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Linh vue k§ thuat dwoe dé cip

Séng ché thuodc linh vuc cong nghé sinh hoc. Cu thé hon, séng ché & cap
dén khang thé khang B-amyloid va viéc mg dung no.

Tinh trang ky thuit cta sang ché

Céc md ta & ddy chi cung cap thong tin co ban vé sang ché, va khong nhét
thiét néu ra k¥ thuat trudc day.

B-amyloid (Amyloid-beta, amyloid-beta, Abeta, AB) la polypeptit chira
39-43 axit amin duoc tao ra tir protein tién chét amyloid (amyloid precursor
protein-APP) bai thiiy phan protein - va y-secretaza. N6 ¢o thé duoc san sinh
boi nhiu té bao va tudn hoan trong mau, dich nao tuy va dich khe ndo. Hau hét
B-amyloid lién két v6i chaperon, va mot s it ton tai & dang tu do. AP 1a chat doc
than kinh. N6 khong thé duoc chuyén hoa béi té bao khi ham luong cua n6 gia
tang. Thay vi do, n6 s€ bi tich liy voi khoi lwong 16n trong té bao tao thanh cac
mang ldo suy AP, va hdu qua la thic déy lam hu hai hodc lam chét té bao than
kinh. Hau hét cac kiéu phu thong thuong cia AB trong co thé ngudi 1a AB1-40 va
AB1-42, trong s6 do AB1-42 la doc hon va dé bj tich tu dé tao thanh 15i cia mang
AP va kich hoat tac dong gay doc té bao than kinh ("Medical Review", 2009, 15
(23): 3575-3577).

Bénh Alzheimer (Alzheimer disease-AD) dugc phat hién dau tién nam 1906
bdi1 bac s§ tdm than va than kinh hoc Ptrc, Alzheimer Alois, va duoc dit tén sau
tén ong. N6 cling duoc biét 1a chumng sa sut tri tué 130 suy, va la bénh thoai hoa
than kinh man tinh. Céc biéu hién l1am sang chinh ctia AD bao gbdm mat tri nh¢
dan dan, rdi loan nhan thac, hanh vi bét thuong, va roi loan xa hoi. Céc nghién
ciru da chira réng cac bénh nhan AD chu yéu 6 cac dic diém bénh hoc sau: cac
mang 130 suy duoc tao thanh do sy két tu B-amyloid trong vé ndo va hai ma, cdc
dam rdi to than kinh duoc tao thanh boi su két tu bét thuong protein Tau, va té
bao than kinh giam trong vé nio va hai ma. Sy tich tu AP khong chi lién quan
dén sy thay doi thoai hoa noron, ma con c6 kha nang hoat hoa hang loat céc hoat
dong than kinh, bao gébm hoat hoa t& bao hinh sao va cac té bao tiéu than kinh
dém, phéa hiy hang rao mau-nao va thay d6i vi tudn hoan, va hoat dong twong tu.
N6 la nguyén nhan chinh cua sy thoai hoa noron than kinh xung quanh cic mang

bam lao suy trong ndo va gay chét & nguoi bénh AD (Oh, E.S., Troncoso, J.C. &
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Fangmark Tucker, S.M. Neuromol Med (2008) 10: 195).

Su tich tu A khong chi duoc tim thdy & cac mang l4o suy ctia bénh, ma con
tim thay v6i khdi lugng 16n trong cdc bénh amyloid ndo khac, nhu bénh mach
mau ndo tich tu amyloid (CAA, cling duogc dat tén la bénh mach mau amyloid ua
dé Congo (Congophilic amyloid angiopathy). Su tich tu AR duoc tim thdy trong
bénh CAA chu yéu bao gom dang AP ngan hon (AP1-40), va cling bao gdm
luong nhd AB1-42 (Wilcock et al., Journal of Neuroinflammation 1 (24):1-11
(2004)).

Dua trén vai trd quan trong cua A trong bénh hoc AD, va do doc cua AP la
phu thudc vao khéi luong, muce két ty va ty 1& thanh théi cia no, cac nha nghién
clru da lién tuc phat trién cac phuong phap khac nhau dé can thiép vao cac bénh
AP, nd luc dé lam cham hodc chan su tién trién ctia AD béng cach lam giam su
san sinh AP, ngan ngua sy tich iy Ap va su tich tu va su phién toai do dd doc
ctia AB. Nhidu khang thé khang lai AP da duoc cong bd, bao gdbm Aducanumab
(Biogen), Bapineuzumab (Janssen, Elan, Pfizer), Solanezumab (Eli Lilly),
Gantenerumab (Hoffman-LaRoche), va cdc khang thé khang AP duogc boc 16
trong don sang ché No WO1994017197A1, WO1998044955A1,
WO02003016466A3, WO02003070760A3, W02004071408A3,
WO02006081171A1, WO2007108756A1, WO2008011348A3,
WO02008081008A 1, WO2012051498A3  va v.v... Tuy nhién, hau hét cac khang
thé da két thuc trong that bai, bao g6m Bapineuzumab va Solanezumab, ma da
duoc dua ra 1a mong doi 16n nhung thét bai trong thir nghiém lam sang giai doan
[1I. Hién nay, chi Aducanumab van la trong thit nghiém lam sang giai doan III, va
n6 chi duoc xem 1a khang thé khang AB méi hira hen dugc thong qua dé diéu tri
AD, tuy nhién céc két qua thtr nghiém 1am sang nira van can duoc x4c nhan la
liéu no6 da dat chét luong dé dua ra thi truong.

Do d6, vin ¢6 nhu cdu cap thiét phét trién cac khang thé khang Abeta véi

ciu tric mai dé diéu tri cdc bénh hodc cac roi loan gay ra bdi f-amyloid (nhu
AD).

Ban chit k§ thudt cia sdng ché

Céc tac gia sang ché da phat trién céc khang thé khang Abeta va manh gén
két khang nguyén cda né véi cu trac hoan toan mdi sau cac nghién ctu thi
nghiém sau rong. Cac khang thé khang Abeta va manh gén két khang nguyén cta
nd ¢o kha nang lién két dic hiéu véi Abeta ngudi vai ai luc cao, va thé hién hiéu
qua tuyét voi. Ching duge mong doi la hitu ich dé diéu tri hodc ngin ngira bénh

hodc rdi loan gdy ra boi Abeta (vi du, bénh Alzheimer).
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Trong mot s phuong an, sang ché d& xudt khang thé khang Abeta hoic
manh gin két khang nguyén ctia né lién két dac hiéu voi Abeta nguoi, khang thé
nay bao g61n it nhat mot ving CDR dugc chon tir cac trinh tu axit amin sau hodc
¢6 it nhit 85% trinh tu ctia no gidng voi:

(1) trinh tu axit amin cta ving HCDR1 chudi ning nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 11, 17 hoac 23;

(2) trinh ty axit amin ctia ving HCDR2 chudi nang nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12, 18, 24 hodc 52;

(3) trinh ty axit amin ctia ving HCDR3 chudi ning nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 13, 19, 25 hodc 27;

(4) trinh tu axit amin cta vung LCDRI chudi nhe nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 14 hoac 20;

(5) trinh tu axit amin ctia ving LCDR2 chudi nhe nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 15 hodc 21; va

(6) trinh tu axit amin cta vung LCDR3 chudi nhe nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 16, 22, 26 hodc 53.

Do véi trinh ty axit amin co it nhét 85% trinh tu giéng nhu dugc néu trén,
uu tién 1a co it nhat 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hoac 99% trinh tu giéng; uu tién hon, c6 nhiéu hon 90%, nhiéu
hon 95% hodc nhiéu hon 99% trinh tu giéng, wu tién nhat, c6 it nhat 95% trinh tu
giéng, Trinh tu axit amin dugc dé cdp trén co it nhit 85% trinh tu giéng c6 thé
thu duoc béng cach xo6a bd, cheén thém hoac thay thé mot hodc nhiéu axit amin.

Trong mot sd phwong 4n, khang thé khang Abeta nay lién két vé6i soi
AB1-42 nguoi va/hodc AB1-42 monome voi hang sé can bang phan ly (KD) la
khoang 107M hodc thdm chi nhé hon; vu tién la, lién két voi Abeta nguoi voi
hing sb can bang phan ly (KD) nho hon khoang 10 M, 10°M, hogc 10"'°M hodc
thdm chi nhé hon. Gia tri KD ¢é thé duoc xéac dinh bé‘lng cdng nghe Cong hudng
plasma bé mat (Surface Plasma Resonance-SPR) trong thiét bi Biacore T200.

Uu tién la, Abeta nguoi nay la sgi AB1-42 va AB1-42 monome.

Theo mot sb phuong 4n wu tién, khing thé khéang Abeta nay hoic manh gin
két khang nguyén ctia n6 chira cdc ving HCDR1-3 hodc cac ving LCDR1-3 nhu
duoc x4c dinh trong mot trong sé bat ky sau:

(i) cac ving HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi niang khéang thé nhu duoc
thé hién tuong tmg trong cdc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 11, 12 va
13;

(ii) cac ving HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi niang khéng thé nhu duoc
thé hién tuong (mg trong cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, 18 va
19;
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(iii) cac ving HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi ning khang thé nhu duoc
thé hién tuong tng trong céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23, 24 va
25;

(iv) cac ving HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi ning khang thé nhu duge
thé hién tuong Ung trong cac trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, 18 va
27,

(v) cac vuing HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi nang khang thé nhu duogc
thé hién tuong Ung trong céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, 52 va
19,

(vi) cac ving HCDR1, HCDR2 va HCDR3 chudi ning khang thé nhu dugc
thé hién tuong tng trong cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, 52 va
27;

va/hoac

(vii) cac vung LCDR1, LCDR2 va LCDR3 chudi nhe khang thé nhu duoc
thé hién tuong tng trong céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 14, 15 va
16,

(viii) cac ving LCDR1, LCDR2 va LCDR3 chudi nhe khang thé nhu duoc
thé hién tuong tng trong céc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, 21 va
22,

(viiii) cac vang LCDR1, LCDR2 va LCDR3 chudi nhe khang thé nhu duoc
thé hién tuong tmg trong céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, 21 va
26; hodc

(x) cac vung LCDR1, LCDR2 va LCDR3 chudi nhe khang thé nhu duoc thé
hién twong tmg trong cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, 21 va 53.

Trong mdt s6 phuong 4n, khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang
nguyén cua noé theo sang ché 1a khang thé khang Abeta bét ky hoic manh gén két
khang nguyén cua né dugc chon tir A dén D sau:

A) khang thé khéng Abeta hodc manh gin két khang nguyén cta nd, co
ving HCDRI chudi niang nhu dugc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 11, vung HCDR2 chudi nang nhu duoc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 12 va vung HCDR3 chudi ning nhu dugc thé hién
trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13, va vung LCDRI chudi nhe
nhu duge thé hién trong trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 14, ving
LCDR2 chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 15 va vung LCDR3 chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 16;

B) khang thé khéang Abeta hodc manh gfn két khang nguyén cia nd, c¢6 ving

HCDRI chudi ning nhu duge thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
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NO: 17, ving HCDR2 chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 18 hoac 52 va vung HCDR3 chudi ning nhu duge thé hién
trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:19, va ving LCDRI chudi nhe
nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, vung
L.CDR2 chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh tw axit amin néu trong SEQ 1D
NO: 21 va vung LCDR3 chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 22;

C) khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua nd, 6 ving
HCDRI chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 23, ving HCDR2 chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 24 va ving HCDR3 chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:25, va vung LCDRI1 chudi nhe nhu duoc thé
hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, ving LCDR2 chudi nhe
nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 21 va ving
LCDR3 chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ 1D
NO: 26 hodc 53; va

D) khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua nd, co
ving HCDRI1 chudi nang nhu dugc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 17, ving HCDR2 chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 18 hodc 52 va ving HCDR3 chudi ning nhu dugc
thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:27, va vung LCDRI
chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 20,
ving LCDR2 chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 21 va vung LCDR3 chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 22. |

Trong mot sd phuong én, khéng thé khang Abeta nay hodc manh gan két
khang nguyén ctia né la khang thé chudt, kham, duoc lam cho phu hop véi nguoi
hodc ngudi hoan toan.

Trong mot s6 phuong 4n, khang thé khang Abeta nay hodc manh gin két
khang nguyén cua no6 la khang thé chudt, va trinh ty axit amin viung bién ddi
chudi ning ctia khéng thé dugc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3,
5, 7 hodc 9 hodc co it nhat 85% trinh tu ctia nd giéng v61; va/hodc

trinh ty axit amin vung bién ddi chudi nhe cua khang thé duoc thé hién
trong trinh tu néu trong SEQ ID NO:4, 6, 8 hodc 10 hoac c¢¢ it nhat 85% trinh tu
ciia n6 giong véi.

D41 véi trinh tu axit amin co it nhéat 85% trinh tu giéng nhu duoc néu trén,
wu tién 13 ¢6 it nhit 86%, 87%. 88%., 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%. 97%, 98% hodc 99% trinh tw giéng: wu tién hon, ¢6 nhiéu hon 90%, nhiéu
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hon 95% hodc nhiéu hon 99% trinh tu giéng, wu tién nhét, ¢6 it nhat 95% trinh tu
giong. Trinh ty axit amin dugc dé cap trén co it nhit 85% trinh ty gidng co thé
thu duoc béng cach x06a bo, chén thém hodc thay thé mot hodc nhiéu axit amin.
Ut tién hon, khang thé nay lién két v6i Abeta ngudi voi hing s6 c4n bang phan
ly (KD) 1a khoang 10”"M hogc thdm chi nh6 hon. Trong mot sb phuong 4n, khang
thé nay lién két véi Abeta nguoi v6i hing s can bang phan ly (KD) nh6 hon
khoang 10 M, 10°M, hodc 10"'°M hodc tham chi nho hon, va gia tri KD c6 thé
duoc xac dinh bang Cong nghé cong hudng plasma bé mat (SPR) trong thiét bi
Biacore T200. Uu tién l1a, Abeta nguoi nay la cac soi AP1-42 va ABI1-42
monome.

Trong mat s6 phuong an, khang thé khang Abeta nay hodc manh oan két
khang nguyén cta no la khang thé khang Abeta bét ky hodc méanh gin két khang
nguyén ctia n6 dugc chon tr E dén H sau:

E) khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua nd, chira
ving bién doi chudi nang nhu dugc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3 va vung bién d6i chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 4;

F) khang thé khang Abeta hodc manh gfn két khang nguyén cta nd, chira
vung bién dbi chudi niang nhu duge thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 5 va vung bién d6i chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 6;

G) khang thé khang Abeta hodc manh gdn két khang nguyén cta nd, chua
ving bién doi chudi nang nhu dugc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 7 va vung bién d6i chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: §; va

H) khang thé khang Abeta hodc méanh gin két khang nguyén cla no, chia
vung bién dbi chudi nang nhu duogc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 9 va ving bién ddi chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 10.

Trong mot s phuong 4n cua khang thé khédng Abeta hodc manh gin két
khang nguyén ctuia n6 theo sang ché duoc dé cap trén day, khang thé nay 1a khang
thé duoc lam gidng ngudi. Uu tién la, trinh tu ving FR cta khang thé duoc bat
ngudn tir trinh tw ving FR khang thé dong mam ngudi hodc bién thé cta né. Uu
tién la, nhu yéu cau, bién thé nay bao gém mot hoac nhiéu su bo bot, su xen vao
hodc su thay thé axit amin; Uu tién hon, bién thé ving FR ¢6 1én dén 10 su dot
bién hdi phuc axit amin trén ving khung chudi nhe va/hodc ving khung chudi
ndng cua khang thé nguoi, tuong Ung.

Trong mdt s6 phuong an, trinh tu axit amin vung bién doi chuoi ndng cua
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khang thé khéang Abeta hodc manh gfin két khdng nguyén ctiia né6 nhu dugc thé
hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 44, 46, 48 hodc 50, hodc c¢o it nhét
85% trinh tw cta no gidng voi; va/hodc

trinh tu axit amin vung bién do6i chudi nhe cta khang thé nhu duoc thé hién
trong trinh tu néu trong SEQ ID NO:45, 47, 49 hoac 51, hoac co it nhét 85%
trinh tu ctia n6 gidng voi.

Pbi v6i trinh ty axit amin 6 it nhit 85% trinh tu gidng nhu dugc néu trén,
wu tién 13 co it nhat 86%, 87%., 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%. 97%. 98% hodc 99% trinh tur giéng; wu tién hon, c¢6 nhidu hon 90%, nhiéu
hon 95% hoac nhiéu hon 99% trinh ty giéng, wu tién nhét, co {t nhit 95% trinh tu
giéng. Trinh tu axit amin dugc de cap trén co it nhit 85% trinh tu giéng c6 thé
thu duoc béng cach xo6a bd, chén thém hodc thay thé mot hodc nhiéu axit amin.
Ul tién 14, khang thé nay lién két voi Abeta nguoi voi hing s6 can bang phan ly
(KD) 1a khoang 10”7M hodc tham chi nhé hon. Trong mot s6 phuong an, khang
thé nay lién két v6i Abeta nguoi voi hing s6 cin bang phan ly (KD) nhé hon
khoang 10M, 10°M, hogc 107'* M ho#c tham chi nhé hon, va gia tri KD ¢6 thé
duoc xac dinh bang Cong nghé cong huong plasma bé mit (SPR) trong thiét bi
Biacore T200. U'u tién 13, Abeta nguoi nay 1a sgi AB1-42 va AP1-42 monome.

Trong mot s6 phuong 4n, khang thé nay 1a khang thé duoc lam gidng nguoi
dugc chon tir khang thé khang Abeta béat ky hodc manh gin két khang nguyén
cliané 12 tir a) dén d) sau:

a) khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua no, ving
bién ddi chudi ning cta khéng thé ¢o it nhat 90% trinh tu giéng véi trinh tu nhu
duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 44, va ving bién dbi chudi
nhe ciia khang thé ¢6 it nhit 90% trinh tu gidng v6i trinh tu nhu dugc thé hién
trong trinh tw néu trong SEQ ID NO: 45;

b) khang thé khdng Abeta hodc manh gin két khdng nguyén cia no, ving
bién ddi chudi ning cta khang thé ¢6 it nhat 90% trinh tu giéng véi trinh ty nhu
duoc thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 46, va ving bién dbi chudi
nhe cua khang thé c6 it nhit 90% trinh ty giéng voi trinh tu nhu duge thé hién
trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 47,

¢) khang thé khang Abeta hodc manh gfn két khang nguyén cta nd, ving
bién dbi chudi ning cta khang thé co it nhAt 90% trinh tu gidng véi trinh ty nhu
duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 48, va vung bién d6i chudi
nhe cua khang thé ¢c6 it nhit 90% trinh tu giéng v6i trinh tu nhu duogc thé hién
trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 49; va

d) khang thé khang Abeta hoic manh ofin két khang nguyén cla nd, ving

bién ddi chudi nang cta khang thé co it nhat 90% trinh tu gidng voi trinh tu nhu
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duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 50, va ving bién ddi chudi
nhe cua khang thé ¢o it nhat 90% trinh tu giéng v64i trinh tu nhu duoc thé hién
trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 51, trong d6 dugc dé cap trén day it nhét
90% trinh tw gidng bao gdm it nhat 90%., 91%, 92%, 93%., 94%, 95%, 96%, 97%,
98%. 99% hodc 100% trinh tur gidng.

Trong mot s6 phuong én, khéng thé nay la khang thé duoc lam gidng nguoi
bao gdm cac ving bién dbi nhu dugc thé hién trong bét ky sau day:

a) ving bién ddi chudi ning khang thé bao gom HCDRI, HCDR2 va
HCDR3 nhu duoc thé hién trong trinh tu néu twong tng trong SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 13, va (cac) ving FR chira mot hodc nhiéu su
dot bién hoi phuc axit amin duoc chon tr nhém bao gém 1E, 71A va 94R; va
ving bién ddi chudi nhe khang thé bao gom LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 nhu
duoc thé hién tuong tng trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
15 va SEQ ID NO: 16;

b) ving bién d6i chudi nang khéng thé bao gbm HCDR1 va HCDR3 nhu
duoc thé hién tuong Gmg trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO:
19, va HCDR2 nhu duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 18 hodc
52, va (céac) vung FR chtra mot hodc nhiéu sy dot bién hoi phuc axit amin dugc
chon tir nhom bao gdm 28A va 82B T; va ving bién ddi chudi nhe khang thé bao
g6bm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong Ung trong trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 va SEQ ID NO: 22;

¢) vung bién ddi chudi niang khang thé bao gom HCDRI1, HCDR2 va
HCDR3 nhu duoc thé hién twong tng trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25; va vung bién doi chudi nhe khang thé bao
gébm LCDR1 va LCDR2 nhu duoc thé hién tuong Umg trong trinh tw néu trong
SEQ ID NO: 20 va SEQ ID NO: 21, va LCDR3 nhu duoc thé hién trong trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 26 hodc 53, va (cac) vang FR chra mot hodc nhiéu su dot
bién hoi phuc axit amin dugc chon tir nhém bao gém 2V va4sK; va

d) vung bién do6i chudi nang khang thé bao gom HCDR1 va HCDR3 nhu
dwoc thé hién tuong Gmg trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO:
27, va HCDR2 nhu dugc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 18 hoéc
52; va ving bién ddi chudi nhe khéng thé bao gom LCDR1, LCDR2 va LCDR3
nhu duoc thé hién tuong tmg trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21 va SEQ 1D NO: 22, va (cac) ving FR bao gdm su dot bién hoi phuc axit
amin 2V.

Trong mdt s6 phuong an, khang thé nay la khang thé duoc lam gidng nguoi
bao gdm cac ving bién dbi nhu duge thé hién trong bit ky sau day:

a) ving bién d6i chudi nang khang thé nhu dugce thé hién trong trinh tu axit
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amin néu trong SEQ ID NO: 66 hodc bién thé ving FR cua no; va ving bién dbi
chudi nhe khang thé nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 67 hoac bién thé vung FR cua no;

b) viung bién ddi chudi nang khang thé nhu duoc thé hién trong trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 68 hodc bién thé ving FR ctia nd; va ving bién ddi
chudi nhe khang thé nhu duoc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 69 hoac bién thé vung FR cua no;

¢) ving bién ddi chudi ning Khang thé nhu duoc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 70 hodc bién thé ving FR cta nd; va ving bién ddi
chudi nhe khang thé nhu duoc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 71 hodc bién thé vung FR cta né; va

d) vung bién doi chudi ning khang thé nhu duoc thé hién trong trinh tyu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 72 hoac bién thé ving FR ctia no; va viung bién
ddi chudi nhe khang thé nhu duoc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 73 hodc bién thé ving FR ciia né; trong do bién thé ving FR ¢6 lén
dén 10 sy dot bién hoi phuc axit amin mot cach tach biét trén vung khung chudi
nhe va/hodc vang khung chudi ning.

Trong mot s6 phuong 4n, khang thé khang Abeta hoic méanh gin két khang
nguyén cua no theo sang ché duoc dé cap trén day la khang thé khang Abeta bt
ky hodc manh gan két khang nguyén cta n6 dugc chon tr M dén P sau:

M) khang thé khang Abeta hogc manh gin két khang nguyén cua no, chua
vung bién ddi chudi ning nhu duge thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 44 va viing bién di chudi nhe nhu dwgc thé hién trong trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO: 45;

N) khéng thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua no, chira
ving bién dbi chudi ning nhu duge thé hién trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 46 va vung bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 47;

O) khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cta nd, chira
ving bién d6i chudi nang nhu duge thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 48 va vung bién ddi chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 49;

P) khang thé khang Abeta hoiic manh gén két khang nguyén cla no, chua
vung bién ddi chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 50 va vung bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 51.

Trong mot s6 phuong an, khang thé khang Abeta nay hodc manh gin két

khang nguyén ctia n6 chtra thém vung hang dinh.

9

9/117



44641

Trong mdt s6 phuong 4n, ving hang dinh chudi nidng khéang thé 1a ving
hang dinh IgG1 nguoi, vu tién 1, trinh ty axit amin cua vung hing dinh chudi
niang khang thé 12 nhu duoc thé hién trong trinh tur néu trong SEQ ID NO: 42
hodc ¢6 it nhit 85% trinh ty cta no gidng vai; va ving hing dinh chudi nhe
khang thé dugc chon tir ving hing dinh kappa nguoi, va uu tién nht, trinh tu
axit amin cia ving hing dinh chudi nhe khang thé 12 nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ 1D NO: 43 hodc co it nhét 85% trinh tu ctia nd giéng VOi.

Débi vai trinh tu axit amin co it nhét 85% trinh tu giéng nhu duoc néu trén,
wu tién 1a co it nhit 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%. 97%. 98% hodc 99% trinh tu gibng; uu tién hon, ¢ nhiéu hon 90%, nhiéu
hon 95% hodc nhiéu hon 99% trinh ty oidng, wu tién nhat, c6 it nhat 95% trinh tu
gidng. Trinh tu axit amin duoc dé cap trén co it nhit 85% trinh tu gidng c6 thé
thu duoc béng cach x6a bo, chén thém hoac thay thé mot hodc nhiéu axit amin.

Trong mot s6 phuohg 4n, trinh ty axit amin chudi nang cua khang thé khang
Abeta 1a nhu dugc thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 30, 34, 38 hoac
40, hodc ¢6 it nhit 85% trinh tu cia nd gidng véi, va/hodc

trinh ty axit amin chudi nhe cta khéng thé nay nhu dugc thé hién trong trinh
tu néu trong SEQ ID NO:31, 35, 39 hodc 41, hodc co it nhit 85% trinh tu cia nod
gidng véi.

DA véi trinh tu axit amin co it nhét 85% trinh tu giéng nhu duoc néu trén,
wu tién 1a c6 it nhit 86%., 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%. 98% hodc 99% trinh ty gidng; uu tién hon, 6 nhi¢u hon 90%, nhidu
hon 95% hodc nhiéu hon 99% trinh tu gidng, wu tién nhAt, c6 it nhat 95% trinh tu
gidng. Trinh tu axit amin dugc dé cap trén co it nhit 85% trinh ty gidng co thé
thu duoc béng cach xda bo, chén thém hodc thay thé mot hodc nhiéu axit amin.
Ul tién 13, khang thé nay lién két v6i Abeta nguoi véi hing sb can bang phan ly
(KD) 1a khoang 10”"M hogc tham chi nhé hon. Trong mot sb phuong 4n, khang
thé nay lién két voi Abeta ngudi voi hing s6 can bang phan ly (KD) nhé hon
khoang 10-M, 10°M, hodc 10" M hodc tham chi nhé hon, va gia tri KD ¢6 thé
duoc xac dinh bang Cong nghé cong hudng plasma bé mit (SPR) trong thiét bi
Biacore T200. Uu tién la, Abeta nguoi nay la soi AB1-42 va AB1-42 monome.

Trong mot sé phuong an, khang thé khang Abeta nay hodc manh gin két
khang nguyén cua no la khang thé khang Abeta bét ky hodc manh gfn két khang
nguyén cua né duoc chon tir Q dén T sau:

Q) khéang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cla no, bao

g6m chudi nang nhu dugc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
30 va chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:

31;
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R) khéang thé khang Abeta hodc manh gfn két khang nguyén cia nd, bao

gdm chudi ndng nhu duoc thé hién trong trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:

34 va chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:

35;
S) khang thé khéng Abeta hodc manh gin két khdng nguyén cta no, bao

g6m chudi ndng nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
38 va chudi nhe nhu duge thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:

39; va
T) khang thé khang Abeta hodc manh gdn két khdng nguyén cia nd, bao

g6m chudi ndng nhu dugc thé hién trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:

40 va chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:

41.

Trong mot s6 phuong 4n, manh gin két khang nguyén theo sang ché dugc
chon tir nhém bao gdm Fab, Fab', F(ab")2, scFv, diabody, dsFv va manh gin két
khang nguyén cuia peptit chira CDR.

Trong mot s6 phuong an, dugc dé xuét 12 khang thé khang Abeta canh tranh
v6i khang thé duoc dé cap trén day hodc manh gin két khang nguyén clia no aé
lién két v6i Abeta ngudi, hodc canh tranh v6i khang thé duoc dé cap trén day
hodc manh gin két khang nguyén cta no dé lién két vai epitop khang nguyén
Abeta giéng nhau.

Trong mot s6 phuong an, sang ché ciing dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa
khang thé khang Abeta bat ky hodc méanh gin két khang nguyén ctia né nhu duoc
mo ta trén day.

Trong mot s6 phuong an, phén tir axit nucleic nay la phan tu axit nucleic bat
ky dugc chon tir U dén Z sau:

U) phén tir axit nucleic, bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién trong
trinh tw néu trong SEQ ID NO: 52 hodc trinh tu nucleotit ¢6 it nhat 85% trinh tu
cla néd gidng vai. va/hodc bao gdm trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO:53 hodc trinh ty nucleotit c6 it nhat 85% trinh tu
cla no giong voi;

V) phén tir axit nucleic, bao gbm trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 54 hodc trinh tu nucleotit ¢6 it nhét 85% trinh tu
clia né gibng véi, va/hodc bao gdm trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO:55 hodgc trinh tu nucleotit ¢6 it nhit 85% trinh tu
cua no gibng voi;

W) phén tu axit nucleic, bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 56 hodc trinh tu nucleotit ¢6 it nhét 85% trinh tu

clia né giong vai, va/hodc bao gom trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién trong
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trinh tu néu trong SEQ ID NO:57 hodc trinh tu nucleotit ¢ it nhét 85% trinh tu
cla nod gidng véi; va

7) phén tr axit nucleic, bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58 hodgc trinh tu nucleotit ¢6 it nhét 85% trinh tu
cua no giéng v61, va/hoac bao g61'11 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién trong
trinh tu néu trong SEQ ID NO:59 hodc trinh ty nucleotit ¢ it nhét 85% trinh tu
cia nod giong voi.

Theo mot khia canh, sang ché ciing @& xuét vecto tai to hop, chira phan ti
axit nucleic duoc dé cap trén day.

Theo mot khia canh, sang ché cing dé xuét té bao chu thu dugc b:?mg cach
bién nap vecto tai t6 hop dugce dé cap trén day; té bao chu duge chon tir nhom
bao gdm té bao tién nhan va té bao nhan chudn, wu tién 1a té bao nhan chuén, wu
tién hon céc té bao dong vat co vi, bao gém CHO (Chinese Hamster ovary) dong
té bao budng trimg chudt) va té bao NSO.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xudt phuong phap didu ché khang thé
khang Abeta duogc dé cap trén day hodc manh gin két khang nguyén cla no, bao
gdm cac bude nudi cdy té bao chu dugc dé cap trén day trong moi trudong nudi
cy, va sau d6 tinh ché va thu hdi khang thé nay.

Theo khia canh khéc, sang ché cling dé xuét duoc pham chua khang thé
khang Abeta duoc dé cap trén day hoic manh gin két khang nguyén cia no, va
mot hoac nhiéu chét mang, ta dugc hodc chét pha lodng duoc dung.

Theo khia canh khac. sang ché ciing dé xuét viéc str dung khang thé khang
Abeta duoc dé cap trén diy hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 hodc duoc
phim duoc dé cap trén day dé san xuat thude dé diéu tri hodc ngin nglra bénh
hoic rdi loan gay ra boi Abeta.

Theo khia canh khéc, sang ché ciing dé xuit phuong phap diéu tri hodc ngin
ngua bénh hoac r6i loan gdy ra bdi Abeta, bao gdbm dung lugng hitu hiéu cho
hiéu qua didu tri bénh khang thé khidng Abeta duoc dé cap trén day hogc manh
gin két khdng nguyén cua nd hodc dugc pham dugc dé cap trén day, cho ngudi
bénh bi méc bénh hoic roi loan nay.

Theo khia canh khéc, sang ché cling dé xuét khang thé khang Abeta dugc dé
cap trén day hodc manh gin két khang nguyén cua né hodc dugc pham duoc dé
cap trén day dé s dung lam thude dé diéu tri bénh hodc rdi loan dugce trung gian
bdi Abeta.

Trong mdt s6 phuong én, bénh hodc rdi loan dugc dé cap trén day 1a bénh
thoai hoa than kinh duoc chon tir nhom bao gém bénh Alzheimer, r6i loan nhan
thirc nhe, ching mat tri, chimg sa sut tr tué thé Lewy, bénh Parkinson, bénh Pick,
bénh Bevac, bénh mach mau amyloid ua do Congo, bénh mach mau ndo tich tu
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amyloid, hoi chiung Down, 6 nhdi mau ndo, bénh Huntington, bénh
Creutzfeldt-Jakob, hoi chirng sa sut tri tu¢ do AIDS, ching trAm cam, roi loan lo
au, chung 4m anh, ching liét Bell, bénh dong kinh, viém ndo, bénh xo climg rai
rai, rbi loan thin kinh co, réi loan khéi u thin kinh, khdi u ndo, réi loan thin kinh
mach do dot quy, roi loan mién dich than kinh, bénh tai-than kinh, chén thuong
than kinh do tén thuong tiy song, dau do dau than kinh, rdi loan than kinh va
than kinh tam than hoc nhi khoa, rdi loan giéc ngu, hoi chung Tourette, rdi loan
nhan thirc nhe, sa sut tri tué ndo mach, 6 nhoi méau ndo, xo nang, bénh Gaucher
va loan van déng khac va cac bénh vé hé than kinh trung wong. Trong mot sb
phuong an, bénh nay la bénh Alzheimer.

Trong mot s phuong an, sang ché ciing dé xuét phuong phap diéu tri hozic
ngin ngua bénh Alzheimer, bao oom ding cho ngudi bénh lugng hitu hiéu cho
hiéu qua diéu tri khang thé khang Abeta dugc dé cap trén day hodc méanh gin két
khang nguyén cua no hodc dugc phém duoc dé cap trén day.

Cac khang thé khang Abeta hodc cac manh gin két khang nguyén cua no
theo sang ché thé hién hiéu qua tt trong ca hai cac thir nghiém sinh hoa va cac
tho nghiém duoc lyc hoc in vivo. Vi dy, trong thtr nghiém phat hién ai luc, cac
khang thé khang Abeta theo sang ché (HAB-2401, HAB-5101, HAB-3601 va
HAB-9001) thé hién ai luc dbi voi soi AB1-42 1a nho hon 108M, thAm chi nho
hon 10-19M, va i luc dbi v6i AB1-42 monome la nho hon 107M dén 10 M. Bac
biét la, khang thé HAB-9001 thé hién 4i luc manh hon g?m 100 14n so voéi
Aducanumab, duoc biét gf?m day la khang thé khang Abeta tuyét voi nhét.

Ngoai ra, trong thtr nghiém vé hiéu qua cta cic khang thé dé ngan chin su
két tu ctia cidc AP1-42 monome thanh céc soi AB1-42, cac két qua nay cho thay
ring cdc khang thé HAB-2401, HAB-5101 va HAB-9001 theo sdng ché co thé tic
ché hiéu qua sy két tu cua AP1-42 monome thanh cac sgi AP1-42, trong khi
Aducanumab thi khong thé.

Trong thir nghiém sinh hoéa, cac két qua nay cho thdy rang cic khang thé
khang Abeta HAB-2401 va HAB-3601 theo sang ché c6 hiéu qua bao vé noron
ban dau chudt rat va cé thé thic déy su thuc bao soi AP bdi cac té bao tiéu than
kinh dém ban dau.

Ngodi ra, trong thir nghiém duoc lue hoc ¢ dong vat, cac két qua nay cho
thdy ring cac khang thé HAB-2401, HAB-5101 va HAB-9001 theo sing ché c6
thé cai thién dang ké tri nhé khong gian va kha nang nhén thic cta chudt
Alzheimer 5% FAD. Hon nira, cac khang thé theo sdng ché ¢6 tac dong thap hon
ddi voi su giai phong cytokin (nhu TNFo, IFN-y, IL1B, IL2, IL6, IL12p70, IL4,
110, MCP-1 va KC) trong md ndo, khi so sdnh vd&i khéng thé duong tinh

Aducanumab, chi ra rang cdc khang thé theo sang ché c6 thé di€u khién v€ mat
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nguy co an toan. Cac khang thé khang Abeta theo sang ché duoc mong doi 1a hitu
ich trong tuong lai dé diéu tri hodc ngin nglra bénh hodc r6i loan gy ra boi
Abeta (nhu bénh Alzheimer).

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién tht nghiém phat huynh quang thioflavin (ThT), thé hién céc
két qua thi nghiém vé hiéu qua ngan chin cia cac khang thé khang Abeta d6i voi
su két tu ciia AP1-42 monome thanh cac soi AB1-42;

Fig. 2 thé hién thu nghiém bao vé 1én cac noron vo ban déu, thé hién cac két
qua thi nghiém vé hiéu qua bao vé cua cac khang thé khang Abeta d6i véi cac
noron ban dau ctia chudt rat;

Fig. 3 thé hién thir nghiém thuc bao BV2, thé hién cac két qua thi nghiém
cla cdc khang thé khang Abeta ma thuc déy su thue bao cac sgi AP boi céac té bao
BV2;

Fig. 4 thé hién cac két qua thi nghiém vé hiéu qua cta cdc khang thé khang
Abeta ddi v6i su thue bao cac sgi AR béng c4c té bao tiéu than kinh dém ban dau
chuot rat;

Fig. 5 1a hinh v& miéu ta diém ghi kha nang cta chudt lam t0;

Fig. 6 thé hién thi nghiém lam t5, do thi thanh th¢ hién hiéu qua ctia cc
khang thé khang Abeta dbi véi su cai thién tap tinh xa hoi ctia chudt chuyén gen
5x FAD:;

Fig. 7 thé hién thi nghiém lam t0, biéu do phén tan thé hién hiéu qua cua cac
khang thé khang Abeta dbi voi su cai thién tap tinh xa hoi cia chudt chuyén gen
5xFAD;

Fig. 8 thé hién biéu d6 mé cung nudc. Duong tron lién va duong tron chim
twong tng 1a vi tri cua buc va khu vure buc.

Fig. 9 thé hién duong cong hoc cho thi nghiém mé cung nudc; thé hién céc
két qua duong cong vé hudn luyén va hoc buc kin. ANOVA hai chiéu dé cap dén
phén tich phuong sai hai chiéu; Céc két qua phan tich 1a nhu sau:

ANOVA hai chiéu: WT so véi td duoc 1ong: # p<0,05; ###: p<0,001;

Amab so voi ta duoc léng: ¥ :p<0,05; VY VY : p<0,01;
YVYYV:P<0,001;
HAB-5101-Ch so voi ta dugce 1ong: »: p<0,05;
HAB-2401-Ch so v&i ta duogc 1ong:®:p<0,05; ¢&: p<0,01;
HAB-9001-Ch so v6i ta duoc 16ng:*:p<0,05; **: p<0,01; ***:
P<0,001.
Fig. 10A-10G thé hién cac két qua cla thi nghiém mé cung nude: truc hoanh
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thé hién cac nhom dung duoc chat; Fig. 10A thé hién cac két qua thoi gian cho dé
dén buc, Fig. 10B thé hién cac két qua thoi gian cho dé dén ving buc, Fig. 10C
thé hién céc két qua sé dém chd giao nhau buc nay, Fig. 10D thé hién cac két qua
s6 dém chd giao nhau vung buc, Fig. 10E thé hién céc két qua khoang thoi gian
trén buc, Fig. 10F thé hién cac két qua khoang thoi gian ¢ vung buc, va Fig. 10G
thé hién céc két qua vé chi s6 chd giao nhau buc (chi s6 giao nhau = s6 dém giao
nhau vung dich - (tbng sb dém giao cac vung tuong Gmg trong ba cung phan tu
con lai)/3), 1oi ghi chua cta céac fig. 10B-10G la gidng nhu cic 101 ghi chu cua fig,
10A (chi tiét xem 15 ghi chu trong Fig. 10A). ANOVA mot chiéu dé cdp dén
phén tich phuong sai mot chiéu (Tuong tu cho cac fig. 12 va 13), so voi ta dugc,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; khong c6 cdc su khac biét coy nghia duoc phat
hién gitra cdc nhom nay;

Fig. 11A-11D thé hién céc két qua vé su tich tu AP trong thir nghiém ELISA.

Fig. 11A thé hién ham luong AP1-40 khong tan c6 trong hai ma, Fig. 11B thé
hién ham luong AP1-42 khong tan c¢6 trong hai ma (101 ghi chu cia Fig. 11B la
oibng 101 ghi chu ctia Fig. 11A, chi tiét xem Fig. 11A), Fig. 11C thé hién ham
luong AB1-40 khéng tan co trong vo ndo, va Fig. 11D thé hién ham luong
APB1-42 khong tan c6 trong vo ndo (loi ghi cht cua Fig. 11D la oidng 10 ghi cht
cua Fig. 11C, chi tiét xem Fig. 11C);

Fig. 12 1a do thi thé hién AP trong hai ma, chi dinh cac két qua ctia phat hién
[HC vé su tich tu AB (v6 ndo). ANOVA mot chiéu, so vai ta duge ***p<0,001;

Fig. 13 thé hién AP trong vo ndo, chi dinh cac két qua ctia su phat hién IHC
vé su tich tu AP (hai mad);

Fig. 14A thé hién hiéu quéa cia cac khang thé khang Abeta d6i v6i su giai
phong cytokin, TNFa trong mo ndo;

Fig. 14B thé hién hiéu quéa cia cac khang thé khing Abeta doi voi su giai
phong cytokin, IFN-y trong mo ndo:

Fig. 14C thé hién hiéu qua cua cac khang thé khang Abeta dbi véi su giai
phéng MCP-1 trong md ndo;

Fig. 14D thé hién hiéu qua ciia cac khang thé khang Abeta doi voi su giai
phéng KC trong mo néo;

Fig. 15A thé hién hiéu qué cta cac khang thé khing Abeta doi voi su giai
phong cytokin, IL1f trong mo nédo;

Fig. 15B thé hién hiéu qua cua cac khang thé khang Abeta dbi voi su gidi
phong cytokin, IL2 trong mo nao;

Fig. 15C thé hién hiéu quéa cta céc khang thé khing Abeta d6i vi su giai
phong cytokin, IL6 trong mo nao;

Fig. 15D thé hién hiéu qua cta céc khang thé khang Abeta d6i voi sy giai
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phong cytokin, IL12p70 trong mo ndo;

Fig. 15E thé hién hiéu qua cta cic khang thé khang Abeta d6i voi su giai
phong cytokin, IL4 trong mo ndo;

Fig. 15F thé hién hiéu qua ctia cac khang thé khéng Abeta d6i voi sy giai
phong cytokin, IL10 trong mé nao.
M3 ta chi tiét sang ché

Thuit ngi

Pé hiéu d& dang hon sang ché, cac thuat ngt k¥ thuat va khoa hoc nhét dinh
duoc xac dinh cu thé duoi day. Tru khi duge dinh nghia khac dugc xac dinh r0
rang & day, tAt ca cdc cac thuat ngtr k¥ thuét va khoa hoc khac dugc s dung ¢
day c¢6 nghia dugc hiéu thong thuong boi chuyén gia trong nganh thude linh vuc
cta sang ché.

Céac mi ba chit cai va cac md mot chit cai cho axit amin duoc sir dung trong
sang ché 1a nhu dugc mo ta trong J. biol. chem, 243, p3558 (1968).

Trong sang ché, "XXX" dé cap dén mot hoidc nhiéu chét; vi du, "khang thé
khang Abeta" nén duoc hiéu 1a mot hoac nhiéu khang thé lién két dic hiéu véi
Abeta. Do do, thudt ngtt "mot", "mot hoac nhidu" va "it nhat mot" co thé duoc st
dung hoan d6i cho nhau o day.

Thuat ngit "amyloid B", "p-amyloid"”, "AB" va "Abeta" ¢o thé duge st dung
hoén ddi cho nhau & day va dé cap dén doan duoc tao ra bing cach cit protein
tién chdt Amyloid (Amyloid Precursor Protein-APP) st dung p-secretaza 1
(BACE1), hodc dang cai bién bét ky hodc dang tuong duong chirc nang cua no,
bao gém, nhung khong bi gidi han dén AB1-40 va AB1-42. Puoc biét rang AB co
mat & dang monome, ma dugc két hop dé tao thanh cac oligome va céu truc tién
soi. CAu tric va trinh ty cua peptit AR ndy dugc biét nhiéu d6i véi chuyén gia
trong nganh, va cac phuong phéap san xudt peptit hodc dé chiét cac peptit nay tur
ndo va cac md khac cling duoc biét nhiéu (vi du, Glenner va Wong, Biochem
Biophys Res. Comm. 129:885 -890 (1984)). Hon nira. cac peptit AP cling cé san
trén thi truong. La cac vi du vé trinh tu axit amin cta AP ngudi, SEQ ID NO:1
thé hién trinh tu axit amin cua Ap1-40 va SEQ ID NO:2 thé hién trinh ty axit
amin cia AB1-42.

Nhu duoc st dung & day, "khang thé" dé cap dén globulin mién dich, céu
truc chudi bon-peptit duoc n6i voi nhau bang lién két disulfua gitra hai chudi
ning gidng nhau va hai chudi nhe giéng nhau. (Cac) ving hing dinh chudi ning
globulin mién dich khac nhau thé hién thanh phan axit amin va céu trac sip xép
khac nhau, do do thé hién tinh sinh mién dich khac nhau. Do do, cac globulin

mién dich c¢6 thé duogc chia thanh nam loai, hodc dugc dét tén la céc isotyp
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globulin mién dich, cu thé 1a IeM, IgD, IgG, IgA va IgE, tuong ng vGi chudi
nang u, , v, o va g, theo thanh phan axit amin cua ving khop cta nd va s6 luong
va vi tri cua céac lién két disulfua chudi ning, loai Ig gidng nhau c6 thé duge chia
tiép thanh cac phan 16p dudi khic nhau. vi dy. IeG c6 thé dugc chia thanh 1gGl,
1gG2, [gG3 va 1gG4. Chudi nhe ¢6 thé duoce chia thanh chudi k hodc L dua trén
(cac) vung hang dinh khac nhau. M&i loai trong s6 nam loai Ig 6 thé c¢6 chudi «
hodc A.

Trong séng ché, chudi nhe khang thé c6 thé chira thém ving hiang dinh
chudi nhe, chira chudi k, & ngudi hodc chudt hodc bién thé cua no: chudi ning
khang thé co thé chira thém ving hang dinh chudi ning, chira IgG1, IgG 2, 1gG 3,
IgG 4 nguoi hodce chudt hoac bién thé ctia no.

Cac trinh tu khoang 110 axit amin lién k& vé6i dau tan cing N ctia cdc chudi
ning va nhe khang thé 1a bién dbi cao, duoc biét 1a ving bién d6i (ving Fv), bao
gém vung bién ddi chudi nhe (VL) va ving bién ddi chudi ning (VH); phé"m con
lai cta cac trinh ty axit amin gén v6i dau tan cung C 1a tuong d6i 6n dinh, duoc
biét la ving hang dinh. Ving bién ddi bao gdm ba vung siéu bién (hypervariable
region-HVR) va bon vung khung tuong dbi bao thu (framework region-FR). Ba
vung siéu bién xac dinh tinh dic hiéu cta khang thé cling duge biét 1a ving xéc
dinh tinh bd sung (complementarity determining region-CDR). Mdi viung bién
d6i chudi nhe (VL) va mdi ving bién dbi chudi nang (VH) bao gdm ba ving
CDR va bén vung FR, voi trat tu trinh tu tur dau tin cung amino dén dau tan cung
carboxyl theo trat tu sau: FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Ba
ving CDR ctia chudi nhe dé cap dén LCDRI1, LCDR2, va LCDR3, va ba vung
CDR cua chudi nang dé cap dén HCDRI, HCDR2, va HCDR3. S6 va vi tri cta
cac gbe axit amin CDR cua khang thé hodic méanh gin két khang nguyén dugc mo
ta ¢ day tuan theo ti€u chuan danh sé Kabat da biét va/hodc tiéu chuan danh so
Chothia ((1983) U.S.Dept.of Health and Human Services,“Sequence of Proteins
of Immunological Interest.).

C4c khang thé theo sang ché bao gdbm khing thé chudt, khang thé kham,
khang thé duogc lam gidng nguoi, uu tién 1a khang thé duoc lam gidng ngudi.

Thuét ngit "khang thé chudt" dugc md ta trong sang ché dé cap dén khing
thé don dong gan két Abeta nguoi dugc diéu ché theo kién thirc va k§ ning trong
linh vuc nay. Trong khi diéu ché, dbi twong thir nghiém co thé duogc tiém khang
nguyén Abeta, va sau do khéi té bao lai biéu hién khang thé chta trinh tu mong
mudn hodc dic diém chtc ning mong mudn dugc phan tach. Trong phuong an
theo sang ché, khang thé Abeta chudt hodc manh gin két khang nguyén cta no
chtra thém vung héng dinh chudi nhe cua chudi «, L chudt hoic bién thé ctia no,

va/hodc chtra thém vung hing dinh chudi nang cta IgG1, IgG2, IgG3 chudt hodc
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bién the cua no.

Thuat nglt "khang thé kham" nhu dugc mo ta & day, 1a khang thé bang cach
dung hop ving bién dbi ctia khang thé chudt cung v6i vung hing dinh ctia khang
thé nguoi, va khang thé kham c6 thé lam giam bét ddp img mién dich gy ra boi
khang thé chudt. Dé thiét 1ap khang thé kham, trudc hét thiét 1ap khéi té bao lai
tiét khang thé don dong chudt dic hiéu va gen ving bién doi duoc tach dong don
tinh tir khéi té bao lai chudt nay. Sau do gen vung hing dinh dugc tach dong don
tinh tir khang thé ngudi theo nhu cau. Gen ving bién doi chuot dugc lién két voi
gen vung hing dinh nguoi dé tao thanh gen kham, ma c6 thé sau do duoc cai xen
vao trong vecto biéu hién. Cudi cung phan tir khang thé kham s& duoc biéu hién
trong hé théng tién nhan hodc nhan chuén. Trong phuong an theo sang ché, chudi
nhe cta khang thé kham chua thém ving hang dinh chudi nhe ¢6 ngudn gde tir
chudi k, & nguoi hodc bién thé cua no. Chudi nang cia khang thé kham chua
thém vung hang dinh chudi ning c6 ngudn gbe tir IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 nguoi
hodc bién thé ctia né, vu tién la chira ving hing dinh chudi ning c6 ngudn gbe tir
IgGl, 1gG2 hoac 1gG4 nguoi, hoac bién thé 1gG1, 1gG2 hodc IgG4 c6 (cac) dot
bién axit amin, nhu (cac) dot bién YTE hodc (cic) dot bién hdi phuc.

“Khang thé duoc lam gidng ngudi” nhu duge st dung & déy, cling duoc biét
la khang thé ghép CDR, dé cap dén khang thé duoc tao ra bang cach ghép cac
trinh ty CDR chudt vao trong cdc vung khung ving bién d6i khang thé nguoi,
nghia la, khang thé duoc tao ra trong céc loai trinh tu ving khung khang thé dong
mam ngudi khac nhau. Khang thé duoc lam gibng nguoi c6 thé ché ngu cic dap
ung khac loai gy ra bdi khang thé kham mang mét sd 16n céc thanh phan protein
chuot. Cac trinh tu vung khung nay cé thé thu duoc co s& dir liéu ADN cong b
bao ham cac trinh ty gen khang thé dong mam hodc cdc tai liéu tham khao da
duoc cong bd. Vi du, cac trinh tw ADN dong mam cla cac gen vung bién do6i
chudi nhe va chudi ning nguoi co thé duoc tim théy trong co so dit liéu trinh tu
dong mam ngudi "VBase" (www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), ciing nhu trong
Kabat, EA, et al. 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Pé tranh su giam hoat tinh gdy ra boi tinh sinh mién dich giam, cac trinh tu viung
khung trong khang thé ngudi ving bién ddi 6 thé duge dua dén cac dot bién bio
toan giam thiéu hoic (cac) dot bién hoi phuc de duy tri hoat tinh. Khang thé duoc
lam gidng nguoi theo sang ché cling bao gém khang thé duoc lam giéng nguoi
trén d6 su thanh thuc ai luc CDR dugc thue hién boi su biéu hién thé thuc khudn.
Trong mot phuwong an theo sang ché. trinh tu CDR cta khang thé dugc lam gidng
nguoi Abeta dugce chon tr SEQ ID NO: 11-27. Péi voi ving khung ving bién
dbi khang thé nguoi, sau khi thiét ké va chon loc, trinh tr ving FR chudi nang

khang thé duge chon tr vung FRI, FR2, FR3 va JH6 cua dong mam ngudi
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IGHV1-24*01 va hjh6.3, IGHV3-30*01 va hjh6.3 hodc IGHV2-70D*04 va
hjh6.1, hodc trinh tu dot bién caa né; trinh tu vung FR chudi nhe duoc chon tur
cac ving FR1, FR2, FR3 va JK4, JK2 cta dong mam ngudi IGKV1-27%01 va
hik4.1, IGKV1-39%01 va hjk4.1. IGKV2-40*01 va hjk4.1, IGKV2-40*01 va
hjk2.1, hodc trinh tu dot bién cua no.

Ghép CDR ¢0 thé dan dén giam ai luc cia khang thé Abeta thu duoc hodc
méanh gan két khang nguyén cta né v4i khang thé do cac gde vung khung tiép
xuc v6i khang nguyén. Céc tuong tac ndy co thé thu duogc tir cac dot bién soma
cao. Do dé, c6 thé van can thiét ghép axit amin ving khung thé cho véi ving
khung khang thé duoc lam giéng ngudi. Cac gbc axit amin tham gia vao gan két
khang nguyén co ngudn goc tir khang thé nguoi khong phai Abeta hodc manh
gin két khang nguyén cta n6 co thé duoc xac dinh bang cach kiém tra trinh tu va
cAu triic cua ving bién doi khang thé don dong chudt. Cac gbc axit amin ma khac
nhau gitta vung khung CDR thé cho va cac dong mam cé thé dugce xem la dugc
lién quan. Néu khong thé xac dinh dong mam gan nhét, trinh tu nay ¢6 thé duoc
so sanh vdi trinh tu thong thuong cung ¢é ¢ cac kiéu phu hodc trinh tu chudt voi
phin tram tuong ddng cao. Céc gde ving khung hiém duge cho la két qua cia
dot bién cao trong cac té bao soma, va dong vai tro quan trong trong lién két.

Nhu duge st dung ¢ day, "manh gin két khang nguyén" hodc "manh co
chire nang" dé cip dén mot hodc nhiéu manh khang thé van con kha ning lién két
véi khang nguyén. Pa duoc thay rang cac manh cua khéng thé co chiéu dai hoan
chinh ¢6 thé duoc st dung dé thu duge chtic ning ghn két voi khang thé dac hiéu.
Céac vi du vé cac manh gin két duoc dua vao ¢ dang "manh gin két khang
nguyén" bao gSm (i) manh Fab, manh hoéa tri mot bao g6m khu vue VL, VH, CL
va CHI; (ii) manh F(ab')2, manh hoa tri hai bao g6m hai manh Fab dugc lién két
bang lién két disulfua trong ving khép; (iii) manh Fd, bao g6m cac khu vue VH
va CH1; (iv) manh Fv, bao gém khu vuc VH va VL moét nhanh; (v) khu vuc don
hodc manh dAb (Ward et al. (1989) Nature341: 544-546) bao gém khu vuc VH;
va (vi) vung xdc dinh bd sung tach biét (CDR) hodc (vii) két hop cua hai hoac
nhidu CDR tach biét duge lién két tiy y bing cac doan nbi tdng hop. Ngoai ra,
khu vuc VL va khu vue VH ctia manh Fv dugc ma hda boi hai gen tach biét, tuy
nhién, ching c¢6 thé duoc lién két bing doan ndi téng hop bang cach st dung
phuong phéap tai t6 hop. dé tao ra chudi protein don trong d6 phan tr hoa tri mot
dugc tao thanh béng céch két cdp khu vuc VL va VH (duoc dé cap dén la chudi
don Fv (scEv); xem vi dy, Bird et al. (1988): 423-426; Science 242 va Huston et
al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883). Cac khang thé chudi don
nay cling nhim dé dugc dua vao dudi dang “manh gfn két khang nguyén”. Céc

khang thé nay thu dugc st dung cac ky thudt thong thuong da biét trong nganh,
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va duoc sang loc cdc manh co chirc nang bang cach st dung phuong phép tuong
tu nhu phuong phap cho khang thé nguyén ven. Céc phan gén két khang nguyén
¢ thé duoc san xuét bang ky thuit ADN tai t6 hop hodc bing cach cit bang
enzym hoac hda hoc globulin mién dich nguyén ven. Céc khang thé ¢6 thé duogc
tao thanh & dang cdc isotyp khac nhau, vi du, IgG (vi du, kiéu phu [gGl, IgG2,
IgG3 hoac IgG4), khang thé IgAl, IgA2, IgD, IgE hodc IgM.

Nhu duoc sir dung ¢ day, Fab la manh khang thé thu duoc bang cach xtr 1y
phan tu khang thé IgG bang papain (¢t cac gde axit amin & vi tri 224 clia chudi
H). Manh Fab co trong lugng phéan tir khoang 50.000 va c6 hoat tinh gin két
khang nguyén, trong d6 khodng mot nura phia ddu tan cing N ctia chudi H va
toan bd chudi L duoc lién két véi nhau thong qua lién két disulfua. Fab theo séng
ché c6 thé duoc san xuét bang cach xir Iy khang thé don dong theo sang ché (ma
nhan biét dic hiéu Abeta nguoi va lién két vai vung ngoai bao hoac cAu truc ba
chiéu cua no) véi papain. Hon nita, Fab co thé duoc san xudt bang cach xen ADN
ma hoéa Fab cta khang thé nay vao trong vecto bidu hién té bao tién nhan hodc
vecto biéu hién té bao ¢6 nhan va dua vecto nay vao trong té bao tién nhan hoic
té bao c6 nhan dé bicu hién Fab.

Nhu duoc st dung ¢ day, F(ab')2 la manh khang thé c6 trong lugng phan ti
la khoang 100.000 va c¢6 hoat tinh gin két khang nguyén va chtra hai vung Fab
ma duoc lién két ¢ vi tri khép, nd ¢6 thé duoc san xuét bang cach cit phan phia
duéi hai lién két disulfua trong viung khép cua IgG bang pepsin. F(ab') 2 theo
sang ché c6 thé duoc san xudt bang cach xir 1y khang thé don dong theo sing ché
(ma nhan biét dic hiéu Abeta ngudi va lién két véi vung ngoai bao hodc cAu tric
ba chidu cua no) biang pepsin. Ngoai ra, F(ab')2 ¢o thé duoc san xuat bang cach
lien két Fab' duoc md ta dudi day thong qua lién két thioete hodc lién két
disulfua.

Nhu duoc st dung ¢ ddy, Fab' la manh khéang thé co trong lwong phan tr 1a
khoang 50.000 va c6 hoat tinh gén két khang nguyén. Fab' thu dugc bing céch
cat lién két disulfua & viing khop cua F(ab')2 dugc dé cap trén day. Fab' theo séng
ché ¢6 thé duoc san xuit bang cach xir Iy F(ab')2 theo sang ché (ma nhan biét dic
hiéu Abeta va lién két voi vung ngoai bao hodc cAu tric ba chiéu cta nd) béng
tac nhan khir, nhu dithiothreitol. Hon ntra, Fab’ c6 thé duoc san Xuét béng cach
xen ADN ma hoa Fab’ cta khang thé niy vao trong vecto biéu hién té bao tién
nhan hodc vecto biéu hién té bao co nhan va dua vecto nay vao trong té bao tién
nhan hodc té bao c6 nhan dé biéu hién Fab’.

Nhu duoc st dung ¢ day, " khang thé chudi don", "chudi don Fv" hoic
"scFv" dé cdp dén phan tir chira khu vuc bién dbi chudi ning khang thé (hodc
vung; VH) dugc ndi véi khu vuce bién d6i chudi nhe khang thé (hoac vung; VL)
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bing doan ndi. Phan t scFv nay c6 cong thoe chung NH2-VL-doan
n6i-VH-COOH hoic NH2-VH-doan ndi-VL-COOH. Doan ndi thich hop trong
nganh bao g61n trinh tu axit amin GGGGS ldp lai hodc bién thé cua nd, vi du,

bién thé c6 1-4 doan lap lai (Holliger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:

6444-6448). Cac doan ndi khac ma c6 thé duoe st dung trong séng ché duoc mo
ta boi Alfthan et al. (1995), Protein Eng. 8:725-731, Choi et al.(2001), Eur. J.
Immunol. 31:94-106, Hu et al. (1996), Cancer Res. 56:3055-3061, Kipriyanov et
al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56 and Roovers et al. (2001), Cancer Immunol.
scFv theo sang ché c6 thé dugce san xuit bang cac bude sau: thu cADN ma hoa
VH va VL cta khang thé don dong theo sdng ché ma nhan biét diac hiéu Abeta
nguoi va lién két voi ving ngoai bao hoic chu trie ba chiéu cta no, xay dung
ADN ma hoa scFv, xen ADN nay vao trong vecto biéu hién té bao tién nhan hodc
vecto biéu hién té bao c6 nhan, va sau do dua vecto biéu hién nay vao trong té
bao tién nhan hodc té bao ¢ nhan dé biéu hién scFv nay.

Nhu duoc s dung ¢ déy, diabody la manh khang thé trong d6 scFv duoc
dime hoa, va né 1a manh khéng thé c6 hoat tinh gin két khang nguyén hoa tri hai.
Trong hoat tinh gan két khang nguyén héa tri hai nay, hai khang nguyén nay c6
thé 1a giéng nhau hodc khac nhau. Diabody theo sang ché co thé duoc san xuét
bang cac budc sau: thu cADN ma hoa VH va VL cua khang thé don dong theo
sang ché ma nhan biét dac hiéu Abeta ngudi va lién két v6i ving ngoai bao hodc
cAu truc ba chiu cta nd, xdy dung ADN ma hoa scFv sao cho chiéu dai cia doan
n6i peptit nay la 8 gbc axit amin hodc it hon, xen ADN nay vao trong vecto biéu
hién té bao tién nhan hodc vecto biéu hién té bao c¢6 nhan, va sau dé dua vecto
bidu hién vao trong té bao tién nhan hozc t¢ bao c6 nhén dé biéu hién diabody
nay.

Nhu dugce st dung ¢ day, dsFv thu duoc bang céach thay thé mot gde axit
amin trong moi VH va VL bang gbc cystein, va sau do ndi cac polypeptit duoc
thé nay thong qua lién két disulfua gitra hai gdc cystein. Cac gbc axit amin duoc
thay thé bang gbc cystein co thé dugc chon loc dua trén du doan ciu tric ba
chiéu cta khang thé theo cac phwong phap da biét (Protein Engineering, 7, 697
(1994)). dsFv theo sang ché ¢6 thé duoc san xudt bang cac budce sau: thu cADN
ma héa VH va VL cta khang thé don dong theo sang ché ma nhan biét dic hiéu
Abeta nguoi va lién két v6i ving ngoai bao hodc ciu triic ba chiéu ctia no, xay
dung ADN mia héa dsFv, xen ADN nay vao trong vecto biéu hién té bao tién
nhan hodc vecto biéu hién té bao cé nhén, va sau d6 dua vecto biéu hién nay vao
trong té bao tién nhan hoac té bao c6 nhan dé biéu hién dsFv nay.

Nhu duoc st dung & day, peptit chira CDR duoc xdy dung tr mdt hodc
nhiéu ving CDR VH hodc VL. Peptit chira mot vai CDR ¢6 thé duogc ndi truc
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tiép hodc thong qua doan ndi peptit thich hop. Peptit chia CDR theo sang ché ¢6
thé dugce san xuft bang cdc budc sau: xay dung ADN ma hoa VH va VL cua
khang thé don dong theo sdng ché ma nhan biét dic hiéu Abeta nguoi va lién két
vé1 ving ngoai bao hoac cAu tric ba chiéu cta no, xen ADN nay vao trong vecto
biéu hién té bao tién nhan hodc vecto biéu hién té bao co nhan, va sau do dua
vecto biéu hién nay vao trong té bao tién nhan hodc té bao co nhan dé biéu hién
peptit nay. Peptit chira CDR ¢0 thé ciing duge san xuét bang phwong phap tong
hop hoa hoc nhu phuong phap Fmoc hodc phuong phap tBoc.

Nhu duoc st dung & day, "CDR" dé cap dén mot trong s6 séu ving siéu
bién ¢6 trong khu vuc bién ddi khang thé ma chu yéu gop phan vao gan két
khang nguyén. Mot trong nhirg dinh nghia duogc st dung thong thuong nhit vé 6
CDR duogc cung cp boi Kabat EA et al. ((1991) Céc trinh tu cta protein ¢o loi
ich vé mién dich. NIH Publication 91-3242). Nhu dugc st dung ¢ day, dinh
nghia Kabat cho CDR dugc ap dung cho CDR1, CDR2, va CDR3 cua khu vuce
bién ddi chudi nhe (CDR L1, CDR L2, CDR L3 hodc L1, L2, L3), va CDR2 va
CDR3 cua khu vue bién ddi chudi ning (CDR H2, CDR H3 hodc H2, H3).

Nhu duoc s dung ¢ day, "khung khang thé” d& cap dén mot phan ctia khu
vue bién dbi, VL hodc VH, ma lam khung cho cdc vong gin két khang nguyén
(CDR) ciia khu vye bién déi nay. Pac biét 1a, n6 1a khu vuc bién doi khong co
CDR.

Nhu duoc st dung ¢ day, "epitop” hoac "thé xac dinh khang nguyén" hodc
"epitop khing nguyén” d& cap dén vi tri trén khdng nguyén ma gin két dic hiéu
véi globulin mién dich ho#c khang thé (vi du, vi tri ddc hiéu trén phén tir Abeta).
Céc epitop thuong bao oOm it nhat 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hogc 15
axit amin lién nhau hodc khong lién nhau trong cAu hinh bac bdn duy nhét. (Xem,
Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, ed. G. E.
Morris (1996)).

Nhu duoc st dung ¢ day, "lién két dic hién v6i", "lién két chon loc véi'",
"duoc lién két chon loc v&i" hodc "dugc lién két dac hiéu va6i" dé cap dén lién két
cia khang thé voi epitop xéc dinh trudce trén khdng nguyén. Pién hinh 13, khang
thé nay lién két v6i ai luc (KD) nho hon khoang 107 M, vi du, it hon khoang 108
M. 10 M hodc 107'° M hodc thdm chi nho hon.

Nhu dugc st dung ¢ day, "KD" hodc “Kd” dé cap dén hang s6 can bang
phén ly cho tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé. Thong thuong, khang thé
theo sang ché lién két véi Abeta ngudi voi hing s6 can bang phan ly (KD) nho
hon khoang 10"M, vi du, nhé hon khoang 10*M, 10°M hoac 10"'°M hodc thadm
chi nhé hon, vi du, nhu dugc xac dinh biang Cong nghé cong hudng plasma bé
mit (SPR) trong thiét bi Biacore T200.
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Nhu duge st dung ¢ day, "lién két canh tranh" va "duoc lién két canh tranh
v6i" dé cap dén khing thé nhén biét va lién két v6i eptiop giéng nhau (cling duoc
goi la thé x4c dinh khdng nguyén) hodc mot phan cua eptiop gidng nhau trén
Abeta nguoi la khang thé don dong trong s cac khang thé don dong theo sang
ché. Khéng thé lién két v6i eptiop gidng nhau la cac khang thé don dong theo
sang ché dé cap dén khang thé nhan biét va lien két v6i trinh tu axit amin Abeta
ngudi ma duoc nhin bit boi cac khang thé don dong theo sang ché.

Khi thuat ngit "canh tranh" dugc st dung trong pham vi cua cac protein gin
két khang nguyén (vi du, trung hoa cac protein gAn két khang nguyén hodc trung
hoa cac khang thé) ma canh tranh v6i eptiop gidng nhau, nghia la canh tranh xay
ra gifta cac protein gén két khang nguyén, ma duoc xac dinh bang céc thir
nghiém trong do protein gin két khang nguyén dugc th nghiém (vi du, khang
thé hodc manh c¢6 chlrc ning mién dich cua no) ngin ngua hodc e ché (vi du,
lam giam) lién két diic hiéu cla protein gan két khang nguyén tham chiéu (vi du,
phéi tor hodc khang thé tham chiéu) voi khang nguyén thong thuong (vi du,
khang nguyén PD-L1 hogc manh cua nd). Mot sb loai thr nghiém lién két canh
tranh 1a sdn co dé xac dinh liéu protein gfn két khang nguyén co canh tranh v6i
protein khéc. Céac thu nghiém nay la, vi dy, thu nghiém phong xa mién dich
(radioimmunoassay-RIA) truc tiép hodc gidn tiép pha rin, thtr nghiém mién dich
(immunoassay-EIA) enzym truc tiép hodc gidn tiép pha ran, thtr nghiém canh
tranh kep (xem vi du, Stahli et al, 1983, Methods in Enzymology 9: 242-253);
EIA biotin-avidin truc tiép pha ran (xem vi dy, Kirkland et al, 1986, J. Immunol.
137: 3614-3619), thir nghiém danh ddu truc tiép pha rén, thtr nghiém kep danh
dau truc tiép pha ran (xem vi du, Harlow va Lane, 1988, Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA danh ddu truc tiép pha rin
vGi chat danh didu I-125 (xem vi du. Morel et al, 1988, Molec. Immunol. 25:
7-15); EIA biotin-avidin tryc tiép pha ran (xem vi du, Cheung, et al, 1990,
Virology 176: 546-552); va RIA danh du truc tiép (Moldenhauer et al, 1990,
Scand. J. Immunol. 32: 77-82). Thong thuong, th nghiém bao gbdm st dung
khang nguyén tinh ché ¢6 kha nang gin két véi bé mit rédn hodc té bao dugc nap
ca hai protein gém két khang nguyén thtr nghiém khong dédnh d4u va protein gin
két khang nguyén tham chiéu duoc danh dau. Uc ché canh tranh dugc xdc dinh
béng cach do khéi luong danh du lién két véi bé mit ran hodic véi té bao co mit
trong protein gan két khang nguyén thr nghi¢m. Thong thuong, protein gin két
khang nguyén thir nghiém co6 voi lugng du. Cac protein gin két khang nguyén
duoc xac dinh bang thir nghiém canh tranh (canh tranh voi protein gfn két khang
nguyén) bao gém: cac protein gdn két khang nguyén lién két voi eptiop gidng
nhau la protein gdn két khang nguyén tham chiéu; va céc protein gén két khang
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nguyén lién két voi epitop ma du gan vGi epitop ma gfn két véi protein gin két
khang nguyén tham chiéu, trong d6 hai epitop gdy can tro vé mat khong gian vai
nhau dé can tré lien két nay. Chi tiét bo sung vé cac phuong phép xac dinh lién
két canh tranh dugc cung cép trong céc vi du ¢ ddy. Thong thuong, khi protein
gin két khang nguyén canh tranh c6 v6i lugng du, no s€ uc ché (vi du, lam gidm)
it nhét 40-45%. 45-50%, 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70%, 70-75% hoac 75%
hoic thdm chi cao hon cua lién két dic hiéu cua protein gén két khang nguyén
tham chiéu voi khang nguyén thong thuong. Trong mot s6 truong hop, lién két
nay bi tre ché it nhit 80-85%, 85-90%, 90-95%. 95-97%, hodc 97% hodc thdm
chi cao hon. |

Nhu duoc s dung ¢ diy, "phan t axit nucleic” dé cap dén cac phan tir
ADN va céc phan tr ARN. Phan ti axit nucleic ¢o thé 1a sgi don hoic soi doi,
nhung wu tién la ADN soi doi. Axit nucleic dugc "lién két hoat dong" khi no
duoc dat vao trong mdi quan hé chire nang voi trinh ty nucleic khac. Vi du, gen
khai ddu hodc gen tang cuong dugc lién két hoat dong v6i trinh ty ma hoa néu no
anh hudng dén sy phién ma cua trinh tu nay.

Nhu dugc st dung & day, "vecto” d& cap dén phan tr axit nucleic c6 kha
nang van chuyén axit nucleic khac ma da duoc lién két voi. Trong mot phuong
an, vecto la "plasmid," dé cap dén vong ADN soi doi dang vong bén trong do6 co
thé duoc ndi cac doan ADN bo sung. Theo phuong an khac, vecto la vecto virut,
trong d6 doan ADN bd sung nay co6 thé duogc ndi vao trong hé gen virut. Cac
vecto duge boc 10 ¢ ddy ¢ kha nang tu sao chép bén trong té bao chii ma chung
duoc dua vao (vi du, cic vecto vi khuan c6 diém bat diu sao chép cta vi khuén
va vecto dong vét co vi episom), hodc ¢o thé duoc xen vao trong hé gen cua té
bao cht khi dua vao trong t& bao chi, va nhd do dugc sao chép cung véi hé gen
té bao chu (vi du, vecto dong vat ¢o va khong phai episom).

Nhu duoc st dung & day. "té bao chu" dé cap dén té bao da dugc dua vao
trong do vecto biéu hién. Té bao chii ¢6 thé bao gdm té bao vi khuén, vi sinh vat,
thuc vat hodc dong vat. Vi khuén co thé dé dang duoc bién nap bao gém cac vi
khuén thudc enterobacteriaceae, nhu Escherichia coli hodc chung Salmonella;
Bacillaceae nhu Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus va Haemophilus
influenzae. Cac vi sinh vét thich hop bao gom Saccharomyces cerevisiae va
Pichia pastoris. Dong té bao chu dong vat thich hop bao g6bm CHO (Dong té bao
tring chudt hamster Trung Qube) va cac té bao NSO.

Céac phuong phap san xudt va tinh ché cac khang thé va cac manh gan két
khang nguyén duogc biét nhiéu trong nganh, vi du, A Laboratory Manual for
Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York, chuong 5-8 va 15. Vi du, chudt c6 thé duoc gdy mién dich bang Abeta
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nguoi hodc cac manh cia no, va cac khang thé thu dugc c6 thé sau d6 duge hdi
tinh, tinh ché va phan tich trinh ty cdc trinh ty axit amin bang cach sir dung cdc
phuong phap thong thuong dugc biét trong nganh. Manh gin két khang nguyén
¢6 thé cling duoc diéu ché bang cac phuong phap thong thuong. Céac khang thé
hodc cac manh gin két khang nguyén theo sang ché duoc cai bién di truyén aé
chtra mot hodc nhiéu ving khung nguoi va cac CDR co nguon gbc tir khang thé
khong phai cua nguoi. Céac trinh tu dong mam FR ngudi co thé thu duge tur
ImMunoGeneTics (IMGT) théng qua trang web cta ho http:/imgt.cines.fr, hoac
tir The Immuglobulin Facts Book, 2001, ISBN 012441351, bang cach sip xép
thang hang dua trén co so dir liéu gen dong méam vung bién d6i khéang thé nguoi
IMGT va st dung phan mém MOE.

Cac khang thé duoc cai bién di truyén hodc cdc manh gfn két khang nguyén
theo sang ché ¢6 thé dugc didu ché va tinh ché st dung cdc phuong phap da biét.
Vi du, cac trinh ty cADN ma hoa chudi ning va chudi nhe c6 thé duoc tach dong
don tinh va dugc dua vao trong vecto bidu hién GS. Céac vecto biéu hién globulin
mién dich tai to hop c6 thé sau do duge chuyén nhiém 4n dinh vao trong té bao
may CHO. La phuong phap duge gi¢i thi¢u thém nira dugc biét trong nganh, hé
théng biéu hién dong vat c¢o vi s& dan dén su glycosyl hoa, thudong ¢ céc vi tri
dAu tan cung N bao tht cao trong ving Fe. Thu duge cdc dong don tinh 6n dinh
biéu hién khéng thé lién két dac hidu voi Abeta nguoi. Cac dong duong tinh ¢6
thé duoc nhan 1én trong moi truong nuodi cdy khong chira huyét thanh trong céac
thiét bi phan tmg sinh hoc dé san xudt khang thé. Moi trudng nudi cdy ma da
duoc tiét vao trong do khang thé ¢6 thé dugc tinh ché bang cdc k§ thuét thong
thuong. Vi dy, tinh ché béng cach thuc hién trén cot FF Protein A hodc G
Sepharose ma da dugc cai bién bing dém. Cac thanh phin lién két khong dic
hiéu duoc rira bo. Khang thé lién két duoc rira gidi bang gradient pH va cdc manh
khang thé duogc phat hién bing SDS-PAGE, va sau d6 gom lai. Cdc khang thé ¢6
thé duoc loc va co dic str dung cac k§ thuat chung. Cac su két tu hoa tan va cac
multime ¢6 thé duoc loai bé mot cach hiéu qua béng cac ky thudt chung, nhu su
loai trir kich c& hodac trao ddi ion. San pham thu dugc sau do duoc dong lanh
ngay lap tue, vi du ¢ -70°C, hoac ¢6 thé duoc 1am kho lanh.

Nhu duogc st dung ¢ ddy, “dot bién” bao gdbm nhung khong bi gi6i han dén
“dot bidn hdi phuc”, “dot bién bao toan™ hogc “su thé hodc thay thé bao toan™.
Nhu duogc su dung ¢ day, "dot bién bao toan" hoic "su thé hodc thay thé bao
toan" dé cap dén su thay thé bang axit amin khéc co céc dic diém twong tu (vi du
su tich di¢n, kich thudc chudi bén, tinh ki nudc/tinh va nude, cAu hinh va do
mém déo cta khung v.v...) cho axit amin trong protein, sao cho cac sy thay dbi

c6 thé duoc xay ra sau d6 khong lam thay doi hoat tinh sinh hoc ctia protein nay.
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Chuyén gia trong nganh nhéan thdy rang nhin chung, mot su thay thé axit amin
trong cac ving khong quan trong cta polypeptit khong lam thay d6i dang ké hoat
tinh sinh hoc (xem vi du, Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene,
The Benjamin/Cummings Pub. Co.. p. 224 (4th Ed.)). Ngoai ra, su thay thé bang
axit amin tuong ty co cung cdu tric hodc chuc ning la it ¢6 kha nang pha vo hoat
tinh sinh hoc.

"Trinh tu dot bién" duogc dé cap trong sang ché dé cap dén trinh tu nucleotit
va trinh tu axit amin ¢6 cdc phan trdm trinh tu gidng khic nhau véi céc trinh tu
theo sang ché, sau khi thay ddi trinh tw nucleotit va trinh tu axit amin theo sang

ché béng su thay thé. su xen vao hodc su bd bot thich hgp. Trinh tu giéng duoc

mb ta trong sang ché ¢6 thé it nhét 1a 85%. 90% hodc 95%, wu tién 1a it nhat 95%.

Céc vi du khong gigi han bao g61n 85%, 86%. 87%, 88%., 89%., 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%. So sanh trinh ty va xac dinh phﬁn
tram giéng gita hai trinh tu co thé duoc thuc hién st dung thuét todn
BLASTN/BLASTP ¢6 céac su bd trf mic dinh sin co6 trén trang web cua Trung
tam vién nghién ciru cong nghé sinh hoc quoc gia (National Center For
Biotechnology Institute).

Nhu dugce st dung ¢ day, "su twong d611g” hodc “su twong tu” hoac “su nhét
quan” dé cap dén su tuong tu vé trinh tu gitta hai trinh tu polynucleotit hodc gitra
hai trinh tu polypeptit. Khi vi tri trong ca hai chudi duoc so sanh duogc chiém vi
tri boi bazo tuong tu hodc dudi don vi monome axit amin, vi du, néu vi tri trong
mdi phén tr trong s6 hai phan tor ADN dugc chiém giir bang adenin, thi cdc phén
to nay la tuong dong o vi tri nay. Phén tram tuong dong gitta hai trinh ty 1& ham
ctia sb cac vi tri tuong tng hodc tuong ddng cung co gitra hai chudi chia cho s6
vi tri dugc so sanh va sau do nhan véi 100. Vi du, néu 6 trong s 10 vi tri gilta
hai chudi duoc so sanh hoidc twong dong khi cac trinh tu nay dugc dudi thang t6i
uu, thi hai trinh tu c6 60% do tuong déng; néu 95 trong sd 100 vi tri trong hai
chudi duoc so sanh hodc tuong dong thi hai chudi nay ¢6 95% do twong dong.
Nhin chung, so sanh dugc thuc hién khi hai trinh tu dugc dudi théng dé thu duoc
phan trdm tuong dong toi da.

"Ngoai sinh" duogc dé cap trong sang ché dé& cap dén cac chét dugc tao ra
bén ngoai cac sinh vat, cac té bao hodc nguoi tuy theo hoan canh. "Noi sinh" dé
cap dén cac chét duoc tao ra trong té bao, sinh vat hodc co thé nguoi tuy theo
hoan canh.

Nhu duoc st dung & ddy, "té bao," "dong té bao," va "dich nudi té bao"
duoc st dung hoan doi cho nhau va tAt ca su chi dinh nay bao gdbm cing dong.
Do do, cac tu "thé bién nap" va "té bao duoc bién nap" bao gém cac té bao ban
diu va dich nudi cdy la thé hé sau tir cdc té bao nay khong ké dén sb lan cy
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truyén. Ciing nén duoc hiéu rang tit ca cic té bao thé hé sau nay c6 thé khong
gibng nhau mot cach chinh xéc vé thanh phan ADN, do cdc dot bién cha dinh
hodc ngﬁu nhién. Thé hé sau dot bién ma co chirc nang va hoat tinh sinh hoc
giéng nhau nhu chirc ning va hoat tinh sinh hoc trong té bao duoc bién nap ban
diu duoc bao gdm. Trong dé cac chi dinh riéng nham dé s& duoc hiéu rd rang tur
bbi canh nay.

Nhu dugce st dung & ddy, "phan Gmg chudi polymeraza (polymerase chain
reaction)" hoac "PCR" dé cap dén quy trinh hoac k¥ thut trong do khéi luong
nhé phén cu thé axit nucleic, ARN va/hodc ADN, duoc khuéch dai nhu dugc md
ta trong, vi du, U.S. Pat. No. 4,683,195. Nhin chung, thong tin vé trinh tu & céc
diu mut cia hodc bén ngoai ving quan tdm can sin co, nhu cic doan moi
oligonucleotit c6 thé duoc thiét ké; cic doan mdi nay s& la gidng hodc tuong tu
trong trinh ty véi cac sl dbi dién cua khuon can duoc khuéeh dai. Cac nucleotit
cia ddu tan cung 5°cta hai doan moi c6 thé tring voi cdc dau tan cung cla
nguyén li€u duoc khuéch dai. PCR ¢6 thé duoc st dung dé khuéch dai céc trinh
tu ARN cu thé, cac trinh tu ADN cu thé tur téng ADN h¢ gen, va cADN duogc
phién ma tor ARN té bao tong cong. thuc khudn thé hodc trinh tu plasmid, v.v...
Thong thuong xem Mullis et al. (1987) Cold Spring Harbor Symp. Ouant. Biol.
51:263; Erlich, ed., (1989) PCR TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.). Thu
nghiém PCR duoc st dung trong sdng ché duoc xem la mot, nhung khong chi 1a
vi du vé phuong phap polymeraza dé khuéch dai mdu axit nucleic thtr nghiém.
Phuong phép nay bao gom st dung céc trinh tu axit nucleic da biét lam cac mdi
va polymeraza axit nucleic dé khuéch dai hodc tao ra phan cu thé cia axit
nucleic.

Nhu duoc str dung ¢ day, "dugce phém" dé cap dén hdn hop chira mot hodc
nhiéu hop chét theo sang ché hodc mudi duoc dung/dugc ly hodc tién duoc chit
ctia n6 va cdc thanh phan hoa hoc khac, nhu chit mang duoc dung/dugc 1y va cac
ta duoc. Duoc phém nham dé thic dfiy dung cho sinh vét, lam dé dang hép thu
hoat chat va nho do tao ra hiéu qua sinh hoc.

Nhu dugce st dung & ddy, "diéu tri" nghia 1a dung bén ngoai hodc bén trong
duoc chét, nhu ché phdm chira bit ky trong sb cac hop chét gin két theo sang ché,
cho nguoi bénh c6 mot hodce nhiéu triéu chirng bénh ma tdc nhan nay c6 hoat tinh
diéu tri da biét. Thong thuong. tac nhan nay duoc dung véi khéi lwgng hitu hidu
dé lam thuyén gidm mot hodc nhiéu triéu ching bénh & nguoi bénh hoac quén
thé can duoc diéu tri, du béng cach lam gidm su tién trién hodc G ché tién trinh
cia (cac) triéu ching nay ¢ mtrc do co thé do dugc vé mat 1am sang bat ky. Khoi
lugng hoat chét hitu hiéu dé lam thuyén giam triéu ching bénh cu thé bét ky

(cling duoc dé cdp dén la "khoi luong cho hiéu qua diéu tri") c6 thé thay doi tuy
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theo cac yéu td khac nhau nhu tinh trang bénh, do tudi, va trong lugng co thé cua
ngudi bénh, va kha nang cia dugc chit dé gay ra dap ung mong mudn & ngudi
bénh. Du triéu chimg bénh da duge thuyén giam c6 thé dugc danh gia bang phép
do 1am sang bit ky thudng duge st dung bdi bac s§ hodc nha cung cép dich vu
cham séc strc khoe ¢6 chuyén moén khac dé danh gia do nghiém trong hoic tinh
trang tién trién cua triéu ching ndy. Trong khi phuong 4n theo sang ché (vi du,
phuong phép didu tri hodc vat phdm san xudt) c6 thé 1a khong hiru hidu dé lam
thuyén giam (céc) tri€u ching bénh dich & tung nguoi bénh, nén lam thuyén
gidm (c4c) triéu chimg bénh dich & mot s6 nguoi bénh dang ké c6 y nghia thdng
ké nhu dugc x4c dinh boi thir nghiém théng ké bat ky da biét trong nganh nhu
thir nghiém t Student, thit nghi€ém chi-square, thtr nghiém U theo Mann va
Whitney, thi nghiém Kruskal-Wallis (tht nghiém H), tht nghiém
Jonckheere-Terpstra va thtr nghiém Wilcoxon.

Nhu duogce st dung & day, "khoi lugng hi€u qua" bao ham khéi lugng thich
hop dé 1am thuyén giam hodc ngan ngira triéu chimg hogc dau hiéu cta tinh trang
bénh. Khéi lwong hiéu qué ciing ¢ nghia khdi lwgng thich hgp dé cho phép hodc
dé dang chin doan. Khéi lugng hitu hiéu cho ngudi bénh cu thé hoic dbi tuong
tha y cé thé thay dbi phu thudc vao céc yéu t6 nhu tinh trang can dugc diéu tri,
tinh trang sttc khoe chung cua ngudi bénh, duong va litu luong ding va do
nghiém trong cta céac tac dung phu. Khdi luong hiru hiéu c6 thé 1a liéu dung tdi
da hodc quy trinh phan lidu dé tranh céc tic dung phu hoic tic dung giy doc
dang ké.

Nhu duge st dung & day, "dung” hodc "diéu tri," khi dugc ap dung cho
dong vat, nguoi, dbi tuong thi nghiém, té bao, mo, co quan, hoac dich sinh hoc,
dé cap dén sy tiép xuic cua tic nhan hoic ché phdm chan doan, diéu tri hodc y té
ngoai vi v6i dong vat, nguoi, dbi tuong, té bao, mo, co quan, hodc dich sinh hoc.
"Ding" hodc "didu tri" c¢6 thé dé cap dén, vi du, cho phuong phép diéu tri, duge
dong hoc, chin doan, nghién ciru va thi nghiém. Piéu tri t& bao bao gdm tiép xic
chit phan tmg vé6i té bao, ciing nhu tiép xtc chat phan tmg véi dich, trong d6
dich nay tiép xuc véi té bao. "Dung" hoic “didu tri” ciing c6 nghia 1a didu tri in
vitro hodc ex vivo, vi du, t& bao bing chat phan ung, ché pham chin doan, lién
két, hodc voi té bao khac. "Diéu tri", khi 4p dung cho nguoi, dbi tuong tha y hodc
nghién ctru, & cap dén diéu trj chita tri, bién phdp phong bénh hodc ngin ngira,
c4c tmg dung nghién ciru va chan doan.

Nhu duge sir dung & ddy, “bénh hodc rbi loan gay ra bdi Abeta” d& cap dén
bénh hodic rdi loan gy ra béi hoic lién quan dén B-amyloid, bao gébm nhung
khong giéi han dén bénh va rdi loan gy ra bodi su c6 mit hoic hoat tinh cia
B-amyloid bao géln Abeta monome, hoic tién soi, hodc cac polyme, hodc su Kkét
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hop bt ky ciia ching, vi du, bénh thodi héa than kinh (vi du: bénh Alzheimer, ri
loan nhan thirc nhe, chiing mt tri, chimg sa st tri tué thé Lewy, bénh Parkinson,
bénh Pick, bénh Bevac, v.v...), cac bénh vé mat khac nhau gdy ra bédi su léng
dong B-amyloid (vi du, thoai hoa diém vang, bénh than kinh vé mit lién quan dén
drusen, bénh glocodm, bénh duc thay tinh thé, v.v.. .. |

Nhu duge st dung & déy, "bénh thoai hoa than kinh" bao gdm nhung khéng
bi gidi han dén: bénh Alzheimer, r6i loan nhn thtc nhe, ching mat tri, ching sa
sut tri tué thé Lewy, bénh Parkinson, bénh Pick, bénh Bevac, bénh mach mau
amyloid wa d6 Congo, bénh mach mau ndo tich tu amyloid, hi ching Down, b
nhdi mau ndo, bénh Huntington, bénh Creutzfeldt-Jakob, hdi chung sa stt tri tué
do AIDS, chimng trAm cam, rdi loan lo au, ching am anh, chting liét Bell, bénh
dong kinh, viém ndo, bénh xo ciing rai rai, r6i loan thén kinh co, rbi loan khéi u
than kinh, khdi u ndo, réi loan than kinh mach bao gdbm dot quy, rdi loan mién
dich than kinh, bénh tai-than kinh, chin thwong thin kinh bao gém ton thuong
tiy séng, dau bao gdm dau cin nguyén than kinh, réi loan than kinh va than kinh
tAm than hoc nhi khoa, rbi loan gidc ngt, hdi chimg Tourette, 161 loan nhén thirc
nhe, sa sut tri tué ndo mach, 6 nhdi mau nio, xo nang, bénh Gaucher va loan van
dong khac va cac bénh vé hé than kinh trung wong.
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau dugc cung cip dé mo ta tiép sang ché nhung khong nhim lam
gi6i han pham vi cta sang ché. Cac phuong phép thi nghiém ma khong chi dinh
cac didu kién cy thé trong cac vi du theo sang ché thuong duoc thuc hién theo
diéu kién thong thuong, nhu Sambrook et al., Antibodies, Molecular Cloning,
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory; hodc theo céac didu kién
duoc khuyén c40 boi nha san xudt. Cac chit phéan tng ma khong dugc chi dinh
ngudn cu thé 1a chét phan ng sin c6 trén thi truong.

Vi du 1. Piéu ché khing nguyén Abeta

Céac khang nguyén Abeta dugc st dung trong cdc vi du va cac vi du thir
nghiém theo sang ché duoc téng hop bai GL Biochem, GenScript hodc Sigma, va
sau d6 dugc didu ché in vitro (xem bang 1 chi tiét). Cac khang nguyén Abeta aé
str dung dé gay mién dich 1a céc tién sgi AP 1-42 va AB1-40 KLH; cac khang
nguyén Abeta dé st dung dé sang loc 1a cac soi AB1-40-BSA, huyén phu AB1-40
DMSO, huyén phit AB1-42-biotin DMSO, tién soi AB1-42 va céc sgi AB1-42;
cac khang nguyén Abeta dé str dung dé phat hién 1a AB1-42 monome va c4c sgi
AP1-42.
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Trinh ty axit amin cia ApB1-40 dugce thé hién trong trinh tw néu trong (SEQ
ID NO:1); DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
Trinh ty axit amin cia AB1-42 dugc thé hién trong trinh tw néu trong
(SEQ ID NO: 2):
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA |

AB1-40 KLH va AP1-40-BSA d& cép dén polypeptit AB1-40 téng hop
dugc ndi trong tng véi KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) va BSA (Bovine
Serum Albumin-albumin huyét thanh bo), trong d6 AB1-40 dugc st dung duge
két hop v6i axit amin Cys & dau tan cing N dé thuan lgi cho viéc nbi va phat
hién;

Tién soi AB1-42 dé cap dén polypeptit AB1-42 duge diéu ché & dang tién
So1 in vitro.

Céc sgi AP1-40-BSA dé cap dén polypeptit AB1-42 dugc nbi véi BSA
dugc diéu ché & dang soi in vitro.

Huyén phut AB1-40 DMSO & cép dén dung dich trong dugc didu ché bang
cach hoa tan truc tiép polypeptit AB1-42 trong DMSO (dimetyl sulfoxit).

Huyén phit Ap1-42-biotin DMSO d& cap dén dung dich trong duoc diéu
ché bing cach hoa tan truc tiép polypeptit AP1-42 c¢6 dudi biotin trong DMSO
(dimetyl sulfoxit).

Soi AB1-42 dé cap dén polypeptit AP1-42 duge didu ché & dang soi in
vitro.

AB1-42 monome dé cép dén Ap1-42 monome. 1

Bang 1. Cac khang nguyén Abeta dé sir dung dé gy mién dich, sang lgc va
phat hién, va phwong phap diéu ché twong @ng ciia chiing

S dung | Polypeptit | Nha cung Phwong phap diéu ché
cAp va sb
Catalog
Gay mién | Tién soi GL Biochem | Bot peptit AP dugce hoa tan trong
dich AP1-42 180231 NaOH 10mM (pH>10), lac trong 2

phuts, bd sung 10xPBS vdi thé tich
bing mdt phan mudi thé tich NaOH
dé tao ra ndng do cudi cing 1a
443uM. Dung dich nay dugc u &
37°C qua dém, va sau d6 dugc pha
lodng bang PBS dén 50uM thu dugc
chc tién soi Ap1-42.

AB 1-40 GL Biochem | Polypeptit nay dugc hoa tan truc tiép
KLH KLH-SH-CV- | trong PBS thu dugc 1 mg/ml dung

41479311 dich duc.
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Sang loc | Soi GL Biochem | B0t AB1-40-BSA tdng hop dugc hoa
té bao lai | AB1-40-BS | BSA-SH-CV- | tan trong DMSO v6i 0,5 mg/10 ul, va
A 41479311 sau d6 dugc pha lodng bing 434 pl
nudce da loai bo ion. AP thu duoc
duoc diat ¢ 37°C trong 10 ngay thu
duoc soi AR1-40-BSA.
Huyén phti | GL Biochem | Polypeptit dugc hoa tan truc tiép
AB1-40 DV-40 82357 | trong DMSO véi 1mg/ml.
DMSO
Huyén phtt | GL Biochem | Polypeptit dugc hoa tan truc tiép
AB1-42-bi | Bio-DA-42 trong DMSO véi 1mg/ml.
otin 212574
DMSO
Soi AB1-42 | GL Biochem | Bot AB1-42 tong hop duge hoa tan
P160217-SY1 | trong DMSO véi 0,5 mg/10pl, va sau
80231 d6 duge pha lodng bang 434 pl nude
da loai b6 ion. A thu dugc duoc dat
& 37°C trong 10 ngay thu duoc sgi
AP1-42.
Tién soi GL Biochem | Phuong phép diéu, ché 1a glong nhu
AB1-42 180231 phuong phap didu ché cac t1en soi
APB1-42 dé sir dung dé gay mién
dich.
Thir AB1-42 GenScript Bot polypeptit AB1-42 tong hop
nghiém monome RP10017 dugc hoa tan trong dém dugc lam
ThT lanh trude (2xPBS va NaOH 10mM,
pH>10, dugc tron voi ty 16 1: 1(theo
th8 tich)) voi ndng dd cubi cling 14
Img/ml.
Thi Soi AB1-42 | GL Biochem | Bot AB1-42 tong hop dugc hoa tan
nghiém P160427-SY5 | trong DMSO véi 0,5 mg/ 10ul, va sau
bao vé 07408 do6 dugc pha loang bang 434 pl nuéc
than kinh dd loai bd ion. AP thu dugce dugc dat
Thu P160802-SY1 | & 37 °C trong 10 ngay thu dugc sgi
nghiém 80231 AB1-42.
su thuc
bao BV2
Thtr P160802-SY1
nghiém 80231
su thuc
bao tiéu
than kinh
dém
Biacore AB1-42 Sigma Bot polypeptit AB1-42 dugc hoa tan
monome A 9810 trong DMSO voi ndng d6 cubi ciing

la 2mg/ml.
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Soi AB1-42 | GL Biochem, | Bot Ap1-42 tong hop duogc hoa tan
P160217-SY1 | trong DMSO véi 0,5 mg/10pl, va sau
80231 va d6 dugc pha lodng bang 434 pl nuée
P160802-SY1 | dd loai bo ion. AP thu dugc duoc dat
80231 & 37 °C trong 10 ngay thu dugc soi
AB1-42.

Vi du 2. Ditu ché khing thé don dong té bao lai khing Abeta nguoi

1. Giy mién dich

Khang thé don dong khang Abeta ngudi dugc san xuét bing cach gdy mién
dich chudt. Chuot tring SJL, céi, 6-8 tudn tudi duoc st dung cho thi nghiém
(Beijing Vital River Experimental Animal Technology Co., Ltd., sb li-xang san
xuét dong Vét:b SCXK (Beijing) 2012-0001). Moi truong cho dn: mirc SPF. Sau
khi mua chudt, chiing dugc git trong moi truong phong thi nghiém trong 1 tuln,
chu trinh séng/téi 12/12 gid, & nhiét 4 20-25°C; do 4m 12 40-60%. Sau d6 chudt
dugce gay mién dich theo cdc quy trinh sau. Céc khang nguyén dé gay mién dich
1a AP1-40-K LH va cac tién soi AP1-42.

So d6 gay mién dich 1: T4 dugc dugc st dung dé gdy mién dich la

QuickAntib ody-Mouse3W (Beijing Kangbiquan Biotechnology Co., Ltd. Cat No.

KX0210042. Ty 1¢ cta khang nguyén véi ta duge (QuickAntibody-Mouse3W) la
1:1, 10pg/chudt/lan. Khang nguyén va ta dugc duge tron ky yé duoc st dung dé
tiém ching nglra vao ngay 0, 7, 14, 21, 28, 35 va 42. Vao ngay 0, chudt duogc
tiém trong co (injected intramuscularly-IM) & chén sau bing 10 pg/con chudt
khang nguyén dugc tron. Gay mién dich 1an thtr nhét duge lap lai vao ngdy 7, 14,
21, 28, 35 va 42, va tuong tu chudt dugc tiém trong co (IM) ¢ chan sau béng 10
pg/con chut khang nguyén dugc tron. Thu cac mAau mau vao ngay 19, 40 va 55,
va chuén d6 khang thé trong huyét thanh chudt dugc xac dinh bing phuong phép
ELISA. Sau khi gay mién dich 14n thir bay dén thir tém, chudt c6 chudn do khang
thé trong huyét thanh cao c¢6 xu hudng bn dinh duge chon dé dung hop véi té bao
lach. Ba ngay trudce khi dung hop véi té bao lach, dung dich khang nguyén dugc
didu ché véi nuéc mudi duoc tiém trong mang bung (intraperitoneally
injected-IP), 20 png/con chudt, dé tang cuong tinh sinh mién dich.

So dd giy mién dich 2: T4 dugc dugc st dung dé| gdy mién dich 1a

QuickAntib ody-Mouse5W (Beijing Kangbiquan Biotechnology Co., Ltd. Cat No.

KX021004). Ty 1€ cta khang nguyén véi ta dugce (QuickAntibody-Mouse5W) 1a
1:1, 25pg/chuét/lan (dé gdy mién dich 1an thir nhét) va 25pg/chudt/lan (dé tang
cudng tinh sinh mién dich). Khang nguyén va ta dugc duge tron ky va dugc su
dung dé tiém chiing ngira vao ngay 0, 14, 28, 42 va 56. Vao ngay 0, chugt dugce
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tiém trong co (IM) & chan sau bang 25 pg/con chudt khdng nguyén duge tron.
Gay mién dich 1an thir nhit dugc lap lai vao ngay 14, 28, 42 va 56, va tuong tu
chudt duge tiém trong co (IM) & chan sau bang 25 pg/con chudt khang nguyén
dugc tron. Thu cac miu mau vao ngay 20 va 49, va chuén 1d<f) khang thé trong
huyét thanh chudt dugc xé4c dinh bang phuong phap ELISA. Sau khi gdy mién
dich 14n tht nam, chudt c6 chudn do khang thé trong huyét thanh cao c6 xu
huéng dn dinh duge chon dé dung hop vai té bao lach. Ba ngay trude khi dung
hop véi té bao lach, dung dich khang nguyén dugc didu ché voi nude mubi dugce
tiém trong mang bung (IP), 50 pg/con chudt, dé tang cudng tinh sinh mién dich.

2. Dung hop véi té bao lach
_ Céc té bao lai thu dugc bang cach dung hgp lympho bao lach véi té bao u
tiy Sp2/0 (ATCC® CRL-8287™) bang cach str dung quy trinh dung hop qua
trung gian PEG ti uu. Cac té bao lai duoc dung hop duoc tdi tao huyén phu
trong moi truong hoan chinh (mdi truong DMEM chia 20% FBS, 1xHAT,
1xOPI) véi mat do 0,5-1x10%/ml, duge nhén 1én trong dia 96 15 v6i 100 ul/1d, o &
37°C va 5% CO, trong 3-4 ngay, dwoc bd sung 100ul/1d moi trudng hoan chinh
HAT, va duoc nudi trong 3-4 ngdy cho t6i khi hinh thanh cac dong té bao gidng
hinh kim. Loai b6 phan ndi, bd sung 200ul/1d méi truong hoan chinh HT (moi
trudong RPMI-1640 chira 20% FBS, 1xHT va 1xOPI), u 6 37°C, 5% CO; trong 3
ngay va sau d6 dugc dua dén cho phat hién ELISA.

3. Sang lgc cac té bao lai

10-11 ngay sau khi dung hop, theo mat do sinh trudng té bao, thr nghiém
lién két ELISA (cling duge biét 1a thir nghiém hip thu mién dich duge ndi véi
enzym) dugc thuc hién trén phan ndi dich nudi ciy dong don tinh vé6i céc dang
khéc nhau polypeptit AB dé sang loc so bd, dé phan loai cac céc kidu phu cta céc
dong té bao lai thu dugc. Soi AB1-40-BSA, huyén phit AB1-42 biotin DMSO va
huyén phi AB1-40 DMSO dugc sir dung dé sang loc céc té bao lai véi
AB1-40-KLH la chit gdy mién dich; va cédc tién sgi AP1-42, cac soi AB1-42 va
huyén phit AB1-42-biotin DMSO dugc st dung d8 sang loc céc té bao lai véi tién
soi AB1-42 1a chét gay mién dich. Déi véi cac 16 duong tinh, thay doi mdi trudng
va nhén 1én vio dia 24-13 theo mat do té bao. Cac dong té bao dugc chuyén vao
trong dia 24 16 dugc thir nghiém lai va sau d6 duoc tdch dong phu cho lan tht
nhét. Mot sb t& bao duong tinh dugc sang loc trong tach dong phu thi nhét duoc
bao quan, va duge st dung cho tach dong phuy thir hai. Mot s6 té bao duong tinh
duge sang loc trong dong phu thir hai duge bdo quan, va dugce st dung dé biéu
hién protein. Cac té bao lai c6 kha nang lién két ddc hiéu véipolypeptit AP duoc
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thu tir nhiéu su dung hop. Sau thtt nghiém huynh quang thioflavin (cling duogc dé
cap dén 12 ThT), thtt nghiém bao vé than kinh va thir nghiém thuc bao dai thuc
bao, dong don tinh lai mAb-2401, mAb-3601, mAb-5101 va mADb-9001 thu dugc
va dugc stt dung dé diéu ché khang thé bang dich nudi cdy té bao khong chua
huyét thanh. Cac khang thé thu dugc dugc tinh ché theo vi du vé tinh ché va cac
khéang thé tinh ché duoc sir dung trong cac vi du thir nghiém.

4. Tinh ché cic khang thé té bao lai va cac khang thé tdi t6 hop

Céac mau phan ndi bidu hién boi cac té bao duoc ly tAm vdi tbc do cao dé
loai bo tap chit, va phém ndi duge biéu hién boi té bao lai duge tinh ché bang cot
Protein G va phan ndi dugc biéu hién bdi cac khang thé tai t6 hop dugc tinh ché
bang cdt Protein A. Rura ¢t nay bing PBS (pH 7,4) cho t6i khi sb doc A280 roi
xubng dudng co sé. Céac protein dich dugc rua giai bang axit axetic 100mM,
pH3,0, va trung hoa bé’mg Tris-HCI 1M, pHS,0. Cac mau dugc rira giai duge co
didc thich hgp va sau d6 dugce tinh ché tiép bang sic ky gel Superdex200 (GE)
cAn bang trudce bang PBS dé loai bd cac két tu. Cac dinh monome dugc thu lai va
duoc chia theo ugc s6 dé st dung.

5. Phan tich trinh tw dong té bao lai dwong tinh

Céc quy trinh tdch dong don tinh céc trinh tur tir khéi té bao lai duong tinh la
nhu sau. Cac té bao lai trong pha sinh trudng loga dugc thu 1a1 ARN duoc chiét
bing Trizol (Invitrogen, Cat No. 15596-018) theo huéng din cua kit va duoc
phién mé nguoc bang kit PrimeScript™ Reverse Transcription (Takara, Cat No.
2680A). Khuéch dai cADN thu dugc bang PCR st dung bd Ig chudt- -mdi
(Novagen, TB326 Rev. B 0503), va doc trinh tu boi cong ty. Céc trinh tu axit
amin cla ving bién ddi chudi niang (VH) khang thé chudt va ving bién ddi chudi
nhe (VL) ctia céc dong t¢ bao lai mAb-2401, mAb-3601, mAb-5101 va

mADb-9001 duoc xac dinh nhu sau:

>mAb-2401 VH (SEQIDNO: 3):

EVOLOQSVAELVRPGAS VKLSCTASGFENIKNTYMHWVKORPEQGLE WIGRIDPTNGNTKYAPK
FKDKA THADTSSNTGYLQLSSLTSEDTAIYYCARRVY YYDSTYNYWGOGTTLTVSS

> mAb-2401VL (SEQID NO: 4):

DIVMTQSPSSLTVTAGEK VTMSCKSSQSLLNSGNOKNYLT EWOQ&PQQPPALLIYWABTRESG
VPDRFTGSGSRTDFTLTISNVOAEDLAVYYCONDYNYPLTFGAGTKLELK
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>mAb-3601 VH (SEQIDNO: 5):

QATLKESGPGILOSSOTLSLTCSFSGFSLSTEGMGVG WIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKYYNP
ALKSRLTISKDTSKNQVFLKIANVDTADTATYYCAR RPLGSYDYFDYW GQG’TT LTVSS
>mAb-3601 VL (SEQIDNO: 6):
DVLMTQOTPLSLPVSLGDQOASISCRSSQSTVHSNGNTYLEWYL QKPGQOSPKLLIYKVSNRESGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSRVPLTFGAGTKLELK

>mAb-5101 VH (SEQ ID NO: 7):
OVTLKESGPGILQSSQTLSLTCSFSGFSLTISGMGVSWIR OPSGKGLEWLANTY WDDVSLYNPSL
KSRLTISKDASRNQVFLKITSVDTADSATYYCVRRRITVVDAMDY WGOGTS VTVSS
>mAb-5101 VL (SEQ IDNO: 8):
DVLMTQTPLSLPVSLGDQOASISCRSSQSIVHSNGNTYLE WYLOKSGQOSPKLLIYKVSNRESGVPD
RESGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYYCCQGSRVPPTFGGGTKLEIK

>mAb-9001 VH (SEQ ID NO: 9):
OVILKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTEGMGVG WIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKYYNP
ALKSRLTISKDTSKNQVFLKIAIVDTADIATYYCVRRGFHLGSRGDYFDH H"’GQGZT TLTVSS

>mAb-9001 VL (SEQIDNO: 10):
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYL OKPGQSPKLLIYKVSNRESGVPD
RESGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCEQGSRVPLTFGAGTKLELK

Luu y: Trinh ty axit amin vung bién ddi clia cac khang thé trén duoc trinh bay 1a
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Cac ky tw in nghiéng chi trinh tw FR
va cac ky tu gach chan chi céc trinh tw CDR.
Cic trinh ty axit amin ctia cdc ving CDR cua cdc khang thé mAb-2401,
mAb-3601, mAb-5101 va mAb-9001 dugc thé hién trong Bang 2.

Bang 2 Céc trinh ty axit amin ving CDR chudi ning va chudi nhe cua cac

khang thé khang Abeta
glléang Chudi ning Chubdi nhe
HCDR NTYMI LCDR KSSQSL%,?GNQKN
1 SEQ ID NO: 11 1 SEQ D NO: 14
mAb-2 | | RIDPTNGNTKYAPK || e WASTRES
401 2 FKD 2 SEQ ID NO: 15
SEQ ID NO: 12 :
HCDR | RVYYYDSTYNY |LCDR|  QNDYNYPLT
3 SEQ ID NO: 13 3 SEQ ID NO: 16
HCDR TEGMGVG LCDR RSSQSW&SNGNTY
" 1 SEQ ID NO: 17 1 SEQ 1D NO: 20
601 | HCDR HIWWDEESK* YNPA | 1 cDR KVSNRES
|2 SEQ T NO: 18 2 SEQ ID NO: 21
HCDR | RPLGSYDYEDY |LCDR |  FQGSRVPLT
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3 SEQ ID NO: 19 3 SEQ ID NO: 22
HCDR TSGMGVS LCDR RSSQSIV&SNGNTY
1 SEQ ID NO: 23 1 SEQ D NO: 20
mﬁ)bl'S HCDR HIYWDDIEISSL YNPSL | | DR KVSNRFS
2 SEQ 1D NO: 24 2 SEQ ID NO: 21
HCDR | RRUTVVDAMDY |LCDR|  CQGSRVPPT
3 SEQ ID NO: 25 3 SEQ ID NO: 26
HCDR TEGMGVG LCDR RSSQSWI%SNGNTY
1 SEQ ID NO: 17 1 SEQ 1D NO: 20
mAb-9 [ [ HIWWDDDKYYNPA | | oo CVSNRES
001 2 LKS 2 SEQ ID NO: 21
SEQ ID NO: 18 :
HCDR | RGFHLGSRGDYFDH | LCDR | FQGSRVPLT
3 SEQ ID NO: 27 3 SEQ ID NO: 22

Vi du 3. Lam giéng ngwoi khang thé don dong lai khang Abeta ngwoi

CAu tric c¢b dién duge xac dinh theo trinh tu ving bién ddi chudi nhe va
trinh ty ving bién dbi chudi ning cta khang thé chudt. Trong sb cac trinh tu
dong mam ngudi vai ciu tric trong ty, cac trinh ty nay hiu nhu twong tw véi cac
vung khéng phai CDR cuia chudt (ving khung) duoc chon 1a cac khuon dé 1am
phtt hop voi nguoi. Sau d6, cac ving CDR khang thé chuét‘du:qc ghép 1én trén
cac khuon chon loc dé 1am phi hop véi ngudi dé thay thé cac ving CDR ngudi.
Céc d6t bién hdi phuc hodc cac dot bién didm duoc tao ra trén mot sb trinh tr
ving FR nhu yéu cau. Vung bién ddi sau d6 duge két hop véi (cic) ving hing
dinh ngudi (nhu ving hing dinh IgG1 nguoi) thu duge cac khang thé khang
Abeta dugc 1am gibng nguoi.

1. Lam gidéng ngudi mAb-2401

Cac khuon dé lam gidng nguodi chudi ning khéng thé mAb-2401 14
IGHV1-24*01 va hjh6.3. Pay la cdc ving FR1, FR2 va FR3 tu chudi ning dong
mam ngudi IGHV1-24 dugce chon, va ving JH6 cta hjh6.3 dugc chon la ving
FR4. Cac khuén cho chudi nhe 1a IGKV1-27*01 va hjk4.1. Pay 1a, FR1, FR2, va
FR3 tir chudi nhe dong mam ngudi IGKV1-27 dugc chon, va ving JK4 cia
hjk4.1 dugc chon la ving FR4.

Trinh ty axit amin ctia khuon chudi ning dong mam ngudi (IGHV1-24*01)
dugc thé hién trong (SEQ ID NO:28):
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGF
DPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVY YCAT
Trinh tu axit amin cia khuén chudi nhe dong mam nguoi (IGKV1-27%01)
dugc thé hién trong (SEQ ID NO: 29):
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQ
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQKYNSAP
Ving bién d6i chudi ning va chudi nhe duge lam bién dbi gidng ngudi 1a
nhu sau:
HAB-2401 dugc ghép VH (SEQ ID NO: 66):
OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLINTYMHWVROAPGKGLEWMGRI
DPTNGNTKYAPKFKDRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATRVYYYDSTY
NYWGKGTTVTVSS
HAB-2401 dugc ghép VL (SEQ ID NO: 67):
DIQOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCKS ?Q?IJLN‘QC}NOKNY[TW YOQOKPGKVPKLL

IYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCONDYNYPLTFGGGTKV
EIK

Céac ving CDR khang thé chudt duoc ghép 1én trén khudn lam phit hop véi
ngudi chon loc dé thay thé cac ving CDR khudn ngudi, va dot bién hoi phuc
dugc tao ra trén chudi ning & vi tri 1, 72 va 98 (danh sd trinh tu tw nhién, twong
ung véi vitri 1, 71 va 94 theo danh s6 Kabat) (Q1E, E72A va T98R; Q1E, E71A,
T94R theo danh sé Kabat), va sau d6 két hop vé6i ving hing dinh ctia IgG1 nguoi
thu duge khang thé dugc 1am giéng ngudi HAB-2401.

Trinh tu axit amin chudi ning cia HAB-2401 dugc thé hién trong (SEQ ID
NO: 30):

EVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLINTYMHWVRQOAPGKGLEWMGRIDPTN
GNTKYAPKFKDR VTMT ADTSTDTAY. MELSSLRSE DTAVY Y CARRVY WDSTYNY W

VKFNWYVDGV EVHNAI{TKPRBEOYNSYYRVVSV LTVLHODWLNGKEYKCKV

SNKALPAPIEKTISKAKGOPREPO LPPSRDELTKNC TCILVKGFYPSDIAV
EWE§N§ JOPENNYKTTPPVI DSDGSFEE LYSKL’?VDKSRWOO()NVF%C SYMHEAL
HNHYTOQKSLSLSPGK
Trinh ty axit amin chudi nhe ctia HAB-2401 dugc thé hién trong (SEQ ID
NO: 31):

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLINSGNOKNYLTWYQQKPGKVPKLLIYW
ASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCONDYNYPLTFGGGTKVEIK
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Luu y: Trong trinh ty axit amin chudi ning va chudi nhe HAB-2401 trén day,
cac ky tu in nghiéng chi dinh trinh ty FR, cic ky tu gach chan chi dinh trinh ty
CDR, céc ky tu gach chéan kép chi dinh trinh tu vung héng dinh.

2. Lam giéng nguwdi mAb-3601 \

Cac khuon dé& lam gidng nguodi chudi ning khang thé mAb-3601 la
IGHV3-30*01 va hjh6.3. P4y la c4c ving FR1, FR2 va FR3 tir chudi ning dong
mam ngudi IGHV3-30 duge chon, va ving JH6 ciia hjh6.3 dugc chon 13 ving
FR4. Cac khuon cho chudi nhe 1a IGKV1-39*%01/hjk4.1. Pay 13, FR1, FR2, va
FR3 tir chudi nhe dong mim nguoi IGKV1-39 duge chon, va ving JK4 cua
hjk4.1 duoc chon 1a ving FR4.

Trinh ty axit amin cta khuén chudi ning dong mam nguoi (IGHV3-30%01)
duoc thé hién trong (SEQ ID NO:32):

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISY
DGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR

Trinh t axit amin ctia khudn chudi nhe dong mam nguou (IGKV1-39*01)
duoc thé hién trong (SEQ ID NO: 33):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQ

SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTP

Vung bién ddi chudi nang va chudi nhe 1am phu hop véi ngudi 1 nhu sau:

HAB-3601 dugc ghép VH (SEQ ID NO: 68):

OQVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFSTFGMGVGWVROAPGKGLEWVAH

IWWDDDKYYNPALKSRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRPLGSYDYF
DYWGKGTTVTVSS

HAB-3601 dugc ghép VL (SEQ ID NO: 69):

DIOQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRSSOSIVHSNGNTYLEWYOOKPGKAPKLLIY
KVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCEFQGSRVPLTFGGGTKVEIK

Céc ving CDR khéng thé chudt dugc ghép 1én trén khudn lam pha hop véi
ngudi chon loc dé thay thé cac vung CDR ngudi tir khudn, cac dot bién hoi phuc
duge tao ra trén chudi ning & vi tri 28 va 86 (danh sb trinh tu tu nhién, tuong ing
v6i vi tri 28 va 82B theo danh sb Kabat) (T28A va S86T; T28A va S82B T theo
danh sb Kabat), dot bién diém duogc tao ra trén chubi nang & vi tri 58 (danh sb
trinh ty tu nhién) (D58N) dé loai bo sy isome hoa axit aspartic tiém ting, va sau
d6 két hop véi ving hang dinh cta IgG1 ngudi thu dugc khang thé duogc lam
gidng ngudi HAB-3601.

Trinh tu axit amin chudi ning ctia HAB-3601 duoc thé hién trong (SEQ ID
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NO: 34):
OVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFAFSTEGMGYGWVROAPGKGLEWVAHIW
WDDNKY\NPALKSRFTISRDNSANTL VLQMNTLRAEDTAVYYCARRPLGSYDYFD

Trmh tu axit amin chu01 nhe ctia HAB-3601 duoc thé hién trong (SEQ ID
NO: 35):

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRSSQSIVHSNGNTYLEWYQOKPGKAPKLLIYKVS

NRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCEQGSRVPLTF! GGGTA VEI K&
VAAPSVFIFPPS DEQLK;‘QTQS VVCLINNFYPREAKVOWKVDNAL
JTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPYTKSENRGEC
Luu y: Trong trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe HAB- 3601 trén day,
cac ky tu in nghiéng chi dinh trinh tu FR, céc ky tu gach chan chi dinh trinh tu
CDR, va céc ky tu gach chan kép chi dinh trinh ty ving héng dinh.

3. Lam giéng ngudi mAb-5101
Cac khudén dé lam giéng nguoi chudi ning khang thé mAb-5101 1a
IGHV2-70D*04 va hjh6.1. Pay 13, FR1, FR2 va FR3 tir chudi ning dong mam
nguoi IgHV2-70D dugce chon, va vung JH6 cua hjh6.1 dugc chon 1a ving FR4.
Céc khudn cho chudi nhe 1a IGKV2-40%01 va hjk4.1. Pay 13, FR1, FR2, va FR3
tir chudi nhe dong mam nguoi IGKV2-40 duge chon, va ving JK4 cta hjk4.1
dugc chon l1a ving FR4.
Trinh tu axit amin ctia khu6n chudi ning dong mam ngudi (IGHV2-70D*04)
duoc thé hién trong (SEQ ID NO:36):
QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMRVSWIRQPPGKALEWLARIDW
DDDKFYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARI
Trinh ty axit amin ctia khuon chudi nhe dong mam ngudi (IGKV2-40*01)
duogc thé hién trong (SEQ ID NO: 37):
DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGNTYLDWYLQKPGQSPQLLIY
TLSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFP
Ving bién dbi duge bién ddi gibng nguoi 1a nhu sau:
HAB-5101 dugc ghép VH (SEQ ID NO: 70):
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QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVS WIRQPPGKALEWLAHLY
WDDVSLYNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRRIITVVDAMD
YWGOGTTVTVSS

HAB-5101 dugc ghép VL (SEQ ID NO: 71):
DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPOLLIYK
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCCQGSRVPPTFGGGTKVEIK

Céac ving CDR khéng thé chuot duoc ghép 1én trén khudn lam phu hop véi
nguoi chon loc dé thay thé cac viing CDR ngudi tir khuon, cc dot bién hoi phuc
duoc tao ra trén chudi nhe & vi tri 2 va 50 (danh sb trinh tu tu nhién, twong Gng
voivi tri 2 va 45 theo d4nh sb Kabat) (I2V va Q50K; 12V va Q45K theo danh sb
Kabat), dot bién diém dugc tao ra trén chudi nhe & vi tri 94 (danh sb trinh tu tu
nhién) (C94S) d& loai bé su bét cap sai lién két disulfua tiém tang, va sau d6 két
hop vé1 vung hing dinh ctia IgG1 ngudi thu dugc khing thé duoc lam gidng
nguoi HAB-5101.

Trinh tu axit amin chudi ning ctia HAB-5101 dugc thé hién trong (SEQ ID
NO: 38):

OVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKALEWLAHIYWD
DVSLYNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCAR RRE ITVVDAMDYW

GOGTTVTVSSASTRGPSY. FPLA?SS’KSTSGGTAALGCL\’KDY%PE’?VTV SWNSGA
LTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEY TCVVVYDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE KPREEQYNSTYRVVSVITVLHODWINGKEYKCKY
SNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNOVSL TCLVKGFYPSDIAV
MQNGOPENNYKTTPPViJ{i}‘%DGQFFLYQ;KiT‘\fI}KQRWOO(xNVF‘% SVYM
Trinh tu axit amin chudi nhe cia HAB-5101 duogc thé hién trong (SEQ ID
NO: 39):
DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPKLLIYKVS
NRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAED VGVYYCSQGSRVPPTFGGGTKVEIKRT
VAAPSVFIEPPSDEOLKSGTASVVCLINNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSI SSTLT’LSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRG’EC
Luu y: Trong cac trinh tu axit amin chudi ning va nhe HAB-5101 trén day,
cée ky tu in nghiéng chi dinh trinh tu FR, cac ky tu gach chéan chi dinh trinh tu
CDR, va cac ky tu gach chén kép chi dinh trinh ty ving hing dinh.

4. Lam giéng ngwoi mAb-9001
Cac khuon dé lam gibng ngudi chudi nang khang thé mAb-9001 14
IGHV2-70D*04 va hjh6.1. D6 1a, FR1, FR2 va FR3 tu chudi ning dong mam

40

40/117



44641 41117

ngudi IGHV2-70 dugce chon, va vung JH6 cia hjh6.1 dugc chon la ving FR4.
Céc khudn cho chudi nhe 1a IGKV2-40%01 va hjk2.1. D6 13, FR1, FR2, va FR3
tir chudi nhe dong mam ngudi IGKV2-40 duoc chon, va ving JK2 cua hik2.1
dugce chon 14 viing FR4.
Trinh tu axit amin ctia khuon chudi ning dong mam ngudi (IGHV2-70D*04)
duoc thé hién trong (SEQ ID NO:36):
QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMRVSWIRQPPGKALEWLARIDW
DDDKFYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARI
Trinh tyr axit amin ctia khuon chudi nhe dong mam ngudi (IGKV2-40*01)
duoc thé hién trong (SEQ ID NO: 37):
DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGNTYLDWYLQKPGQSPQLLIY
TLSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFP
Céc ving bién ddi 1am giéng ngudi 1a nhu sau:
HAB-9001 dugc ghép VH (SEQ ID NO: 72):
OQVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTFGMGVGWIRQPPGKALEWLAH1
WWDDDKYYNPALKSRLTISKDTSKNQVVLTMINMDPVDTATYYCARRGFHLGSR
GDYEDHWGQOGTTVTVSS
HAB-9001 dugc ghép VL (SEQ ID NO: 73):
DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPOLLIYK
VSNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCEQGSRVPLTFGOGTKLEIK
Cac ving CDR khang thé chudt duoc ghép 1én trén khudn lam phu hop véi

ngudi chon loc dé thay thé cic ving CDR ngudi tir khudn, dot bién hdi phuc
dlioc tao ra trén chudi nhe & vi tri 2 (danh sb trinh tu ty nhién, tuong Ung vai vi
tri 2 theo danh s6 Kabat) (I12V), dot bién diém dugc tao ra trén chudi nang & vi tri
58 (danh s trinh ty tu nhién) (D58N) dé loai bo sy isome héa axit aspartic tiém
tang, va sau do két hop vé6i ving hing dinh cta IgG1 ngudi thu duoc khang thé
duoc lam giéng ngudi HAB-9001.
Trinh tu axit amin chudi nang cua HAB-9001 dugc thé hién trong (SEQ ID

NO: 40):

OVILKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTEGMGVGWIRQOPPGKALEWLAHIWWD

DNKYYNPALKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRGFHLGSRGDYF

EtHW{:{}QTTVWZS’SAQTKG?QVFFLAW&IA&LGCLVKBYFPEPVTV&W

HEALHNHYTOQKSI s LSPGK
Trinh tu axit amin chudi nhe cia HAB-9001 dugc thé hién trong (SEQ ID NO:
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41):
DVVMTQTPLSLPYVTPGEPASISCRSSOSIVHSNGNTYLEWYLOKPGQOSPOLLIYKVS
NRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSRVPLTFGOGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESY

I - L 4} ' 5 i 4 Phad i

DY SEN LOKADYHEKHEK §is

Luu y: Trong céc trinh ty axit amin chudi ning va nhe HAB-9001 trén day,
cac ky tu in nghiéng chi dinh trinh tu FR, céc ky tu gach chéan chi dinh trinh tu
CDR, va céac ky tu gach chan kép chi dinh trinh ty vung hang dinh.

Ngoai ra, dbi vé6i cac trinh tu vung hf?mg dinh cua khang thé HAB-2401,
HAB-3601, HAB-5101 va HAB-9001, trinh ty axit amin cda vung héng dinh
chudi niang duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 42, trinh ty axit
amin cta ving hing dinh chudi nhe duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 43, trinh ty axit amin ving bién dbi va cac trinh tu axit amin chiéu dai
hoan chinh dugc thé hién trong bang duéi day:

Bang 3: Trinh tir axit amin chudi ning va chudi nhe cta cic khang thé khang
Abeta duoc lam giéng ngudi

Eléang Chubdi niing Chubdi nhe
Trinh ty ving | SEQ ID NO: Trinh tu vang | SEQ ID NO:
HAB-240 b1?n doi (VEI) 44 bl‘en doi (V.I:) 45
1| Trnhtwchi®u ] op g, | Trinhwrchitu | op 6 1o
dai hoan 30 dai hoan 31
chinh (H) chinh (L)
Tr:mh tuving | SEQ ID NO: Trinh tw vang | SEQ ID NO:
HAB-360 b1<‘3n doi (VEI) 46 b1\en doi (VE) 47
1| T et gpomNo: | TR N spo 1D NoO:
ai hoan 34 dai hoan 35
chinh (H) chinh (L)
Trinh ty ving | SEQ ID NO: Trinh tw vang | SEQ ID NO:
HAB-510 bl?n doi (V.I:I) 48 bl?n doi (VE) 49
1 T“g? trehi®u | gpopNo; | THnh twehitu | op 0 1 No:
ai hoan 33 dai hoan 39
chinh (H) chinh (L)
Trinh tw vang | SEQID NO: | Trinh ty ving | SEQ ID NO:
HAB-900 b1?n doi (V.};D 50 blf:n doi (VE) 51
1 Trmp' tu c‘:hleu SE Q ID NO: Trm? tu (fhleu SEQ ID NO:
dai hoan 40 dai hoan 41
chinh (H) chinh (L)
HABI-24O HICDR1 SEQ ?1) NO: LCDR1 SEQ {]i NO:
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HODR? SEQ {1:2) NO: | CDR2 SEQ 11:5) NO:
HCDR3 SEQ g NO: LcDr3 | SEQ ?g NO:
' HCDRI SEQ ID NO: L CDRI SEQ ID NO:
17 20
HAB-360 | 11orps SEQ ID NO: | CDR2 SEQ ID NO:
1 52 21
HODR3 SEQ ID NO: L CDR3 SEQ ID NO:
19 22
HCDRI SEQ ID NO: | CDRI SEQ ID NO:
23 20
HAB-510 | oo SEQ ID NO: L CDR SEQ ID NO:
1 24 21
HODR3 SEQ ID NO: | CDR3 SEQ ID NO:
25 53
HCDRI SEQ ID NO: | CDRI SEQ ID NO:
17 20
HAB-900 | ' oo SEQ ID NO: LCDR2 SEQ ID NO:
1 52 21
HCDR3 SEQ ;I; NO: LCDR3 SEQ 5:2) NO:

Vi du 4. Diéu ché khang thé dwoc lam gidng nguoi

1. Tach dong phan tir khang thé dwoc 1am giéng ngudi

Ti vu hoa codon dugc thwe hién dya trén trinh tu khang thé duoc lam
gibng nguoi duge thiét ké thu duge cac trinh tw gen ma hoa codon uu tién ngudi.
Manh gen VH/VK ctia mdi khing thé dugc xdy dung bang cic mdi PCR dugc
thiét k&, va sau d6 duge dua vao trong vecto biéu hién pHr (mang peptit tin hi¢u
va manh gen ving hing dinh (CH1-FC/CL)) bang su t4i t6 hop khic loai dé xay
dung plasmid biéu hién chidu dai hoan chinh khéng thé dugc lam gidng nguoi
VH-CH1-FC-pHr/VK-CL-pHr. C4c dong ding dugc thay d6i bang cach phan
tich trinh tu, trong do dbi véi HAB-2401, trinh tr nucleotit ma héa chudi ning
dugc thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 54, trinh ty nucleotit ma hoa
chudi nhe dugc thé hién trong trinh tw néu trong SEQ ID NO: 55; d6i voi
HAB-3601, trinh tu nucleotit ma hoéa chudi ning dugc thé hién trong trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 56, trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe dwoc thé hién trong
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 57; dbi voi HAB-5101, trinh ty nucleotit ma hoa
chudi niang duoc thé hién trong trinh twy néu trong SEQ ID NO: 58, trinh tu
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nucleotit ma hoa chudi nhe duogc thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO:
59: va dbi v6i HAB-9001, trinh ty nucleotit ma hoa chudi ning duge thé hién
trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 60, trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe
dugc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 61.

2. Biéu hién va tinh ché khang thé duoc lam gidng nguoi

Cac té bao HEK293E dugc chuyén nhiém plasmit twong tng biéu hién
chudi nang va chudi nhe khang thé véi ty 18 1:1.5. 6 ngdy sau khi chuyén nhiém,
thu phan ndi bidu hién, ly tAm & tdc do cao d& loai bo tap chét, va tinh ché bing
cOt protein A. Cot nay duoc rua bing PBS cho t6i khi s6 doc A280 roi xubng
dudng co s6. Cac protein dich dugc rura giai bang axit axetic 100mM, pH3,0, va
trung hoa béngTris-HCl 1M, pH8.0. C4c miu dugc rira giai dugc cd dic thich
hop va sau d6 dugc tinh ché tiép bang sic ky gel Superdex200 (GE) cén bang
truée bing PBS dé loai bo cac két tu. Cac dinh monome duge thu lai va dugc
chia déu wéc sb dé sir dung.

Hiéu suét va hiéu qua clia sing ché duoc thay ddi bang cac thir nghiém sinh
hoa sau hodac thir nghiém dugc hoc in vivo:

Vi du thir nghiém 1. Ai lye ciia cic khang thé Abeta dwge phat hién bing
thi nghiém BIAcore

Ai luc cua khang thé véi soi AB1-42 duge phat hién bing phwong phap ndi
amino. C4c soi AB1-42 dugc nbi v6i chip cam bién sinh hoc CM5 (200 RU), va
sau d6 phan tir khang thé dugc cho phép chay qua bé mit chip. Tin hiéu phan
tmg dwgc phat hién theo thoi gian thuc bing thiét bi Biacore T200 dé tao ra
duong cong lién két va phan ly. Khi két thuc mdi chu trinh thi nghiém, sau khi
phan ly hoan thanh, chip cam bién sinh hoc dugc rira va tai tao bang 10 mM
Glycine-HCI (pH 1,5). Khang thé duong tinh, Aducanumab, dugc didu ché theo
thong tin trinh ty vé Aducanumab dugc dua ra béi WHO (xem WHO Drug
Information, Vol. 28, No. 3, 2014), va phwong phap diéu ché dugc md ta trong Vi
du 4 theo sang ché. |

Ai luc cua khang thé véi AB1-42 monome dugce phat hién béng céach bit gt
khang thé trén chip. IgG dugc bét gitt 4i luc trén chip cam bién sinh hoc Protein
A, va sau d6 khang nguyén AB1-42 monome dugc cho phép chay qua bé mit
chip. Tin hiéu phan Gng dugc phat hién theo thoi gian thuc béng thiét bi Biacore
T200 d& tao ra duong cong lién két va phan ly. Khi két thic mdi chu trinh thi
nghiém, sau khi phan ly hoan thanh, chip cam bién sinh hoc dugc ria va tai tao
bing 10 mM Glycine-HCl (pH1,5).

Céc két qua thi nghiém dugc thé hién trong Bang 4. HAB-2401, HAB-5101,
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HAB-3601 va HAB-9001 ¢6 ai luc v6i soi AP1-42 nim trong khoang tir 10 dén
10-19M, trong sé d6 HAB-9001 c6 4i lwc 16n nhat, xép thir hai 2 vé d 16n manh
hon 4i luc cia Aducanumab. HAB-2401, HAB-5101, HAB-3601 va HAB-9001
¢6 4i luc v6i AB1-42 monome nam trong khodng tir 107 dén 10-8M, trong s6 d6
HAB-9001 c¢6 4i luc 16n nhat, xép thr hai vé d6 16n manh hon &i lyc cua
Aducanumab. T4t ca bén khang thé thir nghiém c6 4i lyc manh hon &i luc cua
khang thé duong tinh, Aducanumab.
Bang 4. Ai luc ctia cac khang thé voi sgi AP1-42 va AB1-42 monome

. 2 Ai lue (M)
Khang the SeiAB1-42 | Apl-42 monome
Aducanumab 7,52E-08 3,20E-06
HAB-2401 I,17B-08 229507
HAB-5101 1.225-09 333607
HAB-3601 5 45E-08 2,626-07
HAB-9001 2,13E-10 2,79E-08

Vi du thir nghiém 2 Hiéu qua ciia cic khang thé khiang Abeta dé ngin chiin
sw két tu ctia AP1-42 monome thanh sgi Ap1-42

Hiéu qua cua céc khang thé khang Abeta dé e ché sy két tu cia AB1-42
monome thanh cac sgi AB1-42 dugc phat hién bing thir nghiém ThT. ThT
(Thioflavin T, thioflavin) 1a loai thudc nhuém huynh quang va thuong duoc st
dung dé xac dinh in vitro céc soi A, lam céc tin hiéu huynh quang & budc song
kich thich 450 nm va budc song phat 1a 482 nm s€ duogc ting cudong dang ké
ngay khi n6 két hop véi protein giau tAm B (nhu chit ling dong AP amyloid). Céc
quy trinh thi nghiém cu thé cua thir nghiém ThT duge chi dinh nhu sau. 0,5mg
AB1-42 nguoi (GenScript, CAT#RP10017) dugc bd sung vao trong 250ul NaOH
10mM, hoa tan hoan toan va sau dé dugc bd sung vao trong thé tich twong dwong
2xPBS dugc 1am lanh truée dé trung hoa. Dung dich AB1-42 monome véi ndng
do 1mg/ml duoc didu ché va pha loang bing ddHO dén 0,25mg/ml. AB1-42
monome (10pl/15, 0,25mg/ml) dugc trdn voi 20 pM ThT (sigma, CAT#T3516) va
duoc bd sung vao trong dia 384 16 mau den (Corning, CAT#4514), va 16 khong
bd sung AB1-42 monome dugc 1am dbi ching 4m. Sau d6 cic khéng thé dugc
pha loang gradient (bit dau tir 1mg/ml, pha lodng gradient gép 2-lan, 10p1/15)
duge bd sung vao trong hdn hop trén, & & 37°C trong 24 gid. Cac tin hi¢u huynh
quang dugc doc & budc song kich thich 1a 440 nm va bude song phat la 485nm
bang cach sir dung méy doc vi dia FlexStation3 (cac thiét bi phan tir).

Chc két qua thi nghiém duoc thé hién trong Fig. 1. Tat ca HAB-2401,
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HAB-5101 va HAB-9001 ¢6 thé ¢rc ché hiéu qua sw két tu ctia AB1-42 monome
thanh sgi AB1-42. Trong khi HAB-3601 va Aducanumab khong c6 chic ning
nay.

Vi du thir nghiém 3. Bio vé cac khang thé khang Abeta ddi véi cic noron
ban diu ciia chudt rat

V6 ndo dugc cit thanh méanh tir chudt rat bao thai SD ¢6 @ tudi thai tir
16-18 ngay, dugc cit bang trypsin (Gibco, CAT#25200-072), hut bang pipet va
loc vao trong huyén phit mot té bao, ly tim va dém. Cac té bao dugc pha lodng
bang DMEM (Gibco, CAT#10564-029) chtta 10% FBS (Gibco, CAT#10099-141)
dén 1E4 cho mbi 18 (1 x 10%18), va dan vao trong dia 96 16 (Corning, CAT#3903)
dugc phu bang PDL (Poly-D-lysin, polylysin) (Sigma, CAT#P0899). Sau khi @
qua dém trong thiét bi u (37°C, 5% CO,), ddi moi trudng nay bang Neurobasal
(Gibco, CAT#21103049) + 2% B27 (Gibco, CAT#17504044), va ddi mot nira
moi truong nay sau 3-4 ngady. Vao ngay 8, 10 uM soi AB1-42 (GL biochem,
CAT#53819) va bd sung cac ndng do khac nhau khang thé thir nghiém. Sau khi 4
trong 3 ngay, 30ul/15 Cell Titer-Glo (Promega, CAT#G7571) dugc bd sung, va
doc dia nay bang may doc vi dia (PerkinElmer, Vector3) be:m?g phuong phéap hoéa
huynh quang.

Céac két qua thi nghiém duoc thé hién trong Fig. 2. HAB-2401, HAB-5101,
HAB-3601, HAB-9001 va khang thé duong tinh Aducanumab c6 thé bao vé té
bao than kinh so cép khéi sy gdy doc cua sgi AP, va hiéu qua phu thudc lidu dugc
quan sat trong gi6i han ndng do tir 10 dén 100ug/ml.

Vi du thit nghiém 4. Cac khang thé khang Abeta thiic diy sw thue bao s¢i Ap
béi cac té bao BV2

Cac t& bao BV2 trong pha sinh truéng loga (FuDan IBS Cell Center,
FHO0366) dugc ldy ra va duoc cét bang trypsin, ly tAm & 800vong/phut trong 5
phit. Mat d6 té bao trong dia 24-18 dugc didu chinh bing RPMI 1640 (chira 10%
FBS) dén 1,2x105t bao/18/500ul, 1ic k§ cho t&i khi hinh thanh 16p t& bao don, va
duogc dit trong thiét bi t & 37°C, 5%CO, qua dém. 16 gid sau d6, 100ul khang
thé Abeta dugc pha lodng gradient hodc dbi chimg a4m (khéng thé khang
thrombin dua trén dich khong thich hop dugc st dung lam dbi ching am, va
khang thé khang thrombin duoc san xuét theo phwong phép didu ché dbi voi
H1601-008 nhu dugc mo ta trong WO2017133673A1) dugce tron k}7 véi 10uM
soi Abeta duge danh ddu huynh quang (pha lodng bang 100ul F-12K moi trudng
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co s0), u ¢ 37°C trong mot gio, duge bd sung vao trong dia 24 16 véi 500pl moi
trudng duoc loai bo, va i ¢ 37°C, 5% CO trong 1 gio. Loai bo phén ndi, va céc
té bao nay duoc rua nhe ba 1an br?mg PBS duoc lam lanh trude & 4°C. Va sau do
Trypsin-EDTA 0,25% dugc lam lanh truée (1x) dugc bd sung vé&i 200ul/16 va
dugc dit & 4°C trong 20 phat. Trypsin nay duoc trung hoa bang mdi trudng
F-12K chtra 10% FBS va dugc ly tdm, va sau do rua cac té bao nay ba lan bang
PBS dugc lam lanh trude, 100ul té bao dugc thu lai va dua 1én trén thiét bi doc té
bao Flow Cytometer dé doc cuong d6 huynh quang FITC.

Céac két qua thi nghiém duoc thé hién trong Fig. 3. Ca hai HAB-2401 va
HAB-3601 c6 thé thuc ddy su thuc bao sgi AR bing cac té bao BV2, chi gidng
khang thé duong tinh Aducanumab. Hiéu qua phu thudc lidu dugc quan sat trong
gi6i han ndng do tir 0,03 dén 0,3 pg/ml.

Vi du thir nghiém 5. Hiéu qua ciia cic khang thé khing Abeta déi véi sy
thwe bao sgi AP bdi tiéu thin kinh dém so cip chudt rat

V6 ndo duge cit thanh manh tir chudt rat SD mdéi sinh, nghién va loc thu
duoc huyén phu té bao. Téi tao huyén phu céc té bao nay trong DMEM chira
20% FBS (Gibco, CAT#10099-141), dugc chuyén vio trong binh nudi cay T75
(Corning, CAT#3473) duoc phu trude bang PDL (Sigma, CAT#P0899) va dat
trong thiét bi a (37°C, 5% CO»). DPdi méi trudng sau mdi 3 ngdy. Vao ngdy 8, dat
binh nudi cdy nay trén méy lic va lic & 200 vong/phut trong 1 gid. Thu huyén
phi nay, ly tdm, dém, pha lodng dén 5E4/15 (5 x10%13) bang mdi trudng
DMEM/F12 (GE, CAT#SH30023.01) chtra 10% FBS, va dit vao trong dia 24 15.
6 gio sau d6, ddi mdi trudng bang méi trudng DMEM/F12 khéng chtra huyét
thanh va G qua dém. Vao ngay 9, cic ndng do khang thé khac nhau hoic dbi
chung 4m (khéng thé khang thrombin dya trén dich khong thich hop dugc sir
dung lam d6i chimg am, va khéng thé khang thrombin dugc san xuit theo
phuong phéap diéu ché H1601-008 nhu dugc md ta trong WO2017133673A1)
duoc tron v6i 10uM Abeta 1-42 (GL biochem, CAT#53819) dugc danh ddu FITC
(Thermo, CAT#A30006), G ¢ 37 °C trong 30 phut, va dugc ly tam dé rira bo
khang thé du. Hén hop khéng thé va Abeta dugc bd sung vao cac té bao nay va i
& 37°C trong 30 phat. Rura céc t¢ bao nay hai lan bang PBS (Hyclone,
CAT#SH30256.01), va bd sung trypsin (Gibco, CAT#25200-072), dugc ddt trong
ti lanh & 4 °C trong 10 phut dé cit cac t€ bao nay. Va sau d6 bd sung huyét thanh
dé két thuc phan tng, thu cac té bao nay sau khi loai bd phan ndi bang cach ly
tam, bd sung PBS dwoc lam lanh trudce va loai bd phén ndi bang céach ly tim, va
rira cac té bao nay hai lan bing PBS. Cuong d6 huynh quang FITC dugc doc
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bang thiét bi do té bao dong (BD, Verse).

Céac két qua thi nghiém duoc thé hién trong Fig. 4. Trong thi nghiém vé su
thue bao tidu thin kinh dém so cdp chudt rat, HAB-2401 va HAB-3601 ¢4 thé
thic ddy su thuc bao sgi AP boi tiéu thin kinh dém so cép, chi nhu khéng thé
duong tinh Aducanumab. Hiéu qua phu thudce lidu dugc quan sat trong gidi han
ndng do tir 0,03 dén 0,3 pg/ml.

Vi du thir nghiém 6. Thit nghiém dwoc ly in vivo cic khang thé khang AP

Mo hinh chudt Alzheimer 5XFAD (Familial AD) (Nam dot bién di truyén
AD) duoc st dung dé danh gia hiéu qua in vivo khang thé khang AP. Nam dot
bién gen di truyén gen APP va PS1, bao gbm ba dot bién trén gen APP (cu thé 1a
dot bién Swedish (K670N, M671L), dot bién Florida (1716V) va dot bién London
(V7171)) va hai dot bién trén gen PS1 (cu thé 1a M146L va L286V) duoc biéu
hién qua muc trong chudt 5xFAD. Do d6, so véi chudt kiéu dai (wild-type-WT),
chudt SXFAD thé hién cac ton thuong rd rét vé chirc ning nhan thirc va tri nhé va
da c6 cac mang lang dong AP dang ké trong md ndo. Vi du th nghiém nay dugc
thiét ké dé danh gia hidu qua cia khang thé thir nghiém dé céi thién kha ning
nhan thic cua chudt va giam su ling dong mang AP bang cach thir nghiém su cai
thién tép tinh ctia chudt, bao gdm kha ning xay td, va tri nhd khong gian (trf nhé
khong gian trong mé cung nudc morris), cling nhu bang cach thir nghiém sy thay
d6i ham luong mang AP trong md néo.

Chuot 5xFAD dugc cung cip boi Shanghai ChemPartner Co., Ltd. Chudt ba
thang tudi duge chon va duge gitt ¢ nhiét do phong la 23 + 2°C, vdi chu trinh
sang/tbi 12/12 giv, thirc an va nuée ad libitum. Khang thé thir nghiém tit ca 1a &
dang kham ngudi-chudt, nghia 1a, (cdc) ving hing dinh ctia chudi ning va nhe
dugc thay bang (cic) ving hing dinh chudt dé tranh khang thé khang dugc
chAt-ADA (anti-drug antibody) gy ra boi dung lau dai khang thé. Sau nhom
(n=15 mdi nhém) dugc dua vao trong thi nghiém nay, 4 nhom khang thé duoc
thtr nghiém, mot nhém Aducanumab 1a dbi ching duong va mot nhém PBS 1a
d6i chimg am. HAB-2401 va HAB-3601 la ¢ dang khiam mlgGl, trong khi
HAB-5101, HAB-9001 va Aducanumab 1a & dang kham mIgG2a, va chung dugc
d¢ cap dén tuwong tGng 1la HAB-2401-Ch, HAB-3601-Ch, HAB-5101-Ch,
HAB-9001-Ch va Aducanumab-Ch. HAB-2401-Ch va HAB-3601-Ch duoc tao
ra bang cach dung hgp ving bién d6i chudi ning va vung bién ddi chudi nhe ctia
HAB-2401 va HAB-3601 véi ving hing dinh chudi ning ctia mIgG1 (axit amin
ctia ving hang dinh chudi nidng cta mIgG1 dugc thé hién trong trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 62) va vung hing dinh chudi nhe ctia mIgG1 (trinh ty axit amin cla
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vung héng dinh chudi nhe ctia mIgG1 duoc thé hién trong trinh tw néu trong SEQ
ID NO: 63); HAB-5101-Ch, HAB-9001-Ch va Aducanumab —Ch duoc tao ra
bang cach dung hgp ving bién déi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe cua
HAB-5101, HAB-9001 va Aducanumab véi viung hing dinh chudi ning cla
mlIgG2a (trinh ty axit amin cia vung hing dinh chudi ning cia mlgG2a dugc thé
hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 64) va ving hing dinh chudi nhe cia
mlgG2a (trinh ty axit amin cia vung hing dinh chudi nhe ctia mIgG2a dugc thé
hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 65) . Phuong phap didu ché khang thé
duge mo ta trong Vi du 4 ciua sang ché nay. Khang thé nay dugc dung i.p. véi
15mpk (mg/kg, milligam cho mdi kilogam trong lugng co thé) mot tudn mot 1an,
va dugc dung & thoi gian tu 13:00 dén 16:00, trong tong cong 12 tuan.

Tht ca chudt SXFAD duogc tiém bd sung khing thé tuong @ng sau thir
nghiém hanh vi (Vi dy thir nghiém 8). Chuot duoc chia thanh ba mé, 5 con chuot
mdi nhom. Céc mau dugce ldy & 24 gio, 72 gio va 7 ngay sau lidu dung bd sung,
dé phat hién dinh luong ham lugng khang thé thAm BBB & céac thoi diém khéc
nhau. Trong khi d6i véi su phét hién su ling dong AB (Vi du thtr nghiém 9) va
cytokin (Vi du thtt nghiém 10), cho cac nhém Khéang thé gibng nhau, tit ca cac
mau duge 1y & cac diém thoi gian khéc nhau sau lidu bd sung duoc nhém lai
cung nhau dé xi ly dit lidu.

Vi du thit nghiém 7. Thi nghiém kha ning xay t6 ciia chudt

Xay t6 1a ban ning ctia chudt, va né thudng duoc st dung la phwong phép
thi nghiém d& do hanh vi xa héi ctia chudt. DA dugc thong bio rang chudt chuyén
gen biéu hién qua muc APP, nhu Tg2576, APPswe/PS1, 3 x Tg-AD, 5 x FAD
(Transl Psychiatry. 2015 May 5;5:¢562), thé hién su suy yéu vé khing ning xay
td & cac mirc dd khac nhau. Vi du thir nghiém nay 1a dé danh gia hidu qua cla
khang thé thir nghiém dbi v6i sy cai thién tap tinh xa hoi cta chudt chuyén gen
5xFAD bang cach ghi lai kha ning xay t6 ctia chudt bang cac thong sb khac
nhau.

Céac quy trinh cuy thé vé& viéc x4y td dugc miéu ta dudi ddy. Vao khoang
16:00 vao nay thi nghiém thu nhét, mu gidy nén dugc dit trong mdi chudng, va
mdi con chuot duoc nhdt trong mdi chuéng tach biét. Giéy nén dugc can trong
luong trude khi dat vao chudng (trong lugng 1), va mdi truong sinh san gifr
nguyén khong thay ddi. Vao ltc 10 gid sang tiép theo, chudt dugc dua ra va quay
tr& lai cac chudng ban dau. Hinh dang cua td va vi tri ciia mau gidy duogc giit
khong thay dbi. Trudc hét, may quay k¥ thuat sb duge st dung dé chup anh cac
td dugc chudt xdy (mit phia trude va mat phia sau dé phan anh hinh dang ding
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va chidu cao cia td). Gidy ma da duoc xé thanh céc miéng vu dugc nhit 1én va
cin trong luong (trong luong 2). Phén tram gidy con lai dugc tinh todn. Dya trén
cac birc hinh, theo hinh dang, chidu cao cua td va muc do giéy da duoc xé€, diém
trung binh cho mdi con vat dugc thu lai tir ba diém sé doc 1ap song song, theo
tiéu chuén ghi diém, cic diém sd c6 thé dugc didu chinh thich hop dua trén tinh
hudng cu thé. Tiéu chuan ghi diém duoc thé hién trong Bang 5:

Bang 5. Tiéu chuan ghi diém vé kha ning xay t0 cta chudt

Hinh dang, chiéu cao ciia to va mirc dj giay da dwoc xé | Dieém

Mau giaiy vAn hau nhu nguyén ven (gidy dé lai hon 90%), nhur 1
dugc thé hien trong Fig. 5;
Phan nhé mau gidy da dugc xé thanh cdc manh nh, hau hét 2

mau nho van con nguyén ven, va khéi luong con lai ndm trong
khoang tur 50% den 90%, nhu duoc thé hién trong Fig. 5;

Hau hét mau gidy da dugc xé thainh manh vun (50%- 90%), tuy 3
nhién cdc manh vun khong dugc tp hop ¢ goc cua chuong dé
hinh thanh hinh dang so b cua t, thay vi, cac manh gidy da rai
rac trén ddy cua chuong, nhu duoc thé hién trong Fig. 5;

Hau hét manh vun gidy (nhiéu hon 90%) duoc tip hop 6 goc 4
ctia chudng va ve co ban hinh thanh hinh dang cta t6, nhung
chiéu cao cta to khong vugt qua 50% chiéu cao ctia than chudt,
nhu duoc thé hién trong Fig. 5;

Gidy da dugc hau nhu x¢é hoan toan (nhiéu hon 90% di duoc 5
x¢), v6i hinh dang 1a hé hinh dang nui lira, va chiéu cao ctia td
khong vuot qua 50% chidu cao cia than chudt, nhu dugce thé
hién trong Fig. 5.

Céc hinh anh cta mdi con chudt dugc phan tich béng cach sir dung cong cu
Lasso trong goi phdn mém Photoshop CS4 d tinh toén ty 1¢ dién tich cia t6
(phan trim cta dién tich td so v6i tong dién tich ctia cdc manh gidy rai rac). Piém
toan dién cta ba thong sb (diém sd bac ba) dugc tinh todn theo cong thirc sau:

Piém toan dién cta ba thong s6 = Phéan trim gidy con lai x Phan tram dién
tich t6 x Diém sb trung binh

Cac két qua thtr nghiém dugc thé hién trong Fig. 6 va Fig. 7. C6 mot sb su
khac biét gifta t4 duoc (ddi chiing tréng 1a dung moi) va WT (wild-type-kiéu dai),
ma phén anh cua s6 thi nghiém cta thir nghiém. Trong khi cdc nhém
Aducanumab-Ch, HAB-2401-Ch va HAB-9001-Ch cho thdy mot s6 xu huéng
cai thién v6i nhém té duoc.

Vi du thir nghiém 8 Thir nghiém hanh vi mé cung nwéc (mé cung nwéce
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Morris)

Thi nghiém mé cung nudc la tht nghiém vé hanh vi dugc sir dung thong
thuong trong linh vuce sinh hoc than kinh dé danh gia kha nang hoc va nhé khong
gian ctia chudt. Trong thi nghiém nay, cac am hiéu khong gian xung quanh bé boi
dugc st dung dé hudng din chudt tim va nhé buc trdn thoat duoc an dudi nude
trong bé boi bang cac huan luyén.

Mé cung nuéc Morris bao gdm bé hinh tron bang nhya khong mui va khong
doc mau trdng véi duong kinh 13 120cm va chidu cao 1a 50cm va buc chat déo
perspex trong sudt. Buc ndy cao 31cm, va bé mit trén ciing ctia buc ¢6 duong kin
1a 8,5cm. DS ddy nudc trong bé nay cho téi khi bé mit nude 1a & trén buc nay
lem. B& duogce chia thanh bén géc bang nhau, NE, SE, SW va NW, va N, NE, E,
SE, S, SW, W va NW duogc danh diu & tam diém duoc chia déu nhau dudng tron
bén ngoai cia bé hinh tron ndy. Buc dugc dit & trung tAm cua goc SW, véi
khoang cach 30cm dén tdm ctia vong tron ndy va khoang cdch 30cm dén vach
cia bé (bidu dd ciia mé cung nude ndy duoc thé hién trong Fig. 8). Thiét bi ghi
hinh duge nbi v6i may tinh va man hinh. Bé tron duoc dit trong phong thi
nghiém c6 ddy du anh sang. Cac 4m hiéu nhin thdy r6 rang dugc gin & cac ddu
hiéu NE, SE, SW va NW. Truéc khi thi nghiém, khéi lugng thich hop céac hat
nhua tréng duoc ric trong nuéce dé 1am cho né phu déu trén bé mit nude, va nhiét
d6 nudc dugc duy tri & 23,0 £2,0°C. Nude dugce thay 5 ngay mot lan.

Céac md dun sau dugc dua vao trong thi nghiém mé cung nudc: huin luyén
¢d, buc 4n va thir nghiém dau do.

8.1. Hun luyén cor

Co trén nudc dugce dat trén buc dé huéng dan cic con vit. Mbi con vat thi
nghiém dugc ddt vao trong nudc (déi dién v6i thanh bé) & diém N, va video theo
doi va ghi dugc bit diu ¢ cing thoi diém, trong 60 gidy. Néu con vat nay khong
1én buc trong 60 gidy, n6 s& dugc huéng din bang tay 1én buc va cho & lai trong
20 gidy trugc khi dugce loai khoi mé cung nay; néu con vat nay tim thiy buc
trong 60 gidy nhung & lai trén buc it hon 20 gidy, sau 60 gidy-huén luyén két thuc,
no s& budc & lai trén buc trong 20 gidy trude khi duoc loai khéi mé cung nay; néu
con vt tim thdy buc trong 60 gidy va & lai trén buc trong 20 gidy, n6 s& dugc loai
khéi buc. Sau khi hudn luyén, mdi con vat duoc lau kho bang khan va dua tré lai
chudng. Sau khi tit ca cac con vat dugc huén luyén, vong huin luyén twong tu
méi dugc bt ddu lai. Theo cach nay, mdi con vat dugc huin luyén 4 lan trong
mot ngay.
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8.2. Buc 4n

Buc duoc an khoang 1cm dudi bé mat nude. Cac con vat duoc huén luyén 4
* 14n mot ngay trong tong thoi gian 12 ngay. Vi tri & d6 chudt duoc dua vao trong
nuédc duge thé hién trong Fig. 8. Trong mdi huin luyén, cdc con vat duogc dat ddi
dién v6i thanh bé, video theo ddi va ghi duge bit ddu & cing thoi diém. Mbi
huén luyén kéo dai trong 60s. Néu con vat nay tim thay buc trong 60 gidy, né s&
duoc huéng dan bang tay 1én buc va cho & lai trong 15 gidy trude khi dugc loai
khoi mé cung nay; néu con vat tim thdy buc trong 60 gidy nhung & lai trén buc it
hon 15 gidy, sau 60 gidy-huén luyén két thiic, n6 s& budc & lai trén buc trong 15
gidy trude khi dugce loai khoi mé cung nay; néu con vat tim thay buc trong 60
gidy va & lai trén buc trong 15 gidy, né s& dugc loai khoi buc. Sau khi huén luyén,
mdi con vét duge lau kho bing khan va dua trd lai chudng. Sau khi tat ca cac con
vat dugc huén luyén, vong huin luyén méi duoce bat dau lai, v6i vi tri khac nhau
tai d6 con vat dugc dua vao trong nude.

8.3 Thir nghiém diu do

24 gid sau huin luyén cudi cung vao ngay 12, buc dudi nuée dugc loai bd
cho thir nghiém dau do. Con vat duogc dua vao trong nude (d6i dién v6i thanh bé)
at the NE poinf, video theo ddi va ghi duoc bat ddu & cuing thoi diém. 60 gidy sau
d6, theo doi két thiic. Con vét duge loai khéi bé, 1am kho bang khin va dua tré
lai chudng. Theo ddi cac con vit dugc phéan tich bing phdn mém Noldus
Ethovision.

8.4. Cac két qua ciia thi nghiém mé cung nuwéc

Pudng cong hoc ctia huén luyén buc 4n dugc thé hién trong Fig. 9. Cac két
qua cho thdy ring giita nhém ta duoc chudt SXFAD Tg (d6i chtng trong 12 dung
moi) va nhom WT, sy khac biét ding ké dugc quan sat vao ngay 6, va su khéac
biét rat 16n duogc quan sat vao ngay 10 va ngay 11 ctia dao tao buc an, va sy khac
biét nay c6 xu hudng 4n dinh, chi ra réng cO su khac biét vé kha nang tri nhé
khong gian gita cac chudt chuyén gen 5xXFAD va chuot kiéu dai trong thir
nghiém hanh vi. Sy khac biét nay 1a trén co s thu nghiém duoc chét thir nghiém;
tlr ngdy 1, nhém duoc chét dbi ching duong Aducanumab-Ch ludn thé hién thoi
gian cho ngin hon 1én buc so v6i nhém té duge, vao ngay 11, su khac biét dang
ké duogc quan sat, chi ra rﬁng Aducanumab-Ch thé hién hiéu qua tuyét voi trong
thi nghiém nay; Tuong tuy v6i nhém Aducanumab-Ch, HAB-2401-Ch,
HAB-5101-Ch va HAB-9001-Ch thé hién sy khac biét dang ké vao ngay 11 va
12, chi ra rang gidng Aducanumab-Ch, ba dugc chét nay co thé cai thién dang ké
tri nhg khong gian va kha nang nhén thirc cuia chudt.
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Trong tht nghiém dau do, chung toi di danh gia mot vai cac thong sd thi
nghiém, bao gém chd dén buc, chd dén vung buc, s6 dém di qua buc hodc vung
buc, khoang thoi gian trén buc & khoang thoi gian trén ving buc va chi s6 ACL

Két qua vé cho dén buc duoc thé hién trong Fig. 10A. C6 su khac biét nhét
dinh gitta nhém WT va nhom td duoc, la cira 36 thi nghiém. (Cho nhom WT, cho
dén buc trong thtr nghiém dau do 1a dai hon so v6i huén luyén co, ma c6 thé bi
gdy ra boi su thay d6i thi nghiém, do chi mot thir nghiém dugc thyc hién trong
thtr nghiém dau do nay, trong khi bdn thir nghiém da duge thong béo trong huén
luyén cd). Cac két qua ctia HAB-2401-Ch, HAB-5101-Ch va HAB-9001-ch c6
thé so sanh véi két qua ctia nhom Aducanumab-Ch, v thé hién khoang thoi gian
ngin hon so v6i nhém té duge.

Céc két qua v& cho dén ving buc duge thé hién trong Fig. 10B. Nhém WT
thé hién 1a khac biét dang ké khoang ba 1an khi so sanh v&i nhém t4 dugc. Nhom
Aducanumab-Ch cho théy su khac biét dang ké khi so sanh v&i nhom t4 dugc,
trong khi két qua cia nhém Aducanumab-Ch 1a gln v6i két qua ctia nhéom WT,
chi ra ring cac phan tir dwong tinh c6 thé cai thién dang ké tri nhé cia chudt
5xFAD. Tét ca bdn khéng thé thir nghiém thé hién su khac biét déng ké khi so
sanh v6i nhom ta duoc, trong s6 d6 HAB-9001-Ch thé hién hiéu qua tham chi tbt
hon so véi Aducanumab-Ch.

Céac két qua thi nghiém vé s6 @m di qua buc hodc ving buc dugc thé hién
trong Fig. 10C va Fig. 10D, cac két qua thi nghiém vé khoang thoi gian trén buc
& khoang thoi gian trén viung buc dugc thé hién trong Fig. 10E va Fig. 10F, va
cac két qua thi nghiém ctia chi s6 ACI duogc thé hién trong Fig. 10G. Trong thtt
nghiém dau do, buc dd duoc loai bod, va tri nhG cua chudt vé buc 14 twong Ung
khing dinh chic chin vé mat ly thuyét voi cac thong sb nay. Ddi voi nam thong
) nay, c¢o su khac biét nhét dinh gitta nhom WT va nhom t4 duoc, cho théy cua
s thi nghiém ctia cac két qua thi nghiém. So v6i nhom ta duge, Aducanumab-Ch
cho thdy xu huéng cai thién. So v6i nhém tid dugc, HAB-2401-Ch,
HAB-5101-Ch va HAB-9001-Ch tit ca déu thé hién muc cai thién khéc biét, va
HAB-9001-Ch thé hién hi¢u sudt t6t nhét.

Toém lai, trong thtr nghi€ém dau do, so v4i nhom ta duge, HAB-2401-Ch,
HAB-5101-Ch va HAB-9001-Ch thé hién murc cai thién khéc biét vé& chos dén buc,
ch&r d@n ving buc, khoang thoi gian trén buc, khoang thoi gian trén ving buc, s6
dém di qua buc, s6 dém di qua ving buc va chi s ACI, goi ¥ ring ba khang thé
tht nghiém nay co thé cai thién dang ké tri nh¢ khong gian va kha ning nhan
thtrc ciia mé hinh chudt Alzheimer 5xXFAD.

Vi du thir nghiém 9. Phat hién sy lz“'ing dong AP
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T4t ca cac miu dugc ldy tir chudt duge sir dung cho thir nghiém hanh vi (Vi
du thtr nghiém 8). Mdi con chudt duge truyén PBS (pH 7,4) va thu 14y n3o. Ban
cau ndo trai duoc ngam trong 4% PFA ngay 1ap tuc va ¢ dinh trong 72 gid, va
ban cAu ndo phai dugc cit trén da dé thu ldy vo ndo tran va hai ma, dugc cin tach
biét, sau d6 lam lanh nhanh trong nito 16ng, va dy trlt trong ti lanh ¢ -80°C dé xur
ly miu sau do.

Céc quy trinh cu thé dé dong nhit ban cdu ndo phai 13 nhu sau: mo thir
nghiém duoc can trong luong va dugc chuyén vao trong dng ddng nhit, va bd
sung thé tich gép 10 lan dich phan giai dietylamin (50mM NaCl, 0,2% DEA chta
chét e ché proteaza). Nghia 13, 10 mg md duge bd sung vao 100 pl dung dich
phén giai, ddng nhét bang thiét bi dong nhét, va siéu 4m trong nudc d4 trong
15-20 gidy. Dich dong nhit dugc chuyén vao trong 6ng ly tam, ly tim & 100.000
x g & 4°C trong 30 phiit. Phan ndi thu duge chira AB hoa tan dugc thu lai va bao
quéan & -80°C. Thé tich gép 10 14n dung dich phan giai guanidin hydroclorua (5M
GuHCI trong PBS) dugc bd sung vao trong éng ly tAm, vién nay duge téi tao
huyén phui va siéu 4m trong nudc dé trong 15-20 gidy. Ly tim mau nay & 100.000
x g & 4°C trong 30 phut. Phin ndi thu dugc chira AR khong hoa tan duoc thu lai
va dy trit 6 -80°C.

Su ling dong AP trong dich dong nhat md ndo dugc phat hién bang phuong
phap ELISA (Amyloid beta nguoi (aal-40) Quantikine ELISA Kit: R&D systems,
DAB140B; Amyloid beta nguoi (aal-42) Quantikine ELISA Kit: R&D systems,
DAB142). Trude hét, cac thanh phin khong tan trong dich dong nhit no (nghia
1a, mAu duoc thir nghiém) va mau chudn dugc pha lodng bang chét pha loang; dia
duoc pha trude duoc rira bing dém rira; miu chuén duoc pha lodng va cdc mau
dugc bd sung; han kin dia nay va @ & 4°C trong 2 gio; rira dia nay bang dém ria
trong 3-4 lan; bo sung khang thé thtr cdp duoc 1am lanh truée; han kin dia nay va
U & 4°C trong 2 gid; rira dia ndy 3-4 1an bang dém rira; bd sung dung dich tao
mau co cht va o & nhiét do trong phong trong 30 phiit; bo sung dung dich dimg
va OD450 duge doc trén thiét bi doc vi dia.

Céac két qua cia thir nghiém ELISA dugc thé hién trong Fig. 11A-11D,
Nhom té duge (dbi ching tréng 13 dung moi) thé hién sur ling dong AP1-40 va
AB1-42 dang ké so v6i nhém WT, chi ra rang su ling dong AP duoc biéu hién
qué muc trong md ndo chuft 5 x FAD. So v6i nhém ta duoc, xu huéng AB1-40
va AB1-42 giam dugc quan séat trong Aducanumab-Ch. Trong s6 bon khang thé
dugc thir nghiém, HAB-3601-Ch ¢6 hiéu suét tot nhat va c6 xu huéng AB1-40
khong hoa tan (AB1-40 khong hoa tan hai ma) va AB1-42 khong hoa tan (AP1-42
khong hoa tan hai ma) gidm so voi ta duge.
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Quy trinh nhuém mo hoéa hoc mién dich md ban cAu ndo trai 13 nhu sau.
Khir nuwde ndo duge phan 1dp: ndo duge ¢b dinh béng 4% PFA trong 72 gi0, sau
do6 dua vao trong dung dich sucroza 30% dé khtr nuée, dat trong ti lanh & 4°C
qua dém, va quy trinh khir nuéc duoc ldp lai mot lan; gin cac md nay: isopentan
duoc dit trong da kho trong it phut dé tao ra dich 1dng trong isopentan dé cham
-70°C; 1am khd md ndo bing gidy tham va dit vao trong isopentan dé duge 1lam
lanh trong it gidy sau khi loai bo mot phén du, va sau d6 14y md ndo nay tir
isopentan, lam kho va gin trong hop gin véi OTC (chét gin), va sau d6 dit hop
gin nay 1én trén d4 lanh d8 tao ra OTC hoéa rin. M ndo duge gin nay duge luu
trit trong ti lanh & -80°C; Cit: c4t md ndo nay theo mit cit ding doc gifta trong
cryostat, 20pum cho mdi 1at; bét hoat peroxidaza noi sinh: rura lat c4t ndo ba lan
trong PBS, mdi 1an 5 phit, u véi 0,3% H20; (duge diéu ché bang PBS) trong 10
phut; Tinh thdm: mo6 ndo duge rira 3 l4n trong PBS, 5 phut mdi lan, & v6i TBST
(TBS chua 0,25% Triton X -100) 3 1dn, 5 phtt mdi lan; chan: & v6i 0,3% Triton
X-100 va 5% BSA trong PBS trong 1 gid; 0 v6i khang thé so cip: khang thé so
cap 3D6 dugc pha lodng bang 2% BSA trong TBST dén ndng do hoat dong 1a
10ug/ml, va lat cit ndo dugce dua vao trong dung dich hoat dong chira khang thé
so ¢ip va i qua dém & 4°C; U v6i khang thé thtr clp: 14t cat ndo duge ria trong
TBST ba l4n, 5 phiit mdi lan, khdng thé tht cip duoc pha lodng bang TBST chira
2% BSA thu duogc ndéng do hoat dong 1a Spug/ml, 14t cit ndo dugc u trong dung
dich hoat dong chira khang thé thi cp trong 1h; mau duge phat trién: 14t cit ndo
duoc rira trong TBST 3 1an, 5 phut mdi 1An, va dua vao trong dung dich phit trién
mau trong tdi trong 5 phut, va sau d6 ngdm trong nuge tinh khiét hai 14n hai 1an
dé dimg phan tmg phat trién; gin: md ndo dugc dwa vao trong va ra khoi PBS,
lam kho, ngdm trong nudc tinh khiét dé loai bé mubi, 1am kho va c¢d dinh béng
cac néng do etanol gradient (75%, 95%, etanol nguyén chét), gén v6i nhua, va
lam kho; quét va phan tich dinh lugng: 14t nay dugc quét bang may quét lat k§
thuét s& (Hamamatsu Nanozoomer S210) d8 tao ra hinh anh quét vé lat nay. Cho
mdi anh vé 14t nfo, cac vung v6 ndo va hai ma duge chi dinh dau tién theo toa dd
ndo chudt, va sau do cac vung tin hiéu duong tinh AP duoc chi ra bang phan
mém hé théng phan tich BIOTOPIX™ Analysis. Cubi cling, ty 1& vé tin hiéu
duong tinh dugc tinh toan twong Gng cho v6 ndo va hai ma. Nghia la, ty 1€ vé tin
hiéu duong tinh AP trong v ndo = vung cua tin hiu duoﬂg tinh AP trong vé
ndo/tdng ving clia vé ndo; ty 1€ cla tin hiéu duong tinh AP trong hai ma = ving
tin hiéu duong tinh AP trong hai ma / tbng ving hai ma.

Céc két qua thi nghiém ctia phat hién IHC dugc thé hién trong Fig. 12 va
Fig. 13. So v6i nhom WT, nhém td dugc thé hién su léng dong ro rét AB1-40 va
AB1-42, ma théng nhdt voi thir nghiém ELISA. So v6i nhom ti dugc,
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HAB-3601-Ch, HAB-9001-Ch v& Aducanumab-Ch c6 thé giam dang ké su ling
dong AP, goi ¥ ring HAB-3601-Ch va HAB-9001-Ch c6 thé giam déng ké su
ling dong AP, chi nhu Aducanumab-Ch.

Vi du thit nghiém 10. Hiéu qua cia cic khang thé ddi voi sw giai phéng

cytokin trong mo nio

Céc mau duoc st dung trong vi du thir nghiém nay 1a thanh phin hoa tan
tir dich ddng nhat ndo trong Vi du thir nghiém 9, va phwong phéap phat hién duoc
sir dung 1a thiét bi phan tich MSD (Meso Scale Discovery) hoa huynh quang di¢n
tir d0 nhay cao. Cac quy trinh thi nghiém cu thé duoc md ta trong huéng dan san
phim (U-PLEX Biomarker Group (chudt) Bo kit da thir nghiém: MSD,
N05235A-1). Véan tit 13, khing thé dugc bat giit dugc biotinyl héa cho mdi
cytokin duogc ndi v6i mdi doan nbéi U-PLEX, phan ung & nhiét do trong phong
trong 30 phut, va sau do két thic phan tmg ndy; dung dich khang thé duoc nbi
v6i U- PLEX diéu ché dugc tron va phu trén dia U-PLEX, G & nhiét do trong
phong keém léc trong mot gior hodc 4°C qua dém; cdc mau chuan va cac mau thi
nghiém (nghia 13, c4c thanh phan hoa tan trong dich dong nhat mé nio) dugc pha
loang theo hudng dan st dung; dia dugc phu ndy dugc rua bang PBST hoic
1xdém rira MSD (1x chét phan tng rira MSD) trong 3 14n, bd sung 25l chit pha
lodng mau, va 25ul mau chuén pha lodng va cic miu dugc thir nghiém, va han
kin dia nay va 4 & nhiét do trong phong kém lic trong 1 gid. Pia dugce phi duge
rira bing PBST hodc 1x dém rira MSD 3 1in, bd sung 50ul hdn hop khéng thé
phat hién dugc pha lodng, va han kin dia nay va 4 kém véi lic & nhiét do trong
phong trong 1 gid. Pia duge phu duge rira 3 lan bang PBST hoic 1x dém rira
MSD, va sau d6 bd sung 2xchit phan tng dém doc. Cubi cung, dia ndy duge doc
trén thiét bi MSD.

Céac két qua thi nghiém duoc thé hién trong Fig. 14A dén Fig. 14D va Fig.
15A dén Fig. 15F. Cac muc cua tit ca cic cytokin nhu TNFo, IFN-y, IL1 B, IL2,
IL6, IL12p70, IL4, IL10, MCP-1 va KC la rat thép va hau nhu cham muc gi6i
han dudi ctia phuong phap phat hién. C6 sy khac biét hién nhién giita cac c4 thé
chudt, vi vy c6 su khac biét khong déng ké gitta cac nhom. Tom lai, bdn nhém
khang thé thir nghiém khong thé hién muc cytokin cao hon khi so sanh véi d6i
chimg duong Aducanumab, chi ra rang céc khang thé thir nghiém 14 an toan.
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Yéu cau bao ho

1. Khang thé khang Abeta hoic méanh gin két khang nguyén cua n6, chia
HCDRI1 chudi ning nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 17, HCDR2 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 18 hoac 52, va HCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 27, va LCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 20, LCDR2 nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 21, va LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 22.

2. Khang thé khang Abeta hoic manh gin két khang nguyén clia n6 theo
diém 1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé chudt, khéng thé kham hogc khang
thé duoc 1am gibng ngudi.

3. Khang thé khang Abeta hodc méanh gin két khang nguyén clia n6 theo
diém 2, trong d6 khang thé nay 1 khang thé chudt, va khang thé nay chira viing
bién ddi chudi ning nhu duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 9,
hoic ¢6 it nhat 95% trinh tu gidng véi ving FR clia né; va

viing bién ddi chudi nhe nhu dwgc thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 10, hodc c6 it nhit 95% trinh tu gidng véi ving FR clia né.

4. Khang thé khang Abeta hoic méanh gin két khang nguyén cia né theo
diém 3, chtra ving bién dbi chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 9 va viung bién ddi chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 10.

5. Khang thé khang Abeta hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo
diém 4, trong d6 khang thé nay 1a khang thé dugc lam gidng ngudi, va trinh tu
ving FR ciia khang thé nay chira ving FR dong mam ngudi hoic bién thé ctia no,
bién thé ving FR c6 1én dén 10 sy dot bién hoéi phuc axit amin tuong tng trén
ving khung chudi nhe va/hodc viing khung chudi nang cta khang thé nguoi.

6. Khang thé khang Abeta hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo
diém 5, chua vung bién ddi chudi nang nhu duogc thé hién trong trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 50 hodc c¢ it nhat 90% trinh ty gidng véi ving FR clia no, va
ving bién ddi chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tw néu trong SEQ ID NO:
51 hoic c6 it nhit 90% trinh tu giéng véi ving FR ctia né.

7. Khang thé khang Abeta hodc ménh gin két khang nguyén ctia n6 theo

57/117



44641

diém 6, trong d6 khang thé nay 1a khang thé duoc lam gidng ngudi bao gém
HCDR1 va HCDR3 nhu duoc thé hién twong tng trong trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 17 va SEQ ID NO: 27, va HCDR2 nhu duoc thé hién trong trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 18 hofc 52, va ving bién ddi chudi nhe khang thé bao gom
LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong tng trong trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 va SEQ ID NO: 22, (cic) vung FR bao
gdm su dot bién hdi phuc axit amin 2V.

8. Khang thé khang Abeta hoic manh gin két khang nguyén cua n6 theo
diém 1, trong d6 khang thé nay chira (céc) vung hing dinh.

9. Khang thé khang Abeta hodc ménh gin két khang nguyén cua n6 theo
diém 8, trinh tu axit amin cta ving héng dinh chudi ning khang thé nhu duoc thé
hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 42 hodc c0 it nhit 85% trinh tu gidng
v6i trinh tu nay, va trinh ty axit amin cua vung héng dinh chudi nhe khang thé
nhu duge thé hién trong trinh ty néu trong SEQ ID NO: 43 hodc ¢d it nhét 85%
trinh tw giéng v&i trinh tu nay.

10. Khang thé khang Abeta hodc manh gin két khang nguyén cua né theo
diém 8, trong d6 khang thé nay chua chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 40, hodc c6 it nhét 85% trinh tu giéng vO1i trinh ty nay,
va/hodc chudi nhe nhu duoc thé hién trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 41,
hoac c¢¢ it nhét 85% trinh tu giéng voi trinh tu nay.

11. Khang thé khang Abeta hodc manh gén két khang nguyén clia né theo
diém 10, trong d6 khang thé nay chtra chudi ning nhu dugc thé hién trong trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 40 va chudi nhe nhu dugc thé hién trong trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 41.

12. Khéng thé khang Abeta hoic méanh gin két khang nguyén cia n6 theo
diém 1, trong d6 manh gin két khang nguyén dugc chon tir nhém bao g6m Fab,
Fab', F(ab"2, scFv, diabody, dsFv va manh gfn két khang nguyén cla peptit chia
CDR.

13. Phan tr axit nucleic ma hoa khang thé khang Abeta hoic méanh gin két
khang nguyén cua n6 theo mot diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 12.

14. Vecto tai to hop chira phan tir axit nucleic nay theo diém 13.
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15. Té bao chu thu duoc bing cach bién nap vecto téi t6 hop theo diém 14,
trong d6 té bao chii duge chon tir nhém bao gdm té bao tién nhan va té bao nhan
chuén.

16. Té bao chit theo didm 15, trong d6 t& bao chi nay 14 té bao nhan chuén.

17. Té bao cha theo diém 15, trong d6 té bao chu nay la té bao dong vat ¢
vu.

18. Phuong phdp diéu ché khang thé khang Abeta hoic manh gan két khang
nguyén cda né theo mot diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 12, bao gdm
bude: nudi cdy té bao chi theo mot diém bat ky theo diém tir 15 dén 17 trong
mdi trudng nudi cdy, va sau d6 tinh ché va thu hdi khang thé nay.

19. Dugc phdm chira:

khang thé khang Abeta hogc manh gin két khang nguyén ctia n6 theo mot
diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 12, va

mot hodc nhiéu chét mang, ta dugc hodc chét pha lodng dugc dung.
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Thr
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Leu
435

31
220
PRT

Ala
Leu
Gly
Ser
180
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
260
Val
Thr
Val
Cys
Ser
340
Pro
vVal
Gly
Asp
Trp
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Gly

vVal
Phe
vVal
val
205
Lys
Leu
Thr
Val
Val
285
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu
Ser

Ser
445

Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
270
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
350
Val
val
Pro
Thr
Val

430
Leu

Ala
vVal
Ala
175
Val
His
Cys
Gly
Met
255
His
vVal
Tyr
Gly
Ile
335
Val
Ser
Glu
Pro
Val
415

Met

Ser

Ala
Ser
160
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile
Glu
His
Arg
Lys
320
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
400
Asp
His

Pro

71117



<400>

Asp
1
Asp
Gly
vVal
Pro
65
Ile
Asp
Lys
Glu
Phe
145
Gln
Ser

Glu

Ser

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Ser
Ser
Tyr
Arg
Gln
130
Tyr
Ser
Thr
Lys

Pro
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Val
Leu
Met
Val
50

Gly

Gln

Arg

31
Gln

val
Gln
35

Lys
Arg
Ser
Asn
Thr
115
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

195
val

32
98
PRT

Met
Thr
20

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

Thr

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

32
Gln

Arg
His
35

Ile

Arg

Met

Leu
Leu
20

Trp
Ser

Phe

Asn

Thr
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln
85

Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
165
Leu

val

Lys

nhan tao

Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Pro
Leu
Ala
Gly
Ala
150
Gln
Ser
Tyr

Ser

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
135
Lys
Glu
Ser
Ala

Phe
215

Pro
Lys
Thr
40

Trp
Gly
Asp
Phe
Ser
120
Ala
vVal
Ser
Thr
Cys

200
Asn

axit amin khudn

vVal

Ser

vVal

Tyr

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser

Arg

Gly
Ala
Ala
40

Ser

Arg

Ala

44641

Ser
Ser
25

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

Glu

Arg

chudi ning (IGHV3-30*01) dong mam ngudi

Gly
Ser
25

Pro
Asn

Asp

Glu

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala
90

Gly
Phe
Val
Trp
Thr
170
Thr

Val

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Lys

Asn

Asp
90

13

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Thr
Gly
Ile
vVal
Lys
155
Glu
Leu
Thr

Glu

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser

75
Thr

Ser
Ser
Gln
Arg
60

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
140
Val
Gln
Ser
His

Cys
220

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Ala
Leu
Lys
45

Glu
Phe
Tyr
Lys
Pro
125
Leu
Asp
Asp

Lys

Gln
205

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Ser

Leu

20
Sv

Pro
Ser
Thr
Cys
Val
110
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

190
Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Thr

Tyr

Val
15

Asn
Gly
Gly
Leu
Gln
95

Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
175
Asp

Leu

Gly
15

Ser
Trp
Ser

Leu

Tyr
95

Gly
Ser
Lys
Val
Thr
80

Asn
Ile
Asp
Asn
Leu
160
Asp

Tyr

Ser

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr

80
Cys
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Asp
1
Asp

Leu
Tyr
Ser

65
Glu

Ile
Arg
Asn
Ala
50

Gly

Asp

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Val Gln

1
Ser

Gly
Trp
Leu
65

Tyr
Cys

Lys

val

Leu
Met
vVal
50

Lys
Leu
Ala

Gly

Phe

33
95
PRT

Trinh tu

khu wuc
Trinh tu

33
Gln

vVal
Trp
35
Ala
Ser
Phe
34

451
PRT

Met
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

34

Arg
Gly
35

Ala
Ser
Gln
Arg
Thr

115
Pro

Leu
Leu
20

val
His
Arg
Met
Arg
100
Thr

Leu

nhan tao

axit amin khudn

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

nhan tao

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70
Tyr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

axit amin chudi

val
Ser
Gly
Ile
Phe
Asn
85

Pro

vVal

Ala

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Thr
Leu

Thr

Pro

Ser
Ala
Val
Trp
55

Ile
Leu
Gly

vVal

Ser

Gly
Ala
Arg
Asp
Ser
Arg
Ser
Ser

120
Ser

44641

chudéi nhe

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
10

Ser
Lys
val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75
Ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

nidng HAB-3601

Gly
Ser
25

Gln
Asp
Arg
Ala
Tyr
105
Ser

Lys

Gly
10

Gly
Ala
Asn
Asp
Glu
90

Asp
Ala

Ser

14

Val
Phe
Pro
Lys
Asn
75

Asp
Tyr
Ser

Thr

Val
Ala
Gly
Tyr
60

Ser
Thr
Phe

Thr

Ser

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Gln
Phe
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Asp
Lys

125
Gly

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn
vVal
Tyr
110
Gly

Gly

(IGKV1-39*01)dong

Val
15

Ser
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Gly
15

Thr
Leu
Pro
Thr
Tyr
95

Trp

Pro

Thr

mam ngudi

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Arg
Phe
Glu
Ala
Leu
80

Tyr
Gly

Ser

Ala
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Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Asp
225
Gly
Ile
Glu
His
Arg
305
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
385
Val
Asp

His

Pro

130
Leu

Trp
Leu
Ser
Pro
210
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
290
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
370
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
450

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Ile Gln Met

Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
275
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
355
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

435
Lys

35
219
PRT

Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
His
vVal
Thr
260
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

420
Leu

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

35

Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
245
Pro
Val
Thr
Val
Cys
325
Ser
Pro
val
Gly
Asp
405
Trp

His

nhan tao

axit amin chudi nhe HAB-3601

val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
310
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly

Gln

Asn

135
Lys

Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Phe
val
Phe
Pro
295
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
375
Pro
Ser

Gln

His

Asp
Thr
Tyr
Gln
200
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg
vVal
Ser
Lys
Asp
360
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
440

44641

Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
265
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
345
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

425
Thr

Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
250
Val
Tyr
Glu
His
Lys
330
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
410

vVal

Gln

Pro
155
val
Ser
Ile
Val
Ala
235
Pro
Val
Val
Gln
Gln
315
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
395
Tyr

Phe

LyS

140
Glu

His
Ser
Cys
Glu
220
Pro
Lys
vVal
Asp
Tyr
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Ser

Pro
Thr
Val
Asn
205
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
285
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu
445

Val
Phe
Val
190
val
Lys
Leu
Thr
Val
270
vVal
Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Thr
Pro
175
Thr
Asn
Ser
Leu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
vVal
Val
Pro
Thr
415

Val

Leu

Val
160
Ala
Val
His
Cys
Gly
240
Met
His
Val
Tyr
Gly
320
Ile
val
Ser
Glu
Pro
400
Val

Met

Ser

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

15
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Asp
Asn
Pro
Ser
65

Ser
Ser
Arg
Gln
Tyr
145
Ser
Thr

Lys

Pro

Arg
Gly
Lys
Arg
Ser
Arg
Thr
Leu
130
Pro
Gly
Tyr
His

Val
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln
1
Thr
Gly
Trp
Leu
65
vVal

Cys

vVal
Leu
Met
Leu
50

Lys

Leu

Ala

Val
Asn
35

Leu
Phe
Leu
val
vVal
115
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

195
Thr

36
100
PRT

Thr
20

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
100
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
180

vVal

Lys

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

36
Thr

Thr
Arg
35

Ala
Thr

Thr

Arg

Leu
Leu
20

Val
Arg
Arg

Met

Ile
100

Ile
Tyr
Ile
Gly
Pro
85

Leu
Ala
Gly
Ala
Gln
165
Ser

Tyr

Ser

nhan tao

Thr
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
150
Glu
Ser

Ala

Phe

Cys
Glu
Lys
55

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
135
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
215

Arg
Trp
40

Val
Ser
Phe
Gly
Val
120
Ser
Gln
val
Leu
Glu

200
Arg

axit amin khudén

Lys
Thr
Ser
Ile
Leu

Thr
85

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr

70
Asn

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile

Met

Gly
Phe
Arg
40

Asp

Ser

Asp

44641

Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
105
Phe
val
Trp
Thr
Thr
185

Val

Gly

chudi ning (IGHV2-70D*04) dong mam ngudi

Pro
Ser
25

Gln
AsSp
Lys

Pro

10
Ser

Gln
Asn
Thr
Thr
90

Gly
Ile
val
Lys
Glu
170
Leu

Thr

Glu

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp

val
90

16

Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
155
Gln
Ser
His

Cys

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr

75
Asp

Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
140
Asp
Asp

Lys

Gln

Val
sSer
Gly
Phe
60

Ser

Thr

Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
125
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr

Lys

Ala

Val
30

Gly
Gly
Leu
Phe
Glu
110
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

190
Leu

Pro
Ser
30

Ala
Ser

Asn

Thr

15
His

Lys
vVal
Thr
Gln
95

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
175

Tyr

Ser

Thr
15

Thr
Leu
Thr

Gln

Tyr
95

Ser
Ala
Pro
Ile
80

Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser

Gln
Ser
Glu
Ser
Val

80
Tyr
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<210> 37
<211> 101
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> khu wvuc
<223> Trinh tu
<400> 37
Asp Ile Val Met
1
Glu Pro Ala Ser
20
Asp Asp Gly Asn
35
Ser Pro Gln Leu
50
Pro Asp Arg Phe
65
Ile Ser Arg Val
Arg Ile Glu Phe
100
<210> 38
<211> 452
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> khu wvuc
<223> Trinh tu
<400> 38
Gln Val Thr Leu
1
Thr Leu Thr Leu
20
Gly Met Gly Val
35
Trp Leu Ala His
50
Leu Lys Ser Arg
65
Val Leu Thr Met
Cys Ala Arg Arg
100
Gly Gln Gly Thr
115
Ser Val Phe Pro

nhan tao

axit amin khudén

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Glu

85
Pro

nhén tao

Gln
Ser
Tyr
Ile
Gly

70
Ala

Thr
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Pro
Arg
Asp
Thr
Gly

Asp

axit amin chudi

Lys
Thr
Ser
Ile
Leu
Thr
85

Arg

Thr

Leu

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Asn
Ile

val

Ala

Ser
Thr
Ile

Trp

55

Ile
Met
Ile
Thr

Pro

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Thr
Val

120
Ser

44641

chudi nhe

Leu
Ser
25

Trp
Leu

Ser

Val

Ser
10

Ser
Tyr
Ser

Gly

Gly
90

Leu
Gln
Leu
Tyr
Thr

75
Val

Pro
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

nang HAB-5101

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Val
105

Ser

Ser

Ala
10

Gly
Pro
vVal
Asp
Val
90

Val

Ser

Lys

17

Leu
Phe
Pro
Ser
Thr
75

Asp
Asp

Ala

Ser

Val
Ser
Gly
Leu
60

Ser
Thr
Ala

Ser

Thr

val
Leu
Lys
45

Ala

Phe

Tyr

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Met
Thr

125
Ser

Thr
Leu
30

Pro
Ser

Thr

Cys

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn
Thr
Asp
110
Lys

Gly

(IGKV2-40*01)dong

Pro
15

Asp
Gly
Gly

Leu

Met
95

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr
95

Tyr
Gly

Gly

mam ngudi

Gly
Ser
Gln
Val
Lys

80
Gln

Gln
Ser
Glu
Ser
Val
80

Tyr
Trp

Pro

Thr
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Ala
145
vVal
Ala
vVal
His
Cys
225
Gly
Met
His
Val
Tyr
305
Gly
Ile
vVal
Ser
Glu
385
Pro
vVal

Met

Ser

130
Ala

Ser
Val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
370
Trp
Val
Asp
His

Pro
450

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Val Val Met

Leu
Trp
Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

39
219
PRT

Gly
Asn
Gln
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
260
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
420

Ala

Lys

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

39

Cys
Ser
165
Ser
Ser
Asn
His
vVal
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405
Arg

Leu

nhan tao

axit amin chudi nhe HAB-5101

Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
vVal
Thr
val
310
Cys
Ser
Pro
vVal
Gly
390
Asp

Trp

His

135
val

Ala
Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly

Gln

Asn

Lys
Leu
Leu
Thr
200
Val
Pro
Phe
vVal
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
440

44641

Asp
Thr
Tyr
185
Gln
AsSp.
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
vVal
Ser
Lys
345
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr

Tyr
Ser
170
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

Phe
155
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys
Val
Tyr
Glu
His
315
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
395
Leu

val

Gln

140
Pro

Val
Ser
Ile
Val
220
Ala
Pro
vVal
vVal
Gln
300
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
380
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Glu
His
Ser
Cys
205
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
445

Pro
Thr
vVal
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

val
Phe
175
Val
Val
Lys
Leu
Thr
255
Val
Val
Ser
Leu
Ala
335
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
415

Ser

Ser

Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
vVal
val
Pro
400
Thr

vVal

Leu

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

18
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Glu
Asn
Pro
Asp
Ser
Ser
Arg
Gln
Tyr
145
Ser
Thr
Lys

Pro

Pro
Gly
Lys
50

Arg
Arg
Arg
Thr
Leu
130
Pro
Gly
Tyr
His

Val
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Val Thr

1
Thr

Gly
Trp
Leu
65

vVal

Cys

His

Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Trp

Ala
Asn
35

Leu
Phe
Val
Val
Val
115
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

195
Thr

40
454
PRT

Ser
20

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
100
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
180

val

Lys

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

40

Thr
Gly
35

Ala
Ser
Thr

Arg

Gly

Leu
Leu
20

Val
His
Arg
Met
Arg

100
Gln

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala
85

Pro
Ala
Gly
Ala
Gln
165
Ser

Tyr

Ser

nhan tao

Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
150
Glu
Ser

Ala

Phe

Cys
Glu
Lys
55

Gly
ASp
Phe
Ser
Ala
135
val
Ser
Thr

Cys

Asn
215

Arg
Trp
40

Val
Ser
Val
Gly
vVal
120
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

200
Arg

axit amin chudi

Lys
5
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85
Gly

Gly

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Asn
Phe

Thr

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met
His

Thr

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp

Leu

val

44641

Ser
25

Tyxr
Ser
Gly
Gly
Gly
105
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
185

vVal

Gly

10
Ser

Leu
Asn
Thr
Val
90

Gly
Ile
val
Lys
Glu
170
Leu

Thr

Glu

Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
vVal
155
Gln
Ser

His

Cys

Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
140
Asp
Asp

Lys

Gln

ning HAB-9001

Pro

Ser
25
Gln

Pro

Gly
105
Thr

Ala
10

Gly
Pro
Asn
Asp
vVal
90

Ser

val

19

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Arg

Ser

Val
Ser
Gly
Tyr
Ser
Thr
Gly

Ser

Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
125
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Asp

Ala

vVal
30

Gly
Gly
Leu
Ser
Glu
110
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

190
Leu

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn
Thr
Tyr

110
Ser

15
His

Gln
val
Lys
Gln
95

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
175

Tyr

Ser

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr

Phe

Thr

Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser

Gln
Phe
Glu
Ala
vVal
80

Tyr

Asp

Lys
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Gly
Gly
145
val
Phe
vVal
val
Lys
225
Leu
Thr
val
Val
Ser
305
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
385
Thr
Leu

Ser

Ser

Pro
130
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
210
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
290
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
370
Val
Pro
Thr

val

Leu
450

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

<220>
<221>
<223>

115
Ser

Ala
val
Ala
Val
195
His
Cys
Gly
Met
His
275
Val
Tyr
Gly
Ile
val
355
Ser
Glu
Pro
vVal
Met

435
Ser

41
219
PRT

Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg
Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
vVal
Asp
420
His

Pro

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tw

Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys

Glu

Gly

nhan tao

axit amin chudi nhe HAB-9001

Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser

Ala

Lys

Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
vVal
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser

Arg

Leu

120
Ala

Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
vVal
280
Thr
vVal
Cys
Ser
Pro
360
vVal
Gly
Asp

Trp

His
440

44641

Pro
val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

425
Asn

Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
vVal
Pro
Phe
250
val
Phe
Pro
Thr
Val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410

Gln

His

20

Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
395
Phe

Gly

Tyr

Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe

Asn

Thr

125
Ser

Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Lys
Pro
Lys
val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Leu
365
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
445

Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Val
Ala
Pro
val
270
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

430
Lys

Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415

Ser

Ser

Gly
Pro
160
Thr
val
Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys

Cys

Leu
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<400>
Asp Val
1

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Ser Arg
Arg Thr

Gln Leu
130

Tyr Pro

145

Ser Gly

Thr Tyr
Lys His

Pro Val
210

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

<220>
<221>
<223>
HAB-510

<400>
Ala Ser
1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Vval
50

Leu Ser

65

Tyr Ile

41
Val Met

Ala Ser
20

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser
val Glu

Val Pro
100

Val Ala

115

Lys Ser

Arg Glu
Asn Ser

Ser Leu
180

Lys Val

195

Thr Lys

42
330
PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

44641

Thr Gln Thr Pro Leu

Ile Ser Cys Arg Ser
25
Tyr Leu Glu Trp Tyr

Ile Tyr Lys Val Ser
55

Gly Ser Gly Ser Gly

70

Ala Glu Asp Val Gly

85

Leu Thr Phe Gly Gln

105
Ala Pro Ser Val Phe
120

Gly Thr Ala Ser Val
135

Ala Lys Val Gln Trp

150

Gln Glu Ser Val Thr

165

Ser Ser Thr Leu Thr

185
Tyr Ala Cys Glu Val
200

Ser Phe Asn Arg Gly

215

nhdn tao

axit amin vung hang

1, HAB-9001

42
Thr Lys

Ser Gly
20

Glu Pro

35

His Thr

Ser Val

Cys Asn

Gly Pro Ser Val Phe

Gly Thr Ala Ala Leu
25
Val Thr Val Ser Trp
40
Phe Pro Ala Val Leu
55
vVal Thr Val Pro Ser
70

Val Asn His Lys Pro
85

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val
90

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
170
Leu

Thr

Glu

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
vVal
155
Gln
Ser
His

Cys

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
140
Asp
Asp

Lys

Gln

vVal
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
125
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
205

dinh chudi nang

Pro
10

Gly
Asn
Gln

Ser

Ser
90

21

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser

75
Asn

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu

Thr

Pro
vVal
Ala
45

Gly
Gly

Lys

Thr Pro
15

Val His

30

Gly Gln

Gly Vval
Leu Lys

Phe Gln
95

Glu Ile

110

Ser Asp

Asn Asn
Ala Leu

Lys Asp
175

Asp Tyr

190

Leu Ser

HAB-2401,

Ser Ser
15
Lys Asp
Leu Thr
Leu Tyr

Thr Gln

Val Asp
95

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr

80
Lys

HAB-3601,
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Lys Val
Pro Ala

Lys Pro
130

val Val

145

Tyr Val

Glu Gln
His Gln

Lys Ala
210

Gln Pro

225

Leu Thr

Pro Ser
Asn Tyr

Leu Tyr
290

Val Phe

305

Gln Lys

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

<220>
<221>
<223>
HAB-510

<400>
Arg Thr
1

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly
50

Thr Tyr

65

Lys His

Glu Pro
100

Pro Glu

115

Lys Asp

Val Asp
Asp Gly

Tyr Asn
180

Asp Trp

195

Leu Pro

Arg Glu
Lys Asn

Asp Ile
260

Lys Thr

275

Ser Lys

Ser Cys
Ser Leu
43
107

PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

44641

Lys Ser Cys Asp Lys
105
Leu Leu Gly Gly Pro
120
Thr Leu Met Ile Ser
135
Val Ser His Glu Asp
150
Val Glu Val His Asn
165
Ser Thr Tyr Arg Val
185
Leu Asn Gly Lys Glu
200
Ala Pro Ile Glu Lys
215
Pro Gln Val Tyr Thr
230
Gln Val Ser Leu Thr
245
Ala Val Glu Trp Glu
265
Thr Pro Pro Val Leu
280
Leu Thr Val Asp Lys
295
Ser Val Met His Glu
310
Ser Leu Ser Pro Gly
325

nhan tao

axit amin vung hang

1, HAB-9001

43
val Ala

Lys Ser
20

Arg Glu

35

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

Ala Pro Ser Val Phe

Gly Thr Ala Ser Val
25
Ala Lys Val Gln Trp
40
Gln Glu Ser Val Thr
55
Ser Ser Thr Leu Thr
70
Tyr Ala Cys Glu Val

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp
Ser
Ala

Lys
330

dinh chudi nhe HAB-2401,

Ile
10

Val
Lys
Glu

Leu

Thr

22

His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Phe
Cys
Val
Gln
Ser

75
His

Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
val
Gly
Asp
Trp

300
His

Pro
Leu

Asp

Asp

60
Lys

Gln

Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
Leu
Asn
45

Ser

Ala

Gly

Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Asn
30

Ala
Lys

Asp

Leu

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Asp
15

Asn
Leu
Asp

Tyr

Ser

Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

HAB-3601,

Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

80
Ser
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Pro Val

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Arg
50

Lys Asp

65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Gly Asn

val Pro
50

Pro Ser

65

Ile Ser

Thr Lys
100

44
120
PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

44
Gln Leu

Lys Val
20

His Trp

35

Ile Asp

Arg Val
Leu Ser

Arg Val

100
Thr Val
115

45
113
PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

45
Gln Met

Val Thr
20

Gln Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

44641

85 90 95
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
105

nhan tao

axit amin vung bién dbi chudi ndng HAB-2401

vVal Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly

Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Asn
25 30
vVal Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45
Pro Thr Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ala Pro Lys
55 60
Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala
70 75
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Tyr Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Asn Tyr Trp Gly
105 110
Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

axit amin vung bién dbi chudi nhe HAB-2401

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val

Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn
25 30
Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
40 45
Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly
55 60
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

Gln Pro Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

23

Ala
Thr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Lys

Gly
Ser
Lys
Val
Thr

80
Asn
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Asp Tyr

Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Vval
1

Ser Leu

Gly Met

Trp Val
50

Leu Lys

65

Tyr Leu

Cys Ala

Lys Gly

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Asn Gly
Pro Lys

50
Ser Arg

Asn Tyr
100

46
121
PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

46
Gln Leu

Arg Leu
20

Gly Val

35

Ala His

Ser Arg
Gln Met

Arg Arg

100
Thr Thr
115

47

112

PRT
Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

47
Gln Met

Val Thr
20

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser

85

44641

90

95

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

nhan tao

105

axit amin viting bién

Val
Ser
Gly
Ile
Phe
Asn
85

Pro

Val

nhan tao

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Thr

Leu

Thr

Ser
Ala
Val
Trp
55
Ile
Leu

Gly

val

Gly
Ala
Arg
40

Asp
Ser
Arg

Ser

Ser
120

Gly
Ser
25

Gln
Asp
Arg
Ala
Tyr

105
Ser

axit amin vung bién

Thr
Ile
Tyr
Ile

Gly

Gln
Thr
Leu
Tyr

Ser

Ser
Cys
Glu
Lys

55
Gly

Pro
Arg
Trp
40

Val

Ser

Ser
Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Gly
10

Gly
Ala
Asn
Asp
Glu

90
Asp

Ser
10

Ser
Gln

Asn

Thr

24

110

chudi ning HAB-3601

val Val Gln Pro Gly Arg
15
Phe Ala Phe Ser Thr Phe
30
Pro Gly Lys Gly Leu Glu

Lys Tyr Tyr Asn Pro Ala
60
Asn Ser Lys Asn Thr Leu
75 80
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
95
Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
110

chudi nhe HAB-3601

Leu Ser Ala Ser Val Gly
15
Gln Ser Ile Val His Ser
30
Gln Lys Pro Gly Lys Ala
45
Arg Phe Ser Gly Val Pro
60
Asp Phe Thr Leu Thr Ile
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65

Ser Ser Leu Gln

Ser Arg Val Pro

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln
Thr
Gly
Trp
Leu
65

Val

Cys

Gly

Val
Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Gln

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Val Vval

1
Glu

Asn
Pro

Asp
65

Pro
Gly
Lys

50
Arg

48
122
PRT

100

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

48
Thr

Thr
Gly
35

Ala
Ser
Thr

Arg

Gly
115

49
112
PRT

Leu
Leu
20

Val
His
Arg
Met
Arg

100
Thr

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

49

Ala
Asn
35

Leu

Phe

Met
Ser
20

Thr

Leu

Ser

70

44641

75

80

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly

85

90

95

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

nhan tao

105

axit amin vung bién

Lys
5
Thr
Ser
Ile
Leu
Thr
85
Arg

Thr

nhan tao

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Asn

Ile

vVal

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met

Ile

Thr

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp

Thr

val
120

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
val

105
Ser

axit amin ving bién

Thr
Ile
Tyr
Ile

Gly

Gln
Ser
Leu
Tyr

Ser
70

Thr
Cys
Glu
Lys

Gly

Pro
Arg
Trp
40

Val

Ser

Leu
Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Ala
10

Gly
Pro
Val
Asp
vVal
90

val

Ser

Ser
10

Ser
Leu

Asn

Thr

25

110

chudi ning HAB-5101

Leu
Phe
Pro
Ser
Thr
75

Asp

Asp

val
Ser
Gly
Leu
60

Ser
Thr

Ala

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Met

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn
Thr

Asp
110

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Tyr

chudi nhe HAB-5101

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Pro
Ser
Lys
Phe

60
Phe

val
Ile
Pro
45

Ser

Thr

Thr
vVal
30

Gly
Gly

Leu

Pro
15

His
Gln
Val

Lys

Gln
Ser
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Trp

Gly
Ser
Ser
Pro

Ile
80
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Ser Arg Val Glu

Ser Arg Val Pro

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln
1
Thr
Gly
Trp
Leu
65
val
Cys

His

Val
Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Trp

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Asp
1

Glu
Asn

Pro

Asp
65

val
Pro
Gly
Gln

50
Arg

50
124
PRT

100

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

50
Thr

Thr
Gly
35

Ala
Ser
Thr

Arg

Gly
115

51
112
PRT

Leu
Leu
20

vVal
His
Arg
Met
Arg

100
Gln

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

51
Val

Ala
Asn
35

Leu

Phe

Met
Ser
20

Thr

Leu

Ser

44641

Ala Glu Asp Val Gly Vval Tyr Tyr Cys Ser Gln Gly

85

90

95

pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

nhdn tao

105

axit amin vung bién

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

Gly

Gly

nhan tao

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Asn

Phe

Thr

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met
His

Thr

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp

Leu

vVal
120

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Gly

105
Thr

axit amin ving bién

Thr
Ile
Tyr
Ile

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Thr
Cys
Glu
Lys

55
Gly

Pro
Arg
Trp
40

val

Ser

Leu
Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Ala
10

Gly
Pro
Asn
Asp
val
90

Ser

Val

adi

Ser
10

Ser
Leu

Asn

Thr

26

110

chudi ning HAB-9001

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Arg

Ser

vVal
Ser
Gly
Tyr
00

Ser
Thr

Gly

Ser

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Asp

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn

Thr

Tyr
110

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln

Tyr

Phe

chudi nhe HAB-9001

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Pro-

Ser
Lys
Phe

60
Phe

vVal
Ile
Pro
45

Ser

Thr

Thr
val
30

Gly
Gly

Leu

Pro
15

His
Gln

Val

Lys

Gln
Phe
Glu
Ala
vVal
80

Tyr

Asp

Gly
Ser
Ser
Pro

Ile
80
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Ser Arg Val Glu

44641

90

105

10

axit amin HCDR2 HAB-3601, HAB-9001

nucleotit chudi ning HAB-2401

gtgaagaagc
aacacctaca
atcgacccca
accgccgaca
accgccgtgt
ggtaagggca
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcccteca

85

Ser Arg Val Pro

100
<210> 52
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> khu wvuc
<223> Trinh tu
<400> 52
His Ile Trp Trp Asp Asp Asn Lys Ty
1 5
<210> 53
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> khu wvuc
<223> Trinh tu axit amin LCDR3 HAB-5101
<400> 53
Ser Gln Gly Ser Arg Val Pro Pro Thr
1 5
<210> 54
<211> 1350
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> Gen
<223> Trinh tu
<400> 54
gaggtgcagc tggtgcagag cggtgccgag
agctgcaagg tgagcggcta caccctgacc
cctgggaagg gcctggagty gatgggcagg
gcccccaagt tcaaggacag ggtgaccatg
atggagctga gcagcctgag aagcgaggac
tactactacg acagcaccta taactactgg
gcttcgacca agggcccatc ggtcttecece
ggcacagcgg ccctgggetg cctggtcaag
tggaactcag gcgccectgac cagcggcegtg
ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc
tacatctgca acgtgaatca caagcccagce

aacaccaagg

27

cgggagcgad
tgcactgggt
ccaacggcaa
ccagcaccga
actactgcgce
ccactgtaac
cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagaa

Ala Glu Asp Val Gly Vval Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly

95

Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
110

r Tyr Asn Pro Ala Leu Lys Ser

15

cgtgaaagtg
gaggcaggcc
caccaagtac
cactgcgtac
caggagggtc
cgtgagctcet
cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggga
cagaagagcc

<210> 55

<211> 660
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 55
gacatccaga
atcacctgca
tggtatcagc
gagagcggcg
atctcaagcc
ccecctcacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

<210> 56
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 56
caggtgcagc
agctgcgctyg
caggcacccg
tacaatccag
tacctgcaga
cccctggget
agcgcttcga
gggggcacad
tcgtggaact

acaaaactca
tcctcttecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctce
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctcecctgte

Trinh ty nhéan

tgacccaaag
agagcagcca
agaagcccgg
tgcccagcag
tgcagcccga
tcggeggagg
tcccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget
atcagggcct

1353

Trinh ty nhan

tggtggagag
ccagcggcett
gaaagggcct
ccctgaagag
tgaataccct
cctacgatta
ccaagggccce
cggccctggg
caggcgccect

cacatgccca
cccaaaaccce
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

tao

Trinh tu nucleotit chudi

ccccagcetcece
gagcctgctg
caaggtgccc
gttcagtggc
ggacgttgcc
gactaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctcgceccce

tao

Trinh tu nucleotit chudi

cggcggtgge
cgccttcagce
ggagtgggtg
caggttcacc
gagggccgag
cttcgactac
atcggtctte
ctgcctggtc
gaccagcggce

44641

ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagceccc
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccate
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

nhe HAB-2401

ctgagcgcca
aactcaggca
aagcttctga
agcggtagcg
acctactact
gagatcaagc
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga

gcgtggggga
accagaagaa
tctactgggc
gaaccgactt
gccagaacga
gtacggtgge
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt
gcttcaacag

ning HAB-3601

gtggtgcaac
accttcggca
gcccatatct
atcagcaggg
gataccgccg
tggggcaagg
cccctggecac
aaggactact
gtgcacacct

28

ccggcaggag
tgggcgtggy
ggtgggacga
acaacagcaa
tgtactactg
gaaccaccgt
cctcctccaa
tcceccgaacce
tccecggetgt

cctgggggga
ccggacccct

gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggatgag
cagcgacatc
gcctcecegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

cagggtgact
ctacctgacc
cagcaccagg
cacccttaca
ctacaactac
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgccctce
cacctacagc
ctacgcctge
gggagagtgt

cctgaggctg
ctgggtgagg
caacaagtac
aaacaccctg
cgccaggagg
gaccgtgagce
gagcacctct
ggtgacggtyg
cctacagtcc

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

<210> 57

<211> 657
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 57
gacatccaga
atcacctgta
tatcagcaaa
tcaggcgttc
agctccctge
ctgacctttg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

<210> 58
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 58
caggtgaccc
acctgcacct
cagcctcccg
tacaacccta
gtgctgacca
aggatcatca
agcagcgctt

actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttcctcett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt
gcctctcecect

Trinh ty nhan

tgacccagag
ggagcagcca
agcccggcaa
ccagtaggtt
agcccgagga
gtgggggcac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

1356

Trinh ty nhéan

tgaaagaaag
tcagcggett
gcaaggccct
gcctgaagag
tgaccaacat
ccgtggtgga
cgaccaaggg

cagcgtggtg
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcc
gtctccgggt

tao

Trinh tu nucleotit chudi

ccccagcecagt
gagcatcgtg
ggcccccaag
cagcggaagc
cttcgccacc
caaggtggag
tgagcagttyg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgccegtce

tao

Trinh tu nucleotit chudi

cggccctget
cagcttgagc
ggagtggctg
ccgcctgaca
ggaccccgtg
cgccatggac
cccatcggtce

44641

accgtgccct
agcaacacca
ccaccgtgcecce
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctgce
gccctccececag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaa

ccagcagcett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgcecceccecce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

nhe HAB-3601

ctgagcgcca
cacagcaacg
cttctgatat
ggcagcggga
tactactgct
attaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

gcgtgggega
gcaacaccta
acaaggtgag
ccgacttcac
tccagggcag
cggtggctge
ctgcctcectgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggg

n&ng HAB-5101

ctggtgaagc
accagcggca
gcccacatct
atcagcaagg
gacaccgcca
tattggggcc
ttcccectgg

29

ccacccagac
tgggcgtgag
actgggacga
acaccagcaa
cctactactg
agggcaccac
caccctcctce

gggcacccag
gaaagttgag
actcctgggg
ctccecggacce
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagcgac
cacgcctccc
caagagcagg
caaccactac

cagggtcacc
cctggagtgg
caacaggttc
cctgaccatc
ccgggtgect
accatctgtc
tgtgtgcctyg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa
agagtgt

cctcaccctg
ctggatcagg
cgtgagectg
gaaccaggtg
cgccaggagg
tgtgaccgtg
caagagcacc

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
360
420
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tctgggggceca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga

<210> 59

<211> 657
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 59
gacgtcgtga
atcagctgca
tacctgcaga
agcggcgtgce
agccgegtgg
cccacctttg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

<210> 60
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 60
caggtgaccc
acctgcacct
cagcctcceccg
tacaaccccg
gtgctgacca

cagcggcecect
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctcte

Trinh tu nhan

tgacccagac
ggagcagcca
agcccggtca
ccgacaggtt
aggccgagga
gaggcggaac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

1362

Trinh tu nhan

tcaaggaatc
ttagcggctt
gaaaggccct
ctctgaagag
tgaccaacat

gggctgcctg
cctgaccagc

cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttcttce
cttctcatgce
cctgtctccg

tao

Trinh tu nucleotit chudi

ccccctgagce
gagcatcgtg
gagccccaag
ttccggcage
cgtgggegtg
taaggtggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgccecegtce

tao

Trinh tu nucleotit chudi

tggccctgcea
cagcttgagc
ggagtggctg
ccgcctgaca
ggaccccgtg

44641

gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatgce
ggtaaa

acttccccga
ccttccegge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccccecat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

nhe HAB-5101

ctgcccgtga
cacagcaacg
ctgctgatat
ggaagcggca
tactactgca
atcaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

cccctggcega
gcaacaccta
acaaggtgag
ccgacttcac
gtcagggaag
cggtggctge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggg

nang HAB-9001

ctggtgaagc
accttcggca
gcccacatct
atcagcaagg
gacaccgcca

30

ccacccagac
tgggcgtggg
ggtgggacga
acaccagcaa
cctactactg

accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
tgaactcctg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcccgg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

gcccgccagce
cctggagtgg
caacaggttc
cctgaagatc
ccgagtgccc
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctceccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa
agagtgt

cctgacgctg
ctggatcagg
caacaagtac
gaaccaggtg
cgccaggagg

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1356

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
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ggcttccacc
accgtgagca
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttgagc
ctcctggggg
tccecggaccce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgcctcceg
aagagcaggt
aaccactaca

<210> 61

<211> 657
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

Gen

<400> 61
gacgtcgtga
atcagctgca
tacctgcaga
agcggcgtge
agcagagtgg
ctgaccttcg
ttcatcttcce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

<210> 62

<211> 324
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

khu

<400> 62

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala

1

ttggcagcag
gcgcttcgac
ggggcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg
ccaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgcecgtgga
tgctggactc

ggcagcaggg
cgcagaagag

Trinh ty nhan

tgacccagac
ggagcagcca
agcctggceca
ccgataggtt
aggccgagga
gccagggcac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

Trinh tyw nhan

vuc

Trinh tu axit

5

gggcgactac
caagggccca
ggccctggge
aggcgccctg
ctccctcagce
caacgtgaat
tgacaaaact
cttcctcttce
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctctccctyg

tao

Trinh tu nucleotit chudi

cccccectgage
gagcatcgtg
aagcccccag
ctctggcagt
cgtgggegtyg
taagctggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgecccgte

tao

44641

ttcgaccact
tcggtcttce
tgcctggtcea
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctcet
tcatgctcecg
tctccgggta

ggggccaagg
ccctggcecacc

aggactactt
tgcacacctt
ccgtgccectce
gcaacaccaa
caccgtgccc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgceca
ccctcecccagce
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aa

nhe HAB-9001

ctgcccgtga
cacagcaacg
ctgctgatat
ggcagcggga
tactactgct
atcaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

ccccaggaga
gcaacaccta
acaaggtgag
ccgacttcac
tccaaggcag
cggtggcetge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggg

caccactgtg
ctcctccaag
ccccgaaccg
cccggcetgte
cagcagcttg
ggtggacaag
agcacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggtce
gcecgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgcccccea
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

acccgccagce
cctggagtgg
caacaggttc
cctgaagatt
ccgcgtgcecc
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa
agagtgt

amin vung hdng dinh chudi ndng mIgGl

10

31

15

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657
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Ala
Phe
Gly
Ser
65

Thr
Ile
Glu
Thr
Lys
145
val
Phe
Gly
Ile
vVal
225
Ser
Glu
Pro
val
Leu

305
Ser

Gln
Pro
Val
50

Ser
Cys
Val
Val
Ile
130
Asp
His
Arg
Lys
Glu
210
Tyr
Leu
Trp
Ile
Gln
290

His

Pro

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

<220>
<221>
<223>
<400>
Arg Ala Asp Ala

1

Thr
Glu
35

His
Ser
Asn
Pro
Ser
115
Thr
Asp
Thr
Ser
Glu
195
Lys
Thr
Thr
Gln
Met
275
Lys
Glu
Gly

63

107
PRT

Asn
20

Pro
Thr
Val
val
Arg
100
Ser
Leu
Pro
Ala
val
180
Phe
Thr
Ile
Cys
Trp
260
Asn
Ser

Gly

Lys

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

63

Gln Leu Thr Ser

20

Ser
val
Phe
Thr
Ala
85

Asp
Val
Thr
Glu
Gln
165
Ser
Lys
Ile
Pro
Met
245
Asn
Thr

Asn

Leu

nhan tao

Met
Thr
Pro
Val
70

His
Cys
Phe
Pro
Val
150
Thr
Glu
Cys
Ser
Pro
230
Ile
Gly
Asn

Trp

His
310

Val
Val
Ala
55

Pro
Pro
Gly
Ile
Lys
135
Gln
Gln
Leu
Arg
Lys
215
Pro
Thr
Gln
Gly
Glu

295
Asn

Thr
Thr
40

Val
Ser
Ala
Cys
Phe
120
Val
Phe
Pro
Pro
val
200
Thr
Lys
Asp
Pro
Ser
280

Ala

His

44641

Leu
25

Trp
Leu
Ser
Ser
Lys
105
Pro
Thr
Ser
Arg
Ile
185
Asn
Lys
Glu
Phe
Ala
265
Tyr

Gly

His

axit amin vung hang

Ala Pro Thr Val Ser

5

Gly Gly Ala Ser Val

25

Gly
Asn
Glu
Pro
Ser
90

Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
170
Met
Ser
Gly
Gln
Phe
250
Glu
Phe

Asn

Thr

dinh chudi nhe mIgGl

Cys
Ser
Ser
Arg
75

Thr
Cys
Lys
Val
Phe
155
Glu
His
Ala
Arg
Met
235
Pro
Asn
val

Thr

Glu
315

Leu
Gly
Asp
60

Pro
Lys
Ile
Pro
Val
140
vVal
Gln
Gln
Ala
Pro
220
Ala
Glu
Tyr
Tyr
Phe

300
Lys

Val
Ser
45

Leu
Ser
val
Cys
Lys
125
vVal
Asp
Phe
Asp
Phe
205
Lys
Lys
Asp
Lys
Ser
285

Thr

Ser

Lys
30

Leu
Tyr
Glu
Asp
Thr
110
Asp
Asp
Asp
Asn
Trp
190
Pro
Ala
Asp
Ile
Asn
270
Lys

Cys

Leu

Gly
Ser
Thr
Thr
Lys
95

val
Val
Ile
Val
Ser
175
Leu
Ala
Pro
Lys
Thr
255
Thr
Leu

sSer

Ser

Tyr
Ser
Leu
Val
80

Lys
Pro
Leu
Ser
Glu
160
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
240
val
Gln
Asn

vVal

His
320

Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu

10

15

Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe

32

30
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Tyr
Gln
Thr
65

Arg

Pro

Pro
Asn
50

Tyr
His

Ile

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Ala Lys Thr

1

Lys
35
Gly
Ser
Asn
val
64

330
PRT

Asp
Val
Met
Ser

Lys
100

Trinh tu

khu wvuc
Trinh tu

64

Asp Thr Thr

Phe
Gly
Ser
65

Thr
Ile
Pro
Lys
Val
145
Phe
Glu
His
Lys
Ser

225
Met

Pro
val
50

Ser
Cys
Glu
Ala
Ile
130
Val
Val
Asp
Gln
Asp
210

val

Thr

Glu
35

His
Ser
Asn
Pro
Pro
115
Lys
vVal
Asn
Tyr
Asp
195
Leu

Arg

Lys

Thr
Gly
20

Pro
Thr
Val
Val
Arg
100
Asn
Asp
Asp
Asn
Asn
180
Trp
Pro

Ala

Lys

Ile
Leu
Ser
Tyr

85
Ser

nhan tao

Asn
Asn
Ser
70

Thr

Phe

vVal

Ser
55

Thr
Cys

Asn

Lys
40

Trp
Leu

Glu

Arg

44641

Trp
Thr
Thr
Ala

Asn
105

axit amin vung hang

Ala
Ser
val
Phe
Thr
Ala
85

Gly
Leu
vVal
Val
Val
165
Ser
Met
Ala

Pro

Gln
245

Pro
Ser
Thr
Pro
Val
70

His
Pro
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Ser
Pro
Gln

230
Val

Ser
vVal
Leu
Ala
55

Thr
Pro
Thr
Gly
Met
135
Glu
val
Leu
Gly
Ile
215

vVal

Thr

Val
Thr
Thr
40

vVal
Ser
Ala
Ile
Gly
120
Ile
Asp
His
Arg
Lys
200
Glu

Tyr

Leu

Tyr
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Ser
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Thr
vVal
185
Glu
Arg

Val

Thr

Lys
Asp
Leu
Thr

90
Glu

Ile
Gln
Thr
75

His

Cys

Asp
Asp
60

Lys

Lys

Gly
45
Ser

Asp

Thr

dinh chudi ning

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Thr
Ser
90

Pro
Ser
Leu
Pro
Ala
170
Val
Phe
Thr

Leu

Cys
250

33

Leu
Cys
Ser
Ser
Trp
75

Thr
Cys
Val
Ser
Asp
155
Gln
Ser
Lys
Ile
Pro

235
Met

Ala
Leu
Gly
Asp
60

Pro
Lys
Pro
Phe
Pro
140
Val
Thr
Ala
Cys
Ser
220

Pro

val

Pro
Val
Ser
45

Leu
Ser
val
Pro
Ile
125
Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
205
Lys

Pro

Thr

Ser
Lys
Glu

Ser

Glu

Asp

Tyr

Thr
95

mIgG2a

vVal
Lys
30

Leu
Tyr
Gln
Asp
Cys
110
Phe
Val
Ile
Thr
Pro
190
val
Pro

Glu

Asp

Cys
15

Gly
Ser
Thr
Ser
Lys
95

Lys
Pro
Thr
Ser
His
175
Ile
Asn
Lys

Glu

Phe
255

Arg
Ser
Glu

80
Ser

Gly
Tyr
Ser
Leu
Ile
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu

240
Met
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Pro
Asn
Met
Ser

305
Thr

Glu
Tyr
Tyr
290
Tyr

Lys

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

<220>
<221>

<223>

<400>

Arg
1
Gln
Tyr
Gln
Thr
65
Arg

Pro

Ala
Leu
Pro
Asn
50

Tyr
His

Ile

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Val Gln Leu

1

Asp Ile
260

Lys Asn

275

Ser Lys

Ser Cys

Ser Phe

65
107
PRT
Trinh tu

khu wvuc

65
Asp Ala

Thr Ser
20

Lys Asp

35

Gly Vval

Ser Met
Asn Ser

Val Lys
100

66
120
PRT
Trinh tu

khu wvuc
HAB-2401

66

Ser Val Lys Val

20

Tyr Met His Trp

35

44641

Tyr Val Glu Trp Thr Asn
265
Thr Glu Pro Val Leu Asp
280
Leu Arg Val Glu Lys Lys
295
Ser Val Val His Glu Gly
310
Ser Arg Thr Pro Gly Lys
325 330

nhan tao

Trinh tu axit amin vung hdng dinh

Ala Pro Thr Val Ser Ile

Gly Gly Ala Ser Val Val
25

Ile Asn Val Lys Trp Lys

40
Leu Asn Ser Trp Thr Asp
55
Ser Ser Thr Leu Thr Leu
70

Tyr Thr Cys Glu Ala Thr

85 90

Ser Phe Asn Arg Asn Glu
105

nhan tao

duoc ghép VH

vVal Gln Ser Gly Ala Glu
5 10
Ser Cys Lys Val Ser Gly
25
val Arg Gln Ala Pro Gly
40

34

Asn Gly
Ser Asp

Asn Trp

300
Leu His
315

chudi nhe mIgG2a

Phe Pro
Cys Phe
Ile Asp
Gln Asp
60

Thr Lys
75

His Lys

Cys

Val Lys
Tyr Thr

Lys Gly

Lys
Gly
285
Val

Asn

Pro
Leu
Gly
45

Ser

Asp

Thr

Lys
Leu

Leu
45

Thr
270
Ser

Glu

His

Ser
Asn
30

Ser
Lys
Glu

Ser

Pro

Glu
Tyr
Arg

His

Ser
15

Asn
Glu
Asp

Tyr

Thr
95

Gly
15

Leu
Phe
Asn

Thr
320

Glu
Phe
Arg
Ser
Glu

80
Ser

Ala

Thr Asn Thr

30

Glu Trp Met
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Gly Arg Ile
50

Lys Asp Arg

65

Met Glu Leu

Ala Thr Arg

Gly Thr Thr
115

<210> 67

<211> 113
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 67
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Gly Asn Gln
35
Val Pro Lys
50
Pro Ser Arg
65
Ile Ser Ser

Asp Tyr Asn

Lys

<210> 68

<211> 121
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 68
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asp
Val
Ser
Val

100
Val

Trinh tu

khu wvuc
HAB-2401

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Tyr
100

Trinh tu

khu wvuyc
HAB-3601

Leu

Leu
20

Pro
Thr
Ser
85

Tyr

Thr

nhan tao

duoc ghép VL

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85
Pro

Thr
Met
70

Leu

Tyr

Val

Gln
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Pro

Leu

Asn
55

Thr
Arg
Tyr

Ser

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

nhan tao

duoc ghép VH
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Gly Asn

Glu Asp

Ser
Asp

Ser
120

Pro
Lys
Thr
40

Trp
Gly

Asp

Phe

Glu

Ser
105

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser

val

Gly
105

vVal Glu Ser Gly Gly

5

Ser Cys Ala Ala Ser

25

Thr
Thr
Asp

90
Thr

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

Lys
Ser
75

Thr

Tyr

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Thr

Gly

Tyr
60

Thr
Ala

Asn

Ser
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Ala

Asp

vVal

Tyr

Ala
Leu
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Lys

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

Cys

vVal
110

Lys
Ala

Tyr
95
Gly

vVal
15
Asn

Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Phe
Tyr
80

Cys

Lys

Gly
Ser
Lys
Val
Thr
80

Asn

Ile

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

10

15

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Phe

35

30

94/117



Gly Met Gly Val
35
Trp Val Ala His
50
Leu Lys Ser Arg
65
Tyr Leu Gln Met
Cys Ala Arg Arg
100
Lys Gly Thr Thr
115
<210> 69
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> khu vuc
<223> HAB-3601
<400> 69
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Asn Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Ser Arg Phe Ser
65
Ser Ser Leu Gln
Ser Arg Val Pro
100
<210> 70
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> khu wuc
<223> HAB-5101
<400> 70

Gln Val Thr Leu

1

Thr Leu Thr Leu

20

Gly Trp

Ile Trp
Thr
70

Ser

Phe

Asn
85

Pro Leu

Val Thr

nhan tao

vVal
Trp
55

Ile
Leu

Gly

Val
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Arg Gln
40
Asp Asp

Ser Arg
Arg Ala
Ser Tyr

105

Ser Ser
120

duoc ghép VL

Thr Gln

Ile Thr

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70
Pro Glu
85

Leu Thr

nhén tao

duoc ghép VH

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Pro Ser
Ser
25
Tyr

Arg

Trp
40
Val Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly

105

Lys Glu Ser Gly Pro

5

Thr Cys Thr Phe Ser

25

Ala
Asp
Asp
Glu

90
Asp

Ser
10

Ser
Gln
Asn

Thr

Thr
90
Gly

Pro
Lys
Asn
75

Asp

Tyr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Phe

Ser
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Asp

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

val

Gly
Asn
Asn
Val

Tyr
110

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Leu
Pro
Thr
Tyr

95
Trp

Val
15

His
Lys
val
Thr
Gln

95
Ile

Glu
Ala
Leu
80

Tyr

Gly

Gly
Ser
Ala
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

10

15

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
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Gly Met

Leu
50
Lys

Trp

Leu
65
Val Leu

Cys Ala

Gly Gln

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Ile
1
Glu Pro

Asn Gly
Gln
50

Arg

Pro

Asp
65
Ser Arg

Ser Arg

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln Vval
1

Thr Leu

Gly Val
35
Ala His

Ser Arg

Thr Met

Arg Arg
100
Gly Thr
115

71
112
PRT
Trinh tu

khu wvuc
HAB-5101

71

Val Met
Ala Ser
20
Asn Thr
35
Leu Leu

Phe Ser

vVal Glu

Val Pro

100

72
124
PRT
Trinh tu

khu wvuc
HABR-9001

72
Thr Leu

Thr Leu
20

Ser Trp

Ile Tyr
Thr
70

Asn

Leu

Thr
85

Arg Ile

Thr Val

nhan tao

Ile
Trp
55

Ile
Met

Ile

Thr
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Arg Gln
40
Asp Asp

Ser Lys
Asp Pro
Thr Val

105

Val Ser
120

dugc ghép VL

Thr Gln

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr
Ser
70
Glu

Gly

Ala
85

Pro Thr

nhan tao

Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
Asp

Phe

Pro Leu

Ser
25
Tyr

Arg

Trp
40
Val Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gly

105

duoc ghép VH

Lys Glu Ser Gly Pro

5

Thr Cys Thr Phe Ser

25

Pro
Val
Asp
Val
90

vVal

Ser

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Pro
Ser
Thr
75

Asp

Asp

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Gly
Leu
60

Ser

Thr

Ala

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Lys Ala
45

Tyr Asn
Lys Asn

Ala Thr

Met Asp
110

Val Thr

Ile Val
30

Pro Gly

45

Ser Gly

Thr Leu
Cys Cys

val Glu
110

Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Tyr

Pro
15

His
Gln
vVal

Lys

Gln
95
Ile

Glu
Ser
Val
80

Tyr

Trp

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

10

15

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Phe

37

30
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Gly
Trp
Leu
65

Val

Cys

His

Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Trp

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Ile Val

1
Glu

Asn
Pro
Asp
65

Ser

Ser

Pro
Gly
Gln
50

Arg

Arg

Arg

Gly
35

Ala
Ser
Thr

Arg

Gly
115

73
112
PRT

Val
His
Arg
Met
Arg

100
Gln

Trinh tu

khu wuc
HAB-9001

73

Ala
Asn
35

Leu
Phe

Val

val

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Gly
Ile
Leu
Thr
85

Gly

Gly

nhan tao

Trp
Trp
Thr
70

Asn

Phe

Thr

Ile
Trp
55

Ile
Met
His

Thr

Arg
40

Asp
Ser
Asp

Leu

val
120

dugc ghép VL

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Leu

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Thr
Cys
Glu
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

val
Ser

Val

Gly
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Gln
Asp
Lys
Pro
Gly

105
Thr

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Pro
Asp
Asp
Val
90

Ser

vVal

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
val

90
Gly

38

Pro
Lys
Thr
75

Asp

Arg

Ser

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Gly
Tyr
60

Ser
Thr

Gly

Ser

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Asp

Val
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Ala
Asn
Asn
Thr

Tyr
110

Thr
val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Phe

Pro
15

His
Gln
vVal
Lys
Gln

95
Ile

Glu
Ala
Val
80

Tyr

Asp

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys
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