10-VH 3.

SEQ ID NO:88 thé hién trinh tr axit amin ctia ving bién dbi chudi nhe ctia khang
thd 6A10 duoc lam tuong thich v6i nguoi hu6A10-VL 1.

SEQ ID NO:89 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién d6i chudi nhe cua khéng
thé 6A10 dugc lam twong thich véi ngudi hu6A10-VL_2.

SEQ ID NO:90 thé hién trinh tr axit amin cta ving bién ddi chudi nhe cta khing

thé 6A10 duoc lam tuong thich véi nguoi hu6A10-VL 3.

SEQ ID NO:91 thé hién trinh tr axit amin ctia ving bién ddi chudi ndng trudng

thanh cta khang thé 8A4 cuia chudt.

SEQ ID NO:92 thé hién trinh tv axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe truéng thanh
cua khang thé 8A4 cua chuot.

SEQ ID NO:93 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H1 td hop Kabat/Chothia cua
khang thé 8A4 ctia chudt.

SEQ ID NO:94 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Kabat cua khang thé 8A4

cua chuot.

SEQ ID NO:95 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-H3 Kabat clia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:96 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-L1 Kabat cua khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:97 thé hién trinh tv axit amin cia. CDR-L2 Kabat cia khang thé 8A4

cua chudt.
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SEQ ID NO:98 thé hién trinh tu axit amin ciia CDR-L3 Kabat ciia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:99 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H1 Kabat clia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:100 thé hién trinh tu axit amin cuia CDR-H1 Chothia cta khang thé
8A4 cua chuot.

SEQ ID NO:101 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-HI Contact ctia khang thé
8A4 cua chuot.

SEQ ID NO:102 thé hién trinh ty axit amin ctia CDR-H2 Chothia ctia khang thé
8A4 cua chudt.

SEQ ID NO:103 thé hién trinh tur axit amin cia CDR-H2 AbM ctia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:104 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H2 Contact cua khang thé
8 A4 cua chuot.

SEQ ID NO:105 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H3 Contact ctia khang thé
8A4 cua chuot.

SEQ ID NO:106 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-L1 Contact cuia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:107 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Contact ctia khang thé 8A4

cua chudt.

SEQ ID NO:108 thé hién trinh tur axit amin cia CDR-L3 Contact ctia khéng thé 8A4

cua chudt.
SEQ ID NO:109 thé hién trinh tu axit amin cta trinh tu mau 3JAUVH.

SEQ ID NO:110 thé hién trinh tu axit amin cla trinh tu nhan cta ving bién doi

chudi nang cta ngudi, sé truy cap# ADUS7742:.
SEQ ID NO:111 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tu mau 3JAUVL.

SEQ ID NO:112 thé hién trinh tu axit amin cta trinh ty nhan cia nguoi cta vung

bién ddi chudi nhe kappa nguoi, sb truy cap# ABA26100.
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SEQ ID NO:113 thé hién trinh ty axit amin ctia ving bién d6i chudi ning cia khang
thé 8 A4 duoc lam twong thich v6i ngudi hu8A4-VH 1.

SEQ ID NO:114 thé hién trinh tur axit amin ctia ving bién di chudi ning ctia khang
thé 8A4 dugc lam tuong thich véi ngudi hugA4-VH_2.

SEQ ID NO:115 thé hién trinh tu axit amin ctia viing bién d6i chudi ning ctia khang
thé 8A4 duoc lam twong thich v&i ngudi hu8A4-VH._ 3.

SEQ ID NO:116 thé hién trinh ty axit amin clia viing bién d6i chudi nhe cuia khang
thé 8A4 dugc lam tuong thich véi ngudi hu8A4-VL 1.

SEQ ID NO:117 thé hién trinh t axit amin ctia ving bién d6i chudi nhe ctia khang
thé 8 A4 duoc lam twong thich v&i nguoi huA4-VL 2.

SEQID NO:118 thé hién trinh tu axit amin cua vung bién d6i chudi nhe cua khang
thé 8A4 dwoc lam tuong thich v6i ngudi hu8A4-VL_3.
SEQ ID NO:119 thé hién trinh tu axit amin cua viung bién d6i chudi ning trudng

thanh cta khang thé 7G6 ctia chudt.

SEQ ID NO:120 thé hién trinh tu axit amin cia ving bién ddi chudi nhe trurong
thanh cta khang thé 7G6 ctia chudt.

SEQ ID NO:121 thé hién trinh tur axit amin cia CDR-HI t6 hop Kabat/Chothia ctia
khang thé 7G6 ctia chudt.

SEQ ID NO:122 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H2 Kabat cua khéng thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:123 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H3 Kabat cua khéng thé 7G6

cua chuot.

SEQ ID NO:124 thé hién trinh tw axit amin ctia CDR-L1 Kabat ciia khéng thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:125 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L2 Kabat cua khéng thé 7G6

cua chuot.

SEQ ID NO:126 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L3 Kabat ctia khang thé 7G6

cua chuot.
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SEQ ID NO:127 thé hién trinh tu axit amin ctia CDR-H1 Kabat ctia khang thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:128 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-HI Chothia ctia khang thé
7G6 cua chuot.

SEQ ID NO:129 thé hién trinh tu axit amin cuia CDR-H1 Contact cta khang thé
7G6 cua chudt.

SEQ ID NO:130 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-H2 Chothia ctia khang thé
7G6 cua chudt.

SEQ ID NO:131 thé hién trinh tu axit amin cua CDR-H2 AbM ctia khang thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:132 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H2 Contact cia khéng thé
7G6 cua chuot.

SEQ ID NO:133 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-H3 Contact cta khang thé
7G6 cua chudt.

SEQ ID NO:134 thé hién trinh ty axit amin cia CDR-L1 Contact ctia khing thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:135 thé hién trinh tur axit amin ctia CDR-L2 Contact ctia khéng thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:136 thé hién trinh tu axit amin cia CDR-L3 Contact ctia khing thé 7G6

cua chudt.

SEQ ID NO:137 thé hién trinh tu axit amin cua trinh tw nhén ving bién ddi chudi
nang cua nguoi, so truy cap# PDB 3U0T_VH.

SEQ ID NO:138 thé hién trinh tu axit amin cta trinh ty nhén cia nguoi cua vung
bién ddi chudi nhe kappa nguoi, s6 truy cap# PDB 3U0T_VL

SEQ ID NO:139 thé hién trinh ty axit amin cta ving bién doi chudi ning cua khang
thé 7G6 duoc lam twong thich véi ngudi hu7G6-VH 1.

SEQ ID NO:140 thé hién trinh tu axit amin ctia ving bién ddi chudi ning ciia khéng
thé 7G6 dugc lam twong thich véi ngudi hu7G6-VH 2.
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SEQ ID NO:141 thé hién trinh tur axit amin ctia viing bién doi chudi nhe ctia khang
thé 7G6 duoc lam twong thich v6i ngudi hu7G6-VL_1.

SEQ ID NO:142 thé hién trinh tv axit amin ctia ving bién ddi chudi nhe cta khang
thé 7G6 duge lam tuong thich v6i nguodi hu7G6-VL_2.

SEQ ID NO:143 thé hién trinh tr axit amin cta ving bién d6i chudi nhe ctia khéng
thé 7G6 duogc lam tuong thich véi ngudi hu7G6-VL_3.

SEQ ID NO:144 thé hién trinh tw axit amin cia ving bién dbi chudi nhe cuia khang
thé 7G6 dugc lam tuong thich véi nguoi hu7G6-VL 4.

SEQ ID NO:145 thé hién trinh tur axit amin ctia viing bién doi chudi nhe cua khang
thé 7G6 duoc 1am twong thich véi ngudi hu7G6-VL 5.

SEQ ID NO: 146 thé hién trinh tu axit amin clia ving bién ddi chudi nhe cuia khang
thé 7G6 dugc lam tuong thich véi nguoi hu7G6-VL_6

SEQ ID NO:147 thé hién trinh ti axit amin ctia ving bién doi chudi nhe cua khang
thé 7G6 duoc lam tuong thich véi nguoi hu7G6-VL 7.

SEQ ID NO:148 thé hién trinh tu axit amin ctia viing bién d6i chudi nhe cua khang
thé 7G6 duoc lam twong thich véi ngudi hu7G6-VL 8.

SEQ ID NO:149 thé hién trinh tr axit amin cta trinh ty dong mam cua ngudi
IGHV1-69-2*01.

Dinh nghia

Céc khang thé don dong hodc cac thuc thé sinh hoc khac thudng duge cung cap &
dang da phan 1ap. Didu nay c6 nghia 1a khéng thé hodc thuc thé sinh hoc khic thuong tinh
khiét it nhit 1a 50% khdi lwong/khdi lwong doi véi céc protein nhiéu va cac tap chat khac
sinh ra tir qué trinh san xuat hodc tinh ché n6 nhung khong loai trir kha nang 1a khang thé
don dong nay duogc két hop vé6i luong du (cac) chit mang duoc dung hodc ta duoc long
khéc duoc du dinh tao thudn loi cho viéc st dung né. Doi khi, cac khang thé don dong tinh
khiét it nhat 13 60%, 70%, 80%, 90%, 95% hodc 99% khdi lwvong/khdi lugng dbi véi protein
nhiéu va céc tap chét tir qué trinh san xuit hodc tinh ché. Thong thuong, khang thé don
dong da phan l4p hodc thuc thé sinh hoc khéc 1a dang dai phan t&r chiém wu thé con lai sau

khi tinh ché no.
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Gén két ddc hidu cua khang thé v6i khang nguyén dich cua n6 c6 nghia la ai luc
va/hodc kha luc it nhét 1a 106, 107, 108, 10%, 10'°, 10'!, hodc 10'> M. Gén két ddc hidu la
gin két manh hon vé cudng do c6 thé phat hién duge va phén biét duoc véi gin két khong
dac hiéu xay ra véi it nhét 14 mot dich khong lién quan. Gan két dac hiéu c6 thé 1a két qua
cua su tao thanh cac lién két gitta cac nhém chure cu thé hodc su an khép dic thu trong
khong gian (vi du, kiéu 6 khoa va chia khoa) trong khi d6 gin két khong ddc higu thuong
1a két qua cta luc van der Waals. Tuy nhién gén két dac hiéu khong nhét thiét c6 nghia 1a

khang thé gén két voi mot va chi mot dich.

Don vi ciu trac khang thé co ban 1a tetrame cua cac tiéu don vi. Mdi tetrame bao
cdm hai cap chudi polypeptit gidng nhau, mdi cdp c6 mot chudi “nhe” (khoang 25 kDa) va
mot chudi “ning” (khoang 50-70 kDa). Phin diu ciing-amino ctia mdi chudi bao gdm ving
bién ddi chira khoang tir 100 dén 110 hogc nhiéu axit amin cht yéu chiu trach nhiém vé
viéc nhén biét khang nguyén. Viung bién ddi nay ban dau duge biéu hién gin két v6i peptit
tin hidu ct duoc. Ving bién dbi khong c6 peptit tin hiéu dbi khi duge goi 1a ving bién doi
truong thanh. Vi vy, vi du, vung bién ddi truong thanh chudi nhe c6 nghia 1a ving bién
ddi chudi nhe khong c6 peptit tin hiéu chudi nhe. Phan dau ciing carboxy ctia mdi chudi

xac dinh ving hang dinh cht yéu chiu trach nhiém ve chtrc nang hi€u tung.

Céac chudi nhe duoc phén loai 1 kappa hoac lambda. Cac chudi niing dugc phén loai
la gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va lan luot x4c dinh isotyp cua khang thé 1a IgG,
IgM, IgA, IgD va IgE. Trong céc chudi nhe va ning, cac ving bién ddi va hing dinh duoc
ndi bang ving "J" chira khoang 12 hoac nhiéu axit amin, v6i chudi nang con bao gom ving
"D" chtra khoang 10 hodc nhiéu axit amin. Xem téng quan, Fundamental Immunology,
Paul, W., ed.. 2nd ed. Raven Press, N. Y., 1989, Ch. 7 (dugc dua vao day béng cach vién

dan cho tat ca cac muc dich).

Ving bién déi chudi nhe hodc nang globulin mién dich (con dugc goi & day lan luot
14 “mién bién dbi chudi nhe” (“mién VL") hodc “mién bién ddi chudi ning” (“mién VH"))
chtra viing “khung” bi gidn doan boi ba “vung quyét dinh bd sung” hodc “CDR™. Cac vung
khung c6 tac dung sip xép thang hang cac CDR dé gan két dac hiéu véi epitop cua khang
nguyén. Cac CDR nay bao gdm cic gdc axit amin cta khing thé ma cha yéu chiu trach
nhiém vé su gin két khang nguyén. Tu dAu amino dén dAu carboxyl, ca mién VL va VH

déu chtra ving khung (FR) va CDR sau day: FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va
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FR4. Cac CDR 1, 2, va 3 cua mién VL con duge goi ¢ day lan luot 14 CDR-L1, CDR-L2,
va CDR-L3: cac CDR 1, 2, va 3 ctia mién VH con dugc goi ¢ day lan luot la CDR-HI,
CDR-H2, va CDR-H3. Khi sang ché mb ta trinh tr VL vdi R 1a gbc dau cing C, theo cach
khac R c6 thé duge xem 1a gbe dau cing N ciia viing hing dinh chudi nhe. Do d6, sang ché

ciing nén duoc hiéu 1a md ta trinh tw VL khong c6 R dau cung C.

Viéc chi dinh céc axit amin vao mdi mién VL va VH la phu hop vé6i dinh nghia
thong thuong bat ky vé cdc CDR. Céc dinh nghia thong thudng bao gom, 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. Biol. 196:901-917,
1987; Chothia va dong tdc gia, Nature 342:878-883, 1989); t6 hop cia CDR Chothia Kabat
trong d6 CDR-H1 la td hop cia cac CDR Chothia va Kabat; dinh nghia AbM duoc st dung
b&i phan mém tao md hinh khang thé cua Oxford Molecular; va, dinh nghia contact cta
Martin et al (bioinfo.org.uk/abs) (xem Bang 1). Kabat cung cép quy udc danh s6 duoc st
dung rong réi (cach danh s6 Kabat) trong d6 cac gbc tuong ng gitra cc chudi ning khac
nhau hodc gifta cac chudi nhe khac nhau dugc danh cung mot s6. Khi khéng thé dugc cho
la chira cic CDR theo mot dinh nghia nhat dinh vé CDR (vi du, Kabat), thi dinh nghia nay
xéc dinh sb luong cac gbc CDR t5i thiéu c6 mat trong khang thé nay (nghia la, cac CDR
Kabat). Khong loai trtr 1a céc gdc khac thude dinh nghia CDR thong thudong khac nhung
nim ngoai dinh nghia da chi ra nay cling c6 mit. Vi du, khang thé chira cac CDR duge xac
dinh boi Kabat bao gom. trong s6 cac kha nang c6 thé khac, khang thé trong d6 cdc CDR
nay chtra cac gbc CDR Kabat va khong chira cac gbc CDR khac, va khang thé trong do6
CDR H1 la CDR H1 t6 hop Chothia-Kabat va cac CDR khac chira cac gbc CDR Kabat va

khong chtra cac gbc CDR bb sung theo cac dinh nghia khéc.
Bang 1:

Dinh nghia theo quy wéc vé CDR sir dung céch dénh s6 Kabat

T6 hop Chothia
Vong Kabat Chothia AbM Contact
&Kabat

L1 L24--1.34 |L24--L34 [24--1.34 L24--L34 L30--L36
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Dinh nghia theo quy udc vé CDR sir dung cach déanh s6 Kabat

T hop Chothia
Vong Kabat Chothia AbM Contact
&Kabat
L2 L50--L56  |L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--1.55
L3 L89--1.97 |L89--L97 L.89--L97 L.89--1.97 L.89--1L.96
H1 H31--H35B |H26--H32..H34* | H26--H35B* H26--H35B | H30--H35B
H2 H50--H65 |H52--H56 H50--H65 H50--H58 | H47--HS8
H3 H95--H102 | H95--H102 H95--H102 H95--H102 |H93--H101

*CDR-H]1 theo Chothia co6 thé két thuc & H32, H33, hoic H34 (tuy theo d6 dai cua
vong). Do 1a vi so @b danh sb Kabat dat cac dot bién gin xen clia gdc thém vao & 35A va
35B, trong khi d6 cach dénh sb Chothia dit ching & 31A va 31B. Néu ca H35A va H35B
(danh s6 Kabat) khong c6 mat. vong CDR-H1 Chothia két thic & H32. Néu chi H35A c6

mat, n6 két thic & H33. Néu ca H35A va H35B c6 mat, n6 két thuc & H34.

Thuat nglt “khéang thé” bao gdm céc khang thé nguyén ven va cic doan gan két cia
ching. Thong thuong, cac doan canh tranh v6i khang thé nguyén ven ma ching thu dugc
tlr d6 dé gan két dac hiéu voi dich bao g6m cac chudi nang riéng biét. cac chudi nhe riéng
biét Fab, Fab', F(ab"),, F(ab)c, Dabs, thé nano, va Fv. Cac doan co thé duoc tao ra bé‘mg ky
thudt ADN tai tb hop, hodc bang céch tach bing enzym hodc hoa hoc céc globulin mién
dich nguyén ven. Thuat ngt “khang thé” ciing bao gom khéng thé dac hiéu kép va/hoic
khang thé duge lam twong thich v&i nguoi. Khang thé dac hiéu kép hodc khang thé hai
chirc nang la khang thé lai nhan tao c¢6 hai cip chudi ning/nhe khac nhau va hai vi tri gan
két khac nhau (xem, vi du, Songsivilai va Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79:315-321
(1990); Kostelny v déng tdc gid, J. Immunol., 148:1547-53 (1992)). Trong mot s khang
thé dac hiéu kép, hai cap chudi nang/nhe khac nhau nay bao gdm cap chudi nang/ chudi nhe
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5G8, 6A10, 8A4, hoic 7G6 duoc lam tuong thich véi ngudi va cap chudi ndng/chudi nhe
diic hiéu véi mot epitop trén tau khéc vdi epitop duge gan két boi 5G8, 6A10, 8A4, hodc
7G6.

Trong mot sb khéng thé dac hiéu kép, mdt cdp chudi néng/chuéi nhe la khang thé
5G8 duoc lam tuong thich véi ngudi, khang thé 6A10 duoc lam tuong thich v&i nguoi,
khéng thé 8A4 duoc lam twong thich v6i ngudi, hoge khang thé 7G6 dugc lam tuong thich
v&i ngudi nhu duoe mo ta thém dudi ddy va cap chudi nang/chudi nhe con lai 1a tir khéng
thé gén két voi thu thé duoc biéu hién trén hang rao mau ndo, nhu thu thé insulin, thu thé
yéu t6 tang trudng twong tw insulin (IGF), thu thé leptin, hodc thu thé lipoprotein, hodc thu
thé transferrin (Friden va dong tdc gid, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4771-4775, 1991;
Friden va ddng tdc gid, Science 259:373-377, 1993). Khang thé dac hiéu kép nay c6 the
duoc van chuyén qua hang rio méu ndo bing co ché xuyén bao qua trung gian thu thé. Su
hép thu khing thé dic hiéu kép & ndo c6 thé con duoc ting cudong bang cach thao tac di
truyén khang thé dic hiéu kép dé lam giam ai luc ctia n6 véi thu thé hang rao mau nio. Ai
luc v6i thu thé nay duoc lam giam dan dén su phan bo khang thé nay trong ndo rong hon
(xem, vi du, Atwal. va déng tde gia, Sci. Trans. Med. 3, 84rad3, 2011; Yuva déng tdc gia,
Sci. Trans. Med. 3, 84ra44, 2011).

Céc khang thé dac hiéu kép dién hinh ciing c6 thé 1: (1) khang thé mién-bién doi-
kép (DVD-Ig), trong d6 mdi chudi nhe va chudi nang chira hai mién bién doi nbi tiép nhau
qua lién két peptit ngin (Wu va dong tdc gia, Generation va Characterization of a Dual
Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™) Molecule, In: Antibody Engineering,
Springer Berlin Heidelberg (2010)); (2) Tandab, ma la thé dung hop cta hai dime ctia doan
globulin mi&n dich chudi don tao ra khang thé ddc hiéu kép hoa tri bén 6 hai vi tri gan két
cho mdi khang nguyén dich; (3) thé linh hoat, ma 1a su két hop cta cac scFv voi dime cua
doan globulin mién dich tao ra phan tir da hoa tri; (4) phan tir duoc goi 1a phan tr “neo va
khoa”, dua trén “mién dime hoa va neo” & Protein Kinaza A, ma khi dugc ap dung cho cac
Fab, c6 thé tao ra protein gin két dac hidu kép hoa tri ba chira hai doan Fab gidng nhau gin
két v&i mot doan Fab khac; hodc (5) phén tr duge goi la Bo cap (Scorpion), chira, vi du,
hai scFv duoc dung hop vdi ca hai dau cing cta ving Fe nguoi. Vi du vé cac nén tang hitu
{ch dé tao ra céc khang thé dac hiéu kép bao gém BiTE (Micromet), DART (MacroGenics),
Fcab va Mab2 (F-star), IgG1 dugc thao tac di truyén Fc (Xencor) hodc DuoBody (dua trén
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su trao ddi nhanh Fab, Genmab).

Thuét ngit “epitop” dung dé chi vi trf trén khang nguyén ma khang thé gan két vao
d6. Epitop c6 thé duoc tao ra tlr cac axit amin lién ké hodc cac axit amin khong lién ké
duoc dat canh nhau do su gép bac ba ctia mot hodc nhiéu protein. Céc epitop dugc tao ra
tlr cac axit amin lién ké (con duge biét 14 epitop tuyén tinh) thuong van gitt duoc khi tiép
xtc véi cac dung moi lam bién tinh trong khi céc epitop dugc tao ra do sy gép bic ba (con
duoc biét 12 epitop cau hinh) thuong bi mAt di khi xi Iy bing cac dung mdi lam bién tinh.
Epitop thuong chura it nhat 12 3, va phd bién hon, it nhét 13 5 hodc 8-10 axit amin trong ciu
hinh khong gian duy nhit. C4c phuong phéap xéac dinh cAu hinh khong gian cua epitop bao
gom, vi du, phuong phap tinh thé hoc tia x va cdng hudng tir hat nhén 2 chiéu. Xem, vi du,
Epitope Mapping Protocols, trong Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E.
Morris, Ed. (1996)).

Céc khang thé nhan biét cling epitop hodc cac epitop gbi 1én nhau c6 thé dugc nhan
dién trong thir nghiém mién dich don gian chi ra kha nang canh tranh cua mét khang thé
v6i su gdn két cua khang thé khac vao khang nguyén dich. Epitop cta khéng thé ciing ¢
thé duoc xéc dinh bang tinh thé hoc tia X cta khang thé da gan két v6i khang nguyén cta
n6 dé nhan dién céc gbe tiép xic. Ngoai ra, hai khéng thé ¢6 cung epitop néu tit ca cc dot
bién axit amin trong khang nguyén ma lam giam hogc lam mat khé ning gin két ciia mot
khang thé ciing lam gidm hodc lam mét kha nang gén két ctia khang thé con lai. Hai khang
thé c6 cac epitop géi 1én nhau néu mot s6 dot bién axit amin ma lam giam hodc lam mét
kha ning gin két ciia mot khang thé cling lam giam hodc lam mat kha ning gin két ctia

khang thé con lai.

Su canh tranh gitta cac khang thé duogc xé4c dinh bang thir nghiém trong d6 mot
khang thé dang duoc thir nghiém tc ché su gan két dic hiéu cta khang thé tham chiéu véi
khang nguyén chung (xem, vi du, Junghans va dong tdc gia, Cancer Res. 50:1495, 1990).
Khang thé thir nghiém canh tranh v6i khang thé tham chiéu néu lugng du khang thé thu
nghidm (vi du. it nhat 2x. 5x. 10x, 20x hodc 100x) uc ché su gan két cia khéng thé tham
chiéu it nhét 14 50% nhu duge do trong thit nghiém lién két canh tranh. Mot s6 khang thé
thtt nghiém e ché s gin két ciia khang thé tham chiu it nhat 1a 75%, 90% hodc 99%.
Cac khang thé duoc nhéan dién bdi thir nghiém canh tranh (cac khang thé canh tranh) bao

g0m cac khang thé gan ket v6i cung mot epitop v6i khang thé tham chi€u va céc khang the
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gin két v6i epitop lién k& du gan véi epitop dugce gan két boi khang thé tham chiéu dé xay

ra su can trd khong gian.

Thuit ngit “dugc dung” c6 nghia la chét mang, chét pha lodng, ta dugc hoac chét
bd tro 14 twong thich v6i céc thanh phin con lai clia ché phdm nay va gan nhu khong doc
v&i nguoi nhén no.

Thuét ngit “bénh nhan” bao gdm ngudi va cac doi tuong 1a dong vat c6 via khac

nhéan dugc didu tri phong bénh hodc chita bénh.

Cé thé ¢6 nguy co méc bénh ting néu ddi twong nay co it nhat 1a mot yéu to-nguy
co da biét (vi du, tién st di truyén, sinh héa, gia dinh, va tiép xtic tinh huéng) dit cac c4
thé ¢6 yéu t6 nguy co d6 vao nguy co phat trién bénh cao hon ¢6 ¥ nghia thong ké so véi

céc ca thé khong c6 yéu to nguy co nay.

Thuét ngit “mau sinh hoc” dung dé chi mau chra nguyén liéu sinh hoc nam trong
hodc c6 thé thu duoc tir nguén sinh hoc, vi du, ngudi hoac d6i turong la dong vat c6 vu. Cac
mau nay c6 thé 1a cac co quan, céc co quan bao, md, cac lat cit md, dich co thé, mau ngoai
vi, huyét tuong mau, huyét thanh mau, té bao, phan tir nhu protein va peptit, va cac phan
bat ky hodc to hop bét ky thu duge tir chiing. Thuat ngi mau sinh hoc cling ¢6 thé bao gom
nguyén liéu bat ky thu duoc bang cach xir Iy miu nay. Nguyén liéu thu dugce c6 thé bao
gdm céc té bao hodc dong con cta chung. Phuong phap xir ly mau sinh hoc nay c6 thé bao
gé‘)m mot hodc nhiéu trong sb cac budce loc, chung cét, chiét, co dac, ¢b dinh, bat hoat céc

thanh phan gay nhiéu, va tuong tu.

Thuéat ngit “mau d6i chimg” dung dé chi mau sinh hoc chua biét hodc bi nghi ngd
14 chira cac vung bi tac dong bdi bénh lién quan dén tau, hoac it nhét khong dugc biét hoac
bi nghi ngd 1a chira cac vimg bi bénh thudc loai da dua ra. Cac mau ddi chimg co thé thu
dwoc tir cac ca thé khong bi mac bénh lién quan dén tau. Ngoai ra, cac miu d6i chimg ¢6
thé thu duoc tir cac bénh nhan bi nhiém bénh lién quan dén tau. Cac mau nay co thé thu
dugce cung mot luc voi mau sinh hoc duoc cho 1a mang bénh lién quan dén tau hoac vao
mot thot diém khac. Mau sinh hoc va mau dbi chimg co thé déu thu duoc tir cing mot mo.
Tét hon 13, cac mAu déi chimg chu yéu chira hodc chita hoan toan cac ving binh thuong,
khoe manh va ¢cé thé duoc su dung dé so sanh v&i mau sinh hoc duogc cho 1a chira cac ving
bi mic bénh lién quan dén tau. THt hon 13, mb trong mau dbi chirng thudc cung mot loai

vO1 mo trong mau sinh hoc. Tét hon 13, cac té bao bi tac dong badi bénh lién quan dén tau
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dugc cho 1a ndm trong mau sinh hoc sinh ra tr cing mot loai t€ bao (vi du, noron hodc té

bao than kinh dém) véi loai té bao trong mau dbi chimg.

Thuét nglr "bénh" dung dé chi tinh trang bat thuong bat ky 1am suy yéu chirc ning
sinh ly. Thuat ngir nay dugc st dung rong rai d& bao gdm rdi loan, mét moi, sy bat thuong,
bénh, 6m, tinh trang, hodc hdi chimg bét ky trong d6 chirc ning sinh ly bi suy giam, bat ké

ban chat ciia nguyén nhan.

Thuét ngit “triéu chimg” d& cap dén bang ching chi quan cua bénh, nhu dang di
thay ddi, nhu duoc cam nhan béi dbi tuong. "Déu hiéu" dé cap dén béng ching khach quan

clia bénh nhu duge quan sat boi bac sy diéu tri.

Thuét ngir “dap ing tich cuc voi diéu tri” d& cap dén dap img & mot bénh nhan don
1€ hodc dap ng trung binh trong mot quén thé bénh nhan t6t hon so v&i dap ung trung binh

trong quan thé dbi chimg khong nhan dugc diéu tri.

Dé phan loai c4c axit amin thay thé 1 bao tdn hay khong bao ton, cac axit amin
duogc chia thanh cdc nhom sau: Nhém I (cac chudi bén ky nuéc): met, ala, val, leu, ile;
Nhém II (cac chudi bén trung tinh wa nudce): xys, ser, thr; Nhom III (cac chudi bén axit):
asp, glu; Nhom IV (céc chudi bén bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhém V (cac gbc anh huéng
dén hudng ciia chudi): gly, pro; va Nhom VI (cac chudi bén thom): trp, tyr, phe. Su thé bao
tdn bao gom su thay thé giira cdc axit amin trong cung mot nhom. Su thé khong bao ton 1a

su thay thé thanh vién ctia mdt trong cac nhom nay cho mdt thanh vién thudc nhoém khac.

Ty 1é phén tram tuong dong trinh tir duge xac dinh bang cac trinh tu khang thé duoc
bat cap ti da theo quy udc danh sé Kabat. Sau khi bat cap, néu ving khang thé can quan
tam (vi dy, toan bo vung bién d6i trrong thanh cua chudi ning hodc chudi nhe) dang duge
0 sanh v4i cung mot vung cua khang thé tham chiéu, thi ty 1¢ phan tram tuong dong trinh
tu gitta vung khang thé can quan tim va ving khéng thé tham chiéu 12 s luong cac vi tri
bi chiém boi cling mot axit amin & ca vung khang thé can quan tdm va vung khang thé
tham chiéu chia cho tong s vi trf bat cap cta hai viing nay, khong tinh cac khoang tréng,

nhan vé6i 100 dé chuyén thanh ty 1 phan tram.

Céc ché phdm hodc phuong phap "cha" hodc "bao gom" mdt hoic nhiéu thanh
phén da dé cap ¢o thé bao gém cac thanh phén khéac ma chua duogc dé cap cu thé. Vi du,

ché phdm “chra” hodc “bao gb6m” khang thé c6 thé chira mot minh khang thé nay hoic két
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hop v6i cac thanh phan khac.

Ky hiéu khoang gia tri bao gOm tat ca céc s6 nguyén nam trong hodc xac dinh
khoéang nay, va tat ca cac khoang con duge xac dinh béi cac s6 nguyén nam trong khoang
nay.

[0002] Trir khi nglr canh chi ra rd rang, thuat ngit “khoang” bao gdm céc bién do6i
khong dang ké, nhu cdc gia tri ndm trong bién sai s6 chuan cta phép do (vi du, SEM) ctia
gia tri da cho.

¥ nghia thong ké c6 nghia la p<0,05.

Dang sé it clia ddi tugng “mot” (“a”, “an,” va “the”) cling bao gdm ca sb nhiéu trir
khi c6 quy dinh khac mét cach rd rang. Vi du, thuat ngit “hop chat” hodc “it nhét 1a mot
hop chét” ¢6 thé bao gdm nhiéu hop chét, bao gdm céc hon hop ctia ching.

MG ta chi tiet sang ché
L. Tong quan

Séng ché dé xuét cac khang thé gan két dic hiéu voi tau. Mot s tinh dac hiéu gan
két dugc ldy lam vi du ctia céc khang thé theo sang ché duoc dic trung boi su gan két dac
hiéu v6i peptit chira cac gbe 199-213 hodc peptit chira cac goe 262-276 clia SEQ ID NO:3
(lan luot tuong tng véi cac gdc 257-271 hodc 320-334, cia SEQ ID NO:1), hodc vdi ca
hai peptit. Céc khang thé dién hinh theo séng ché 1a 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6. Mot s6
khang thé gan két véi epitop bao gOm it nhat mot gde tir cac gde 199-213 hodc it nhat mot
gbe tir cac gbe 262-276 cua SEQ ID NO:3 hodc ca hai. Mt s6 khang thé gan két v6i epitop
trong do tat ca cac goc cia epitop nay nim trong s6 cac gdc 119-213 hodc cac gbc 262-276
cua SEQ ID NO:3 hodc cé hai. Mot s6 khéng thé gén két véi epitop duoc tao ra tir cdc axit
amin trong sb cac gbc 199-213 va 262-276 cua SEQ ID NO:3. Mot sb khang thé gan két
v6i epitop nam trong sé cac gbe 199-213 cua SEQ ID NO:3 hodc véi cc goc 262-276 cua
SEQ ID NO:3. Mot s6 khang thé gan két voi tau bét ké trang thai phosphoryl héa. Mot s
khang thé trc ché hodc lam chim céc bénh gdy ra bai tau va lam giam cdc triéu ching bi
gdy ra boi tau. Mdc du khong can thiét phai hiéu co ché @ thuc hanh sang ché, su giam
doc tinh c6 thé xay ra do khang thé nay cam Ung hién tuong thuc bao tau, uc ché tau két tu
trong phén tr hodc gilra cdc phan tur, hoac ¢ ché su gin két voi cac phan tir khac, bang
cach lam on dinh cdu hinh khong gdy ddc, bang cach tc ché su truyén cac dang tau giy
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bénh trong té bao hodc giita cac té bao, bang cach phong bé su phosphoryl héa Tau, bang
cach ngan can sy gan két clia tau v6i cac té bao, hodc bang cach cam tmg su cit phan giai
protein tau, trong s6 céac co ché khac. Céc khang thé theo séng ché hodc cac chat cam tng
cac khang thé nay co thé duoc st dung trong céc phuong phap diéu tri hodc phong ngtra

bénh Alzheimer va cac bénh khéc bi gdy ra boi tau.
II. Cac phan tir dich

Trir khi ngt canh chi ra rd rang, viéc d& cap dén tau c6 nghia la dang tau tu nhién
ctia ngudi bao gom tAt ca cac ddng dang bat ké bién ddi sau dich ma (vi du, phosphoryl
héa, duong héa, hodc axetyl héa) c6 mat hay khong. C6 sdu dong dang chinh (céc bién thé
c4t) clia tau xuét hién trong nio nguoi. Dong dang dai nhit trong sé cac bién thé nay c6
441 axit amin, trong d6 goc met ban dAu bi cat di.. Céc gbe duge danh s6 theo dong dang
441 nay. Do do, vi du, viéc d& cap dén phosphoryl hoa & vi tri 404 ¢6 nghia la vi tri 404
cta dong dang 441, hodc vi tri tuong Ung cla dong dang khac bat ky khi duoc bat cap t6i
da v6i dong dang 441. Cac trinh ty axit amin cua cac ddng dang va cac s6 Swiss-Prot dugc

chi ra dudi day.

P10636-8 (SEQ ID NO:1)

10 20 30 40 50 60

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG
70 80 90 100 110 120

SETSDAKSTP TAEDVTAPLY DEGAPGKQAA AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG
130 140 150 160 170 180

HVTQARMVSK SKDGTGSDDK KAKGADGKTK IATPRGAAPP GQKGQANATR IPAKTPPAPK
190 200 210 220 230 240

TPPSSGEPPK SGDRSGYSSP GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPKKVAVVR TPPKSPSSAK
250 260 270 280 290 300

SRLQTAPVPM PDLKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIINK KLDLSNVQSK CGSKDNIKHV
310 320 330 340 350 360

PGGGSVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK SEKLDFKDRY QSKIGSLDNI
370 380 390 400 410 420

THVPGGGNKK IETHKLTFRE NAKAKTDHGA EIVYKSPVVS GDTSPRHLSN VSSTGSIDMV
430 440

DSPQLATLAD EVSASLAKQG L
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P10636-7 (SEQ ID NO:2)
10 20 30 40 S0 60

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG
70 80 90 100 110 120

SETSDAKSTP TAEAEEAGIG DTPSLEDEAA GHVTQARMYVS KSKDGTGSDD KKAKGADGKT
130 140 150 160 170 180

KIATPRGAAP PGQKGQANAT RIPAKTPPAP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS PGSPGTPGSR
190 200 210 220 230 240

SRTPSLPTPP TREPKKVAVV RTPPKSPSSA KSRLQTAPVP MPDLKNVKSK IGSTENLKHQ
250 260 270 280 290 300

PGGGKVQIIN KKLDLSNVQS KCGSKDNIKH VPGGGSVQIV YKPVDLSKVT SKCGSLGNIH
310 320 330 340 350 360

HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR ENAKAKTDHG
370 380 390 400 410

AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ GL

P10636-6 (4RON tau nguoi) (SEQ ID NO:3)

10 20 BQ. 40 50 60

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKAEEAGI GDTPSLEDEA
70 80 90 100 110 120

AGHVTQARMY SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA PPGQKGQANA TRIPAKTPPA
130 140 150 160 170 180

PKTPPSSGEP PKSGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP PTREPKKVAV VRTPPKSPSS
190 200 210 220 230 240

AKSRLOTAPY PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQI NKKLDLSNVQ SKCGSKDNIK
250 260 270 280 290 300

HVPGGGSVQI VYKPVDLSKY TSKCGSLGNI HHKPGGGQVE VKSEKLDFKD RVQSKIGSLD
310 320 330 340 350 360

NITHVPGGGN KKIETHKLTE RENAKAKTDH GAEIVYKSPV VSGDTSPRHL SNVSSTGSID
370 380

MVDSPQLATL ADEVSASLAK QGL

P10636-5 (SEQ ID NO:4)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG
70 80 90 100 110 120

SETSDAKSTP TAEDVTAPLYV DEGAPGKQAA AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG
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130 140 150 160 170 180

HVTQARMVSK SKDGTGSDDK KAKGADGKTK IATPRGAAPP GQKGQANATR IPAKTPPAPK

- 190 200 210 220 230 240

TPPSSGEPPK SGDRSGYSSP GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPKKVAVVR TPPKSPSSAK
250 260 270 280 290 300

SRLQTAPVPM PDLKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIVYK PVDLSKVTSK CGSLGNIHHK
310 320 330 340 350 360

PGGGQVEVKS EKLDFKDRVQ SKIGSLDNIT HVPGGGNKKI ETHKLTFREN AKAKTDHGAE
370 380 390 400 410

[VYKSPVVSG DTSPRHLSNV SSTGSIDMVD SPQLATLADE VSASLAKQGL

P10636-4 (SEQ ID NO:5)

10 20 30 40 50 60

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG
70 80 90 100 110 120

SETSDAKSTP TAEAEEAGIG DTPSLEDEAA GHVTQARMYVS KSKDGTGSDD KKAKGADGKT
130 140 150 160 170 180

KIATPRGAAP PGOKGQANAT RIPAKTPPAP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS PGSPGTPGSR
190 200 210 220 230 240

SRTPSLPTPP TREPKKVAVV RTPPKSPSSA KSRLQTAPVP MPDLKNVKSK IGSTENLKHQ
250 260 270 280 290 300

PGGGKVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK SEKLDFKDRV QSKIGSLDNI
310 320 330 340 350 360

THVPGGGNKK IETHKLTFRE NAKAKTDHGA EIVYKSPVVS GDTSPRHLSN VSSTGSIDMV
370 380

DSPQLATLAD EVSASLAKQG L

P10636-2 (SEQ ID NO:6)

10 20 30 40 50 60

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKAEEAGI GDTPSLEDEA
70 80 90 100 110 120

AGHVTQARMYV SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA PPGQKGQANA TRIPAKTPPA
130 140 150 160 170 180

PKTPPSSGEP PKSGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP PTREPKKVAYV VRTPPKSPSS
190 200 210 220 230 240

AKSRLQTAPYV PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQIV YKPVDLSKVT SKCGSLGNIH
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250 260 270 280 290 300

HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR ENAKAKTDHG
310 320 330 340 350

AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ GL

Viéc dé cap dén tau bao gdm céc bién thé tw nhién da biét, khoang 30 trong sé nay
duoc liét ké trong co s& dit liéu Swiss-Prot va cac hoan vi cta ching, cling nhu cac dot
bién lién quan dén céc bénh tau, nhu ching sa stt tri tug, bénh Pick, bénh liét trén nhan,
trong s6 cac bénh khéc (xem, vi du, co s¢ dit liéu Swiss-Prot va Poorkaj, va déng tac gia
Ann Neurol. 43:815-825 (1998)). Mot sé vi du vé cac dot bién tau duge danh sd boi dong
dang 441 14 dot bién lysin thanh threonin & gbc axit amin 257 (K257T), dot bién isoleuxin
thanh valin & vi tri axit amin 260 (I1260V); dot bién glyxin thanh valin & vi tri axit amin
272 (G272V); dot bién asparagin thanh lysin & vi tri axit amin 279 (N279K); dot bién
asparagin thanh histidin & vi trf axit amin 296 (N296H); dot bién prolin thanh serin & vi tri
axit amin 301 (P301S); dot bién prolin thanh leuxin & axit amin 301 (P301L); dot bién
glyxin thanh valin ¢ vi trf 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 trf axit amin 389 (G389R); va dot bién arginin thanh tryptophan & vi tri
axit amin 406 (R406W).

Tau ¢6 thé duoc phosphoryl hoa & mot hodc nhiéu gdc axit amin bao g0m tyrosin &
cac vi trf axit amin 18, 29, 97, 310, va 394 serin & cac 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 & cac cac vi tri axit amin 173, 181, 205, 212, 217, 231, va 403.

Trir khi ngit canh chi ra mot cach rd rang, viéc dé cdp dén tau, hodc cac doan cua
ching bao gdm céc trinh tu axit amin ngudi tu nhién bao gom cdc dong dang, dot bién va

cac bién thé alen ctia ching.
[II. Khang thé
A.  Tinh dac hiéu gin két va cac dac diém chirc nang

Séng ché dé xuét cac khang thé gan két voi tau. Mot s6 khang thé gan két véi tau
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bét ké trang thai phosphoryl héa. Mot s6 khang thé gin két v6i epitop khong chira gbc bi
phosphoryl héa. Cac khang thé nay co thé thu dugc bang cach gy mién dich bang
polypeptit tau dugc tinh ché tir ngudn tu nhién hodc duge biéu hién tai t6 hop. Céc khang
thé c6 thé duoc sang loc dé gin két v6i tau & dang khong duoc phosphoryl héa ciing nhu
dang trong d6 mot hodc nhidu gdc dé bi phosphoryl hoa duge phosphoryl hoa. Tt hon néu
cac khang thé nay gan két v6i tau duoc phosphoryl hoa véi cac ai luc twong duong hodc it
nhat trong khoang hé sb 1a 1,5, 2 hodc 3 1an so véi tau khong dugc phosphoryl héa (nghia
la., 1a “dac hiéu phé rong”). 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 1a cac vi du vé cac khang thé don
dong dac hiéu pho rong. Séng ché con dé xuét cac khang thé gian két voi cung mot epitop
hodc epitop géi 1én nhau véi epitop cua 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6. Ciing dugc bao gém
la cac khang thé canh tranh dé gén két vao tau v4i 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6.

Céc khang thé da dé cap trén day c6 thé dugc tao ra tir ddu (de novo) bang céch gy
mién dich bang polypeptit tau c6 do dai day du hodc doan peptit ciia nd. Cac peptit nay t6t
hon néu duge gan két vao phan tir lién hop khac loai gitip gay ra dap (mg khing thé voi
peptit nay. Lién két nay c6 thé 1a truc tiép hodc qua peptit dém hodc axit amin dém. Xystein
duoc str dung lam axit amin dém vi nhom SH ty do cua né tao thuén loi cho su gén két cua
phén tir mang. Cau ndi polyglyxin (vi dy, 2-6 glyxin), c6 hodc khong c6 gdc xystein gitta
cac glyxin va peptit nay cling co thé duoc st dung. Phan tir mang c6 tic dung cung cp
epitop té bao T gitip gy ra dap tmg khang thé khang lai peptit nay. Mot s6 phan tir mang
thuong dugce st dung cu thé 1a hemoxyanin cua loai be keyhole limpet (KLH), albumin
tring va albumin huyét thanh bo (BSA). Cac doan dém peptit co thé duoc bd sung vao
khang nguyén peptit nhu mot phan cua quy trinh tdng hop peptit pha ran. C4c phan tir mang
thuong dugc bd sung vao béng cach lién két chéo hoa hoc. Mot b vi du vé cac chét lién
két chéo hoa hoc ma co thé duoc sir dung bao gom N-maleimido-6-aminocaproyl este chéo
hodc m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuxinimit este (MBS) (xem vi du, Harlow, E. va
dong 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); Hammer va dong tac gia, Cell
74:197-203 (1993); Falk K. va dong tac gia, Immunogenetics, 39:230-242 (1994); WO
98/23635; va, Southwood va dong tac gia J. Immunology, 160:3363-3373 (1998)). Phan tr
mang va doan dém néu c6 c6 thé duge gin két voi mot trong hai dau cua khang nguyén
nay.
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Peptit ¢6 doan dém va phan tir mang tuy y c6 thé duoc sir dung dé gdy mién dich
cac dong vat phong thi nghiém hozc té bao B nhu duge md ta chi tiét hon dudi day. Dich
ndi bé mit chira té bao lai c¢6 thé duoc kiém tra vé kha ning gan két véi cac dang dugc
phosphoryl hoa va khong dwoc phosphoryl hoa cta tau, nhu, vi du, ddng dang c6 chiéu dai
ddy do cua tau c6 vi tri 404 & dang dugce phosphoryl hoa. Peptit nay c6 thé dugc gan két
v&i phéan tir mang hodc nhdn khac dé tao thuan loi cho thir nghiém sang loc. Trong trudng
hop nay, phan tr mang hodc nhan t5t hon 1a khac vdi to hop ctia doan dém va phan tr mang
duoe st dung dé gay midn dich dé loai bo cac khang thé dac hiéu véi doan dém hodc phan

tir mang hon la peptit tau. Bat ky trong s6 cac dong dang cta tau c6 thé duoc st dung.

Sang ché dé xuat cac khang thé don dong gan két véi cac epitop nim trong tau.
Khéng thé duge ky hiéu 5G8 1a mot khang thé chudt dién hinh nhu vay. Trir khi ¢6 quy
dinh khac, viéc dé cap dén 5G8 nén dugc hiéu la dé cap dén bt ky trong sb céc dang cua
chuot, kham, duoc nguy trang va dang dugc 1am tuong thich v6i nguoi cia khéng thé nay.
Khang thé nay da duoc luu trit 1a [SO LUU TRUT]. Khang thé nay con duoc déc trung boi
kha ning gin két v6i ca tau dugce phosphoryl hoa va tau khong duoc phosphoryl héa, ca
dang khong gay bénh va dang bénh ly va cac cAu hinh cta tau, va cac dang bi gip sai/két

tu cda tau.

Céc khang thé bd sung canh tranh véi SG8 dé gan két vao tau va/hoic gin két vao
ciing mot epitop hodc epitop trung lap vi 5G8 da duoce phan lap duoc ky higu la 6A10,
8A4, 7G6. va 3D6 va duge san sinh boi cac té bao lai c6 cliing tén goi. 6A10 c6 ving bién
d6i chudi nang va nhe lan lugt duoc dic trung bdi SEQ ID NO:49 va SEQ ID NO:50 va
thudc isotyp IgG1/kappa cua chudt. 6A10 c6 cac vung bién ddi chudi ning va nhe truéng
thanh (sau khi cét peptit tin hiéu) lan luot duge dic trung boi SEQ ID NO:63 va SEQ ID
NO:64. Trir khi ¢6 quy dinh khéc, viéc dé cap dén 6A10 nén dugc hiéu la d¢ cap dén bat
ky trong s cac dang cta chudt, kham, duge nguy trang va dang duge lam tuong thich voi
ngudi ctia khang thé nay. 6A10 di duge luu trit bang [SO LUU TRUT. 6A10 con duoc dac
trung bdi kha ndng gin két ctia né véi ca tau duge phosphoryl hoa va tau khong dugc
phosphoryl hoa, ca dang khong gdy bénh va dang bénh ly va cac ciu hinh cua tau, va céc

dang bi gép sai/két tu cla tau.

7G6 ¢6 ving bién ddi chudi nang va nhe 1an luot dugce dic trung béi SEQ ID NO:51
va SEQ ID NO:52 va thudc isotyp IgG2b/kappa ciia chudt. 7G6 ¢6 céc ving bién d6i chudi
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ning va nhe truong thanh (sau khi ct peptit tin hiéu) lan luot dugc dic trung boi SEQ ID
NO:119 va SEQ ID NO:120. Trir khi ¢6 quy dinh khac, viéc dé cap dén 7G6 nén dugc hiéu
la dé cap dén bt ky trong sb cac dang ctia chudt, kham, dugc nguy trang va dang dugc lam
twong thich véi ngudi ctia khéng thé nay. 7G6 da duge luu trit bang [SO LUU TRUT. 7G6
con duoc dac trung bdi kha nang gan két clia n6 v6i ca tau dugc phosphoryl héa va tau
khong duoc phosphoryl hoa, ca dang khong gy bénh va dang bénh ly va cac céu hinh cta

tau, va cac dang bi gap sai/két tu cua tau.

8A4 c6 cac ving bién ddi chudi nang va nhe lan lugt dugce ddc trung boi SEQ ID
NO:53 va SEQ ID NO:54, va thudc isotyp IgGl/kappa ctia chudt. 8A4 c6 cac vung bién
ddi chudi ndng va nhe trudng thanh (sau khi cit peptit tin hiéu) lan luot dugc dic trung boi
SEQ ID NO:91 va SEQ ID NO:92. Trir khi ¢6 quy dinh khac, viéc dé cap dén 8A4 nén
duoc hiéu 1a dé cap dén bt ky trong s6 cac dang ctia chudt, kham, duoc nguy trang va
dang duge lam tuong thich véi ngudi clia khang thé nay. 8A4 da duoc luu trir bang [SO
LUU TRU]. 8A4 con dugc dic trung boi kha ning gan két ctia nd véi ca tau dugce
phosphoryl héa va tau khong duoc phosphoryl hoa, ca dang khong gdy bénh va dang bénh

Iy va cac cau hinh cta tau, va cac dang bi gap sai/két tu cua tau.

3D6 ¢6 vung bién ddi chudi nang va nhe truong thanh lan luot duoce dic trung boi
SEQ ID NO:55 va SEQ ID NO:59, va thudc isotyp IgG1 kappa cua chudt. Dbi véi 3D6, ba
CDR chudi nang 1a nhu duogc xac dinh boi T4 hop Kabat/Chothia (SEQ ID NO:56, 57, va
58) va ba CDR chudi nhe 1a nhu duge xac dinh bai Kabat (SEQ ID NO:60, 61, va 62). DPoi
v&i 3D6 va cac bién thé dugc lam tuong thich vi nguoi cia nd, xem PCT/IB2017/052544,
duoc dua vao day bang cach vién dan toan bd cho tat ca cac muc dich. Trur khi c6 quy dinh
khac, viéc dé cap dén 3D6 nén duoc hiéu 1a d& cap dén bét k¥ trong s6 cac dang ctia chudt,
kham, duoc nguy trang va dang dugc lam tuong thich véi nguoi cua khang thé nay. 3D6
da duge luu trit bang [SO LUU TRUT. 3D6 con duge dic trung béi kha ning gan két ctia
n6 véi ca tau duoc phosphoryl hoa va tau khong dugc phosphoryl hoa, ca dang khong gay
bénh va dang bénh ly va cac cau hinh cua tau, va cac dang bi gép sai/két tu ctia tau.

Tuy y, cac khang thé theo sang ché khong bao gom khang thé 6A 10 nhu dugc mod
ta trong PCT/IB2017/052544. Tuy ¥, cac khang thé theo sang ché khong bao gom khang
thé 8A4. Tiy ¥, cac khéng thé theo sang ché khong bao gom khéng thé 7G6. Tuy y, cac
khang thé theo sing ché khong bao gdm khang thé 3D6 nhu dugc md ta trong
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PCT/IB2017/052544.

Mot s6 khang thé theo sang ché gin két véi cing mot epitop hodc epitop gbi lén
nhau vdi khang thé duogc ky hiéu1a 5G8, 6A10, 8A4, 7G6, hodc 3D6. Céc trinh tu ciia vung
bién dbi truong thanh chudi nang va nhe ciia 5G8 duge ky hiéu lan lugt 1a SEQ ID NO:7
va 8. Céc trinh tu cua vung bién ddi trudng thanh chudi ning va nhe ctia 6A10 duoc ky
hiéu lan lugt 1a SEQ ID NO:63 va 64. Céc trinh tu ctia ving bién dbi truéng thanh chudi
ndng va nhe cua 8A4 duoc ky hiéu lan luot 1a SEQ ID NO:91 va 92. Céc trinh tu clia ving
bién dbi trudng thanh chudi ning va nhe cta 7G6 duge ky hiéu lan lwot 1a SEQ ID NO:119
va 120. C4c trinh tu cua ving bién dbi trudng thanh chudi ning va nhe cua 3D6 dugc ky
hidu lan lugt 12 SEQ ID NO:55 va 59. Céc khang thé khéc 6 tinh dic hidu gin két nhu vay
6 thé duoc tao ra béng cach gy mién dich chudt béng tau hodc mot phén cua nd chua
epitop mong mudn va sang loc cic khang thé thu dugc vé kha nang gin két véi tau tiy ¥
canh tranh v&i khéng thé c¢6 cac ving bién doi cia 5G8, 6A10, 8A4, 7G6, hodc 3D6 (1gG1
kappa) ctia chudt. Céc doan cta tau chira epitop mong mudn c6 thé duoc gin két véi chat
mang gitp gay ra ddp ing khang thé v4i doan nay va/hodc duge két hop vai ta dugce giap
gdy ra dap ing nay. Cac khang thé nay co thé duge sang loc vé kha nang gan két phan biét
véi tau hodc mot doan cua nod so voi cac dot bién c6 cac géc xac dinh. Viéc sang loc dua
trén cac dot bién nay xac dinh chinh xac hon tinh dac hi€u gén két dé cho phép nhén dién
cdc khang thé c6 kha nang gin két bi tre ché boi k§ thudt gdy dot bién cac gbe cu thé va
cac khang thé nay c6 thé ¢6 chung cac ddc diém chirc nang véi cac khang thé dién hinh
khac. Céc dot bién nay c6 thé 1a dot bién thé thay thé hé thong bang alanin (hodc serin néu
alanin da ¢ san) mot géc mot 1an, hodc cac khoang cach nhau rong hon, trén toan b dich
nay hodc toan bo mot phan cta n6 trong d6 dugce biét 14 c6 epitop nay. Néu cing mot tap
hop cac dot bién lam giam dang ké kha nang gin két cua hai khéng thé, thi hai khang thé

nay gan két véi cing mot epitop.

Céc khang thé co tinh ddc hidu gan két cta khang thé chudt da chon (vi du, 5GS8,
6A10. 8A4. 7G6 hodc 3D6) ciing ¢ thé duge tao ra bang cach sir dung bién thé ctia phuong
phap biéu hién thé thuc khuan. Xem Winter, WO 92/20791. Phuong phip nay la dac biét
thich hop dé tao ra céc khang thé ngudi. Trong phuong phap nay, ving bién dbi chudi nang
hodc nhe cua khang thé chuot da chon duoc str dung lam nguyén liéu khai dau. Néu, vi du,

vung bién do1 chudi nhe duogc chon lam nguyén liéu khoi dau, thu vién thé thuc khuan
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dwoc xdy dung trong d6 cc thanh vién biéu hién ciing mdt viing bién doi chudi nhe (nghia
Ja, nguyén lidu khéi dAu ciia chudt) va ving bién ddi chudi nang khac nhau. Ving bién doi
chudi nang nay co thé, vi dy, thu duoc tir thu vién cla cic ving bién d6i chudi ning cia
nguoi duoc sap xép lai. Thé thuc khuén thé hién kha ning gan két dac hiéu manh déi voi
tau hodic mot doan ctia nd (vf du, it nhat 1a 108 va tét hon 1a, it nhat 1a 10° M'") dwoc chon.
Sau d6 ving bién dbi chudi ning tir thé thuc khuan nay déng vai tro 12 nguyén liéu khoi
dau dé xdy dung thu vién thé thuc khuén khac nita. Trong thu vién nay, mdi thé thuc khuén
biéu hién cling mot ving bién ddi chudi ning (nghia la, ving dugce xac dinh tir thu vién
biéu hién thr nhat) va ving bién ddi chudi nhe khéc. Cac ving bién ddi chudi nhe nay c6
thé thu duoc, vi du, tir thu vién cta cc vung chudi nhe bién dbi cua nguodi dugce sép Xép
lai. Mot 1an nita, thé thuc khuén thé hién kha nang gén két ddc hiéu manh ddi vai tau hoac
mot doan ciia né dugc chon. Cac khang thé tao thanh thudng c6 tinh dic hiéu epitop giéng

hodc tuong tu v4i nguyén liéu khoi dau cta chudt.

CDR t hop Kabat/Chothia ctia chudi ndng ctia 5G8 duge ky hi¢u lan luot 1a SEQ
ID NO:11, 12, va 13, va cac CDR Kabat cua chudi nhe cua 5G8 dugce ky hiéu lan luot la
SEQ ID NO:14, 15, va 16.

Bang 2 chi ra cac CDR 5G8& nhu duoc xac dinh bang Kabat, Chothia, T4 hop cla
Chothia va Kabat (con dugc goi ¢ day 1a “T4 hop Kabat/Chothia”), AbM, va Contact.
Bang 2

Cac CDR 5G8 nhu duoc xac dinh boi Kabat, Chothia, T hop cua Chothia va Kabat,
AbM, va Contact

T6 hop
Vong Kabat Chothia Chothia AbM Contact
& Kabat
L1 L24--1.34 L24--L.34 [L.24--1.34 L24--1L34 L30--L36
SEQ ID NO:14 | SEQ ID NO:14 | SEQ ID NO:14 | SEQ ID NO:14 | SEQ ID NO:24
Lo L50--L36 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--1.55
SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:25
13 L89--1L.97 L.89--1.97 L89--L97 L89--L97 L89--1L.96
> SEQ ID NO:16 | SEQ ID NO:16 | SEQ ID NO:16 | SEQ ID NO:16 | SEQ ID NO:26
Hi1 H31--H35B H26--H32 H26--H35B H26--H35B H30--H35B
SEQ ID NO:17 | SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:11 | SEQ ID NO:11 | SEQ ID NO:19
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Bang 2
Cac CDR 5G8 nhu duoc xac dinh bdi Kabat, Chothia, T hop ctia Chothia va Kabat,

AbM, va Contact

T6 hop
Vong Kabat Chothia Chothia AbM Contact
& Kabat
20 H50--H65 H52--H56 HS0--H65 H50--H58 H47--H58
SEQIDNO:12 | SEQ ID NO:20 |SEQ ID NO:12 | SEQ ID NO:21 | SEQ ID NO:22
3 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--H101
SEQ ID NO:13 |SEQID NO:13 | SEQID NO:13 | SEQ ID NO:13 | SEQ ID NO:23

CDR Té hop Kabat/Chothia ctia chudi nang ctia 6A10 dugc ky hiéu lan lugt 1a SEQ
ID NO:65-67, va CDR Kabat cia chudi nhe cua 6A10 lan luot duge ky hiéu la SEQ ID
NO:68-70.

Bing 3 chi ra cac CDR 6A10 nhu dugc xéc dinh bang Kabat, Chothia, T6 hop cua
Chothia va Kabat (con dugc goi ¢ day la “T6 hop Kabat/Chothia™), AbM, va Contact.

Bang 3

Cac CDR 6A10 nhu dugc xac dinh bdi Kabat, Chothia, T6 hop cta Chothia va
Kabat, AbM, va Contact

T4 hop Chothia
Vong Kabat Chothia & AbM Contact
Kabat
o frasrsa Jraerss JioaerssfL4eLs L0136
SEQ ID NO:68 | SEQ ID NO:68 | SEQ ID NO:68 | SEQ ID NO:68 | SEQ ID NO:78
o, |LSO-LS6  |LS0-LS6  |L50-1S6  |LSO-LS6  |L46-LSS
SEQ ID NO:69 | SEQ ID NO:69 | SEQ ID NO:69 | SEQ ID NO:69 | SEQ ID NO:79
o |L8o-Lor  |1go-L97 189197 |L89-L97  |L89-L96
3 |SEQID NO:70 | SEQ ID NO:70 | SEQ ID NO:70 | SEQ ID NO:70 | SEQ ID NO:80
o [E1emzss | E2OCTER e l6ssee | H26-H3SB | H30-H3SB
SEQID NOITL [ (5 1) No:72 | SEQID NO:65 | SEQIDNO:65 | SEQ ID NO:73
H2  |H50-H65  |HS2-HS6  |HS0--H6S — |HS0-HS8  |HA7-HSS
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Vong Kabat Chothia & AbM Contact
Kabat
SEQ ID NO:66 | SEQ ID NO:74 | SEQ ID NO:66 | SEQ ID NO:75 | SEQ ID NO:76
4y |HOS-HIO2 [HOS-HIO2 H95-HI102  yos pi02 | H93--H101
SEQID NO:67 | SEQ ID NO'67 | ¢po 100 2 | SEQID NOI67 | SEQID NO:T7

CDR T hop Kabat/Chothia cua chudi niang cua 8A4 duge ky hiéu lan luot 1a SEQ
ID NO:93-95, va CDR Kabat cta chudi nhe ctia 8A4 1an luot duoc ky hiéu la SEQ ID

NO:96-

98.

Bang 4 chi ra cdc CDR 8A4 nhu duogc xac dinh bing Kabat, Chothia, T hop clia

Chothia va Kabat (con duge goi ¢ ddy 1a “T6 hop Kabat/Chothia™), AbM, va Contact.

Bang 4
Cac CDR 8A4 nhu duoc xac dinh boi Kabat, Chothia, To hop cua Chothia va Kabat, AbM, va
Contact
T4 hop
Vong Kabat Chothia Ch(:;hxa AbM Contact
Kabat
[ |L24-L34 L24--134 L24--L34 L24--1.34 L30--L36
SEQ ID NO:96 | SEQ ID NO:96 | SEQ ID NO:96 | SEQ ID NO:96 | SEQ ID NO:106
[ |LSO0-L56 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55
SEQ ID NO:97 | SEQ ID NO:97 |SEQ ID NO:97 | SEQ ID NO:97 | SEQ ID NO:107
13 |L89-L97 1.89--1.97 L89--L97 L89--1.97 L.89--L.96
> |SEQID NO:98 | SEQID NO:98 |SEQ ID NO:98 | SEQ ID NO:98 | SEQ ID NO:108
q  |H31-H3SB gi;jHJz' ' H26--H35B* |H26--H35B  |H30--H35B
SEQ ID NO:99 SEQ ID NO:100 SEQ ID NO:93 | SEQ ID NO:93 | SEQ ID NO:101
o |H30-HeS H52--H56 H50--H63 ?E%fés 8 lH47--ms8
SEQID NO:94 | SEQ ID NO:102 | SEQ ID NO:94 | % o SEQ ID NO:104
3 | H95--H102 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--H101
SEQ ID NO:95 | SEQ ID NO:95 | SEQ ID NO:95 | SEQ ID NO:95 | SEQ ID NO:105
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CDR Tb hop Kabat/Chothia cua chudi ning ctia 7G6 dugc ky hiéu 1an luot 1a SEQ

ID NO:121-123, va CDR Kabat cua chudi nhe ctia 7G6 lan luot duoc ky hi¢u la SEQ ID
NO:124-126.

Bang 5 chi ra cdc CDR 7G6 nhu dugc xac dinh bang Kabat, Chothia, T hop cua

Chothia va Kabat (con dugc goi ¢ day la “Td hgp Kabat/Chothia™), AbM, va Contact.

Bang 5
Cac CDR 7G6 nhu duoc xac dinh boi Kabat, Chothia, Td hop cua Chothia va Kabat, AbM, va
Contact
T6 hop Chothia
Vong Kabat Chothia & AbM Contact
Kabat

L1 L24--1.34 L24--1.34 L24--1.34 L24--1.34 L30--L.36

SEQ IDNO:124 | SEQIDNO:124 | SEQ ID NO:124 | SEQ ID NO:124 | SEQ ID NO:134
o L50--L56 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55

SEQ ID NO:125 | SEQ ID NO:125 SEQ ID NO:125 |SEQID NO:125 |SEQ ID NO:135
L3 L89--L97 L89--L.97 L89--197 L89--L.97 L89--L96

7 SEQ ID NO:126 | SEQ ID NO:126 SEQ ID NO:126 |SEQ ID NO:126 | SEQ ID NO:136

i H31--H35B H26--H32. . H34* | H26--H35B* H26--H35B H30--H35B

SEQ ID NO:127 | SEQ ID NO:128 SEQID NO:121 |SEQ IDNO:121 |SEQ ID NO:129
i H50--H65 H52--H56 H50--H65 H50--H58 H47--H58

SEQ ID NO:122 | SEQ ID NO:130 SEQID NO:122 |SEQ ID NO:131 | SEQ ID NO:132
mn H95--H102 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--H101

SEQ ID NO:123

SEQ ID NO:123

SEQ ID NO:123

SEQ ID NO:123

SEQ ID NO:133

Céc khang thé khac c6 thé thu dugc bang k¥ thudt gdy dot bien cADN ma hoa cac

chudi nang va chudi nhe cua khang thé dién hinh, nhu 5G8, 6A10, 8A4, 7G6, hodc 3D6.

Cac khang thé don dong ma tuong dong it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,

hoidc 99% v6i 5G8. 6A10, 8A4, hodc 7G6 vé trinh tu axit amin ctia céc ving bién doi chudi

ning va/hodc chudi nhe truong thanh va duy tri cac dac di€ém chire nang cua no, va/hoac

khéc véi khang thé twong tmg béi mot sb luong nho cac dot bién thé (vi du, cc dot bién

thé bao ton), cac dot bien mat doan, hodc cac ddt bien gan xen axit amin khong quan trong

vé& mit chire nang ciing dugc bao gom trong sang ché. Cac khang thé don dong c6 it nhét
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1a mdt hodc toan bd sdu CDR nhu duge xac dinh bang dinh nghia thong thuong bét ky,
nhung tot hon néu la Kabat, ma twong dong 90%, 95%, 99% hodc 100% véi cac CDR
twong Umg cua 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6 cling dugc bao gom.

Sang ché cling d& xudt cac khang thé c6 mot sb hodc toan bd (vi dy, 3, 4, 5, va 6)
CDR hoan toan hodc chi yéu 1a tir 5G8, 6A10, 8A4, hoac 7G6. Cac khang thé nay c6 the
bao gdm vung bién ddi chudi nang ma co it nhat 14 hai, va thuong 14 toan bo ba, CDR hoan
toan hodc chi yéu 1a tir ving bién doi chudi nang ctia 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6 va/hodc
ving bién ddi chudi nhe c6 it nhét 1a hai, va thuong 1a toan bd ba, CDR hoan toan hodc chu
yéu 14 tir ving bién déi chudi nhe ciia 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6. Cac khang thé nay co
thé bao gdm ca chudi nang va chudi nhe. CDR chil yéu 1a tir CDR 5G8, 6A10, 8A4, hoac
7G6 tuong tmg khi n6 chira khong nhidu hon 4, 3, 2, hodc 1 dot bién thé, dot bién gén xen
hodc dot bién mét doan, ngoai trir CDR-H2 (khi dugc xac dinh béi Kabat) c6 thé ¢6 khong
nhidu hon 6, 5. 4. 3. 2, hodc 1 dot bién thé, dot bién gén xen hodc dot bién mét doan. Céc
khang thé nay c6 thé c6 ty 18 tuong dong it nhét 1a 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
hoidc 99% v6i 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6 vé trinh tw axit amin ctia ving bién dbi chudi
ning va/hodc nhe trudng thanh va duy tri dugc cac dac diém chirc ning cua ching, va/hodc
khéc biét v6i 5G8 & mot sé lwong nhod cac dot bién thay thé (vi du, dot bién thé bao ton),

dot bién mat doan, hoic dot bien gdn xen axit amin khong quan trong v€ chirc nang.

Mbt sb khang thé duoc xac dinh béng cac thir nghi€ém nay co thé gén két v&i cac
dang monome, dang b1 gép sai, dang bi két tu, dang dugc phosphoryl hoa, hoac khong duoc
phosphoryl hoa cua tau hodc khong. Tuong tu, mot sé khang thé c6 phan tng mién dich

trén cac dang khong gdy bénh va dang beénh ly va cac c4u hinh cua tau.
B.  Céc khang thé khong phai ctia nguoi

Su tao thanh cac khang thé khong phai ctia ngudi khéc, vi du, chudt, chudt lang, linh
trudng, tho hodc chudt céng khang lai tau hoac mdt doan cua no ¢o6 thé duoc thuc hién
b?mg cach, vi du, gay mién dich dong vat nay véi tau hodc mot doan ctia nd. Xem Harlow
& Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988) (dugc dua vao day bang cach
vién dan cho tit ca cac muc dich). Khang nguyén nay c6 thé thu duoc tir nguon tu nhién,
bang cach tong hop peptit, hodc biéu hién tai t6 hop. Tuy ¥, khdng nguyén nay c6 thé dugc
str dung bang cach duge dung hop hodc tao phirc véi protein mang. Tuy y, khang nguyén
nay co thé duoc su dung vai ta duge. Mot sb loai ta duogc ¢o thé duoc st dung nhu dugce
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mb ta dudi day. Ta duoc Freund hoan chinh sau do la td dugce khong hoan chinh dugc uu
tién hon dé gay mién dich céc dong vat thi nghiém. Thé hodc chudt lang thuong duoc sir
dung dé tao ra cac khang thé da dong. Chudt thuong duge st dung dé tao ra c4c khang thé
don dong. Cac khang thé dugc sang loc vé kha ning gén két dac hiéu véi tau hodc epitop
trong tau. Viéc sang loc nay co thé duoc thuc hién béng cach xac dinh su gén két cua khang
thé véi tap hop cac bién thé tau, va xéac dinh cac bién thé tau gin két v6i khang thé nay.
Kha nang gin két c6 thé duoc danh gid, vi du, bang k¥ thuét thdm téch Tay, FACS hogc
ELISA.

C.  Céc khang thé duoc lam twong thich v6i nguoi

Khéng thé dugc lam tuong thich voi nguoi 1a khang thé duoc thao tac di truyén
trong d6 cac CDR tur khang thé “cho” khong phai cia nguoi dugc ghép vao cic trinh tu
khang thé “nhan” cua nguoi (xem, vi du, 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 nhan c¢6 thé 14, vi du, trinh tu khang thé nguoi truong thanh, thé lién hop cua
céc trinh tu nay, trinh tu lién (mg ctia céc trinh tu khang thé ngudi, hodc trinh tw ving dong
mam. Do d6, khang thé duoc lam twong thich v&i nguoi la khang thé ¢6 it nhit 1a ba, bdn,
nam hodc toan bd cac CDR hoan toan hodc chu yéu la tr khang thé cho va céc trinh tu
khung vung bién dbi va ving hang dinh, néu c¢6 mat, hoan toan hodc chi yéu 14 tir cic trinh
tu khang thé ngudi. Tuong tu, chudi ning duoc lam tuong thich véi nguoi c6 it nhét 1a
mot, hai va thuong 14 toan bo ba CDR hoan toan hodc chu yéu 1a tir chudi ning ctia kKhang
thé cho, va trinh tu khung vung bién doi chudi ning va ving hang dinh chudi ning, néu co
maét, chu yéu la tur c4c trinh tu khung vung bién dbi chudi nang cua nguodi va trinh tu viung
hing dinh ctia ngudi. Tuong tu, chudi nhe duoc lam twong thich v&i nguoi co it nhit 1a
mot, hai va thuong 1a toan bo ba CDR hoan toan hoac chu yéu la tir chudi nhe khang thé
cho, va trinh tu khung vung bién dbi chudi nhe va ving héng dinh chudi nhe, néu c6 mit,
chu yéu la tir cac trinh tu khung ving bién d6i chudi nhe ctia nguoi va trinh tu ving hang
dinh cua nguoi. Ngoai cac thé nano va dAb, khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi
chtta chudi ndng duge lam twong thich véi ngudi va chudi nhe duge lam twong thich véi
nguoi. CDR trong khang thé duoc lam twong thich véi ngudi chi yéu la tir CDR tuong ng
trong khang thé khong phai clia ngudi khi it nhit 1a 85%, 90%, 95% hodc 100% cdc gbc

trong Umg (nhu dugc xac dinh bdi dinh nghia thong thuong bat ky nhung t6t hon néu duoc
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xé4c dinh bang Kabat) 1a gidng nhau gitta cac CDR tuong tmg. Céc trinh ty khung ving
bién ddi ciia chudi khang thé hogc ving hing dinh ctia chudi khang thé chi yéu 1 tir trinh
tu khung vung bién ddi cua ngudi hodc ving hing dinh clia nguoi, teong Gng, khi it nhéat
13 85%, 90%, 95% hodc 100% céc gbc trong tmg duge xéc dinh bsi Kabat la gidng nhau.
Dé duoc phan loai 1a duoc lam twong thich véi nguoi theo dinh nghia vé tén gbe quoc té
(INN) ciia T chire Y té thé gi6i (WHO) 2014 vé cac khang thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi, mot khang thé phai c6 ty 18 tuong dong it nhét la 85% v6i cc trinh tu khang thé
dong mam ctia ngudi (nghia 13, trude qua trinh siéu dot bién than). Cac khang thé hdn hop
] cac khang thé ma mot chudi khang thé (vi du, chudi nang) phtt hop gi6i han nhung chudi
con lai (vi du, chudi nhe) khong phu hop véi gidgi han. Khang thé duoc phan loai la kham
néu ca hai chudi déu khong phtt hop v6i gidi han, mc du cdc ving khung bién dbi cho ca
hai chudi déu gén nhu la ctia nguoi véi mot sb dot bién ngugc cua chudt. Xem, Jones va
dong tac gia (2016) The INNs and outs of antibody nonproprietary names, mAbs 8:1, 1-9,
DOI: 10.1080/19420862. 2015.1114320. Ngoai ra, xem “WHO-INN: International
nonproprietary names (INN) for biological and biotechnological substances (a review)”
(Internet) 2014. Co trén: http://www.who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf),
duoc dua vao ddy bing cach vién dan. Dé tranh nhdm 1an, thuat ngit “dugc lam tuong thich
véi nguoi” nhu duge st dung ¢ day khong duge du dinh bi gi6¢i han vao dinh nghia INN
ctia WHO nam 2014 v& céc khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi. Mot s6 khéng thé
duoc lam tuong thich véi nguoi dugc dé xuat & day c6 ty 1€ tuong dﬁ‘)ng trinh tu it nhét 1a
85% v6i trinh tu dong mam ctia nguoi va mot s6 khang thé duge lam twong thich v6i nguoi
dwoc d& xudt & diy ¢6 ty 1& twong dong trinh tu it hon 85% v6i trinh tw dong mam cia
nguoi. Mot s6 chudi ning cta khéng thé duoc 1am twong thich véi nguoi dugc dé xuat ¢
day co ty 1€ tuong dong trinh tur tir khoang 60% dén 100% véi cac trinh tu dong mam ctia
ngudi, nhu, vi du, trong khoang tir khoang 60% dén 69%, 70% dén 79%, 80% dén 84%,
hodc 85% dén 89%. Mot s chudi nang nam trong dinh nghia INN ciia WHO 2014 va co,
vi du, ty 18 trong ddng trinh tu khoang 64%, 65%., 66%, 67%, 68%, 69%. 70%, T1%, T72%,
73%, T4%, 75%, 76%. T7%. 78%., 79%. 80%, 81%, hodc 82%, 83%, hodc 84% voi cac
trinh tu dong mam cia ngudi, trong khi cac chudi ning khac thoa man dinh nghia INN cua
WHO 2014 va co ty 1€ twong déng trinh tu khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89% hoac lon
hon véi céc trinh tu dong mam clia nguot. Mot s6 chudi nhe cta khang thé dugc lam tuong
thich véi ngudi duge d& xuat & ddy o6 ty 18 twong dong trinh tur tir khoang 60% dén 100%
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v&i céc trinh tu dong mam ctia ngudi, nhu, vi dy, trong khoang tir khoang 80% dén 84%,
hodc 85% dén 89%. Mot s chudi nhe ndm trong dinh nghia INN cia WHO 2014 va ¢, vi
du, ty 1€ twong déng trinh tu khoang 81%, 82%, 83%, hoac 84% v6i cac trinh ty dong mam
cta ngudi, trong khi cdc chudi nhe khac thoa man dinh nghia INN ctia WHO 2014 va ¢6
ty 1€ tuwong déng trinh tu khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89% hodc 16n hon v6i cac trinh tu
dong mam ctia ngudi. Mot s6 khang thé dwoc lam twong thich voi ngudi duoc dé xuét &
day ma 1a "kham" theo dinh nghia INN ctia WHO 2014 ¢6 cac chudi ning c6 ty 1é tuong
dong it hon 85% vdi trinh tu dong mam ctia ngudi duge bat cdp v6i cac chudi nhe co ty 1€
trong dong it hon 85% v6i cac trinh tu dong mam cua ngudi. Mot s6 khang thé duge lam
twong thich v&i ngudi dugc dé xuit & day 1a "hon hop" theo dinh nghia INN cuia WHO
2014, vi du, ¢6 chudi nang c6 ty 18 trong dong trinh tur it nhat 1a 85% vdi céc trinh tu dong
mam ctia ngudi duge bat cip v6i chudi nhe ¢6 ty 1€ tuong dong trinh tu it hon 85% v&i cac
trinh tu dong mam cua nguoi, hodc ngugc lai. Mot s6 khang thé duoc lam tuong thich voi
ngudi duge dé xut & ddy thoa man dinh ngha INN ctia WHO 2014 veé "dugc lam tuong
thich v&i ngudi" va c6 chudi nang ¢o ty 1€ tuong dong trinh tur it nhét 1a 85% véi trinh tu
dong mim ngudi duge bat cap v6i chudi nhe ¢ ty 18 twong ddng trinh tur it nhat 1a 85%
v6i céc trinh tr dong mam ctia nguoi. Cac khang thé 5G8 duoc lay lam vi du théa man
dinh nghia INN cia WHO ndm 2014 vé "duoc lam twong thich véi ngudi” bao gbm céc
khang thé c¢6 chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:39 duogc
ghép doi v&i trinh tu chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:#41,
SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, hoac SEQ ID NO:46. Cac khang thé 5G8
duoc lam twong thich véi nguoi bd sung theo sang ché bao gdm cac khang thé ¢ chudi
ndng trudng thanh c6 trinh tu axit amin ciia bat ky trong sé SEQ ID NO:33-40 dugc ghép
461 v&i chudi nhe truong thanh 6 trinh tur axit amin cta bat ki trong s6 SEQ ID NO:41-
46. Cac khang thé 6A10 duoc lam tuong thich v6i nguoi theo sang ché bao gém cac khang
thé c6 chudi nang trudng thanh c6 trinh tu axit amin cua bat ky trong sb SEQ ID NO:85-
87 dugc ghép doi v6i chudi nhe trudng thanh c6 trinh tu axit amin cua bat ky trong s6 SEQ
ID NO:88-90. Cac khang thé 8A4 duoc lam tuong thich voi ngudi theo sang ché bao gdm
cac khang thé c¢6 chudi ning trudéng thanh co trinh ty axit amin cua bat ky trong sd SEQ
ID NO:113-115 dugc ghép doi voi chudi nhe trudng thanh c6 trinh ty axit amin cia bét ky
trong s& SEQ ID NO:116-118. Cac khang thé 7G6 dugc lam tuong thich v6i ngudi theo
sang ché bao gom cac khang thé c6 chudi ning trudng thanh ¢6 trinh tu axit amin cta bét
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ki trong s6 SEQ ID NO:139-140 dugc ghép doi véi chudi nhe truéng thanh ¢6 trinh tur axit
amin cua bat ky trong s6 SEQ ID NO:141-148.

Mic du cac khang thé duoc lam tuong thich v6i nguoi thuong dua vao tat ca sau
CDR (duoc xac dinh bang dinh nghia théng thudong bt ky nhung t6t hon, néu duge dinh
nghia béng Kabat) tir khédng thé chudt, ching ciing ¢ thé duoc tao ra vdi chua dén toan bod
cdc CDR (vi du, it nhit 12 3, 4, hodc 5 CDR) tir khang thé chudt (vi du, 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 dong tdc gia, Mol. Immunol.36:1079-1091, 1999; Tamura va dong
tac gia, J. Immunol., 164:1432-1441, 2000).

Trong mot sé khang thé, chi mot phan cia cac CDR, cu thé 1a mot nhom con clia
cac gbc CDR can thiét cho su gin két, duge goi 1a SDR, la can thiét dé gitr duwoc kha ning
gan két trong khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi. Cac gbc CDR khong tiép xtc voi
khang nguyén va khong ¢ trong cac SDR ¢ thé duoc nhan dién dwa vao cac nghién ctru
trude d6 (vi du, cac goc H60-H65 trong CDR H2 thuong la khong can thiét), tir cac ving
ctia CDR Kabat nam ngoai vong siéu bién Chothia (Chothia, J. Mol. Biol. 196:901, 1987),
bang cach lap mod hinh phan tir va/hodc theo kinh nghi¢m, hodc nhu dugc mod ta trong
Gonzales va dong tdc gia, Mol. Immunol. 41:863, 2004. Trong céc khang thé dugc lam
twong thich véi nguoi nay, ¢ cac vi tri, trong d6 mot hoac nhiéu géc CDR cho la véng mat
hoidc trong do6 toan bd CDR cho bi loai bd, axit amin chiém vi tri nay co thé 1a axit amin
chiém vi trf twong tmg (bdng céch dénh s6 Kabat) trong trinh tu khang thé nhan. S luong
céc dot bién thay thé axit amin nhan cho céc axit amin cho trong cac CDR dua vao phan
anh su can béng clia cac xem xét canh tranh. Cac dot bién thé nay co thé c6 loi trong viéc
lam giam s6 lwong axit amin chudt trong khang thé duoc lam twong thich véi ngudi va do
d6 1am giam kha nang gay mién dich tiém tang va/hodc thoa man dinh nghia cia INN WHO
vé "duge lam tuong thich véi nguoi”. Tuy nhién, cac dot bién thé cling c6 thé giy ra cac
thay dbi vé ai luc, va su giam déang ké v& 4i luc tdt hon, néu tranh duoc. Céc vi tri thé trong

cac CDR va céc axit amin thé cling ¢c6 thé duoc lua chon theo kinh nghiém.

Céc trinh tu khang thé nhan ctia ngudi c6 thé duoc chon tiy ¥ tir trong sé nhiéu trinh
tu khang thé nguoi da biét ¢ tao ra mirc do twong dong trinh tw cao (vf du, tuong dong 65-
85%) gitta cac khung vung bién d6i trinh tu nhan ctia ngudi va cac khung ving bién doi

twong Gng ctia chudi khang thé cho.
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Vi du vé trinh tuw nhin cho chudi ning 5G8 14 aDabi-Fab2b-VH khang dabigatran
duoc lam twong thich véi ngudi c6 ma truy cdp NCBI 1a 4YHM_H (SEQ ID NO:28). Vi
du khac v& trinh tu nhan cho chudi nang 5G8 1a IGHV1-46 clia gen dong mém ctia ngudi
c6 ma truy cap NCBI 1a P01743. 2 (SEQ ID NO:29). Vidu vé trinh tu nhan cho chudi nhe
5G8 1a aDabi-Fab2b-VL khang dabigatran dugc lam twong thich véi ngudi ¢6 ma truy c@p
NCBI 1a 4YHM L (SEQ ID NO:31). Vi du khéac v& trinh tu nhan cho chudi nhe 5G8 la
IGKV2-29 cua gen dong mam cia ngudi ¢6 ma truy cdp NCBI 1a A2NJV5. 2 (SEQ ID
NO:32).

Vi du vé trinh tw nhan cho chudi nang 6A10 1a ving bién dbi chudi nang ctia nguoi
v6i #truy cdp 1a ACR16112 (SEQ ID NO:81). Vi du vé trinh ty nhan cho chudi nhe 6A10
1a ving bién dbi chudi nhe kappa cua ngudi voi #truy cap 1la ABC66863 (SEQ ID NO:83).

Vi du v2 trinh tu nhan cho chudi ning 8A4 1a ving bién dbi chudi nang cua nguoi
v6i #truy cdp 1a ADU57742 (SEQ ID NO:110). Vidu vé trinh tu nhan cho chudi nhe 8A4
1a ving bién d6i chudi nhe kappa cua ngudi voi #truy cap 1a ABA26100 (SEQ ID NO:112).

Vi du vé trinh tu nhan cho chudi nang 7G6 la ving VH cuia khang thé nguoi voi #
truy cap 1a PDB 3U0T VH (SEQ ID NO:137). Vi du v& trinh tu nhan cho chudi nhe 7G6
la ving VL cua khang thé ngudi véi # truy cdp 1a PDB 3UOT_VL (SEQ ID NO:138).

Néu nhiéu hon mot trinh tu khang thé nhin cta nguoi duoc lya chon, t6 hop hodc
thé lai cta céc trinh tu nhan nay c6 theé duoc st dung, va cac axit amin duoc st dung ¢ cac
vi tri khac nhau trong vung bién doi chudi nhe va chudi ning duoc lam twong thich véi

ngudi ¢6 thé dugce 14y tir bat ky trong s6 cac trinh tu khang thé nhan ctia ngudi da s dung.

Mot s axit amin tir cac gde khung ving bién ddi ctia ngudi ¢6 thé duge chon e
thay thé dua vao anh huong c6 thé cua chung trén cau hinh CDR va/hodc kha nang gan két
voi khéng nguyén. Viée diéu tra vé cac anh hudng c6 thé nay duge thuc hién bang cach tao
mo hinh, kiém tra cac dic diém cla céc axit amin & cdc vi tri cu thé, hoac quan sat bé‘mg
kinh nghiém tac dong cua dot bién thé hodc su dot bién cua cac axit amin cu thé.

Vi du, khi mot axit amin khac nhau gitta gdc khung ving bién dbi cia chudt va goc
khung ving bién dbi ctia ngudi da chon, axit amin khung nguoi nay c6 thé dwoc thay thé
bang axit amin khung tuwong duong tir khang thé chudt khi dugc mong doi hop 1y 1a axit

amin nay:
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(1) lién két truc tiép khong ddng hoa tri v6i khdng nguyén;

(2)  lalién ké v6i viung CDR hodc ndm trong CDR nhu dugc xéc dinh boi Chothia
nhung khong theo Kabat;

(3)  theo cach khac, twong tac v6i ving CDR (vi du, trong khoang 6 A ctia ving
CDR), (vi du, dugc nhan dién béng cach tao mo hinh chudi nhe hodc nang trén cAu truc da

duoc giai thich ciia chudi globulin mi&n dich twong dong da biét); hodc
(4)  la gbc tham gia vao mit phan cach VL-VH.

Sang ché dé xuat dang duge lam twong thich voi nguoi cua khang thé 5G8 ctia chudt
bao gom 8 ving bién d6i truong thanh chudi ning duge lam tuong thich véi nguoi duge
ldy lam vi du (hu5G8-VH_v1 (SEQ ID NO:33), huSG8-VH_v2 (SEQ ID NO:34), hu5G8-
VH_v3 (SEQ ID NO:35), hu5G8-VH_v4 (SEQ ID NO:36), huSG8-VH_v5 (SEQ ID
NO:37), hu5G8-VH_v6 (SEQ ID NO:38) , hu5G8-VH_v7 (SEQ ID NO:39), va hu5G8-
VH v8 (SEQ ID NO:40)), va 6 vung bién ddi truong thanh chudi nhe duoc lam twong thich
vo1 nguoi dugc léy lam vi du (hu5G8-VL_vI (SEQ ID NO:41, hu5G8-VL_v2 (SEQ ID
NO:42), hu5G8-VL v3 (SEQ ID NO:43), hu5G8-VL_v4 (SEQ ID NO:44), huSG8-VL_v5
(SEQ ID NO:45), va hu5G8-VL_v6 (SEQ ID NO:46)).

Sang ché dé xuét dang duge lam tuong thich véi nguoi cla khang thé 6A10 cla
chudt bao gém 3 ving bién ddi truong thanh chudi ning duge lam twong thich véi ngudi
dwoc lay 1am vi du (hu6A10-VH v1 (SEQ ID NO:85), hu6A10-VH_v2 (SEQ ID NO:86),
va hu6A10-VH v3 (SEQ ID NO:87)). va 3 ving bién doi trudng thanh chudi nhe duge
lam tuong thich v&i nguot dugce ldy lam vi du (hu6A10-VL_v1 (SEQ ID NO:88), hu6A10-
VL v2 (SEQ ID NO:89), va hu6A10-VL_v3 (SEQ ID NO:90)).

Sang ché dé xuét dang duge lam twong thich véi ngudi cia khang thé 8A4 cua chudt
bao gdm 3 ving bién d6i truong thanh chudi ndng duge lam tuong thich véi nguoi duge
liy lam vi du (hu8A4-VH v1 (SEQ ID NO:113), hu8A4-VH_v2 (SEQ ID NO:114), va
hu8A4-VH v3 (SEQ ID NO:115)), va 3 vung bién ddi truong thanh chudi nhe duge lam
twong thich véi nguol duogc léy lam vi du (hu8A4-VL vl (SEQ ID NO:116), hu8A4-
VL v2 (SEQ ID NO:117), va hu8A4-VL_v3 (SEQ ID NO:118)).

Sang ché dé xuat dang duoc lam twong thich v6i nguoi cta khang thé 7G6 ctia chuot
bao gdm 2 ving bién d6i trudng thanh chudi ning duge lam tuong thich véi ngudi duge
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lay 1am vi du (hu7G6-VH _v1 (SEQ ID NO:139) va hu7G6-VH_v2 (SEQ ID NO:140), va
8 ving bién dbi truéng thanh chudi nhe duoc lam tuong thich v6i ngudi duge 1y 1am vi
du (hu7G6-VL_v1 (SEQ ID NO:141), hu7G6-VL_v2 (SEQ ID NO:142), hu7G6-VL_v3
(SEQ ID NO:143), hu7G6-VL v4 (SEQ ID NO:144), hu7G6-VL_v5 (SEQ ID NO:145),
hu7G6-VL_v6 (SEQ ID NO:146) , hu7G6-VL_v7 (SEQ ID NO:147), va hu7G6-VL_v8
(SEQ ID NO:148)).

Trong mdt phwong 4n, c4c trinh tu duoc lam twong thich véi ngudi duge tao ra bang
cach str dung quy trinh PCR hai buéc cho phép dua vao nhiéu dot bién, dot bién mat doan,
va céc dot bién gin xen bang cach st dung ky thudt gay dot bién dinh huéng diém

QuikChange [Wang, W. va Malcolm, B. A. (1999) BioTechniques 26:680-682)].

Cac gbe khung tir céc 16p (1) dén (3) nhu duoc xéc dinh boi Queen, US 5,530,101,
do1 khi dugce goi theo cach khac la cac gdc chinh téc va vecné. Céc gbe khung ma gitip x4c
dinh cAu hinh cta vong CDR déi khi dugc goi la céc 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 tro ciu hinh vong lién két khéang nguyén va dong vai trd trong viéc
tinh chinh su an khép cua khang thé v6i khang nguyén doi khi duoc goi la cac gbc vecné

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

Céc gdc khung khac ma 1a céc Gng vién cho su thé 1a cac gde tao ra vi tri glycosyl
héa tiém nang. Cac ng vién khéc cho su thé 1a c4c axit amin khung nhan ctia ngudi ma la
bét thuong ddi véi globulin mién dich ngudi 6 vi tri do. Cac axit amin nay c6 thé duge thay
thé bang cac axit amin tlr vi tri tuong duong ctia khang thé cho ctia chudt hodc tir cac vi tri

twong duong clia cac globulin mién dich ngudi dién hinh hon.

Céc gbe khung khac ma la ung vién cho su thé 1a cac gbe glutamin dau cung N (Q)
ma c6 thé duge thay thé bang axit glutamic (E) dé lam giam ti da kha nang chuyén hoa
pyroglutamat [Y. Diana Liu, va dong tac gia, 2011, J. Biol. Chem., 286:11211-11217]. Su
chuyén héa axit glutamic (E) thanh pyroglutamat (pE) xay ra chdm hon so voi tur glutamin
(Q). Vi sy mat amin bac mot trong chuyén héa glutamin thanh pE, cac khang thé tro nén
¢6 tinh axit hon. Su chuyén hoa khong hoan toan tao ra tinh khong twong dong trong khang
thé ma c6 thé quan sat duoc dudi dang nhiéu dinh bang cach st dung cac phuong phép
phén tich dya vao dién tich. Su khac bigt vé tinh khong tuong déng 6 thé chi ra su thiéu
kiém soat quy trinh. Cac khang thé dugc lam tuong thich v&i nguoi duge lay lam vi du v6i
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cac dot bién thé glutamin dau cuing N thanh glutamat 1a SEQ ID NO:35 (hu5G8-VH_v3),
SEQ ID NO:36 (hu5G8-VH v4), SEQ ID NO:37 (hu5G8-VH_v5), SEQ ID NO:38
(hu5G8-VH_v6), va SEQ ID NO:40 (hu5G8-VH_v8).

Céc khang thé duge lam tuong thich véi nguoi duge liy lam vi du la cac dang dugc

lam twong thich v&i nguoi clia 5G8 cua chudt, duge ky hi€u la HuS G8.

Khang thé 5G8 clia chudt chira ving bién doi chudi ning va nhe trudng thanh cé
trinh tur axit amin chta 1in lrot SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8. Sang ché dé xuét 8 ving
bién d6i chudi nang truéng thanh duge lam tuong thich véi nguoi dugc lay lam vi du:
hu5G8-VH v1, hu5G8-VH v2, hu5G8-VH_v3, hu5G8-VH_v4, hu5G8-VH_v5, hu5G8-
VH v6, husG8-VH_v7, va huSG8-VH_v8. Sang ché dé xuat thém 6 ving bién doi chudi
nhe truong thanh cia nguodi dugc liy lam vi du: hu5G8-VL v1, hu5G8-VL_v2, hu5G8-
VL v3, huSG8-VL_v4, hu5G8-VL _v5, va huSG8-VL_v6. Su sdp xép thang hang khing
thé 5G8 cia chudt va nhiéu khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi khac nhau duge chi
ra cho céc vung bién dbi chudi nhe (Bang 6 va Fig.6), va cac vung bién ddi chudi nang

(Bang 7 va Fig.5).

Vi céc 1y do nhu anh huéng c6 thé trén cAu hinh CDR va/hodc kha ning gén két
v6i khang nguyén, gdy ra su tuong tac gifta cac chudi ning va nhe, tuong tac véi vung
hang dinh, 1a vi tri bién ddi sau dich ma mong mudn hoic khong mong mudn, 1 gbc bat
thudong vé vi tri ctia né trong trinh tu ving bién ddi cua ngudi va do d6 c6 kha nang gay
mién dich, c6 kha ning két tu, va cac ly do khéc, 23 vi tri khung ving bién doi sau day cla
5G8 duogc xem la ung vién cho cac dot bién thé trong 6 ving bién d6i chudi nhe trudng
thanh cta ngudi duoc ldy lam vi du va 8 ving bién ddi chudi ning truéng thanh cua ngudi
duoc léy lam vi du, nhu duoc chi ra cu thé hon trong vi du 6: L2 (I12V), L7 (T7S), L17
(Q17E), L36 (Y36L), L45 (K45Q), L46 (G46R), L70 (G70D), H1 (Q1E), HI1 (V11L),
H12 (K12V), H19 (K19R), H20 (V20L), H23 (K23A), H46 (E46D), H48 (M48I), H66
(K66R), H67 (A67V), H71 (R718), H76 (S7T6N), H78 (A78V), H80 (M8OL), H93 (T93S
hodac T93A), H94 (194P hoac I94R).

O day, va cac phan khac, gbe duge dé cap dAu tién la gbc cua khéng thé duge lam
trong thich voi nguol duoc tao ra bang cach ghép cac CDR Kabat hoic CDR t6 hop
Chothia-Kabat trong truong hop CDR-H1 vao khung nhén ctia nguoi, va gbe duge dé cap
thr hai 1a gbc dang dwoc xem xét @ thay thé gdc nay. Do d6, trong cc khung ving bién
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d6i, gbc dwoc dé cap dau tién la ngudi, va trong cac CDR, goc dugc dé cép dau tién la

chudt.

Céc khang thé duge liy lam vi du bao g0m cac hodn vi bat ky hodc cac to hop cia

cac vung bién ddi chudi ning va nhe truéng thanh dugc léy lam vi du cua 5G8 vi du,

huSG8VH_v1/
huSG8VL v3,
huSG8VH_vl/
huSG8VL v2,
huSG8VH v2/
huSG8VL vl,
huSG8VH _v3/
huSG8VL v6,
huSG8VH_v4/
huSG8VL v5,
huSG8VH_v5/
huSG8VL_ v4,
huSG8VH _v6/
huSG8VL v3,
huSG8VH_v6/
huSG8VL v2,
huSG8VH _v7/
huSG8VL vl,

huSG8VH v8/ huSG8VL v4, huSG8VH_v8 huSG8VL v5, hodc

huSG8VL_v6.

huSG8VL vl,
hu5SG8VH vl/
huSG8VL vé,
huSG8VH _v2/
huSG8VL V5,
huSG8VH v3/
huSG8VL v4,
huSG8VH_v4/
hu5G8VL V3,
hu5SG8VH_v4/
huSG8VL v2,
huSG8VH_v5/
hu5G8VL vl,
huSG8VH_v6/
huSG8VL v6,
huSG8VH v7/
huSG8VL V5,
hu5SG8VH vg&/

huSG8VH_v1/
huSG8VL v4,
huSG8VH_v2/
hu5G8VL v3,
huSG8VH v2/
huSG8VL v2,
huSG8VH _v3/
hu5G8VL vl,
huSG8VH v4/
huSG8VL _v6,
huSG8VH v5/
huSG8VL v3,
huSG8VH ve6/
huSG8VL v4,
hu5G8VH v7/
hu5SG8VL v3,
huSG8VH v7/
huSG8VL v2,

huSG8VL v2,
huSG8VH vl/
huSG&VL vl,
huSG8VH_v2/
huSG8VL vo,
huSG8VH v3/
hu5SG8VL V5,
huSG8VH_v4/
huSG8VL v4,
huSG8VH v5/
huSG8VL v3,
huSG8VH_v5/
huSG8VL v2,
hu5G8VH_v6/
huSG8VL vl,
huSG8VH v7/
huSG8VL vo,
huSG8VH v8/

huSG8VH vl/
hu5SG8VL v5,
huSG8VH v2/
huSG8VL v4,
huSG8VH_v3/
hu5G8VL v3,
hu5SG8VH v3/
huSG8VL v2,
huSG8VH v4/
huSG8VL vl,
huSG8VH v/
huSG8VL _vb,
huSG8VH_v6/
huSG8VL VS5,
huSG8VH v7/
huSG8VL v4,
huSG8VH_vg&/
huSG8VL v3,
huSG8VH v8/

Sang ché dé xuit cac bién thé cua khang thé SG8 dugc lam tuong thich v6i nguoi

trong d6 vung bién d6i chudi nang trudong thanh duge 1am twong thich véi nguoi thé hién
ty 1é twong ddng it nhat 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoac 99% v&i huSG8-VH_vl,
husG8-VH v2, hu3G8-VH_v3, hu3G8-VH_v4, huSG8-VH_v5, hu5G8-VH_v6, hu5G8-
VH v7, va huSG8-VH_v8. (SEQ ID NO:33-40) va viing bién doi chudi nhe truéng thanh
duoc 1am tuong thich v6i nguoi thé hién ty 1& tuong dong it nhat 1a 90%, 95%, 96%, 97%,
98%. hodic 99% véi hu3G8-VL v1, huSG8-VL v2, huSG8-VL_v3, hu5G8-VL v4,
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hu5G8-VL v5, va hu3G8-VL_v6 (SEQ ID NO:41-46). Trong mot s6 khang thé nay {t nhét
141,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, hodc toan bd 23
dot bién nguoc hodc cac dot bién khac dugc tim thdy trong SEQ ID NO:33-40 va SEQ ID
NO:41-46 duoc gitt lai.

Trong mot sd khang thé 5G8 duoc lam tuong thich véi ngudi, it nhit mot trong s6
cac vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu duoc x4c dinh 1a: H48 bi chiém béi I, H71 bi
chiém bai S, H93 bi chiém béi S, va H94 bi chiém boi P. Trong mot sé khang thé 5G8
duoc lam twong thich v&i ngudi, cac vi tri H48, H71, H93, va H94 trong ving VH lan luot
bi chiém boi I, S, S, va P.

Trong mdt sé khang thé SG8 dugc lam tuong thich voi ngudi, it nhit mot trong sd
céc vi tri sau dy bi chiém béi axit amin nhu duge xéc dinh 1a: H1 bi chiém boi E, H48 bi
chiém boi I, H71 bi chiém bai S, H93 bi chiém boi S, va H94 bi chiém boi P. Trong mot
s6 khang thé 5G8 dugc lam twong thich véi nguoi, cac vi tri H1, H48, H71, H93, va HO4

trong ving VH lan lugt bi chiém b&i E, I, S, S, va P.

Trong mat sH khang thé 5G8 duoc lam tuong thich v&i ngudi, it nhét mot trong sb
cac vi tri sau dy bi chiém béi axit amin nhu dwoc xac dinh la: H1 bi chiém béi E, H46 bi
chiém béi D, H48 bi chiém bai I, H71 bi chiém béi S, H93 bi chiém bai S, va H94 bi chiém
boi P. Trong mot sd khang thé 5G8 duge lam tuong thich v&i nguoi, cée vi tri H1, H46,
H48. H71, H93, va H94 trong vung VH lan lugt bi chiém boi E, D, 1, S, S, va P.

Trong mot s6 khéng thé 5G8 dugc lam tuong thich véi nguoi, it nhit mot trong 6
cac vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu dugc xac dinh 1a: H1 bi chiém boi E, H11 bi
chiém boi L, H12 bi chiém bai V, F119 bi chiém béi R, H20 bi chiém bai L, H46 bi chiém
bai D. H48 bi chiém boi I, H71 bi chiém boi S, H76 bi chiém boi N, H80 bi chiém bai L,
F93 b chiém bai S, va H94 bi chiém boi P. Trong mot s6 khang thé 5G8 duge lam tuong
thich véi nguoi, cée vi tri H1, H11, H12, H19, H20, H46, H48, H71, H76, H80, H93, va
H94 trong vung VH lan luot bi chiém béi E, L, V,R, L, D, LS, N, L, S, va P.

Trong mat s6 khang thé 5G8 duge lam tuong thich v6i nguoi, it nhat mot trong 56
céc vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu duoc xéc dinh la: H66 bi chiém boi R, H67
'bj chiém béi V, va H78 bi chiém boi V. Trong mot s6 khang thé 5G8 duge lam tuong thich
v6i ngudi, cdc vi trf H66, H67, va H78 trong ving VH 1an luot bi chiém bsi R, V, va V.
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Trong mot s khang thé 5G8 duogc lam tuong thich véi nguoi, it nhit mot trong s6
céc vi tri sau ddy bi chiém béi axit amin nhu duge xéc dinh la: H1 bi chiém boi Q hoic E,
H11 bi chiém béi V hodc L, H12 bi chiém béi K hodc V, H19 bi chiém béi K hodc R, H20
bi chiém bi V hodc L, H23 bi chiém bai K hodc A, H46 bi chiém bai E hodc D, H48 bi
chiém boi M hodc I, H66 bi chiém bai K hodc R, H67 bi chiém boi A hogc V, H71 bi chiém
bdi R hodc S, H76 bi chiém béi S hodc N, H78 bi chiém boi A hodc V, H80 bi chiém bai
M hodc L, H93 bi chiém boi T, S, hodc A, va H94 bi chiém béi I, P, hoic R.

Trong mot sé khang thé 5G8 duoc lam tuong thich véi ngudi, cac vi tri H48, HT1,
H93, va H94 trong vung VH lan luot bi chiém béi I, S, S, va P, nhu trong hu5G8-VH_v2.
Trong mot s khang thé 5G8 dugc lam twong thich v6i ngudi, cac vi tri H1, H48, H71,
H93, va H94 trong vung VH lan luot bi chiém b&iE, 1, S, S, vaP, nhu trong huS»G8-VH_V3.
Trong mdt sé khang thé 5G8 dugc lam tuong thich voi ngudi, cac vi tri H1, H46, H48,
H71, H93, va H94 trong vung VH lan luot bi chiém béi E, D, L, S, S, va P, nhu trong
hu5G8-VH v4. Trong mot s6 khang thé 5G8 duoc lam twong thich v6i nguoi, cac vi tri
H1,H11, H12, H19, H20, H46, H48, H71, H76, H80, H93, va H94 trong ving VH lan luot
bi chiém boi E, L, V,R, L, D, I, S, N, L. S, va P, nhu trong hu5G8-VH_v5. Trong mot sb
khang thé 5G8 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri H1, H11, H12, H19, H20, H23,
H46, H48, H71, H76, H80, H93, va H94 trong ving VH lan lugt bi chiém boi E, L, V, R,
L,A,D,LS,N, L, S, vaP, nhu trong huSG8-VH_v6. Trong mot sb khéng thé 5G8 duoc
lam twong thich v&i nguoi, cac vi tri H66, H67, H78, H93, va H94 trong vung VH lan luot
bi chiém b&i R, V, V, A, va R, nhu trong hu5G8-VH_v7. Trong mot sd khéng thé 5G8
duoc lam tuong thich v4i ngudi, cac vi tri H1, H46, H48, H66, H67, H71, H78, HI93, va
H94 trong vung VH lan luot bi chiém b&i E, D, LR, V, S, V, S, va P, nhu trong hu5G8-
VH v8.

Trong mot s khang thé SG8 dugc lam tuong thich véi ngudt, it nhét mot trong sb
cAc Vi trf sau dy bi chiém bdi axit amin nhu dugc xéc dinh 1a: L2 bi chiém b&i V, L36 bi
chiém boi L, va L46 bi chiém béi R. Trong mét s6 khang thé 5G8 dugc lam tuwong thich

v&1i nguot, cac vi tri L2, 136, va L46 trong ving VL lan luot bi chiém boi V, L, vaR.

Trong mot sé khang thé 5G8 duoc lam twong thich voi ngudt, it nhat mot trong s6
cac Vi tri sau dy bi chiém bai axit amin nhu duge xéc dinh 1a: L2 bi chiém béi V, L36 bi

chiém boi L, 146 bi chiém bai R, va L70 bi chiém bdi D. Trong mét sd khang thé 5G8
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duoc lam twong thich véi nguoi, cac vi tri L2, 136, L46, va L70 trong vung VL 1an luot bi
chiém bsi V, L, R, va D.

Trong mot sb khang thé 5G8 duoc lam twong thich véi ngudi, it nhét mot trong s6
che vi tri sau ddy bi chiém boi axit amin nhu dugc xac dinh 1a: L45 bi chiém boi Q va L70
bi chiém bai D. Trong mot s6 khang thé SG8 duoc lam tuong thich voi nguoi, cac vi tri

.45 va L70 trong ving VL lan luot bi chiém bdi Q va D.

Trong mot sé khang thé 5G8 duoc 1am tuong thich véi nguoi, it nhit mot trong s6
cac vi tri sau day bi chiém béi axit amin nhu duoc xé4c dinh 1a: L2 bi chiém boi I hoac V.
L7 bi chiém bai T hodc S, L17 bi chiém bdi Q hodc E, L36 bi chiém bdi Y hodc L, L45 bi
chiém boi K hodc Q, L46 bi chiém boi L hodc R, va L70 bi chiém béi G hogc D.

Trong mot s6 khang thé 5G8 dugc lam twong thich v6i nguoi, cac vi tri L2, L36,
L46 dugc dé xuét trong ving VL 1an luot bi chiém béi V, L, va R, nhu trong hu5G8-
VL v2. Trong mot s6 khang thé 5G8 dugc lam tuong thich v&i ngudi, cac vi tri L2, L36,
46, va 170 trong vang VL lan luot bi chiém béi V, L, R, va D, nhu trong hu5G8-VL _v3.
Trong mot sd khang thé 5G8 duoc lam tuong thich voi nguoi, cac vi tri L2, L7, L17, L36,
146, va L70 trong ving VL lan lugt bi chiém bdi V, S, E, L, R, va D, nhu trong hu5G8-
VL _v4. Trong mdt sé khang thé 5G8 dugc lam twong thich v6i nguoi, céc vi tri L45 va
170 trong vimg VL 1an luot bi chiém boi Q va D, nhu trong huSG8-VL_vS. Trong mot s6
khang thé 5G8 duoc lam tuong thich véi nguoi, cac vi trf L2, L36, L45, L46, L70 trong
vung VL lan luot bi chiém boi V, L, Q, R, va D, nhu trong hu5SG8-VL_vé.

Céc khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi duoc lay lam vi du 1a cac dang dugc

lam tuong thich v&i nguoi ctia 6A10 cua chudt, duoc ky hi¢u la Hu6A10.

Khang thé 6A10 cua chudt chira ving bién d6i chudi nang va nhe truong thanh co
trinh tur axit amin chira lin luot SEQ ID NO:63 va SEQ ID NO:64. Sang ché dé xuat 3
ving bién ddi chudi ning truéng thanh cua 6A10 duoc lam tuong thich véi nguoi duoc lay
Jam vi du: hu6A10-VH v1, hu6A10-VH v2, va hu6A10-VH_v3. Sang ché dé xuat thém
3 ving bién doi chudi nhe truong thanh cua 6A10 cia nguoi dugce lay lam vi du: hu6A10-
VL v1, hubA10-VL v2, va hu6A10-VL v3. Su sdp xép thang hang khéng thé 6A10 cia
chudt va nhiéu khang thé duge lam tuong thich v6i ngudi khic nhau duge chi ra cho cac
ving bién doi chudi nhe (Bang 12 va Fig.8), va cic ving bién doi chudi nang (Bang 13 va

Fig.7).
70



43308 71/313

Vi cée Iy do nhu anh hudng c6 thé trén cdu hinh CDR va/hoge kha nang gén két
v6i khang nguyén, gy ra su tuong tac gilta cac chudi ning va nhe, tuong tic v4i ving
hang dinh, 1a vi tri bién ddi sau dich md mong mudn hoic khong mong mubn, 1a gbc bét
thudong vé vi tri clia né trong trinh tur ving bién d6i ctia ngudi va do d6 c6 kha ning gdy
mién dich, c6 kha ning két tu, va cac ly do khéc, 7 vi tri khung vung bién dbi sau day duoc
xem la img vién cho cac dot bién thé trong 3 ving bién d6i chudi nhe truéng thanh cla
nguoi duoc lay lam vi du va 3 vung bién ddi chudi ning trudng thanh cia ngudi dugce lay
lam vi du, nhu dugc chi ra cu thé hon trong vidu 7: L12 (P12S), L17 (Q17E), L46 (R46L),
H16 (A16G), H48 (M48I), H69 (T691), va H80 (M8OL).

J day, va cac phan khéc, gde duge d& cap dau tién 1a gbc cua khang thé dugc lam
tuong thich véi nguoi duoc tao ra bang cach ghép cac CDR Kabat hoac CDR t6 hop
Chothia-Kabat trong truomg hgp CDR-HI1 vao khung nhan cua nguoi, va gbe duoc dé cap
th hai 14 gbc dang dugc xem xét dé thay thé gbc nay. Do d6, trong cac khung ving bién
d6i, gde duoc d& cap dau tién 1a ngudi, va trong cac CDR, gbc duoc dé cap dau tién 1a

chuot.

Céc khang thé 6A10 duge ldy lam vi du bao gdm cac hoan vi bat ky hodc cic t6 hop
cla cac ving bién dbi chudi ning va nhe trudng thanh dugc ldy lam vi du vi dy,
hu6A10VH v1/ hu6A10VL vl, hu6A10VH_vl/ hu6A10VL v2, hu6A10VH vl/
hu6A10VL v3, huAI0VH v2/ hu6A10VL_vl, hu6A10VH v2/ hu6A10VL_v2,
hu6A10VH v2/ hu6A10VL v3, hu6A10VH v3/ hu6AI0VL vl, hu6A10VH v3/
hu6A10VL v2, hoac hu6A10VH_v3/ hu6A10VL_v3.

Séng ché d& xuét céc bién thé cta khang thé 6A10 duoc lam twong thich véi ngudi
trong d6 vung bién d6i chudi nang truong thanh duge lam tuong thich véi ngudi thé hién
ty 1¢ tuong ddng it nhét 1a 90%, 95%, 96%., 97%, 98%, hodc 99% v&i hu6A10-VH vl,
hu6A10-VH v2, va hu6A10-VH v3, (SEQ ID NO:85-87) va ving bién doi chudi nhe
truomg thanh duge 1am trong thich véi nguoi thé hién ty 1¢ twong dong it nhat 1a 90%,
95%. 96%. 97%, 98%, hodc 99% vd&i hu6A10-VL v1, hubA10-VL_v2, hu6A10-VL v3
(SEQ ID NO:88-90). Trong mot s6 khang thé nay ftnhatla 1,2, 3, 4, 5, 6, hogc toan b6 7
6t bién nguge hodc cac dot bién khac duge tim thay trong SEQ ID NO:85-87 va SEQ ID
NO:88-90 dugc gift lai.

Trong mot s6 khang thé 6A10 dwgc lam twong thich v6i nguoi, vi tri H48 trong
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ving VH bi chiém boi L.

Trong mot s6 khéng thé 6A10 dugc lam twong thich v&i nguoi, it nhat mot trong sd
cac vi tri sau day trong vung VH bi chiém boi axit amin nhu duoc xdc dinh 1a: H16 bi
chiém boi A hodc G, H48 b chiém boi M hogce I, H69 bi chiém boi T hodc I, va H80 bi
chiém boi M hodc L.

Trong mot sd khang thé 6A10 dugc lam twong thich v6i nguoi, vi tri H48 trong
ving VH bi chiém béi I nhu trong hu6A10-VH_v2. Trong mét s6 khéng thé 6A10 duoc
lam tuong thich véi ngudi, cac vi tri H16, H48, H69, va H80 trong vung VH lan luot bi
chiém boi G, L, 1, va L, nhu trong hu6A10-VH_v3.

Trong mot s6 khang thé 6A10 duge lam tuong thich véi ngudi, vi tri L46 trong ving
VL bi chiém bdi L.

Trong mot sb khéng thé 6A10 dugc 1am twong thich véi nguoi, it nhat mot trong sd
c4c vi tri sau day trong vung VL bi chiém boi axit amin nhu duoc x4c dinh 1a: L12 bi chiém

bdi P hodc S, 117 bi chiém boi Q hoac E, va L46 bi chiém béi R hodc L.

Trong mot sd khéng thé 6A 10 duoc lam tuong thich véi ngudi, vi tri L46 trong vung
VL bi chiém béi L, nhu trong hubA10-VL_v2. Trong mot s6 khang thé 6A10 duoc lam
twong thich v&i ngudi, cac vi tri L12, L17, va L46 trong vung VL lan luot bi chiém bai S,
E, va L, nhu trong hu6A10-VL_v3.

Céc khang thé duge 1am twong thich v6i nguoi duogc lay lam vi du la cac dang duoc

lam twong thich véi nguoi clia 8A4 cua chudt, dugc ky hi¢u 1a Hu8A4.

Khang thé 8A4 cuia chudt chira ving bién ddi chudi ning va nhe truéng thanh co
trinh tu axit amin chtra 1an luot SEQ ID NO:91 va SEQ ID NO:92. Séang ché dé xuét 3
ving bién d6i chudi ndng trudng thanh cta dugc lam tuong thich voi nguoi dugce lay lam
vi du: hu8A4-VH v1, hu8A4-VH v2, va hu8A4-VH_v3. Sang ché dé xuét thém 3 vung
bién dbi chudi nhe truéng thanh cua ctia ngudi duge lay 1am vi du: hu8A4-VL_v1, hu8A4-
VL v2,vahu8A4-VL v3.Su sdp xép thang hang khing thé 8A4 cua chudt va nhiéu khang
thé duoc lam tuong thich véi nguoi khac nhau dugce chi ra cho cac ving bién doi chudi nhe
(Bang 18 va Fig.10), va cac ving bién dbi chudi nang (Bang 19 va Fig.9).

Vi céc Iy do nhu anh huong c6 thé trén cdu hinh CDR va/hodc kha nang gan ket

v61 khang nguyén, gdy ra su tuong tac gitta cac chudi ning va nhe, tuong tac véi ving
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héng dinh, la vi tri bién ddi sau dich ma mong mudn hodc khong mong mudn, 1a géc bat
thudong vé vi tri ctia né trong trinh tu ving bién d6i ctia ngudi va do d6 c6 kha ning gly
mién dich, ¢6 kha nang két tu, va cac ly do khac, 11 vi tri khung ving bién ddi sau day cta
A4 dugc xem la mg vién cho cac dot bién thé trong 3 ving bién déi chudi nhe truéng
thanh cta nguoi dugce liy lam vi du va 3 ving bién ddi chudi ning trudng thanh ctia ngudi
duoc léy lam vi du, nhu dugce chi ra cu thé hon trong vi du 8: L2 (I2V), L17 (Q17E), L36
(F36L), H12 (K12V), H16 (S16G), H20 (V20L), H48 (M438I), H67 (I67A), H68 (N68T),
H385 (D85E), va H93 (A93S).

O day, va cac phan khéc, gbe duoc dé cap dau tién 1a gbc cua khang thé dugc lam
tuong thich véi nguoi duoce tao ra bang cach ghép cac CDR Kabat hodc CDR t6 hop
Chothia-Kabat trong truong hgp CDR-H1 vao khung nhén ctia nguoi, va gbe duoc dé cap
thir hai 1a gbc dang dwoc xem xét dé thay thé gbc nay. Do d6, trong cac khung vung bién
dbi, géc duoc dé cap dau tién 1a nguoi, va trong cac CDR, géc duoc dé cap dau tién la

chuot.

Céc khang thé 8A4 duoc lay 1am vi du bao g0m cac hoan vi bét ky hodc céc td hop
cua cac vung bién dbi chudi nidng va nhe trudng thanh duogc 1éy lam vi du vi du,
hu8A4VH v1/ huS8A4VL vl, hu8A4VH vl/ huS8A4VL v2, hu8A4VH_vl/
hu8A4VL v3, hu8A4VH v2/  hu8A4VL _vl, huBA4VH v2/  hu8A4VL_v2,
hu8A4VH v2/  huS8A4VL v3, hu8A4VH v3/ huS8A4VL vl, hu8A4VH_v3/
hu8A4VL v2, hoac hu8A4VH v3/ hu8A4VL_v3.

Séng ché dé xuit c4c bién thé cua khang thé 8A4 duoc lam tuong thich v6i nguoi
trong d6 ving bién d6i chudi ning trudng thanh duge 1am tuong thich véi nguoi thé hién
ty 1é twong dong it nhat 1a 90%. 95%. 96%, 97%, 98%. hodc 99% v&i hu8A4-VH vl,
hu8A4-VH v2, va huA4-VH v3, (SEQ ID NO:113-115) va vung bién d6i chudi nhe
truémg thanh duge lam tuong thich v6i nguoi thé hién ty 1¢ twong dong it nhat 1a 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v&i hu8A4-VL vl, hu8A4-VL_v2, hu8A4-VL_v3 (SEQ
D NO:116-118). Trong mot s khang thé nay it nhat1a 1,2.3.4.5.6.7. 8,9, 10. hodc 11
trong sb cac dot bién ngugc hodc cac dot bién khac duoc tim thay trong SEQ ID NO:113-

115 va SEQ ID NO:116-118 duoc gift lai.

Trong mot s6 khang thé 8A4 duoc lam tuong thich v&i ngudi, vi tri H93 trong ving

VH bi chiém boi S.
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Trong mot s6 khang thé 8A4 dugc lam tuong thich véi nguoi, it nh4t mot trong sb
cac vi tri sau day trong vung VH b1 chiém béi axit amin nhu dwoc xac dinh la: H12 bi
chiém béi V., H16 bi chiém boi G, H20 bi chiém béi L, va H68 bi chiém boi T. Trong mot
s6 khang thé 8A4 duoc lam twong thich v6i nguoi, cac vi trf H12, H16, H20, va H68 trong
ving VH 14n luot bi chiém bsi V, G, L, va T.

Trong mot sd khang thé 8A4 duoc lam tuong thich véi ngudi, it nhat mot trong sb
c4c vi tri sau day trong vung VH bi chiém bai axit amin nhu duoc xac dinh 1a: H12 bi
chiém boi K hodc V, H16 bi chiém béi S hodc G, H20 bj chiém boi V hoac L, H48 bi chiém
bai M hodc I H67 bi chiém bai A hodc I, H68 bi chiém boi N hogc T, H85 bi chiém bsi D
hodc E, va H93 bi chiém bdi S hoic A.

Trong mot s6 khang thé 8A4 duoc lam tuong thich véi nguotd, vi tri H93 trong ving
VH bi chiém bdi S, nhu trong hu8A4VH_v1. Trong mot s6 khéng thé 8A4 dugc lam tuong
thich v6i ngudi, cac vi tri H12, HI6, H20, H68, va H93 trong ving VH lan lugt bi chiém
b&i V. G. L. T. va S, nhu trong hu8A4VH_v2. Trong mdt sé khang thé 8A4 dugc lam
tuong thich véi ngudi, céc vi tri H12, H16, H20, H48, H67, H68, va H85 trong ving VH
lan luot bi chiém bsi V, G, L, I, A, T, va E, nhu trong hu8A4VH_v3.

Trong mot sé khang thé 8A4 dugc 1am tuong thich v6i ngudi, vi tri L17 trong vung
VL bi chiém boi E.

Trong mot sé khang thé 8A4 duoc lam tuong thich véi nguoi, it nhat mot trong sb
c4c vi tri sau day trong vung VL bi chiém bdi axit amin nhu duogc xac dinh la: L2 bi chiém
boi [ hodc V, L17 bi chiém boi Q hodc E, va L36 bi chiém boi F hogc L.

Trong mot s6 khang thé 8A4 duoc lam tuong thich v&i ngudi, vi tri L17 trong ving
VL bi chiém bai E, nhu trong hu8A4-VL_v2. Trong mot s6 khang thé 8A4 duoc lam twong
thich vi ngudi, cdc vi tri L2, L17, va L36 trong ving VL 1an luot bi chiém boi V, E, va
L, nhu trong hu8A4-VL v3.

Céc khang thé duge 1am tuong thich véi nguoi dugce liy lam vi du 14 céc dang duoc
lam tuong thich véi nguoi cua 7G6 cua chudt, duoc ky higu la Hu7Ge.

Khang thé 7G6 clia chudt chira ving bién d6i chudi nang va nhe trudng thanh cé
trinh t axit amin chia l4n luot SEQ ID NO:119 va SEQ ID NO:120. Sang ché dé xuat 2
ving bién ddi chudi ning truéng thanh dugc lam tuong thich véi ngudi duge lay lam vi
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du: hu7G6-VH _v1 va hu7G6-VH_v2. Sang ché @& xuét thém 8 ving bién dbi chudi nhe
trudng thanh cda nguoi dugce lay lam vi du: hu7G6-VL _v1, hu7G6-VL_v2, hu7G6-VL_v3,
hu7G6-VL_v4, hu7G6-VL _v5, hu7G6-VL_v6, hu7G6-VL_v7, va hu7G6-VL_v8. Su sap
xép thing hang khang thé 7G6 cia chudt va nhidu khang thé dugc lam tuong thich v6i
ngudi khac nhau dugce chi ra cho cac viung bién ddi chudi nhe (Bang 25 va Fig.12), va cac

ving bién doi chudi nang (Bang 26 va Fig.11).

Vi céc 1y do nhu anh huéng c6 thé trén cdu hinh CDR va/hodc kha nang gan két
voi khang nguyén, gy ra su tuong tac gilta cac chudi ning va nhe, tuong tac voi vung
hang dinh, 1a vi tri bién ddi sau dich md mong mudn hodc khéng mong mubn, 1a gbc bat
thuomg vé vi tri cia n6 trong trinh tu ving bién dbi cua ngudi va do d6 c6 kha ning gy
mién dich, c6 kha ning két tu, va cdc ly do khac, 16 vi tri khung ving bién d6i sau day cta
7G6 duge xem la ing vién cho cac dot bién thé trong 8 ving bién d6i chudi nhe trudong
thanh ctia ngudi duoc lay 1am vi du va 2 ving bién ddi chudi ning trudng thanh ctia ngudi
duoc 14y lam vi du, nhu duge chi ra cy thé hon trong vi du 9: L12 (P128), 1.36 (F36L), L37
(Q37L), L45 (R45K), L100 (Q100G), L103 (R103K), H12 (K12V), H20 (V20L), H38
(R39K). H69 (M69I), H76 (ST6N), H78 (V78A), H80 (M80L), H81 (E81Q), H92 (C928),
va H93 (A93T).

O day, va cac phan khéc, gbc duge dé cap dAu tién 1a gdc cta khang thé dugc lam
twong thich véi nguodi dugc tao ra bang cach ghép cdc CDR Kabat hodac CDR t6 hop
Chothia-Kabat trong truong hop CDR-H1 vao khung nhén ctua nguoi, va gbe duoc dé cap
thtr hai 1a gdc dang duge xem xét dé thay thé gbc nay. Do d6, trong cac khung ving bién
ddi, gbe duoc dé cap dau tién 1a nguoi, va trong cac CDR, gbe duoc dé cap dau tién 1a

chuot.

Céc khang thé 7G6 duoc lay lam vi du bao gdm céc hodn vi bat ky hodc céc to hop
cua cac vung bién ddi chudi ning va nhe trudng thanh duoc léy lam vi du, vi du,
hu7G6VH v1/  hu7G6VL vl, hu7G6VH vl/  hu7G6VL v2,  hu7G6VH_v 1/
hu7G6VL v3.  hu7G6VH vl/  hu7G6VL_v4,  hu7G6VH vl/  hu7G6VL_v3.
hu7G6VH v1/  hu7G6VL v6, hu7G6VH vl/  hu7G6VL v7,  hu7G6VH_vl/
hu7G6VL v8, hu7G6VH v2/  hu7G6VL_vl, hu7G6VH v2/  hu7G6VL_v2,
hu7G6VH v2/  hu7G6VL v3, hu7G6VH v2/  hu7G6VL v4,  hu7G6VH_v2/
hu7G6VL_v5, hu7G6VH v2/ hu7G6VL_v6, hu7G6VH v2/ hu7G6VL_v7, hoac

75



43308 76/313

hu7G6VH_v2/ hu7G6VL_v8.

Sang ché dé XUt céc bién thé cua khang thé 7G6 dugc lam tuong thich véi nguoi
trong d6 vung bién d6i chudi ning trudng thanh duge lam tuong thich véi nguoi thé hién
ty 16 twong dong it nhat 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v6i hu7G6-VH_v1, va
hu7G6-VH_v2, (SEQ ID NO:139-140) va vung bién d6i chudi nhe truéng thanh duge lam
twong thich véi ngudi thé hién ty 18 tuong dong it nhat 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% v6i hu7G6-VL v1, hu7G6-VL v2, hu7G6-VL_v3, hu7G6-VL_v4, hu7G6-VL_v5,
hu7G6-VL v6, hu7G6-VL _v7, va hu7G6-VL_v8 (SEQ ID NO:141-148). Trong mat s6
khang thé nay itnhatla 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, hodc toan bg 17
d6t bién nguoc hodc cac dot bién khac dugc tim thdy trong SEQ ID NO:139-140 va SEQ
ID NO:141-148 dugc gitt lai.

Trong mdt s6 khéng thé 7G6 duoc lam twong thich véi nguoi, it nhit mot trong sb
cac vi tri sau day trong vung VH bi chiém boi axit amin nhu duogc xdc dinh la: H12 bi
chiém bai V., H20 bi chiém boi L, H69 bi chiém bai I, H76 bi chiém béi N, H78 bi chiém
b&i A, H80 bi chiém bai L, H81 bi chiém boi Q. H92 bi chiém bai S, va H93 bi chiém bai
T. Trong mot s khang thé 7G6 duge lam tuong thich véi nguoi, cac vi tri H12, H20, H69,
H76, H78, H80, H81, H92, H93 trong ving VH lan luot bi chiém b&i V, L, L N, A, L, Q,
S,vaT.

Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam tuong thich vdi nguoi, it nhat mot trong sb
cac vi tri sau diy trong vung VH b1 chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh la: H12 bi
chiém béi K hodc V, H20 bi chiém bdi V hoac L, H38 bi chiém bsi R hodc K, H69 bi
chiém bai M hodc I, H76 bi chiém bai S hoac N, H78 bi chiém bai V hoac A, H80 bj chiém
boi M hodc L. H81 bi chiém bai E hodc Q. H92 bi chiém boi C hoac S. va H93 bi chiém
bo1 A hodc T.

Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam tuong thich v&i ngudi, cac vi tri H12, H20,
H69, H76, H78, H80, H81, H92, HI93 trong vung VH lan luot bi chiém béi V, L, I N, A,
L.Q.S,vaT, nhutrong hu7G6-VH_v1. Trong mot s6 khang thé 7G6 duge lam tuong thich
voi nguoi, cac vi tri H12, H20, H38, H69, H76, H78, H80, H81, H92, H93 trong vung VH
1an luot bi chiém boi V, L, K, LN, A, L, Q, S, va T, nhu trong hu7G6-VH_v2.

Trong mot sé khéng thé 7G6 duoc lam twong thich véi nguoi, it nhit mot trong sd

céc vi tri sau ddy trong ving VL bi chiém béi axit amin nhu duge xac dinh la: L12 b chiém
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boi S va L103 bi chiém bdi K. Trong mdt sé khang thé 7G6 duoc lam tuong thich véi
nguoi, cac vi tri L12 va L103 trong viung VL 1an luot bi chiém boi S va K.

Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam twong thich véi nguoi, it nhat mot trong s6
cac vi tri sau day trong ving VL bi chiém béi axit amin nhu duoc xac dinh 1a: L12 bi chiém
bai S, 136 bi chiém bai L, va L103 bi chiém boi K. Trong mdt s6 khang thé 7G6 dugc lam
tuong thich v6i ngudi, cc vi trf L12, L36, va L103 trong viing VL lan luot bi chiém boi

S,L,vak.

Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc 1am tuong thich véi nguoi, it nhat mot trong s6
cac vi tri sau day trong vung VL b1 chiém bé&i axit amin nhu duogc x4c dinh la: L12 bi chiém
boi S, L37 bi chiém béi L, va 1103 bi chiém bai K. Trong mot s6 khang thé 7G6 dugc lam
tuong thich véi ngudi, cac vi tri L12, L37, va L103 trong viing VL 1an luot bi chiém boi
S, L, vak.

Trong mot sé khang thé 7G6 duoc lam twong thich véi nguoi, it nhit mot trong s6
cac vi tri sau day trong vung VL b1 chiém béi axit amin nhu duoc x4c dinh la: L12 bi chiém
b6i S. 136 bi chiém boi L, 137 bi chiém boi L, va L103 bi chiém boi K. Trong mot s
khéng thé 7G6 dugc lam tuong thich v6i ngudi, cac vi tri L12, 136, 1.37, va L103 trong
ving VL 1an luot bi chiém bsi S, L, L, va K.

Trong mdt sé khang thé 7G6 dugc lam tuong thich véi ngudi, it nhat mot trong s6
cac vi tri sau day trong vung VL bi chiém béi axit amin nhu duoc xé4c dinh 1a: L12 bi chiém
boi S, L45 bi chiém bai K, vaL.103 bi chiém boi K. Trong mot s6 khéng thé 7G6 duoc lam
tuong thich v6i ngudi, cac vi trf L12, L45, va L103 trong ving VL lan luot bi chiém boi

S, K, vaK.

Trong mot sO khéng thé 7G6 duoc lam tuong thich véi nguoi, it nhit mot trong s6
cac vi tri sau day trong ving VL b1 chiém bo1i axit amin nhu duogc xéac dinh la: 112 bi chiém
b6i S, 100 bi chiém boi G, va 1103 bi chiém boi K. Trong mét s6 khéng thé 7G6 duge
Jam tuong thich véi ngudi, cdc vi trf L12, L100, va L103 trong viing VL 1an lugt bi chiém

bdi S, G, va K.

Trong mdt s6 khang thé 7G6 duogc lam twong thich voi nguoi, it nhat mot trong s6
cdc vi tri sau day trong vung VL bi chiém boi axit amin nhu dugc x4c dinh 1a: L36 bi chiém

b&i F hodc L, L37 bi chiém bai Q hodc L, L45 bi chiém bai R hodc K, hoae L100 bi chiém
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bdi Q hodc G.

Trong mot s khang thé 7G6 dugc lam tuwong thich voi nguodi, cac vitri L12 va 1103
trong vimg VL 1dn Iwot bi chiém boi S va K, nhu trong hu7G6-VL_v1. Trong mdt s khang
thé 7G6 duoc 1am twong thich véi ngudi, céc vi tri L12, L37, va L103 trong ving VL lan
luot bi chiém bai S, L, va K, nhu trong hu7G6-VL_v2. Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc
lam tuong thich v6i ngudi, cac vi tri L12, L36, va L103 trong ving VL lan luot bi chiém
bai S, L, va K, nhu trong hu7G6-VL_v3. Trong mot ) khang thé 7G6 dugc lam tuong
thich v6i ngudi, cac vi tri L12, 136, L37, va L103 trong ving VL 1an lugt bi chiém boi S,
L, L, va K, nhu trong hu7G6-VL_v4. Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam twong thich
véi nguoi, cdc vi tri L12, L45, va L103 trong vung VL lan luot bi chiém bai S, K, va K,
nhu trong hu7G6-VL_v5. Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam twong thich v6i nguot,
cacvitri L12,136,L37, L45, va L103 trong vung VL lan luot bi chiém boi S, L, L, K, va
K, nhu trong hu7G6-VL v6. Trong mot s6 khang thé 7G6 duoc lam tuong thich véi nguoi,
cac vi tri L12, L100, va L103 trong vung VL lan luot bi chiém béi S, G, va K, nhu trong
hu7G6-VL _v7. Trong mot s6 khang thé 7G6 duogc lam twong thich v6i nguoi, cdc vi tri
.12, 136,137,100, va L103 trong vung VL lan luot bi chiém boi S, L, L, G, va K, nhu
trong hu7G6-VL_v&.

Trong mot s6 khang thé 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugc lam twong thich v6éi ngudi,
chudi nang bién ddi ¢ ty 1é tuong ddng vdi trinh tw nguoi > 85%. Trong mot 36 khang thé
35G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugce lam tuong thich voi nguor, chudi nhe bién doi co ty 1& tuong
ddng v6i trinh tu ngudi > 85%. Trong mot sd khang the 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugc
lam tuong thich véi ngudi, moi chudi ning bién d6i va chudi nhe bién doi c6 ty 1& tuong
dong > 85% vdi trinh tw dong mam cua nguoi.

Cac vung CDR cua cdc khang thé 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugc lam tuong thich
v6i ngudi ndy c6 thé 1an luot gidng hodc gan nhu gidng vdi cac vimg CDR cua SG8, 6A10,
8A4, va 7G6. Cac ving CDR c6 thé duoc xéc dinh bing dinh nghia thong thuong bét k¥
(vi du, Chothia. hodc t6 hop Chothia va Kabat) nhung t5t hon 1a nhu dugc dinh nghfa béi
Kabat.

Céc vi tri khung ving bién dbi 1a theo cach danh s6 Kabat trir khi c6 quy dinh khic.

Cac bién thé khac nay thuong khac voéi céc trinh tu cua cac chudi nang va nhe Hu5Gg,

Hu6A 10, Hu8A4, hodc Hu7G6 duoc lay lam vi du & mot s6 luong nho (v du, thudong la
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khong nhidu hon 1, 2, 3, 5, 10, hodc 15) cc dot bién thé, dot bién mat doan hodc dot bién

gan xen.

Kha ning bién dbi thém trong cic bién thé 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugc lam twong
thich v&i nguoi la cac dot bién nguge bd sung trong céc khung ving bién d6i. Nhiéu gbc
khung khong tiép xtc véi cac CDR trong mAb dugc lam twong thich véi ngudi 6 thé chira
cac dot bién thé cua céc axit amin tir cac vi tri trong tng cia mADb cho ctia chudt hodc cac
khang thé ctia ngudi hodc chudt khac, va tham chi nhidu goe tiép xtic-CDR tiém nang ciing
c6 thé thich hop dé thay thé. Ngay ci c4c axit amin trong cac CDR ¢6 thé duoc thay doi,
vi du, bé‘mg Cac géc duoc phat hién & vi tri twong ung cta trinh tu nhan cua ngudi duge su
dung dé cung cap cic khung ving bién ddi. Ngoai ra, cac trinh tu nhan cua nguoi khac c6
thé duoc st dung, vi du, cho chudi ning va/hodc chudi nhe. Néu céc trinh tw nhén khac
nhau duoc st dung, mdt hodc nhiéu trong sb cac dot bién nguoc da dé cap trén day co thé
khong dugc thue hién vi cac gbc cho va nhan twong tng da 1a gidng nhau ma khong can

cac dot bién nguoc.

Tét hon, néu su thay thé hoac cac dot bién nguoc trong cac bién thé 5G8. 6A 10,
8A4, va 7G6 dugc lam tuong thich véi nguoi (duge bao tdn hodc khong) khong co tac
dong dang ké dén 4i luc lién két hodc hiéu luc cia mAb duoc lam tuong thich véi nguoi,

nghia 13, kha ndng gdn két v6i tau cua nd.

Céc khang thé 5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 duoc lam tuong thich véi nguoi con duoc
dac trung boi kha ndng gin két cua ching véi bat ky hodc toan bd tau duge phosphoryl
hoa, tau khong duoc phosphoryl hda, va cdc dang bi glp sai/két tu ctia tau. Céc khang thé
5G8, 6A10, 8A4, va 7G6 dugc lam twong thich véi ngudi con duge déac trung boi kha nang
canh tranh ctia ching v6i 5G8. 6A 10, 8A4, hodc 7G6 ctia chudt dé gin két vao bat ky hodc
toan bo tau duge phosphoryl hoa, tau khong dugce phosphoryl hoa, va cac dang bi gdp

sai/két tu cua tau.
D. Khéng thé kham va dwoc nguy trang

[0003] Sang ché dé xuat thém cac dang kham va dugc nguy trang cua cac khang thé

khong phai cua ngudi, cu thé 1a cac khang thé 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6 trong cac vi du.

Khéang thé kham 1a khang thé trong d6 cic ving bién doi trudng thanh cia cac chudi

nhe va ndng cua khéng thé khong phai ctia ngudi (vi du, chudt) dugce két hop v6i cic ving
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hang dinh chudi nhe va nang cta ngudi. Cac khang thé nay gan nhu hodc hoan toan gitt
duoc tinh ddc hiéu gén két cta khéng thé chudt, va 1a khoang hai phﬁn ba trinh tu cua
nguoi.

Khang thé duge nguy trang 1a mot loai khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi
ma van gift dugc mot s6 va thudng 1a toan bd cac CDR va mot s6 gbe khung ving bién doi
khong phai cua nguoi cua khang thé khong phai ctia nguoi nhung thay thé cac gdc khung
ving bién d6i khac ma c6 thé tham gia vao cac epitop té bao B hodc T, vi du céc gbc dugc
boc 10 (Padlan, Mol. Immunol. 28:489, 1991) bang cac gdc tir cac vi tri twong g cla trinh
tu khang thé nguoi. Két qua 1a mot khang thé trong d6 cac CDR hoan toan hodc gan nhu
1a tir khang thé khong phai cla ngudi va cac khung ving bién ddi cta khang thé khong
phai cua nguoi duoc lam cho gidng ctia ngudi hon nh cée dot bién thé nay. Cac dang duoc

nguy trang ciia khang thé 5G8, 6A10, 8A4, hoic 7G6 duge bao gdm trong sang ché.
E.  Céc khang thé ngudi

Cac khang thé nguoi khang tau hodc mot doan ctia n6 dugc tao ra boi nhiéu k¥ thuat
khéc nhau duge md ta dudi day. Mot s6 khang thé ngudi dwoc chon loc bang céc thi nghiém
lién két canh tranh, bang phuong phép biéu hién thé thuc khuan ctia Winter, trén day, hodc
theo cach khac, dé co cung tinh dac hi¢u epitop v6i khang thé chuot cu thé, Chéng han nhu
mdt trong s6 cac khang thé don dong ctia chudt dugc mo ta trong cac vi du. Cac khang thé
nguoi cling ¢ thé duoc sang loc vé tinh dac hiéu epitop cu thé béng cach chi st dung mot
doan cua tau lam khang nguyén dich, va/hodc bang cach sang loc céc khang thé khang tap

hop céc bién thé cua tau.

Céc phuong phdp san sinh khéng thé ngudi bao gém phuong phdp trioma cla
Oestberg va dong tdc gia, Hybridoma 2:361-367 (1983); Oestberg, Patent My 56
4.634.664; va Engleman va dong tdc gid, Patent My s6 4,634,666, st dung chudt chuyén
gen mang cic gen globulin mién dich ngudi (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 3,661,016, US 5.633,425; US 3,625,126; US 5,569.825; US 5,545,806;
Neuberger, Nat. Biotechnol. 14:826 (1996); va Kucherlapati, WO 91/10741 (1991)) cac
phurong phép biéu hién thé thuc khuan (vem, 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 dugc mo ta trong
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WO 2008/081008 (vi du, 1am bét tir dong té bao B nh¢ duge phan 1ap tir ngudi, vi du, bang

EBV, sang loc vé céc dic diém mong mubn, va tach dong va bidu hién céc dang tai tb hop).
F. Lua chon ving hang dinh

Céc vung bién d6i cta chudi ning va chudi nhe cta khang thé kham, duoc nguy
trang hodc dugc lam twong thich véi ngudi ¢ thé duoc gan két véi it nhit mot phan cta
ving hing dinh cua nguoi. Viée chon ving hing dinh mot phan tiy thude vao tac dung gay
ddc té bao qua trung gian té bao phu thudc khéng thé, tac dung thuc bao té bao phu thudc
khang thé va/hodc tic dung gy doc té& bao phu thudc bd thé ¢6 dwoc mong mudn hay
khong. Vi du, cac isotyp IgG1 va IgG3 cua ngudi c6 tac dung gdy doc té bao phu thudc bd
thé va cac isotyp IgG2 va IgG4 cua ngudi thi khong. IgG1 va IgG3 clia nguoi cling cam
Umg cdc chtrc nang hi¢u Umg qua trung gian té bao manh hon so véi IgG2 va IgG4 cua
ngudi. Cac ving hing dinh chudi nhe c6 thé 1a lambda hodc kappa. Cac quy udc danh 50
cho ving hang dinh bao gdm cach danh s6 EU (Edelman, G. M. va dong tac gia, Proc. Natl.
Acad. USA, 63, 78-85 (1969)), cach danh sb Kabat (Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991, cach danh sb
don nhiat IMGT (Lefranc M. -P. va dong tac gia, IMGT unique numbering for
immunoglobulin and T cell receptor constant domains and Ig superfamily C-like domains,

Dev. Comp. Immunol., 29, 185-203 (2005), va cach danh s6 exon IMGT (Lefranc, nhu

trén).

Mot hodc mot s6 axit amin & cac dau cung amino hodc carboxy cua chudi nhe
va/hodc ning, ching han nhu lysin dau ctng C cua chudi ning, c6 thé bi khuyét hodc duge
tao dan Xuat & mot phén hodac toan bd phan tr. Cac dot bién thé ¢6 thé dugc tao ra trong
ving hing dinh dé 1am giam hodc lam tang chtc nang hiéu tmg nhu tac dung gy doc té
bao qua trung gian bo thé hoic ADCC (xem tai liéu, vi du, Winter va dong tac gia, patent
M5 sb 5,624,821; Tso va ddng tac gia, Patent My s6 5,834,597; va Lazar va dong téc gia,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:4005, 2006), hodc dé kéo dai thoi gian béan thai & nguoi
(xem tai liéu. vi du. Hinton va dong tac gia, J. Chem. 279:6213, 2004). Cac dot bién thé
duoc liy 1am vi du bao gdbm Gln & vi tri 250 va/hodc Leu & vi tri 428 (cach dénh s6 EU
dugc str dung trong doan nay cho vung hing dinh) dé lam tang thoi gian ban thai cua khang
thé. Dot bién thé & bét k¥ hodc toan bd cac vi tri 234, 235, 236 va/hodc 237 lam giam 4i
lue dbi vai cac thu thé Fey, cu thé 1a thu thé FeyRI (xem, vi du, US 6,624,821). Dot bién
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thé alanin & cac vi tri 234, 235, va 237 ctia IgG1 nguoi co thé duge st dung dé lam giam
chirc nang hidu tmg. Mot s6 khang thé c6 dot bién thé alanin & céc vi tri 234, 235 va 237
cua IgG1 nguot dé lam giam chire nang hiéu tng. Tuy ¥, cac vi tri 234, 236 va/hodc 237 &
IgG2 cua nguoi duoc thay thé bang alanin va vi trf 235 bang glutamin (xem, vi du, patent
M $6 5,624,821). Trong mot s6 khang thé, dot bién & mot hodc nhiéu vi tri 241, 264, 265,
270,296,297, 322, 329, va 331 theo cach danh s6 EU cua IgG1 nguoi duge st dung. Trong
mot s6 khang thé, dot bién & mot hodc nhidu vi tri 318, 320, va 322 theo cdch danh s6 EU
cua IgG1 nguoi duge str dung. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri 234 va/hodc 235 duoc
thay thé bang alanin va/hodc vi tri 329 dugc thay thé bang glyxin. Trong mot s6 khang thé,
céc vi tri 234 va 235 duge thay thé bang alanin. Trong mot s6 khang thé, isotyp nay 1a IgG2
hoac IgG4 nguoi.

Céc khang thé c6 thé dugc the hién & dang cic tetrame chira hai chudi ndng va hai
chuoi nhe, & dang céac chudi niang, cic chudi nhe riéng biét, & dang Fab, Fab', F(ab")2, va
Fv, hodc & dang cac khang thé mach don trong d6 cidc mien bien doi truong thanh caa chudi

nang va chudi nhe duoc lién két qua doan dém.

Céc ving hing dinh ctia ngudi thé hién su bién ddi alotyp va bién ddi isoalotyp gitra
cac ¢4 thé khac nhau, tic 13, cac ving hang dinh c¢6 thé khac nhau & céc cé thé khac nhau
& mot hodc nhiéu vi tri da hinh. Céc isoalotyp khac alotyp & chd huyét thanh nhan dién
isoalotyp gan két v6i ving khong da hinh cia mot hodc nhiéu isotyp khac. Do d6, vi du,
mdt viing hang dinh chudi ning khac la cia IgGl Glm3 ¢6 hodc khong ¢6 lysin dau cung
C. Viéc d& cap dén ving hing dinh cia ngudi bao gom ving hang dinh c6 alotyp tu nhién

bat ky hodc hoan vi bat ky cua cac goc chiém céc vi tri trong cac alotyp tw nhién.
G.  Biéu hién khang thé tai t6 hop

Nhiéu phuong phép da dugc biét dé tao ra cac khang thé kham va duoc lam tuong
thich v&i ngudi bing cach sir dung dong té bao biéu hién khang thé (vi du, t€ bao lai). Vi
du, cac vung bién dbi globulin mién dich cta cac khang thé ¢6 thé duoc tach dong va giai
trinh tu bang cach sir dung cac phuong phap da dugc biét r5. Trong mdt phuong phap,
ving VH bién d6i chudi nang duoc tach dong bang RT-PCR bang céch sir dung mARN
duoc tao ra tir cac té bao lai. Cdc doan mdi lién tmg duoc sir dung cho peptit ddn dau ving
VH chira codon khéi ddu dich ma lam doan mdi 5' va doan mdi 3° dic hiéu ving hang dinh
g2b. Cac doan mdi duoc 1dy lam vi du duge mo ta trong cong bb patent My s6 US
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2005/0009150 béi Schenk va dong tdc gid (sau ddy goi la “Schenk”). Céc trinh t tir nhiéu
dong, thu dugc doc lap co thé duoc so sanh dé dam bao khong c6 thay d6i nao duoc dua
vao trong qué trinh khuéch dai. Trinh tu cia ving VH cling ¢6 thé duoc xac dinh hoic
duoc xac nhan bang cach giai trinh tw doan VH thu dugc bang hé phuong phép 5' RACE
RT-PCR va doan modi dac hiéu 3' g2b.

Viung VL bién dbi chudi nhe c6 thé duoc tach dong theo cach twong tu. Trong mot
phuong phap tiép can, tap hop doan moi lién tng duoc thiét ké dé khuéch dai cac ving VL
béng cach str dung doan modi 57 duoc thiét ké dé lai véi ving VL chira codon khéi dau dich
ma va doan mdi 3' dac hidu véi ving Ck xudi dong cta ving ndi V-J. Trong phuong phép
tiép cén thir hai, h¢ phuong phap S'RACE RT-PCR dugc st dung dé tach dong cADN ma
héa VL. Céc doan mdi dién hinh dugc md ta trong Schenk, trén ddy. Cac trinh tu da tach
dong nay sau do duoc két hop véi cac trinh ty md hoa cac ving hang dinh ctia ngudi (hodc

dang khéc khong phai cua nguoi).

Trong mot phuong phap tiép cén, cac ving bién dbi chudi ning va chudi nhe duge
thao tac di truyén lai ¢& ma héa cac trinh tu cho cit ndi xudi dong ctia cac khop ndi VDJ
hodc VJ tuong Umg va dugce tach dong vao vecto biéu hién dong vat c6 vu, nhu pCMV-hyl
d6i v6i chudi nang va pCMV-Mcl d6i v&i chudi nhe. Cac vecto ndy ma hoa cac ving hing
dinh y1 va Ck ctia ngudi nhu cac doan exon xu6i dong cua caset vung bién dbi da duoc
gén xen. Sau khi kiém tra trinh tu, vecto biéu hién chudi ning va chudi nhe ¢6 thé duoc
dong chuyén nhiém vao cac té bao CHO dé tao ra cac khang thé kham. Méi trudng c6 diéu
kién duoc thu gom 48 gio sau chuyén nhiém va dugc thtr nghiém bang phan tich tham tach
tdy vé kha nang san sinh khang thé hodc bang ELISA vé kha nang gin két khang nguyén.

Céc khang thé kham nay dugc lam tuong thich véi ngudi nhu duge mo ta trén day.

Céc khang thé kham, dugc nguy trang, dugc lam tuong thich v6i ngudi, va khang
thé ngudi thuong duge tao ra bang cach biéu hién tai t6 hop. Céc cdu tric polynucleotit tai
td hop thuong bao gém trinh tu kiém soat biéu hién duoc lién két chirc nang voi cac trinh
fir md hoéa cua cac chudi khang thé, bao gdm céc yéu t6 kiém soat biéu hién két hop tu
nhién hodc khac loai, chéng han nhu trinh tu khoi dong. Cac trinh tu kiém soat biéu hién
nay c6 thé 1a cac hé trinh tu khéi dong trong céc vecto ¢6 kha nang bién nap hoic chuyén
nhidm cac té bao chu c6 nhén dién hinh hoic tién nhan. Khi vecto nay dugc dua vao vat
chi thich hop, vat chii nay dugc nudi trong cc didu kién thich hop dé biéu hién & mic do
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cao céc trinh tu nucleotit nay va dé thu gom va tinh ché cac cac khang thé phan ting chéo.

Céc vecto biéu hién nay c6 thé sao chép dugc trong cac sinh vét chu nhu la cic
episom hodc nhu mot phan nguyén ven ciia ADN nhiém sic thé vat chi. Thong thuong,
céc vecto bidu hién chira gen danh dau lwa chon, vi du, tinh khang ampixilin hodc khéng
hygromyxin, dé cho phép phat hién cac té bao da duoc bién nap bang cac trinh ty ADN

mong muon.

E. coli 1a mot vat chu tién nhan hitu ich dé biéu hién cac khéng thé, cu thé 1a cac
doan khang thé. Vi khudn, chang han nhu nidm men, cling 12 hitu ich cho viéc biéu hién.
Saccharomyces la vat chu nam men véi cac vecto thich hop ¢ céc trinh tu kiém soat biéu
hién, géc sao chép, cac trinh tu két thuc, va cac yéu td tuong tu néu mudn. Céc trinh tu
khoi dong dién hinh bao gdm 3-phosphoglyxerat kinaza va cac enzym thiiy phan duong
khac. Cac trinh tu khoi dong ndm men cam tng dugc bao gom, trong s6 céc loai khéc, cac
trinh tu khoi dong tir alcohol dehydrogenaza, isoxytocrom C, va céc enzym chiu trach

nhiém vé viéc stt dung maltoza va galactoza.

Céc té bao dong vit co v ¢ thé duoc sir 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, N'Y, 1987). Nhiéu dong té bao chi thich hop c¢ kha nang tiét ra
cac protein khac loai nguyén ven da dugc phat trién, va bao gom cac dong té bao CHO,
nhidu dong & bao COS khéc nhau, céc té bao Hel a, cac té bao HEK293, céc té bao L, va
céc té bao u tiy khong san sinh khang thé bao gdm Sp2/0 va NSO. Céc té bao ny co thé
khong phai cua nguoi. Cac vecto bidu hién cho cac té bao nay co thé bao gom cAc trinh tu
kiém soat biéu hién, nhu géc sao chép, trinh tu khoi dong, trinh tu ting cudng (Queen va
dong tdc gid. Immunol. Rev. 89:49 (1986)), va cac vi tri thong tin xit Iy cn thiét. nhu céc
vi tri lién két ribosom, céc vi tri cat ndi ARN, céc vi tri polyadenyl hoa, va cac trinh tur két
thac phién ma. Céc trinh tu kidm soat biéu hién c6 thé bao gdm cac trinh tu khoi dong thu
duoc tlr cic gen ndi sinh, cytomegalovirus, SV40, adenovirut, bovine papillomavirus, va

tuong tu. Xem Co va dong tac gia, J. Immunol. 148:1149 (1992).

Ngoai ra, cac trinh tv ma hoa khang thé ¢6 thé duge dua vao cac gen chuyén dé dua
vao bd gen cua dong vat chuyén gen va biéu hién tiép trong sita cta dong vt chuyén gen
(xem, vi du, patent M sb 5,741,957 patent M§ s6 5,304,489; va patent M s6 5,849,992).
Cac gen chuyén thich hop bao gdm céc trinh ty ma hoa cho chudi nhe va/hodc chudi ning
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duoc lién két chirc nang véi trinh tu khoi dong va trinh tu ting cuong tir gen dic hidu tuyén

v, nhu casein hodc beta lactoglobulin.

Céc vecto chra cac doan ADN cin quan tim c6 thé duoc chuyén vao té bao chu
bang céc phuong phép tuy theo loai té bao chu. Vi du, phuong phap chuyén nhiém canxi
clorua thuong dugc st dung cho cac té bao tién nhan, trong khi d6 phuong phép xt ly canxi
phosphat, xung dién, chuyén gen bang liposom, k¥ thut ban gen, hoic chuyén nhiém dua
vao virut ¢6 thé duoc st dung cho céc té bao chi khéc. Cac phuong phap khac dugc st
dung dé bién nap té bao dong vat ¢ vii bao gbm st dung polybrene, dung hop té bao tran,
liposom, xung dién, va tiém té bao. Dé tao ra cac dong vat chuyén gen, cic gen chuyén c6
thé duoc tiém té bao vao nodn bao da thu tinh hodc ¢cd thé duoc dua vao bd gen cua té bao

gdc phdi, va nhin cua c4c t€ bao nay dugc chuyén vao noan bao da dugc khoét nhan.

(Céc) vecto ma hoa cac chudi nang va chudi nhe clia khing thé duoc dua vao moi
trudng nudi cdy té bao, cic phan gop té bao ¢6 thé duoc sang loc vé ning sut phat trién
va chat luong san pham trong méi truong khong chia huyét thanh. Sau do, cac phan gop
t& bao 6 ning sudt cao nhat c6 thé dugc tach dong té bao don 1é dua vao FACS dé tao ra
cac dong don dong. Nang suat cu thé trén 50 pg hodc 100 pg mdi té bao mdi ngay, ma
tuong ung voi cac hiéu gia san pham 1én hon 7,5 g/L méi truong nudi cdy, c6 thé duoc sir
dung. Cac khang thé dugc sinh ra béi cdc dong t& bao don 1¢ cling c6 thé dugc kiém tra vé
6 duc, cic dic diém loc, PAGE, IEF, quét UV, HP-SEC, lap ban d6 hydrat cacbon-
oligosacarit, do phé khéi lugng, va thu nghiém lién két, chéng han nhu ELISA hodc
Biacore. Sau d6 dong dugc chon co thé duoc dua vao nhiéu lo thuy tinh va duge bao quan

dong lanh dé sir dung tiép.

Khi d3 duoc biéu hién, cac khang thé co thé duoc tinh ché theo cac quy trinh chuan
trong linh vuc nay, bao gom bat protein A, tinh ché HPLC, sac ky cot, dién di gel va ky
thudt twong tu (xem téng quan, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

H¢ phuong phap dé san xuét thuong mai cac khang thé ¢6 thé dugc str dung, bao
gém 61 wu héa codon, chon loc trinh tu khoi dong, chon loc cac yéu td phién ma, chon loc
gen két thic, tach dong té bao don 1¢ khong huyét thanh, tao ngan hang t€ bao, str dung cac
gen dénh ddu lya chon dé khuéch dai s luong ban sao, gen két thuc CHO, hogc cai thién
hiéu gi4 protein (xem, vi du, US 5,786,464, US 6,114,148; US 6,063,598; US 7,569,339;
W02004/050884: W02008/012142; W02008/012142; W02005/019442; W02008/107388;
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W02009/027471; va US 5,888,809).
[V. Khang nguyén hoat ddng

Sang ché con dé xuit phuong phap diu tri hoic phong nglra bénh lién quan dén tau
& dbi tuong, bao gbm bude str dung chit gy ra dap ing mién dich khang tau. Chét duoc
str dung dé gay mién dich chu dong nay co tic dung cam Umg ¢ bénh nhéan cung loai khang
thé d3 mo ta lién quan dén phuong phap gy mién dich thu dong trén day. Mot s6 phuong
phép nay bao gdm budc st dung cho d6i tuong khéng nguyén chira epitop ma gin két dic
hiéu v6i khéng thé 5G8 voi phac dd hitu hiéu dé tao ra khang thé khang tau. Trong mot s
phuong phép, khang nguyén chura peptit tau co dén 20 axit amin lién tuc ctia SEQ ID NO:3
ma gin két dac hidu v6i khéng thé 5G8. Trong cac phuong phap khac, khang nguyén chira
epitop ma gan két dac hiéu v6i khang thé 6A 10 duoc sir dung. Trong mot s6 phuong phap,
khang nguyén chira peptit tau co6 dén 20 axit amin lién tuc cia SEQ ID NO:3 ma gin két
dac hiéu voi khang thé 6A10. Trong mot s6 phuong phép, khdng nguyén chita epitop ma
gin két dic hiéu v6i khang thé 8A4 dugc str dung. Trong mot s6 phuong phap, khing
nguyén chira peptit tau co dén 20 axit amin lién tuc ctia SEQ ID NO:3 ma gan két dac hiéu
v6i khang thé 8A4. Trong cac phuong phap khac, khing nguyén chira epitop ma gin keét
dic hiéu voi khang thé 7G6 duoc st dung. Trong mot sé phuong phap, khdng nguyén chira
epitop ma gin két ddc hiéu v6i khang thé 3D6 duoc str dung. Trong mot s6 phuong phép,
khang nguyén chtra peptit tau co dén 20 axit amin lién tuc cia SEQ ID NO:3 ma gin két
dic hiéu v6i khang thé 3D6. Trong mot s6 phuong phap, khang nguyén chira peptit tau c6
dén 20 axit amin lién tuc cia SEQ ID NO:3 dugc st dung, trong do it nhét hai trong s6 cac
khang thé 5G8, 6A10, 8A4, 7G6, va 3D6 gan két ddc hidu voi peptit tau. Trong mot 56
phuong phép, khang nguyén chira epitop ma gan két dac hiéu véi nhiéu hon mot trong s6
cac khang thé da dé cap trén dy, epitop nay bao gom peptit ¢6 4-11 axit amin lién tuc tir
cac gde 199-213 cua SEQ ID NO:3 hodc céc gdc 262-276 ctia SEQ ID NO:3, hoac 4-11
axit amin lién tuc tir cac gbe 199-213 ctia SEQ ID NO:3 va cac gbc 262-276 cua SEQ ID
NO:3. Trong mét s6 phuong phép, epitop peptit tau bao g6m 4-11 axit amin lién tuc tlr cac
gbc 199-213 cuia SEQ ID NO:3 hodc tir cac goe 262-276 ctia SEQ ID NO:3. Trong cac
phuong phap khéc, epitop peptit tau bao gOm hai doan axit amin lién tuc, mot doan tlr cac
gbc 199-213 ctia SEQ ID NO:3, doan con lai tir cac goc 262-276 clia SEQ ID NO:3, trong

d6 hai doan lién tuc nay ciing bao gdm 4-11 axit amin.
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Dé cam tng céc khang thé gin két véi ciing mot epitop hodc epitop gdi 1én nhau véi
5G8, 6A10, 8A4, 7G6 hodc 3D6, tinh dac hiéu epitop clia céc khang thé nay c6 thé dugc
1ap ban d6 (vi du, bang cach kiém tra kha nang gin két v6i mot loat peptit gdi 1én nhau kéo
dai tau). Sau d6 mot doan ciia tau bao gom hogc chira hodc gdi 1én epitop ndy c6 thé dugc
st dung lam khang nguyén. Cac doan nay thuong dugce st dung ¢ dang khong duoc

phosphoryl héa.

Chét mang va ta dugc khac loai, néu duoc st dung c6 thé 1a giéng nhu dugc st dung
dé tao ra khang thé don dong, nhung ciing c6 thé duoc chon vi thich hop dé lam thudc dé
st dung cho nguoi hon. Cac chat mang thich hop bao gom albumin huyét thanh,
hemoxyanin cua loai 6¢ keyhole limpet, cac phan tir globulin mién dich, thyroglobulin,
albumin tring, bién doc t& udn van, hodc bién doc tb tir vi khuén gdy bénh khéc, nhu vi
khuén gdy bénh bach hau (vi du, CRM197), E. coli, ta, hodc H. pylori, hodc dan xuét doc
td nhuoce dong. Cac epitop té bao T cling 14 cdc phan tir mang thich hop. Mot s6 thé lién
hop c6 thé duoc tao ra bang cach lién két cac chat theo sang ché véi phan tir polyme kich
thich mién dich (vi du, tripalmitoyl-S-glyxerin xystein (Pams;Cys), mannan (polyme
mannoza), hoic glucan (polyme a B 1-2)), xytokin (vi du, peptit IL-1, IL-1 alpha va 8, IL-
2,v-INF, IL-10, GM-CSF), va céc chemokin (vi du, MIP1-a va B, va RANTES). Cac khang
nguyén co6 thé duoc gén két voi cac chat mang c6 hodc khong cé céc axit amin dém (vi du,
gly-gly). Cac chat mang khac bao gdm céc hat twong tu virut. Cac hat twong tu virut (VLP),
cOn dugce goi la virion gia hodc céc hat thu duoc tir virut, 1a cac cAu tric dudi don vi chira
nhiéu ban sao cia protein vo capsit va/hodc protein vo ngoai virut c6 kha ning tu lap rap
thanh cac VLP c6 ciu tric dbi xtmg hinh cdu xdc dinh trén in vivo. (Powilleit, va dong tac
gia, (2007) PLoS ONE 2(5):e415.)Ngoai ra, cdc khang nguyén peptit c6 thé duoc gin két
v6i it nhat mot epitop té bao T nhan tao c6 kha nang gan két voi phan 16n cac 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 dong tac gia, Immunity, 1:751-761 (1994). Cac khang nguyén
hoat dong co thé duoc trinh dién ¢ dang da phan tr trong d6 nhiéu ban sao cia khang

nguyén va/hodc chét mang cua n6 dugc trinh dién dudi dang phan tr cong hoa tri don.

Nhiéu doan thuong duoc st dung vai cac ta duge duge dung. T4 duoc nay lam tang
hiéu gia ctia cac khang thé dugc cam tng va/hodc ai luc gan ket cia cac khang thé dugc

cam mg so v&i truong hop peptit nay duoc st dung mot minh. Nhiéu loai ta dugc khac
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nhau c6 thé dugc sir dung két hop véi doan khang nguyén cta tau dé gy ra dap tmg mién
dich. Tét hon néu céc ta duge lam ting dép tng ndi tai v6i khang nguyén ma khong géy ra
su thay dbi ciu hinh trong khdng nguyén nay ma anh huong dén dang dinh tinh cua dap
Umg nay. Cac ta dugc dugce uu tién hon bao gdm cac mudi nhom, nhu nhdom hydroxit va
nhém phosphat, 3 De-O-axyl héa monophosphoryl lipit A (MPL™) (xem GB 2220211
(RIBI ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, hién nay la mdt ph@m cua Corixa).
Stimulon™ QS-21 1a triterpen glycosit hodc saponin dugc phan 1ap tir v6 cta cdy Quillaja
Saponaria Molina dugc tim thiy & Nam M3 (xem Kensil va dong tdc gia, trong Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY,
1995); US 5,057,540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA; now Antigenics,
Inc., New York, NY). Céc ta dugc khac 1a cdc nhii tuong dau trong nudc (nhu squalen hodc
dau lac), thy v két hop véi cac chét kich thich mién dich, nhu monophosphoryl lipit A (xem
Stoute va dong tdc gia, N. Engl. J. Med. 336, 86-91 (1997)), c4c polyme pluronic, va vi
khuan mycobacterium bi diét. Céc ta duge Ribi la cac nhil twong dau trong nude. Ribi chia
dau chuyén héa dugc (squalen) duge tao nhii tuong véi nudce mudi chira Tween 80. Ribi
con chira cac san pham mycobacterium duge tinh ché ma c6 tac dung lam chat kich thich
mién dich va monophosphoryl lipit A cua vi khudn. Mot t4 dugc khac 1a CpG (WO
98/40100). Cac ta duoc c6 thé duoc st dung lam thanh phan ctia duge phdm ciing v6i hoat

chét hodc c6 thé duoc st dung riéng, trude, dong thoi véi, hodc sau khi st dung duoc chat.

Céc dang tuong tu cua céc doan tu nhién cua tau ma cam ung cac khang thé khang
tau cling co thé duoc st dung. Vi du, mot hodc nhiéu hodc toan bd cac L-axit amin ¢6 thé
duoc thé bang D axit amin trong cc peptit nay. Ngoai ra, thir tu cua cac axit amin ¢6 thé
duoc ddo ngugc (retro peptit). Tuy y mot peptit bao gOm tat ca cac D-axit amin theo thi tu
dao nguoc (retro-inverso peptit). Cac peptit va cac hop chat khac ma khong nhat thiét phai
c6 su tuong dong trinh tu axit amin dang ké v4i cac peptit tau nhung dong vai tro 1a céc
gia peptit tau va cam ung dap ung mién dich twong tu. Cac khang thé khang idiotyp khang
céc khang thé don dong v6i tau nhu duge mo ta trén day cling c6 thé duoc str dung. Céc
khang thé khang Id nay bat chude khang nguyén va tao ra dap ung mién dich v6ino (xem
Essential Immunology, Roit ed., Blackwell Scientitfic Publications, Palo Alto. CA xuit ban

lan 6, trang 181).
Cac peptit (va tuy y chat mang duoc dung hop véi peptit nay) cling 6 thé dugc st
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dung & dang axit nucleic ma hoa peptit nay va duoc biéu hién tai chd & bénh nhan. Doan
axit nucleic ma hoa khang nguyén thuong dugc gin két v6i cac yéu td didu hoa, nhu trinh
tuw khoi 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 méu, nhu duoc mong mudn dé
cam tng d4p ung mién dich, trinh tu khoi dong va yéu t6 tang cudng tir cac gen globulin
mién dich chudi nhe hodc chudi ning hodc trinh tw khoi dong rdt sém trung gian chinh
CMYV va céc gen tang cudng la thich hop dé diéu khién su biéu hién. Cac yéu tb diéu hoa
duoc lién két va cac trinh tw ma hoa thudng duoc tich dong vao vecto. Cac khang thé ciing
¢6 thé duoc st dung & dang cac axit nucleic ma hoa chudi ning va/hodc chudi nhe khang
thé. Néu ca chudi nang va nhe déu c6 mit, cdc chudi nay tot hon néu duoc lién két nhu 14
mot khang thé chudi don. Cac khang thé dé st dung thu dong cling c6 thé duoc tao ra vi
du, bang sic ky ai luc tur huyét thanh ctia bénh nhan dugc diéu tri bang cac khang nguyén
peptit.

ADN c¢6 thé duoc phan phéi ¢ dang tran (nghia la, khong cé vat liéu keo hodc vat
liéu bao nang). Ngoai ra nhiéu hé vecto virut c6 thé duoc str dung bao gém cac hé retrovirut
(xem, vi du, Lawrie va Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102-109 (1993)); cac vecto
adenovirut {xem, v du, Bett va déng tac gia, J. Virol. 67, 591 1 (1993)); vecto virut lién
hop adeno {xem, vi du, Zhou va dong tac gia, J. Exp. Med. 179, 1867 (1994)), céc vecto
virut tir ho pox bao gdm céc virut vaccinia va virut pox ¢ chim, cac vecto virut tir chi virut
alpha nhu cac vecto thu duoc tir virut Sindbis va Semliki Forest (xem, vi du, Dubensky va
dong tac gia, J. Virol. 70, 508-519 (1996)), virut gdy viém ndo ngua Venezuela (xem US
5,643,576) va rhabdovirut, nhu virut gdy bénh viém mi¢ng mun nudce (xem WO 96/34625)
va cac papillomavirut (Ohe va dong tac gia, Human Gene Therapy 6, 325-333 (1995); Woo
va déng tac gia, WO 94/12629 va Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622
(1996)).

ADN ma hoa khang nguyén, hodc vecto chtra nd, c6 thé duge dong goi vao cac

liposom. Cac lipit thich hop va cac chat tuong tur lién quan dugc mo ta boi US 5,208,036

3

US 5,264,618, US 5,279,833, va US 5,283,185. Cac vecto va ADN mad hoa khang ngu;

ma noa Knang nguycn

£
oan

cling co thé duoc hép thu vao hodc dugc lién hop voi1 cac chét mang dang hat, vi du vé
ching bao gdm polymetyl methacrylat polyme va polylactit va poly(lactit-co-glycolit),
(xem, vi du, McGee va dong tac gia, J. Micro Encap. 1996).
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H. Céc thir nghi€m sang loc khang thé

Céc khang thé c6 thé dugc sang loc ban dau vé tinh dic hiéu gin két du kién nhu
duoc mo ta trén diy. Cac khang nguyén hoat dong cling ¢ thé duoc sang loc nhu vay vé
kha ndng cam Ung céc khang thé c6 tinh dac hiéu gin két nay. Trong truong hop nay, khing
nguyén hoat dong duoc stir dung dé gay mién dich dong vat thi nghiém va huyét thanh thu

duoc duogc kiém tra vé tinh ddc hiéu gén két thich hop.

Sau d6 cac khang thé c6 tinh dic hidu gin két mong mudn c6 thé duoc kiém tra
trong cac mo hinh té bao va dong vat. Céc té bao duoc st dung dé sang loc nhu vay tdt
hon, néu 1a cac té& bao noron. Mo hinh té bao cia bénh hoc tau da dugc bdo céo trong do
c4c té bao u nguyén bao than kinh dugc chuyén nhiém véi mién lap bén ciia tau, tly ¥ véi
dot bién lién quan dén bénh hoc tau (vi du, 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. M6 hinh té bao
nay cho phép nghién ctru vé doc tinh ctia tau voi.cac té bao o trang thai hoa tan hodc két
tu, hinh dang cua céac khéi két tu tau sau khi gy ra su biéu hién gen tau, su hoa tan khdi
két tu tau sau khi dimg biéu hién gen mot lan nita, va tac dung cta cac khang thé tfong viéc

trc ché su tao thanh céc khdi két tu tau hozc tach ching ra.

Céc khang thé hodc cac khang nguyén hoat dong ciing c6 thé duoc sang loc trong
cédc md hinh dong vt chuyén gen ctia cac bénh bi gdy ra boi tau. Céc dong vét chuyén gen
nay c6 thé mang gen chuyén tau (vi du, bat ky trong s cac déﬁg phan nguoi) va tuy y gen
chuyén APP ngudi ngoai cac gen khéc, nhu kinaza ma phosphoryl hoa tau, ApoE,
presenilin hodc alpha synuclein. Cdc dong vat chuyén gen nay duoc b6 tri dé phat trién it

nhat mot dau hiéu hodc triéu chimg cia bénh bi gdy ra boi tau.

Dong vat chuyén gen duoc liy lam vi du l1a dong K3 cua chudt (Itner va dong tac
gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105(41):15997-6002 (2008)). Cac chudt nay c6 gen chuyén
tau nguoi vot dot bién K 369 I (dot bién nay li€én quan dén bénh Pick) va trinh tu khai dong
Thy 1.2. M6 hinh nay thé hién qua trinh thodi hoa than kinh, thiéu van dong va thodi hoa
chc soi huéng tim va cée té bao hat tiéu ndo nhanh. Ddng vt khac dién hinh la dong JNPL3
ctia chudt. Chudt ¢6 gen chuyén tau ngudi v6i dot bién P301L (dot bién nay lién quan dén
bénh sa sut tri tué tran thai duong) va trinh tu khoi dong Thy 1. 2 (Taconic, Germantown,
N. Y., Lewis, va dong tac gia, Nat Genet. 25:402-405 (2000)). Cac chudt nay c6 qua trinh
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thoai hoa than kinh tir tir. Chudt phat trién cac ddm rbi than kinh trong mot sd viing ndo va
day rén, ma dugc dua vao day bang cach vién din toan bg). Day 1a md hinh hoan hio dé
nghién ctru cac hdu qua cia sy phat trién dam rdiva dé sang loc li¢u phap ma c6 thé trc ché
su tao thanh cac khdi két tu nay. Uu diém khéc cua cac dong vat nay 1a su tdn cong cla
bénh twong dbi sém. Trong dong ddng hop tir, cac bét thuong vé hanh vi lién quan dén
bénh hoc tau c6 thé duoc quan sét thdy & sém nhat 1 3 thang, nhung cc dong vat van
tuong dbi khoe manh {t nhét dén 8 thang tudi. N6i cach khac, ¢ 8 thang tudi, cac dong vat
di loanh quanh, tu an, va co thé thuc hién cac nhiém vu hanh vi du tdt dé cho phép theo do1
duoc tac dung diéu tri. Viéc gy mién dich chu dong cho céc con chudt nay trong 6-13
théng bing - Al wI KLH-PHF-1 tao ra c4c hiéu gi4 khoang 1.000 va thé hién cac dédm rdi
than kinh it hon, pSer422 it hon, va su sut can duogc gidm di so v6i chudt dbi ching khong

duoc diéu tri.

Hoat tinh ctia cic khéng thé hoac hoat chét c6 thé duge danh gid bang nhiéu tiéu
chuin khéc nhau bao gom giam lugng tau toan phan hodc tau dugc phosphoryl hoa, giam
cac dac diém bénh hoc khac, nhu céc léng dong dang tinh bot cua AP, va tac dung e ché
hodc 1am cham hodc cac khuyét tat hanh vi. Cac khang nguyén hoat dong ciing c6 thé duoc
kiém tra vé kha nang cam ting cac khang thé trong huyét thanh. Ca khang nguyén chi dong
va thu dong déu c6 thé dugce kiém tra vé sy xam nhap cia khdng thé qua hang rao mau ndo
vao ndo cua dong vat chuyén gen. Cac khéng thé hodc doan cam Gng khang thé ciing c6
thé duoc kiém tra & dong vat linh truéng khong phai la nguoi ma phat trién céc triéu chtmg
ctia bénh duogc dic trung bdi tau mot cach tw nhién hodc do cam ung. Cac th nghiém trén
khang thé hodc hoat chét thuong dugc thuc hién két hop voi1 d6i chirng, trong d6 mot thu
nghiém song song dugc thue hién ngoai trir 1a khang thé hodc hoat chét khong cé mit (vi
du, dugc thay thé bang ta dugc 16ng). Sau d6 tac dung lam gidm, tri hoan hodc trc ché cac
dAu hidu hodc triéu chimg cta bénh do khang thé hodc hoat chat duoc thir nghiém c6 thé
duoc danh gid so voi dbi-ching.

V.  Céc bénh nhén phil hop véi viée diéu tri

Su ¢d mat cua cac dam roi than kinh dd duoc phét hién ra & mot s bénh bao gém
bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh do protein tau lién quan
dén tudi nguyén phat, hdi ching parkinson, ching sa sut tri tu¢ sau chan thuong hodc sa

sut tri tué do chan thuwong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan,
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bénh sa st tri tué tran thai duong, bénh thoai hoa thiy tran thai duong, bénh hat ua bac,
bénh do tau than kinh dém hinh cau, phtrc hop bénh xo cing teo co mot bén/bénh sa st tri
tué do parkinson cua Guam, bénh thoai hoa vo ndo va hach nén (CBD), chung sa sut tri tué
v6i céc thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer (LBVAD), va bénh liét trén nhén
tién trién (PSP). Céc phac d6 nay cling 6 thé duoc st dung dé diéu tri hodc phong nglra
bét ky trong sd cac bénh nay. Do mbi lién quan rong rdi gilta cac tinh trang va bénh than
kinh véi tau, cac phac dd hién nay c6 thé duoc st dung dé diéu tri hoic phong ngira cho
ddi twong bt ky thé hién cic mic ndng do tau hodc tau duge phosphoryl hoa gia tang (vi
du, trong CSF) so voi gid tri trung binh ¢ céc ca thé khong bi bénh than kinh. Cac phac do
nay cling c6 thé duoc str dung dé diéu tri hodc phong nglra bénh than kinh & céc ca thé ¢o
dot bién & tau lién quan dén bénh than kinh. Cac phwong phap nay 1a dic biét thich hop aé

diéu tri hodc phong ngtra bénh Alzheimer, va cu thé 1a & cac bénh nhan.

Céc bénh nhan thich hop dé diéu tri bao gdm cac ca thé ¢6 nguy co bi bénh nhung
chua thé hién c4c triéu chimg, ciing nhu cdc bénh nhan dang thé hién cac triéu chirng. Céc
bénh nhén c6 nguy co méc bénh bao g0m céac bénh nhan c6 nguy co méc bénh do di truyén
da biét. Céc c4 thé nay bao gdm cac ddi twong c6 ho hang da timg méic bénh nay, va céc
d6i twong c6 nguy co duge xac dinh bang cach phan tich cac d4u hiéu di truyén hoic hoa
sinh. Cac d4u hiéu di truyén vé nguy co méc bénh bao gém cac dot bién & tau, nhu cac dot
bién da thao luan trén day, ciing nhu céc dot bién trong cac gen khac lién quan dén bénh
than kinh. Vi du, alen ApoE4 & dang di hop tr va thdm chi con hon nhu vay ¢ dang dong
hop tr c6 lién quan dén nguy co mic bénh Alzheimer. Cac dAu hiéu khéc vé nguy co mac
bénh Alzheimer bao gﬁ‘)m cac dot bién & gen APP, cu thé 1a cac dot bién & vi tri 717 va cac
vi tri 670 va 671 duoc goi lan luot 1a cac dot bién Hardy va Swedish, cac dot bién & gen
presenilin, PS1 va PS2, tién su gia dinh vé AD, bénh tang cholesterol huy'ét hodc chung xo
vita dong mach. Cac ca thé dang méc bénh Alzheimer co thé duoc nhan biét béng cach
chup PET, tir chiing suy giam nhén thirc dac trung, cling nhu sy ¢6 mat cua cac yéu t nguy
co dugc mo ta trén day. Ngoai ra, nhiéu xét nghiém chin do4n 12 sin c6 dé xac dinh céc ca
thé mac AD. Cac xét nghiém nay bao gom do cac mirc nong do tau CSF hodc phospho-tau
va AB42. Cac mirc ndng do tau hodc phospho-tau gia ting va murc AB42 giam thé hién su
c6 mat cua AD. Mot s6 dot bién lién quan dén bénh Parkinson. Ala30Pro hodc Ala53, hodc
cac dot bién trong cic gen khac lién quan dén bénh Parkinson nhu kinaza 13p giau leuxin,

PARKS. Céc cé thé ciing c6 thé duoc chin doan voi bat ky trong sd cac bénh than kinh
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duge dé cap trén day theo tiéu chuan cia DSM IV TR,

O céc bénh nhan khong c6 triéu chimg, viée didu tri co thé bit dau & do tudi bat ky
(vi du, 10, 20, 30). Tuy nhién, thong thuong, khdng cin bit dau diéu tri cho dén khi nguoi
bénh 40, 50, 60 hodc 70 tudi. Thong thuong, viéc diéu trj doi hoi nhiéu liéu trong mot
khoang thoi gian. Viéc diéu tri c6 thé duoc theo ddi bang cach thir nghiém cdc muc nong
d6 khéang thé theo thoi gian. Néu dap Gmg nay giam, lidu tang cudng dugc chi dinh. Trong
treong hop bénh nhan méc hoi ching Down tiém tang, viéc didu tri c6 thé bat dau tir trude

khi sinh bang cach sir dung dugc chét cho me hodc ngay sau khi sinh.
L Céc axit nucleic

Sang ché dé xut thém céc axit nucleic ma hoa bét ky trong s cac chudi ning va
nhe dugc mo ta trén day (vi du, SEQ ID NO:7-8, 47-48, 49-50, 51-52, 53-54, 55, 59). Vi
du SEQ ID NO:9 ma héa trinh tur axit amin ctia ving bién dbi chudi nang 5G8 cua chudt
SEQ ID NO:47, va SEQ ID NO:10 mé hoa trinh tu axit amin cua vung bién d6i chudi nhe
5G8 cta chuot SEQ ID NO:48. Tuy ¥, cac axit nucleic nay ma hda thém peptit tin hi€u va
¢6 thé dugc biéu hién véi peptit tin hiéu dugc gin két voi ving hang dinh. Cac trinh tu axit
nucleic ma hoa c6 thé dugc lién két chitc ning véi cac trinh tu diéu hoa dé dam bao su biéu
hién cta cdc trinh tu ma hoéa, chang han nhu trinh tw khoi dong, yéu tb tang cudng, vi tri
lién két ribosom, tin hiéu két thuc phién m3, va tuong tu. Céc axit nucleic méa hoa cac chudi
ndng va nhe co thé xuit hién & dang dugc phéan lap hoac co thé duoc tach dong vao mot
hoic nhiéu vecto. Cac axit nucleic nay c6 thé duge tong hop bang, vi du, phuong phap tong
hop trang thai rdn hodc PCR cua cac oligonucleotit gbi 1én nhau. Céc axit nucleic ma hoa
cac chudi ning va nhe ¢ thé duoc ndi thanh mot axit nucleic lién k&, vi du, trong mot vecto
biéu hién, hodc c6 thé 1a riéng biét, vi du, mdi axit nucleic duoc tich dong vao vecto biéu
hién riéng cua no.

J. Khang thé lién hop

Céc khang thé lién hop ma gin két dac hiéu véi cac khang nguyén nhu tau, 1a hiru
ich trong viéc phat hién su c6 mat cua tau; theo ddi va danh gid hiéu qua cua cac dugc chét
dang duogc s dung dé diéu tri cho bénh nhan duoc chan doan mic bénh Alzheimer, hoi
ching Down, suy giam nhén thic nhe, bénh do protein tau li€én quan dén tudi nguyén phat,
hoi chimg parkinson, chimg sa stt tri tu€ sau chén thuong hodc sa sut tri tué do chén thuong

ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhén, bénh sa sut tri tu€ tran thai
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duong, bénh thoai hoa thuy tran thai dwong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém
hinh cau, phirc hop bénh xo cling teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson cua Guam,
bénh thodi hoa v ndo va hach nén (CBD), chimg sa sut tri tué v6i cac thé Lewy, bién thé
thé Lewy ciia bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP); trc ché
hodac lam giam su két tu cua tau; Gc ché hodc lam giam tau sy tao s¢i; lam giam hodc lam
sach céac léng dong tau; 6n dinh ciu hinh khong ddc cua tau; hodc diéu tri hodc phong ngura
bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam nhan thirc nhe, bénh do protein tau lién quan
dén tudi nguyén phat, hi chung parkinson, ching sa st tri tu¢ sau chén thuong hoic sa
sut tri tué do chén thuong nio, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan,
bénh sa sut tri tué tran thai duong, bénh thoai héa thuy tran thai duong, bénh hat ua bac,
bénh do tau thin kinh dém hinh cau, phirc hgp bénh xo ctng teo co mot bén/bénh sa sit tri
tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), chting sa sut tri tu¢
v&i cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cta bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh li€t trén
nhan tién trién (PSP) & bénh nhan. Vi du, cac khang thé nay c6 thé dugc lién hop véi cac
géc diéu tri khéc, cac protein khac, cac khang thé khéc, va/hodc cac nhan phat hién duoc.
Xem WO 03/057838: US 8,455,622, Cac gbe didu tri ndy ¢6 thé 1a hop cht bat ky ma o
thé duoc st dung dé didu tri, chéng, cai thién, phong ngira, hodc cai thién bénh hodc tinh
trang khong mong mubn & bénh nhan, nhu bénh Alzheimer, hdi ching Down, suy giam
nhan thirc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, hoi chirng parkinson,
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 nhan, bénh sa sut tri tu¢ 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 cling teo co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoéai
héa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa sut tri tué véi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy

clia bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP).

Céc gbe diéu tri duoc lién hop ¢6 thé bao gom cac chét giy doc té bao, chét kim té
bao, chat dinh dudng than kinh, chat bao vé thin kinh, chét diéu tri bing phong xa, chat
diéu hoa mién dich, hodc chét co tac dung sinh hoc bat ky ma tao thuén loi hodc tang cuong
tic dung cta khang thé. Chét gdy doc té bao c6 thé 1a chat bt ky doc véi té bao. Chét kim
t& bao ¢ thé 1a chét bit ky e ché su tang sinh ciia té bao. Chit dinh dudng than kinh ¢6
thé 1a chét bat ky, bao gf”)m cac chét héa hoc hodc chira protein, ma ting cudng su nuoi

dudmng, su sinh truéng hodc biét héa noron. Chat bao vé than kinh ¢6 thé 1a chat, bao gom
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cac chat héa hoc hodc chira protein, ma béo vé cac noron khoi qué trinh chén thuong cp
tinh hodc cic qua trinh thodi hoa. Chét diéu hoa mién dich c6 thé 1a chat bat ky ma kich
thich hodic ttc ché su phat trién hodc sy duy tri dép tng mién dich. Chat diéu tri bang phong
xa c6 thé 1a phan tir hodc hop chét bat ky ma phét ra phong xa. Néu cac gbe didu tri nay
duoc két hop vi khang thé dac hiéu tau, nhu céc khang thé dwoe mo ta ¢ ddy, cac gbe dieu
tri két hop nay s€ co ai lyc dédc hiéu véi cac té bao méc bénh lién quan dén tau so voi cac
té bao binh thuong. Do dd, viée st dung céc khang thé duoc lién hop nay gan dich truc
tiép cac té bao ung thu voi tac dung gay t6n thuong tdi thiéu dén cdc mod khoe manh, binh
thuong xung quanh. Diéu nay c6 thé dac biét hitu ich ddi voi cac gbe diéu tri qua doc daé
duoc str dung riéng. Thém vao do, cac luong nho hon cua cac g diéu tri ndy ¢ thé duoc

st dung.

Mot s6 khang thé nay c6 thé dugce bién ddi dé ¢6 tic dung nhu cée ddc t mién dich.
Xem, vi du, Patent M§ s6 5,194,594, Vi du, ricin, chit doc té bao thu duoe tir thuc vat, c6
thé duoc két hop v6i cac khang thé bang cach st dung chat phan tng hai chirc S-
axetylmercaptosuxinic ~ anhydrit cho khang the nay va suxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat cho ricin. Xem Pietersz va dong tdc gia, Cancer Res. 48(16):4469-
4476 (1998). Su két hop nay din dén sy mat hoat tinh lién két chudi B ca ricin, trong khi
khong lam suy yéu kha nang gy doc cua chudi A cua ricin cling nhu tic dung cta khang
thé nay. Tuong tu, saporin, chit e ché cAu tric ribosom, c6 thé duge ghép véi cac khang
thé nho lién két disulfua gitta cdc nhom sulfhydryl duoc gan xen hoa hoc. Xem Polito va

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

Mot s6 khang thé nay c6 thé dugc gan két véi cac ddng vi phong xa. Vi du vé cac
ddng vi phong xa bao gdm, vi du, yttri®® (90Y), indi'!! (111In), *'T, ' mTc, bac phéng xa-
111, bac phéng xa-199, va Bismut’"®. Sy lién két cdc dong vi phong xa voi cac khéng thé
6 thé duoc thuc hién voi cdc chelat hai chtre thong thuong. Déi vai lién két bac phong xa-
111 va bac phong xa-199, cac cau ndi dua trén luu huynh c6 thé duoc st dung. Xem Hazra
va ddng tdc gia, Cell Biophys. 24-25:1-7 (1994). Lién két ctia cac dong vi phong xa bac co
thé lién quan dén phan (mg khu globulin mién dich bang axit ascorbic. Déi v6i cac dong
vi phong xa nhu 111In va 90Y, ibritumomab tiuxetan co thé duoc st dung va s& phan ng
v6i cdc chét déng vi nay dé 1an luot tao ra 111In-ibritumomab tiuxetan va 90Y-

ibritumomab tiuxetan. Xem Witzig, Cancer Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1:5S91-595
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(2001).

Mot sb khang thé nay c6 thé dwoc gan két v6i cac gbe diéu tri khac. Cac gbe diéu
tri nay co thé, vi du, gdy doc té bao, kim té bao, dinh dudng than kinh, hodc bao vé than
kinh. Vi du, cac khang thé c6 thé dugc lién hop véi cac dugce cht hoa tri liéu gay doc nhu
maytansine, geldanamycin, chét e ché tubulin nhu chat lién két tubulin (v dy, auristatin),
hodic cht lién két ranh nho nhu calicheamicin. Cac gbe diéu tri dién hinh khéc bao gom
céc chit da biét 1a hiru ich dé diéu tri, quan 1y, hodc cai thién bénh Alzheimer, hdi ching
Down, suy giam nhén thtc nhe, bénh do protein tau li€n quan dén tudi nguyén phat, hoi
ching parkinson, chirng sa sut 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 sut tri tué tran thai
duong, bénh thodi hoa thuy tran thai dwong, bénh hat va bac, bénh do tau than kinh dém
hinh cAu, phtrc hop bénh xo climg teo co mot bén/bénh sa st tri tu¢ do parkinson cua Guam,
bénh thoai héa vo ndo va hach nén (CBD), chirng sa st tri tué véi cac thé Lewy, bién thé

thé Lewy ctia bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP).

Céc khang thé ciing c6 thé duge két hop vai cac protein khac. Vi du, cac khang thé
6 thé duoc két hop voi cdc Fynomer. Fynomer la cac protein lién két nho (vi du,7 kDa)
thu dugc tir mién Fyn SH3 ctia ngudi. Ching c6 thé 6n dinh va hoa tan dugc, va ching ¢6
thé thiéu cac gbe xystein va cac lién két disulfua. Fynomer c6 thé duoc thao tac di truyén
dé gan két vai cac phan tir dich v6i cung ai luc va tinh dic hiéu véi cac khang thé. Ching
la thich hop dé tao ra céac protein dung hop da ddc hi¢u dua trén cac khang thé. Vi du,
Fynomer c6 thé dugc dung hop voi dau cing N va/hodc dau cing C cta cac khang thé dé
tao ra FynomAb ddc hiéu kép va dédc hiéu ba vai cac céu tric khac nhau. Cac Fynomer c6
thé duoc lua chon bang cach sir dung cac thu vién Fynomer nho cac cong nghé sang loc s
dung céc thtt nghiém FACS, Biacore, va thu nghi¢m dua trén té bao cho phép lua chon
hiéu qua Fynomer c6 cac dac diém tdi wu. Cac vi du vé Fynomer dugc md ta trong
Grabulovski va déng tdc gid, J. Biol. Chem. 282:3196-3204 (2007); Bertschinger va dong
tic 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 gida, Mol. Cancer Ther. 13:2030-2039 (2014).

Céc khang thé dd mo ta & ddy cling 6 thé duoc két hop hodc lién hop véi mot hodc

nhidu khang thé khdc (vi dy, dé tao ra cac khéng thé cong hop da loai). Cac khang the khac
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nay co thé gin két v6i cac epitop khéc nhau trong tau hoac c6 thé gin két voi khdng nguyén
dich khac.

Céc khang thé cling c6 thé dugc két hop v6i nhan phat hién duge. Céc khang thé
nay c6 thé duge st dung, vi dy, dé chan doan bénh Alzheimer, hdi chitng Down, suy giam
nhéan thirc nhe, bénh. do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, hoi chimg parkinson,
ching sa sut tri tu€¢ sau chén thuong hodc sa st tri tué do chén thuong ndo, bénh Pick,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tu¢ trén thai duong, bénh
thoai hoa thity trén thai duong, bénh hat ua bac, bénh do tau thin kinh dém hinh cau, phtc
hop bénh xo clmg teo co mdt bén/bénh sa st tri tu¢ do parkinson cua Guam, bénh thoai
héa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa st tri tué voi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy
clia bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP), va/hodc dé danh
oi4 tac dung diéu tri. Céc khang thé nay 1a dic biét hitu ich dé thuc hién cac k¥ thuat xac
dinh nhu vay & dbi tuong mac hodc dé bi mac bénh Alzheimer, hdi chirng Down, suy giam
nhan thirc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, héi chung parkinson,
chung sa sut tri tué sau chén thuong hoac sa sut tri tu¢ do chin thuong ndo, bénh Pick,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sit tri tu¢ tran thai duong, bénh
tho4i hoa thuy trdn thai duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phtrc
hop bénh xo cling teo co mdt bén/bénh sa sit tri tué do parkinson ctiia Guam, bénh thoai
héa vo ndo va hach nén (CBD), chimg sa sit tri tué voi cc thé Lewy, bién thé thé Lewy
cua bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP), hodc trong céc
mau sinh hoc thich hop thu duoc tir cac d6i twong nay. Cac nhan phat hién duogc dién hinh
ma c6 thé duoc két hop hodc gin két v6i khang thé bao gom nhiéu enzym khac nhau, nhu
peroxidaza cdy cai ngua, phosphataza kiém, beta-galactosidaza, hodc axetylcholinesteraza;
c4c nhom gia, nhu streptavidin/biotin va avidin/biotin; cac nguyén li¢u huynh quang, nhu
umbelliferone, floresxein, floresxein isothioxyanat, rodamin, diclotriazinylamin
floresxein, dansyl clorua hodc phycoerythrin; cdc nguyén liéu phat quang, nhu luminol;
c4c nguyén lidu phat quang sinh hoc, nhu luciferaza, luxiferin, va aequorin; cac nguyén
liéu hoat dong phong xa, nhu bac phong xa-111, bac phéng xa-199, Bismuth®'?, iot (131,
1257 1257 1217 ) cacbon (*C), luu huynh (°S), triti CH), indi (*°In, 'In, '*?In, '''In,), tecneti
(*Tc), tali (*°'Ti), gali (**Ga, ’Ga), paladi (1**Pd), molybden (**Mo), xenon ('**Xe), flo
(BF), 153Sm, 7Ly, 19°Gd, “*Pm, “’La, |"5Yb, %Ho, Y, 1g¢, 186Re, 188Re, 142Pr, 105Rh,

9TRu, 8Ge, 7Co, 37Zn, ¥Sr, 2P, 53Gd, 19Yb, 3ICr, *Mn, "*Se, '3Sn, va '""Tin; kim loai
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phat xa positron st dung nhiéu k¥ thuét chup cat 1ép phét xa positron khac nhau; cac ion
kim loai thuan tir khong c6 hoat tinh phong xa; va céc phén tir duge danh ddu phéng xa

hodc duogc gan két v4i cac dong vi phong xa dic hiéu.

Su lién két cac ddng vi phong xa véi cc khang thé ¢6 thé duge thuc hién bang cac
chelat hai chirc thong thuong. Dbi véi lién két bac phong xa-111 va bac phong xa-199, céc
ciu ndi dua trén luu huynh c6 thé duge st dung. Xem Hazra va dong tdc gia, Cell Biophys.
24-25:1-7 (1994). Lién két ciia cac ddng vi phong xa bac 6 thé lién quan dén phan tng
khtr globulin mién dich v6i axit ascorbic. Ddi v6i cac dong vi phong xa nhu 111In va 90Y,
ibritumomab tiuxetan c6 thé duoc sir dung va s& phan (mg véi cac chat déng vi nay dé lan
luot tao ra 111In-ibritumomab tiuxetan va 90Y-ibritumomab tiuxetan. Xem Witzig, Cancer

Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1:S91-895 (2001).

Cac géc diéu tri, cac protein khéc, cac khang thé khac, va/hodc cac nhin phat hién
duoc ¢6 thé duoc két hop hoac duge lién hop, truc tiép hodc gian tiép qua phén tu trung
gian (vi du, cdu ndi), v6i khang thé theo sang ché. Xem, vi du, Amon va dong tdc gid,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", trong
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld va dong tdc gia (eds.), trang 243-
56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom va dong tdc gia, "Antibodies For Drug Delivery”,
trong Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson va dong tdc gid (eds.), trang 623-53
(Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer
Therapy: A Review", trong Monoclonal Antibodies 84: Biological And Clinical
Applications, Pinchera va dong tdc gia (eds.), trang 475-506 (1985); "Analysis, Results,
And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer
Therapy", trong Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin va
dong tdc gia (eds.), trang 303-16 (Academic Press 1985); va Thorpe va dong tic gia,
Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982). Céc cdu ni thich hop bao gdm, vi du, cac cau ndi cét
duoc va khong cat duge. Cac cau ndi khac nhau ma giai phong cac gbc diéu tri, cc protein,
céc khang thé va/hodc cdc nhan phat hién duoc da két hop trong céc diéu kién axit hoa
hodc khu, khi tiép xuc voi cac proteaza dac hiéu, hodc trong cac diéu kién xac dinh khac

c6 thé duoc st dung.
VI.  Dugc pham va phuong phép st dung

Trong céac ung dung diéu tri du phong, khang thé hodc chét cam tmg khéng thé hodc
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duoc phdm chira khéng thé nay duoc st dung cho bénh nhan nhay cam véi, hodc c¢6 nguy
co bi bénh (v du, bénh Alzheimer) theo phac dd (lidu, tan suat s dung va dudong dung)
htru hiéu dé lam gidm nguy co, lam giam mirc dd nghiém trong ctia bénh, hodc lam cham
su khoi phét cia it nhdt mot dAu hiéu hodc tridu ching ciia bénh nay. Cu thé 14, tot hon,
néu phac dd nay c6 tac dung tc ché hodc 1am cham su tao thanh tau hodc phospho-tau va
céc soi tao cap dugce tao thanh tir nd trong ndo, va hodc trc ché hodc lam cham tac dung
gdy doc cua no6 va/hodc tre ché/hodc 1am cham su phat trién cta tinh trang khuyét tat hanh
vi. Trong céc Ung dung diéu tri, khang thé hodc chét cam mg khang thé dugc st dung cho
bénh nhan bi nghi ngd, hodc da méc bénh (vi du, bénh Alzheimer) theo phac do (liéu, tan
s6 va duong st dung) hitu hiéu dé cai thién hodc it nhat 1a Grc ché sy huy hoai thém cua t
nhét 12 mot diu hiéu hodc triéu chimg ctia bénh nay. Cu thé 1a, tt hon, néu phéc dd nay la
hiru hiéu dé lam giam hodc it nhét 12 tc ché su ting thém cac mirc ndng do tau, phospho-
tau, hodc cac soi duoc tao cip duoc tao ra tir no, cac tac dung gy doc co li€n quan va/hoac

tinh trang khuyét tat hanh vi.

Mot phéac d6 dugce coi 14 hiru hidu dé diéu tri hodc phong ngira néu timg bénh nhan
duoc diéu tri thu duge két qua tot hon so véi két qua trung binh & nhom d6i chung gom
cac bénh nhan twong tu khong duoc diéu tri bang cac phuong phép theo sang ché, hodc néu
két qua tdt hon duoc ching minh & cac bénh nhan dugc diéu tri so v&i cac bénh nhan d6i
ching trong th nghiém lam sang co6 d6i chung (vi du, thir nghiém giai doan II, giai doan

/11 hodc giai doan I1I) & p < 0,05 hoac 0,01 hoac tham chi ¢ mtc 0,001.

Céc liéu hitu hiéu thay dbi tiy theo nhiéu yéu t6 khac nhau, ching han nhu cach
thire st dung, vi trf dich, tinh trang sinh Iy cia bénh nhan, bat ké bénh nhan la ngudi mang
ApoE hay khong, bat ké bénh nhan 1a ngudi hay dong vat, cac thudc khac duoc sir dung,
va bét ké phuong phap diéu tri la phong nglra hay chita bénh.

Céc khoang lidu duge 1dy 1am vi du cho cac khang thé 1a tir khoang 0,01 dén 60
mg/ke, hodc tir khoang 0,1 dén 3 mg/kg hodc 0,15-2 mg/kg hoac 0,15-1,5 mg/kg, thé trong
ctia bénh nhan. Khang thé ¢ thé duoc st dung véi céc liéu hang ngay, cach ngay, hang
tudn, hai tudn mot lan, hang thang, hang quy hodc theo lich bét ky khac dugc x4c dinh bé‘mg
phén tich theo kinh nghiém. Phuong phap diéu tri dugc 14y lam vi du doi héi st dung nhicu
liéu trong mot khodng thoi gian dai, vi du, it nhat 1a 6 thang. Céc phac dd didu tri duoc lay

lam vi du khac doi hoi st dung hai tuan mot 1an hodc mot thang mot lan hodc 3 dén 6 thang
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mot lan.

Luong hoat chét dé str dung chu dong thay dbi tir 0,1-500 ug trén mdi bénh nhan va
thuong xuyén hon 1a tir 1-100 hodc 1-10 pg mdi 1an tiém dé stir dung cho ngudi. Thoi gian
tiém c6 thé thay ddi dang ké tir mot 1an mdi ngay, dén mot lan mot nam, dén mot 1an trong
mudi nim. Phac do dién hinh bao gdm giy mién dich sau do tiém lidu tdng cudng gidn
cach nhau cac khoang thoi gian, nhu cach nhau cac khoang thoi gian 6 tuan hodc hai thang.
Mot phac dd khac bao gdm gy mién dich sau d6 tiém licu tang cudng 1, 2 va 12 thang sau
do. Mot phac dd khac doi héi viée tiém moi hai thang mot 1an sudt cude doi. Ngoai ra, cac
1an tiém ting cudng co thé dua trén co s& khong lap lai déu ddn nhu duoc chi ra bang cach

theo ddi dap tmg mién dich.

T4t hon, néu cac khang thé hodc cac chit cam ung khang thé duoc st dung qua
dudng ngoai vi (tuc la, duong trong d6 khang thé duoc st dung hodc duge cam tng di qua
hang rao méau ndo dé t6i duoc vi tri du dinh trong ndo). Cac duong st dung bao g6m khu
tra, trong tinh mach, ding qua duong miéng, dung dudi da, dung trong dong mach, dung
trong hop so, dung ndi tily mac, dung trong mang bung, dung trong mii, trong mat hodc
trong co. Cac duong st dung khang thé uu tién hon 1a trong tinh mach va duéi da. Cac
duong gdy mién dich chi dong dugce vu tién hon la dudi da va trong co. Kiéu tiém nay
duoc thuc hién nhiéu nhit & co canh tay hodc bép chan. Theo mdt vai phuong phap, cac
chét duoc tiém truc tiép vao md cu thé noi ma tich tu cac chét léng dong, vi du tiém trong

hop so.

Duogc pham dé st dung ngoai duong tiéu hoa t6t hon, néu 1a vd tring va gan nhu
dang truong va dugc san xuét theo céc diéu kién GMP. Cac duoc pham c6 thé dugc cung
cép & dang liéu don vi (nghia la. lidu d@é str dung mot 1an duy nhat). Duoc phidm c6 thé
duoc bao ché bé‘mg cach st dung mot hodc nhiéu chat mang, chét pha loang, t4 dugc hoac
chét phu gia dugc chép nhan vé mat sinh ly. Dang bao ché phu thudc vao duong st dung
da chon. Dé tiém, céc khang thé c6 thé dugc bao ché trong dung dich nudec, tdt hon, néu
trong dung dich dém tuong thich vé mat sinh ly nhu dung dich Hank, dung dich Ringer,
hodc nudc muodi sinh ly hodc dém axetat (dé lam giam sy kho chiu ¢ vi trf tiém). Dung dich
nay c6 thé chira ta duoc chang han nhu céc chit tao huyén phu, chét on dinh va/hodc phan
tan. Cac khang thé khac c6 thé 12 & dang dong kho dé hoan nguyén véi t4 duge 16ng thich
hop, vi du, nudce tiét trung khong chira chét gay s6t, trude khi str dung.
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Céc phac dd ndy c6 thé dwoc sir dung két hop v6i mot chat khdc hiru hiéu dé diéu
tri hodc phong ngtra bénh dang duoc diéu tri. Vi du, trong truong hgp bénh Alzheimer, cac
phac dd nay c6 thé dugc két hop véi ligu phap mién dich khang AB (WO/2000/072880),
cac chat tre ché cholinesteraza hodc memantin hodc trong trudng hop cia bénh Parkinson
liéu phap mién dich khang alpha synuclein W0/2008/103472, Levodopa, chat cha van
dopamin, céac chat tc ché COMT, céc chit tc ché MAO-B, Amantadine, hodc cac chét
khang cholinergic.

Céc khang thé duoc sir dung trong phéc dd hitu hiéu c6 nghia 1a lidu, dudng sir dung
va tin sd st dung ma tri hodn sy phat bénh, 1am giam mirc d6 nghiém trong, tc ché su hay
hoai thém nita, va/hodc céi thién it nhét 12 mot dau hiéu hodc triéu chirng cua r6i loan dang
duoc diéu tri. Néu bénh nhan da méc sdn mot roi loan, phéc dd nay co thé duoc goi la phac
dd hiru hiéu dé diéu tri. Néu bénh nhén ¢ nguy co cao mic rdi loan nay so véi quén thé
chung nhung van chua thé hién cac triéu chitng, phac d6 nay co thé duoc goi la phac dd
hiru hiéu dé phong ngira. Trong mot s6 truong hop, tac dung diéu tri hodc phong ngira c6
thé duoc quan sat thdy & tirng bénh nhan so v6i cac d6i chimg trong qua khi hodc kinh
nghiém truéc diy & cing mot bénh nhan. Trong cac truong hop khac, tac dung diéu tri
hodc phong ngura ¢o thé duoc chimg minh trong cac thr nghiém tién 1am sang hodc 1am
sang & quan thé cac bénh nhan duoc didu tri so véi quéan thé d6i chimg gdm céc bénh nhan

khong duogc diéu tri.

Lidu duoc 14y lam vi du cho khang thé 13 0,1-60 mg/kg (vi du, 0,5, 3, 10, 30, hogc
60 mg/kg), hodc 0,5-5 mg/kg thé trong (vi du, 0,5, 1, 2, 3, 4 hodc 5 mg/kg) hodc 10-4000
mg hoac 10-1500 mg lam liéu ¢b dinh. Liéu nay phu thudc vao tinh trang cta bénh nhéan
va dap Gmg véi diéu tri trude do, néu c6, di phuong phap diéu tri nay la phong ngira hay

chita bénh va du réi loan nay la cap tinh hay man tinh, trong so cac yeu to khac.

Pudng st dung co thé 1 ngoai dudng tiéu hoa, trong tinh mach, trong miéng, dudi
da, trong ddng mach, trong so, ndi tiry mac, trong mang bung, khu tru, trong miii hodc trong
co. Mot sb khang thé ¢6 thé duoc st dung trong hé tudn hoan toan than bang cach st dung
trong tinh mach hodc dudi da. Viéc st dung trong tinh mach ¢6 thé, vi du, béng cach truyén

trong khoang thoi gian nhu 30 dén 90 phut.
Tén sb st dung phu thudc vao thoi gian béan thai cua khang thé trong hé tuan hoan,

tinh trang cta bénh nhan va duong stt dung trong so cic yeéu to khac. Téan so nay co the 1a
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hang ngay, hang tuan, hang thang, hang quy, hodc cach nhau cac khoang thoi gian khong
dong déu tuong tmg v&i céc thay dbi vé tinh trang ctia bénh nhan hodc tién trién cta rdi
loan dang duoc diéu tri. Tén s6 dién hinh dé st dung trong tinh mach la tir hang tudn dén
hang quy qua mot dot diéu tri lién tuc, mac di ciing ¢6 thé sir dung liéu thuong xuyén hon
hodc it thuong xuyén hon. Déi vdi st dung dudi da, tan s4 str dung liéu dién hinh 12 hang
ngay dén hang thang, mic du cling 6 thé str dung liéu thuong xuyén hon hodc it thudng

xuyén hon.

Sé luong lidu duoc st dung phu thudc vao viéc rdi loan 1a cép tinh hay mén tinh va
dap ung cua rdi loan v&i viée diéu tri. Péi voi cac rdi loan cép tinh hodc tinh trang tram
trong cap tinh ctia ri loan mén tinh, tir 1 dén 10 lidu thuong 1a da. Di khi, mot liéu truyén
tinh mach nhanh duy nhat, tuy v & dang dugc chia nho, 1a du cho r6i loan cép tinh hodc
tinh trang tram trong cép tinh cua roi loan man tinh. Viée didu tri c6 thé duoc 1p lai khi tai
phat rdi loan cép tinh hodc tinh trang trAm trong cap tinh. P6i véi cac rbi loan man tinh,
khang thé co thé duoc st dung cach nhau céc khoang thoi gian déu dan, vi du, hang tudn,
hai tuan mot 1an, hang thang, hang quy, mdi sdu thing mot lan, trong it nhét 14 1, 5 hodc

10 ndm, hodc toan bd cudc doi cua bénh nhan.
A.  Phuong phép theo doi va chan dodn
Chup anh in vivo, cdc phuong phap chin doén, va liéu phap mién dich t6i wu hoa.

Sang ché dé xuit cac phuong phdp chup anh in vivo cac lang dong protein tau (v
du, cac dém rdi than kinh va cac thé vii tau) & bénh nhan. Phuong phap nay hoat dong
bang cach sir dung chét phan tng, nhu khing thé gan két véi tau (v du, khéng thé 5G8,
6A10, 8A4, hodc 7G6 cua chudt, duge 1am tuong thich voi nguoi, kham hodc nguy trang),
cho bénh nhan va sau d6 phat hién chét nay sau khi n6 dugc lién két. Phan tng dao thai doi
v6i cac khang thé di st dung c6 thé tranh duoc hodc duoc lam giam bang cich st dung
cac doan khang thé thiéu vung héng dinh c6 d¢ dai dﬁy da, nhu Fab. Trong mot sb phuong
phap, cung mot khang thé c6 thé cb tac dung vura lam chit diéu tri va vira lam chét chan

doan.

Cac chat chan doan c6 thé dugc sir dung bang cach tiém trong tinh mach vao co thé
ctia bénh nhan, hodc truc tiép vao ndo bang cach tiém trong hdp so hodc bang cach khoan
mot 16 qua hop so. Licu cua chat phan Gmg nén nam trong cac khodng gidng nhu doi voi

cac phuong phép diéu tri. Thong thudng, chat phan tmg nay dugc dénh du, mac du trong
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mdt s6 phuong phap, chat phan tmg chinh c6 4i lyc v6i tau khong dugc danh diu va chat
danh dau phu duge sir dung dé gan két véi chat phan tmg chinh. Viéc lya chon nhan phu
thudc vao céch thirc phat hién. Vi dy, nhan huynh quang la thich hop dé phat hién bang
mat thuong. Viéc st dung cdc nhin thuan tir 1a thich hop d8 phat hién bang cach chup cit
16p ma khong can can thiép phau thuat. Cac nhan hoat dong phéng xa ciing c6 thé duoc
phat hién bang cach sir dung k¥ thuat chup cit 16p phat xa positron (PET) hodc ky thuét
ghi hinh ¢t 16p vi tinh bang birc xa photon don (SPECT).

Cac phuong phap chup anh in vivo céac lang dong protein tau 1 hitu ich dé chan
doan hodac xac nhan chén doan bénh do protein tau, nhu bénh Alzheimer, bénh thoéi hda
thily tran thai duong, bénh liét trén nhan tién trién va bénh Pick, hodc kha nang dé bi méc
céc bénh nay. Vi du, nhiéu phuong phap c6 thé duoc st dung trén bénh nhén thé hién cic
triéu chiing suy gidm nhan thurc. Néu bénh nhan nay c6 cac ddm rdi than kinh bét thur(‘)hg,
thi bénh nhan nay co thé mic bénh Alzheimer. Ngoai ra, néu bénh nhan nay co6 céc thé vui
tau bat thuong, thi tuy theo vi tri cua thé vui, bénh nhan c6 thé méc bénh thoai hoa thuy
tran thai dwong. Céc phuong phép nay cling ¢6 thé duoc st dung trén cic bénh nhan khong
¢6 triéu chimg. Su ¢6 mit cia céc lang dong protein tau bét thuong chi ra kha nang dé mic
bénh c¢6 triéu chimg trong twong lai. Cac phuong phap nay cling la hitu ich dé theo doi tién
trinh ctia bénh va/hodc dép tmg voi viée diéu tri & bénh nhin di duge chan doan trude d6

la mac bénh lién quan dén tau.

Viéc chan doan c6 thé duoc thuc hién béng cach so sanh sd luong, kich thudce,
va/hodc mat do cua cac locut duge danh dAu, v6i cac tri s6 duong co so twong ung. Céc tri
s& duong co so nay co thé thé hién cac mirc ndng do trung binh trong quan thé gém cac cd
thé khong méc bénh. Céc tri s6 dudng co s cling c6 thé thé hién nhiéu mirc ndng do trudce
do da duoc xdc dinh ¢ cung mot bénh nhan. Vi du, céc tri sO duong co so co thé dugc xéac
dinh & bénh nhan trude khi bit diu didu tri bang liéu phap mién dich tau, va cac tri sb do
dugce sau d6 duoc so sanh véi céc tri s6 duong co sd. Sy giam cac tri 36 so véi duong co
so bdo hi¢u dép ung tich cuc voi diéu tri.

O moét sb bénh nhan, viéc chan doan bénh do protein tau ¢6 thé duge hd trg bang
cach thuc hién k¥ thudt quét PET. Ky thuat quét PET c6 thé duge thuc hién bang cach sir
dung, vi du, thiét bi chup anh PET thong thudng va thiét bi b tro. Ky thuat quét thuong

bao gom mdt hodc nhiéu ving cua ndo ndi chung da duoc biet 1a lién quan dén cdc lang
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dong protein tau va mot hodc nhiéu vung trong dé mdt vai léng dong, néu co, thuong co

mat dé dong vai trd lam dbi ching.

Déu hiéu phat hién duoc bing cach quét PET c6 thé dugc thé hién dudi dang hinh
anh da chidu. Hinh anh da chiéu c6 thé 1a & hai chidu thé hién mat cit qua ndo, ba chiéu,
thé hién ndo ba chiéu , hodc bdn chiéu thé hién céac thay ddi trong ndo ba chiéu theo thoi
gian. Thang mau co thé duge st dung véi nhiéu mau sic khac nhau chi ra cic luong khéc
nhau ctia nhén va, do d6, phat hién dwgc lang dong protein tau. Cac két qua ctia viéc quét
ciing c6 thé duge thé hién bang sé, vdi cac s6 lién quan dén luong nhan phat hién duoc va
do d6 1a lwong lang dong protein tau. Nhan c6 mt trong ving ndo da dugc biét 1a lién quan
dén cac léng dong d6i v&i mot bénh do protein tau cu thé (vi du, bénh Alzheimer) c6 thé
duoc so sanh v4i nhdn c6 mat trong vung da biét 12 khong lién quan dén céc lang dong dé
tao ra ty 1& thé hién murc do cla cac ling dong trong ving ban du. Vé6i cuing mot phdi tix
duoc danh diu phong xa, cic ty 1é nay cung cép sb do c6 thé so sanh duge cua cac ling

dong protein tau va cac thay d6i cua chiing gitta cdc bénh nhan khéac nhau.

Trong mot s phwong phap. k§ thuat quét PET duoc thuc hién ddng thoi véi hodc
trong cung mot lan kham cua bénh nhan véi k§ thuat quét MRI hoac CAT. Ky thuat quét
MRI hodc CAT cung cdp giai phau chi tiét hon vé b nio so v6i k¥ thuét quét PET. Tuy
nhién, hinh anh tir k§ thuat quét PET c6 thé duogc chong 1én hinh anh quét MRI hoac CAT
chi ra vi trf ctia phéi tir PET va do d6 cac ling dong tau mot cach chinh xé4c hon so véi cac
cdu truc giai phau trong ndo. Mot s6 méy c¢6 thé thuc hién ca quét PET va quét MRI hodc
CAT ma bénh nhan khong can thay ddi cac vi tri gifta cac lan quét tao thuan loi cho viéc

chdng cac hinh anh.

Céc phdi tir PET thich hop bao g0m céc khang thé duoc danh dau phéng xa theo
sang ché (vi du, khang thé 5G8, 6A10, 8A4, hodc 7G6 cta chudt, dugc lam twong thich voi
ngudi, kham hodc dugc nguy trang). Cac chét déng vi phong xa dugc st dung co thé 1a, vi
du, C'', N3, O35, F'8, hodc I'?*. Khoang céch thoi gian gitra viée stir dung phdi tr PET va
viéc thuc hién k¥ thudt quét nay c6 thé phu thudc vao phéi tr PET va cu thé 1a téc do hap

thu va dao thao cua no trong ndo, va thoi gian ban thai cia nhan phong xa.

K¥ thudt quét PET cling ¢6 thé duoc thuc hién nhu 1a mot bién phép phong bénh &
bénh nhan khong c6 triéu chimg hodc & bénh nhén c6 tri¢u ching suy giam nhén thuc nhe
nhung van chua duge chan doan mac bénh do protein tau nhung ¢ nguy co phat trién bénh
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do protein tau ngay cang tang. P6i véi bénh nhan khong c6 tridu chimg, k¥ thuat quét 1a
dac biét hitu {ch cho cac c4 thé duoc xem 14 c6 nguy co mac bénh do protein tau ting do
tién st gia dinh, yéu td di truyén hodc cac yéu td nguy co héa sinh, hodc tudi truong thanh.
K§ thuét quét phong bénh c6 thé bat diu, vi du, & d6 tudi ciia bénh nhan nam trong khoang

tir 45 dén 75 tudi. O mot s6 bénh nhan, lan quét dau tién duoc thue hién & 50 tudi.

Céc 1an quét phong bénh c6 thé duge thuc hién cach nhau cac khoang thoi gian 13,
vi dy, tir sdu thang dén muoi nam, tét hon, néu tir 1-5 nam. O mot s6 bénh nhan, k¥ thuat
quét phong bénh dugc thuc hién hang nam. Néu ky thuat quét PET duogc thuc hién nhu la
mot bién phap phong bénh chi ra mirc ling dong protein tau cao bat thuong, liéu phdp mién
dich c6 thé duoc bt diu va cac 1an quét PET tiép theo duoc thuc hién nhu & bénh nhan
duoc chan doan mic bénh do protein tau. Néu k¥ thuat quét PET dugc thuc hién nhu la
bién phap phong bénh chi ra cdc muc ling dong protein tau nim trong gidi han binh thudng,
céc 1an quét PET khéc c6 thé duge thuc hién cach nhau cac khoang thoi gian tir séu thang
dén 10 nam, va tét hon, tir 1 dén 5 ndm, nhu trudce day, hodc tuong Ung vé1 su xuét hién
ctia cdc ddu hiéu va triéu chimg ctia bénh do protein tau hoic chimg suy giam nhén thirc
nhe. Béng cach két hop k¥ thuat quét phong bénh véi viée su dung liéu phap mién dich
huéng dén tau néu va khi mirc lang dong protein tau trén mirc binh thuong dugc phét hién,
cac muc ling dong protein tau c¢6 thé duoc lam giam xudng, hodc gan hon v6i, cac mirc
binh thuong, hodc it nhét 1a dugc e ché khong tang thém, va bénh nhan nay co thé duy tri
tinh trang khong mac bénh do protein tau trong khoang thoi gian dai hon so v6i khi khéng
nhén dugc k¥ thuat quét phong bénh va liéu phap mién dich hudéng téi tau (vi du, it nhét 3,

10, 15 hodc 20 nam, hodc trong subt cudc doi con lai ctia bénh nhan).

Céc muc ldng dong protein tau binh thudong cé thé duge xac dinh bang luong dam
rbi than kinh hodc thé vii tau trong ndo ctia mau dai dién cia cac ca thé trong quan thé
chung ma chua dugce chan do4an méc bénh do protein tau cu thé (vi du, bénh Alzheimer) va
khéng duoc xem 1a ¢6 nguy co phat trién bénh nay tang (vi du, mau dai dién ctia cic c4 thé
khong méc bénh duéi 50 tudi). Ngoai ra, mirc binh thuong c6 thé dugc nhan biét & bénh
nhén don 1é néu tin hiéu PET theo cac phuwong phap nay trong mot vung ctia ndo trong do
céc lang dong protein tau dugc biét 1a ¢ phat trién khong khac biét (trong khoang chinh
xac cua phép do) vai tin hiéu tr mot ving cua ndo trong d6 dugc biét 1a cac ling dong nay

binh thuong khong phat trién. Mirc gia ting & cd thé co thé dugc nhan biét bang cach so

105



43308 106/313

sanh v6i cac mie binh thuong (vi du, gid tri trung binh cao nhat va phwong sai ctia @ léch
chuén) hodc don gian tir tin hiéu ting vugt qué sai s6 thir nghiém trong mot viing clia ndo
lién quan dén cac ling dong protein tau so véi ving khong duge biét 1a ¢6 lién quan dén
céc lang dong. V6i muc dich so sdnh céc mirc lang dong protein tau & c4 thé va quan thé,
céc ling dong protein tau tdt hon, nén duoc xac dinh trong (cac) ving ndo gidng nhau, cic
ving nay bao gom it nhét mot ving trong d6 cac ling dong protein tau lién quan dén bénh
do protein tau cu thé (vi du, bénh Alzheimer) dugc biét 1a tao thanh. Bénh nhan c6 mirc

lang dong protein tau tang la img vién dé bat dau liéu phap mién dich.

Sau khi bat dau liéu phap mién dich, su gidm mirc 1éng dong protein tau co thé duoc
thdy dau tién nhu 13 dAu hiéu cho thiy viéc diéu tri dang c6 tac dung mong mudn. Su giam
duoc quan sat théy 6 thé, vi du, nam trong khoang tur 1 dén 100%, 1 dén 50%, hodc 1 dén
25% tri s duong co s¢. Céac tac dung nay co thé duoc do trong mot hodc nhiéu vung cua
ndo trong do céc léng dong dugc biét 1 tao ra hodc ¢6 thé duoc do tur tri 36 trung binh cua
cac vung nay. Téac dung chung cta viéc diéu tri ¢6 thé duoc tinh gin ding bang céch cong
ty 1& phan trim gidm so v6i dudng co s& v6i su tang cic ling dong protein tau ma néu

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

Su duy tri c4c ling dong protein tau & mirc gan nhu hing dinh hodc ngay ca sy ting
nhe céc lang dong protein tau cling c6 thé 1a ddu hiéu vé su dap ung v6i diéu tri du la dap
g dudi mure toi wu. Céc ddp ing nay c6 thé dugc so sanh vdi su thay doi theo thoi gian
cua cac muc léng dong protein tau ¢ bénh nhan mac bénh do protein tau cu thé (vi du, bénh
Alzheimer) ma khong nhan duogc diéu tri, dé xac dinh liéu phap mién dich nay ¢ tac dung

trong viéc trc ché su ting thém cac lang dong protein tau hay khong.

Viéc theo ddi cac thay dbi & cac lang dong protein tau cho phép diéu chinh liéu phép
mién dich hodc phac db diéu tri khéc dép g véi viée didu tri nay. Viée theo doi bang PET
cung cip chi bao vé ban chét va mirc d6 ctia dap ing v6i phuong phép diéu tri. Sau d6 c6
thé quyét dinh c6 diéu chinh phuong phép diéu tri hay khong va néu mudn, phuong phap
diéu tri ¢6 thé duge didu chinh trong tng vdi viée theo doi bang PET. Do d6 viéc theo ddi
bang PET cho phép lidu phap mién dich huéng t6i tau hodc phéc d diéu tri khac duoc dicu
chinh truéc khi cac chit danh déu sinh hoc khic, MRI hodc céc bién phap theo kinh nghiém
dap ung theo cach phat hién dugc. Thay dbi dang ké co nghia la viéc so sanh tri sb ciia mot

- tham s0 sau diéu tri so v&i nén cung cap mot s6 bang ching cho thay viéc di€u tri ¢6 hoac
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khong gdy ra tc dung c6 lgi. Trong mot s6 truong hop, su thay ddi céc tri s6 ctia mot tham
sé & chinh bénh nhan cung cép bang chimg cho thy viéc diéu tri c6 hodc khdng giy ra tic
dung ¢6 lgi. Trong céac truong hop khac, su thay dbi cua céac tri s, néu c6, & bénh nhan,
duoc so sanh véi su thay d6i caa cac tri s6, néu co, & quén thé bénh nhan dbi ching dai
dién khong trai qua li€éu phap mién dich. Su khac biét vé dép tng & mot bénh nhén cu thé
so v&i dap tng binh thuong ¢ bénh nhan d6i chimg (vi du, tri s6 trung binh cdng phuong
sai cua do léch chuén) ciing ¢6 thé cung cip bang chimg 14 phéac d6 liéu phap mién dich

nay dang dat dugc hodc khong dat dugc tac dung c6 loi & bénh nhan.

O mot s6 bénh nhan, viéc theo ddi chi ra sy gidm phat hién dugc ctua cac léng dong
protein tau nhung muirc ling dong protein tau ndy van trén muc binh thudng. O céc bénh
nhan nay, néu khong c6 tic dung phu khong chdp nhéan dugc, phac dd diéu tri nay co thé
duoc tiép tuc nhu vay hodc tham chi duoc gia tang vé tan sb st dung va/hoac lidu néu van

chua phai ¢ liéu dugc dé nghi cao nhét.

Néu viéc theo ddi chi ra cac mirc léng dong protein tau ¢ bénh nhan da duoc lam
giam dén cac murc ling dong protein tau binh thuong hodc gan nhu binh thuong, phac do6
liéu phap mién dich c6 thé duoc diéu chinh tir liéu cam tmg (nghia 14, [am gidm cac muc
ling dong protein tau) dén liéu duy tri (nghia la, duy tri cac ling dong protein tau & mirc
gAn nhu hing dinh). Phac dd nay c6 thé dugc tic dong bang cach lam giam liéu va hodc

tan sb s dung liéu phap mién dich.

O cac bénh nhan khac, viée theo doi co thé chi ra 1a liéu phap mién dich dang c6
mot sd tac dung ¢6 lgi nhung 1a tdc dung dudi muc tdi vu. Tac dung t8i wu ¢6 thé duoc xéc
dinh 1a ty 1é phan trdim giam muc lang dong protein tau trong khoang nura trén hodc diém
ta phan vi cua su thay ddi vé céc 1éng dong protein tau (dugc do hodc dugc tinh trén toan
bd nio hodc (cac) vung dai dién cua ndo, trong do da biét 1a tao ra cac lang dong protein
tau) xay ra & mau dai dién ctia cac bénh nhan mac bénh do protein tau dang diéu tri bang
liéu phap mién dich & thoi diém da cho sau khi bat dau liéu phap. Bénh nhan trai qua su
giam nhe hon hodc bénh nhén ¢6 cac ling dong protein tau van duy tri hing dinh hozc thaim
chi la tdng, nhung ¢ mtc do thap hon so véi dugc du kién khi khong c6 liéu phap mién
dich (v du, nhu dugc suy luan tir nhém d6i chung gom céc bénh nhan khong duge st dung
liéu phap mién dich) c6 thé duoc phan loai la ¢6 dép tmg tich cyc nhung dudi muc t61 wu.

Céc bénh nhan nay c6 thé tiy y 1a ddi twong dé didu chinh phac dd trong d6 liéu va/hodc
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tan sO st dung ciia mot chat dugc gia tang.

O mot sb bénh nhén, cac léng dong protein tau c6 thé gia tang theo céach twong tu
hodc manh hon so véi léng dong tau ¢ bénh nhan khong nhén dugc liéu phap mién dich.
Néu su tang nay van tiép tuc trong mdt khoang thoi gian, nhu 18 thang hodc 2 nam, tham
chi cé sau khi ting tan sb hoac liéu hoat chit bat ky, liéu phap mién dich c6 thé, néu mudn,

duoc dimg lai dé thay thé bang cac phuong phép diéu tri khac.

Phan mé ta trén day vé viéc chan doan, theo ddi va didu chinh viéc diéu tri cac bénh
bi gy ra bdi protein tau da dugc tap trung nhiéu vao viéc str dung k¥ thuat quét PET. Tuy
nhién, ky thuat khac bat ky dé quan sat va/hodc do cac ling dong protein tau ma thich hop
véi viee st dung céc khang thé tau theo sang ché (vi du, khang thé 5G8, 6A10, 8A4, hoac
7G6 cua chudt, dugce lam twong thich véi nguoi, kham hodc dugce nguy trang) co thé duoc

str dung thay cho k¥ thuat quét PET dé thuc hién cac phwong phap nay.

Ciing duoc dé xuat 1a cac phuong phap phat hién dap tng mién dich khang tau &
bénh nhan méc bénh hodc dé nhiém bénh lién quan dén tau. Cac phuong phap nay c6 thé
duoc st dung dé theo dai liéu trinh diéu tri phong ngura va chita bénh béng cac chit dugc
dé xuat & day. Profin khang thé sau khi gy mién dich thu dong thuong thé hién dinh tirc
thoi cia ndng dd khing thé sau d6 giam theo ham s6 mil. Néu khong c6 liéu bd sung, su
suy giam nay dat t61 muc ndng do trude diéu tri trong khoang vai ngay dén vai thang tiry
theo thoi gian ban thai cia khang thé duoc str dung. Vi du, thoi gian ban thai ctia mot 56

khang thé cua nguoi la khoang 20 ngay.

Trong mdt sd phuong phap, phép do dudong co s cta khang thé v6i tau & ddi twong
nay duoc thuc hién truge khi st dung, phép do tha hai duge thuc hién ngay sau do dé xac
dinh muc néng do khang thé dinh, va mot hoac nhiéu phép do khac dugc thuc hién cach
quing dé theo doi sy giam ndng do khang thé. Khi mic ndng do khang thé da giam dén
duong co s¢ hodc ty 1€ phan tram x4c dinh truée cta dinh trir di duong co so (vi du, 50%,
25% hodc 10%), viée sit dung lidu khang thé khéc duoc thuc hién. Trong mot sé phuong
phap, dinh hodc cac murc ndng dé do duoc tiép theo trir nén dugc so sanh v&i cac muc nérig
6 tham chiéu duge xéac dinh trude d6 dé thiét 1ap phac d6 diéu tri phong ngira hodc chira
bénh c6 loi & cac dbi twong khac. Néu mirc ndng d6 khang thé do duoc 1a thip hon dang
ké so v6i mirc néng dd tham chiéu (vi du, thép hon so véi gia tri trung binh trir mot hoac
6t hon, 1a hai dd léch chuén cua gié tri tham chiéu trong quﬁn thé bao gém cac doi tuong
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duoc loi tir phuong phap didu tri) viée sir dung mot lidu khéng thé bo sung dugc chi dinh.

Ciing duoc dé xuat 1a cac phwong phép phat hién tau & d6i twong, vi du, bang cach
do tau trong mau tir d6i trong hodc bang cach chup anh in vivo tau & d6i tuong. Cac phuong
phép nay la hitu ich dé chan doan hodc x4c nhan chan doan cac bénh gdy ra boi tau, hodc
kha ning bi mic bénh nay. Céc phuong phép nay cling co thé dugc st dung trén cac ddi
twong khong c6 triéu ching. Sw c6 mat cia tau chi ra kha nang dé bi méc bénh c6 triéu
chirg trong twong lai. Cac phuong phép nay cling la hitu ich & theo doi sy tién trién clia
bénh va/hoac dap ung véi viée diéu tri & cac dbi twong da dugce chén doan trude do 1a mic
bénh Alzheimer, hoi chirng Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh do protein tau lién quan
dén tudi nguyén phét, hdi chimg parkinson, ching sa st tri tu¢ sau chéan thuong hoic sa
sut tri tué do chén thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan,
bénh sa sut tri tué trdn thai duong, bénh thodi hoa thity 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
tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai héa v6 ndo va hach nén (CBD), chiing sa sut tri tué¢
v6i céc thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén
nhan tién trién (PSP).

Céc mAu sinh hoc thu duoc tir dbi twong mac, bi nghi ngo méc, hodc nguy co méc
bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy giam nhén thuc nhe, bénh do protein tau li€n quan
dén tudi nguyén phét, hoi chimg parkinson, ching sa sut tri tué sau chan thuong hoic sa
sut tri tué do chén thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan,
bénh sa sut tri tué tran thai dwong, bénh thoai hoa thuy tran thai duong, bénh hat wa bac,
bénh do tau than kinh dém hinh cau, phttc hop bénh xo climg teo co mot bén/bénh sa sut tri
tué do parkinson cia Guam, bénh thoai hoa v6 ndo va hach nén (CBD), ching sa st tri tué
v6i cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cia bénh Alzheimer (LBVAD), hoac bénh liét trén
nhan tién trién (PSP) ¢6 thé duge cho tiép xtc véi cac khang thé duge mb ta & day dé danh
gid su ¢6 mat cua tau. Vi du, cdc muc tau ¢ cac d6i twong nay co thé duoc so sanh véi cac
muc thé hién & dbi tuong khoe manh. Ngoai ra, cac mirc ndng do tau & ddi twong nhan
duoc diéu tri cho bénh nay c6 thé duoc so sanh véi muc néng do tau cua d6i tuong khong
duoc diéu tri cho bénh Alzheimer, hdi chimg Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh do
protein tau lién quan dén tudi nguyén phét, hoi chimg parkinson, chimg sa sit tri tué sau

chén thuong hodc sa sut tri tu¢ do chéan thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ C,

109



43308 110/313

bénh liét trén nhan, bénh sa st tri tué tran thai duong, bénh thoéi héa thuy tran thai duong,
bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phtrc hop bénh x0 cing teo co mot
bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai h6éa vé ndo va hach nén (CBD),
chimg sa sit tri tué véi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy ctia bénh Alzheimer (LBVAD),
hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP). Mot sb thir nghiém nay bao gdm sinh thiét md
thu duoc tir cc déi twong nay. Cac thir nghiém ELISA ciing ¢6 thé 14 cdc cdc phuong phap

hitu ich, vi du, dé dénh gi4 tau trong mau léng.
VII. Kit

Sang ché d& xuét thém kit (vi dy, dd bao gbi) chira khang thé duoc md ta & day va
cac nguyén liéu lién quan, ching han nhu cac huéng dan cho viée st dung (vi du, to hudng
dan sir dung). C4c huéng dan st dung c6 thé bao gdm, vi du, hudng dan dé st dung khang
thé va tity ¥ mét hodc nhiéu chét bd sung. Cac dd bao géi chira khang thé ¢6 thé 1a cac licu

don vi, cac gdi gbp (vi du, gbi nhiéu lieu), hoac céc lieu dudi don vi.

T& hudng dan st dung dung dé chi huéng dan thudng ndm trong cic goi thuong
mai ctia duge pham ma chira thong tin vé cac chi dinh, cach sir dung, li€u, duong su dung,

chong chi dinh va/hodc cac khuyén cdo lién quan dén viée st dung cac dugce pham nay

Kit ¢6 thé con bao gdm dd bao goi thir hai chira dung dich dém duoc dung, nhu
nuée kim khuan dung dé tiém (BWFI), nuée mudi duoc dém phosphat, dung dich Ringer
va dung dich dextroza. No cling ¢c6 thé chtra cac nguyén liéu khac dugc mong mudn theo
quan diém thwong mai va bdi ngudi st dung, bao gdm cac dung dich dém khac, chat pha

lodng, bo loc, kim tiém va xylanh.
VIII. Céc ung dung khac

Céc khang thé c6 thé duge sir dung dé phat hién tau hodc cdc doan cla no, trong
truong hop chan doan hodc diéu tri 14m sang hoic trong nghién ctru. Vi dy, cac khang thé
nay co thé duoc su dung dé phat hi€n sy c6 mit cua tau trong mau sinh hoc nhu 12 du hiéu
chi ra rang méu sinh hoc nay chtra ling dong tau. Su gin két cua cac khang thé nay voi
mau sinh hoc ¢6 thé duoc so sanh v6i kha ning gin két cta céc khang thé v6i mau doi
chimg. MAu déi chimg nay va miu sinh hoc nay c6 thé chira cac té bao ¢6 cling nguon goc
mé. Cac miu déi chiing va cdc mau sinh hoc ¢6 thé thu dugc tir cing mot cé thé hode nhiéu

c4 thé khac nhau va tai cing mot thdi diém hodc vao nhiéu thoi diém khéc nhau. Néu mudn,
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nhidu méu sinh hoc va nhidu mAu ddi ching dwoc danh gid vao nhidu thoi diém dé bao vé
chéng lai su bién dbi ngdu nhién khong phu thudc vao cac su khéc biét gitta cic mau nay.
Sau d6 so sanh truc tiép c6 thé duge thuc hién giita (cic) mau sinh hoc va (cac) mau dbi
chimg nay dé xac dinh su gan két cia khang thé (nghia 14, sw ¢6 mit ctia tau) v6i (cdc) mau
sinh hoc duoc gia ting, giam di hay gilt nguyén so vé1 su gan két cua khang thé véi (cac)
mau dbi chimg. Su gén két ctia khang thé vé6i (cac) mau sinh hoc tang 1én so v6i (cac) mau
dbi chtng chi ra sy c6 mat cta tau trong (céc) mau sinh hoc nay. Trong mot ) truong hop,
su gn két cia khang thé tang c6 ¥ nghia thdng ké. Tly ¥, su gan két ctia khéng thé véi
mau sinh hoc cao hon it nhit 1a 1,5 lan, 2 lan, 3 lan, 4 1an, 5 lan, 10 1an, 20 1an, hoac 100

14n so v6i su gan két cua khang thé nay véi mau doi chiang.

Ngoai ra, cadc khang thé nay co thé duge st dung dé phat hién su c6 mat cua tau
trong mau sinh hoc dé theo ddi va danh gid hiéu qua cta dugc chit dang duoc stir dung dé
diéu tri cho bénh nhan duoc chin dodn méc bénh Alzheimer, hoi chirng Down, suy giam
nhan thirc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, hoi chirmg parkinson,
ching sa sut tri tu€ sau chén thuong hoac sa sut tri tué do chan thuong ndo, bénh Pick,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tué tran thai dwong, bénh
thodi hoa thuy tran thai duong, bénh hat ua bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phuc
hop bénh xo clng teo co mdt bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thoai
hoa vo ndo va hach nén (CBD), ching sa sut tri tué véi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy
cta bénh Alzheimer (LBVAD), hoac bénh liét trén nhan tién trién (PSP). Mau sinh hoc tir
bénh nhan duogc chin doan méc bénh Alzheimer, hdi ching Down, suy giam nhén thic
nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, hoi chimg parkinson, ching sa
sut tri tué sau chén thuong hoac sa suat tri tu€ do chan thuong ndo, bénh Pick, bénh
Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa st tri tu¢ tran thai duong, bénh thodi hoa
thuy tran thai dwong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh ciu, phtc hgp bénh
X0 cimng teo co mdt bén/bénh sa sut tri tué do parkinson cua Guam, bénh thodi héa vo nédo
va hach nén (CBD), chimg sa st trf tué v&i cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh
Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP) dugc danh gia dé xay dung
duong co s& cho su gan két cua khang thé v6i mau nay (nghia la, dudng co s& vé su ¢o
mit clia tau trong mau ndy) trude khi bét dau liéu phap vdi dugce chat. Trong mot s trudong
hop, nhiéu mAu sinh hoc ctia bénh nhan dugc danh gia tai nhiéu thoi diém dé x4y dung ca

duong co s& va do bién d6i ngdu nhién khong phu thudc vao diéu tri. Sau d6 duge chat
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duoc st dung theo phac dd. Phac dd nay c6 thé bao gdm nhiéu 14n st dung duoc chét nay
trong mdt khodng thoi gian. Tuy y, su gan két cua cac khang thé (nghia la, su ¢6 mit cla
tau) dugc danh gia vao nhiéu thoi diém trong nhiéu mau sinh hoc cta bénh nhén, dé xay
dung phép do bién ddi ngdu nhién va thé hién xu huéng dap tng véi liéu phap mién dich.
Sau d6 nhiéu danh gia khac nhau vé kha nang gin két cua khang thé v6&i mau sinh hoc dugc
so sanh. Néu chi c6 hai danh gia dugc thuc hién, viéc so sanh truc tiép c6 thé dugc thuc
hién gitta hai danh gid nay dé xac dinh su gin két clia khang thé (nghia la, sw c6 mit cua
tau) da ting, giam hay gitr nguyén gilta hai danh gia nay. Néu nhiéu hon hai phép do dugc
thuc hién, cac phép do nay co thé dugc phén tich theo dong thoi gian bat dau tir trudce khi
diéu tri béng duoc chét va tiép tuc xuyén subt thoi gian diéu tri. O cac bénh nhan ma su
gén két khang thé v6i mau sinh hoc gidm (nghia la, sy ¢6 mat cua tau), c6 thé két ludn 1a
duoc chét 12 hiéu qua trong viéc diéu tri bénh Alzheimer, hdi chirmg Down, suy giam nhén
thirc nhe, bénh do protein tau lién quan dén tudi nguyén phat, hdi chimg parkinsori, ching
sa sat tri tué sau chin thuong hodc sa sut tri tué do chén thuong ndo, bénh Pick, bénh
Niemann-Pick typ C, bénh liét trén nhan, bénh sa st trf tu¢ trdn thai dwong, bénh thoai hoa
thuy tran thai duong, bénh hat wa bac, benh do tau than kinh dém hinh cau, phtic hop bénh
X0 climg teo co mot bén/bénh sa sut tri tu¢ do parkinson ctia Guam, bénh thoai hoa vo néo
va hach nén (CBD), ching sa stt tri tué voi céc thé Lewy, bién thé thé Lewy cta bénh
Alzheimer (LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP) & bénh nhan. Sy giam gén
két cta khang thé c6 thé co ¥ nghia thong ké. Tuy v, su gan két giam it nhit 1a 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, hodc 100%. Vig¢c
danh gia su gin két khang thé c6 thé duogc thuc hién két hop v6i viée dénh gid cac dau hiéu
va triéu chimg khdéc cua bénh Alzheimer, hoi chimg Down, suy giam nhén thirc nhe, bénh
do protein tau lién quan dén tudi nguyén phét, hoi ching parkinson, chimg sa st tri tué
sau chan thuong hodc sa sut tri tué do chan thuong ndo, bénh Pick, bénh Niemann-Pick typ
C, bénh liét trén nhan, bénh sa sut tri tué tran thai duong, bénh thoai héa thuy tran thai
duong, bénh hat wa bac, bénh do tau than kinh dém hinh cau, phue hgp bénh xo cing teo
co mot bén/bénh sa sut tri tué do parkinson ctia Guam, bénh thodi hda v6 ndo va hach nén
(CBD), chitng sa sut tri tué vdi cac thé Lewy, bién thé thé Lewy cua bénh Alzheimer
(LBVAD), hodc bénh liét trén nhan tién trién (PSP).

Céc khang thé nay ciing ¢6 thé duoc sir dung lam thude thir nghién ctru cho nghién

ctru trong phong thi nghiém dé phat hién tau, hodc céc doan cta nd. Trong céc ing dung
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nay, cac khang thé c6 thé dugc danh ddu bang cac phan tir huynh quang, cac phan tir dugc
danh diu spin, enzym, hodc cac dong vi phong xa, va co thé dugc cung cap dudi dang kit
Vi tAt ca cac thube thir can thiét dé thuc hién thir nghiém phét hién. Cac khéng thé nay
cling co thé duoc str dung dé tinh ché tau, hodc cac dbi tac gén két ctia tau, vi du, béng sic
ky ai luc.

T4t ca cac patent luu trit, cdc website, cac cOng bd khac, cac sb truy cdp va céc tai
liéu twong tu duoc trich dan trén day hodc dudi ddy dugc dua vao day bang cach vién din
toan bd cho tat ca cac muc dich & mirc do giéng nhu thé tirng tai liéu nay duoc chi ra cu
thé va riéng biét dé dugc dua vao day bang cach vién dan. Néu nhiéu dang khac nhau cua
mot trinh tu di kém theo mot sb truy cap ¢ nhiéu thoi diém khac nhau, dang di kém theo
sb truy cip nay tai ngay ndp don hiéu luc duoc du dinh. Ngay ndp don hiéu luc nghia la
ngay trudc ngay ndp don thuc su hodc ngay ndp don uu ti€n vién dan dén sé truy cap nay
néu ap dung dugc. Tuong tu, néu nhiéu ban khac nhau ciia mot cong bd, website hoic
twong tu dugce cong b & nhidu thoi diém khéc nhau, ban dugc cong bd gan nhit vao ngay
ndp don hiéu luc cua don nay dugc du dinh, trir khi c6 quy dinh khéac. Déu hiéu, budc, yéu
t5, phuong 4n hozc khia canh bat ky cua sang ché c6 thé dugc st dung két hop véi dau
hiéu, budc, yéu td, phuong én hodc khia canh bét ky khac, trir khi ¢6 quy dinh khac. Mac
di sang ché da duge mo ta chi tiét bang cach minh hoa va ldy vi du nham muc dich ro rang
va dé hiéu, o rang la mot ) thay ddi va cai bién co thé duoc thuc hién trong pham vi cla

yéu cau bao ho kém theo.
Vi du thyc hién sang ché
Vi du 1. X4c dinh cac khang thé don dong tau

Céc khang thé don dong khang tau duoc tao ra nhu sau. Cac lan gdy mién dich dugc
thue hién véi tau ngudi 383 a.a. gin dudi His dau cing N tai to hop (4RON), chira dot bién
P301S [khang nguyén A] hodc tau nguoi 383 a.a. tai t6 hop (4RON), chira dot bién P3018,
thiéu dudi His dau cung N [khang nguyén B]. Cac khang nguyén dugc nhil hoa trong ta
duoc RIBL.

Chu6t Balb/c cai ndm tuin tudi duge gy mién dich trong mang bung bang 25ug
khang nguyén A vao ngay 0, va 10ug khang nguyén A vao mdi ngay 7, 14, 21, 27, 34, 48,
55, va 62. Chudt dugce gdy mién dich bang 10ug khdng nguyén B vao cac ngay 76 va 90.

Vao cac ngay 43 va 98, chudt duoc 14y méu va duogc do hiéu gid khang khang nguyén A;
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vao ngay 101 cac dong vat c6 hiéu gia cao nhét dugc tang cudng voi lidu gay mién dich
cubi cung 1 50pg khéng nguyén B, dugc phan phéi % trong mang bung va % trong tinh
mach. Céc thé lai dung hop duoc sang loc bang ELISA khang ca hai khdng nguyén,).

Vi du 2. Khang thé don dong chudt gan két v6i tau trong thit nghiém ELISA

Phuong phép: ELISA gian tiép: Céc dia polystyren 96 giéng dugc phu bing khang
thé bat gitr khang 6xHis (Fig.1A) hodc da dong khang tau (Dako #A0024, Fig.1B) dugc
tao huyén phu trong 1xPBS trong 2 gi & RT hodc 16 gio ¢ 4°C. Lép phu dugce loai bo, va
céc dia dugce phong bé trong 1 gid véi 1% BSA trong 1xPBS, sau d6 u v6i tau nguoi ti t6
hop, v6i (Fig.1A) hoac khong cung voi (Fig. 1B) dudi polyhistidin & dau cung N cdia protein
nay. Sau khi rira, cac dia duoc u voi cac khang thé da chi dinh, duoc ra va dugce  véi
khang thé thtr cap dé khang chuét duoc lién hop HRP. Céc dia duge phat trién voi TMB,

va Auso duoc do voi may doc dia.

ELISA banh kep: Céc dia polystyren 96 giéng duge phu bang cac khang thé khang
chudt trong 1xPBS trong 2 git & RT hodc 16 gio & 4°C. Lép phu dugce loai bo, va cac dia
duoc phong bé trong 1 giv voi 1% BSA trong 1xPBS. Pia nay duoc u tiép v6i cac khang
thé da chi dinh & cac ndng do gidng nhau, dwgc pha loang trong 0,1% BSA trong 1xPBS.
Céc dia dugc xir Iy lién tuc voi tau nguoi, khang thé da dong tho khang tau (Dako #A0024),
va khéng thé dé khang tho dugc lién hop HRP, tat cd dugce pha loang trong 0,1% BSA
trong PBS va viéc rira dugc thuc hién gitta mdi bude. Streptavidin-HRP dugc b6 sung vio,

cac dia dugc phat trién voi TMB, va Asso duoe do voi may doc dia. Xem Fig.1C.

Céc két qua: Panen chira khang thé san sinh béi té bao lai duge thi nghiém vé kha
nang gin két véi tau qua nhiéu phuong thirc ELISA khéc nhau. Su phat hién tau dugc xac
nhan bang cach str dung phuong thire gian tiép, str dung protein tau dugc bat dong boi dudi
polyhistidin dugc dung hop dau cung N cua né (Fig.1A). Su gan két v6i protein tw nhién,
khong gin dudi ciing dugc xac nhan (Fig.1B). Dé danh gia 4i luc dung dich cta nhiéu
khang thé khac nhau, phuong thic ELISA banh kep duoc st dung, trong d6 cac khang thé

té bao lai da thir nghiém dugc s dung lam chit phan tmg bat gitt (Fig.10).
Vi du 3. Ai luc cta cac khang thé don dong chudt véi tau

Phuong phap: Phan tich SPR dugc thyc hién bing cach sir dung Biacore T200 dé

xéac dinh dong hoc lidn két cuia khang thé chudt voi tau nguoi tai to hop. Dé chuan bj bé
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mit cam bién, khang thé khéng chudt (GE Life Sciences) duoc bt dong trén chip cam bién
CMS5 nhd phan (ing tao cip amin, va khéng thé bi bét gitt & mirc dam bao sw gin két toi da
Ja 50 RU. Nhiéu ndng do khic nhau cta tau ti to hop nam trong khoang tir 10-0,14 nM
dugc di qua phéi tr da bi bt gitt ¢ toc dd dong 1a 50 pL/phut trong dém chay (HBS +
0,05% P-20, BSA 1 mg/mL), dé két hop 180 gidy va phan ly 900 gidy. Dt liéu dugc tham
chiéu hai 1an dén ca bd cam bién khong lién quan khong chua phéi tir khang thé, va nong
d6 chat phan tich 0 nM dé tinh todn su phéan ly ctia phéi tir tir gbe bat gitt. 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 dong cta ching trong b
thit nghiém ELISA, va 4i luc gin két cta chung dugc danh gia bang SPR. Céc khang thé
duoc thtr nghiém theo cac bd song song, va tdc do lién hop va phan ly lién két ctia ching

duoc do. Cac i luc lién két dugc thé hién trong Fig.2.

Vi du 4. Céc khang thé chudt don dong ngin can su gén két cla tau ngudi véi bé

mat cua té bao noron da dugc lam bat tur.

Phuong phap: Tac dung e ché su gan két Tau véi cac t€ bao u nguyén bao than

kinh B103 bang cac khang thé don dong khéng Tau

1. Céc té bao B103 di duoc tao huyén ph lai trong PBS & mét dd 5 x 10° té bao/mL.
Pia 50uL huyén phu té bao mdi giéng trong dia Lién Két Cao MSD. Bude nay tao ra 25K
té bao/giéng. Pay dia nay va dé cho céc té bao gin két  37°C, CO» 5%, trong 2 gio.
2. Sau khi gin két té bao, loai bé PBS khoi cac giéng bang cach 1on ngugc dia va
v nhe dé loai bo chit dém du. Bd sung 50uL chat phong bé A MSD 3% trong PBS hodc
chét dém phong bé thich hop khic vao mdi giéng va u dia & RT trong 1 gio ma khong lac.
3. Trong budc phong bé dia nay, 0 dong thoi Tau va cac khang thé khang Tau nhu
sau:
a. Bt diu vdi khang thé khang Tau & 2 mg/mL va pha loang thanh day trong
PBS, 1:2, cho 7 dung dich pha lodng b6 sung.
b. Pha lodng Tau dén 20 nM trong PBS. Nong do Tau sé la hang dinh trong
mdi giéng.
¢. Tron Tau va khang thé khang Tau, 1:1, cho noéng do Tau cudi cing 1a 10

nM va ndng do khoi dau ciia khang thé khang Tau la 1 mg/mL.
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d. U hdn hop nay trong xap xi 1 gio & RT kém theo lac (600 vong/phiit).

4. Sau khi phong bé dia, budc 2, loai bo chit dém phong bé khoi céc giéng bang
cach 1at ngugc dia va v nhe va rira dia 2x voi PBS bang cach st dung pipet nhiéu kénh.
Pam bao 1a dém du duoc loai bo hoan toan. Lam lanh céc té bao da duoc phu thanh 16p

moéng dén 4°C trude khi bd sung céc phie hop Tau: khang-Tau.

5. B6 sung SOuL phitc hop da lam lanh, bude 3, vao cac té bao da duoc phu thanh
16p mong va u trén da trong 30 phut.

6. Rtra dia 2x voi PBS dong lanh nhu da mo ta truge day.

7. Bé sung S0uL 16BS5. SULFO-TAG vao mdi giéng dé phat hién Tau da gan két
bé mat té bao. U trong 30 phut trén da.

8. Rira dia 2x bang PBS duogc lam dong lanh mot lan nira nhu duge mo ta trén day.

9. Bo sung 150 uL mdi giéng 1X dém doc T khong c6 chét hoat dong bé mat (dugc
pha lodng trong H>O) va doc ngay trén thiét bi MSD SECTOR™ 600. Tranh dua bong

bong vao khi bo sung dém doc.
10. B4o c4o vé céc tin hiéu MSD so vGi nong do cua khang the khang Tau.

Khang thé dugc thir nghiém 12 khang thé khang tau 3D6, 16G7, 3H9, 4C5, 5G8, va
d6i chimg isotyp.

Céc két qua:

Tin hiéu khang tau Sulfo Tag giam dan xay ra véi khang thé thir nghiém tang dan
chi ra tac dung phong bé chirc nang su gin két tau voi bé mat té bao noron. Khong c6 tac
dung phong bé nao duge quan st thdy v6i dbi chimg isotyp, 16G7, hodc 3H9. Cac luong
tang dan cua hoat tinh phong bé chirc nang duge quan st thay v6i 4C35, 5G8, va 3D6. Xem

Fig.3.
Vidu 5. 3D6 va 5G8 bét gitt mién dich tau tir mé méc bénh ctia ngudi.

Phuong phap: Cac phan doan protein hoa tan ham lugng mudi cao duge didu ché
dén 1 mg/ml. Déi véi mdi két tia mién dich, 200 ug miu duoc st dung. 10pug khang thé
d3 chi dinh (d8i chimg isotyp, khang thé khang tau 3D6, hodc 5G8) duge bd sung vao ché
phém mau c¢6 ham luong mudi cao, va dugc trong 2 gio. Sau d6 céc hat tir protein G dugc
bd sung vao cac hon hop, va dugc u thém mot gio nira dé bat giit phirc hop khang thé/khang
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nguyén. Céc mau duge rira k§ béng 1xPBS, va céac hat dugc ludc trong dém mau khir/bién
tinh dé giai phong cac protein bi bt giit. Cdc mdu thu duge duge phan tich bang SDS-
PAGE va phan tich thim tach Ty duoc thuc hién bang cach s dung khang thé da dong
khéang tau (Dako, #A0024).

Cac két qua: Nhu duoc thé hién trong Fig.4, khang thé khang tau 3D6 va 5G8 gay
két tha mién dich tau tir mo bi bénh Alzheimer. Cac phan doan hoa tan ham lugng mudi
cao duoc két tia mién dich véi khang thé da chi dinh, va dugc phat hién véi khang thé da
dong khang tau hudng tGi vung riéng biét ctia phan tr tau tr cac vi tri gan két cho 3D6 va
5G8. Ca 5G8 va 3D6 déu bat gitt tau tir phan doan nay. Dau vao (mau hoa tan c¢6 ham

lwong mudi cao) duge thé hién & bén phai.
Vi du 6. Thiét ké c4c khang thé 5G8 dugc lam tuong thich véi nguoi

Diém khéi diu hodc khéng thé cho dé lam twong thich véi nguai 14 khéng thé chudt
5G8. Trinh tu axit amin bién dbi chudi nang cia m5G8 trudng thanh dugc d& xuét 1a SEQ
D NO:9. Trinh tu axit amin bién ddi chudi nhe ciia m5G8 truong thanh duge dé xuat 1a
SEQ ID NO:10. Trinh tu axit amin CDR1, CDR2, va CDR3 to hop Kabat/Chothia chudi
nang duoc d& xudt 1an lwot 1a SEQ ID NO:11-13. Trinh tu axit amin CDR1, CDR2, va
CDR3 Kabat chudi nhe dugc dé xuét 1an lugt 1a SEQ ID NO:14-16. Cach danh sé Kabat

dwoc st dung trong toan bo phan nay.

Céac CDR ctia 5G8 VH va VL duoc nhan dién bang cach sir dung quy tic nhan dién
CDR dua trén trinh tu ciia Martin (Martin ACR. (2010)). Trong: Kontermann R va Diibel
S (eds). Antibody Engineering. Heidelberg, Ptic: Springer International Publishing AG.).
Kappa bién ddi (Vk) cia 5G8 thudc phan nhém 2 Vk chudt ma twong tng v6i phan nhom
2 Vk nguoi va chudi nang bién doi (Vh) thudc phan nhém 2¢ VH chudt ma twong tng vi
phan nhom 1 VH nguoi [Kabat E. A, va dong tac gia, (1991), Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Xuat ban 1an thtr 5. Cong bd NIH s6 91-3242]. CDR-L1 Kabat 16
gbe 1a twong tu véi 16p chinh tic Chothia 4, CDR-L2 Kabat 7 gc thude 16p chinh tac
Chothia 1, CDR-L3 Kabat 9 géc 1a twong tu v6i 16p chinh tac Chothia 1 trong Vk [Martin
A.C, va Thornton J.M. (1996) J. Mol. Biol. 263:800-15.]. CDR-HI t5 hgp Kabat/Chothia
10 gbc la twong tu v6i 16p chinh téc Chothia 1, CDR-H2 t6 hop Kabat/Chothia 17 gbc la
twong tu v6i 16p chinh thc Chothia 2 [Martin & Thornton, 1996]. CDR-H3 t5 hop
Kabat/Chothia khong c6 cac 16p chinh tic.
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[0004] C4c trinh tu ctia 5G8 VH va VL dugc st dung dé truy van co s¢ dit lidu
khang thé dugc chon ctia phan mém BioLuminate (Schrédinger, LLC; Zhu K, va dong tac
gia, (2014) Proteins. 82(8):1646—1655) cho cac protein c6 trinh tu axit amin tuong tu va
cac cAu truc da biét. CAu trac cua khang thé khang thé dam doc cta chudt twong déng cao
3F4 (PDB ID: 1CR9; 1CR9 _H; SEQ ID NO:27 va ICR9_L; SEQ ID NO:30), dugc phat
hién béi Kascsak, va dong tdc gia ((1987) J Virol. 61(12):3688-93) va dugc gial trinh tu
boi Kanyo, va dong tdc gid ((1999). J Mol Biol. 293(4):855-63.), ¢6 d0 phén giai 1a 2,9 A,
duoc chon dé 1am khudn xay dung mo hinh 5G8 trong BioLuminate. Truy van thém co so&
dit liéu BioLuminate cho cac khang thé ¢ ngudn goc ngudi da phat hién cac khung cua
5G8 VH va VL c6 chung murc d6 tuong dong trinh ti cao v6i cdc viing twong ing clia ving
VH va VL cta aDabi-Fab2b Fab khang dabigatran dugc lam tuwong thich véi ngudi (s6 truy
cap VH 4YHM H); s6 truy cdp VL 4YHM L), dugc thiét ké boi Schiele, va dong tde gia
((2015) MAbs. 7(5):871-80.). Cac mién bién dbi ctia 5G8 va aDabi-Fab2b ciing ¢ chung
d6 dai gidng nhau dbi véi cac vong CDR-H1, H2, L1, 1.2, va L.3. Do dé, cac ving khung
ctia aDabi-Fab2b VH (sé truy cdp 4YHM H; SEQ ID NO:28) va VL (sb truy cép
4YHM L; SEQ ID NO:31) dugc chon lam trinh ty nhan cho cac CDR cua 5G8.

Céc trinh tu bién ddi chudi nang va nhe thu duoc tir qua trinh 1am twong thich khang
thé voi nguoi duoc sap xép thang hang tiép véi cc trinh tu dong mAam ctia ngudi bing cach
st dung cong cu IMGT Domain GapAlign dé danh gia tinh ngudi clia chudi nang va chudi
nhe nhu duoc chi ra bdi huéng din ctia hoi dong INN WHO. (WHO-INN: Tén chung quoc
té (International nonproprietary names: INN) cho céc hop chét sinh hoc va cong nghé sinh
hoc (téng quan) (Internet) 2014. Co trén:
http://www.who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf) Cac gbc duge thay doi dé bat
cdp voi trinh tu dong mam ctia ngudi twong Gng, néu c6 thé, dé lam tang tinh nguoi. Do
v6i cac bién thé VL_v5 va VL_v6 duoc lam twong thich véi ngusi, cac dot bién duge dua
vao dé 1am cho céc trinh tu tvong dong hon véi gen dong mam cta ngudi IGKV2-29 (s0
truy cap A2NJV5.2; SEQ ID NO:32). Béi v6i bién thé VH_v7 va VH_v8 duoc lam tuong
thich v&1 nguoi, cac dot bién duoc dua vao dé lam cho céc trinh tu nay twong déng hon vé1

gen dong mam ctia ngudi IGHV1-46 (s6 truy cap P01743.2; SEQ ID NO:29).

Céc trinh tu axit amin chtra khung aDabi-Fab2b va 5G8 CDR dugc ky hi¢u la
hu5G8-VH vl va huSG8-VL vl. Cac dang bd sung cia huSG8-VH va huSG8-VL dugc
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thiét k& dé cho phép danh gia nhiéu gdc khung khac nhau vé su tham gia ctia chung vao
lién két khang nguyén va kha nang gay mién dich. Céc vi tri dugc xem xét dé gay dot bién

bao gom cac vi tri ma:
- x4c dinh cac cAu hinh CDR chinh tic (dugc tom tit trong Martin 2010)

- nam trong viing Vecné (Foote J va Winter G. (1992) Antibody framework residues
affecting the conformation of the hypervariable loops. J Mol Biol. 224(2):487-99),

- khu trd vao mat phan cach mién VH/VL (dugc tom tat trong Léger OJP va
Saldanha J. (2000) Preparation of recombinant antibodies from immune rodent spleens and
the design of their humanization by CDR grafting. Trong: Shepherd P va Dean C (eds).
Monoclonal Antibodies: a Practical Approach. Oxford, UK: Oxford University Press),

- d& xay ra cac bién ddi sau dich ma, nhu glycosyl hoa hodc pyroglutamin hoa,

- bi chiém béi cac gdc duoc du dodn la xung dot véi cac CDR, theo m6 hinh cua

SG& CDR duoc ghép 1én cac khung aDabi-Fab2b, hoac

- bi chiém bdi cac goc hiém trong s6 cdc khang thé nguoi duoc giai trinh tu, tai do

gbc 5G8 me cua chudt hodc mot s6 goc khac pho bien hon nhicu.

8 bién thé ving bién ddi chudi ning dugc 1am tuong thich véi ngudi va 6 bién thé
ving bién ddi chudi nhe duoc lam twong thich véi nguoi dugc tao ra chira cdc hoan vi khac
nhau ciia cac dot bién thé 8 viung bién doi chudi ning truéng thanh duoc lam tuong thich
vo1 nguol dugce liy lam vi du: hu5G8-VH v1, huSG8-VH_v2, hu5G8-VH_v3, hu5Gg-
VH_v4, huSG8-VH v5, hu5G8-VH_v6, hu5G8-VH_v7, va hu5G8-VH_v8 (SEQ ID
NO:33-40, twong tng) va huSG8-VL vl, hu5G8-VL_v2, huSG8-VL v3, huSG8-VL_v4,
hu5G8-VL v5.vahuSG8-VL v6 (SEQ ID NO:41-46. tuong img). (Bang 4 va 3). Cac thiét
ké Vk va Vh duoc lam twong thich véi nguoi dién hinh, c6 cac dot bién nguoc va cac dot
bién khéc dua trén cac khung nguoi da chon, duoc thé hién trong cac Bang 6 va 7, tuong
tmg. Céac vung dugc in dam trong Bang 6 va 7 thé hién cac CDR nhu duoc xac dinh boi
T6 hop Kabat/Chothia. Déu *. ™ trong cic cdt trong Bang 6 cho hu5G8-VL_v2, hu5G8-
VL _v3, hu5G8-VL_v4, hu3G8-VL_v5, va hu5G8-VL_v6 chira la axit amin ¢ vi tri dé chi
ra 14 giéng véi axit amin trong hu5G8-VL_v1. Déu “. ” trong c4c cot & Bang 7 cho hu5G8-
VH_v2, hu5G8-VH v3, hu5G8-VH_v4, hu5G8-VH_v5, huSG8-VH_v6, hu5G8-VH_v7,

va hu5SG8-VH_v8 chi ra la axit amin ¢ vi trf da chira la gidng véi axit amin trong hu5G8-
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VH vl1. Dau “-” trong céc cdt & Bang 6 va 7 chi ra khong c6 gdc nao & vi tri dugce chi ra.
SEQ ID NO:33-40 va SEQ ID NO:41-46 chia cac dot bién nguge va cac dot bién khac
nhu duogc thé hién trong Bang 8. Axit amin & céc vi tri trong huSG8-VH vl, hu5G8-
VH_v2, hu5G8-VH_v3, hu5G8-VH_v4, hu5G8-VH_v5, huSG8-VH_v6, hu5G8-VH_v7,
va hu5G8-VH_ v8 dugc liét ké trong Bang 9. Axit amin & céac vi tri trong huSG8-VL_vl,
hu5G8-VL_ v2,hu5G8-VL v3,hu5G8-VL_v4, hu5SG8-VL_v35, vahuSG8-VL_v6 dugc liét
ké trong Bang 10. Ty 1€ phan tram tinh ngudi cho céc chudi VH duoc lam tuong thich véi
nguoi huSG8-VH v1, huSG8-VH_v2, hu5G8-VH_v3, hu5G8-VH v4, huSG8-VH v5,
hu5G8-VH_v6, huSG8-VH _v7, va hu5G8-VH_v8 (SEQ ID NO:33-40, tuong ung) d6i véi
gen dong mam ciia nguoi tuong tuong dong IGHV1-46, va cho cac chudi VL duge lam
trong thich véi ngudi huSG8-VL_vl, hu5G8-VL_v2, hu5G8-VL _v3, hu5SG8-VL_v4,
huSG8-VL _v5, va huSG8-VL v6 (SEQ ID NO:41-46, tuong ung) dbi voi gen dong mam
clia ngudi trong tuwong dong IGKV2-29, dugc chi ra trong Bang 11.
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Bang 8

Cac dot bién nguoc Vi, Vi va cac dot bién khac cho 5G8 dugc lam tuong thich

vl nguol
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Bién thé Vi hodc Vi Trinh tw nhan exon Vi hodc Vi | Céc thay doi tir goc khung
nhén (dva trén cac CDR td
hop Kabat/Chothia)

hu5G8-VH v1 (SEQID | Trinh tu nhén s truy cap # Khong

NO:33

AYHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

hu5G8-VH _v2 (SEQ ID | Trinh ty nhan s6 truy cap # H48, H71, H93, H94
NO:34) 4YHM_H aDabi-Fab2b-VH

(SEQ ID NO:28)
hu5G8-VH _v3 (SEQ ID | Trinh tw nhén $0 truy cép # H1, H48, H71, H93, H%4

NO:353)

4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

hu5G8-VH_v4 (SEQ ID
NO:36)

Trinh tu nhén sb truy cap #
4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

H1, H46, H48, H71, H93,
HO94

huSG8-VH_v5 (SEQ ID
NO:37)

Trinh tu nhéan $6 truy cap #
4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

H1, H11, H12, H19, H20,
H46, H48, H71, H76, H80,
H93, H%4

husG8-VH_v6 (SEQ ID
NO:38)

Trinh ty nhén s6 truy cap #
4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

H1, H11, H12, H19, H20,
H23, H46, H48, H71, H76,
H80, H93, H9%4

husG8-VH v7 (SEQ ID
NO:39)

Trinh tu nhan s6 truy cap #
4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

H66, H67, H78, H93, H94

hu5G8-VH v8 (SEQ ID
NO:40)

Trinh tu nhén sb truy cap #
4YHM_H aDabi-Fab2b-VH
(SEQ ID NO:28)

H1, H46, H48, H66, H67,
H71, H78, H93, H%

huSG8-VL vl (SEQID | Trinh tu nhan aDabi-Fab2b-VL khong
NO:41) Acc. 4YHM L # (SEQ ID

NO:31)
huSG8-VL v2 (SEQID | Trinh tu nhdn aDabi-Fab2b-VL L2, L36, L46

NO:42)

s truy cép # 4YHM L (SEQ ID
NO:31)
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Bién thé Vi hodc Vi,

Trinh tu nhin exon Vy hodc VL

Céc thay dbi tir gbc khung
nhén (dua trén cac CDR t0
hgp Kabat/Chothia)

husG8-VL_v3 (SEQ ID
NO:43)

Trinh tu nhin aDabi-Fab2b-VL
Acc. #4YHM_L (SEQ ID NO:31)

L2, L36,L46,L70

hu5G8-VL_v4 (SEQ ID
NO:44)

Trinh tu nhin aDabi-Fab2b-VL
s truy cap # 4YHM_L (SEQ ID
NO:31)

L2,L7,L17,L36,L46,L70

husG8-VL_v5 (SEQ ID
NO:45)

Trinh tu nhin aDabi-Fab2b-VL
s truy cap # 4YHM_L (SEQ ID
NO:31)

L45,L70

husG8-VL_v6 (SEQ ID
NO:46)

Trinh tu nhin aDabi-Fab2b-VL
s truy cép # 4YHM L (SEQ ID
NO:31)

L2, 136, L45,L46,L70
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Bang 9

Dénh s Kabat cac gdc khung (dua vao cac CDR td hop Kabat/Chothia) cho cac

ang cua cac khang thé 5G8 duoc lam

dot bién ngugc va cac dot bién khéac trong chudi n

tuong thich véi nguoi
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Dénh s6 Kabat cac gbc khung (dua vao cdéc CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho cac
dot bién ngugc va cac dot bién khéc trong chudi nhe cua cac khang thé 5G8 duoc lam

tuong thich voi nguoi
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Bang 11

Ty 1é phan tram tinh ngudi cla chudi ning va nhe cua cac khang thé 5G8 duge

lam tuong thich voi nguoi

Bién thé Vi hodc Vi % Tinh ngudi
hu5G8-VH vl (SEQ ID NO:33) 84,4%
hu5G8-VH v2 (SEQ ID NO:34) 81,4%
hu3G8-VH_v3 (SEQ ID NO:35) 80,4%
hu5G8-VH v4 (SEQ ID NO:36) 79.4%
hu5G8-VH_v5 (SEQ ID NO:37) 73.2%
hu5G8-VH_v6 (SEQ ID NO:38) 72,2%
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hu5G8-VH_v7 (SEQ ID NO:39) 87.8%
husG8-VH v8 (SEQ ID NO:40) 82,5%
husG8-VL_v1 (SEQ ID NO:41) 88,0%
husG8-VL_v2 (SEQ ID NO:42) 85,0%
hu5G8-VL_v3 (SEQ ID NO:43) 86,0%
hu5G8-VL_v4 (SEQ ID NO:44) 84,0%
husG8-VL_v5 (SEQ ID NO:45) 90,0%
husG8-VL_v6 (SEQ ID NO:46) 87.0%

Céc vi trf ma tai do cac gbe chinh tic 16p Chothia, vecné, hodc mat phan cach/goi
khac nhau gifta trinh tu nhan cta chudt va trinh ty nhan clia ngudi 1a cac Gmg vién cho dot
bién thé. Céc vi du vé cac gdc chinh tic 16p Chothia bao gdm cac goc Kabat L2, L27B,
L27C, L34, L94, H29, H71, va H94 trong Bang 3 va 4. Vi du vé cic gbc vecné bao gom
cac gbc Kabat 1.2, L36, L46, H27, H28, H29, H30, H48, H71, H78, H93, va H94 trong
Bang 3 va 4. Vidu vé cac gde mat phan cach/g6i (VH+VL) bao gdm cac gbc Kabat 1.34,
1.36, 146, 189,191, H93, va H9S, trong Bang 3 va 4.

Ly do dé lwa chon céc vi tri nay dugc chi ra trong Bang 6 trong ving bién doi chudi
nhe lam Gng vién cho su thé 1a nhu sau.

L2 (12V) la dot bién nguoc clia mot gbc clia gbc chinh tic va vecné.

L7 (T2S) 1a dot bién tir gbc (T), ma la hiém & ngudi & vi tri nay, thanh gbe phd bién
nhat (8).

17 (Q17E) 1a dt bién tir gbe (Q), ma 1a hiém ¢ ngudi ¢ vi tri, nay thanh goc phd
bién nhit (E).

L36 (Y36L) la dot bién nguoc cua géc vecné va mat phan cach.

145 (K45Q) la dot bién thanh gbc IGKV2-29 dong mam.

L46 (G46R) 1a dot bién nguoc cua gde vecné va mat phan cach.

70 (G70D) la dot bién nguoc va la dot bién thanh goc IGKV2-29 dong mam. D
thudng xuat hién & nguoi & vi tri nay.

Co s& cho céc bién thé dugc lam twong thich véi ngudi nhu duge chi ra trong Bang

6 trong vung bién doi chudi nhe 1a nhu sau.
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Hu5G8-VL vIbao gdm vong CDR-L1, 12, vaL3 cua 5G8-VL duge ghép 1én khung
cta aDabi-Fab2b-VL.

Hu5GS-VI, v2 khoi phuc tat ca cac dot bién thé khung & cac vi tri quan trong dé xac
dinh cac 16p chinh tdc Chothia, 12 mdt phan cia ving Vecné, hodc ndm & mat phan cach
mién VH/VL. Vi trf Kabat 2 xéc dinh cdu hinh chinh tac Chothia cua CDR-L1; céc vj tri
Kabat 2, 36, va 46 12 mot phén cua vung Vecné; va cac vi tri Kabat 36 va 46 con khu tra
vio mat phan cach VH/VL. hu5G8-VL_v2 két hop cdc dot bién nguge 12V, Y36L, va
L46R, dé cho phép danh gid su tham gia cua cac vi tri nay vao i luc gin két khdng nguyén
va kha ning gay mién dich.

HuSGS-VIL v3 1a giéng véi huSG8-VL-v2, va khoi phuc thém tit ca cdc dot bién
thé khung & cac vi tri ma tai d6 axit amin 5G8-VL me cua chudt 1a phd bién cao hon trong
céc khang thé ngudi dugc giai trinh tu so véi gbc aDabi-Fab2b-VL. 3 vi tri Kabat 70, goc
5G8-VL 1a phé bién hon trong céc khang thé nguoi so voi gbe aDabi-Fab2b-VL. Hu5G8-
VL v3 két hop dot bién nguoc G70D, ma phuc hoi gbe khung SG8-VL me trong khi lam

tang tinh nguoi cla trinh tu nay.

Hu5G8-VL v4 14 giéng v6i hu5G8-VL-v3, nhung két hop thém cac dot bién thé o
cdc vi tri khung ma tai d6 gde khong phai cia aDabi-Fab2b-VL ciing nhu 5G8-VL la phd
bién nhét trong s6 cac khang thé ngudi duoc giai trinh tu. $ vi tri Kabat 7, gbc phd bién
nhét 12 S, ma khong c6 mit trong aDabi-Fab2b-VL (T) hodc 5G8-VL (T); va ¢ vi tri Kabat
17, gbc phd bién nhat 1a E, ma khong c6 mat trong aDabi-Fab2b-VL (Q) hoac 5G8-VL
(Q). HuSG8-VL_v4 két hop cac dot bién T7S va Q17E, dé lam tang tinh nguoi cua trinh

tu nay.

Hu5GS8-VL v5 bao g6m cac vong CDR-L1, L2, va L3 cta 5G8-VL dugc ghép 1én
khung ciia aDabi-Fab2b-VL, nhu 1a huSG8-VL_v1, va két hop thém cdc dot bién khung
lam cho trinh tu nay tuong dong hon véi gen dong mam bién d6i kappa globulin mién dich
ngudi cu thé. Khung ctia aDabi-Fab2b-VL, va do dévcﬁa hu5G8-VL vl1, ¢6 chung muc do
tuong dong trinh tr cao v6i gen dong mam cua nguoi IGKV2-29, voi cac khac biét ¢ cac
vi tri Kabat 45 va 70. Hu5G8-VL_v5 chura cac dot bién K45Q va G70D, nhu 1a mot chién

luge khac dé 1am ting tinh nguoi cla trinh tu nay.

Hu5GS-VIL v6 chita céc dot bién ciia huSG8-VL-v5, va két hop thém cdc dot bién

duoc dua vao trong hu5G8-VL-v2, khoi phuc tat ca cac dot bién thé khung & cac vi tri quan
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trong dé xac dinh cac 16p chinh tac Chothia, 1a mot phén ctua vung Vecné, hodc khu tra vao

mat phan cach midn VH/VL (cac dot bién nguoc 12V, Y36L, va L46R).

Ly do dé lwa chon céc vi tri dugc chi ra trong Bang 7 trong ving bién ddi chudi

nang lam Gng vién cho su thé 1a nhu sau.

H1 (QIE) la dot bién nguoc va la dot bién lam tang d6 on dinh dé lam giam kha
ning tao thanh pyroglutamat. (Liu, 2011, trén day). S

H11 (V11L) 1a dot bién nguoc. L thuong xuét hién & ngudi & vi tri nay.
H12 (K12V) la dot bién nguoc. V thuong xuat hién & ngudi ¢ vi tri nay.
H19 (K19R) la dot bién ngugc. R thuong xuét hién & ngudi & vi tri nay.
H20 (V20L) 1a dot bién nguoc. L thudng xuét hién & ngudi & vi tri nay.
H23 (K23A) 1 dot bién thanh gdc thuong xuét hién & nguoi ¢ vi tri nay.

H46 (E46D) 1a dot bién bao tdn. E46 duoc du doan 1a xung dot voi K62 ciia CDR-
H2.

H48 (M48]) 1a dot bién nguoc trong ving vecné. I thuong xuat hién & nguoi & vi tri

nay.

H66 (K66R) 1a dot bién thanh gbe dong mam IGHV 1-46. K 1a hiém & nguoi 6 vi tri

nay. R 14 phd bién nhit & vi tri nay.

H67 (A67V) 1a dot bién thanh gbe dong mam IGHV1-46. A 1a hiém ¢ ngudi 6 vi tri

ndy. V 1a phd bién nhét & vi tri nay.
H71 (R71S) la dot bién nguoc cua géc chinh tic va vecné.
H76 (S76N) la dot bién nguoc. N thuong xuét hién & nguoi o vi tri nay.
H78 (A78V) la dot bién thanh gbc dong mam IGHV1-46.
H{0 (M8OL) 1a dot bién nguoc. L thuong xuét hién & ngudi o vi tri nay.

HO93 (T93S hodc T93A) T93S la dot bién nguoc cua géc vecné va mat phan cach.
T93A 13 dot bién thanh gbc dong mam IGHV1-46. T va S la hiém & vi trf nay ¢ nguoi. A
1a phé bién nhit ¢ vi tri ndy & ngudi.

H94 (194P hodc 194R) 194P la dot bién ngugc cua géc chinh tic va vecné. I94R 1a
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@6t bién thanh gbc dong mam IGHV1-46. 1 va P 1a hiém & ngudi & vi tri nay. P 1a pho bién
nhét & vi tri ndy & nguoi.
Co s& cho céc bién thé dugc lam twong thich v&i nguoi nhu dugc chi ra trong Bang

7 trong vung bién dbi chudi ngng la nhu sau.

Hu5G8-VH vI bao gdbm vong CDR-H1, H2, va H3 cua 5G8-VH duoc ghép lén
khung ctia aDabi-Fab2b-VH.

Hu5G8-VH v2 khodi phuc tAt ca cac dot bién thé khung & cac vi tri quan trong dé
xac dinh céc 16p chinh tic Chothia, 1a mot phé“m cua vung Vecné, hodc nam & mat phan
céch midn VH/VL. Céc vi tri Kabat 71 va 94 1an lugt xéc dinh céu hinh chinh tic Chothia
cua CDR-H2 va CDR-H1; c4c vi tri Kabat 48, 71, 93, va 94 1a mot phﬁn ctua vung Vecné;
va vi tri Kabat 93 ndm & mat phan cach mién VH/VL. Hu5G8-VH_v2 két hop cac dot bién
ngugc M481, R71S, T93S, va 194P, dé cho phép dénh gié su tham gia cua cac vi tri nay

vao ai luc gan két khang nguyén va kha nang gay mién dich.

Hu5G8-VH v3 chura cac dot bién nguoc cua hu5G8-VH-v2, va khoi phuc thém dot
bién thé khung & vi tri Kabat 1. O dau cung N cua cac protein, ca E va Q déu dugc biét 1a
tao vong tu phat dé tao ra pyroglutamat; tuy nhién, su chuyén héa tir E xdy ra chdm hon so
v6i tr Q (Liu YD, va dong tac gia, (2011) J Biol Chem. 286(13): 11211-7. ; Schilling S, va
ddng tic gia, (2008) Biol Chem. 389(8):983-91.). HuSG8-VH-v3 két hop dot bién nguoc

Q1E, dé lam giam phan (mg pyroglutamin hoa.

Hu5GS-VH v4 chira céc dot bién nguoc ciia huSG8-VH-v3, va két hop thém cac
dot bién clia cac géc khung ma dugc du doan boi BioLuminate 1a xung dot véi cac CDR.
Trén co s& cac tuong tac van der Waals, E & vi tri Kabat 46 dugce du dodn la xung dot voi

K & vi tri Kabat 62 cia CDR-H2. Hu5G8-VH_v4 két hop dot bién bao ton E46D.

Hu5GS-VH v5 chira céc dot bién clia huSG8-VH-v4, va khoi phuc thém tat ca céc
{0t bién thé khung & cac vi tri ma tai d6 axit amin 5G8-VH me ctia chudt c6 tinh pho bién
cao hon trong céac khang thé nguoi duoc gidi trinh tu so voi gbc aDabi-Fab2b-VH. O cac
vi trf Kabat 11, 12, 19, 20, 76, va 80, gbc 5G8-VH Ia pho bién hon trong céc khang thé
ngudi so véi gbe aDabi-Fab2b-VH. HuSG8-VH_v5 két hop cac dot bién ngwoc V1L,
K12V, K19R, V20L, S76N, va M80L, ma phuc hoi gbc khung SG8-VH me trong khi lam

tang tinh nguo1i cla trinh tu nay.

141



43308 142/313

HuSG8-VH v6 chita cac dot bién ctia hu5G8-VH-v5, va két hop thém céc dot bién
thé & céc vi tri khung ma tai d6 gdc khong phai clia aDabi-Fab2b-VH ciling nhu 5G8-VH
1a pho bién nhét trong s6 cac khang thé nguoi duge giai trinh tu. G vi trf Kabat 23, goc phd
bién nhét 1a A, khong ¢6 mit & aDabi-Fab2b-VH (K) hodc 5G8-VH (T). Hu5G8-VH_v6
két hop dot bién K23A, dé 1am ting tinh nguoi cta trinh tu nay. Trong hu5G8-VH_v6, cac
vi tri Kabat sau day khong dugc gay dot bién thanh gdc phd bién nhét do vi trf ctia ching
trong hodc gan mat phan cach hodc ving Vecné:

o vi tri 66: R 1 phd bién nhét; aDabi-Fab2b-VH (K) va 5G8-VH (K);

o vi tri 67: V 12 phd bién nhat; aDabi-Fab2b-VH (A) va 5G8-VH (A);

o vi tri 93: A 1a phd bién nhit; aDabi-Fab2b-VH (T) va 5G8-VH (8); va

o vi tri 94: R 12 phd bién nhét; aDabi-Fab2b-VH (I) va 5G8-VH (P).

Hu5G8-VH v7 bao gom céc vong CDR-H1, H2, va H3 cua 5G8-VH duoc ghep 1én
khung ctia aDabi-Fab2b-VH, nhu 1a hu5G8-VH_v1, va két hop thém céac dot bién khung
lam cho trinh tu nay trong ddng hon vdi gen dong mam chudi nang bién ddi globulin mién
dich ngudi cu thé. Khung cia aDabi-Fab2b-VH, va do d6 cua huSG8-VH_vl1, c6 chung
mite d6 twong ddng trinh tw cao v&i gen dong mam cua nguoi IGHV1-46, véi céc khac biét
& céc vi tri Kabat 66, 67, 78, 93 va 94. Hu5G8-VH_v7 chita cac dot bién K66R, A67V,
A78V, T93A, vaI94R, nhu 1a mot chién lugc khac dé lam tang tinh nguoi cua trinh tu nay.

HuSGS-VH v8 chita céc dot bién ciia huSG8-VH-v7, va két hop thém cdc dot bién
duoc dua vao trong AuSGS-VH-v2, 3, va 4,...

o khoi phuc tat ca cac dot bién thé khung & cac vi tri quan trong dé xac dinh
cac 16p chinh tdc Chothia. 1a mot phém ctua vung Vecné, hoac nam & mit phén cach mién
VH/VL (céc dot bién nguoc M48I, R71S, A93S, va R94P),

o khdi phuc dot bién thé khung & vi tri Kabat 1 dé lam giam phan ung
pyroglutamin hoa (dot bién nguoc Q1E), va

o két hop cac dot bién cua cac goe khung ma duge du doan boi BioLuminate
1a xung dot véi cac CDR (dot bién bao ton E46D).

Céc trinh tu dugc lam twong thich véi nguoi duoc tao ra bang céch st dung quy

trinh PCR hai bu6c cho phép dua vao nhiéu dot bién, dot bién mét doan, va cac dot bién
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gin xen bang cach st dung k¥ thudt giy dot bién dinh huéng diém QuikChange [Wang,
W. va Malcolm, B. A. (1999) BioTechniques 26:680-682).

Ving bién ddi chudi ning
> 5G8-VH (SEQ ID NO:7)

EVQLQQSGAELVRSGASVRLSCTASGFNIKDYYMHWVRQRPEQGLEWIGWIDPE
NGDTVYAPKFQGKATMTSDTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCSPLDFWGQGTTL
TVSS

>3F4-VH s6 truy cdp 1CR9_H (SEQ ID NO:27)

KVKLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYIQWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGNSEYAPRFQGKATMTADTLSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNADLHDYWGQG
TTLTVSS

>aDabi-Fab2b-VH sé truy cap 4YHM_H (SEQ ID NO:28)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGET
NPRNGGTTYNEKFKGKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTIGTSGYDY
FDYWGQGTLVTVSS

>IGHV1-46 sé truy cap P01743.2 (SEQ ID NO:29)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWMGIIN
PSGGSTSYAQKFQGRVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR

>hu5G8-VH_v1 (SEQ ID NO:33)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLEWMGWI
DPENGDTVYAPKFQGKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTILDFWGQG
TLVTVSS

> hu5G8-VH v2 (SEQ ID NO:34)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLEWIGWID
PENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGT
LVTVSS

> hu5G8-VH_v3 (SEQ ID NO:35)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
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ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

> hu5G8-VH v4 (SEQ ID NO:36)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDY YMHW VRQAPGQGLDWIGWID
PENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGT
LVTVSS

> hu5G8-VH _v5 (SEQ ID NO:37)

EVQLVQSGAELVKPGASVRLSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLDWIGWIDP
ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTNTAYLELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

> hu5G8-VH_v6 (SEQ ID NO:38)

EVQLVQSGAELVKPGASVRLSCAASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLDWIGWIDP
ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTNTAYLELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

>hu5G8-VH_v7 (SEQ ID NO:39

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
DPENGDTVYAPKFQGRVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARLDFWGQ
GTLVTVSS

> hu5G8-VH v8 (SEQ ID NO:40)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLDWIGWID
PENGDTVYAPKFQGRVIMTSDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGT
LVTVSS

Ving bién doi chudi nhe Kappa
>5G8-VL(SEQ ID NO:8)

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKIRRVEAEDLGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKLEI
K

>3F4-VL sb truy cdp 1CR9_L (SEQ ID NO:30)
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DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLIWVFQRPGQSPKRLIFLVS
KRDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPHTVGGGTKLEI
A

>aDabi-Fab2b-VL s6 truy cip 4YHM L(SEQ ID NO:31)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSIVHSDGNIYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVS
YRFSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCFQASHVPYTFGGGTKLEIK

SIGKV2-29 s6 truy cap A2NTV5.2 (SEQ ID NO:32)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYWYLQKPGQSPQLLIYEV
SSRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGIHLP

> hu5G8-VL_vI(SEQ ID NO:41)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPKLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKLEI
K

> hu5G8-VL_v2 (SEQ ID NO:42)

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLEFPYTFGGGTKL
EIK

> hu5G8-VL v3 (SEQ ID NO:43)

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

> hu5G8-VL_v4 (SEQ ID NO:44)

DVVMTQSPLSLSVTPGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

>hu5G8-VL v5 (SEQ ID NO:45)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIYLV
SKL.DSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKLEIL
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>hu5G8-VL_v6 (SEQ ID NO:46)

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPQRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

Vi du 7. Thiét ké c4c khang thé 6A10 dugc lam tuong thich v6i nguoi

Piém khéi dAu dé 1am cho khang thé don dong 6A10 twong thich v6i ngudi 1a khang
thé chudt 6A10. Trinh tu axit amin bién ddi chudi nang cta 6A10 truéng thanh duoc dé
xuét 1a SEQ ID NO:63. Trinh ty axit amin bién doi chudi nhe ciia 6A10 truong thanh dugce
@ xuét 12 SEQ ID NO:64. Trinh tw axit amin CDRI, CDR2, vd CDR3 to hop
Kabat/Chothia chudi ning dwoc d& xuét lan luot 1a SEQ ID NO:65-67. Trinh tu axit amin
CDR1, CDR2, va CDR3 Kabat chudi nhe dugc dé xuat 1an luot 1a SEQ ID NO:68-70. Cach

danh s6 Kabat duoc st dung trong toan bd phan nay.

Kappa bién d6i (Vk) ctia 6A10 thudc phan nhém 2 Kabat chudt ma tuong tng voi
phan nhéom 3 Kabat nguoi va chudi ning bién doi (Vh) thudc phan nhom 2¢ Kabat chudt
ma tuong Umg v6i phan nhom 1 Kabat nguoi [Kabat E.A., va dong tac gia, (1991),
Sequences of Proteins of Immunological Interest, xuét ban lan thir nam. Céng bd NIH 56
91-3242.]. CDR-L1 16 gdc thudc 16p chinh tc 4, CDR-L2 7 gbc thude 16p 1, CDR-L3 9
gbe thude 16p 1 trong Vk [Martin A.C. va Thornton J.M. (1996) J. Mol. Biol. 263:800-
815.]. CDR-HI1 10 gbc thude 1ép 1, CDR-H2 17 gbc thude 16p 1 [Martin & Thornton,
1996]. CDR-H3 khong c6 cac 16p chinh tac.

Céc gbc & mat phan cach giita cac mién Vk va Vh 1a cac gbe thuong duge tim thay,
ngoai trir 93T trong chudi ndng thudng 1a alanin; do do, gbc nay duoc phan tich la dich cho
dot bién nguoc. Tuong tu, 36L trong Vk thuong 14 Y hodc F va 46R thuong 1a L do do,

cac gde nay cling dugc phan tich cho dot bién nguoc.

Viéc tim kiém duoc thuc hién trén cac trinh tu protein trong co s¢ dir liéu PDB
[Deshpande N. va dong tac gia, (2005) Nucleic Acids Res. 33:D233-D237.] dé tim ra céc
chu tric s& cung cip mo hinh cu tric thd cia 6A10. Cau tric tinh thé cta fab khéng thé
[pdb ma 1CR9; SEQ ID NO:30] [Kanyo Z.F. va dong tac gia, (1999) J. Mol. Biol. 293:855-

863.] dugc st dung cho céu triic VK vi né c6 do phan giai tot (2,0A) va twong dong toan
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b0 trinh tu véi 6A10 Vk, giit lai cac chu trc chinh tic gidng nhu vy cho céc vong nay.
Cuing mét ciu tric [pdb ma 1CRY; SEQ ID NO:27] duge sir dung cho cau triic Vh viné ¢6
su twong dong toan bo trinh tu t5t va do phan giai tdt thich hop (2,0A). Ngoai ra, cac CDR-
H1 va H2 ¢6 cing cdc cdu tric chinh tic v6i 6A10 Vh. Phan mém Bioluminate dugc sit
dung dé lap mo hinh cAu trac thd ctia 6A10. Phdn mém nay dugc chuyén giao quyén st

dung tr Schrodinger Inc.

Viéc tim kiém co so dit lidu trinh tu protein khong du thira tir NCBI cho phép lua
chon cac khung nguoi thich hop dé ghép cac CDR chudt vao do. Déi vai VK, ving bién
dbi chudi nhe kappa ngudi ¢6 sé truy cap # ABC66863[SEQ ID NO:83; Shriner, A K., va
ddng tac gia, (2016) 24:7159-7166] dugc chon. Vung ndy c6 ciing cdc 16p chinh tic cho
CDR-L1 va L2. N6 1a mot thanh vién cua phan nhom kappa Kabat nguoi 3. Dbi véi Vh,
ving bién ddi chudi nang ngudi ¢6 sb truy cap# ACR16112 [SEQ ID NO:81;Williams, J.V
va ddng tac gia, (2009) Mol. Immunol. 47:407-414] dugc chon, nd ¢ cung céc 16p chinh

tac. N6 1a thanh vién ctia phan nhom nang Kabat cua nguoi 1.

3 bién thé ving bién ddi chudi ning duge lam twong thich véi nguoi va 3 bién thé
ving bién d6i chudi nhe dugc 1am twong thich véi nguoi dugc tao ra chira cac hoan vi khac
nhau ctia cac dot bién thé, hu6A10-VH_v1, hu6A10-VH_v2, vahu6A10-VH_v3, (SEQID
NO:85-87, twong tng) va hu6A10-VL v1, hu6A10-VL_v2, va hu6A10-VL_v3, (SEQ ID
NO:88-90, trong tng). (Bang 12 va 13). Céc thiét ké VL va VH duoc lam twong thich véi
ngudi dién hinh, ¢ cac dot bién nguoc va cac dot bién khac dua trén cic khung ngudi da
chon, duoc thé hién trong cac Bang 12 va 13, twong ung. Cac vung dugc in dam trong
Bang 12 va 13 thé hién cdc CDR nhu duge xéc dinh bdi T hop Kabat/Chothia. Déu -
trong cac cot & Bang 12 va 13 chi ra khong ¢6 gdc nao & vi tri dugce chi ra. SEQ ID NO:85-
87 va SEQ ID NO:88-90 chira céc dot bién nguoc va céc dot bién khac nhu duge the hién
trong Bang 14. C4c axit amin & cac vi tri trong hu6A10-VH_v1, hu6A10-VH_v2, va
hu6A10-VH v3 duge liét ké trong Bang 15. Céc axit amin ¢ cdc vi tri trong hu6A10-
VL v1, hubA10-VL v2, va hu6A10-VL_v3 duoc liét ké trong Bang 16. Ty I¢ phan trim
tinh nguoi cho cac chudi VH duge lam twong thich véi nguoi hu6A10-VH_v1, hu6Al0-
VH v2, va hu6A10-VH_v3, (SEQ ID NO:85-87, twong umg) ddi v6i gen dong mam cia
ngudi tuong tuong dong IGHV1-2*¥02 (SEQ ID NO:82), va cho céc chudi VL duoc lam
twong thich v6i ngudi hu6A10-VL_vl, hu6A10-VL_v2, va hu6A10-VL_v3 (SEQ ID
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NO:88-90, tuong Urng) d6i v6i gen dong mam cua ngudi trong tuong ddng IGKV2-30*02

(SEQ ID NO:84), dugc thé hién trong Bang 17.
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Bang 14

Cac dot bién nguoc Vu, Vi va cic dot bién khéc cho 6A10 dugce lam twong thich

vo1 nguol
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Bién thé Vi hodc Vi Trinh ty nhan exon Céc thay doi tir gbe

Vy hodc Vi khung nhan (dya trén
cac CDR t6 hop
Kabat/Chothia)
hu6A10-VH vl (SEQ | Trinh tu nhan s6 truy cap# Khong
ID NO:85) ACR16112 (SEQ ID NO:81)
hu6A10-VH_v2 (SEQ | Trinh tu nhén s truy cap# H48
ID NO:86) ACR16112 (SEQ ID NO:81)
hu6A10-VH v3 (SEQ | Trinh tw nhan s6 truy cap# H16, H48, H69, H80
ID NO:87) ACR16112 (SEQ ID NO:81)
hu6A10-VL v1 (SEQ | Trinh ty nhan sO truy cap# Khong
ID NO:88) ABC66863 (SEQ ID NO:83)
hu6A10-VL v2 (SEQ | Trinh tu nhén s truy cap# L46
ID NO:89) ABC66863 (SEQ ID NO:83)
hu6A10-VL v3 (SEQ | Trinh tu nhén sO truy cap# L12,1L17,L46
ID NO:90) ABC66863 (SEQ ID NO:83)
Bang 15

Dénh s6 Kabat cac gbc khung (dua vao cdéc CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho cac
d6t bién nguoc va cac dot bién khac trong chudi ning ctia cac khang thé 6A10 duoc lam

tuong thich véi nguol
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Bang 16

Dénh s Kabat céc gdc khung (dua vao cac CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho cac

khang thé 6A10 duoc lam

d6t bién nguoc va cac dot bién khac trong chudi nhe cua cac

tuong thich véi nguoi

(06:0N dI OHS) €A TA-0TVINY
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(88:ON dI OAS) 1A TA-01VInY

($9:0N dI OHS) 10nyd end JA 01V9

(€8:0N I OHS) £€989904V #dgo Ann 9s ugyu 43 quLL)
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L17
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Bang 17

Ty 1é phan tram tinh ngudi ctia chudi ndng va nhe cua cac khing thé 6A10 duge

lam twong thich v&i ngudi

Bién thé Vi hodc Vi % Tinh ngudi
hu6A10-VH vl (SEQ ID NO:85) 83,7%
hu6A10-VH v2 (SEQ ID NO:86) 82,7%
hu6A10-VH v3 (SEQ ID NO:87) 80,6%
hu6A10-VL vl (SEQ ID NO:88) 90,0%
hu6A10-VL _v2 (SEQ ID NO:89) 89,0%
hu6A10-VL_v3 (SEQ ID NO:90) 87,0%

Céc vi tri ma tai d6 cac gde chinh tic 16p Chothia, gbc vecné, hodc gdc & mat phan
cach/goi khac nhau gitta céc trinh tu nhdn cta chudt va nguoi la cac ung vién cho su thé.
Vi du vé cac gdc chinh tic 16p Chothia bao gbm céc gde Kabat H48 va H93 trong Bang 12
va 13. Vi du vé cac gbc vecné bao gdm céc gbc Kabat trong Bang 12 va 13. Vi du vé cac
géc mdt phan cach/goi (VH+VL) bao gém cac géc Kabat H35, H37, H39, H45, H47, HO1,
H93, H95, H103, L34, 136, L38, L44, 146, 1.87,L.89,L91, 196, va L98, trong Bang 12 va
13.

Ly do dé lua chon céc vi tri nay dugc chira trong Bang 12 trong ving bién d6i chudi
nhe lam tng vién cho su thé 1a nhu sau.

R46L: Day 1a gbc mat phan cich va thuong la L

P12S: P 1 hiém trong khung ngudi & vi tri nay, S 1a ph bién

Q17E: Q 1a hiém trong khung ngudoi & vi tri nay, E 1a phd bién

Ving bién ddi chudi nhe:

ving trudng thanh cua trinh tu axit amin m6A10VL (SEQ ID NO:64)

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDEFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

Trinh tu nhan 6A10 VL sé truy cap #ABC66863 (SEQ ID NO:83)
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DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYKYV
SNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHRPLTFGGGTKVEI
K

>3F4-VL s6 truy cap ICR9 L (SEQ ID NO:30)

DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLIWVFQRPGQSPKRLIFLVS
KRDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPHTVGGGTKLEI
A

>IGKV2-30%02 (SEQ ID NO:84)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYK
VSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPLTFGGGTKV
EIK

>hu6A10-VL vl (SEQ ID NO:88)

DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFGGGTKVEIK

>hu6A10-VL_v2 (SEQ ID NO:89)

DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFGGGTKVEIK

>hu6A10-VL _v3 (SEQ ID NO:90)

DIVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFGGGTKVEIK

Ly do dé lva chon céc vi tri nay duoc chi ra trong Bang 13 trong ving bién d61 chudi

nang lam Gng vién cho su thé la nhu sau.

M481: Pay 1a gbc chinh tac/twong tac CDR, dugce gdy dot bién nguoc d bao ton
tuong tac CDR.

A16G: Ala 13 hiém trong khung ngudi ¢ vi tri nay, Gly 1a phé bién
T69T: Thr 12 hiém & vi tri nay, Ile 1a phd bién
MS0L: Mic dit Met 1a phd bién, Leu la phd bién nhét & vi trf nay

Vung bién doi chudi nang:
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ving trudng thanh cta trinh tu axit amin m6A10VH (SEQ ID NO:63)

EVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGLNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NDDTEYAPKFQGRATLTTDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCTPLDYWGQGTSV
TVSS

Trinh tu nhan 6A10 VH s truy cap # ACR16112 (SEQ ID NO:84)

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
NPNSGDTNYAQKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLAARPLD
YWGQGTLVTVSS

>3F4-VH sb truy cap 1CR9_H (SEQ ID NO:27)

KVKLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYIQWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGNSEYAPRFQGKATMTADTLSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNADLHDYWGQG
TTLTVSS

> [GHV1-2*02 (SEQ ID NO:82)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
NPNSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARSRRGYY
DFWSGSPEDYWGQGTLVTVSS

>hu6A10-VH v1 (SEQ ID NO:85)

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS

>hu6A10-VH v2 (SEQ ID NO:86)

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS

>hu6A10-VH v3 (SEQ ID NO:87)

QVQLQESGAEVKKPGGSVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTITRDTSISTAYLELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS
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Vi du 8. Thiét ké cac khang thé 8A4 dugc lam tuong thich v6i ngudi

Diém khéi dau dé lam cho khang thé don dong 8A4 tuong thich v6i ngudi 1a khang
thé chudt 8A4. Trinh tu axit amin bién d6i chudi ning clia 8A4 trudng thanh duoc dé xudt
1a SEQ ID NO:91. Trinh tu axit amin bién ddi chudi nhe ctia 8A4 truéng thanh dugc dé
xuét 1a SEQ ID NO:92. Trinh tu axit amin CDR1, CDR2, va CDR3 to hop Kabat/Chothia
chudi nang duoc d& xuat 1an luot 1a SEQ ID NO:93-95. Trinh tu axit amin CDR1, CDR2,
va CDR3 Kabat chudi nhe duoc dé xudt 1dn luot 1a SEQ ID NO:96-98. Cach danh s6 Kabat
dugc sir dung trong toan b phan nay.

Sap xép thang hang cac trinh tu ving bién doi ctia 8A4 véi cac trinh tu lién ing cla
ving bién ddi khang thé tir Kabat, va dong tdc gia (Kabat EA, Wu TT, Foeller C, Perry
HM, Gottesman KS. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest (xuit ban lan
thir 5). Bethesda, MD: National Institutes of Health) chi ra rang ving bién d6i chudi ning
(VH) ctia 8A4 thudc phan nhom VH chudt 2¢, ma tuong Umg v6i phan nhom VH nguoi 1.
Vung bién déi chudi nhe (VL) kappa ctia 8A4 thudc phan nhom Vk chudt 2, ma twong tmg
vGi phdan nhém Vk nguot 2.

Cac CDR cua 8A4 VH va VL duge nhan dién bang cach sir dung quy tic nhan dién
CDR dua trén trinh tu ctia Martin (Martin ACR. (2010) Protein sequence and structure
analysis of antibody variable domains. Trong: Kontermann R va Diibel S (eds). Antibody
Engineering. Heidelberg, Dtc: Springer International Publishing AG.)Sau do cac CDR
dugc phéan vao céac 16p chinh tdc Chothia bang cach sir dung phan téng hop cac gbc quan
trong duoc thé hién trong Bang 3.5 cua Martin:

CDR-HI bao gdm 10 axit amin va la tvong tw v6i 16p chinh tac Chothia 1.
CDR-H2 bao gom 17 axit amin va la twong tu v6i 16p chinh tac Chothia 2.
CDR-H3 bao gom 3 axit amin; khong c6 16p nao cho CDR-H3.

CDR-L1 bao gém 16 axit amin va la twong tw v6i 1op chinh tac Chothia 4.
CDR-L2 bao gom 7 axit amin va thudc 16p chinh tac Chothia 1.

CDR-L3 bao gom 9 axit amin va la tuong tu v6i 16p chinh tac Chothia 1.

Céc gdc & mit phan cich gifta céc mién Vk va Vh 1a cac gbe thuong duoc tim thiy,

ngoai trir 93S trong chudi ning thuong 1 alanin; do do, gbc nay duge phan tich 1a dich cho
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dot bién nguge. Tuong tu, 361 trong vk thuong 1a Y hodc F do do, gbc nay cling duge

phén tich cho cac dot bién nguoc. Ngoai ra, CDR3 chudi nhe c¢6 gbe xystein chua bt cap.

Viéc tim kiém duoc thuc hién trén cac trinh tu protein trong co s& dit liéu PDB
[Deshpande N. va dong tac gia, (2005) Nucleic Acids Res. 33:D233-D237.] dé tim ra cac
chu tric s& cung cdp mo hinh cAu triic tho ctia 8A4. CAu tric tinh thé cta fab khang thé
(pdb ma 3JAU; SEQ ID NO:111) [Ye X, va dong tac gia, (2016) PLoS Pathog.] duoc str
dung cho cau tric Vk vi n6 c6 do phén giai tbt (4,8A) va su twong dong toan bd trinh tu
vdi 8A4 Vk gilt dugc cac cAu tric chinh tic gidng nhu vay cho cac vong nay. Cung mot
cAu truc {pdb ma 3JAU; SEQ ID NO:109} cling dugc su dung cho ciu triic Vh vi né cé su
twong ddng toan bo trinh ty tot va do phan giai tét thich hop (4,8A). Ngoai ra, cdc CDR-
H1 va H2 c6 clng céc ciu tric chinh tdc voi 8A4 VH. Phan mém Bioluminate dugc su
dung dé lap m hinh cAu tric tho ctia 8A4. Phdn mém nay duge chuyén giao quyén str dung

tur Schrodinger Inc.

Viéc tim kiém co s& dir liéu trinh tu protein khong du thira tir NCBI cho phép lua
chon cac khung nguoi thich hop dé ghép cac CDR chudt vao do. Déi vai Vk, ving bién
ddi chudi nhe kappa nguoi ¢6 sb truy cap# ABA26100[SEQ ID NO:112; Rabquer, .B.J.,
va dong tac gia, 2016; Differential variable gene usage between pneumococcal
polysaccharide specific B cells isolated 5-10 days and 4-6 weeks post-vaccination.
Unpublished] dugce chon. Vung ndy c6 cung céac 16p chinh tac cho CDR-L1 va L2 vé&i 8A4
VL caa chudt. N6 1a mot thanh vién cua phan nhom kappa Kabat nguoi 2. i véi Vh,
ving bién dbi chudi nang ngudi cé s6 truy cap# ADU57742 [SEQ ID NO:110; Lantto, J.,
va ddng tac gia, 2011 J. Virol 85:1820-1833] duoc chon; n6 ¢6 cung cac 16p chinh tac voi

8A4 VH ctia chuodt. N6 1a thanh vién cua phan nhom nang Kabat cua nguoi 1.

3 bién thé ving bién d6i chudi nang dugc lam twong thich véi nguoi va 3 bién thé
vung bién dbi chudi nhe duge lam twong thich v&i ngudi duoc tao ra chira cac hoan vi khac
nhau clia cac dot bién thé, hu8A4-VH v1, hu8A4-VH_v2, va hu8A4-VH_v3, (SEQ ID
NO:113-115 tuong tng) va hu8A4-VL vl, hu8A4-VL v2, va hu8A4-VL v3, (SEQ ID
NO:116-118, tuong ung). (Bang 18 va 19). Cac thiét ké VL va VH duoc lam tuong thich
v6i nguoi dién hinh, ¢6 cdc dot bién nguoc va cic dot bién khac dua trén cdc khung nguoi
dd chon, duoc thé hién trong cic Bang 18 va 19, tuong Gng. Cac ving dugc in dém trong

Bang 18 va 19 thé hién cac CDR nhu duge xac dinh béi T hop Kabat/Chothia. Dau -
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trong céc cot & Bang 18 va 19 chirakhong ¢ gbc ndo & vi tri duge chira. SEQ ID NO:113-
115 va SEQ ID NO:116-118 chira cdc dot bién ngugce va céc dot bién khac nhw duge thé
hién trong Bang 20. C4c axit amin & cac vi tri trong hu8A4-VH v1, hu8A4-VH_v2, va

hu8A4-VH_v3 dugc liét ké trong Bang 21. Céc axit amin & cac vi trf trong hu8A4-VL_vl,

hu8A4-VL v2, va huA4-VL v3 dugc liét ké trong Bang 22. Ty 1€ phan trim tinh nguoi
dbi voi cac chudi VH duoc lam twong thich v6éi nguoi hu8A4-VH_v1, hu8A4-VH v2, va

hu8A4-VH v3, (SEQ ID NO:113-115, twong tng) d6i v6i gen dong mam cta ngudi twong
twong dong IGHV1-2%02 (SEQ ID NO:82), va cho cic chudi VL duogc lam tuong thich vai
ngudi hu8A4-VL vl1, hu8A4-VL v2,vahu8A4-VL_v3 (SEQIDNO:116-118, twong ung)
d6i v6i gen dong mam clia ngudi tuong twong dong IGKV2-30*02 (SEQ ID NO:84), dugc

thé hién trong Bang 23.

Bang 18
&
A % a = 8
a 5 g o ot ot
s 2 o 0 <2} @,
H* L o = ~ ™ o
c ~ 3 = < > o d
£ = ~ el & 9 | - -
= 5 O 5 € 2 N = =
e < Q 2 = 2 Q S <+ < <+
g | < g lg5gq | 292 |22 5= |52
Ne e [ < O =z < O = O = Q = O
) @) [ o Z = 3 Z T Z = Z = Z
1 1 Frl D D D D D
2 2 Frl A% I I I A%
3 3 Frl \% A% A% A% \Y
4 4 Frl M M M M M
5 5 Frl T T T T T
6 6 Frl Q Q Q Q Q
7 7 Frl T S S S S
8 8 Frl P P P P P
9 9 Fril L L L L L
10 10 Frl T S S S S
11 11 Frl L L L L L
12 12 Frl S S S S S
13 13 Frl A% A% A% A% A%
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31522 | 8 | g
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Q| & < | £ 8 3 3 E
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104 1105 |Frd [ Q Q Q Q Q
105 | 106 Fr4 G G G G G
106 | 107 Fr4 T T T T T
107 | 108 Frd T L L L L
108 | 109 Fr4 L \Y% A\ A% \Y4
109 | 110 Fr4 T T T T T
110 | 111 Fr4 A% \Y% A\ A\ A\
111 | 112 Fr4 S S S S S
112 | 113 Fr4 S S S S S
Bang 20

181/313

Cac dot bién nguoc Vi, Vi va cac dot bién khac cho 8A4 duoc lam twong thich

v6i nguol
Bién thé Vi hodc Vi Trinh tw nhan exon Vi hodc Céc thay ddi tir goc
Vi khung nhéan (dva trén
cac CDR t6 hop
Kabat/Chothia)
hu8A4-VH vl (SEQ ID | Trinh ty nhin s truy cap# H93

NO:113)

ADUS57742 (SEQ ID NO:110)

hu8A4-VH v2 (SEQ ID
NO:114)

Trinh tu nhén sb truy cap#
ADUS57742 (SEQ ID NO:110)

H12, H16, H20, H68,
H93

hu8A4-VH v3 (SEQ ID
NO:115)

Trinh tu nhén sb truy cap#
ADU57742 (SEQ ID NO:110)

H12, H16, H20, H4g,
H67, H68, H&5
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Bién thé Vi hodc Vi

Trinh tu nhan exon Vy hodc

VL

Céc thay doi tir gdc
khung nhan (dua trén

céc CDR td hop

NO:118)

ABA26100 (SEQ ID NO:112)

Kabat/Chothia)
hu8A4-VL vl (SEQID | Trinh tu nhén ¢6 sO truy cap # | Khong
NO:116) ABA26100 (SEQ ID NO:112)
hu8A4-VL v2 (SEQ ID | Trinh tw nhén c6 sé truy cap # | L17
NO:117) ABA26100 (SEQ ID NO:112)
hu8A4-VL v3 (SEQID | Trinh tu nhéan co s6 truy cap # | L2, L17,L36

Bang 21

Panh s Kabat cac gbe khung (dua vao cac CDR td hop Kabat/Chothia) cho cac

dot bién nguoc va cac dot bién khac trong chudi ning cua cac khang thé 8A4 dugc lam

tuong thich véi nguol
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Bang 22

Dénh sé Kabat cac gc khung (dwa vao cdéc CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho céc

khang thé 8A4 dugc lam

d6t bién nguoc va cac dot bién khéc trong chudi nhe cua cac

tuwong thich véi nguol

(ST1:ON dI OHIS) €A TA-FV8NY

(L1T:ON dI OHFS) ¢A TA-FV8NY

(911:0N I OFS) 1A TA-¥V8NY

(26:0ON dI OHS) 100y end JA vV

(Z11:0N I OFS) 00197V AV #dgo Ann 9s 9o ugyu 1y Yuiiy

#12qeY 99D
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Bang 23

Ty 1€ phén tram tinh ngudi cua chudi nang va nhe cua cac khang thé 8A4 duoc

lam tuong thich v&i nguoi

Bién thé Vi hodc Vi % Tinh ngudi
hu8A4-VH vl (SEQ ID NO:113) 75,3%
hu8A4-VH v2 (SEQ ID NO:114) 75,3%
hu8A4-VH v3 (SEQ ID NO:115) 75,3%
hu8A4-VL vl (SEQ ID NO:116) 89%
hu8A4-VL v2 (SEQ ID NO:117) 88%
hu8A4-VL v3 (SEQ ID NO:118) 88%

Cac vi tri ma tai d6 céc géc chinh tac 16p Chothia, géc vecné, hodc géc & mat phan
cach/g6i khic nhau gitta céc trinh tu nhén cta chudt va nguoi 1a cac tng vién cho su thé.
Vi du vé cac gbe chinh tic 16p Chothia bao gom cac gbe Kabat H24, H26, H29, H34, H54,
H55, H71, H94, 1.2, 125, L27B, L27C, 129, 133, L34, L71, L90, .94, 1.95, va L97 trong
cic Bang 18 va 19 va y. Vi du vé céc gbc vecné bao gdm céc goc Kabat H2, H27, H28,
H29, H30, H47, H48, H49, H67, H69, H71, H73, H78, H93, H94, H103, L2, L4, 135,36,
146, 147, 148, 1.49, L64, 166, 168, L69, L71, va L98, trong Bang 18 va 19. Vi du vé cac
gbc mit phan cach/goi (VH+VL) bao gdm cac gbe Kabat H35, H37, H39, H45, H47, HOL,
HO93, H95, H103, L34, 1.36, 38, L44, L46, .87, .89, 1.91, 1.96, va L98 trong Bang 18 va
19.

Ly do dé lua chon cac vi tri dugc chi ra trong Bang 18 trong vung bién doi chuoi

nhe¢ lam Ung vién cho su thé 1a nhu sau.
12V 1a dot bién ngugc cua gdc chinh tic va Vecné.

Q17E la dot bién dua trén tan s6 vi Q 12 hiém trong khung nguoi ¢ vi trinay va E la

phd bién nhat.
F36L la dot bién nguoc cua géc mat phan cach va Vecné.

Ving bién doi chudi nhe:
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viing truéng thanh ciia 8A4VL chudt (SEQ ID NO:92)

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPCTFGGGTKLEI
K

3JAUVL (SEQ ID NO:111)

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEW YLQKPGQSPKLLIYK
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEADDVGVYYCYQGSHVPYTFGGGTKL
EIK

ABA26100 (SEQ ID NO:112)

DVMTSSSVTGASSCRSSSVYSDGSTWNWRGSRRYDVSTRDSGVDRSGSGSGTDT
KSRVADVGVYYCMDWHTGGTKK

[GKV2-30*02(SEQ ID NO:84)

DIVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLYV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKLEI
K

hu8A4-VL vl (SEQ ID NO:116)

DIVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKLEI
K

hu8A4-VL v2 (SEQ ID NO:117)

DIVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRL
IYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGT
KLEIK

hu8A4-VL v3 (SEQ ID NO:118)

DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKL
EIK

Ly do dé lwa chon céc vi tri ndy dugc chi ra trong Bang 19 trong vung bién d6i chudi
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nang lam Gng vién cho su thé la nhu sau.

K12V la dot bién nguoc va dot bién dua trén tn s6 vi V 1a phé bién & vi tri nay

trong cac khung nguoi.

S16G 14 dot bién dua trén tan s6 vi G 1 phd bién nhat & vi tri nay.

V20L la dot bién ngugc va dot bién dua trén tans6 viL 1a phé bién nhét & vi tri nay.

M48T 1a dot bién nguoc clia gbc Vecné.

167A la dot bién ngugc cia gdc Vecné.

N68T la dot bién dua trén tin s6 vi T 1a phd bién nhét & vi tri nay.

DS5E 1a dot bién dua trén tin sb vi E 1a phd bién nhét & vi tri nay trong cac khung
ngudi. A93S la dot bién nguoc trong hu8A4-VHv1 va hu8A4VH-v2 ciia goc Vecné va mit
phan cach d& bao tdn sy dong goi CDR. Trong hu8A4VH-v3, vi tri Kabat 1a A vi A 1a pho
bién nhét ¢ vi tri nay va S 1a hiém.

Ving bién d6i chudi ning:

Ving truéng thanh cua 8 A4 VH cta chuét (SEQ ID NO:91)

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGDTVYDPQFQDKANITADTSSNTAYLQLSSLTSEGTAVYYCSTLDFWGQGTTL
TVSS

3JAUVH (SEQ ID NO:109)

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGKIDPA
NGNTKYDPKFQDKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCANSNYWFDFDY
WGQGTTLTVSS

ADUS57742 (SEQ ID NO:110)

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSNPVSWVRQAPGQGLEWMGGIIPF
AQKVLGAQRVRDRINITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCATGQQLYSLHY
WGQGTLVTVSS

IGHV1-2*02(SEQ ID NO:82)

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP

ENGDTVYDPQFQDRINITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCSTLDFWGQGTL
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VTVSS
hu®A4-VH v1 (SEQ ID NO:113)

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENGDTVYDPQFQDRINITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCSTLDFWGQGTL
VTVSS

hu8A4-VH v2: (SEQ ID NO:114)

QVQLQQSGAEVVKPGGSVKLSCKASGFNIKDY YIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENGDTVYDPQFQDRITITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCSTLDFWGQGTL
VTVSS

hu8A4-VH v3 (SEQ ID NO:115)

QVQLQQSGAEVVKPGGSVKLSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIDPE
NGDTVYDPQFQDRATITADTSTSTAYMELSGLRSEDTAVYYCATLDFWGQGTLV
TVSS

Vidu 9. Thiét ké cac khang thé 7G6 duge lam twong thich v6i nguoi

Piém khéi diu dé 1am cho khang thé don dong 7G6 tuong thich voi ngudi la khang
thé chudt 7G6. Trinh ty axit amin bién ddi chudi nang cua 7G6 truéng thanh duoc dé xudt
1a SEQ ID NO:119. Trinh tu axit amin bién ddi chudi nhe cia 7G6 truéng thanh duoc dé
xudt 1a SEQ ID NO:120. Trinh ty axit amin CDR1, CDR2, va CDR3 t6 hop Kabat/Chothia
chudining duoc dé xuét 1an luot 12 SEQ ID NO:121-123. Trinh tu axit amin CDR 1, CDR2,
va CDR3 Kabat chudi nhe duoc d& xuét 1in luot 1a SEQ ID NO:124-126. Cach danh sb

Kabat dugc st dung trong toan bo phan nay.

Sap xép thang hang céc trinh tu ving bién ddi ctia 7G6 v6i cdc trinh tu lién ing cla
ving bién dbi khang thé tir Kabat, va dong tdc gia [Kabat EA, Wu TT, Perry H, Gottesman
K, Foeller C. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, xudt ban 1an tha
nim. Cong bd NIH sb 91-3242] chi ra ring ving bién doi chudi ndng (VH) ctia 7G6 thude
phan nhém VH chudt 2¢, ma twong Umg v6i phan nhom VH nguoi 1. Vung bién doi chudi
nhe (VL) kappa ctia 7G6 thudc phan nhém VK chudt 2, ma tuong Gng v6i phan nhom Vk
nguoi 2.

Céc CDR ciia 7G6 VH va VL duoc nhan dién bang cach st dung quy tdc nhan dién
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CDR dua trén trinh tu cia Martin [Martin AC, Thornton JM. (1996) Structural families in
loops of homologous proteins: automatic classification, modeling and application to
antibodies. J Mol Biol. 263:800-15.]. Sau d6 cac CDR dugc phéan vao céac 16p chinh tic
Chothia bang cach st dung phan tong hop cic gbc quan trong dugce thé hién trong Bang

3.5 cua Martin:

CDR-H1 bao gdm 7 axit amin va la tuong tu v6i 16p chinh tic Chothia 1.

CDR-H2 bao gdm 6 axit amin va la twong tu v6i 16p chinh tdc Chothia 2.

CDR-H3 bao gdm 3 axit amin; khong c6 16p nao cho CDR-H3.

CDR-L1 bao gdm 16 axit amin va 1a tuong tw v6i 16p chinh tac Chothia 4.

CDR-L2 bao gdm 7 axit amin va thudc 16p chinh tac Chothia 1.

CDR-L3 bao gdm 9 axit amin va la twong tu vi 16p chinh tac Chothia 1.

Co s& lam tuong thich véi nguoi cho mién bién doi globulin mién dich 7G6

Khang thé chudt Prothena-7G6 (sau day chi goi 1a 7G6) dugc lam twong thich voi
nguoi theo khuon khang thé nhan cua ngudi dugce ky hiéu 1a 3UOT [La Porte, S. L., va
dong tac gia, (2012) J. Mol. Biol. 421:525-536] trong Ngén hang di liéu protein RCSB.
Khudn khang thé nay duoc nhdn dién béng céch tim kiém su tuong déng trinh tu dac hi¢u
khang thé, duoc giéi han & cdc gde mién bién ddi VL (1-110) va VH (1-114). Tim kiém
twrong dong str dung phan mém Schrodinger BioLuminate, phién ban 3.1, phat hanh 2018-
1. Phan mém nay so sanh trinh tu khang thé dich (7G6) véi co so dit liéu dugc lya chon
Schrodinger cua céc trinh tu mién bién d6i ngudi va chudt ma cac cdu truc tinh thé protein
chat lugng cao da dugc cong b cho né.

Chon khudn khang thé nguoi

Khang thé khuon 3U0T [3UOT_VH SEQ ID NO:127; 3U0T_VL SEQ ID NO:138]
¢6 d6 phan giai 2,5 Angstrom, dugc nhan dién trong nhém gdm mot s6 khang thé nguoi c6
¥ 18 tuong ddng hodc twong ddng trinh tir axit amin cao hon 80% véi 7G6 & cac mién bién
d6i VH va VL tuong tmg va ciing c6 cAu tric tinh thé c6 do phan giai thap hon 3.0
Angstroms. Mot s6 khang thé khac trong nhom nay bao g0m (theo mi PDB): 4YVG,
6BOG, 4KY1, 5STZT, 4HCR, va 5K90. 3U0T dugc chon vi su tuong déng trinh tu cao véi
7G6 & cac vi tri trén mat phadn ciach VH/VL nhu dugc danh sb boi Kabat. VH
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[35,37,39,45,47,89,91,93] va VL[44,45,46,47,48,49]. Trong s6 cac gbe & mat phan cach

nay 7G6 va 3UOT chi khéc nhau & VL-45 (R so v6i K) va VH-93 (T so voi A). Su tuong

ddng chung su twong ddng mién bién d6i trong cac ving khung duge xac dinh theo Chothia

ndm trong Bang 24. (Khung Chothia, nguoc lai véi Kabat, két thiic CDR-H2 & vi tri 58).
Bang 24

Su twong dong trinh tu gifta céc mién bién dbi 7G6 va 3UOT

190/313

Vung chtrc Téng s6 cac goc | Tuong dong Tuong dong Khac

nang khung biét
VL 81 7 6 5
VH 89 62 13 14

Axit amin twong déng duoc phan nhém theo do phén cuc va dién tich, tinh thom,
tinh ky nude, hodc thé tich va hinh dang, vi du (LL.M,V), (8,T), (F,Y), (E,Q.D.N). VL ¢6
ty 16 twong dong hodc tuong dong 16n hon 93% trong khung va VH ¢0 ty 1é twong dong
hodc tuong déng 16n hon 84% trong khung. Viéc kiém tra thém xac dinh duoc tinh twong
dong cao cho chudi nhe rat dai CDR-1. Trong s6 20 gbc, 17 gbe gidng nhau va 2 gbc khac
nhau, (D,Y) & VL-7D va (G,A) & VL-29. CAu triic tinh thé cho 3U0T do d6 cung cép tham
chiéu t6t cho hinh dang ctiia CDR L-1.

Céc khéc biét dién hinh gitra 7G6 va 3UOT l1a:

Gdc 89-W trong VL ctia 7G6. Géc nay nam trong mat phan cach VL/VH, tai d6 n6
thay thé F tir 3UOT. Viéc tao md hinh cAu trac ban dau véi BioLuminate Antibody
Prediction tao ra cac céu triic trong d6 W89 c6 mot trong hai chét ddng phan quay chudi
bén. Chl= 0 hodc 90 do. Pong phan quay Ch1=0 dit W89 vudng goc véi mit phan cach
VL/VH. O vi tri nay, W89 tham gia vao nén cua tai lién két khang nguyén va c6 kha nang
tiép xtic van der Waals v6i ca CDR-H3 (cu thé 1a Leu-95 trong VH) va mot sé gbe dugce
bao ton ma néu khong cac gde ndy s& tao thanh mat phan cach VL/VH. Dong phan quay
Ch1=180 hudng chudi bén Tryptophan song song v&i mit phan cach VH/VL: sau d6 nd
khong c¢6 tiép xic v&i CDR-H3 nhung c6 cac tiép xtic van der Waals v6i mot s6 gde dugce
bao tdn khac ma tao thanh mat phan cach VH/VL. Cac bién thé duge lam tuong thich véi
nguol dién hinh cta 7G6 VL st dung huéng ch1=0 cta Trp. Sang ché ciing dé xudt dot

bién cua céc axit amin khung khdc ma c6 ti€p xtc van der Waals v6i W89 ¢ chl = 90
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nhung khong phai ch1=0.

Xystin dugce bao tdn cao & Kabat 92H gan nhu ¢6 & khap noi trong céc nép gap ctia
globulin mién dich, vi n6 tao thanh cAu ndi disulfua v6i Cys 22-Hvy dugc bao tén tuong
duong dimg truée CDR H1. Tuy nhién, trong trinh tw 7G6, cau ndi disulfua nay ctia VH b
gy boi dot bién 94 Cys thanh 94 Ser. Viéc tao md hinh cAu tric ban dau v6i BioLuminate
chi ra céc gbc khung c6 su bién dang nho do cau néi disulfua bi thiéu. Tuy nhién, lién két
disulfua bi gdy khong mang lai tinh linh dong nhiéu hon cho khung peptit & Ser-94-hvy.
Céc bién thé duoc lam tuong thich v6i ngudi dién hinh ciia 7G6 VH bat dau CDR-H3 &
Ser-92 hon 1a Ser-94.

Ngay ca v6i su kéo dai thém hai gdc nay, CDR H3 ctia khang thé 7G6 chi c6 6 goc
axit amin: STSLDF. Su ngdn gon ctia CDR H3 m¢ ra tai lién két khang nguyén va cling
tao ra budng cho dong phan quay W89 ch1=0 mién VL chudi nhe dién hinh dugc nén dua

vao chudi ning.

Cac diém néng cho cac dot bién cta trinh tu nhan ctia nguoi 3UOT 1a cac diém trong
d6 gbe khung khéc véi trinh tu chudt VA goc khung nay ciing ¢6 kha ning cao nhat tao
thanh céc tiép xtc van der Waals v6i cac chit ddng phan quay ctia chudi nhe W89. Céc vi
trf ndy bao gdm: Chudi nang S0W & vi tri khoi ddu ciia CDR2 va cac dot bién hdi bién dién
hinh & chudi nhe 36 (F thanh L), 37(Q thanh L), 45(R thanh K) va 100 (Q thanh G). Trong
modt phuong an, gbc 50W ctia chudt duge st dung trong chudi ning vi n6 1a mot phan cua

CDR-H2.

2 bién thé ving bién dbi chudi nang dwoc 1am twong thich véi ngudi va 8 bién thé
vung bién ddi chudi nhe dugc lam twong thich véi ngudi dugc tao ra chira cdc hoan vi khac
nhau ctia cac dot bién thé, hu7G6-VH vl va hu7G6-VH v2 (SEQ ID NO:139-140, tuong
tng) va hu7G6-VL v1, hu7G6-VL_v2, hu7G6-VL_v3, hu7G6-VL_v4, hu7G6-VL_v5,
hu7G6-VL_v6, hu7G6-VL v7, va hu7G6-VL_v8, (SEQ ID NO:141-148, twong ung).
(Bang 25 va 26). Cac thiét ké VL va VH dugc lam twong thich véi ngudi dién hinh, ¢6 cac
dot bién nguoc va cac dot bién khac dua trén cac khung ngudi da chon, dugc thé hién trong
cac Bang 25 va 26, tuong tng. Cac ving dugc in dam trong Bang 25 va 26 thé hién cac
CDR nhu dwoc xac dinh bai T hop Kabat/Chothia. Dau - trong cac cot & Bang 25 va
26 chi ra khong ¢ gdc nao & vi tri dugce chi ra. SEQ ID NO:139-140 va SEQ ID NO:141-
148 chira cac dot bién ngugce va cac dot bién khac nhu dugc thé hién trong Bang 27. Axit
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amin & c4c vi tri trong hu7G6-VH_v1 va hu7G6-VH_v2 duoc liét ké trong Bang 28. Axit
amin & céc vi tri trong hu7G6-VL_vl, hu7G6-VL_v2, hu7G6-VL_v3, hu7G6-VL_v4,
hu7G6-VL_v5, hu7G6-VL_v6, hu7G6-VL_v7, va hu7G6-VL_v8 dugc li€t ké trong Bang

29. Ty 18 phén tram tinh ngudi cho céc chudi VH duogc lam tuong thich véi nguoi hu7G6-
VH vl, va hu7G6-VH_v2 (SEQ ID NO:139-140, twong tng) déi véi gen dong mam cuia
nguoi twong tuong dong IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO:149), va cho cac chudi VL duoc
lam tuwong thich v&i ngudi hu7G6-VL_v1, hu7G6-VL_v2, hu7G6-VL _v3, hu7G6-VL_v4,
hu7G6-VL_v5, hu7G6-VL_v6, hu7G6-VL_v7, va hu7G6-VL_v8 (SEQ ID NO:141-148,

fwong mg) ddi v6i gen dong mam cua ngudi tuong twong dong IGKV2-30%02 (SEQ ID
NO:84), dugc chi ra trong Bang 30.

Bang 25
g ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~~
IENH I HEEEE
S 2 2|s|ls|s|s|s |88
% s \z |z |z |z |Z z |z |z
o zd|alalaela g8
o é ololo|lolo (9|9 |@
M S = N <5 B <3 N (i R R <3 B [y D@ | @
1+ Qo o |2 |28 |2 2 Q12 |2
= s R o~ |l | n NS ~ | o
*g ¥ = ALE L] 2| ] ol T T
o =] O 5 - =R I R S e el . U D I L
S 212 215E121512.%21% (5213217
E v = = = qu Ne! © O © No No Ne Ne)
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1 1 Frl D D D D D D D D D D
2 2 Frl A% A% A% A% \% \% A% A% A% A\
3 3 Frl A% A% A% \Y \Y \% A% A% Y% \Y%
4 4 Frl M M M M M M | M M M | M
S 5 Frl T T T T T T T T T T
6 6 Frl Q |Q Q |Q |Q |Q |Q Q |Q |Q
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9 9 Frl L L L L L L L L L L
10 10 Frl T S S S S S S S S S
11 11 Frl L L L L L L L L L L
12 12 Frl S P S S S S S S S S |
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Bang 27

Céc dot bién nguoc Vu, VL va cac dot bién khac cho 7G6 dugc lam tuong thich

vO1 nguodl
Céc thay doi tur gbc
L, khung nhén (dua trén cac
Bién thé Vi hodc VL Trinh tu nhan exon Vu hodc Vi ,
CDR to hop
Kabat/Chothia)
Trinh tu nhén c6 so truy cap # | H12, H20, H69, HT76,
hu7G6-VH_v1 (SEQ ID
PDB 3UOT_VH (SEQ ID H78, H80, H81, H92,
NO:139)
NO:137) H93
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Bién thé Vy hodc VL

Trinh tu nhin exon Vu hodc Vi

Cac thay doi tir gbc
khung nhan (dya trén cac
CDR td
Kabat/Chothia)

hop

hu7G6-VH v2 (SEQ ID
NO:140)

Trinh tu nhén c6 s truy cap #
PDB 3U0T_VH (SEQ ID
NO:137)

H12, H20, H38, H69,
H76, H78, H80, HR&I,
H92, H93

hu7G6-VL v1 (SEQ ID
NO:141)

Trinh tu nhan ¢6 s truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQID
NO:138)

L12,L103

hu7G6-VL_v2 (SEQ ID
NO:142)

Trinh tu nhan co sb truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12,L37,L103

hu7G6-VL v3 (SEQ ID
NO:143)

Trinh tu nhan co s0 truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12,L36,L103

hu7G6-VL_v4 (SEQ ID
NO:144)

Trinh tu nhan co s6 truy cap #
PDB 3UO0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12,L36,L37,L103

hu7G6-VL v3 (SEQ ID
NO:145)

Trinh tu nhan cé 36 truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12,145,L103

hu7G6-VL _v6 (SEQ ID
NO:146)

Trinh tu nhan co $6 truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12, L36, L37, L45,
L103

hu7G6-VL_v7 (SEQ ID
NO:147)

Trinh tu nhan co 3d truy cap #
PDB 3U0T VL (SEQ ID
NO:138)

L12,1L100,L103

hu7G6-VL_v8 (SEQ ID
NO:148)

Trinh ty nhan cé 36 truy cap #
PDB 3UOT VL (SEQ ID
NO:138)

L12, L36, L37, L100,
L103
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Bang 28

Dénh s6 Kabat cac gbc khung (dwa vao cac CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho cac
d6t bién nguoc va cac dot bién khac trong chudi ning cua cac khéang thé 7G6 dugc lam

tuong thich véi nguoi

% 8 2 2 2
0 o 4 2 2
S A w» < > >
z g & 2 Z 3 '3 =)
= 'E = T Q — w A [ F
G = e S ool 7T =T
M = T <2 > O g 9 g 9
2 = 2335 | 8% |52 S Z
& = 5 = Z = B8 ElS 2 B
HI12 K \ v \
H20 N L L L
H38 R K R K
H69 M I I I
H76 S N N N
H78 \4 A A A
H80 M L L L
HR1 E Q Q Q
H92 C S S S
H93 A T T T
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Béang 29

Dénh s6 Kabat cac gbc khung (dua vao cdc CDR t6 hop Kabat/Chothia) cho cac

hé 7G6 duoc 1am

dot bién nguoc va cac dot bién khéc trong chudi nhe cua cac khang t

(8% 1:0ON dI OFS) 84 TA-9DLNY

K

(L¥1:ON dI OAS) LA TA-9DLNY

(9¥1:ON dI OFS) 94 TA-9DLNY

(SHT:ON dI OFS) SA TA-9DLNY

(b+1:ON dI OFS) vA TA-9DLNY

(¢F1:ON dI OHS) €4 TA-9DLNY

tuong thich véi nguol

(ZP1:ON dI OFS) Tr TA-9DLNY

(I71:0N dI O4FS) 1A TA-9DLNY

(611:0ON dI OFS) 10nYd e0d "TA 9OL
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(8€T:ON I OFS) TA L0NE ddd # dgd Anny 9s 95 ugyu Ay YuiL)

Q
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#10Qu] 99D
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Bang 30

Ty 1é phan trdm tinh nguoi ciia chudi ndng va nhe cla cac khang thé 7G6 dugc

lam tuong thich v&i nguol

Bién thé Vi hodc Vi % Tinh ngudi
hu7G6-VH vl (SEQ ID NO:139) 77,9%
hu7G6-VH_v2 (SEQ ID NO:140) 76,8%
hu7G6-VL_v1 (SEQ ID NO:141) 89,0%
hu7G6-VL v2 (SEQ ID NO:142) 88,0%
hu7G6-VL_v3 (SEQ ID NO:143) 88,0%
hu7G6-VL_v4 (SEQ ID NO:144) 87,0%
hu7G6-VL v5 (SEQ ID NO:145) 88,0%
hu7G6-VL v6 (SEQ ID NO:146) 86,0%
hu7G6-VL v7 (SEQ ID NO:147) 89,0%
hu7G6-VL_v8 (SEQ ID NO:148) 87,0%

Céc vi tri ma tai d6 cac gbe chinh tac 16p Chothia, gdc vecné, hoic gbc & mit phan
cach/géi khac nhau gitra céc trinh tw nhén ctia chudt va nguoi la cdc tng vién cho su thé.
Vi du vé cac gbc chinh tic 16p Chothia bao gdm gbc Kabat L2 trong Bang 25 va 26. Vi du
vé céc gbe veené bao gdm cac gbc Kabat H66, H67, H69, va L49 trong Bang 25 va 26. Vi
du vé cac gbe mat phan cdch/goi (VH+VL) bao 26m cac gdc Kabat H35, H37, H39, H45,
H47, H93, H95, H97, H103, L34, L36, L39, L44, 145, L46, 187, L89, L91, L96, va L9g,
trong Bang 25 va 26.

Ly do dé lwa chon cac vi tri nay dugc chira trong Bang 25 trong ving bién doi chuoi

nhe lam Ung vién cho su thé 1a nhu sau.
P12S 1a dot bién dwa trén tan s6 vi P 1a hiém trong khung ngudi & vi tri nay.
F36L 1a dot bién nguoc ctia gde & mit phan céch.

Q37L: Dua trén md hinh cau trac Leu c6 thé ¢6 kha nang can tré W89 (VL) va VH
CDR-H3 95Leu, do d6 dot bién ngugc dugce kiém tra.

R45K 1a d6t bién nguoc cua gée & mat phan cach.

Q100G: Q c6 thé c6 kha ndng can tré W89 (VL), do d6, dot bién nguoc Q100G
‘ 212
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duoc kiém tra.
R103K 14 ddt bién dua trén tan sé vi R 13 hiém trong khung ngudi & vi tri nay.
Ving bién ddi chudi nhe:
mAb7G6 VL cua chudt (SEQ ID NO:120)

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKL
EIKR

Trinh tu nhan VL nguoi PDB 3UO0T VL (SEQ ID NO:138)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLYSDAKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYQI
SRLDPGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHYPVLFGQGTRLEI
KR

Trinh tu dong mam cta ngudi IGKV2-30*02 (SEQ ID NO:84)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYK
VSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPLTFGGGTKV
EIK

hu7G6-VL_v1 (SEQ ID NO:141)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v2 (SEQ ID NO:142)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v3 (SEQ ID NO:143)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v4 (SEQ ID NO:144)
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DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v5 (SEQ ID NO:145)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v6 (SEQ ID NO:146)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v7: (SEQ ID NO:147)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKL
EIKR

hu7G6-VL_v8 (SEQ ID NO:148)

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKL
EIKR
Ly do dé lira chon cdc vi tri nay dugc chi ra trong Bang 26 trong ving bién ddi chudi nang
lam ung vién cho su thé 1a nhu sau.

K12V la dot bién nguoc dua trén tan s vi V duge tim thdy thuong xuyén hon so
voi K 6 vi tri nay.

V20L 1a d6t bién nguoc dua trén tan s6 vi L duge tim thdy thuong xuyén hon so véi
V & vi tri nay.

R38K: mé hinh ciu tric du doan 1a Arg c6 thé can trd Tyr91 va c6 thé 6 kha ndng
1a gbc lam on dinh, nhung cling s& kidm tra Lys nhu 1 dot bién nguoc.

MB69I 1a d6t bién nguge dua trén tan s6 vi I duge tim thiy thuong xuyén hon so véi

M & vi tri nay trong cac khung nguoi va ¢ gin véi CDR-H2.
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S76N la dot bién nguoc dua trén tan sb vi N dugc tim thiy thuong xuyén hon so véi

S ¢ vi tri nay trong khung nguoi.

V78A 1a dot bién nguoc dua trén tAn s vi A duogc tim thdy thuong xuyén hon so

v61 V 6 vi tri nay trong khung nguoi.

MSOL 14 dot bién nguoc dua trén tan sd vi L duogc tim théy thuong xuyén hon so

v61i M & vi tri nay trong khung nguoi.

E81Q la dot bién nguoc dua trén tAn sb vi Q duogc tim thiy thudng xuyén hon so

v6i E ¢ vi tri nay trong khung nguoi.

C928S: Trong trinh tu chudt, Ser c6 mét. Binh thuong Cys ¢ vi tri nay tao thanh lién
két disulfua nhung lién két d6 bi gdy & chudt c6 kha ndng tao ra tinh linh dong. Dé bao ton
tinh linh déng vong CDR, bao tdn Ser & vi tri nay bang cach tao ra dot bién nguoc C92S.

A93T la dot bién nguoc cia gbc mit phan cach.
Ving bién dbi chudi nang:
mAb7G6 VH chu¢t (SEQ ID NO:119)

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGETVYDPKFQGKASITSDTSSNTAYLQLRSLTSEDTAVYYSTSLDFWGQGTSVT
VSS

Trinh tu nhan VH ctia ngudi DB 3UOT VH (SEQ ID NO:137)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYYTEAYYIHWVRQAPGQGLEWMGRID
PATGNTKYAPRLQDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCASLYSLPVYW
GQGTTVTVSS

trinh tu dong mam cta ngudi IGHV1-69-2*%01 (SEQ ID NO:149)

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGETVYDPKFQGKASITSDTSSNTAYLQLRSLTSEDTAVYYSTSLDFWGQGTSVT
VSS

hu7G6-VH_v1 (SEQ ID NO:139)

QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENGETVYDPKFQGRVTITRDTSTNTAYLQLSSLRSEDTAVYYSTSLDFWGQGTTV
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TVSS
hu7G6-VH v2 (SEQ ID NO:140)

QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQAPGQGLEWMGWIDP
ENGETVYDPKFQGRVTITRDTSTNTAYLQLSSLRSEDTAVYYSTSLDFWGQGTTV
TVSS

Vidu 10 Lép ban d6 epitop ctia 5G8, 6A10, 8A4, 7G6 va 3D6

Cac peptit dugc biotin hoa gbi 1én nhau mé& rong chiéu dai cta dong dang tau 4RON
(383 axit amin) dugc gin vao cac giéng cua dia ELISA dugc phu streptavidin. Dia dugc
rira va phong bé, va cc dang ctia chudt ctia khang thé 5G8, 6A10, 8A4, 7G6 va 3D6 duge
st dung. Sau khi rtra, khang thé khang chudt dugc lién hop peroxidaza cdy cai ngua dugc
pht 1én dia, sau do xu ly bang OPD (o-phenylendiamin dihydroclorua) dé hién mau. Pia
duoc doc & d6 hip thu 450 nm, v6i nén tir cac giéng loai bd khang thé so cap duoc st dung
lam phép trir mau tréng. Déi vdi cac khang thé 5G8, 6A10, 8A4, 7G6 va 3D6, su lién két
dwong dugc phat hién véi cac peptit kéo dai qua cc axit amin 199-213 va 262-276 cua
SEQ ID NO:3. Céc peptit nay tuong ung v6i cac axit amin 257-271 va 315-329 trong
protein tau nguoi 4R2N ¢6 do dai day du.

Danh muc trinh tu
P10636-8 (SEQ ID NO:1)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPT
EDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGI
GDTPSLEDEAAGHVTQARMYV SKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPG
QKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTP
PTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGG
KVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNI
HHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENA
KAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLA
KQGL

P10636-7 (SEQ ID NO:2)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPT

EDGSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGT
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GSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPK
SGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAP
VPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVP
GGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQ SKIG
SLDNITHVPGGGNKKIETHKL TFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSN
VSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

P10636-6 (tau ngudi 4RON) (SEQ ID NO:3)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEEAGIGD
TPSLEDEAAGHVTQARMYVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQK
GQANATRIPAK TPPAPK TPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPT

REPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGK

VQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIH
HKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAK

AKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAK
QGL

P10636-5 (SEQ ID NO:4)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPT
EDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGI
GDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPG
QKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTP
PTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGG
KVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNTHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLD
NITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSS
TGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

P10636-4 (SEQ ID NO:5)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPT
EDGSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGT
GSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPK
SGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAP
VPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKP
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GGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKT
DHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

P10636-2 (SEQ ID NO:6)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEEAGIGD
TPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQK
GQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPT
REPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGK
VQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNTHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNI
THVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTG
SIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

SEQ ID NO:7; Trinh tu axit amin 5G8 VH cua chudt khong c6 peptit tin hi¢u

EVQLQQSGAELVRSGASVRLSCTASGFNIKDYYMHW VRQRPEQGLEWIGWIDPE
NGDTVYAPKFQGKATMTSDTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCSPLDFWGQGTTL
TVSS

SEQ ID NO:8; Trinh ty axit amin VL 5G8 cua chudt khong c6 peptit tin hi¢u

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKIRRVEAEDLGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKLEI
KR

SEQ ID NO:9: Trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit amin 5G8 VH cua chudt c6
peptit tin hiéu

ATGAAATGCAGCTGGGTCATCTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTATAGGAATCAA
TTCAGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAGGTCAGGGGCC

TCAGTCAGGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAACATTAAGGACTACTATAT

GCACTGGGTGAGGCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGATGGATT
GATCCTGAGAATGGTGATACTGTATATGCCCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCA

CTATGACTTCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACCTGCACCTCAGCAGCCTG
ACATCTGAAGACACTGCCGTCTATTACTGTAGCCCCCTTGACTTCTGGGGCCA

AGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

SEQ ID NO:10: Trinh tu nucleotit ma hoéa trinh tu axit amin VL 5G8 cua chudt ¢6

peptit tin hiéu:
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ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTTTCTGTTAGTACTCTGGATTCGGGAAAC
CAACGGTGATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTG
GACAACCAGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGAT
GGAAAGACATATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGC
GCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACT
GGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCCGCAGAGTGGAGGCTG
AGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACTTTTTCCGTACACGTTC
GGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGG

SEQ ID NO:11: HCDR-1 t6 hop Kabat/Chothia 5G8 ctia chudt
GFNIKDYYMH

SEQ ID NO:12: HCDR-2 Kabat 5G8 ctia chuot
WIDPENGDTVYAPKFQG

SEQ ID NO:13: HCDR-3 Kabat 5G8 cua chudt
LDF

SEQ ID NO:14: LCDR-1 Kabat 5G8 cua chuot
KSSQSL LDSDGKTYLN

SEQ ID NO:15: LCDR-2 Kabat 5G8 ctia chuot
LVSKLDS

SEQ ID NO:16: LCDR-3 Kabat 5G8 cta chudt
WQGTLFPYT

SEQ ID NO:17 HCDR-1 Kabat 5G8 cta chudt
DYYMH

SEQ ID NO:18 HCDR-1 Chothia 5G8 cua chudt
GFNIKDY

SEQ ID NO:19 HCDR-1 Contact 5G8 cua chudt
KDYYMH

SEQ ID NO:20 HCDR-2 Chothia 5G8 cua chudt
219



43308 220/313

DPENGD

SEQ ID NO:21 HCDR-2 AbM 5G8 ciia chudt
WIDPENGDTV

SEQ ID NO:22 HCDR-2 Contact 5G8 ctia chudt
WIGWIDPENGDTV

SEQ ID NO:23 HCDR-3 Contact 5G8 ctia chudt
SPLD

SEQ ID NO:24 LCDR-1 Contact 5G8 ctia chudt
KTYLNWL

SEQ ID NO:25 LCDR-2 Contact 5G8 ctia chudt
RLIYLVSKLD

SEQ ID NO:26 LCDR-3 Contact 5G8 ctia chudt
WQGTLFPY

SEQ ID NO:27 >3F4-VH

KVKLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYIQWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGNSEYAPRFQGKATMTADTLSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNADLHDYWGQG
TTLTVSS

SEQ ID NO:28 >aDabi-Fab2b-VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGET
NPRNGGTTYNEKFKGKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTIGTSGYDY
FDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:29 >IGHV1-46

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWMGIIN
PSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR

SEQ ID NO:30 >3F4-VL

DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLIWVFQRPGQSPKRLIFLVS

KRD SGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPHTVGGGTKLEI
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SEQ ID NO:31 >aDabi-Fab2b-VL

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSIVHSDGNIYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVS
YRFSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCFQASHVPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:32 >IGKV2-29

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYWYLQKPGQSPQLLIYEV
SSRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGIHLP

SEQ ID NO:33 > hu5Gg8-VH._vl

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
DPENGDTVYAPKFQGKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTILDFWGQG
TLVTVSS

SEQ ID NO:34 > hu5G8-VH_v2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHW VRQAPGQGLEWIGWID
PENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCSPLDFWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO:35 hu5G8-VH_v3

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:36 > hu5G8-VH_v4

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLDWIGWID

PENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO:37 > hu5G8-VH_v5

EVQLVQSGAELVKPGASVRLSCKASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLDWIGWIDP
ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTNTAYLELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:38 > hu5G8-VH_v6
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EVQLVQSGAELVKPGASVRLSCAASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLDWIGWIDP
ENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSTNTAYLELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:39 > hu5G8-VH_v7

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
DPENGDTVYAPKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARLDFWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:40 > hu5G8-VH_v8

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDY YMHWVRQAPGQGLDWIGWID
PENGDTVYAPKFQGRVTMTSDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCSPLDFWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO:41 > hu5G8-VL _vl

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPKLLIYLV
SKIL.DSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKLEI
K

SEQ ID NO:42 > hu5G8-VL_v2

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTGFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

SEQ ID NO:43 > hu5GS8-VL v3

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

SEQ ID NO:44 > hu5G8-VL v4

DVVMTQSPLSLSVTPGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EFIK

SEQ ID NO:45 > hu5G8-VL_v5
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DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNW YLQKPGQSPQLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPY TFGGGTKLEI
K

SEQ ID NO:46 > hu5G8-VL_v6

DVVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPQRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTLFPYTFGGGTKL
EIK

SEQ ID NO:47 > Trinh tu axit amin 5G8 VH cua chudt c6 peptit tin hiéu

MKCSWVIFFLMAVVIGINSEVQLQQSGAELVRSGASVRLSCTASGEFNIKDY YMH
WVRQRPEQGLEWIGWIDPENGDTVYAPKFQGKATMTSDTSSNTAYLHLSSLTSE
DTAVYYCSPLDFWGQGTTLTVSS

SEQ ID NO:48 > trinh ty axit amin 5G8 VL ctia chudt c6 peptit tin hi¢u

MMSPAQFLFLLVLWIRETNGDVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGK
TYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKIRRVEAEDLGV
YYCWQGTLFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:49 >: trinh ty axit amin m6A10VH:

MKCSWVIFFLMAVVIGINSEVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGLNIKDY YIH
WVKQRPEQGLEWIGWIDPENDDTEYAPKFQGRATLTTDTSSNTAYLQLSSLTSE
DTAVYYCTPLDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO:50 : trinh ty axit amin m6A10VL:

MMSPAQFLFLLVLWIRETNGDVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGK
TYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGV
YYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKR

SEQ ID NO:51 : trinh ty axit amin m7G6VH:

MKCSWVIFFLMAVVTGVNSEVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIH
WVKQRPEQGLEWIGWIDPENGETVYDPKFQGKASITSDTSSNTAYLQLRSLTSED
TAVYYSTSLDFWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO:52 trinh ty axit amin m7G6VL:
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MMSPAQFLFLLVLWIRETNGDVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSTQSLLDSDGK
TYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGV
YYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKR

SEQ ID NO:53 trinh ty axit amin m8A4VH:

MKCSWVIFFLMAVVTGVNSEVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDY YIH
WVKQRPEQGLEWIGWIDPENGDTVYDPQFQDKANITADTSSNTAYLQLSSLTSE
GTAVYYCSTLDFWGQGTTLTVSS

SEQ ID NO:54 trinh ty axit amin m8A4VL:

MMSPAQFLFLLVLWNRETNGDVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGK
TYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGV
YYCWQGTHFPCTFGGGTKLEIKR

SEQ ID NO:55; Trinh ty axit amin 3D6 VH cua chudt:

EVQLQQSGADLVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPE
NGDTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTL
TVSS

SEQ ID NO:56; HCDR1 Kabat/Chothia 3D6 cua chudt:
GFNIKDYYLH

SEQ ID NO:57; HCDR2 Kabat 3D6 cta chudt:
WIDPENGDTVYDPKFQG

SEQ ID NO:58; HCDR3 Kabat 3D6 cua chudt:

LDF

SEQ ID NO:59; trinh tu axit amin 3D6 VL cua chuot:

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KR

SEQ ID NO:60; LCDR1 Kabat 3D6 cua chudt:

KSSQSLLDSDGKTYLN
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SEQ ID NO:61 ; LCDR2 Kabat 3D6 cua chudt:

LVSKLDS

SEQ ID NO:62 ; LCDR3 Kabat 3D6 cua chudt:

WQGTHFPYT

SEQ ID NO:63 vung truong thanh cua trinh tu axit amin m6A10VH:

EVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGLNIKDY YIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NDDTEYAPKFQGRATLTTDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCTPLDYWGQGTSV
TVSS

SEQ ID NO:64 : vung truéng thanh cta trinh tu axit amin m6A10VL:

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKL.DSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

SEQ ID NO:65 CDR-HI t5 hop Kabat/Chothia 6A10 ctia chudt:
GLNIKDYYIH

SEQ ID NO:66 CDR-H2 Kabat 6A10 ctia chudt:
WIDPENDDTEYAPKFQG

SEQ ID NO:67 CDR-H3 Kabat 6A10 ctia chudt:
LDY

SEQ ID NO:68 CDR-L1 Kabat 6A10 ctia chudt:
KSSQSLLDSDGKTYLN

SEQ ID NO:69 CDR-L2 Kabat 6A10 ciia chudt:
LVSKLDS

SEQ ID NO:70 CDR-L3 Kabat 6A10 ctia chudt:
WQGTHFPYT

SEQ ID NO:71 CDR-HI Kabat 6A10 ctia chudt:

DYYIH
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SEQ ID NO:72 CDR-H1 ‘Chothia 6A10 cta chuot:
GLNIKDY

SEQ ID NO:73 CDR-H1 Contact 6A10 ctia chudt:
KDYYIH

SEQ ID NO:74 CDR-H2 Chothia 6A10 cua chudt:
DPENDD

SEQ ID NO:75 CDR-H2 AbM 6A10 ctia chudt:
WIDPENDDTE

SEQ ID NO:76 CDR-H2 Contact 6A10 cua chudt:
WIGWIDPENDDTE

SEQ ID NO:77 CDR-H3 Contact 6A10 cua chuot:
TPLD

SEQ ID NO:78 CDR-L1 Contact 6A10 cua chudt:
KTYLNWL

SEQ ID NO:79 CDR-L2 Contact 6A10 cua chudt:
RLIYLVSKLD

SEQ ID NO:80 CDR-L3 Contact 6A10 cua chudt:
WQGTHFPY

SEQ ID NO:81 Trinh tu nhan VH 6A10 sb truy cdp # ACR16112:

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
NPNSGDTNYAQKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLAARPLD
YWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:82 trinh ty dong mam ctia ngudi [GHV1-2%02:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWI
NPNSGGTNYAQKFQGRVIMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARSRRGYY
DFWSGSPEDYWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NO:83 Trinh tu nhdn 6A10 VL sb truy cap # ABC66863:

DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYKV
SNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHRPLTFGGGTKVEI
K

SEQ ID NO:84 trinh ty dong mam cta ngudi IGKV2-30%02:

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSL VHSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYK
VSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPLTFGGGTKV
EIK |

SEQ ID NO:85 hu6A10-VH_vl1:

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:86 hu6A10-VH_v2:

QVQLQESGAEVKKPGASVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTTTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:87 hu6A10-VH_v3:

QVQLQESGAEVKKPGGSVKVSCKASGLNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIDP
ENDDTEYAPKFQGRVTITRDTSISTAYLELSRLRSDDTAVYYCARLDYWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:88 hu6A10-VL_vl1:

DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKVEI
K

SEQ ID NO:89 hu6A10-VL_v2:

DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGK TYLNWFQQRPGQSPRLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKVEI
K
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SEQ ID NO:90 hu6A10-VL_v3:

DIVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRLLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKVEI
K

SEQ ID NO:91 vung truéng thanh cia 8A4VH cua chudt:

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGDTVYDPQFQDKANITADTSSNTAYLQLSSLTSEGTAVYYCSTLDFWGQGTTL
TVSS

SEQ ID NO:92 vung trudéng thanh cua 8A4VL cua chudt:

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLV
SKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPCTFGGGTKLEI
K

SEQ ID NO:93 CDR-H1 t6 hop Kabat/Chothia 8 A4 ctia chudt:
GFNIKDYYIH

SEQ ID NO:94 CDR-H2 Kabat 8 A4 cua chudt:
WIDPENGDTVYDPQFQD

SEQ ID NO:95 CDR-H3 Kabat 8A4 cta chudt:
LDF

SEQ ID NO:96 CDR-L1 Kabat 8A4 cta chudt:
KSSQSLLDSDGKTYLN

SEQ ID NO:97 CDR-L2 Kabat 8A4 cua chudt:
LVSKLDS

SEQ ID NO:98 CDR-L3 Kabat 8A4 cua chu6t:
WQGTHFPCT

SEQ ID NO:99 CDR-H1 Kabat 8 A4 cua chuot:
DYYIH

SEQ ID NO:100 CDR-H1 Chothia 8A4 ctia chudt:
228
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GFNIKDY

SEQ ID NO:101 CDR-H1 Contact 8A4 cua chudt:
KDYYIH

SEQ ID NO:102 CDR-H2 Chothia 8A4 cua chudt:
DPENGD

SEQ ID NO:103 CDR-H2 AbM 8A4 ctia chu6t:
WIDPENGDTV

SEQ ID NO:104 CDR-H2 Contact 8 A4 ctia chudt:
WIGWIDPENGDTV

SEQ ID NO:105 CDR-H3 Contact 8A4 cua chudt:
STLD

SEQ ID NO:106 CDR-L1 Contact 8A4 cua chudt:
KTYLNWL

SEQ ID NO:107 CDR-L2 Contact 8A4 cua chudt:
RLIYLVSKLD

SEQ ID NO:108 CDR-L3 Contact 8 A4 cta chudt:
WQGTHEFPC

SEQ ID NO:109 3JAUVH:

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGKIDPA
NGNTKYDPKFQDKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCANSNYWEDEFDY
WGQGTTLTVSS

SEQ ID NO:110 ADUS57742:

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSNPVSWVRQAPGQGLEWMGGIIPF
AQKVLGAQRVRDRINITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCATGQQLYSLHY
WGQGTLVTVSS

SEQID NO:111 3JAUVL:
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DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYK
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEADDVGVYYCYQGSHVPYTFGGGTKL
EIK

SEQ ID NO:112 ABA26100:

DVMTSSSVTGASSCRSSSVYSDGSTWNWRGSRRYDVSTRDSGVDRSGSGSGTDT
KSRVADVGVYYCMDWHTGGTKK

SEQ ID NO:113 hu8A4-VH _vl:

QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFNIKDY YIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENGDTVYDPQFQDRINITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCSTLDFWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:114 hu8A4-VH_v2:

QVQLQQSGAEVVKPGGSVKLSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
ENGDTVYDPQFQDRITITADTSTSTAYMELSGLRSDDTAVYYCSTLDFWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO:115 hu®A4-VH_v3:

QVQLQQSGAEVVKPGGSVKLSCKASGFNIKDY YIHWVRQAPGQGLEWIGWIDPE
NGDTVYDPQFQDRATITADTSTSTAYMELSGLRSEDTAVYYCATLDFWGQGTLV
TVSS

SEQ ID NO:116 hu8A4-VL_vl:

DIVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKLEI
K

SEQ ID NO:117 hu8A4-VL_v2:

DIVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYLV
SKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKLEI
K

SEQ ID NO:118 hu8A4-VL _v3:
DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYL
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VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPCTFGQGTKL
EIK

SEQ ID NO:119 VH mAb7G6 cta chudt:

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGETVYDPKFQGKASITSDTSSNTAYLQLRSLTSEDTAVYYSTSLDFWGQGTSVT
VSS

SEQ ID NO:120 VL mAb7G6 cta chudt:

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKL
EFIKR

SEQ ID NO:121 CDR-H1 t6 hop Kabat/Chothia 7G6 ctia chudt:
GFNIKDYYIH

SEQ ID NO:122 CDR-H2 Kabat 7G6 cua chuot:
WIDPENGETVYDPKFQG

SEQ ID NO:123 CDR-H3 Kabat 7G6 cua chudt:
LDF

SEQ ID NO:124 CDR-L1 Kabat 7G6 cua chudt:
KSTQSLLDSDGKTYLN

SEQ ID NO:125 CDR-L2 Kabat 7G6 cta chudt:
LVSKLDS

SEQ ID NO:126 CDR-L3 Kabat 7G6 cta chudt:
WQGTHFPYT

SEQ ID NO:127 CDR-H1 Kabat 7G6 cta chuot:
DYYIH

SEQ ID NO:128 CDR-H1 Chothia 7G6 cta chudt:

GFNIKDY

231



43308

SEQ ID NO:129 CDR-H1 Contact 7G6 ctia chu6t:

KDYYIH

SEQ ID NO:130 CDR-H2 Chothia 7G6 cua chuodt:

DPENGE
SEQ ID NO:131 CDR-H2 AbM 7G6 cua chuot:

WIDPENGETV

SEQ ID NO:132 CDR-H2 Contact 7G6 cua chudt:

WIGWIDPENGETV

SEQ ID NO:133 CDR-H3 Contact 7G6 cua chudt:

TSLD

SEQ ID NO:134 CDR-L1 Contact 7G6 cua chudt:
KTYLNWL

SEQ ID NO:135 CDR-L2 Contact 7G6 cua chudt:

RLIYLVSKLD

SEQ ID NO:136 CDR-L3 Contact 7G6 cua chudt:

WQGTHFPY

SEQ ID NO:137 Trinh ty nhan VH cua nguoi DB 3U0T_VH:

SEQ ID NO:138 Trinh ty nhan VL cta nguoi PDB 3U0T_VL:

SEQ ID NO:139 hu7G6-VH_v1:
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYYTEAYYIHWVRQAPGQGLEWMGRID
PATGNTKYAPRLQDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCASLYSLPVYW
GQGTTVTVSS '

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLYSDAKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYQI
SRLDPGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHYPVLFGQGTRLEI

QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGFNIKDYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIDP
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ENGETVYDPKFQGRVTITRDTSTNTAYLQLSSLRSEDTAVYYSTSLDFWGQGTTV
TVSS

SEQ ID NO:140 hu7G6-VH_v2:

QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGFNIKDY YIHWVKQAPGQGLEWMGWIDP
ENGETVYDPKFQGRVTITRDTSTNTAYLQLSSLRSEDTAVYYSTSLDFWGQGTTV
TVSS

SEQ ID NO:141 hu7G6-VL_vl:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:142 hu7G6-VL_v2:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:143 hu7G6-VL_v3:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:144 hu7G6-VL_v4:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:145 hu7G6-VL_v5:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPKRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:146 hu7G6-VL _v6:
DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYL
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VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKL
EIKR

SEQ ID NO:147 hu7G6-VL_vT7:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWFQQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKL
EIKR

SEQ ID NO:148 hu7G6-VL_v8&:

DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSTQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYL
VSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHEFPYTFGGGTKL
EIKR

SEQ ID NO:149 trinh tu dong mam ctia ngudi IGHV1-69-2*01

EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFENIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPE
NGETVYDPKFQGKASITSDTSSNTAYLQLRSLTSEDTAVYYSTSLDFWGQGTSVT
VSS
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YEU CAU BAO HOQ
1. Khéang thé gin két v6i tau nguoi, bao gom:

ba chudi ndng CDR c¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:7 va ba chudi nhe CDR c¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO:8; hodc

ba chudi nang CDR c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 55 va ba chudi nhe CDR ¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 59.

2. Khéng thé theo didm 1, bao gdm ving bién ddi chudi ning bao gdm ba CDR chudi nang
duoc x4c dinh theo Kabat la SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:12, va SEQ ID NO:13, va vung
bién d6i chudi nhe bao gém ba CDR chudi nhe dugc xac dinh theo Kabat 1a céac trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 14 dén SEQ ID NO: 16.

3. Khéng thé theo diém 2, trong d6 khéng thé nay la khang thé duoc lam twong thich véi
ngudi bao gdm ving bién d6i chudi ning duge lam twong thich véi ngudi va ving bién ddi

chudi nhe duogc lam twong thich v4i ngudi.

4. Khang thé theo diém 3, trong d6 cac vi trf H1, H11, H12, H19, H20, H23, H46, H48,
H71, H76, H80, H93, va H94 trong vung bién doi chudi ning dugc lam tuong thich véi
ngudi lan luot bi chiém bsi E, L, V,R, L, A, D, L, S, N, L, S, va P; va/hodc trong d6 cic vi
tri 12, L7, 117, 136, L46, L70 trong ving bién d6i chudi nhe duge lam tuong thich véi
ngudi 1an luot bi chiém bsi V, S, E, L, R, va D.

5. Khang thé theo diém 3, trong d6 ving bién ddi chudi nang duge lam twong thich voi
nguoi ¢o trinh tw axit amin la trinh tu bét ky trong s6 cac trinh tw néu trong SEQ ID NO:
33 dén SEQ ID NO: 40 va ving bién doi chudi nhe duge lam twong thich véi nguoi c6
trinh tu axit amin la trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 41 dén SEQ
ID NO: 46.

6. Khang thé theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 5 1a khang thé nguyén ven.
7. Khang thé theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5 1a mot doan gan két.

8. Khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 3 dén S, trong d6 ving bién ddi chudi
nhe dugc lam tuong thich véi nguoi duge dung hop véi ving hang dinh chudi nhe va ving
bién ddi chudi ning duge lam twong thich v6i nguoi duge dung hop véi ving hang dinh

chudi ning.
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9. Khang thé theo diém 8, trong d6 ving hing dinh chudi ning thudc isotyp IgG1.

10. Khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong d6 khang thé nay thudc
isotyp 1gG2 hodc IgG4 ctia nguoi.

11. Dugc pham chira khiang thé nhu duoc x4c dinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir

1 dn 10 va chit mang dugc dung.

12. Axit nucleic ma hoa vung bién doi chudi ning va/hodc ving bién doi chudi nhe cua

khang thé nhu dugc xac dinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 10, hodc vecto
e

bicu hién tai to hop bao gdm axit nucleic, hodc té bao chi dugc bién nap vecto bicu hién

tai to hop.

13. Phuong phap in vitro dé 1am cho khang thé chudt tuong thich véi nguoi, phuong phéap

ndy bao gdm céc budc:
(a) chon mdt hoac nhiéu khang thé nhan;
(b) xéc dinh cac géc axit amin cua khang thé chudt can duoc giit lai;

(c) téng hop axit nucleic ma héa chudi ning duoc lam twong thich v6i nguoi chira
cac CDR ctia chudi ning khang thé chudt va axit nucleic ma héa chudi nhe dugc lam twong

thich v6i nguoi chtra cac CDR ctia chudi nhe khang thé chudt; va

(d) bidu hién cac axit nucleic nay trong té bao chu dé san sinh ra khang thé dugc

lam tuong thich v&i ngudi;
trong d6 khang thé chudt nay khac biét & chd:

viing bién d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 7 va ving bién d6i chudi nhe néu

trong SEQ ID NO:8; hodc

ving bién d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 55 va vung bién d6i chudi nhe néu

trong SEQ ID NO: 59.
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Tén ko (M5 kq(s) kp (nM)
306 258 x 108 | 1,19 x 10 0,46
1H8 507 x108 | 5,61 x102 11,1
3H8 471108 | 141 x 1063 3.0
ler] 3,75 %105 | 2,54 x40 6,78
602 3,83 x108 | 3,18 x 102 8,29
78 5.76 x 105 | 3,32 x40 5,77
8A4 5.99 x 108 2,27 x40 3,8
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Tharm tach: khing thé
da dong khing tau
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Leu

Thr

Pro

Thr

Asn

250

Asp

Lys

237

Met

Gly

Leu

Pro

Glu

75

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Pro

Val

Glu

235

Lys

Asn

Pro

Glu

Gly

Lys

Gly

60

Glu

His

Ser

Thr

Thr

140

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

220

Asn

Lys

Ile

Val

Asp

Tyr

Glu

45

Ser

Ala

vVal

Asp

Pro

125

Arg

Gly

Ser

Pro

Lys

205

Met

Leu

Leu

Lys

Asp

His

Thr

30

Ser

Glu

Gly

Thr

Asp

110

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

190

Ser

Pro

Lys

Asp

His

270

Leu

Ala

15

Met

Pro

Thr

Ile

Gln

95

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

175

Thr

Pro

Asp

His

Leu

255

Val

Ser

Gly

His

Leu

Ser

Gly

80

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

160

Thr

Arg

Ser

Leu

Gln

240

Ser

Pro

Lys

253/313



val

Gly

305

vVal

Gly

Ala

Val

Thr

385
Asp

Thr

290

Gly

Gln

Gly

Lys

Val

370

Gly

Glu

<210>

<211>

<212>

<213>
<400>

275

Ser

Gln

Ser

Asn

Ala

355

Ser

Ser

Val

383

PRT

Homo

3

Met Ala Glu

1
Thr

Gln

Gly

Thr

65

Asp

Arg

Ile

Glu

Tyr

Asp

Ile

50

Gln

Lys

Gly

Pro

Pro

130

Gly

Gln

35

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

115

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

340

Lys

Gly

Ile

Ser

Cys

Glu

Ile

325

Lys

Thr

Asp

Asp

Ala
405

sapiens

Pro

Leu

20

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

100

Lys

Lys

Arg

5

Gly

Gly

Thr

Met

Lys

85

Pro

Thr

Ser

Gly

Val

310

Ile

Asp

Thr

Met

390

Ser

Gln

Asp

Asp

Pro

Val

70

Gly

Pro

Pro

Gly

Ser

295

Lys

Ser

Glu

His

Ser

375

Val

Leu

Glu

Arg

Thr

Ser

55

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp
135

280

Leu

Ser

Leu

Thr

Gly

360

Pro

Asp

Ala

Phe

Lys

Asp

40

Leu

Lys

Asp

Gln

Ala

120
Arg

43308

Gly

Glu

Asp

His

345

Ala

Arg

Ser

Lys

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Gly

Lys

105

Pro

Ser

Asn

Lys

Asn

330

Lys

Glu

His

Pro

Gln
410

Val

10

Gln

Gly

Asp

Lys

Lys

90

Gly

Lys

Gly

238

Ile

Leu

315

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

395
Gly

Met

Gly

Leu

Glu

Asp

75

Thr

Gln

Thr

Tyr

His

300

Asp

Thr

Thr

val

Ser

380

Leu

Leu

Glu

Gly

Lys

Ala

60

Gly

Lys

Ala

Pro

Ser

140

285

His

Phe

His

Phe

Tyr

365

Asn

Ala

Asp

Tyr

Ala

45

Ala

Thr

Ile

Asn

Pro

125

Ser

Lys

Lys

Val

Arg

350

Lys

Val

Thr

His

Thr

30

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

110

Ser

Pro

Pro

Asp

Pro

335

Glu

Ser

Ser

Leu

Ala

15

Met

Glu

His

Ser

Thr

95

Thr

Ser

Gly

Gly

Arg

320

Gly

Asn

Pro

Ser

Ala
400

Gly

His

Ala

Val

Asp

80

Pro

Arg

Gly

Ser

254/313



Pro Thr

145

Gly

Pro Thr Arg

Ser Pro Ser
Leu
195

Gln

Pro Asp

His

210

Lys

Asp Leu Ser

225

His Val Pro

Leu Ser Lys

Lys Pro Gly
275
Lys Asp

290

Arg

Val
305

Pro Gly

Arg Glu Asn

Lys Ser Pro

val Ser

355

Ser

Thr Leu Ala
370

<210> 4

410

PRT

<211>
<212>
<213> Homo
<400> 4
Met Ala Glu
1

Thr Tyr Gly

Gln Asp Gln

Pro

Glu

Ser

180

Lys

Pro

Asn

Gly

Val

260

Gly

Val

Gly

Ala

Val

340

Thr

Asp

Gly
Pro
165

Ala

Asn

Val

Gly

245

Thr

Gly

Gln

Gly

Lys

325

vVal

Gly

Glu

sapiens

Pro

Leu

20

Arg
5
Gly

Glu Gly

Ser Ser

150

Arg

Lys Lys Val

Lys Ser Arg

Val Ser

200

Lys

Gly Gly

215

Lys

Gln
230

Ser Lys

Gly Ser Val

Ser Lys Cys

Gln Val Glu

280

Ser Lys Ile
295

Asn

310

Lys Lys

Ala Lys Thr

Ser Gly Asp

Ser Ile Asp
360
Val

Ser Ala

375

Gln Glu Phe

Asp Arg Lys

Asp Thr Asp

43308

Arg

Ala

Leu

185

Lys

Val

Cys

Gln

Gly

265

Val

Gly

Ile

Asp

Thr

345

Met

Ser

Glu

Thr Pro Ser
155

Val Val Arg

170

Gln Thr Ala

Ile Gly Ser

Gln Ile Ile
220
Gly Ser Lys
235
Ile Val Tyr
250
Ser Leu Gly

Lys Ser Glu

Ser Leu Asp
300
Glu Thr His
315
His Gly Ala
330

Ser Pro Arg

Val Asp Ser

Leu Ala Lys
380

Leu

Thr

Pro

Thr

205

Asn

Asp

Lys

Asn

Lys

285

Asn

Lys

Glu

His

Pro

365
Gln

Val Met Glu Asp

10

Asp Gln Gly Gly Tyr

25

Ala Gly Leu Lys Glu

239

Thr Pro

160

Pro

Pro

175

Pro Lys
Val
190
Glu

Pro Met

Asn Leu

Lys Lys Leu

Asn Ile Lys
240
Val

255

Pro Asp

Ile
270

His His

Leu Asp Phe

Ile Thr His

Thr Phe

320

Leu

Ile Val

335

Tyr

Leu
350
Gln

Ser Asn

Leu Ala

Gly Leu

His Ala Gly
15

Thr Met His
30

Ser Pro Leu

255/313



Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

145

Gly

Pro

Asp

Arg

Lys

225

Ser

Lys

Ser

Gln

305

Ser

Asn

Ala

Thr
50

Ala
Glu
Pro
Leu
Lys
130
Asp
Gln
Ala
Arg
Ser
210
Val
Arg
Ser
Lys
Lys
290
Val
Lys

Lys

Lys

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Gly

Lys

Pro

Ser

195

Arg

Ala

Leu

Lys

Val

275

Cys

Glu

Ile

Lys

Thr

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp

Lys

Lys

Gly

Lys

180

Gly

Thr

vVal

Gln

Ile

260

Gln

Gly

Val

Gly

Ile

340
Asp

Glu

Thr

Pro

85

Thr

Glu

Asp

Thr

Gln

165

Thr

Tyr

Pro

val

Thr

245

Gly

Ile

Ser

Lys

Ser

325

Glu

His

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

150

Ala

Pro

Ser

Ser

Arg

230

Ala

Ser

Val

Leu

Ser

310

Leu

Thr

Gly

Gly

55

Thr

Lys

Ala

Ala

Thr

135

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Thr

Tyr

Gly

295

Glu

Asp

His

Ala

40

Ser

Ala

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

200

Pro

Pro

Val

Glu

Lys

280

Asn

Lys

Asn

Lys

Glu

43308

Glu

Glu

Ala

Glu

105

His

Ser

Thr

Thr

Ser

185

Gly

Thr

Pro

Pro

Asn

265

Pro

Ile

Leu

Ile

Leu

345
Ile

‘Glu

Asp

Ala

90

Ala

Val

Asp

Pro

Arg

170

Gly

Ser

Pro

Lys

Met

250

Leu

Val

His

Asp

Thr

330

Thr

Val

240

Pro

Val

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Arg

155

Ile

Glu

Pro

Pro

Ser

235

Pro

Lys

Asp

His

Phe

315

His

Phe

Tyr

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys

140

Gly

Pro

Pro

Gly

Thr

220

Pro

Asp

His

Leu

Lys

300

Lys

Val

Arg

Lys

45

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

125

Lys

Ala

Ala

Pro

Thr

205

Arg

Ser

Leu

Gln

Ser

285

Pro

Asp

Pro

Glu

Ser

Glu

Pro

His

Asp

110

Arg

Ala

Ala

Lys

Lys

190

Pro

Glu

Ser

Lys

Pro

270

Lys

Gly

Arg

Gly

Asn

350

Pro

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

Pro

Thr

175

Ser

Gly

Pro

Ala

Asn

255

Gly

Val

Gly

Val

Gly

335

Ala

Val

Ser

vVal

80

Glu

Pro

vVal

Gly

Pro

160

Pro

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Val

Gly

Thr

Gly

Gln

320

Gly

Lys

Val

256/313



355

Ser Gly Asp

370

Ser Ile Asp

385

vVal Ser Ala

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

381
PRT
Homo

5

Met Ala Glu

1

Thr

Gln

Gln

Asp

65

Asp

Arg

Ala

Ala

Lys

145

Lys

Pro

Glu

Ser

Tyr

Asp

Thr

50

Ala

Thr

Met

Lys

Pro

130

Thr

Ser

Gly

Pro

Ala
210

Gly

Gln

35

Pro

Lys

Pro

Val

Gly

115

Pro

Pro

Gly

Ser

Lys

195
Lys

Thr

Met

Ser

Ser

Val

Leu

405

sapiens

Pro

Leu

20

Glu

Thr

Ser

Ser

Ser

100

Ala

Gly

Pro

Asp

Arg

180

Lys

Ser

Arg

5

Gly

Gly

Glu

Thr

Leu

85

Asp

Gln

Ala

Arg

165

Ser

Val

Arg

Pro

Asp

390
Ala

Gln

Asp

Asp

Asp

Pro

70

Glu

Ser

Gly

Lys

Pro

150

Ser

Arg

Ala

Leu

Arg
375

Ser

Lys

Glu

Arg

Thr

Gly

55

Thr

Asp

Lys

Lys

Gly

135

Lys

Gly

Thr

Val

Gln
215

360

43308

His Leu Ser

Pro

Gln

Phe

Lys

Asp

40

Ser

Ala

Glu

Asp

Thr

120

Gln

Thr

Tyr

Pro

vVal

200
Thr

Gln

Gly

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Glu

Ala

Gly

105

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

185

Arg

Ala

Leu

Leu

410

Val

10

Gln

Gly

Glu

Ala

Ala

90

Thr

Ile

Asn

Pro

Ser

170

Leu

Thr

Pro

365

Asn Val Ser Ser Thr Gly

380

Ala Thr Leu Ala Asp Glu

395

Met

Gly

Leu

Pro

Glu

75

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Pro

Val

Glu

Gly

Lys

Gly

60

Glu

His

Ser

Thr

Thr

140

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

220

Asp

Tyr

Glu

45

Ser

Ala

vVal

Asp

Pro

125

Arg

Gly

Ser

Lys
205
Met

His

Thr

30

Ser

Glu

Gly

Thr

Asp

110

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

190

Ser

Pro

Ala

15

Met

Pro

Thr

Ile

Gln

95

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

175

Thr

Pro

Asp

400

Gly

His

Leu

Ser

Gly

80

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

160

Thr

Arg

Ser

Leu

257/313



43308 258/313

Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His Gln
225 230 235 240
Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser
245 250 255
Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro
260 265 270
Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp
275 280 285
Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro
290 295 300
Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe Arg Glu
305 310 315 320
Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser
325 330 335
Pro Val Val Ser Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser
340 345 350
Ser Thr Gly Ser Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr Leu
355 360 365
Ala Asp Glu Val Ser Ala Ser Leu Ala Lys Gln Gly Leu

370 375 380
<210> 6
<211> 352
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly

1 5 10 15

Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His
20 25 30

Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Ala Glu Glu Ala

35 40 45
Gly Ile Gly Asp Thr Pro Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val
50 55 60

Thr Gln Ala Arg Met Val Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp

65 70 75 80

Asp Lys Lys Ala Lys Gly Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro

85 90 95

Arg Gly Ala Ala Pro Pro Gly Gln Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg
100 105 110

Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly

242



Glu

Pro

145

Pro

Ser

Pro

Lys

Asp

225

His

Phe

His

Phe

Tyr

305

Asn

Ala

Pro

130

Gly

Thr

Pro

Asp

His

210

Leu

Lys

Lys

Val

Arg

290

Lys

Val

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

115

Pro

Thr

Arg

Ser

Leu

195

Gln

Ser

Pro

Asp

Pro

275

Glu

Ser

Ser

Leu

7
112

Glu Val Gln

1

Ser Val Arg

Lys

Pro

Glu

Ser

180

Lys

Pro

Lys

Gly

Arg

260

Gly

Asn

Pro

Ser

Ala
340

tao

téng hop

Ser

Gly

Pro

165

Ala

Asn

Gly

Val

Gly

245

Val

Gly

Ala

Val

Thr

325

Asp

Gly

Ser

150

Lys

Lys

Val

Gly

Thr

230

Gly

Gln

Gly

Lys

vVal

310

Gly

Glu

120
Asp Arg
135

Arg Ser
Lys Val
Ser Arg
Lys Ser
200
Gly Lys
215
Ser Lys
Gln Val
Ser Lys
Asn Lys
280
Ala Lys
295
Ser Gly

Ser Ile

Val Ser

43308

125
Ser Gly Tyr Ser Ser
140
Arg Thr Pro Ser Leu
155
Ala Val Val Arg Thr
170
Leu Gln Thr Ala Pro
185
Lys Ile Gly Ser Thr
205
Val Gln Ile Val Tyr
220
Cys Gly Ser Leu Gly
235
Glu Val Lys Ser Glu
250
Ile Gly Ser Leu Asp
265
Lys Ile Glu Thr His
‘ 285
Thr Asp His Gly Ala
300
Asp Thr Ser Pro Arg
315
Asp Met Val Asp Ser
330
Ala Ser Leu Ala Lys
345

Pro
Pro
Pro
Val
190
Glu
Lys
Asn
Lys
Asn
270
Lys
Glu
His
Pro

Gln
350

Gly

Thr

Pro

175

Pro

Asn

Pro

Ile

Leu

255

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

335
Gly

Ser

Pro

160

Lys

Met

Leu

vVal

His

240

Asp

Thr

Thr

vVal

Ser

320

Leu

Leu

Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala

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

20

5

10

25

243

30

15
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43308 260/313

Tyr Met 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 Ala Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ser Pro Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
100 105 110
<210> 8
<211> 113
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>

<223> buoc tdng hop

<400> 8

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile 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 Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Arg Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr Leu Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
Arg
<210> 9
<211> 393

<212> ADN

<213> Nhén tao
<220>

<223> Duoc tdng hop
<400> 9

244



atgaaatgca
gttcagctgce
tgcacagctt
gaacagggcc
ccgaagttcc
cacctcagca
tggggccaag
<210> 10

399
ADN

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 10

atgatgagtc
gatgttgtga
atctcttgca
ttgttacaga
tctggagtcc
cgcagagtgg
tacacgttcg
<210> 11

<211> 10

<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 11

Gly Phe Asn

1

<210> 12
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhan
<220>

<223> Dbuogc
<400> 12

Trp Ile Asp

1
Gly

bugc

gctgggtcat
agcagtctgg
ctggcttcaa
tggagtggat
agggcaaggc
gcctgacatc

gcaccactct

Nhan tao

puoc tdng hop

ctgcccagtt
tgacccagac
agtcaagtca
ggccaggcca
ctgacaggtt
aggctgagga
gaggggggac

tao

téng hop

cttcttcctg
ggcagagctt
cattaaggac
tggatggatt
cactatgact
tgaagacact

cacagtctcc

cctgtttctg
tccactcact
gagcctctta
gtctccaaag
cactggcagt
tttgggagtt

caagctggaa

43308

atggcagtgg
gtgaggtcag
tactatatgc
gatcctgaga
tcagacacat
gccgtctatt

tca

ttagtactct
ttgtcggtta
gatagtgatg
cgcctaatct
ggatcaggga
tattattgct

ataaaacgg

Ile Lys Asp Tyr Tyr Met His

5

tao

téng hop

10

ttataggaat
gggcctcagt
actgggtgag
atggtgatac
cctccaacac

actgtagccc

ggattcggga

ccattggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagatttcac

ggcaaggtac

caattcagag
caggttgtcc
gcagaggcct
tgtatatgcc
agcctacctg

ccttgacttc

aaccaacggt
accagcctcc
tttgaattgg
taaactggac
actgaaaatc

actttttccg

Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Ala Pro Lys Phe Gln

5

10

245

15

261/313

60
120
180
240
300
360
393

60
120
180
240
300
360
399



<210>
<400>
000

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
13

buoc

14

Lys Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Dugc

15

Leu Val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

16

Pugc

16

Trp Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

bugc

17

Asp Tyr Tyr

1

43308

tao

tdng hop

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

5 10

tao

tdng hop

Lys Leu Asp Ser
5

tao

tdng hop

Thr Leu Phe Pro Tyr Thr
5

tao

tdng hop

Met His
5

246

15
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

bugc

18

Gly Phe Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

19

6
PRT
Nhan

puoc

19

Lys Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

bugc

20

Asp Pro Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

21

buoc

21

Trp Ile Asp

1

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

22
13
PRT
Nhan

43308

tao
tdng hop

Ile Lys Asp Tyr
5

tao
tdng hop

Tyr Met His
5

tao
tdng hop

Asn Gly Asp
5

tao
téng hop

Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val
5 10

tao

247
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43308 264/313

<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 22

Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val

1 5 10
<210> 23

<211> 4

<212> PRT

<213> ©Nhé&n tao
<220>

<223> bugc tdng hop
<400> 23

Ser Pro Leu Asp

1

<210> 24
<211> 7
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> PDuogc tdng hop

<400> 24

Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu

1 5
<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> bugc tdng hop

<400> 25

Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp

1 5 10
<210> 26

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Pugc tdng hop

<400> 26

Trp Gln Gly Thr Leu Phe Pro Tyr

2438



1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

27
114
PRT

Mus musculus

27

Lys Val Lys Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Asn

Ser

vVal

Ile

Trp

50

Gly

Gln

Ala

Ser

<210>

<211>
<212>

<213>

<400>

Lys

Gln
35
Ile

Lys

Leu

Asp

28
119
PRT
Homo

28

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Thr

Val

Met

Glu

50

Gly

Glu

Ile

Lys

His

35

Thr

Lys

Leu

Gly

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Leu

100

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

His

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Thr

Val
5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

Asp

Gln

Cys

Arg

Arg

Met

70

Leu

Gly

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

43308

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr

Glu

10

Gly

Glu

Ser

Thr

Asp

90
Gln

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Phe

249

Leu

Phe

Gln

Glu

Leu

75

Thr

Gly

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Arg

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Trp

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Tyr

95
Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Thr Leu Val

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Met

Ile

50

Gly

Glu

Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

115
29
98
PRT
Homo

29

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

30
112
PRT

100
Thr

Val

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Asn

vVal

Ser

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Mus musculus

30

Asp Val Vval

1
Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85

His

Ser Ser

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Gln

Ser

Leu

Phe

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Thr

Arg

Thr

Cys

Ile

Leu

55

Gly

Asp

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

43308

105

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

Ser

25

vVal

Ser

Gly

Gly

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Ser
10

Ser

Phe

Lys

Thr

Val

90
Gly

250

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75
Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr
95

Ile

15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95
Ile

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80
Cys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Ala
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43308 267/313

100 105 110
<210> 31
<211> 112
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

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

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser

20 25 30
Asp Gly Asn Ile Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Tyr Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Ala
85 90 95

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

100 105 110
<210> 32
<211> 100
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 32
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Ser Arg Phe 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 Met Gln Gly
85 90 95
Ile His Leu Pro
100
<210> 33



<211> 112
<212> PRT
<213> Nhan
<220>
<223> Dbuogc
<400> 33
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
Tyr Met His
35
Gly Trp Ile
50
Gln Gly Lys
65
Met Glu Leu
Thr Ile Leu
<210> 34
<211> 112
<212> PRT
<213> Nhan
<220>
<223> Dugc
<400> 34

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ser

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Pro

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

tao

tdéng hop

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Asp
100

tao

téng hop

Leu

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Asp

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Phe

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Phe

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Trp

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Trp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gln

43308

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

252

Val

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

vVal

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Thr

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Trp
50

Gln Gly

65

Met Glu

Ser Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Trp

50
Gln Gly
65

35
112
PRT

Nhan

Puoc

35

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

bugc
36
Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Met Glu Leu

100

tao

téng hop

Leu Val Gln
5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Ala Thr Met
70
Ser Ser Leu
85
Asp Phe Trp
100

tao

téng hop
Leu Val Gln
Val Ser Cys
20

Trp Val Arg
Asp Pro Glu
Ala Thr Met

70

Ser Ser Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

43308

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

253

vVal

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Val

Phe

Gln

Val

Ser

75
Thr

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Asp

Pro

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80
Cys
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Ser Pro Leu

<210>

<211>

<212>

<213>
<220>

<223>

<400>

bugc

37

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ser

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

38
112

buoc

38

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

vVal

Met

Trp
50

Arg

His
35
Ile

Gly Lys

85

43308

90

95

Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100

tao

téng hop

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Asp
100

tao

vVal Gln
5
Ser Cys

Val Arg

Pro Glu

Thr Met
70

Ser Leu

85

Phe Trp

tdng hop

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Glu

Thr Met

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Ala

Gln

Asn

55
Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

254

Leu

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

Leu

Phe

Gln

Val

Ser

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Val

Asn

Gly

Tyr

60
Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

110

Pro

Lys

30

Asp

Pro

Thr

Tyr

val
110

Pro

Lys

30

Asp

Pro

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
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65

Leu Glu Leu

Ser Pro Leu

<210> 39
<211> 112
<212> PRT
<213> Nhan
<220>

<223> bugc
<400> 39

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

buoc

40

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr

Gly

Met

Trp

His
35
Ile

70

43308

75

271/313

80

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

85

90

95

Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

100

tao

tdéng hop

Leu Val Gln

Val Ser Cys
20
Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Val Thr Met
70
Ser Ser Leu
85
Asp Phe Trp
100

tao

tdéng hop

Leu Val Gln
5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gln

Gly

Ala

Ala

40
Gly

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Glu
10
Gly

Gly

Thr

255

val

Phe

Gln

Val

Ser

75

Thr

Leu

vVal

Phe

Gln

Val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

vVal

Lys

Asn

Gly

Tyr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Thr

Lys

Ile

Leu

45
Ala

110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro
Lys
30

Asp

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Lys

vVal

Tyr

95

Ser

Gly
15
Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe



50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ser Pro Leu

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

41
112
PRT
Nhéan

buoc

41

Asp Ile Val

1
Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Lys

35

Leu

Phe

Val

Phe

42

112

PRT

Nhan

Puoc

42

Asp Val Val

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

Val Thr Met

70

Ser Ser Leu

85

Asp Phe Trp

100

tao

téng hop

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

tao

tdng hop

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85
Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

55

Thr Ser

Arg Ser

Gly Gln

Thr Pro

Cys Lys

Asn Trp
40

Leu Val

55

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Met Thr Gln Thr Pro

5

Ser Ile Ser Cys Lys

20

43308

Asp

Glu

Gly
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser Ser Gln Ser Leu

25

60
Thr Ser Thr Ser
75
Asp Thr Ala val
90
Thr Leu Val Thr

Ser Leu Ser Val
10

Ser Gln Ser Leu

Leu Gln Lys Pro
45
Lys Leu Asp Ser
60
Thr Gly Phe Thr
75

Val Tyr Tyr Cys
90

Gly Thr Lys Leu

Ser Leu Ser Val

10

Thr

Tyr

Val
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

272/313

Val Tyr

80
Tyr Cys
95

Ser Ser

Pro Gly
15

Asp Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Gly

95

Ile Lys

Pro Gly
15
Asp Ser

Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

256



Pro
Asp
65

Ser

Thr

Lys
50
Arg

Arg

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

35
Arg

Phe

Val

Phe

buoc

43

Asp Val Vval

1
Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

44

112

PRT

Nhén

buogc

44

Asp Val Vval

1

Glu Pro Ala

Leu

Ser

Glu

Pro

100

tao

téng hop

Ile

Gly

Ala
85
Tyr

Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Met Thr Gln

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

tao

tdng hop

Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly

5
Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85
Tyr

5

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Leu
55
Gly

Asp

Phe

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

40
Val

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

43308

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Lys Leu

Thr Gly
75

val Tyr

90

Gly Thr

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln

Lys Leu

Thr Asp

75

Val Tyr

90
Gly Thr

10

Asp
60
Phe

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

45

Ser
Thr
Cys

Leu

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

vVal

Lys

Gln

95
Ile

Pro

15

Asp

Gln

val

Lys

Gln

95
Ile

15

Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

257
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Asp Gly

Pro Lys

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile

Gln Pro

Asp Gly

Pro Gln

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

bugc

45

Val

Ala

Lys

35

Leu

Phe

Val

Thr Leu Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp Val

Puoc
46
vVal

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

tao

téng hop

Met Thr Gln Thr

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

tao

tdng hop

Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly

43308

25
Trp Leu
40
Val Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gly
105

Pro Leu

Lys Ser

25
Trp Tyr
40

Val Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gly
105

Leu

Lys

Thr

Val

90
Gly

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

vVal

90
Gly

258

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

30
Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Gln

vVal

Lys

Gln

95
Ile

Pro
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95
Ile

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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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 Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln 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 Leu Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 47
<211> 131
<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>
<223> Puogc tdng hop
<400> 47
Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Vval Ile Gly
1 5 10 15
Ile Asn Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
20 25 30
Ser Gly Ala Ser Val Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile
35 40 45
Lys Asp Tyr Tyr Met His Trp Val Arg Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Ala
65 70 75 80
Pro Lys Phe Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95
Thr Ala Tyr Leu His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ser Pro Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Th
115 120 125
Val Ser Ser
130
<210> 48
<211> 132

[



43308 276/313

<212> PRT
<213> ©Nhéan tao
<220>
<223> bPugc tdng hop
<400> 48
Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
1 5 10 15
Glu Thr Asn Gly Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser
20 25 30
Val Thr Ile Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45
Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg
50 55 60
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
65 70 75 80
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95
Thr Leu Lys Ile Arg Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr
100 105 110
Cys Trp Gln Gly Thr Leu Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
115 120 125
Leu Glu Ile Lys

130
<210> 49
<211> 131
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>
<223> bPuoc tdng hop
<400> 49
Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Ile Gly
1 5 10 15
Ile Asn Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
20 25 30
Ser Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Leu Asn Ile
35 40 45
Lys Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Glu Tyr Ala
65 70 75 80

260



Pro Lys Phe
Thr Ala Tyr
Tyr Tyr Cys
115
Val Ser Ser
130
<210> 50
<211> 133
<212> PRT
<213> Nhéan
<220>
<223> Dbuoc
<400> 50

Met Met Ser

1
Glu

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Thr

Leu

50

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
130

<210>

<211>

<212>

<213>
<220>
<223>
<400>

Asn

Ile
35
Asp

Gln

val

Lys

Gln

115

Ile

51

131

PRT

Nhan

Puoc

51

Gln Gly Arg Ala Thr

85

Leu Gln Leu Ser Ser

100

Thr Pro Leu Asp Tyr

tao

tdng hop

Pro

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Gly

Lys

tao

tdng hop

Ala

5

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

85

Ser

Thr

Arg

Gln

vVal

Pro

Gly

Lys

70

Arg

Arg

His

Phe

Val

Ala

Lys

55

Arg

Phe

Val

120

Leu

Met

Ser

40

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

120

43308

Leu

Leu

105
Trp

Phe

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105
Tyr

Thr Thr Asp

90

Thr Ser Glu

Gly Gln Gly

Leu

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

261

Leu

Thr

Cys

Asn

Leu

75

Gly

Asp

Phe

vVal

Pro

Lys

Trp

60

Val

Ser

Leu

Gly

Thr

Asp

Thr
125

Leu

Leu

Ser

45

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
125

Ser

Thr

110

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

110
Gly

Ser
95
Ala

Val

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Asn

Val

Thr

Arg

Ser

Ser

Arg

Asp

80

Phe

Tyr

Lys
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Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Thr Gly

val Asn Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
20 25 30
Pro Gly Ala Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Tle
35 40 45
Lys Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val Tyr Asp
65 70 75 80
Pro Lys Phe Gln Gly Lys Ala Ser Ile Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95
Thr Ala Tyr Leu Gln Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Ser Thr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr
115 120 125
Val Ser Ser
130
<210> 52
<211> 133
<212> PRT
<213> Nhé&n tao
<220>
<223> Dugc tdéng hop
<400> 52
Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
1 5 10 15
Glu Thr Asn Gly Asp Val val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser
20 25 30
Val Thr Ile Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Thr Gln Ser
35 40 45
Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg
50 55 60
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
65 70 75 80
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95
Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr
100 105 110
Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

262



115

Leu Glu Ile
130

<210> 53
<211> 131
<212> PRT
<213> ©Nhéan
<220>
<223> Dbuoc
<400> 53

Met Lys Cys
1

Val Asn Ser
Ala

35

Pro Gly

Lys Asp

50

Tyr

Glu
65

Trp Ile

Pro Gln Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys
115
Val Ser Ser
130
<210> 54
133

PRT

<211>
<212>
<213> Nhan
<220>
<223> buoc
<400> 54
Met Met Ser
1

Glu Thr Asn

Val Thr Ile

Lys

tao

tdng hop

Ser

Glu

20

Leu

Tyr

Gly

Gln

Leu

100

Ser

tao

téng hop

Pro Ala Gln Phe Leu

Arg

Trp

Val

Val

Ile

Trp

Asp

85

Gln

Thr

5

Val

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Leu

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Asp

Ala

Ser

Asp

120

Phe

Gln

Ser

40

Val

Pro

Asn

Ser

Phe
120

Gly Asp Val Val Met

20

Gly Gln Pro Ala Ser Ile

43308

Phe Leu
10
Gln

25

Ser

Cys Lys

Lys Gln

Glu Asn

Ile Thr
90
Leu Thr
105

Trp Gly

Phe Leu
10
Thr Gln

25

263

125

Met Ala Val

Gly Ala Glu

Ala Ser Gly
45
Arg Pro Glu
60
Gly Asp Thr
75
Ala Asp Thr

Ser Glu Gly

Gln Gly Thr
125

Leu Val Leu

Thr Pro Leu

Val

Leu

30

Phe

Gln

Val

Ser

Thr

110
Thr

Trp

Thr
30

279/313

Thr
15

Gly

Val Arg

Asn Ile

Gly Leu

Tyr Asp
80
Ser Asn
95
Ala Val

Leu Thr

Asn Arg
15

Leu Ser

Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser



43308 280/313

35 40 45
Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg
50 55 60
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
65 70 75 80
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95
Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr
100 105 110
Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Cys Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
115 120 125
Leu Glu Ile Lys Arg

130
<210> 55
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 55
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Asp Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Leu Val Lys Leu 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 Ser 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 Thr Leu Thr Val Ser Ser
100 105 110
<210> 56
<211> 10
<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>
<223> bugc tdng hop

264



43308 281/313

<400> 56
Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> ©Nhé&n tao
<220>

<223> bDugc téng hop
<400> 57

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 58

<400> 58

000

<210> 59

<211> 113

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Pugc tdng hop

<400> 59

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile 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 Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu 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

Arg



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

bugc

60

Lys Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

61
9
PRT

Nhan

bugc

61

Leu Val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

62

Trp Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Pugc

63

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Ile His

35

43308

tao
tdng hop

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
5 10 15

tao
tdng hop

Lys Leu Asp Ser
5

tao
tdng hop

Thr His Phe Pro Tyr Thr
5

tao
tdng hop

Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
5 10 15
Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Leu Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

266
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Gly

Gln
65

Leu

Thr

Trp
50
Gly

Gln

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>
<400>

Ile

Arg

Leu

Leu

Puoc

64

Asp Val Vval

1
Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

65

10

PRT

Nhéan

Pugc

65

Gly Leu Asn

1

<210>

<211>

66
17

Asp

Ala

Ser

Asp
100

tao

tdng hop

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

tao

tdng hop

Pro

Thr

Ser

85
Tyr

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85
Tyr

Glu

Leu Thr

70

Leu

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Asn

55

Thr

Gly

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Asp

Thr

Ser

Gln

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

43308

Asp

Asp

Glu

Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90
Gly

Ile Lys Asp Tyr Tyr Ile His

5

10

267

Glu
Ser
75

Thr

Ser

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Tyr
60
Ser

Ala

Val

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Asn

Val

Thr

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Thr

Tyr

vVal
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Ile

15

Asp

Gln

val

Lys

Gln

95
Ile

Phe
Tyr
80

Cys

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> bDugc tdng hop

<400> 66

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Glu Tyr Ala Pro Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 67

<400> 67

000

<210> 68

<211> 16

<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Puoc tdng hop
<400> 68

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

1 5 10 15
<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>

<223> bugc tdng hop
<400> 69

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser

1 5
<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Dugc tdng hop

<400> 70

Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 71

268



<211>
<212>
<213}
<220>
<223>
<400>

buoc

71

Asp Tyr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

72

Gly Leu Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

73

Lys Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Dugc

74

Asp Pro Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

75

43308

tao
tdng hop

Ile His

tao
tdng hop

Ile Lys Asp Tyr
5

tao
tdng hop

Tyr Ile His
5

tao
tdng hop

Asn Asp Asp
5

tao
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43308 286/313

<223> Duoc tdng hop
<400> 75
Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 7o

<211> 13

<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Dugc tdéng hop
<400> 7o

Trp Ile Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 77

<211> 4

<212> PRT

<213> Nhé&n tao
<220>

<223> Duoc tdng hop
<400> 77

Thr Pro Leu Asp

1

<210> 78
<211> 7
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>

<223> bDugc tdng hop
<400> 78

Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu

1 5
<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhé&n tao

<220>

<223> Pugc tdéng hop

<400> 79

Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
1 5 10

270



<210> 80
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhan
<220>

<223> Duoc
<400> 80

Trp Gln Gly
1

<210> 81
<211> 117
<212> PRT
<213> Homo
<400> 81

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys
His

35

Tyr Met

Gly Trp Ile
50
Gln

65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Val Thr Val
115
<210> 82
125

PRT

<211>
<212>
<213> Homo
<400> 82
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Met His

tao

tdéng hop

Thr His
5

sapiens
Gln

Leu

vVal
20

Ser

Trp Val

Asn Pro

Val Thr

Ser Arg
85
Ala Ala
100

Ser Ser

sapiens

Leu Val
5

Val Ser

20

Trp Val

Phe Pro Tyr

Glu Ser Gly

Cys Lys Ala

Gln Ala

40

Arg

Ser
55
Thr

Asn Gly

Thr
70

Arg

Leu Arg Ser

Arg Pro Leu

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

43308

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Asp

Asp
105

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Tyr

Glu
10

Val Lys Lys

Tyr Thr Phe

Gln Gly Leu
45
Asn Tyr Ala
60
Ser Ile Ser
75

Thr Ala Val

Trp Gly Gln

Val Lys Lys

Ser Gly Tyr Thr Phe

25

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu

271

Pro Gly Ala
15

Thr
30

Glu

Gly Tyr

Trp Met

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80
Tyr Tyr
95

Thr

Cys

Gly
110

Leu

Pro Gly Ala
15

Thr Gly Tyr
30

Glu Trp Met
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Gly

Gln

65

Met

Ala

Asp

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

35
Ile

Arg

Leu

Ser

Trp

115
83
112
PRT
Homo

83

Asp Ile Val

1
Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Asn
35
Arg

Phe

Val

Arg

84
112
PRT
Homo

84

Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Asn

Asn

Val

Ser

Arg

100
Gly

Pro

Thr

Arg

85

Arg

Gln

sapiens

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

sapiens

Met

Ser
20
Thr

Thr
5
Ile

Tyr

40
Asn Ser Gly
55
Met Thr Arg
70

Leu Arg Ser
Gly Tyr Tyr

Gly Thr Leu
120

Gln Ser Pro
Ser Cys Arg
Leu Asn Trp
40
Tyr Lys Val
55

Ser Gly Ser
70

Glu Asp Val

Thr Phe Gly

Gln Ser Pro
Ser Cys Arg

Leu Asn. Trp

43308

Gly Thr

Asp Thr

Asp Asp
90

Asp Phe

105

Val Thr

Leu Ser
10

Ser Ser

25

Phe Gln

Ser Asn

Gly Thr

Gly Vval
90

Gly Gly
105

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Ser

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

45
Ala

Ser

Val

Gly

Ser

125

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Leu Ser Leu Pro Val

10
Ser Ser

25

Gln Ser Leu

Phe Gln Gln Arg Pro

272

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Thr

val
30

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys

95

Pro Glu

Leu Gly
15
Tyr Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Gly

95

Ile Lys

Leu Gly
15

His Ser

Gly Gln Ser
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35

Pro Arg Arg

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Trp

50
Gln Gly
65

Phe

Val

Trp

buoc
85
Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Met Glu Leu

Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val
1

Ser Val

Leu

86
112
PRT

Nhan
buoc
86

Gln

Lys

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Leu Thr
100

tao

tdng hop

Leu Gln Glu

Val Ser Cys
20
Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Val Thr Thr
70
Ser Arg Leu
85
Asp Tyr Trp
100

tao

tdng hop

Lys
55

43308

40

Val Ser

45
Asn Arg Asp Ser Gly
60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Val Gly

Gly Gly
105

Gly Ala

Ala Ser

25
Ala Pro
40

Asp Asp

Arg Asp

Ser Asp

Gln Gly
105

75
Val Tyr Tyr Cys Met
90
Gly Thr Lys -Val Glu
110

Glu Vval Lys Lys Pro

10

Gly Leu Asn Ile Lys
30

Gly Gln Gly Leu Glu

45
Thr Glu Tyr Ala Pro
60
Thr Ser Ile Ser Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Thr Leu Val Thr Vval
110

Val

Lys

Gln

95
Ile

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Pro
Ile
80

Gly

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

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

5

10

15

Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Leu Asn Ile Lys Asp Tyr
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Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Ile
Trp
50

Gly

Glu

Arg

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

buoc

87

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

vVal

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

88

112

PRT

Nhan

Dugc

88

Asp Ile Val

20
Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Val Thr Thr
70
Ser Arg Leu
85
Asp Tyr Trp
100

tao

téng hop

Leu Gln Glu

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Val Thr Ile

70

Ser Arg Leu

85

Asp Tyr Trp
100

tao

tdng hop

Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

43308

25
Ala Pro
40
Asp Asp

Arg Asp

Ser Asp

Gln Gly
105

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Asp Asp

Arg Asp

Ser Asp

Gln Gly
105

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90
Thr

274

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Leu

Val

Leu

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Leu

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Val

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Thr

30
Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser
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43308 291/313

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 Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg 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 Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 89
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>
<223> Duoc tdng hop
<400> 89
Asp Ile 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 Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg Leu 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 Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 90
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
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43308 292/313

<400> 90
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Leu Gly
1 5 10 15
Glu 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 Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg Leu 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 Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 91
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>
<223> Puoc tdng hop
<400> 91
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe 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 Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Gln Phe
50 55 60
Gln Asp Lys Ala Asn Ile Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Gly Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ser Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
100 105 110
<210> 92
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhén tao
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43308 293/313

<220>

<223> bDuogc tdng hop

<400> 92

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile 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 Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

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

100 105 110
<210> 93
<211> 10
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>

<223> Duogc tdng hop

<400> 93

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Ile His

1 5 10
<210> 94

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>

<223> Pugc tdéng hop
<400> 94

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Gln Phe Gln

1 5 10 15
Asp

<210> 95

<400> 95

000
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Pugc

96

Lys Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Puoc

97

Leu Val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

98

Trp Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Puoc

99

Asp Tyr Tyr

1

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

100

PRT
Nhén

43308

tao
tdng hop

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
5 10 15

tao
téng hop

Lys Leu Asp Ser
5

tao
tdng hop

Thr His Phe Pro Cys Thr
5

tao
tdng hop

Ile His

tao

278
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<220>
<223>
<400>

Dugc

100

Gly Phe Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

101

Dugc

101

Lys Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

102

buoc

102

Asp Pro Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

103
10
PRT

Nhan

Puoc

103

Trp Ile Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

104

bugc

104

Trp Ile Gly

- 43308

tdng hop

Ile Lys Asp Tyr
5

tao
tdng hop

Tyr Ile His
5

tao
tdng hop

Asn Gly Asp
5

tao
tdng hop

Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val
5 10

tao

tdng hop

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val

279
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1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

pugc

105

Ser Thr Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

106

Lys Thr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

107

Puoc

107

Arg Leu Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

108
8
PRT

Nhan

Dugc

108

Trp Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>

109
118
PRT

43308

tao
tdéng hop

Asp

tao
tdng hop

Leu Asn Trp Leu
5

tao
tdng hop

Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
5 10

tao
tdng hop

Thr His Phe Pro Cys
5
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<213>

<400>

Mus musculus

109

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Val

Ile

Lys

50

Asp

Gln

Asn

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

His
35
Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115
110
118
PRT
Homo

110

Gln Val Gln

1

Ser
Pro
Gly
Arg
65

Met

Ala

Leu

vVal

Val

Gly

50

Asp

Glu

Thr

Val

<210>

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Thr

115
111

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Asn

100
val

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ile

Ile

Ser

Gln

100
vVal

Gln

Ser

val

Pro

Asn

Gly

85

Gln

Ser

Gln

Cys

Lys

Ala

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Gln

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Lys

Gln

Ala

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gln

Ala

Ser

Ser

43308

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Phe
105

Ala

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Asp

Leu

105

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90
Asp

Glu
10
Gly

Gly

Val

Thr

Asp

90

His

281

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

vVal

Gly

Gln

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Lys

Thr

Gly

Gly

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Gly

Gly

15

Ser

Trp

Arg

Ala

Tyr

95
Gly

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

Asn

Met

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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<211>

<212>

<213>

<400>

112
PRT

Mus musculus

111

Asp Val Leu Met Thr

1
Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp
1

Ser

Arg

Tyr
65

Val

Ser

Tyr

Ser

50
Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Asn
35

Leu
Phe
vVal
Val
112
76
PRT
Homo
112
Met
Val
Asp
35

Gly

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

sapiens

Thr

Tyr

20

Val

Thr

Asp

tao

Ser

Ser

Ser

Asp

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Asp

Thr

Ser

Asp

Thr

His

70

téng hop

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Gly

Arg

Lys

55
Thr

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

vVal

Ser

Asp

40

Ser

Gly

43308

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

Thr

25

Ser

Arg

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

vVal

90
Gly

Gly

10

Trp

Gly

Val

Thr

282

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ala

Asn

Val

Ala

Lys
75

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

Trp

Asp

AsSp

60
Lys

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Arg

Arg

45
vVal

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Tyr

Glu
110

Cys
Gly
30

Ser

Gly

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95
Ile

Arg
15
Ser

Gly

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ser

Arg

Ser

Tyr
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43308 299/313

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Gln Phe
50 55 60
Gln Asp Arg Ile Asn Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Gly Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Vval 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> 114
<211> 112
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>

<223> bPugc tdng hop

<400> 114

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu val Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr

20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Val Tyr Asp Pro Gln Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Ile Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Gly Leu Arg Ser Asp 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> 115
<211> 112
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao
<220>

o
[o0]
[0%)



43308 300/313

<223> bPuoc tdng hop
<400> 115
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala 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 Gln Phe
50 55 60
Gln Asp Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Gly Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Thr Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
<210> 116
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> bugc tdng hop

<400> 116

Asp Ile 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 Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg 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 Cys Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 117
<211> 112
<212> PRT

284



<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Gly

Pro Arg

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Glu Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

<210>

Puoc

117

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

vVal

Phe

118

112

PRT

Nhéan

Dugc

118

vVal

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

119

tao

tdng hop

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser

20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Cys Thr
100

tao

tdng hop

Met Thr Gln
5

Ser Ile Ser

20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Cys Thr
100

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

vVal

Ser

Val

Gly

43308

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90
Gly

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90
Gly

285

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

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
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43308 302/313

<211> 112
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Pugc tdng hop
<400> 119
Glu val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe 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 Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Lys Ala Ser Ile Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Ser

85 90 95
Thr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
<210> 120
<211> 113
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Duoc tdng hop

<400> 120

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

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Thr 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 Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu 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

286



Arg

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

<220>

<223>
<400>

buoc

121

Gly Phe Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

122

buoc

122

Trp Ile Asp

1

Gly

<210> 123
<400> 123
000

<210> 124
<211> 16
<212> PRT
<213> Nhan
<220>

<223> buoc
<400> 124

Lys Ser Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

125

43308

100 105 110

tao
tdng hop

Ile Lys Asp Tyr Tyr Ile His
5 10

tao
tdng hop

Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
5 10 15

tao
tdéng hop

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
5 10 15

tao

287

303/313



<223>
<400>

buoc

125

Leu Val Ser

1
<210>
<211>

<212>

<213>
<220>
<223>
<400>

pugc

126

Trp Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

127

buoc

127

Asp Tyr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

128

Pugc

128

Gly Phe Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

129

Pugc

129

Lys Asp Tyr

1

43308

tdng hop

Lys Leu Asp Ser
5

tao
tdng hop

Thr His Phe Pro Tyr Thr
5

tao
téng hop

Ile His
5

tao
téng hop

Ile Lys Asp Tyr
5

tao
tdéng hop

Tyr Ile His
5
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

buoc

130

Asp Pro Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

131

buoc

131

Trp Ile Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

132

buoc

132

Trp Ile Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

133
4
PRT

Nhan

bugc

133

Thr Ser Leu

1

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

43308

tao
tdng hop

Asn Gly Glu
5

tao
téng hop

Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val
5 10

tao
tdng hop

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val
5 10

tao
tdng hop

Asp

tao

289
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<220>
<223>
<400>

Puoc

134

Lys Thr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Arg Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Trp Gln
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
1

Ser Vval

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Asp

65

Met Glu

135

buoc
135
Ile

136

buoc
136
Gly

137
116
PRT
Homo
137
Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

tdng hop

Leu Asn Trp Leu
5

tao

tdng hop

43308

Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp

5

tao

tdéng hop

Thr His Phe Pro

sapiens

Leu Val Gln Ser

Val Ser Cys Lys
20
Trp Val Arg Gln

Asp Pro Ala Thr
55
Val Thr Met Thr
70
Ser Ser Leu Arg

85

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

10

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

290

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75
Thr

Lys

Tyr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Thr

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Pro

Glu

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly

15

Ala

Trp

Arg

val

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80
Cys
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Ala Ser Leu

Thr Val Ser
115
<210> 138
<211> 113
<212> PRT
<213> Homo
<400> 138

Asp Val Val
1

Gln Pro Ala
Asp Ala Lys
35

Pro Arg Arg
50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr His Tyr

Arg

<210> 139

<211> 112

<212> PRT

<213> Nhan

<220>

<223> bugc

<400> 139

Gln Val Gln
1
Ser Val Lys

Tyr Ile His
35
Gly Trp Ile
50

43308

Tyr Ser Leu Pro Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

100

Ser

sapiens

Met Thr Gln

Ser Ile Ser

20
Thr

Tyr Leu

Leu Ile Tyr
Ser
70

Glu

Ser Gly

Glu Ala
85
vVal

Pro Leu

100

tao

tdéng hop

Leu Val Gln
5

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Glu

Ser

Cys

Asn

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Pro

Lys

Trp

40

Ile

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

40
Gly

105

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly

Gly

Gln
105

Ala
Ser
25

Pro

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Arg

Thr

vVal

90
Gly

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Val

Phe

Gln

Val

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Arg

Val

Asn

Gly

Tyr
60

Val

Leu

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Lys

Ile

Leu

45
Asp

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro
Lys
30

Glu

Pro

Leu

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95
Ile

Gly
15
Asp

Trp

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe
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Gln Gly Arg

65

Leu Gln Leu

Thr Ser Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

140
112
PRT

Nhan

Pbuoc

140

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Thr

val

Ile

Trp

50

Gly

Gln

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Pugc

141

Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

43308

Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Thr Asn Thr

70

75

Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85

90

Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

100

tao

tdng hop

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp
100

tao

tdéng hop

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Phe

Gln

Cys

Lys

Glu

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Met Thr Gln Ser

5

Ser Ile Ser Cys

20

Thr Tyr Leu Asn

105

Gly Ala Glu Val Val
10
Ala Ser Gly Phe Asn
25
Ala Pro Gly Gln Gly
40
Gly Glu Thr Val Tyr
60
Arg Asp Thr Ser Thr
75
Ser Glu Asp Thr Ala
90
Gln Gly Thr Thr Val
105

Pro Leu Ser Leu Ser
10
Lys Ser Thr Gln Ser
25
Trp Phe Gln Gln Arg
40

292

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Thr

Val

Leu

Pro

45

vVal
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

vVal
110

Thr

Ala

Tyr

95

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Leu

15

308/313

Tyr
80

Ser

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Ser

Ser

Gly

Leu Asp Ser

30

Gly Gln sSer



43308 300/313

Pro Arg 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 Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
<210> 142
<211> 113
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 142
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 Thr Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg 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 Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
<210> 143
<211> 113
<212> PRT

<213> ©Nhén tao
<220>

<223> Puogc tdng hop
<400> 143
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Asp Val

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg

50
Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg

50
Asp Arg
65

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

144
113
PRT

Nhéan

pugc

144

vVal

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Ser Arg Val

Thr His

Arg

<210>

Phe

145

Met Thr Gln

Ser Ile Ser
20
Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Tyr Thr
100

tao

téng hop

Met Thr Gln

Ser Ile Ser
20
Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Tyr Thr
100

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

vVal

Gly

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

43308

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser

10

Thr

Gln

Lys

Thr

Val

90
Gly

Ser

10

Thr

Leu

Lys

Thr

Val

90
Gly

294

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

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
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43308 311/313

<211> 113
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 145
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 Thr Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln 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 Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
<210> 146
<211> 113
<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>
<223> Dugc tdng hop
<400> 14e6
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 Thr 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

295
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85

90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Arg

<210> 147
<211> 113
<212> PRT

<213> Nhéan
<220>

<223> Dbugc
<400> 147
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

Arg

<210> 148
<211> 113
<212> PRT

<213> Nhéan
<220>

<223> Dbuoc
<400> 148
Asp Val Vval
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

100 105

tao

tdng hop

Met Thr Gln Ser Pro Leu
5

Ser Ile Ser Cys Lys Ser

20 25

Thr Tyr Leu Asn Trp Phe

40
Leu Ile Tyr Leu Val Ser
55
Ser Gly Ser Gly Ser Gly
70

Glu Ala Glu Asp Val Gly
85

Pro Tyr Thr Phe Gly Gly

100 105

tao

tdng hop

Met Thr Gln Ser Pro Leu
5

Ser Ile Ser Cys Lys Ser

20 25

Thr Tyr Leu Asn Trp Leu

110

Ser Leu Ser Val Thr Leu Gly

10 15

Thr Gln Ser Leu Leu Asp Ser
30

Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser

45
Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
60
Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
75 80

Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

90 95

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
110

Ser Leu Ser Val Thr Leu Gly

10 15

Thr Gln Ser Leu Leu Asp Ser
30

Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
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35 40 45
Pro Arg 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
Arg
<210> 149
<211> 112
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149

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

1 5 10 15

Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe 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 Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Val Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Ser Ile Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Ser

85 90 95

Thr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

100 105 110
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