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Linh viee ky thuit dwoc dé cap

Sang ché néi chung dé cap dén cac khéng.thé va cac manh ctia ching ma hudéng dich
semaphorin 3A (Sema3A). Cu thé hon, sang ché dé cap dén cac khang thé khang Sema3 A
va phuong phap st dung dé didu tri cdc bénh hodc cac rdi loan khac nhau. Sang ché ciing

d& cap dén duoc phdm va kit chira khang thé khang Sema3A.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Céc bénh ly vong mac thiéu mau cuc bd dic trung boi sy mat hoidc rdi loan chuc
ning ciia mach mau vong mac, ma dan dén giam luu lugng méu va giam oxy huyét. Chimg
thiéu mau cuc bd cua vong mac dan dén sy didu hoa ting cia cac yéu t6 sinh truong tién
tao mach ma thuc déy su tan tao mach vong mac, ma cé thé dan dén bi mu. Tuy nhién, sy
tai tao mach ctia vong mac thiéu mau cuc bd khong x4y ra, khi c6 sy tdn tao mach bénh ly

manh mé vao trong dich kinh, mft vung cua mat thuong khong c6 cadc mach mau.

Su sinh trudng ciia cac mach mai bat thudng nay tao ra hau hét cac méi de doa ddi
v6i thi lge vi chung c6 thé bi ro ri, dan dén xuit huyét hodc dan dén hinh thanh seo ma c6
thé két thuc bang bong vdng mac. Cac diéu tri hién nay d6i vdi cac bénh ly vong mac thiéu
mau cuc bd 1a tim cach ngan chin sy sinh trudéng cua cdc mach bénh ly nhung khong giai
quyét duogc chimg thiéu mau cuc bo tiém 4n ma thuc day sy sinh truéng cia chung. Hon
thé nira, didu tri tiéu chudn cho bénh 1y vdng mac do dai thao duong bao gdm sy pha hiry
mdot phan vong mac bang laze nham dimg sy sinh truéng mach méi va duy tri thi luc trung
tdm. Tuy nhién, cac diéu tri nay & mot chirg muc niao d6 khong c6 hiéu qua. Trong khi
mot s6 bénh nhan c6 thé duy tri thi luc 6n dinh trong nhiéu nam, ti 1& phﬁn tram cao sd bénh

nhan bi bénh Iy vong mac cudi ciing bi mét thi luc hoan toan.
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Do d6, van ¢6 nhu ciu chua dugc dap g doi vdi cac cach tiép can tri li€u dé dieu

tri mot cach hiéu qua cac bénh vé mat hoac vong mac.

Ban chat k§ thuit ciia sang ché

Sema3A 1a protein dugc tiét ndi sinh ma thuoéc ho semaphorin nhém 3 (Sema3), ma
duge xac dinh ban dau 1a cac phan tir dan soi truc va c6 lién quan dén tim dudong mach va
st hinh thanh mang ludi. Neuropilin 1 va 2 (Nrpl va Nrp2) va cac plexin loai A/D (Plxns)
hoat dong nhu cac tiéu don vi lién két phdi tir va tai nap tin higu cia céc phic hop thu thé
Sema3 trén bé mit cua cac té bao ndi mo (endothelial cell - EC). La thanh vién cu thé cua
ho Sema3, Sema3A lién két duy nhét v6i Nrpl lic ddu va sau d6 két hop véi PlexinA1—4
& dang phtrc hgp (Nrp1/PlexA1-4). Trong phirc hop thu thé nay, Nrpl hoat dong & dang
phan tir lién két, trong khi PlexA 1—4 hoat dong & dang phan tir tai nap tin hiéu.

Semaphorin 3A & ngudi 13 protein nhur dugce boc 19 trong SEQ ID NO: 22 va sén c6
& Trinh tu tham chiéu NCBI NP_006071.1. Ngoai ra, Sema3A & ngudi duoc ma hoa boi
Gene ID: 10371 (NCBI).

Sema3A di dugc nghién ctru trong sy tao mach va su di can khéi u trong nhiéu nam,
nhung tic dong ciia n6 ddi véi sur tan tao mach vong mac van chua biét r. Cac tc gia sang
ché da 14y vi du ring Semaphorin 3A dugc tiét béi cac té bao hach vong mac giam oxy
huyét va hoat dong nhu dAu hiéu déy mach. Sema3A déy lui cdc mach tan tao ra khéi ving
thiéu méau cuc bd bang viéc cam tmg su tan v khung té bao & cac té bao nay. Khong mong
mudn bi rang budc bai 1y thuyét, cac tac gia sang ché da gia thuyét rang diéu nay s& giai
thich tai sao su tai tao mach cta cac ving thiéu mau cuc bo khong xay ra va thay vao d6 1a

su didu hoa ting Sema3A din dén sy tan tao mach bénh 1y vao trong vung dich kinh.
Semaphorin 3A dugc tiét boi cac té bao than kinh giam oxy huyét & vong mac thiéu
mau cuc bd/khdng mach, do d6 trc ché su tai sinh mach cta vong mac va ting cudng su tan

tao mach tién vong mac bénh 1y.
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Céc tac gia sang ché da giai quyét tinh trang bénh ly nay bang cach phat trién cac
khang thé huéng dich Sema3A. Do do, sang ché d& xuit cac khang thé don dong ma lién

két diic hiéu voi Sema3A, cu thé 1a Sema3A & nguoi.

Theo khia canh thir nhat, sang ché dé xut khang thé khang Sema3 A hodc manh lién

két khang nguyén cua né bao gom:

— vung bién d6i chudi ning bao gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 1 (H-CDR1);
trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 2 (H-CDR2); va trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 3 (H-CDR3); va

— vung bién dbi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 4 (L-CDR1);
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 6 (L-CDR3).

Theo phuong an khéc, sang ché @& xuit khang thé khang Sema3A hodc manh lién

két khang nguyén ctia né bao gom:

— vung bién d6i chudi nang bao gbm trinh tir axit amin twong ddng it nhit 80%, it nhét
90%, it nhat 95%, it nhat 98%, hodc it nhit 99% véi trinh tu axit amin ciia SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va

— vung bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tir axit amin tuong ddng it nhét 80%, it nhit
90%, it nhat 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99% véi trinh tu axit amin cia SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 hoic SEQ ID NO: 13;

trong do:
— vung bién ddi chudi ning bao gém trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 1 (H-CDR1);
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 2 (H-CDR?2); va trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO: 3 (H-CDR3); va
— vung bién ddi chudi nhe bao gff)m trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 4 (L-CDR1);
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh ty axit amin cua SEQ ID
NO: 6 (L-CDR3).
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Theo phuong an khac, sang ché d& xuét khang thé khang Sema3A hodc manh lién

két khang nguyén ctia n6 bao gom:

— viing bién déi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin twong dong it nhat 80%, it nhat
90%, it nhit 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99% véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va

— vung bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tr axit amin tuong ddng it nhét 80%, it nhét
90%, it nhat 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99% véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 hoac SEQ ID NO: 13.

Theo phuong an khac nita, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hodc méanh
lién két khang nguyén ctia n6 bao gom:

— vung bién d6i chudi ning bao gbm céc trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va

— vung bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 hoac SEQ ID NO: 13.

Theo phuong an khéc, sang ché @ xuét khang thé khang Sema3A hodc manh lién
két khang nguyén cua né bao gbm:

a. vung bién ddi chudi nafing va ving bién ddi chudi nhe bao gbm cAc trinh tu axit amin
cta SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 11, twong ung;

b. ving bién déi chudi ning va ving bién di chudi nhe bao gdm cac trinh ty axit amin
cta SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 11, trong ing;

c. vung bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm cac trinh tw axit amin
ctia SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12, twong ung; hodc

d. ving bién dbi chudi nang va ving bién ddi chudi nhe bao gdm cAc trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 13, trong ing.

Theo phuong 4n khéc nita, sang ché @& xuét khang thé khang Sema3A hogc manh

lién két khang nguyén cua n6 bao gom:
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— chudi nang bao gdm, tét hon la gdm, trinh tw axit amin cia SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hoac SEQ ID NO: 19; va

— chudi nhe bao gém, t6t hon 1 gém, trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 18 hoac SEQ ID NO: 20.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé khang Sema3A hodc manh

lién két khang nguyén clia né bao gom:

a. chudi ning bao gdm trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 14 va chudi nhe bao gdm

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15;

b. chudi ning bao gém trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 16 va chudi nhe bao gém
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 15;

c. chudi ning bao gém trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 17 va chudi nhe bao gdbm

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 18; hodc

d. chudi ning bao gdm trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 19 va chudi nhe bao gdm
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 20.

Theo phuong an dugce dac biét vu tién, khang thé khang Sema3A 1a khang thé khang
Sema3A dugc nhan hoa. '

Theo khia canh thir hai, sang ché dé xuét khang thé khang Sema3A hodc manh lién
két khang nguyén cia né ma lién két v6i it nhit mot goc axit amin bén trong cac vang axit
amin 370-382 ctia Sema3A & ngudi nhu dugc mo ta trong SEQ ID NO: 22.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hodc manh lién két
khang nguyén cia né ma lién két voi it nhat mot gbc axit amin bén trong cc ving axit amin
nhu duge néu trong SEQ ID NO: 21 (DSTKDLPDDVITF). Theo phuong &n dugc uu tién,
sang ché dé xuét khang thé khang Sema3A hogc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma

lién két voi cac ving axit amin nhu duge néu trong SEQ ID NO: 21.

Theo khia canh thir ba, sang ché dé xuét khang thé khang Sema3A hodc manh lién

két khang nguyén cua né dé sir dung lam thude.
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Theo mdt phuwong &n, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hodc méanh lién két
khang nguyén cua nd dé wrc ché tac dung trc ché mach cta SemaA, va/hodc dé cai thién su

tai tao mach cua vong mac.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét khang thé khang Sema3 A hodc ménh lién Kkét
khang nguyén cua nd dé st dung trong diéu tri hodc ngin ngira bénh vdng mac hodc bénh

mat.

Theo khia canh thir tu, sang ché dé xuat khang thé khang Sema3A hodc ménh lién
két khang nguyén cia n6 dé str dung trong diéu tri hoc ngin ngira bénh duge chon tir nhém
bao g6m bénh ly vong mac, bénh ly vong mac thiéu mau cuc bd, bénh ly véng mac do dai
thao dudng bao gdbm bénh ly vong mac do dai thdo dudng tang sinh va bénh 1y vong mac
do dai thao duong khong ting sinh, bénh phu hoang diém do dai thao dudng, chimg thiéu
mau cuc bd hoang diém do dai thdo dudng, bénh thoai hoa diém vang do tudi, bénh viém
vOng mac sic t6, ching loan dudng vong mac di truyén, bénh thoai hoa cén thi, tac dong
mach vOng mac, viém ndi nhan, viém mang bd dao, phu hoang diém dang kén, mang tan
tao mach mang mach thir phat sau cac bénh vong mac b4t ky, cac bénh ly than kinh thi giac,
bénh ting nhan 4p, bénh bong vdng mac, bénh ly vong mac doc t5, bénh Iy véng mac birc
xa, bénh ly vOong mac chén thuong, bénh Iy mach véng mac do thubc gy ra, su tin tao
mach vong mac, bénh Iy mach mang mach dang polyp, viém mach vdng mac, phi mao
mach vdng mac, ching loan dudng Fuch, chimg gidn mao mach diém vang, hoi chimng

usher, va bénh Stargardt.

Theo phuong 4n khéic, sang ché @ xuit khang thé khang Sema3A hodc ménh lién
két khang nguyén ctia n6 dé sir dung trong diéu tri hodc ngan ngira bénh dugc chon tir nhom
bao gdm bénh Iy véng mac do déi thdo dudng bao gbm bénh Iy vong mac do dai thao dudng
ting sinh va bénh Iy vdng mac do dai thio duong khong tang sinh, bénh ly vong mac thiéu
mau cuc bd, bénh phu hoang diém do dai thao dudng, chimng thiéu méau cuc bo hoang diém
do déi thao dudong, phi hoang diém do tudi, sy tAn tao mach vong mac, bénh tang nhan ap
va su tin tao mach mang mach. Tét hon 13, bénh di néu 1a bénh phu hoang diém do dai

thao dudng va/hodc chimg thiéu mau cuc bo hoang diém do dai thao duong.
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Theo phuong &4n duoc uu ti€n, sang ché d& xuit khang thé khang Sema3A hoic
manh lién két khang nguyén ctia né dé sir dung trong diéu tri ching thiéu mau cuc bd hoang
diém do dai thao duong, bé‘mg cach thuc déy su tai sinh mach bén trong vong mac thiéu
mau cuc bd (su tai tao mach) va ngin ngira su tan tao mach bénh ly cta vang dich kinh cua

mat.

Theo phuong an dugc uu tién khac, sang ché d& xuét khang thé khang Sema3 A hoic
manh lién két khang nguyén clia no dé st dung trong diéu tri bénh phii hoang diém do dai

thao duong, biang cach giam kha nang tham qua cta hang rao mau vong mac.

Theo phuong 4n dugc uvu tién khac, sang ché deé xuat khang the khang Sema3A hodc
manh lién két khang nguyén cua n6 dé tc ché kha ning tham qua dugc cam ung boi
Sema3A cua hang rio mau vong mac va/hodc su thodi trién mach dugc cam ung bdi

Sema3A tir cic ving thi€u méu cuc bo.

Theo khia canh thtr nam, sang ché dé xuét dugce phdm chira khang thé khang Sema3A

hodc manh lién két khang nguyén clia né va chit mang duoc dung.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé khang Sema3A hogc manh lién két
khang nguyén ctiia n6é hodc dugc phim chira khang thé khang Sema3A hodc manh lién két
khang nguyén cia nd, trong do khang thé da néu hodc manh lién két khang nguyén ctia no
duoc ding qua dudng st dung ngoai duong tiéu hoa, dudng dung trong tinh mach, dudong

dung qua ndi nhdn hoac duong dudi da, t6t hon 13 qua dudng ding qua ndi nhan.

Theo khia canh thi sau, sang ché dé xuit polynucleotit hodc cac polynucleotit dugc

phan 14p bao gom:

— trinh ty ma héa chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17, hodc SEQ ID NO: 19 hoic viing bién dbi chudi ning nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hogc SEQ ID NO: 10;
va

— trinh tw ma hoa chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18
hoac SEQ ID NO: 20 hodc vung bién ddi chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 13.

7
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Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét vecto biéu hién chta polynucleotit hodc cac
polynucleotit dugc phan 1ap bao gbm trinh tr ma héa chudi ning nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hoac SEQ ID NO: 19 hoac vung bién
ddi chudi ning nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9
hodc SEQ ID NO: 10; va trinh ty ma hoa chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 20 hoic ving bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 13.

Theo mot phuwong an, sang ché d& xuit vecto virut chira polynucleotit hodc cac
polynucleotit dugc phén 14p bao gdm trinh tr ma héa chudi ning nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hodc SEQ ID NO: 19 hoac vung bién
dbi chudi ning nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9
hodc SEQ ID NO: 10; va trinh ty ma héa chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 20 hoic ving bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 13.

Theo mdt phuong én, sang ché @ xuit t& bao chu chua vecto biéu hién hoic
polynucleotit hodc cac polynucleotit dugc phan lap bao gbm trinh tw ma hoa chudi ning
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hodc SEQ ID
NO: 19 hodc viing bién d6i chudi ning nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va trinh ty ma hoa chudi nhe nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18 hoic SEQ ID NO: 20 hoc viing bién d6i chudi
nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 13.

Theo mot phuong &n, sang ché @ xuit phuong phap san xuit khang thé khang
Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gbm bude thu té bao chu chira vecto
biéu hién hodc polynucleotit hodc cac polynucleotit dugc phén 14p bao gbm trinh tw ma héa
chudi niang nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
hodc SEQ ID NO: 19 hogc ving bién ddi chudi nang nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hoic SEQ ID NO: 10; va trinh tu ma hoa chudi nhe nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10
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hodc ving bién dbi chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12
hoac SEQ ID NO: 13; va nu6i ciy té bao chu.

Theo mot phuong an, phuong phap sén XuAt khéng thé khang Sema3A hoic manh
lién két khang nguyén ctia né con bao gbdm budc thu hdi va tinh ché khang thé khang

Sema3A hoac manh lién két khang nguyén ciia n6.

MO ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1: Sy khu trii ctia Sema3A & mit nguoi.

Hinh nay thé hién sy khu tra ctia Sema3A & mét nguoi trong mau vong mac duge xac 1ap
trude tir ngudi cho ¢ tién st bénh ly véng mac do dai thao dudong hodc bénh ting nhan ap
g6¢ md nguyén phat (POAG) trong su so sanh vai cac d6i chimg phit hop vé tudi (d6i chimg
tudi) va cac dbi tuong bi bénh dai thao duong, nhung khong c6 bénh 1y vé mat (d6i chiing
DM). Sema3A dugc tim théy & thanh mach ctia cac mach mau vong mac. Ngoai ra, cac vat
thé phat huynh quang Sema3A chua xdc dinh nhung phén biét dugc quan sat thdy & 16p té
bao hach vdong mac. '

Fig. 2: Hiéu qua & thir nghiém kha nang thdm té bao.
Su thAm ctia FITC-dextran trong cac té bio ndi md vi mach véng mac nguoi duge do & thir
nghiém xuyén giéng. Khang thé khang TNP 1a khang thé dbi chung chdng lai trinitrophenol.
Khéng thé khang Sema3A la khéng thé theo sang ché (vong vo tinh I). Mttc y nghia dugc
thé hién so v6i Sema3A tai to hop ctia nguoi.

Fig. 3: Su tan v& khung té bao 8 HRMEC (Xcelligence).
Sema3A-F tét ca déu cam ung su tan v& khung té bao & cac té bao ndi mod vOng mac nguoi.
Khang thé theo sang ché (dong vo tinh I) 1a ddc higu dbi v6i Sema3A va ngin ngira chi su
tan v& dugc cam tng bdi Sema3A.

Fig. 4: Tac dong dén mat do té bao dau mut va ving khong mach in vivo.
(A) va (C) Mat do té bao diu mut va ving khong mach dugc diéu tra & md hinh bénh ly

vong mac duge cam Gng bai oxy ¢ cac con chudt nhat con. Cac con vat nay duoc ti€p xtc
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v6i oxy 75% tir P7 dén P12 va dugc tiép nhan mot mii tiém don qua ni nhén chira khang
thé sau khi tré lai dén mé c6 luong oxy thong thuong vao P12. Khéang thé khang TNP 1a
khang thé dbi ching chdng lai trinitrophenol. Khang thé khang Sema3A 13 khang thé theo
séng ché (vong vo tinh I). O P17, céac lugng phéng vong mac dugc chun bi, dugc nhudm
bé‘mg isolectin B4 va dugc st dung dé dém cac té bao dau mut va su xac dinh kich thude

cua vung khong mach vdng mac.

(B) Méi twong quan giita mat do té bao ddu mut va ving khong mach dugc thé hién.

M3 té chi tiét sang ché
Céac dinh nghia

CAu truc duoc tbng quat hoa cia cac khang thé hogc globulin mién dich 1a da biét 15
d6i voi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt, cac phan ti nay la cac
glycoprotein heterotetrame, thuong l1a khoang 150.000 dalton, gbm hai chudi nhe (L) gidng
nhau va hai chudi niang (H) giéng nhau. Mdi chudi nhe dugc lién Kkét cong hoa tri véi mot
chudi nang bai mot lién két disulfit dé tao thanh heterodime, va phan tir heterotrime dugc
hinh thanh théng qua lién két cong hoa tri disulfit giita hai chudi ning gidng nhau ciia cac
heterodime. Mic du cac chudi nhe va chudi ning duoc lién két v6i nhau bang mot lién két
disulfit, song s6 lwong cac lién két disulfit gitta hai chudi ning thay d6i béi isotyp globulin
mién dich. Mdi chudi ning va chudi nhe cling c6 cac cAu disulfit noi chudi cach déu nhau.
M3bi chudi ning c6 tai dau cing amin mdt mién bién dbi (Vi = chudi ning bién dbi), theo
sau 12 ba hodc bén mién khong ddi (Cui, Crz, Cas, va Cra), cling nhu mot ving ban 1€ giita
Cri va Crz. Mdi chudi nhe c6 hai mién, mot mién bién d6i diu cung amin (Vi = chudi nhe
bién dbi) va mot mién khong dbi diu carboxy (Cr). Mién Vi lién két khong cong hoéa tri
v6i mién Vi, trong khi mién Cr thuong duoc lién két cong hoa tri véi mién Cui théng qua
lién két disulfit. Cac gde axit amin ddc biét dwoc cho 1a hinh thanh giao dién gitta cdc mién

bién ddi chudi nhe va chudi nang (Chothia et al., 1985, J. Mol. Biol. 186:651-663.)

C4c mién nhat dinh ndm trong cac mién bién doi khac nhau rat nhi€u gitta cic khang
thé khéc nhau, tirc 13, 1a "si€u bién d6i". Cac mién si€u bien doi nay chira cac goc ¢6 lién
quan truc tiép dén sy lién két va tinh ddc hiéu cia moi khang the cu thé doi voi yéu to quyét
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dinh khang nguyén dac hiéu ctia né. Kha ndng si€u bién ddi, ca & mién bién ddi chudi nhe
va chudi ning, tip trung & ba doan duoc goi 1a cac ving quyét dinh b6 sung
(complementarity determining region-CDR) hodc cac vong si€u bién dbi (hypervariable
loop-HVL). Céc CDR dugc xac dinh bdi su so sanh trinh tu trong Kabat et al., 1991, In:
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5t Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md., trong khi cac HVL c6 cAu trac duoc xac dinh theo ciu
triic ba chiéu ctia mién bién ddi, nhu dwge mé ta béi Chothia and Lesk, 1987, J. Mol. Biol.
196: 901-917. Khi hai phuong phép nay din dén viéc xac dinh CDR hoi khac nhau, thi dinh
nghia céu truc duge uu tién. Theo dinh nghia cua Kabat, CDR-L1 duoc dinh vi & khoang
cic gbe 24-34, CDR-L2, & khoang céc gbc 50-56, va CDR-L3, & khoang cc gdc 89-97
trong mién bién dbi chudi nhe; CDR-H1 duoc dinh vi & khoang céc gbc 31-35, CDR-H2 &
khoang cac gbc 50-65, va CDR-H3 & khoang cac gbc 95-102 trong mién bién dbi chudi
ning. Do d6, CDR1, CDR2, CDR3 cua chudi niang va chudi nhe x4ac dinh cac dic tinh chirc
ning va tinh duy nhét dac hiéu déi véi mot khang thé nhét dinh.

Ba CDR trong mdi chudi ning va chudi nhe dugc phén tach bing cac ving khung
(framework region-FR), chira cdc chudi c¢6 xu huéng it bién dbi. Tir ddu cing amin dén dau
carboxy ctia mién bién ddi chudi ning va chudi nhe, cac FR va CDR dugc sip xép theo thir
tw: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Céc c4u hinh tim B 16n cia cic FR
mang cac CDR bén trong mdi chudi trong s6 cac chudi dén gan nhau cling nhu gin véi cac
CDR tir chudi khac. C4u hinh thu dugc déng gép vao vi tri lién két khang nguyén (xem
Kabat et al., 1991, NIH Publ. No. 91-3242, Vol. I, trang 647-669), mac du khdng phai tat

ca cac gbc CDR nhit thiét phai lién quan truc tiép dén su lién két khang nguyén.

Céc gbc FR va mién khong ddi Ig khong lién quan truc tiép dén su lién két khang
nguyén, nhung goép phan vao su lién két khang nguyén va/hodc lam trung gian cho churc
ning tac dong ciia khang thé. Mot s6 gbe FR duoc cho la c6 anh hudng dang ké dén su lién
két khang nguyén theo it nhét ba cach: bang cach lién két truc tiép khong cong hoa tri véi
epitop, bang cach tuong tac v6i mot hodc nhiéu gbc CDR, va bang céch anh huong dén
giao dién gitra chudi nang va chudi nhe. Cac mién khong dbi khong lién quan truc tiép dén

su lién két khang nguyén ma lam trung gian cho céc chirc nang tac dong Ig khac nhau, nhu
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su tham gia cia khang thé trong kha ning gay doc té bao phu thudc khang thé (antibody-
dependent cellular cytotoxicity-ADCC), kha nang gy doc té bao phu thudc phan bd sung
(complement-dependent cytotoxicity-CDC) va su thuc bao té bao phu thudc khang thé
(antibody-dependent cellular phagocytosis-ADCP).

Céac chudi nhe ca globulin mién dich dong vat c6 xwong séng duoc chi dinh vao mot
trong hai nhom khac nhau rd rét, kappa (k) va lambda (1), dwa vao trinh ty axit amin cua
mién khong dbi. Dé so sanh, cac chudi nang cua globulin mién dich cta dong vat c6 va
duoc chi dinh vao mot trong nam nhoém chinh, theo trinh tw cta cac mién khong dbi: IgA,
IgD, IgE, IgG, va IgM. IgG va IgA con dugc chia thanh cidc nhém phu (isotyp), vi dy, I1gG1,
IgGo, 1gGs, IgGy, IgA1, va IgA,, tuong img. Cac mién khéng d6i chudi ning ma twong tmg
vGi cac 16p globulin mién dich khac nhau duoc goi la o, 8, €, y, va p, twong tmg. Cac cAu
tric tiéu don vi va cc cdu hinh khong gian ba chiéu ctia cac nhém globulin mién dich tu
nhién ciing da biét r5.

Céc thuét ngft, "khang thé", "khang thé khang Sema3A", "khang thé khang Sema3A
duge nhan hoa", va "khang thé khang Sema3A dugc nhan hoa bién the" dugc st dung &
day theo nghia rong nhét va dic biét bao ham céc khang thé don dong (bao gdm céc khang
thé don dong chiéu dai ddy dir), khang thé da dac hiéu (vi du, khang thé ddc hiéu kép), va
c4c manh khang thé nhu cac mién bién ddi va céc phan khéc cuia khang thé ma thé hién

hoat tinh sinh hoc mong mudn, vi du, lién két v6i Sema3A.

Thuét ngit “khang thé don dong” (mAb) dé chi khang thé gdm quan thé cac khang
thé gin nhu dong nhat; tirc 13, cac khang thé riéng ré trong quan thé do 1a gidng nhau ngoai
trir cac dot bién xay ra tu nhién ma c6 thé c6 mat véi lugng nhé. Cac khang thé don dong
1a dic hidu cao, dugc dinh huéng khang lai mot yéu td quyét dinh khang nguyén don 1¢,
mot “epitop”. Do do, yéu t6 cai bién "don dong" 1a bidu hién cia quan thé khang thé gan
nhu ddng nhit duoc dinh huéng dén epitop gidng nhau va khong dugc hiéu 14 yéu cau san
xuit khéng thé bing phuong phép cu thé bat ky. Can phai hiéu ring cac khang thé don dong
¢6 thé dugc tao ra bai ky thuat hodc hé phuong phap bét ky da biét trong linh vuc nay; bao
gdm, vi du, phuong phap thé lai (Kohler et al., 1975, Nature 256:495), hodc phuong phap
ADN t4i td hop da biét trong linh vuc nay (xem, vi du, bing sang ché My sb 4,816,567),

12
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ho#c cac phuong phap phén lap don dong tai td hop duoc tao ra bang cac thu vién khang
thé thuc khuén thé, bé‘mg cach sir dung céc k§ thuat dugc mo ta trong tai liéu Clackson et

al., 1991, Nature 352: 624-628, va Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597.

Céc khang thé kham gbm cac ving bién d6i chudi ning va chudi nhe ctia khang thé
tir mot loai (vi du, dong vét c6 vii khong phai ngudi nhu chudt nhit) va cac ving khong doéi
chudi ning va chudi nhe ctia mot loai khac (vi du, nguoi) va ¢ thé thu duoc bﬁng cach lién
két cac trinh tw ADN ma héa cac ving bién déi ciia khang thé tir loai tht nhat (vi dy, chudt
nht) sang trinh tw ADN cho c4c ving khong déi ctia khang thé tir loai thir hai (vi du, nguoi)
va bién dbi vat chu voi vecto biéu hién chira cac trinh tu dugc lién két dé cho phép no tao
thanh khang thé kham. Ngoai ra, khang thé kham ciing c6 thé 1a khang thé trong d6 mot
hoac nhiéu vung hodc mién cua chudi nang va/hodc chudi nhe 1a giéng Vo1, tuong déng Vo1,
hoc 1a bién thé cia trinh tw trong ing trong khang thé don dong tir nhém hodc mot isotyp
globulin mién dich khéc, hogc tir trinh ty lién tng hodac trinh tu dong mam. Céac khang thé
kham c6 thé bao gébm cic manh cla céc khang thé nhu vay, v6i didu kién 12 manh khang
thé thé hién hoat tinh sinh hoc mong mubn cla khang thé ban dau cua no, vi du nhu lién
két voi cung epitop (xem, vi du, bing sang ché My s6 4,816,567; va Morrison et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855).

Céac thuét ngit, "manh khang thé", “manh lién két khang nguyén”, "méanh khang thé
khang Sema3A", "méanh khang thé khang Sema3A dugc nhan héa", "manh khang thé khang
Sema3A dwoc nhan hoa bién thé" dé chi mot phan ctia khang thé khang Sema3A chiéu dai
déy du, trong d6 vung bién d6i hodc kha nang hoat dong chirc nang dugc giit lai, vi du, su
lién két epitop Sema3A dic hiéu. Vi du vé c4c méanh khang thé bao gdbm, nhung khong bi
gi6i han G, manh Fab, Fab', F(ab'), Fd, Fv, scFv va scFv-Fc, khang thé dime, khang thé
mach thing, khang thé don chudi, khang thé nhé, khéng thé dime dugc tao thanh tir cac
manh khang thé, va cac khang thé da dic hiéu duogc tao thanh tir cdc manh khang thé.

Khang thé chidu dai ddy du co thé dugc xir 1y bang cic enzym nhu papain hodc
pepsin dé tao ra cac ménh khang thé hiru ich. Su phén giai bang papain dugc st dung dé
tao thanh hai méanh khang thé lién két khang nguyén gidng nhau dugc goi 1a cac manh Fab,
mdi manh c6 mot vi tri lién két khdng nguyén duy nhét, va mot manh Fc con lai. Manh Fab

13



44705 14/89

con chira mién khong d6i cua chudi nhe va mién Cui cuia chuoi ndng. Xu ly bang pepsin
tao ra manh F(ab'), ma ¢6 hai vi tri lién két khang nguyén va van c6 kha nang lién két ngang

v6i khang nguyén.

Céc manh Fab’ khic véi cdc manh Fab boi su ¢6 mit ctia cac gbe bd sung bao gdm
mdt hodc nhidu xystein tir ving ban 1& khang thé tai ddu cing C ctia mién Ci. Cac manh
khang thé F(ab') 14 c4c ciip manh Fab' dugc lién két boi cac gbe xystein trong ving ban 18.

Cac cach ghép cdp hoa hoc khac gifta cac manh khang thé ciing da biét.

Manh “Fv” chtra vi tri nhan biét khang nguyén va lién két khang nguyén tron ven
odm dime ctia mot mién bién ddi chudi ning va mét mién bién ddi chudi nhe két hop chat
ché, khong ddng hoa tri. O cdu hinh nay, ba CDR clia mbi mién bién ddi tuong tac dé dinh
ra vi tri lién két khang nguyén trén bé mat cia dime Vu-Vi. N6i chung, sdu CDR tao ra tinh

dic hiéu lién két khang nguyén cho khang thé.

Manh khéng thé "Fv don chudi" hodc "scFv" 12 bién thé Fv don chudi bao gdm céc
mién Vi va Vi cia khang thé, trong d6 cac mién ndy c6 mit trong chudi polypeptit don. Fv
don chudi c¢6 kha niang nhan biét va lién két khang nguyén. Polypeptit scFv cling c6 thé tuy
¥ chira mot lién két polypeptit dugc dinh vi gitta cic mién Vi va Vi dé tao diéu kién hinh
thanh cu tric ba chiéu mong mudn cho su lién két khang nguyén béi scFv (xem, vi du,
Pluckthun, 1994, In The Pharmacology of monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg
and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315).

Cac manh khang thé dugc nhan dién khéc bao gdm cac manh gébm mét cip doan Fd
nbi tiép (Vu-Cri-Vu-Cri) dé tao thanh mot cdp vung lién két khang nguyén. “Céc khang
thé mach thang” nay c6 thé 1a dic hiéu kép hodc dic hiéu don nhu duge md ta trong, vi du,

Zapata et al. 1995, Protein Eng. 8(10):1057-1062.

Khéng thé dugc nhan héa hodc manh khang thé dugc nhan hoa 1a loai khang thé
kham dic hiéu bao gdm bién thé trinh tu axit amin globulin mién dich, hodc manh cta
ching, c6 kha nang lién két v6i khang nguyén dugc xéac dinh trude va bao g6m mot hoic
nhidu FR v& co ban ¢6 trinh tu axit amin cta globulin mién dich ciia nguoi va mot hodc

nhiéu CDR v co ban ¢6 trinh ty axit amin ciia globulin mién dich khong phai ctia nguoi.
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Trinh tuy axit amin khong phai cia ngudi nay thuong duoc goi 1a trinh ty "nhap khau"
thudng dugc 14y tir mién khang thé "nhap khiu", cu thé 1a mién bién d6i. N6i chung, khang
thé dwoc nhan hoa bao gdm it nhat 14 CDR hodc HVL cta khang thé khong phai nguoi,

dugc chén vao giita cac FR ciia mién bién doi chuoi ndng hodc chuoi nhe cia nguoi.

Sang ché mo ta cac khang thé khang Sema3A dugc nhan héa dic hiéu ma chira cac
CDR c¢6 ngudn goc tir khing thé chuot hoic khang thé kham duoc chén vao gifta cac FR
clia cac mién bién ddi chudi nang va chudi nhe cua trinh ty dong mam cta ngudi. Can phai
hiéu rang cic gbc FR chudt nhét dinh c6 thé 12 quan trong ddi véi chirc nang clia cac khéng
thé dwoc nhan héa va do d6, mot s6 gdc cua cac mién bién ddi chudi ning va chudi nhe cua
trinh tw dong mam cla ngudi dugce cai bién dé giéng nhu céac gbc cia trinh tu ctia chudt
tuong Umg.

r
A%

Nhu duge sit dung & day, su thé hién “khang thé theo sang ché” va “khang thé khang
Sema3A theo sang ché” dé chi khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duge mo ta & ddy. Tét hon 14, su thé hién di néu dé chi khang thé bat ky bao gdm
ving bién ddi chudi ning bao gbm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1 (H-CDRI1); trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 2 (H-CDR2); va trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 3 (H-
CDR3), va ving bién ddi chudi nhe bao gbm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 4 (L-
CDR1); trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh tu axit amin cia SEQ ID
NO: 6 (L-CDR3).

Theo mdt khia canh, khang thé khang Sema3A dugc nhan héa bao gbm gan nhu toan
bo trong s it nhit mot, va thong thuong 14 hai, mién bién d6i (nhw duoc chira, vi dy, trong
cac manh Fab, Fab', F(ab')2, Fabc, va Fv) trong do tat ca, hoic g?m nhu tit ca cac CDR
tuong tng vai cac CDR ctia globulin mién dich khong phai ciia nguoi, va cu thé & ddy, cac
CDR la céc trinh tu cta chudt, va cac FR 1a cac FR cua trinh tu lién tmg hodc trinh tu dong
mam cta globulin mién dich nguoi. Theo khia canh khac, khang thé khang Sema3A dugc
nhan héa ciing bao gom it nhat mot phén ctia ving Fc globulin mién dich, thuong 13 ving
Fc ctia globulin mién dich cua ngudi. Thong thuong, khang thé s& chira ca chudi nhe ciing
nhu it nhét 12 mién bién dbi cia chudi nang. Khang thé niy con c6 thé bao gdbm mdt hodc

nhiéu ving trong so vung Cui, ban 1€, Cua, Chs, va/hodc Cua cia chuoi ndng, néu thich hop.
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Khang thé khang Sema3A dugc nhén héa co thé duoc chon tir nhom globulin mién
dich bat k¥, bao gom IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va isotyp bat k¥, bao gdm IgG1, IgGa,
T¢Gs, IgGa, IgA1 va IgAs. Vi du, mién khong dbi c6 thé 1a mién khong dbi c6 dinh bo sung
trong d6 mong muén ring khang thé dugc nhan hoa thé hién hoat tinh giy doc té bao, va
isotyp thong thuong 14 IgG1. Khi hoat tinh giy doc té bao 1a khong mong mudn, mién khong
d6i co6 thé thudc isotyp khac, vi du, IgG2. Khang thé khang Sema3A dugc nhan héa thay
thé c6 thé bao gdm céc trinh tyr tir nhiéu hon mdt nhém hoic isotyp globulin mién dich, va
viéc Iua chon céc mién khong dbi cu thé dé tdi wu héa cac chire nang yéu td tac dong mong
mudn 1a nim trong hiéu biét trung binh trong linh virc nay. Theo cac phuong an cu thé,
sang ché dé xuét cac khang thé ma la cac khang thé IgG1 va cu thé hon la cc khing thé

IgG1 dugc déc trung bdi chirc nang yéu t6 tac dong giam.

T4t hon 14, khéng thé khang Sema3A theo sang ché la khang thé dugc nhan hoa
duoc tao dinh dang 1a IgG1KO.

Céc FR va CDR, hoic HVL cua khang thé khang Sema3A dugc nhan héa khong can
phai teong ung chinh xac véi cdc trinh tu gbc. Vi dy, mot hodc nhidu gde trong CDR nhap
khau, hoic HVL, hoic trinh tu FR lién tng hodc dong mam c6 thé thay dbi (vi du, dugc
gay dot bién) béng cach thé, chén hodc loai bo sao cho géc axit amin thu dugc khong con
gidng vai gbe ban dau & vi tri twong tmg & trinh tu gbc nhung tuy nhién khang thé nay van
gift chire nang lién két véi Sema3A. Sy thay d6i nhu vay thuong s& khong rong va sé la
nhitng thay d6i bao toan. Thong thuong, it nhét 75% cac gbc ctia khang thé duoc nhan hoa
s& twong mg vai cac gde cuia cac trinh tw CDR nhap khau va FR lién tng hodc dong mam
ban dau, phd bién hon 12 it nhit 90%, va phd bién nhét 12 16n hon 95%, hodc 16n hon 98%

hoéc 16n hon 99%.

Cac gbe globulin mién dich anh huéng dén giao dién gitra cac viing bién d6i chudi
ning va chudi nhe ("giao dién Vi-Vi") 1a cac gbc anh huéng dén su tiép can hoic dinh
huéng cua hai chudi déi v6i nhau. Cac gbe nhat dinh c6 thé lién quan dén su tuong tc lién
chudi bao gdm céc gbe Vi 34, 36, 38, 44, 46, 87, 89, 91, 96, va 98 va céc gbe Vu 35, 37,
39,45, 47, 91, 93, 95, 100, va 103 (sir dung hé théng danh sb duoc néu trong Kabat et al.,

Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
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Md., 1987)). Bing sang ché My s6 6,407,213 ciing théo luin ring cdc gbe nhu cac gbe Vi
43 va 85, va cac gbc Vi 43 va 60 ciing c6 thé lién quan dén sy tuong tac niy. Trong khi
cac gdc nay chi dugc chi dinh cho IgG nguoi, song ching c6 thé dugc 4p dung trén cac
loai. Cac gbc khang thé quan trong duge mong doi mot cach hop 1y ¢6 lién quan dén tuong

tac lien chudi dugc chon dé thay thé vao trinh tur lién ting.

Céac thuét ngir "trinh tu lién ung" va "khang thé lién tng" ding dé chi trinh ty axit
amin bao gdm gdc axit amin ton tai thudng xuyén nhat & mbi vi tri trong tat ca cac globulin
mién dich thudc loai, isotyp, hodc cAu tric tiéu don vi cu thé bét ky, vi du, mién bién dbi
ctia globulin mién dich ctia ngudi . Trinh ty lién Gng c6 thé dua trén cac globulin mién dich
ctia mot loai cu thé hodc ctia nhidu loai. Trinh tu, c4u tric hodc khang thé "lién tmg" dugc
hiéu 12 bao gdm trinh tu lién Gmg ctia ngudi nhu duge md ta trong cac phuong an nhét dinh,
va dé chi trinh tu axit amin bao gdm céc gdc axit amin ton tai thudng xuyén nhét & mdi vi
trf trong tt ca cac globulin mién dich ngudi thude loai, isotyp, hoac chu trac dudi don vi
cu thé bt ky. Do @6, trinh tu lién trng bao gém trinh tu axit amin c¢6 & mdi vi tri mot axit
amin c6 mit trong mot hogc nhidu globulin mi&n dich da biét, nhung ¢6 thé khong nhan déi
chinh x4c toan bd trinh ty axit amin ciia globulin mién dich riéng 1¢ bét ky. Trinh tu lién
g vung bién dbi khong thu duge tir globulin mién dich hodc khang thé dwgc san xudt tu
nhién bat ky. Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., va cac bién thé cua no.
Céc FR cua céc trinh tu lién img chudi ning va chudi nhe va cac bién thé ctia n6, cung cép
cac trinh tu hiru dung cho viéc diéu ché cac khang thé khang Sema3A dugc nhén héa. Xem,

vi du, Bing sang ché My s6 6,037,454 va 6,054,297.

Céc trinh tu dong mam cia ngudi duge phat hién trong ty nhién & quan thé nguoi.
Su t8 hop cua cac gen dong mam d6 tao thanh tinh da dang khang thé. Cac trinh ty khang
thé dong mam cho chudi nhe ciia khang thé dén tir gen j va gen v kappa hodc lambda dong
mam dugc bao toan cia nguoi. Tuwong tu, céc trinh ty chudi ning dén tir cac genv,dvaj
dong mam (LeFranc, M-P, and LeFranc, G, “The Immunoglobulin Facts Book™ Academic

Press, 2001).
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Khéng thé "dwoc phan 1ap" 1a khang thé da dugc nhan dang va dugc tach va/hodc
thu hoi tr thanh phan trong moi truedng tw nhién cta nd. Cac thanh phan nhiém tap trong
moi truong tu nhién cua khang thé 13 cac vat liéu ma ¢ thé can trd viéc ung dung trong
chén doan hodc diéu trj cia khang thé, va c6 thé 1a cac enzym, hormon, hodc cac chat hoa
tan ¢6 ban chét protein hodc khong protein. Theo mot khia canh, khang thé s& dugc tinh

ché dén su phan 1ap it nhét 1a trén 95% khdi lugng ctia khang thé.

Thuat ngit "hiéu sudt khang th8" dung dé chi cac yéu té/dic tinh gop phan nhan dién
khang thé ctia khang nguyén hodc hiéu quéa cia khang thé in vivo. Theo phuong an duoc
wu tién, n6 d& cap dén kha ning cua khang thé ngan chin sy tan vo khung té bao 1 cac té
bao vong mac. Nhitng thay dbi & trinh ty axit amin cua khang thé c6 thé anh huéng dén cac
tinh chat cia khang thé nhu su gap nép, va co6 thé anh hudng dén céac yéu té vat 1y nhu toc
d6 ban dau cua sy gin két khang thé v6i khang nguyén (ka), hing s6 phén ly ctia khang thé
tir khang nguyén (kq), hang sb 4i luc cua khang thé cho khang nguyén (Kd), cdu tao cua

khang thé, tinh 6n dinh ctia protein, va thoi gian ban huy cua khang thé.

Nhu dugce st dung ¢ day, thuat ngit "tuong dong" hoic "phan trim tuong dong",
trong treong hop hai hodc nhidu trinh tw axit nucleic hodc polypeptit, dé chi hai hodc nhiéu
trinh tu hodc phan trinh tu 12 giéng nhau hodc ¢6 mirc phén trim d3 dinh cla céc nucleotit
hodc cac gbe axit amin gidng nhau, khi duoc so sanh va cin thing hang dé c6 su twong ting
t6i da. D& xac dinh phan trdm tuwong déng, c4c trinh ty dugc cin thing hang nhim muc dich
so sanh tdi wu (vi du, cac khoang trong c6 thé duge dua vao trong trinh tu cta trinh ty axit
amin hodc axit nucleic thi nhét dé can théng hang toi wu véi trinh tu axit amin hodc axit
nucleic thir hai). Cac géc axit amin hodc cac nucleotit tai cac vi tri axit amin hodc c4c vi tri
nucleotit twvong tng sau d6 dugc so sanh. Khi mét vi tri trong trinh tu thir nhét duge chiém
chd béi gde axit amin hodc nucleotit gidng nhu vi tri trong tng trong trinh ty thi hai, thi
cac phan tr 1a tuong ddng tai vi tri d6. Phan trim tuong dong gitta hai trinh tw 1a ham s6
cua sb luong vi tri twong ddng chia déu cho céc trinh tu (ttc 13, % twong dong= sb luong
vi tri twong ddng/tong s6 lwong cac vi tri (vi du, cac vi tri chdng chap)x100). Theo mot sb
phuong an, hai trinh ty ma duoc so sanh la c6 do dai gibng nhau sau khi cac khoang trong

duoc dua vao trong cac trinh tur nay, néu thich hop (vi du, ngoai trir trinh tur bb sung kéo
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dai vugt qua cac trinh tu duge so sanh). Vi du, néu céc trinh ty ving bién ddi duoc so sanh,
c4c trinh tu din ddu va/hodc cac tﬁnh tu cua mién cb dinh khong dugc xem xét. DPéi véi
viéc so sanh trinh tu gitta hai trinh ty, CDR “twong ung” dé cap dén CDR & vi tri gidng
nhau trong ca hai trinh tu (vi du, CDR-H1 cua mdi trinh ty).

Viéc xé4c dinh phan trim tuong ddng hodc phan tram tuong tu giita hai trinh ty c6
thé dugc thuc hién béng cach sir dung thuét toan toan hoc. Vi du khong gi6i han, dugc uvu
tién vé thuit toan toan hoc duoc sir dung dé so sanh hai trinh tu 13 thuét toan cia Karlin va
Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, dugc cai bién nhu trong bai viét
cua Karlin va Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Thuat toan nay
dugc két hop vao cc chuong trinh NBLAST va XBLAST ctia Altschul et al., 1990, J. Mol.
Biol. 215:403-410. Cac tra ctru nucleotit BLAST c6 thé dugc thuc hién véi chwong trinh
NBLAST, diém ghi=100, d0 dai tr=12, dé thu dugc céc trinh tw nucleotit dong nhat véi
axit nucleic ma hoa protein can quan tAm. Céc tra ctru protein BLAST ¢6 thé dugc thuc
hién v6i chuong trinh XBLAST, diém ghi = 50, d9 dai tir = 3, dé thu dugc céc trinh tu axit
amin ddng nhét véi protein can quan tam. Dé thu duoc su sip xép thang hang c6 chd trong
nhim cac muc dich so sanh, chuong trinh Gapped BLAST ¢6 thé duoc sir dung nhu duge
md ta trong tai liéu ctia Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Cach khac,
PSI-Blast c6 thé dugc sit dung dé thuc hién viéc tra ctiru lap dé phat hién cac mbi quan hé
xa cach giita cac phan ti (Id.). Khi st dung céc chuong trinh BLAST, Gapped BLAST, va
PSI-Blast, cac thong sb dit truée cla cac chuong trinh twong tmg (vi du, XBLAST va
NBLAST) c6 thé duoc sit dung. Vi du khdng gi¢i han, duge vu tién vé thut toan toan hoc
duge sit dung dé so sanh cac trinh tu 1a thuat toan cua Myers va Miller, CABIOS (1989).
Thut toan nay dwoc két hop vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0) ma 1a mot phan ciia
26i phan mém sap xép thang hang trinh ty GCG. Khi st dung chwong trinh ALIGN dé so
sanh c4c trinh tu axit amin, bang gdc trong s6 PAM120, murc phat do dai khoang trong 1a
12, va mtrc phat khoang tréng 1a 4 ¢6 thé dugc st dung. Céc thuat toan bd sung dé phan
tich trinh tw da dugc biét dén trong linh vuc nay va bao gdbm ADVANCE va ADAM nhu
duge md ta trong Torellis and Robotti, 1994, Comput. Appl. Biosci. 10:3-5; va FASTA
dugc md ta trong Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-8. Trong
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FASTA, ktup 1a lwa chon dbi chirng, luwa chon nay cai dat do nhay va tdc d6 cua viéc tra
ctru. Néu ktup=2, cac ving tuong tu trong hai trinh tu dugc so sanh duoc phét hién bang
céch nhin vao cac cap goe dugce sip xép thang hang; néu ktup=1, cac axit amin don dugc
sép Xép théng hang dugc kiém tra. ktup co thé duoc cai dat béng 2 hodc 1 d6i véi cac trinh
tu protein, hodc tur 1 dén 6 dbi v6i céc trinh tw ADN. Néu ktup khoéng dugc quy dinh thi
ché do tu dong 1a 2 ddi véi cac protein va 6 d6i v6i ADN. Cach khac, su cin thang hang
trinh ty protein c6 thé duoc thuc hién béng cach sir dung thuét toan CLUSTAL W, nhu
duoc mo ta boi Higgins et al., 1996, Methods Enzymol. 266:383-402.

Nhu duoc st dung & day, cac thuat ngir "té bao", "dong té bao", va "mdi truong nudi
céy té bao" dugc st dung thay thé cho nhau va tt ca cac thuat ngit nhu vay bao gém ca thé
hé sau cua ching. Do d6, "thé bién nap" va "té bao duoc bién nap" bao gdm té dbi twong
so cAp va mdi trudng nudi cdy c6 ngudn g tir d6 ma khong quan tAm dén s6 1an chuyén
nhiém.

Thuat ngit “dong vat c6 va” ddi véi cac muc dich diéu tri chi dong vat dugc phan
loai vao dong vat c6 v, bao gdm ngudi, dong vat nudi trong nha va & trang trai, va dong
vét trong vuon tha, dong vat thé thao, hodc tha nudi, nhur cho, ngua, méo, bo, va cac dong

vét twong ty. T6t hon 13, dong vat c6 vi 1a nguoi.

"Bénh" hodc “rdi loan”, nhu duoc sir dung & déy, 1a tinh trang bat ky ma c6 lgi tir sy
didu tri bang khang thé khang Sema3A dugc nhan héa duge mo ta & déy. R6i loan bao gom
161 loan hodc bénh man tinh va cép tinh bao gém cac tinh trang bénh ly ma lam cho dong

vat ¢6 vi mac roi loan bi nghi ngo.

Thuat ngit “tiém ndi nhan” c6 nghia thong thuong cla no trong linh vuc va dé chi
viéc dua khang thé khang Sema3 A hoic méanh lién két khang nguyén ctia né vao trong dich
kinh cua bénh nhan.

Thuét ngit "ding dudi da" dé chi viéc dua khang thé khang Sema3 A hoic manh lién
két khang nguyén cia n6 vao dudi da cia bénh nhan la nguoi hodc dong vat, uu tién bén
trong tii ndm gifta da va md bén dudi, bang cach phan phdi twong di cham, kéo dai tir dd

chira thuoc. Véo hoic kéo da 1én va ra khoi mo bén dudi co the tao ra tii nay.
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Thuit nglt "truyén dudi da" ding dé chi viéc dua thube vao dudi da clia dong vat
hodic bénh nhan ngudi, tot hon 1a trong thi nim gitta da va md bén dudi, bang cach phan
phéi twong d6i cham, kéo dai tir dd chura thudc trong mot khoang thoi gian bao gbm, nhung
khong giéi han 6, 30 phut hodc it hon, hodc 90 phut hodc it hon. Tuy chon, viéc truyén co
thé duoc thuc hién br?mg cach céy dudi da mot bom phan phéi thude dugc céy dudi da cua
dong vat hodc bénh nhan nguoi, trong d6 bom nay phan phéi mot lwong thudc duoc xac
dinh truéc trong mot khoang thoi gian xac dinh trude, nhu 30 phut, 90 phut, hodc mot
khoéang thoi gian kéo dai thoi gian ciia phac dd diéu tri.

Thuét ngit "tiém nhanh (bolus) dudi da" dung dé chi viéc st dung thude dudi da cua
dong vat hodc bénh nhan nguoi, trong d6 viéc phin phéi thude tiém nhanh 12 it hon khoang
15 phut, theo mot khia canh khéc, it hon 5 phut, va theo mét khia canh khéc nita, it hon 60
gidy. Theo khia canh khdc nita, viéc sir dung la trong thi nam gitta da va mo bén dudi, noi

ti c6 thé dugc tao ra bing cach véo hodc kéo da 1én va ra khéi mo bén dudi.

Thuét ngt "luong c6 hiéu qua didu tri" dwogc st dung dé chi lwong khéang thé khang
Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia né ma lam giam hodc thuyén giam mot hodc
nhidu triéu chimg cia cac rdi loan dang duoc diéu tri. D6 1 lrong ma ¢6 két qua c6 1gi cho
bénh nhan. Hi€u qua co thé duoc xac dinh theo nhitng cach thong thuong, tuy thudc vao
tinh trang dugc didu tri. Vi du, & cac bénh hodc rbi loan & mit/vong mac dugc dic trung
béi cac té bao biéu hién Sema3A, hiéu qua c6 thé duoc do bé‘mg cach xac dinh céac ti 1€ dép
ung, vi du, su phuc hoi thi luc hoic béng cach danh gia thoi gian tri hoan cho t61 khi bénh
tién trién.

Céac thuat ngit "diéu tri" va "tri liéu" va tuong tu, nhu dugc st dung ¢ ddy, c6 nghia
12 bao gbdm cac bién phap diéu tri ciing nhu phong ngira, hodc cac bién phap tc ché déi véi
bénh hoic r6i loan dan dén tac dung lam sang mong mudn hoic ¢6 loi bét ky, bao gém
nhung khong gi¢i han ¢ viéc gidm bét hodc lam giam mdt hodc nhiéu triéu chimg, su thoai
lui, 1am chdm hoic chim dirt tién trién ctia bénh hodc réi loan. Do d6, vi du, thuat ngit diéu
tri bao gdm viéc ding khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6
trude hodc sau khi khai phat triéu chimg cia bénh hoac r6i loan nhdr d6 ngén chin hoic loai

b6 mdt hodc nhiéu dau hiéu cuia bénh hodc roi loan. Vi du khéc 1a, thuat ngit nady bao gom
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viéc sir dung khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 sau khi c6
biéu hién 14m sang cta bénh dé chéng lai cac triéu chimg ctia bénh. Hon nita, viéc dung
khéng thé khang Sema3A hoic ménh lién két khang nguyén clia n6 sau khi kh&i phat va
sau khi cac triéu ching 1am sang da phat trién trong d6 viéc sir dung anh hudng dén céac
thong sb 1am sang cta bénh hodc réi loan, cho du viée diéu tri c6 dan dén sy cai thién bénh
hay khong, bao gém "diéu tri" hodc "tri liéu" nhu duge sir dung & day. Ngoai ra, mién 1a
cac ché phim clia sang ché & dang riéng 1€ hogc két hop v6i cht tri liéu khac lam gidm bét
hodc cai thién it nhat mot triéu ching cta 161 loan dugc diéu tri so vai triéu chimg d6 khi
khong str dung ché pham khéng thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia
ching, Kkét qua nén duogc coi la diéu tri hiéu qua r6i loan co ban bét ké tt ca cac triéu ching

cua rbi loan ¢6 giam bét hay khong.

Thuit ngit "td hudng dan st dung di kém" duoc st dung dé chi huéng dan thudng
dugc bao gém trong cac goi san phém diéu tri trén thi truong, c6 chira thong tin vé chi dinh,
cach str dung, duong dung, chéng chi dinh va/hoac canh béao vé viée st dung cac san phém

diéu tri do.

Khéng thé theo sang ché

Theo khia canh th nhit, sang ché dé cap dén khang thé khang Sema3A hodc manh
lién két khang nguyén cia no. T6t hon 13, khang thé da néu 1a khang thé khang Sema3A
duoc nhan hoa, tot hon nita 14 khang thé khang Sema3A don dong dugc nhén hoa.

O su phan tich dic diém ban dAu, thu vién cac khang thé hudéng dich cac bién thé
Sema3A duoc sinh ra bang cach dit cac CDR cua céc khang thé chudt vao trong cac FR
ctia cac mién bién ddi chudi ning va chudi nhe lién Gng ciia ngudi va hon thé nita bang
céch thiét ké cac FR véi cac su thay dbi khac nhau.

Diéu nay dan dén cac khang thé dugc nhan hoa duoc dinh huéng khang Sema3 A véi
cac tinh chit dugc ting cuong nhu duge bdc 10 & day. Céc trinh ty ciia khang thé theo sang
ché dugc trinh bay trong bang 1 duéi day.
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Béang 1:

Tén Trinh ti axit amin SEQ ID NO
HCDR1 SYYMS SEQ ID NO: 1
HCDR2 TIIKSGGYAY YPDSVKD SEQ ID NO: 2
HCDR3 GGQGAMDY SEQ ID NO: 3
LCDRI1 RASQSIGDYL H SEQ ID NO: 4
LCDR2 YASQSIS SEQ ID NO: 5
LCDR3 QQGYSFPYT SEQ ID NO: 6
VH-bién | EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SEQ ID NO: 7
the 1 SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY

PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOQMSSLRAED

TAVYYCVRGG QGAMDYWGQG TTVTVSS
VH - bién | EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFPFS SEQ ID NO: 8
thé 2 SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY

PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOQMSSLRAED

TAVYYCVRGG QGAMDYWGQG TTVTVSS
VH - bién | EVQLVESGGG LVQLGGSLRL SCAASGFTFS SEQ ID NO: 9
thé 3 SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY

PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOQMNSLRAED

TAVYYCVKGG QGAMDYWGQG TTVTVSS
VH- bién EVQLVESGGG LLQLGGSLRL SCAASGFTFS SEQ ID NO: 10
the 4 SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY

PDSVKDREFTI SRDNSKNTLN LQMNSLRAED

TAVYYCVKGG QGAMDYWGQG TTVTVSS
VL - bién | EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG SEQ ID NO: 11
thé a DYLHWYQQKP GQAPRLLIKY ASQSISGIPA

RFSGSGSGTD FTLTITSLEP EDFAVYYCQQ

GYSFPYTFGG GTKLEIK
VL - bién | EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG SEQ ID NO: 12
thé b DYLHWYQQKP GQAPRLLIYY ASQSISGIPA

RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ

GYSFPYTFGG GTKLEIK
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VL- bién
thé ¢

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG
DYLHWYQQKP GQAPRLLIKY ASQSISGIPA
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ
GYSFPYTFGG GTKLEIK

SEQ ID NO: 13

Chuoi nang-

Dong vo
tinh [

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTES
SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY
PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOMSSLRAED
TAVYYCVRGG QGAMDYWGQG TTVTVSSAST

KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK

VDKRVEPKSC DKTHTCPPCP APEAAGGPSV

FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK

NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

SEQ ID NO: 14

Chudi nhe-

Dong vo
tinh I

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG
DYLHWYQQKP GQAPRLLIKY ASQSISGIPA
RFSGSGSGTD FTLTITSLEP EDFAVYYCQQ
GYSFPYTFGG GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP

SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN
RGEC

SEQ ID NO: 15

Chudi ning

Dong II

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFPFS
SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY
PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOMSSLRAED
TAVYYCVRGG QGAMDYWGQG TTVTVSSAST
KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK
VDKRVEPKSC DKTHTCPPCP APEAAGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN

SEQ ID NO: 16
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YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

Chudi nang-
Dong vo
tinh IIT

EVQLVESGGG LVQLGGSLRL SCAASGFTFS
SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IIKSGGYAYY
PDSVKDRFTI SRDNSKNTLY LOQMNSLRAED
TAVYYCVKGG QGAMDYWGQG TTVTVSSAST
KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK
VDKRVEPKSC DKTHTCPPCP APEAAGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

SEQ ID NO: 17

Chudi nhe —
Dong vo
tinh II1

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG
DYLHWYQQKP GQAPRLLIYY ASQSISGIPA
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ
GYSFPYTFGG GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN
RGEC

SEQ ID NO: 18

Chudi ning-
Dong vo
tinh IV

EVQLVESGGG LLQLGGSLRL SCAASGFTFS
SYYMSWVRQA PGKGLEWVST IKSGGYAYY
PDSVKDRFTI SRDNSKNTLN LOQMNSLRAED
TAVYYCVKGG QGAMDYWGQG TTVTVSSAST
KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK
VDKRVEPKSC DKTHTCPPCP APEAAGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

SEQ ID NO: 19
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Chudi nhe — | EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSIG SEQ ID NO: 20
Dong vo DYLHWYQQKP GQAPRLLIKY ASQSISGIPA
tinh IV RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ

GYSFPYTFGG GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN
RGEC

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hoic manh lién

két khang nguyén ctia né bao gom:

— vung bién d6i chudi ning bao gbm trinh tir axit amin ctia SEQ ID NO: 1 (H-CDR1);
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 2 (H-CDR2); va trinh ty axit amin cta SEQ ID
NO: 3 (H-CDR3); va

— vung bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 4 (L-CDRI1);
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 6 (L-CDR3).

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hodc manh lién

két khang nguyén cua n6 bao gom:

— vung bién dbi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin twong ddng it nhit 80%, it nhét
90%, it nhat 95%, it nhat 98%, hodc it nhit 99% véi trinh tu axit amin cia SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va

— vung bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin tuong ddng it nhit 80%, it nhét
90%, it nhat 95%, it nhit 98%, hogc it nhat 99% véi trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 hoac SEQ ID NO: 13.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hoic ménh lién
két khang nguyén ctia n6 bao gbm:

— ving bién d6i chudi ning bao gbm trinh tur axit amin twong ddng it nhit 80%, it nhét
90%, it nhat 95%, it nhat 98%, hodc it nhit 99% véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO: 10; va
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— vung bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin tuwong dong it nhat 80%, it nhat
90%, it nhAt 95%, it nhat 98%, hodc it nhit 99% v&i trinh tir axit amin ctia SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 hodac SEQ ID NO: 13;
trong do:
— vaung bién d6i chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 1 (H-CDR1);
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 2 (H-CDR2); va trinh ty axit amin cua SEQ ID
NO: 3 (H-CDR3); va
— vung bién ddi chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 4 (L-CDR1);
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO: 6 (L-CDR3).
Theo phuong an khac nita, sang ché @ xuét khang thé khang Sema3A hoic manh
lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm:
— ving bién dbi chudi nang bao gdm cac trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hoac SEQ ID NO: 10; va
— ving bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin ctia SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 hoac SEQ ID NO: 13.
Theo phuong an dugc vu tién, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3 A hozc manh

lién két khang nguyén ctia né bao gdbm:

vung bién doi chudi ning va vung bién doi chudi nhe bao gom cdc trinh ty axit amin

cua SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 11, tuong tng;

— vung bién d6i chudi ning va ving bién doi chudi nhe bao gdbm céc trinh ty axit amin

cua SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 11, tuong Ung;

— vung bién doi chudi ning va vung bién doi chudi nhe bao gom cc trinh ty axit amin

cua SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12, tuong tng; hodc

— vung bién doi chudi ning va vung bién doi chudi nhe bao gom cac trinh tu axit amin

cua SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 13, twong ung.
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Theo phuong an khéc nita, sang ché d& xuét khang thé khang Sema3A hoic méanh

lién két khang nguyén ctia n6é bao gom:

— chudi ndng bao gdm, t6t hon 1a gdm, trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 hoic SEQ ID NO: 19; va

— chudi nhe bao gdm, t6t hon 1 gdm, trinh tr axit amin cia SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 18 hodc SEQ ID NO: 20.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé khang Sema3A hodc méanh

lién két khang nguyén ctia né bao gom:

a. chudi ning bao gém trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 14 va chudi nhe bao gdm

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15, khang thé d3 néu duoc goi 1a “dong vo tinh I”;

b. chudi ning bao gém trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 16 va chudi nhe bao gém
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15, khang thé da néu duoc goi 1a “dong vo tinh II”;

c. chudi nang bao gém trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 17 va chudi nhe bao gém
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 18, khang thé da néu dwgc goi 1a “dong vo tinh I117;

hoac

d. chudi ning bao gdm trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO: 19 va chubi nhe bao gdbm
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 20, khang thé da néu duoc goi 1a “dong vo tinh IV™.

Céc thé dot bién IgG1-KO da duoc tao ra bing cach dwa cac dot bién vao trong ving
Fc. Cac dot bién dé lam giam hodc trc ché chic nang yéu t tac dong da duoc biét r5 boi
ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat va duge boc 10 rd rang trong tinh trang
k¥ thuat, vi du trong tai liéu Wang et al, Protein Cell 2018, 9(1):63—73 va Stewart et al.
Journal for ImmunoTherapy of Cancer 2014, 2:29. Thong thuong, danh sach khong gii
han céc dot bién dugc dua vao trong ving IgG1 Fc dé 1am giam chirc nang yéu t6 tac dong

cua Fc bao gf”)m:
= [.234A valL235A;
= 1.234A,1L235A, va N297Q;

= 1.234A,1235A, va P329G; hodc
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= 1234A,1235A, va D265A;
trong do6 cac gbc dugc danh s theo chi s6 EU ciia Kabat.
THeo phuong an dugc uu tién, khang thé theo sang ché bao gdm hai dot bién L234A
va1.235A & ving Fc dé 1am giam chtic nang yéu t6 tac dong.
CDR dugc boc 16 & day va duge mo té trong SEQ ID NO: 1 dén 6 dugc thé hién theo
cach danh sd Kabat va dugc tong hop trong bang 2 dudi day véi vi tri Kabat.

Bang 2:
CDR Trinh tuy Kabat Vi tri Kabat SEQ ID NO:
HCDRI1 SYYMS 31-35 1
HCDR2 TIIKSGGYAYYPDSVKD 50-66 2
HCDR3 GGQGAMDY 99-106 3
LCDRI1 RASQSIGDYLH 24-34 4
LCDR2 YASQSIS 50-56 5
LCDR3 QQGYSFPYT 89-97 6

Khang thé khang Sema3A theo sang ché lién két véi 4i luc cao v6i Sema3 A ngudi.
Theo mdt phuong an lién quan dén khia canh nay, khang thé khang Sema3A theo sing ché
lién két v6i Sema3 A nguoi tai Kp < 50 pM. Theo phuong an khac, khang thé khang Sema3A
theo sang ché lién két v6i Sema3A nguoi tai Kp < 35 pM, nhu dugc minh hoa trong Vi du
4. Theo phuong an dugce uvu tién, khang thé khang Sema3A theo séng ché lién két véi

Sema3A nguoi tai Kp <30 pM.

Khéng thé khdng Sema3A theo sang ché ciing lién két véi Sema3A clia cyno,

Sema3A chu6t nhit, Sema3A chudt cong va Sema3A thé.

Khéang thé khang Sema3A theo sang ché ngin ngira sy tan v khung té bao do
Sema3A gdy ra ¢ cac té bao vong mac vé6i hoat luc chirc nang nhé hon 100 pM, t6t hon 1
nho hon 80 pM, t6t hon nita 1a nhd hon 70 pM. Theo phwong 4n duoc uu tién, khang thé
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khang Sema3A theo sang ché ngan ngira sy tan v& khung té bao do Sema3A giy ra & cac

té bao vong mac v6i hoat luc chire ning 1a 69 pM, nhu duge minh hoa trong Vi du 4.

Theo khia canh khac, khang thé khang Sema3A theo sang ché da chimg minh 1a ¢6
nguy co gy mién dich thip nhu dugc mo ta trong Vi du 5. Diéu nay dua vao su du doan
in silico tinh sinh mién dich cta khang thé. Nguy co sinh mién dich thuong dugce danh gia
bing cac phuwong phép khéc nhau da biét rd nhu bang thuit toan trén may tinh dé du doan
céc epitop té bao T, yéu t6 anh hudng tinh sinh mién dich chinh.

Thuc vay, da dugc bao céo réng cac trinh tu chira cac epitop té bao T c6 mit trong
cac protein quan tam co thé dugc du doan bang cach sir dung thuit toan dua trén phuong
phéap tiép cén ma tran tinh toan bang may tinh, sin c6 dudi tén EpiMatrix (dugc san Xuét
béi EpiVax). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat c6 thé dé cap dén Van
Walle et al., Expert Opin Biol Ther. 2007 March; 7(3): 405-18 va Jawa and al., Clin
Immunol. 2013 Dec;149(3):534-55.

Céc tac gia sang ché da chimg t6 ring khang thé theo sang ché thé hién céc tinh
chét c¢6 1gi hon so véi cac khang thé khéc hodc cac manh huéng dich Sema3A dugc dé cap

trong tinh trang k¥ thuat va duoc mo ta ¢ day.

Céc tac gia sang ché da so sanh 4i luc lién két cua khang thé huéng dich Sema3A
duoc boc 10 trong W02014123186 (Chiome Bioscience) v6i ai lyc cua khang thé theo sang
ché. Cac khang thé cia W02014123186 duoc boc 10 dé sur dung trong diéu tri bénh
Alzheimer. Vi du 8 ciia sang ché thé hién ring khang thé theo séng ché da ching t6 c6 cac
&i luc lién két cao hon ddi v4i Sema3 A ngudi so v6i khang thé trong giai phap da biét dugc
boc 16 boi Chiome Bioscience.

Céc tac gia sang ché ciing da so sanh céc tinh chét cua khang thé theo sang ché véi
cac manh ScFv dugc boc 10 trong WO2017074013 (Samsung). Cac manh nay dugc boc 10
dé sir dung trong diéu tri cac bénh ung thu khac nhau. Vi du 9 theo sang ché chimg t6 rang
khang thé theo sang ché da chitng minh 14 ¢6 céc 4i luc lién két cao hon dbi voi Sema3A

ngudi so voi cac manh khang thé cta giai phap da biét duge boc 16 béi W02017074013.
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Ai luc lién két cao hon kéo dai thoi gian dé trung hoa Sema3A sau khi tiém ndi
nhan va cho phép giam tAn sudt tiém. Ai luc lién két cao hon cho phép st dung lidu thap
hon, han ché cac tac dung phu tiém an. Khang thé theo sang ché do d6 dua ra cc uu diém
k¥ thuat so véi cac khang thé cua giai phap da biét. Ai luc lién két duge cai thién va tan
suét tiém giam cai thién mot cach dang ké hiéu qua diéu tri cho bénh nhan can diéu tri. N6
cling cung cép céc loi ich ¢ gia tri cho bénh nhén, dic biét 1a cai thién sy tuén thu va tuin

theo huéng dan dung thude.

Céc tac gia sang ché ciing so sanh hoat luc chirc ning ctia khang thé theo sang ché
va khang thé huéng dich Sema3A c¢6 ban san nhu duge mo ta trong Vi du 11 cua séng ché.
Céc tac gia sang ché di ching t6 rang, trong cung didu kién, cdc khang thé theo sang ché
ngan ngura sy tan v& khung té bao do Sema3A gy ra & té bao vong mac (Vi du 3), trong

khi khang thé ¢6 ban sin thi khong (Vi du 11).
Su nhén hoa va cac bién thé trinh tur axit amin

Céc khang thé khang Sema3A bién thé khac va cac manh khang thé c6 thé dugc
thiét ké dua trén tap hop cac CDR dugc xac dinh dudi céc trinh ty duoec md ta trong SEQ
ID NO: 1 dén 6. Can hiéu rang trong cac khang thé khang Sema3A bién thé va cac manh
khéng thé da néu, trinh ty axit amin cua cic CDR van giit khéng ddi nhung cdc ving xung
quanh, vi du cac viung FR ¢6 thé duoc thiét ké. Cac bién thé trinh ty axit amin cta khang
thé khang Sema3A c6 thé duge tao ra bing cach dua céac thay d6i nucleotit thich hop vao
trong ADN khang thé khang Sema3A, hodc boi su tdng hop peptit. Cac bién thé nhu viy
bao g@)m, vi du, céac loai bo khoi, va/hoac chén vao trong va/hodc su thé, cta cac géc bén
trong cac trinh ty axit amin cda cac khang thé khang Sema3A ctia cac vi du & ddy. Su Kkét
hop béat ky cua su loai bd, su chén, va su thé duoc tao ra dé dat dwgc cdu tric cubi clng,
mién 14 cAu tric cubi cung nay cé dic tinh mong mudn. Céc thay ddi axit amin c6 thé thay
dbi cac quy trinh sau dich ma cua khang thé khang Sema3A dugc nhan héa hoac bién thé,

nhu 1am thay d6i sé lugng hodc vi tri clia céc vi tri glycosyl hoa.

Loai khéc cia bién thé axit amin ctia khang thé bao gom viéc thay ddi kiéu glycosyl

ban diu cta khang thé. Thuat ngit "lam thay dbi" trong ngit canh nay c6 nghia 1a loai b
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mot hodc nhidu g cacbohydrat duoc phat hién trong khang thé, va/hoic bd sung mot hoidc

nhiéu vi tri glycosyl h6a ma khdng c6 mit trudc do trong khang thé.

Theo mdt s6 khia canh, sdng ché bao gdm céc phan tir axit nucleic ma ma héa cac
bién thé trinh tu axit amin cua khang thé khang Sema3A dwgc md ta & day. C4c phan tir
axit nucleic ma hoa cac bién thé trinh tu axit amin cia khang thé khéang Sema3A duogc tao
ra bang nhiéu phwong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat. Cac phuong phép nay bao gbm,
nhung khong bi gi6i han &, s phan 14p tu ngudn tu nhién (trong trudng hop céc bién thé
trinh ty axit amin xudt hién tu nhién) hoac su tao thanh béi gay dot bién dugc trung gian
béi oligonucleotit (hodc hudng vi tri), gdy dot bién PCR, va gy dot bién catxet cia bién

thé dugc tao ra trudc d6 hodc phién ban khong dot bién cua khang thé khang Sema3A.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé khang Sema3A 1 manh khang thé. C6
cac k§ thudt ma da duoc phat trién dé san xuét cdc manh khang thé. Cac manh c6 thé thu
duoc bang cach phan giai protein cac khang thé nguyén ven (xem, vi du, Morimoto et al.,
1992, Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117; va Brennan et al.,
1985, Science 229:81). Theo cach khac, cdc manh nay co thé duoc san xuét truc tiép O cac
té bao chu tai td hop. Vi du, cac manh Fab'-SH c6 thé dugc thu hdi truc tiép tir E. coli va
duoc két hop hoéa hoc dé tao thanh cac manh F(ab'), (xem, vi du, Carter et al., 1992,
Bio/Technology 10:163-167). Theo phuong phap khac, cac manh F(ab')2 c6 thé duoc phan
lap truc tiép tir dich nudi cy té bao chi tai t6 hop. Cac k¥ thuat khac dé san xut cac manh
khéng thé s& r rang d6i voi nguoi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc nay.

Céc khang thé khang Sema3A va cac manh lién két khang nguyén do d6 ¢ thé bao
gbm céc cai bién.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, c6 thé mong mudn st dung manh khang thé khang
Sema3A, hon la khang thé nguyén ven. C6 thé mong mudn cai bién manh khang thé dé 1am
tang thoi gian ban hiy huyét thanh. Piéu nay co thé dat dugc, vi du, bang cach két hop
epitop lién két thu thé ciru trg vao trong manh khéng thé. Trong mot phuong phap, ving
thich hop cta manh khéng thé c¢6 thé dugc thay doi (vi du, duge dot bién), hodc epitop c6
thé duoc két hop vao thé peptit ma sau d6 duoc dung hop véi méanh khang thé tai mot dau
hodc ¢ gitra, vi du, béi su téng hop ADN hodc peptit. Xem, vi du, WO 96/32478.
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Theo phuong an khac, sang ché bao gdm cac cai bién cong héa tri clia cac khang
thé khang Sema3A. Céc cai bién cong hoéa tri bao gbm su cai bién cac gbe xysteinyl, gbc
histidyl, cac gbc lysinyl va diu ciing amino, cic gbc arginyl, cac gbc tyrosyl, cac nhom
canh carboxyl (aspartyl hodc glutamyl), cac gbc glutaminyl va asparaginyl, hodc cac gbc
seryl, hodc threonyl. Cac loai cai bién cong hoa tri khac bao gbm cac glycosit két cap bang
hoa hoc hodc enzym v6i khang thé. Céc cai bién nay co thé dugc tao ra béng su téng hop
héa hoc hodc bing sy phéan tach bang enzym hodc héa hoc ctia khang thé, néu c6 thé. Cac
loai cai bién cong hoa tri khac ciia khang thé c6 thé dugc dwa vao phan tir bang cach cho
cac gbe axit amin dwgc huéng dich ctia khéng thé phan tmg véi cht tao din xuat hitu co
ma c6 kha nang phan trng véi céc chudi bén dugc chon hoic cac géc dau cung amino hoac

carboxy.

Suloai bo cac géc cacbohydrat bét ky c6 mat trén khang thé 6 thé dugc hoan thanh
bang héa hoc hodc enzym. Su deglycosyl hoa hoa hoc duge mé ta boi Hakimuddin et al.,
1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 va boi Edge et al., 1981, Anal. Biochem., 118:131.
Su phén tach bing enzym cuia cc gbc cacbohydrat trén cac khang thé c6 thé dat dugc bang
viée st dung da dang cac endo- va exo-glycosidaza nhu dugc mo ta boi Thotakura et al.,

1987, Meth. Enzymol 138:350.

Loai cai bién cong hoa tri hitu dung khéc bao gbm viéc lién két khang thé v6i mot
trong s& nhiéu polyme khong c6 protein, vi du, polyetylen glycol, polypropylen glycol,
hodc cac polyoxyalkylen, theo cach dugc néu trong mot hodc nhiéu tai liéu trong sd Bang
séng ché Mg sb 4,640,835, Bing sang ché My sb 4,496,689, Bing sang ché My sb
4,301,144, Bing sang ché M§ s6 4,670,417, Bing sang ché My sb 4,791,192 va Bang sang
ché My¥ s 4,179,337.

Lién két epitop

Theo khia canh thit hai, sang ché d& cap dén khang thé ma nhan biét "epitop khang
nguyén Sema3A" va "epitop Sema3A” déc hi€u. Cu thé, khang thé theo sang ché lién két
véi epitop cia Sema3A nguoi voi SEQ ID NO: 22.
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Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang Sema3A hodc manh lién

két khang nguyén ctia né ma lién két véi it nhat mot goc axit amin bén trong cac vung axit

amin 370-382 ctia Sema3A nguoi nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 22.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén khang thé khang Sema3A hoic manh

lien két khéng nguyén ctia n6 ma lién két voi SEQ ID NO: 21.

Céc trinh ty SEQ ID NO: 21 va 22 dugc md ta trong bang 5 duéi day.

Bang 5
Tén Trinh tu SEQ ID
NO:
Epitop DSTKDLPDDV ITF 21
Sema3A
Sema3A NYQNGKNNVPRLKLSYKEMLESNNVITFNGLANSSSYH | 22
nguoi TFLLDEERSRLYVGAKDHIFSFDLVNIKDFQKIVWPVSY

TRRDECKWAGKDILKECANFIKVLKAYNQTHLYACGT
GAFHPICTYIEIGHHPEDNIFKLENSHFENGRGKSPYDPK
LLTASLLIDGELYSGTAADFMGRDFAIFRTLGHHHPIRT
EQHDSRWLNDPKFISAHLISESDNPEDDKVYFFFRENAI
DGEHSGKATHARIGQICKNDFGGHRSLVNKWTTFLKAR
LICSVPGPNGIDTHFDELQDVFLMNFKDPKNPVVYGVFT
TSSNIFKGSAVCMYSMSDVRRVFLGPYAHRDGPNYQW
VPYQGRVPYPRPGTCPSKTFGGFDSTKDLPDDVITFARS
HPAMYNPVFPMNNRPIVIKTDVNYQFTQIVVDRVDAED
GQYDVMFIGTDVGTVLKVVSIPKETWYDLEEVLLEEMT
VFREPTAISAMELSTKQQQLYIGSTAGVAQLPLHRCDIY
GKACAECCLARDPYCAWDGSACSRYFPTAKRRTRRQD
IRNGDPLTHCSDLHHDNHHGHSPEERITYGVENSSTFLEC
SPKSQRALVYWQFQRRNEERKEEIRVDDHIIRTDQGLLL
RSLQQKDSGNYLCHAVEHGFIQTLLKVTLEVIDTEHLEE
LLHKDDDGDGSKTKEMSNSMTPSQKVWYRDFMQLINH
PNLNTMDEFCEQVWKRDRKQRRQRPGHTPGNSNKWK
HLQENKKGRNRRTHEFERAPRSV

Nhu duoc st dung & day, cac thuat ngilt “epitop khang nguyén Sema3A” va “epitop

Sema3A” dé chi phan tir (vi dy, peptit) hodc méanh cta phén tir c6 kha ning lién két vai
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khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia né. C4c thuat ngit nay bao
gbm, vi du, yéu td quyét dinh khang nguyén Sema3A dugc nhén biét boi bat ky trong sb
cac khang thé hoic cac manh khing thé cta sang ché, ma co su két hop CDR chudi nhe va
chudi nang dugc chon tir cac CDR chudi ning cuia cac SEQ ID NO 1 dén 3 va cac CDR
chudi nhe ctia cac SEQ ID NO: 4 dén 6.

Céc epitop khang nguyén Sema3A cé thé dugc bao gdm trong cac protein, cac
manh protein, cac peptit hodc loai tuong tu. Cac epitop nay la cic protein phé bién nhit,
cac oligopeptit ngén, cac gia oligopeptit (tirc 13, cac hop chét hitu co ma bat chudce cac tinh

chét lién két khang thé cua khang nguyén Sema3A), hodc cac t6 hop ctia chiing.

Da phat hién ra rang cac khang thé hodc cac manh khang nguyén theo sang ché lién
két voi epitop duy nhat ctia Sema3A ngudi. T6t hon 13, khang thé khang Sema3A hoic
ménh lién két khang nguyén cta né lién két vé6i it nhit mot gdc axit amin bén trong cac
viing axit amin 370-382 ciia mién ngoai bio ctia Sema3A ngudi v6i SEQ ID NO: 22. Epitop
nay dwoc dinh vi gin voi giao dién ctia Sema3 A va thu thé Plexin A. Su lién két ctia khang
thé v6i epitop nay trc ché sy hinh thanh phirc hop thu thé hoan chinh truyén tin hiéu cua
phéi tr Sema3A, thu thé Plexin A va déng thu thé Nrpl, dan dén su giao thoa véi céc tac
dung sinh hoc cua su truyén tin hi¢u nay.

Trong ngit canh lién két epitop, cum tir “lién két bén trong cdc viing axit amin X-
Y...” nghia 12 khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén cua n6 lién két
v6i it nhat mot, tdt hon 1a tit ca cac gdc axit amin bén trong viing axit amin dwugc dinh rd
trong trinh tu.

Theo phuong 4n khac, khang thé khang Sema3 A hozc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két voi it nhat 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%,
hodc 100% cua trinh tu axit amin dugc mo ta trong SEQ ID NO: 22. Tét hon 13, khang thé
khéng Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két véi SEQ ID NO: 22.

St dung tri liéu

Theo khia canh thi ba, sang ché dé cap dén khang thé khang Sema3A hoic manh

lién két khang nguyén cia n6 dé sir dung lam thude.
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Theo mdt phwong an, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A hoic manh lién
két khang nguyén ctia n6 dé trc ché tac dung e ché mach ciia SemaA, va/hodc dé cai thién

su tai tao mach ctia vong mac.

Tét hon 13, sang ché d& xuit khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang
nguyén cua nod dé str dung trong diéu tri hoc ngin ngira bénh vong mac hogc mit. Cac tac

thuc vay di phat trién khang thé huéng dich Sema3A, ma cyc ky hiru ich cho viéc:

- hudng lai su tao thanh mach dén cac vung thiéu mau cuc b9, dé cai thién su tai tao

mach cia vong mac;
= ngan nglra su tdn tao mach bénh ly cta vung dich kinh; va
= ngan nglra su tan v& cua hang rao mau vong mac.

Nhu dugc dé cap truée ddy, Sema3A 1a diu hiéu ddy mach dugc tiét boi cac té bao
hach vOng mac giam oxy huyét. Véi su lién két v6i neuropilin-1, n6 kich hoat su truyén tin
hiéu ndi bao cia cac thu thé plexin trén cac té bao ndi mod dan dén su tach cac soi actin.
Diéu nay din dén sy tan v khung té bao & gia tic dang s¢i cua céc té bao ddu mut, cac té
bao ndi mo6 dugc chuyén héa ma dang hudéng dén sy sinh truéng ctia mach méi va ngan sur
tai sinh mach cuia cic vung thiéu méau cuc bd & vong mac. Cac tac gid da chung to rfmg su
diu bién hoat dong ddy mach bang khang thé Sema3A trung héa sé& lam ting sd luong cac
té bao ddu mut va tai dinh huéng sy tao mach dén cac vung thiéu mau cuc bd, nhu vung
khong mach hé thi gidc duge mé rong dugc 1am 16n bénh 1y & ngudi c6 chimg thiéu mau

cuc bd hoang diém do dai thao duong.

Do d6, theo khia canh thir tu, sdng ché dé cap dén khang thé khéang Sema3A hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 dé st dung trong diéu tri hodc ngin ngira cac bénh duoc
chon tir nhém bao gébm bénh 1y vong mac, bénh 1y véng mac thiéu mau cuc bo, bénh 1y
vong mac do dai thdo dudng bao gbm bénh 1y vong mac do d4i thio duong ting sinh va
bénh ly vong mac do dai thdo duong khong tang sinh, bénh phu hoang diém do dai thao
duong, chung thiu méu cuc bd hoang diém do dai thao dudng, bénh thodi hoa diém vang
do tudi, bénh viém vOng mac sic tb, ching loan dudng vong mac di truyén, bénh thoai hda

cén thi, tic dong mach vdng mac, viém ndi nhan, viém mang b6 dao, phu hoang diém dang
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kén, mang tdn tao mach mang mach thtr phat sau cac bénh vong mac bat ky, cac bénh Iy
than kinh thi gidc, bénh tang nhan ap, bénh bong vong mac, bénh ly vdong mac doc td, bénh
1y vong mac burc xa, bénh ly vong mac chin thuong, bénh ly mach vong mac do thube gay
ra, sy tAn tao mach véng mac, bénh ly mach mang mach dang polyp, viém mach véng mac,
phi mao mach vdng mac, chung loan dudng Fuch, chiing gidn mao mach diém vang, hoi

ching usher va bénh Stargardt.

Khang thé khang Sema3A theo sang ché cu thé 1a hiru dung dé diéu tri hodc ngin
nglra bénh ly vong mac do dai thdo duong bao gdm bénh ly vong mac do dai thio dudng
tang sinh va bénh ly vong mac do dai thdo duong khong tdng sinh, bénh ly vong mac thiéu
mau cuc bd, bénh phil hoang diém do déi thio duong, chimg thiéu méu cuc bo hoang diém
do dai thao dudng, phu hoang diém do tudi, su tan tao mach vOng mac va su tan tao mach

mang mach.

Theo phuong an dugc vu tién, bénh da néu la chung thiéu mau cuc bo hoang diém
do dai thao dudng va khang thé theo sang ché thuc diy su tai sinh mach bén trong vong
mac thiéu mau cuc bd (su tai tao mach) va ngan sy tin tao mach bénh ly cuia vang dich kinh

cua mat.

Theo phuong an dugc uu tién khac, bénh da néu la bénh phu hoang diém do dai
thao duong va khang thé theo sang ché lam giam kha ning thAm ctia hang rao mau vong

mac.

Theo phuong an dugc uu tién khac, sang ché dé xuit khang thé khang Sema3A
hodc manh lién két khang nguyén ctia né dé rc ché kha ning thdm qua dugc cam tmg béi
Sema3A cia hang rao mau vong mac va/hodc sy thoai trién mach duwoc cam ung badi
Sema3A tir cac ving thiéu mau cuc bo.

Theo khia canh duoc vu tién, khang thé theo sang ché hiru dung dé diéu tri bénh
ph hoang diém do dai thao duong (DME) va/hoic chimg thiéu méu cuc bo hoang diém do
dai thao duong (DMI). Theo phuong an dugc uu tién, khang thé theo sang ché hiru dung
dé diéu tri cho bénh nhan bi DME va DML Tét hon 14, khang thé theo sang ché dugce st
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dung @& diéu tri DMI nhu dugc x4c dinh béi su 1am 16n trén 15%, 20%, 25%, va tot hon 1a

30% vung khong mach hé thi giac (foveal avascular zone - FAZ).

Theo khia canh thtt nim, sang ché dé& xuit dugc pham chira khang thé khang

Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 va chit mang duogc dung.

Khéang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 duogc ding
theo cach thich hop bat ky, bao gdm trong ndi nhan, duong miéng, ngoai dudng tiéu hoa,
duéi da, trong mang bung, trong phdi, va trong mili. Truyén ngoai duong tiéu héa bao gdm
st dung trong bap, trong tinh mach, trong dong mach, trong mang bung, hodc dudi da.
Ngoai ra, khang thé khang Sema3A dugc dung thich hop bang céc truyén timg dot, cu thé
1a v6i cac lidu khang thé giam dan. Theo mdt khia canh, lidu dugc ding bang cach tiém, t6t
nhét 13 tiém tinh mach hodc tiém duéi da, tiy thudc mot phan vao viée ding thude ngin
ngay hay man tinh. Tét hon 13, khang thé khang Sema3A dugc ding qua tiém ndi nhan vao

trong mat.

Pé phong ngira hoic diéu tri bénh, lidu ding thich hop ctia khang thé s& phu thudc
vao nhiu yéu t& nhu loai bénh dugc diéu tri, nhu duge xéc dinh & trén, mirc dd ning va
dién bién cua bénh, khang thé duoc ding cho cac muc dich phong ngira hay chira bénh, liéu
phap diéu tri trudc day, tién st 1am sang va su dap tmg v6i khéng thé ctia bénh nhan, va su
xem xét cta bac st diéu tri. Khang thé dugc ding mdt cach thich hop d6i voi bénh nhan &

mot thoi diém hodc trong nhiéu lan di€u tri.

Theo phuong an dugce uu tién, khoang lidu dung cua cac khang thé theo sang ché
c6 thé 4p dung cho mdi lan tiém luon nim trong khoang tir 1 mg/mat dén 10 mg/mit, t6t
hon 1a gitta 1,5 mg/mit va 5 mg/mit, tot hon nita 1a giita 2 mg/mét va 3 mg/mét va thim

chi t6t hon nita 1a khoang 2,5 mg/mit.

Thuét ngft “su (tc ché” dugc s dung ¢ day trong cung boi canh véi “su cai thién”
va “su gidm nhe” ¢6 nghia 1a lam giam hoac giam b6t mot hodc nhiéu dac diém cia bénh.
Ché pham khang thé s&€ dugc bao che, dinh lugng, va sir dung theo cach phu hop
v6i thye hanh y khoa t6t. Cac yéu to can xem xét trong boi canh nay bao gom roi loan cu

thé dang dugc diéu tri, dong vat c6 vl cu thé dang duoc diéu tri, tinh trang lam sang cua
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tirng bénh nhan, nguyén nhéin cua rdi loan, vi tri phan phdi tac nhan, phuong phép sir dung,
phéac do sur dung, va céc yéu t6 khac da biét dbi véi bac si. “Luong c6 hiéu luc diéu tri” cua
khang thé dugc st dung s& bi chi phbi béi nhimg cin nhéc d6, va 1a lugng t6i thiéu can thiét
dé ngin ngura, cai thién, hodc diéu tri bénh vong mac hodc mét duoc giai quyét bai khang

thé theo sang ché.

Khang thé khong cin phai, nhung c6 thé tily ¥, dugc bao ché véi mot hodc nhiéu
tdc nhan hién duge ding dé phong ngira hodc didu tri rdi loan lién quan. Luong c6 hidu qua
ctia cac chit khac nhu vay tiy thudce vao lugng khéng thé khang Sema3A c¢6 mit trong ché
phém, loai rbi loan hodc diéu tri, va cac yéu td khac dugc thé.o luan trén day. Cac chét nay
thuong dugc dung véi lidu giéng nhur va véi cac kiéu duong dung nhu duoc st dung & day

hodc tir khoang 1 dén 99% liéu dwgc dung trén.

Theo khia canh khéc, sang ché ciing dé cip dén khang thé khang Sema3A hoic
manh lién két khang nguyén dé sir dung dé diéu tri hodc ngin ngira cdc bénh khong phai vé
mét, nhu bénh viém khép tu mién, dau do bénh ly than kinh, ching lodng xuong va bénh
ung thu.

Phuong phap diéu tri

Theo khia canh khac, sang ché ciing bao gdm phurong phép bat ky dé didu tri hodc
ngan ngira cac bénh mét hoc thi gidc & bénh nhan can diéu tri, phuong phap nay bao gom

viée st dung khang thé khang Sema3A theo séng ché.

Tét hon 13, sang ché dé cap dén phuong phép st dung khang thé theo séng ché dé
tic ché tac dung ddy mach ctia SemaA3. Tét hon nita 13, sdng ché d& cap dén phuong phap

da néu dé cai thién su tai tao mach cua vong mac.

Tét hon 13, sang ché d& cap dén phuong phap didu tri hoic ngan ngira bénh mit
hodc vdong mac bao g@)m viéc str dung cho bénh nhan can diéu tri lwong co6 hi€u qua dugc
Iy cua khang thé theo sang ché. Tét hon 13, bénh nay dugc chon tir nhém bao g6m bénh ly
vong mac, bénh ly vong mac thiéu mau cuc bd, bénh 1y vong mac do déi thao dudng bao
gb6m bénh ly vong mac do dai thdo duong tang sinh va bénh ly vong mac do dai thdo duong

khong tang sinh, bénh phu hoang diém do dai thao duong, chung thiéu mau cuc bd hoang
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diém do déi thdo dudng, bénh thoai héa diém vang do tudi, bénh viém véng mac sic t6,
chirng loan dudng vong mac di truyén, bénh thoai héa can thi, tac dong mach vOng mac,
viém noi nhan, viém mang bd dao, phu hoang diém dang kén, mang tan tao mach mang
mach thr phat sau cac bénh vong mac bét ky, cac bénh 1y than kinh thi giac, bénh tdng nhan
ap, bénh bong vong mac, bénh ly vong mac doc td, bénh ly vdng mac btrc xa, bénh ly vong
mac chin thuong, bénh ly mach vong mac do thude gdy ra, su tan tao mach vong mac, bénh
ly mach mang mach dang polyp, viém mach vdng mac, phi mao mach véng mac, ching
loan dudng Fuch, chiing gidn mao mach diém vang, hoi ching usher, va bénh Stargardt.
Tét hon nita 13, bénh nay duge chon tir nhém bao gdm bénh Iy véng mac do dai thdo dudng
bao gdm bénh 1y vong mac do dai thao dudng tang sinh va bénh ly vong mac do dai thao
duong khong tang sinh, bénh ly vdng mac thiéu méu cuc b, bénh phi hoang diém do dai
théo dudng, chimg thiéu mau cuc bd hoang diém do dai thio dudng, phi hoang diém do
tudi, sy tAn tao mach vong mac, bénh ting nhan dp va su tin tao mach mang mach. Theo
phuong an duge uu tién nita, bénh nay 1a bénh phu hoang diém do d4i thao duong va/hodc

chirng thiéu mau cuc bd hoang diém do dai thao duong.

T4t ca cac dau hiéu k¥ thuat duoc boc 10 & day c6 thé 4p dung cho phwong phép

diéu tri da néu.

Duoc phdm va cach ding

Ché pham chira khang thé khang Sema3A hogc manh lién két khang nguyén ciia
n6 c6 thé duge dung cho dbi tuong bi hodc c6 nguy co bi bénh mét hodc vong mac. Sang
ché con dé xut viéc stir dung khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 dé san xudt thudc dé ngdn ngura hoac diéu tri bénh mét hoic vong mac hodc bénh
Sema3A. T4t ca cac d4u hiéu k¥ thuat duoc boc 16 & day c6 thé ap dung duge cho viée st
dung da néu cia khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia né trong
san xuét thudc. Thuat ngir "dbi twong" nhu duge st dung & ddy nghia 1a dong vat c6 v bét
ky ma khang thé khang Sema3A hogc manh lién két khang nguyén ciia né c6 thé duoc sir
dung cho, bao gdm, vi du, ngudi hodc dong vat c6 vii khong phai 12 nguoi, nhu dong vat
linh trudng, loai gam nhdm, va ché. Céac dbi twong dugc du dinh cu thé dé diéu trj bang cac
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phuong phap duge mo ta trong tai li€u nay bao gbm nguoi. Khang thé khang Sema3 A hoic
manh lién két khang nguyén ciia n6 c¢6 thé dugc sir dung mdt minh hodc két hop véi cac

ché phim khac.

Céc hé thdng phan phéi khac nhau 1a da biét va c6 thé dugce st dung dé cung cip
khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia n6. Cac phuong phap dé
dua vao bao gdm nhung khong gidi han &, trong ndi nhan, thudc nhé mat, trong da, trong
bép, trong mang bung, trong tinh mach, dudi da, trong mili, ngoai mang ctng va dudng
ubng. Khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 ¢ thé dugc sir
dung, vi du bang cach truyén, tiém nhanh (bolus) hodc tiém, va c6 thé dugc sir dung cling
voi cac chét ¢ hoat tinh sinh hoc khac. Viée sir dung c6 thé 12 toan than hoic cuc bd. Theo
cac phuong an dugc uu tién, viée str dung la bang cach tiém trong ndi nhan. Cac ché phdm
phéi ché cho viéc tiém nhu vay c6 thé dugc chuin bi, vi dy, trong 6ng tiém da dugc nap

san.

Khang thé khang Sema3 A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ¢6 thé duoc sir
dung & dang dugc pham bao gdbm lwgng c6 hidu qua tri liéu cua khang thé khang Sema3A
hodc manh lién két khang nguyén ctia né va mot hodc nhiéu thanh phan twong thich vé mit

duoc ly.

Theo cac phuong an thong thuong, dugce pham dugc bao ché theo céc quy trinh
thong thuong ¢ dang duoc pham thich hgp dé diing theo dwdng tinh mach hodc dudi da cho
nguoi. Thong thudong, ché phim dé dung theo duong tinh mach 1a dung dich trong dém
nuée ding truong vo trung. Khi can, dugc phim ciing c6 thé bao gdm cac chét hoa tan va
chét gay té cuc bd nhu lignocain dé 1am giam dau & vi tri tiém. Thong thudng, cdc thanh
phén dugc cung cép riéng biét hodc két hop cung nhau ¢ dang liéu don vi, vi du, & dang bot
dong kho hodc dang cd dac khong chira nude trong dd chua bit kin khi nhu 6ng nhoé hoic
g6i chi 13 lugng hoat chat. Trudong hop duge pham can dugc dung theo dudng truyén, n6
6 thé duoc phén tan trong chai truyén chira nuéc hodc nude mudi loai duge dung vo khuén.
Trudng hop duge pham dugc dung theo duong tiém, 6ng nho chtra nuée dé tiém vo khuan
hodic nude mudi co thé duge cung cip sao cho cac thanh phén c6 thé duge két hop trude
khi dung.
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Hon nira, duoc phém 6 thé duoc cung cép duédi dang mot kit duge bao gém (a) dd
chira c6 chira khang thé khang Sema3 A hodc doan lién két khang nguyén ctia chiing & dang
dong kho va (b) dd chira thir hai c¢6 chia chét pha loang dugc dung (vi du, nudc vo tring)
dé tiém. Chét pha loang dugc dung co thé duoc sir dung dé hoan nguyén hoic pha lodng
khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia né da duoc dong kho. Ty
y kém theo (céac) vat chira nhu vay co thé 1a chl y & dang yéu cu boi co quan quan ly quy
dinh viéc bao ché, sir dung hodc ban céc san phém duoc hoac sinh hoc, ma chu y nay thé

hién su phé chuén cta co quan veé viéc san xuat, st dung hodc ban dé dung cho nguoi.

Luong khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia né 1a ¢
hiéu qua trong diéu trj hodc ngdn ngtra bénh mét hodc vOng mac co thé duoc xac dinh béng
cac k¥ thudt 14m sang chuan. Ngoai ra, cac thit nghiém in vitro c6 thé tiy y duoc sir dung
dé gitp xac dinh cac khoang lidu ding t6i wu. Lidu chinh x4c dugc sir dung trong ché phim
phéi ché ciing s& phu thudc vao duong dung va giai doan rdi loan, va nén duge quyét dinh
theo phan doan cua béac si va tig trudng hop ctia bénh nhén. Cac lidu hiru hiéu c6 thé duoc
ngoai suy tr cdc duong cong dap tng lidu c6 ngudn gbc tir cac hé théng thir nghiém mo

hinh in vitro hoac md hinh dong vat.

Vi dy, doc tinh va hiéu qua diéu tri cia khang thé khang Sema3A hodc ménh lién
két khang nguyén cta né c6 thé duge xac dinh trong dich nudi ciy té bao hoic cac dong
vat thi nghiém béi quy trinh duoc chuén dé xac dinh EDso (liéu c6 hiéu qua diéu tri & 50%
ctia quan thé). Khang thé khang Sema3A hoic manh lién két khang nguyén clia n6 ma thé

hién chi s0 tri li€u 16n duogc wu tién.

S liéu thu dugce tir cac thir nghiém nudi cdy té bao va cac nghién ctru trén dong vat
c6 thé duge st dung trong viéc phdi ché khoang lidu dé st dung cho ngudi. Liéu ding
khang thé khang Sema3A hozc manh lién két khang nguyén ctia né thong thuong nim trong
khoang cac néng do tudn hoan ma bao gém EDso v6i it doc hodc khong doc. Liéu luong
nay c6 thé thay doi trong khoang nay tity thudc vao dang lidu luong duoc st dung va cach
dung. Dbi v6i khang thé khang Sema3A bat ky hodc manh lién két khang nguyén cia nd
duoc st dung trong phuong phap nay, lidu c6 hiéu qua diéu tri ¢6 thé duoc udce tinh ban

dau tir cac thir nghiém nu6i cay té bao. Licu c6 the duoc bao che trong cac md hinh dong
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vét dé dat dugc khoang nong do trong huyét twong tudn hoan bao gém ICs (tirc 13, ndng
dd cda hop chét thir nghiém dat dugc su trc ché cac triéu ching ban tbi da) nhu duogc xac
dinh trong nudi cdy té bao. Thong tin nay c6 thé dugc sir dung dé xac dinh mdt cach chinh
xac hon céc ’liéu httu dung & nguoi. Cac muc trong huyét tuong c6 thé duge xac dinh, vi

du, bang sic ky 16ng tinh ning cao, ELISA va dang tuong tu.

DPdi v6i viée tiém ndi nhin khang thé khang Sema3A, thong thuong uu tién céc
khoang cach thoi gian dai hon gitta cac lan didu tri. Do 4i lyc lién két va hoat luc ctia duoc
céi thién, cac khang thé khang Sema3A theo sang ché c6 thé duoc ding & cac khoang cach
thoi gian dai hon.

Theo mot phuong an, khang thé khang Sema3A dugc ding mdi 6 tuan, t6t hon 1a
mdi 7 tuin, t5t hon 12 mdi 8 tudn, t6t hon 1a mdi 9 tudn, tbt hon 1a mdi 10 tuan, t6t hon 1a
mdi 11 tudn, va tdt hon nita 14 mdi 12 tudn. Theo phuong an dugce wu tién khac, khang thé

khéang Sema3A theo sang ché duoc dung 3 thang mot lan.

Vi thé tich ma c6 thé dugc dung cho mét bi han ché nghiém ngat, diéu quan trong
la khéang thé khang Sema3A c6 thé duoc bao ché & néng do cao. Hon thé nita, hoat luc cia
khang thé khang Sema3A c6 tdm quan trong rat 16n vi khang thé tiém ning c6 thé phat huy
tac dung ciia né & cac muc liéu thap hon va do d6 kéo dai hoat tinh va ca cac khoang cach
thoi gian giita cac 1an diéu tri.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc bao ché & cac liéu rat cao ma bao gdbm, nhung
khong bi giéi han ¢ 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80
mg/ml, 90 mg/ml, hodc 100 mg/ml. Tét hon 13, cac khang thé theo sang ché co6 thé dugc
bao ché & dang ché pham 10ng vé6i khoang 50 mg/ml.

Liéu thong thudng co thé dugc sir dung cho bénh nhan 1a khoang 2,5 mg/mit. Cac
thanh phan dém dién hinh c6 thé dugc st dung cho ché phim phéi ché nhu vay bao gdm,
vi du, Natri Axetat, PS20 va Trehaloza Dihydrat.

Theo mdt phwong 4n, khang thé khang Sema3A dugc phéi ché véi dém histidin 10
mM, sucroza 240 mM , polysorbat 20 0,02% khbi lu'o'ng/thé tich tai do pH 5,5 voi néng do
protein cudi cling 12 60 mg/mL.
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Theo mét sé phuong an, duge phdm chira khang thé khang Sema3A hoic manh
lién két khéng nguyén ctia né con c6 thé chira chét tri lidu, dugc lién hop hodc khong duoc
lién két v6i chat lién két.

V6i khia canh phac db diéu tri cho viéc str dung két hop, theo phuong 4n cu thé,
khang thé khang Sema3A hoic manh lién két khang nguyén ciia né duoc sir dung dong thoi
v&i chét tri liéu. Theo phuong an cu thé khac, chét tri liéu duoc dung trude hodc sau khi st
dung khang thé khang Sema3A hodc méanh lién két khang nguyén ciia né, it nhat mot gio
va lén dén vai thang, vi du it nhét mot gi0, nam gio, 12 gio, mot ngay, mot tudn, mot thang,
hoidc ba théng, truéc hodc sau khi sir dung khéng thé khang Sema3A hogc ménh lién két

khang nguyén cua no.

Polynucleotit, vecto, té bao cht, va phuong phép téi t6 hop

Theo khia canh thir séu, sdng ché bao ham cac polynucleotit dugc phan lap ma bao
gbm trinh tr ma héa khang thé khang Sema3A, vecto, va té bao chi chira polynucleotit, va
cac k¥ thuat tai to hop dé san xuét khang thé. Cac polynucleotit dugc phan lap c6 thé ma
hoa dang mong mubn bét ky ctia khang thé khang Sema3A bao gbm, vi dy, cac khang thé
don dong chiéu dai dﬁy du, cac manh Fab, Fab', F(ab')>, va Fv, cac khang thé dime, céc
khang thé mach théng, cac phan tir khang thé don chudi, va cac khang thé da dic hiéu duogc

tao thanh tir cdc manh khéng thé.

(Cac) polynucleotit ma bao gdm trinh twr ma héa khang thé khang Sema3A hoic
manh hoic chudi ciia né cé thé dugc dung hop v6i mdt hodc nhiéu trinh tu diéu hoa hodc
kiém soat, nhu da biét trong linh vuc k¥ thuat, va co thé duoc chua trong cac vecto biéu
hién hodc cac té bao chu thich hop nhu d biét trong linh vuc k§ thuat. Mdi phan tir
polynucleotit ma hoa céc mién bién ddi chudi ning hoic chudi nhe ¢ thé duoc dung hop
doc 1ap v6i trinh ty polynucleotit ma hoa mién khong d6i, nhu mién khong d6i ciia nguoi,
cho phép san xuét cac khang thé nguyén ven. Ngoai ra, cc polynucleotit, hodc cac phén

ctia chiing, c6 thé dugc dung hop véi nhau, tao ra khudn dé san xuit khang thé chudi don.
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Dé san xuét tai td hop, polynucleotit ma héa khang thé duge chén vao vecto sao
chép duoc dé tach dong (khuéch dai ADN) hodc dé biéu hién. Nhiéu vecto thich hop dé
bidu hién khang thé tai td hop 1a ¢ sdn. Cac thanh phan vecto thuong bao gdm, nhung
khong bi giéi han &, mdt hodc nhiéu thanh phén sau: trinh tu tin hiéu, diém khoi dau sao
chép, mot hodc nhiéu gen chi thi, yéu t6 tang cuong, trinh ty khéi dong, va trinh tu két thic
phién ma.

Céc khang thé khang Sema3A ciing ¢ thé dugc san xult & dang cac polypeptit
dung hop, trong d6 khang thé duoc dung hop véi polypeptit khac loai, nhu trinh tu tin hiéu
hodc polypeptit khac c6 vi tri phan tach cu thé tai diu cliing amino clia protein protein hoic
polypeptit thanh thuc. Trinh tu tin hi¢u khéc loai dugc chon thudng 1a trinh tu duoc nhén
biét va duge xtt 1y (vi du, duoc phan cit boi peptidaza tin hiéu) béi té bao chi. Ddi véi té
bao cht nhan so ma khéng nhan biét va xir Iy trinh t tin hiéu ctia khang thé khang Sema3A,
trinh tu tin hiéu nay co thé duoc thé béi trinh tu tin hiéu cua sinh vat nhan so. Trinh ty tin
hiéu nay c6 thé 13, vi du, phosphataza kiém, penicillinaza, lipoprotein, trinh tu dan dau doc
t6 rudt I bén nhiét, va tuong tu. Ddi v6i su bai tiét ciia nAm men, trinh tu tin hiéu tu nhién
6 thé dugc thay thé, vi du, béng trinh tu din dau thu duoc tir yéu td alpha invertaza ctua
ndm men (bao gém céc trinh ty din dau yéu t6 o cia Saccharomyces va Kluyveromyces),
phosphataza axit, C. albicans glucoamylaza, hodc tin hi¢u dugc mo ta trong WO90/13646.
Trong cac té bao dong vat c6 vu, cac trinh tin hi€u ciia dong vat c6 vi cling nhu céc trinh
tu dan dau tiét virut, vi du, tin hiéu herpes simplex gD, c6 thé dugc st dung. ADN cho vung
tién chét nhu vay duoc ndi trong khung doc véi ADN ma hoa khang thé khang Sema3A

dugc nhan hoa.

Vecto biéu hién va tach dong bao gém trinh tu axit nucleic ma lam cho vecto sao
chép trong mot hodc nhiéu té bao chii duoc chon. Thong thudng, trong cac vecto tich dong,
trinh tw nay 1a trinh ty 1am cho vecto sao chép doc 1ap trong ADN nhiém sdc thé chu, va
bao g@)m céc diém khai dau sao chép hodc trinh tu sao chép tur dong. Céc trinh tu nhu vay
da dugc biét ro & nhidu loai vi khudn, nAm men, va virut. Diém khéi ddu sao chép tir plasmit
pBR322 thich hop dbi v6i hau hét cac vi khuan gram 4m, diém khoi diu 2-00 cua plasmit

thich hop d6i v6i nAm men, va nhiéu diém khéi dau ctia virut khac nhau (SV40, polyoma,
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adenovirut, VSV, va BPV) hitu dung trong cac vecto tach dong ¢ té bao dong vat c6 vu.
Thong thuong, thanh phén diém khéi dau sao chép khong can dbi v6i cac vecto biéu hién
dong vat 6 vi (diém khéi diu SV40 thuong c6 thé duge dung vi n6 chia trinh tyr khoi

dong sém).

Céc vecto biéu hién va tach dong c6 thé chira mot gen ma hoa chi thi chon loc dé
tao diéu kién cho viéc x4c dinh sy biéu hién. Cac gen chi thi c6 thé chon loc thong thuong
ma hoa cac protein ma tao ra tinh khang khang sinh hodc cac doc t6 khéc, vi du, ampixilin,
neomyxin, methotrexat, hodc tetraxyclin, hodc theo cach khac, bd sung cho cac thiéu hut
khuyét dudng, hodc theo cch khéc, cung cip chat dinh dudng dic trung khong c6 trong

mdi truong phirc tap, vi du, gen méd héa D-alanin raxemaza cho Bacilli.

Mbét vi du vé muc dich chon loc sir dung thubc dé 1am ngimg su sinh trudng cla té
bao chii. Céc té bao ma duge bién nap thanh cong véi gen khac loai tao ra protein khang
thudc va do do6 sdng sét trong ché d6 dinh dudng chon loc. Vi du vé cac phuong phap chon
loc wu thé sir dung céac thudc neomyxin, axit mycophenolic, va hygromyxin. Cac chi thi
chon loc duge thong thudng cho cac té bao dong vat c6 v 1a cac chi thi ma cho phép xac
dinh cac thanh phan té bao ma hép thu axit nucleic ma héa khang thé khang Sema3A dugc
nhan hoa, nhu DHFR (dihydrofolat reductaza), tymidin kinaza, metallothionein-I va -II
(nhu cic gen metallothionein cia dong vt linh truong), adenosin deaminaza, ornithin
decarboxylaza, va loai tuong tu. Cac té bao duoc bién nap véi gen chon loc DHFR dau tién
duoc nhan dang bang cach nudi cy tét ca cac thé bién nap trong moi truong nudi ciy chira
methotrexat (Mtx), chit d6i khang canh tranh cua DHFR. Té bao chu thich hgp khi stt dung
DHFR kiéu dai 12 dong té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) thiéu hoat tinh
cua DHFR (vi du, DG44).

Theo cach khac, t& bao chu (cu thé 1a vét chii kiéu dai ma chita DHFR ndi sinh)
dugc bién nap hodc cling bién nap véi cac trinh tu ADN ma hoa khang thé khang Sema3A,
protein DHFR kiéu dai, va chi thi chon loc khac nhu aminoglycosit 3'-phosphotransferaza
(APH) c6 thé duogc chon béng cach nudi té bao trong mdi trudng chira tac nhan chon loc
ddi véi chi thi chon loc dugc nhur khang sinh aminoglycosidic, vi du, kanamyxin, neomyxin,

hodc G418. Xem, vi du, Bing sang ché My s6 4,965,199.
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Khi viéc san xut tai tb hop dugc thuc hién trong té bao ndm men lam té bao chu,
gen TRP1 c¢o trong plasmit ndm men YRp7 (Stinchcomb et al., 1979, Nature 282: 39) c6
thé duoc st dung lam chi thi chon loc. Vi du, gen TRP1 tao ra chi thi chon loc cho ching
niAm men dot bién thiéu kha ning phat trién trong tryptophan, vi du, ATCC s6 44076 hoic
PEP4-1 (Jones, 1977, Genetics 85:12). Su c6 midt cua trpl trong h€ gen té bao chil nAm men
khi d6 tao ra méi truong hitu hiéu dé phat hién bién nap nhd su sinh truéng khi khong c6
tryptophan. Twong tu, cic chung ndm men thiéu hut Leu2p nhu ATCC 20,622 hodc 38,626

duoc bd sung cac plasmit da biét 1a mang gen LEU2.

Ngoai ra, cac vecto thu dugce tir plasmit vong pKD1 1,6 um ¢o thé duoc sir dung
dé bién nap ndm men Kluyveromyces. Theo cach khéc, hé biéu hién cho su san XUAt quy
md 16n ciia chymosin téi t6 hop cia bé duge béo cdo d6i voi K. lactis (Van den Berg, 1990,
Bio/Technology 8:135). Céc vecto biéu hién nhiéu ban sao 6n dinh dé tiét albumin huyét
thanh tai t6 hop truéng thanh clia ngudi nho céc ching cdng nghiép Kluyveromyces ciing
da duoc boc 16 (Fleer et al., 1991, Bio/Technology 9:968-975).

Vecto biéu hién va tach dong ludn chira trinh ty khoi dong ma dugce nhan biét boi
sinh vat chi va duge lién két hoat dong v6i phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang
Sema3A hodc mach polypeptit cia ching. Céc trinh tir khéi dong thich hop dé st dung véi
té bao chu nhin so bao gém trinh tu khéi dong phoA, hé théng trinh tu khoi dong -
lactamaza va lactoza, trinh tu khéi dong phosphataza kiém, hé théng trinh ty khoi dong
tryptophan (trp), va céc trinh ty khdi dong lai nhu trinh tu khéi dong tac. Céc trinh ty khoi
dong vi khuan da biét khac cling 14 thich hgp. Céc trinh tw khéi dong dé str dung trong hé
vi khuén cling sé& chira trinh ty Shine-Dalgamo (S.D.) dugc lién két hoat dong v6i ADN ma
hoa khang thé khang Sema3A dugc nhan hoa.

Nhiu trinh tu khoi dong ctia sinh vat nhan chuan 1a da biét. Hiu nhur tét ca cac gen
ciia t& bao nhan chuin c6 ving gidu AT nim & khoang 25 dén 30 bazo phia trude vi tri khéi
d4u phién ma. Mot trinh ty khac dwge phét hién & 70 dén 80 bazo phia trude vi tri khoi dau
phién ma ctia nhidu gen 12 ving CNCAAT trong d6 N ¢6 thé 1a nucleotit bat ky. Tai déu 3'
ctia hau hét cac gen cua sinh vt nhan chuén 1a trinh ty AATAAA ma ¢ thé 12 tin hiéu dé
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b6 sung dudi poly A vao du 3' cia trinh tw ma hoa. T4t ca céc trinh tu nay thich hop dé

chén vao vecto biéu hién cua té bao nhan chuan.

Vi du v& céc trinh tu khoi dau thich hop dé sir dung véi té bao chi nAm men bao
gdm cac trinh ty khéi dong cho 3-phosphoglyxerat kinaza hodc cic enzym duong phéan
khac, nhu enolaza, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat
decarboxylaza, phosphofructokinaza, glucoza-6-phosphat isomeraza, 3-phosphoglyxerat
mutaza, pyruvat kinaza, triosephosphat isomeraza, phosphoglucoza isomeraza, va

glucokinaza.

Céc trinh tu khoi dong cam ng c6 loi thé bd sung cua su phién ma dugc kiém soat
béi cac diéu kién ting truéng. Ching bao gbm céc ving dan d4u ctia ndm men cho ruou
dehydrogenaza 2, isocytochrom C, phosphataza axit, enzym dan xuét lién quan dén chuyén
hoéa nito, metallothionein, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza va enzym chiu trach
nhiém cho viéc st dung maltoza va galactoza. Cac vecto va trinh tu khoi dong thich hop
dé st dung trong bidu hién bang nim men dwoc mo ta tiép trong EP 73,657. Céc yéu tb
tang cuong cua ndm men ciing duoc sit dung mot cach c6 1¢i v6i céc trinh ty khoi dong

nam men.

Su phién ma khang thé khang Sema3A tir cic vecto & té bao chu dong vat c6 vi
duoc kiém soat, vi du, béi cac trinh tw khéi dong thu duge tir cac bd gen cia virut nhu virut
polyoma, virut dau ga, adenovirut (nhu Adenovirus 2), virut papilloma bo, virut sarcoma
chim, xytomegalovirut, retrovirut, virut viém gan B, virut Simian 40 (SV40), tir cac trinh
tu khéi dong dong vat co va khac loai, vi du, trinh ty khéi dong actin hodc trinh tu kKhéi
dong globulin mién dich, hodc tir c4c trinh ty khéi dong sbc nhiét, mién 1a céc trinh tu khoi

dong nay twong hop vo6i hé théng té bao chu.

Céc trinh ty khéi dong s6m va mudn cia virut SV40 thu duoc mot cach thuén tién
dudi dang manh gidi han SV40 ma ciing chira diém khoi dau sao chép cla virut SV40.
Trinh tu khéi dong sém thre thi cua xytomegalovirut & nguoi thu dugc mot cach thuan tién
duéi dang manh gi6i han HindIII E. Hé biéu hién ADN & té bao chii dong vét ¢ va st dung
virut papilloma bo lam vecto dugc boc 10 trong bang sang ché My s6 4,419,446. Cai bién
ctia hé nay duoc mo ta trong bang sdng ché My s6 4,601,978. Tuong tu xem tai liéu Reyes
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et al., 1982, Nature 297:598-601, md ta sy bidu hién cADN p-interferon ngudi ¢ té bao
chudt voi sy didu khién cia trinh tw khéi dong thymidin kinaza tir virut herpes don hinh.
Theo cach khac, doan lap dau cung dai cua virut sarcoma rous c0O thé duoc sir dung lam

trinh tu khdi dong.

Yéu td hitu dung khac ma c6 thé duge sir dung trong vecto biéu hién téi t6 hop 1a
trinh tu tang cuong, ma dugce sir dung dé 1am tang sy phién ma ciia ADN ma héa khang thé
khang Sema3A boi cac sinh vat nhan chuin bac cao hon. Nhiéu trinh tu tdng cuong hién
da biét tir gen cta dong vat c6 vu (vi du, globin, elastaza, albumin, a-fetoprotein, va insulin).
Tuy nhién, thong thudong s& st dung trinh tu ting cuong tr virut & té bao nhéan chuén. Cac
vi du bao gém trinh tu ting cuwong SV40 & phia sau cla diém khéi dau sao chép (bp 100-
270), trinh tu ting cudng trinh tu khoi dong sém cua cytomegalovirut, trinh tu tang cudng
cuia polyoma & phia sau cua diém khoi ddu sao chép, va trinh tu ting curdng cua adenovirut.
Tuong tw, xem tai lidu Yaniv, 1982, Nature 297:17-18 mo ta vé cac yéu td ting cudng dé
hoat héa céc trinh tuy khéi dong cua té bao nhan chuén. Trinh tu ting cudng c6 thé duoc
ghép nbi vao trong vecto tai vi tri 5' hodc 3' véi trinh tw ma hoa khang thé khang Sema3A,

nhung tot hon 13 duoc dinh vi tai vi tri 5' tr trinh tu ting cuong.

Céc vecto biéu hién dugc st dung trong té bao chil nhan chuin (ném men, nim
mbc, con trung, thuc vat, dong vat, nguoi, hodc té bao c6 nhan tir cac sinh vat da bao khac)
cling s€ chtra cac trinh ty can @& két thuc su phién ma va dé on dinh mARN. Céc trinh tu
nhu vay thuong ¢6 & dau 5' va, doi khi & dau 3', cac ving khong dugce dich ma cia ADN
hodc cADN cua sinh vat nhan chuén hodc virut. Cac vung nay chira cac doan nucleotit dugc
phién ma & dang cac manh dugc polyadenyl hoa & phan khéng duogc dich ma ctia mARN
ma hoa khang thé khang Sema3A. Mot thanh phén két thiic phién ma hitu dung 1 ving
polyadenyl hoa hormon sinh truéng cua bo. Xem W094/11026 va vecto biéu hién dugc
bdc 10 trong tai li¢u nay. Theo mot s6 phuong 4n, cac khéng thé khang Sema3A c6 thé dugc
biéu hién bé‘mg cach st dung hé théng CHEF. (Xem, vi dy, Béng sang ché My 6 5,888.,809;

phén boc 16 cua n6 dugc két hop toan bd & day br?mg cach vién dan.)

Céc té bao chi thich hop dé tach dong hodc biéu hién ADN trong cac vecto & dy

1a té bao nhan so, té bao nam men, hodc t€ bao nhin chuan bac cao hon dugc mo ta trén
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day. Cac sinh vat nhan so thich hgp cho muc dich nay bao g6m vi khuan thuc, nhu céc sinh
vét gram 4m hodc gram duong, vi du, Enterobacteriaceae nhu Escherichia, vi du, E. coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, vi du, Salmonella typhimurium,
Serratia, vi du, Serratia marcescans, va Shigella, cling nhu Bacilli nhu B. subtilis va B.
licheniformis (vi du, B. licheniformis 41P dugc bdc 16 trong DD 266,710 cong bd ngay
12/04/1989), Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va Streptomyces. Mot té bao chu tach dong
E. coli dugc uvu tién 1a E. coli 294 (ATCC 31,446), mac du cac chung khac nhu E. coli B,
E. coli X1776 (ATCC 31,537), va E. coli W3110 (ATCC 27,325) 1a thich hgp. Cac vi du
nay nhdm minh hoa chir khong han ché.

Ngoai cac sinh vat nhan so, cac vi khuén nhan chuén nhu ndm soi hoic nAm men
14 c4c sinh vat chu tach dong hodc biéu hién thich hop ddi véi cac vecto ma héa khang thé
khang Sema3A. Saccharomyces cerevisiae, hodc thuong dugc goi 1a ndm men banh my,
duge sit dung phd bién nhit trong s cac vi sinh vat chi nhan chuén bac thip hon. Tuy
nhién, nhiéu chi, loai, va chung khac 1a c6 ban san va hitu dung & ddy, nhu c4c sinh vat chit
Schizosaccharomyces pombe; Kluyveromyces nhu, vi du, K. lactis, K. fragilis (ATCC
12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC
56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans, va K. marxianus; yarrowia
(EP 402,226); Pichia pastors (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234);
Neurospora crassa; Schwanniomyces nhu Schwanniomyces occidentalis; va ndm soi nhu,
vi duy, sinh vat chti Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, va Aspergillus nhu A. nidulans

va A. niger.

Céc té bao chu thich hop cho su biéu hién khang thé khang Sema3A dugce glycosyl
héa c6 ngudn gbc tir cac sinh vat da bao. Vi du vé té bao dong vat khong xuong séng bao
gém té bao thuc vat va té bao con trung, bao gém, vi dy, nhiéu ching va cac bién thé
baculovirut va cac té bao chi cong tring chap nhan dugc twong {ng tir cac sinh vat chi nhur
Spodoptera frugiperda (sdu buém), Aedes aegypti (mudi), Aedes albopictus (mudi),
Drosophila melanogaster (rudi gidm), va Bombyx mori (con tam). Nhiéu chung virut cho

su chuyén nap 1a ¢6 sin cong khai, vi du, bién thé L-1 cta Autographa californica NPV va
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chung Bm-5 ctia Bombyx mori NPV, va cac virut nhu vay co thé duogc st dung, cu thé 1a

cho su chuyén nap cua cic té bao Spodoptera firugiperda.

Gibng nudi cdy té bao thuc vat cia cay bong, ngd, khoai tiy, dau tuong, da yén

thao, ca chua, va thudc 14 ciing c6 thé dugc st dung lam vét chu.

Khang thé khang Sema3A theo sang ché ciing c6 thé dugc két hop trong vecto
virut, tic la, polynucleotit ma hoéa khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang
nguyén cia n6 dugc dua vao trong vecto virut va sau do dugc biéu hién trong co thé cua

bénh nhén sau khi bi nhiém virut.

Theo khia canh khac, su biéu hién cua khéng thé khang Sema3A duogc thuc hién &
té bao dong vt c6 xuong sdng. Viéc nhén gidng cac té bao dong vat c6 xuong song trong
nudi cdy (nudi cly md) di trdr thanh quy trinh thuong quy va cac ky thuat duoc phd bién
rong rai. Vi du vé cac dong té bao chu dong vat c6 vi hitu dung 1a dong té bao than khi
CV1 duoc bién nap bdi SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651), dong té bao than phdi ngudi (té
bao 293 hodc 293 duoc tach dong phu dé nudi trong mdi trudng nudi ciy huyén phu,
(Graham et al., 1977, J. Gen Virol. 36: 59), té bao than chudt déng con (BHK, ATCC CCL
10), té bao budng trimg chudt ddong Trung Qudc/-DHFR1 (CHO, Urlaub et al., 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216; vi du, DG44), té bao sertoli chudt (TM4, Mather, 1980,
Biol. Reprod. 23:243-251), té bao than khi (CV1 ATCC CCL 70), té bao than khi xanh
chau Phi (VERO-76, ATCC CRL-1587), té bao carxinom cd tit cung ngudi (HELA, ATCC
CCL 2), té bao than ché (MDCK, ATCC CCL 34), té bao gan chudt cong buffalo (BRL
3A, ATCC CRL 1442), t& bao phdi ngudi (W138, ATCC CCL 75), té bao gan ngudi (Hep
G2, HB 8065), té bao khéi u va chudt nhit (MMT 060562, ATCC CCL51), t bao TRI1
(Mather et al., 1982, Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68), té bao MRC 5, té bao FS4, va
dong té bao ung thu gan nguoi (Hep G2).

Céc té bao cha duogc bién nap véi cac vecto biéu hién va tach dong dugc md ta trén
day ddi véi viéc san xuét khang thé khang Sema3A va dugc nudi ciy trong méi trudng dinh
dudng théng thuong dugce cai bién néu thich hop dé cam tmg céc trinh tw khoi dong, cac

thé bién nap chon loc, hodc khuéch dai cac gen ma hoa céc trinh tu mong mudn.
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Céc té bao chii duoc st dung dé san xuét khang thé khang Sema3A dugc md ta &
day c6 thé dugce nuodi cdy & nhiéu méi truong khac nhau. Cdc moi trudng ¢ ban trén thi
truong nhu Ham's F10 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.), mdi truong thiét yéu tdi thiéu
((Minimal Essential Medium - MEM), (Sigma-Aldrich Co.), RPMI-1640 (Sigma-Aldrich
Co.), va moi truong Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM), Sigma-Aldrich Co.) 1a thich
hop @ nudi chy té bao chu. Ngoai ra, mdi truong bét ky dwgc mo ta trong mot hozc nhiéu
tai litu Ham et al., 1979, Meth. Enz. 58: 44, Barnes et al., 1980, Anal. Biochem. 102: 255,
Bing séng ché My s6 4,767,704, Bing sang ché My s6 4,657,866, Bang sang ché My s6
4,927,762, Bing sang ché My sb 4,560,655, Bang sing ché My sb 5,122,469, WO
90/103430, va WO 87/00195 c6 thé duoc sir dung 1am mdi trudng nudi cdy cho té bao chu.
Mdi truong bt ky trong sd cac mdi trudong nay co thé duoc bd sung néu can cac hormon
va/hodc céc yéu td sinh truéng khac (nhu insulin, transferrin, hodc yéu t6 sinh truong biéu
bi), mubi (nhu natri clorua, canxi, magie, va phosphat), cac dung dich dém (nhu HEPES),
cac nucleotit (nhu adenosin va thymidin), cac chat khang sinh (nhu gentamixin), céc
nguyén td vi lurong (dugc xac dinh 1a cac hop chit vo co thuong c6 mat & néng do cubi
trong pham vi micromol), va glucoza hodc ngudn ning lwong twong dwong. Cac chat bd
sung khéc ciing ¢ thé duge dua vao voéi ndng do thich hop ma ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vuc nay da biét. Cac diéu kién nudi ciy, nhu nhiét d9, do pH, va tuong tu, 1a
cac diéu kién trude d6 da duogc st dung véi té bao chu duoc chon dé biéu hién, va s& rd

rang v&i nguoi cé hi€u bict trung binh vé linh vuc nay.

Khi sir dung cac k§ thut tai t6 hop, khang thé 6 thé duoc san xuét ndi bao, trong
khoang chu chét, hodc duoc tiét truc tiép vao moi truong. Néu khang thé dugc san xudt ndi
bao, cac té bao c6 thé bi pha vo dé giai phong protein & bude thir nhét. Cac manh vun dang
hat, hodc té bao chii hodc manh duoc dung giai, c6 thé duoc loai bo, vi du, bang cach ly
tdm hodc siéu loc. Carter et al., 1992, Bio/Technology 10:163-167 md ta quy trinh tach
khéng thé ma dugc tiét vao khoang chu chét cta E. coli. Tém lai, bot nhdo té bao duge lam
tan gia vOi sy ¢6 mit cua natri axetat (40 pH=3,5), EDTA, va phenylmetylsulfonylflorua
(PMSF) trong khoang 30 phut. C4c manh vun té bao ¢6 thé dugc loai bé bang cach ly tam.

Néu khang thé dugc tiét vao moi truong, dich ndi tir hé biéu hién nhu vay thudng dau tién
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duogc co dac béng cach str dung bd loc ¢d protein c6 ban trén thi truong, vi du bd siéu loc
Amicon hodc Millipore Pellicon. Chét tic ché proteaza nhuw PMSF c6 thé duge dua vao &
budc bat ky trén ddy dé tc ché su thuy phan protein va chét khang sinh c6 thé duoc dua
vao dé ngan ngira sy sinh truéng cla sinh vat nhiém tap ngau nhién. Nhiéu phuong phéap

khac nhau ¢6 thé duoc str dung dé tach khang thé khoi té bao chi.

Ché phim chira khang thé dugc bao ché tir cac té bao c6 thé duoc tinh ché biang
cach stt dung, vi du, phwong phép sic ky hydroxylapatit, dién di trén gel, tham tach, va
phuong phip sdc ky ai luc, trong d6 phwong phap sdc ky 4i luc 1a ky thuat tinh ché thuong
thong thuong. Sy thich hgp cia protein A lam phéi tir 4i lyc tiry thude vao loai va 16p phu
khang thé cia viing Fe globulin mién dich ma c6 trong khéang thé. Protein A c6 thé duoc st
dung dé tinh ché khang thé ma dua trén cac chudi ning gammal, gamma2, hoic gammad
cta nguoi (xem, vi du, Lindmark et al., 1983 J. Immunol. Methv. 62:1-13). Protein G dugc
khuyén nghi dbi véi tat ca isotyp clia chudt va d6i véi gamma3 ctia ngudi (xem, vi du, Guss
etal., 1986 EMBO J. 5:1567-1575). Nén ma phdi tir 4i luc gin vao phd bién nhét 12 agaroza,
nhung cac nén khéc 1a sn c6. Cac nén 6n dinh vé mit co hoc nhu thuy tinh xép c6 diéu
chinh hodc poly(styrendivinyl)benzen cho phép tbc d6 dong nhanh hon va thdi gian xir Iy
ngin hon so vé6i co thé dat dugc bing agaroza. Khi khang thé chita mién Cps, nhwa
Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) 12 hitu dung dé tinh ché. Cac k¥ thuat
khéc dé tinh ché protein nhu phan doan trén cot trao ddi ion, két tua etanol, HPLC dao pha,
sic ky trén silic oxit, sac ky trén heparin SEPHAROSE™ sdc ky trén nhua trao d6i anion
hodc cation (nhu ¢t axit polyaspartic), sac ky diém déng dién, SDS-PAGE, va két taa béng

amoni sulfat cling san c6 tuy thudc vao khang thé can thu hoi.

Sau (cac) budce tinh ché so bd bét ky, hdn hop chira khang thé quan tAm va cac tap
chit c6 thé dugc cho sic ky twong tac ky nuée pH thip bang cach st dung dung dich dém
rira giai & pH trong khoang 2,5-4,5, thuong duoc thuc hién & ndéng d6 mudi thap (vi du,
khoang mubi 0-0,25M).

Ciing duoc bao gdm la céc axit nucleic ma lai trong céc diéu kién nghiém ngit thap,
trung binh, va cao, nhu dugc xac dinh ¢ day, véi toan bo hoac mot phﬁn (vi du, phﬁn mi
héa ving bién d6i) ctia trinh tu nucleotit dugc thé hién boi (cac) trinh tw polynucleotit ma
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ma héa khang thé hoic manh khang thé khang Sema3A. Phan lai héa cua axit nucleic lai
thuong c6 do dai it nhat 1a 15 (vi du, 20, 25, 30 hodc 50) nucleotit. Phan lai héa ciia axit
nucleic lai hoa twong dong it nht 80%, e.g., it nhat 90%, it nhit 95%, hoic it nhat 98%,
v6i trinh tu cia mot phin hodc toan bd axit nucleic ma hoa polypeptit khdng Sema3A (vi
dy, ving bién ddi chudi nang hodc chudi nhe), hodc phin bd sung ctia nd. C6 thé st dung
cac axit nucleic lai héa thudc loai dugc md ta trong tai licu nay, vi du, nhu mau do tach

dong, doan moi, vi du, doan moi PCR, hodc mau do chan doan.

Theo mot phuwong 4n, sang ché dé cap dén polynucleotit hozic céc polynucleotit
dugc phan lap bao gém trinh ty ma hoa chudi nang nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hodc SEQ ID NO: 19 hoic viing bién ddi chudi ning
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO:
10; va trinh tu ma héa chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18
hodc SEQ ID NO: 20 hoac vung bién dbi chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 13.

Can hiéu rang ¢ cac khang thé va cac manh khang thé khang Sema3A dé néu, trinh
tw axit nucleic md héa cac CDR van giit khong doi (khong doi v6i khia canh axit amin
ching ma hoa, cac duong lugng cla trinh tw ADN do sy suy bi€n cua cac codon la ¢6 the

¢6) nhung cac vung xung quanh, vi du cac vung FR co thé dugc thiét ké.
Vat pham san xudt

Theo mdt khia canh khac, vat phém san xuat chtra cac vat liéu hitu ich dé diéu tri
cac rbi loan dugc mb ta & trén duge bao gém. Vat phém san xuét bao gém vat chira va nhan.
Céc vat chua thich hop bao gdm, vi du, chai, lo, xi lanh, va éng nghiém. Cac vt chira c6
thé dwoc tao ra tir nhidu vat liéu nhu thiy tinh hodc chat déo. Vat chira giit ché pham hitu
hiéu dé diéu tri tinh trang bénh va co thé c6 18 nap vo trung. Vi duy, vat chtra ¢6 thé 1a tai
dung dich trong tinh mach hodc 1o ¢6 nut ma c6 thé choc thing dugc béng kim tiém dudi
da. Chét hoat tinh trong ché pham 1a khang thé khang Sema3A hoic manh lién két khang
nguyén cua chung. Nhéan & trén hodc duoc két hop v6i vat chira chi ra ring ché phim duoc
st dung dé diéu tri tinh trang bénh lua chon. Vat phém san xuét c6 thé bao gém thém vat
chua tht hai bao gdm dung dich dém duoc dung, nhur nuée mudi dém phosphat, dung dich
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Ringer va dung dich dextroza. Vét phim san xuit c6 thé bao gbdm thém cac nguyén liéu
khac theo nhu ciu thuong mai hodc ctia nguoi dung, bao gdm céc chét dém, chét pha loang,

chat don, kim, xi lanh, va to roi trong bao goéi véi hudng dan sir dung.

Séang ché dugc mb ta thém béng cac vi du sau, cac vi du nay khong duoc du dinh

dé gi6i han pham vi ctia sang ché.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Su diéu hoa tang cia Sema3A ¢ dich kinh cia bénh nhan DME va PDR

Su biu hién cua Sema3A & vong mac cua cac mau tir ngudi cho c6 tién sir bénh
ly vong mac do dai thao duong duge di€u tra nghién ctru bang mé héa hoc mién dich. Quy

trinh nhudm mién dich 1a nhu sau:

1. Lam tan c4c lam kinh va cho phép cac mau khd trong khong khi trong 30 phut tai
nhiét dd phong (RT);

2. Kéo hdp but pap va cho phép dé kho;
3. Thu hdi khang nguyén & 1% SDS trong 5 phiit tai nhiét o phong;
4. Rira cac lam kinh 3 14n trong PBS trong 5 phut;

5. Phong bé cac phan trong dung dich 1%BSA/0,3% Triton X100/PBS (dung dich
phong bé) trong 30 phut tai nhiét d§ phong;

6. Pha loang khang thé thé thir nhat khang Sema3a (abcam, ab23393) 1:200 trong
dung dich phong bé. U cac phan trén lam kinh tai nhiét d6 phong qua dém;

7. Rira cac lam kinh 3 14n trong PBS trong 5 phut;

8. U khang thé thr hai v6i khang thé lira khang thé dwgc ddnh déu bing Alexa
fluor546 (invitrogen, A10040) tai d6 pha loang 1:400 trong dung dich DAPI/0,3%
Triton X100/ PBS. U céc phén trén lam kinh trong 3 gio tai nhiét do phong;

9. Rira c4c lam kinh 3-5 1an trong PBS trong 5 phit;

10. Phu bao vé cac phan bang Aquamount va cho phép kho trong khong khi;
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11. Chup anh céc phan va dénh gid cuong do tai do phong dai 40x.

Cac tap hop gdm 3 phan trén mdi ngudi cho dwgc nhudm mién dich d6i véi
Sema3A. Viéc danh ddu Sema3A duoc danh gia doc 1ap & mdi ving nay bdi ngudi quan
sat duoc dao tao trude cho nhiém vu cu thé nay béng cach st dung so dd danh gias diém
(0=khong phat hién, 1=cuong do thép, it diém, 2=cuong d¢ trung binh, vai diém, 3=cuong
do sang, nhudm lan rong va 4=cuong do rit sang, phat hién du thira). Nhitng ngudi quan
sat khong biét vé tinh trang strc khoe clia d6i trong cho mét. Bén trong vong mac, Sema3A
duoc lién két voi thanh mach ctia mach méau vong mac. Su biéu hién ctia Sema3A & mach
mau vong mac va nhu moé vong mac tang & bénh nhan bi bénh phu hoang diém do dai thao

dudng so voi bénh nhan dai thio dwong ma khong c6 bénh Iy vé mit (Fig. 1).
Vi du 2: Hiéu qua 6 thir nghiém kha nang tham té bao

Kha nang thim qua té bao dugc do boi su thdm cta FITC-dextran trong cic don

16p cua té bao ndi mo vi mach vong mac ngudi (HRMEC).

Tém tét, kha ndng thAm ndi mé in vitro duge do biang cach st dung kit Millipore
(‘Thtt nghiém kha ning thdm mach in vitro’ L6 s6 ECM642) va c4c té bao ndi md vi mach
vong mac ngudi (HRMEC). Kit thtr nghiém cung chp dia tiép nhan 96 giéng véi cac thé
chén nudi ciy té bao. Cac thé chén nay chita cac 16 1 um va dugce phu bang colagen duodi
chudt céng loai I. HRMEC duoc céy giéng tai mat do 1a 25000 té béo/giéng 1én trén cac
thé chén va cac té bao duoc cho phép sinh trudong thanh 16p don trong 3 ngdy. Céc té bao
duoc xtr Iy bang VEGF-A tai to hop, Sema3A ciing nhu khang thé theo sang ché qua dém.
Dung dich FITC-Dextran khdi lwong phéan tit cao dugc cung cap véi kit duge bd sung vao
thé chén, cho phép cac phan tir huynh quang di qua 16p don té bao nd6i mo. Kha nang tham
in vitro dugc xac dinh bang cach do su phat huynh quang cta dung dich giéng cia dia tiép
nhan tai 485nm / 535nM (su kich thich va su hap thu).

Céc tac gia sang ché da thir nghiém khang thé 14y vi du theo sang ché: dong vo tinh
1. Khang thé nay chira chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 14 va chudi
nhe bao gdm trinh tir axit amin SEQ ID NO: 15.
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Khang thé khang Sema3A theo sing ché da e ché hoan toan kha nang tham dwogc
cam tng boi Sema3A, nhung khong trc ché kha nang thim dwgc cam tng bdi VEGEF-A
(Fig. 2). Quan trong 13, hiéu qua cta kha ning thdm ctia Sema3A 1a doc 1ap v6i VEGF-A.
Viéc stt dung khang thé dbi chiing huéng dén chéng lai TNP khing dinh rang hiéu qua nay

1a do su hudng dich dic hiu ctia khang thé theo sang ché dén Sema3A.
Vi du 3: Phép do sy tan v& khung té bao & thir nghiém té bao

Hoat tinh t& bao ctia khang thé 1am vi du theo séng ché (dong vo tinh I) dugc danh
gia br?mg cach do su tan v& khung té bao & céac té bao ndi md vi mach vOng mac nguoi
(HRMEC) str dung hé théng XCELLigence (Thiét bj phén tich té bao thdi gian thuc dugc
thuong mai hoa boi ACEA Biosciences). He théng nay do su gin té bao va su hop dong té
bao qua tré khang té bao. HRMEC biéu hién noi md Neuropilin-1 (Nrp1) va céc plexin, ma
1a c4c bo phan cua thy thé hoan chinh Semaphorin nhém 3. Bang viéc lién két v6i phirc hop
thu thé nay, cic semaphorin cam tng su tan v& clia cac soi F-actin & 16p ndi mo. O thir
nghiém chirc ning nay, viéc bo sung protein Sema3A téi t6 hop vao 16p hop dong ciia cac
té bao no6i mo vi mach vong mac lam ha té bao do su tan v& khung t€ bao va su co rut sau

do ctia té bao, duge do dudi dang sy giam tré khang té bao.

Tém tét, cac dia E View duge phu bang yéu t6 gin. Céc té bao duoc cdy gidng voi
mat d6 20000 té bao/ giéng va sau d6 dugc phép sinh truéng thanh 16p don trong cac diéu
kién sinh truéng binh thuong ctia ching bén trong thiét bj XCELLigence qua dém.

Céc t6 hgp Sema3A (hoic cac semaphorin nhém 3 khac) cing v6i va khong cing
v6i khang thé khang Sema3A theo sang ché duoc bd sung trong sy ¢6 mit ctia 3mM CaCl2.
Chi s6 té bao dugc chuin hoa véi diém thoi gian trude khi bd sung cac chat. Cac phép tinh

duoc thuc hién 5 gio sau khi kich thich.

Su tan v& khung té bao dugce cam tng boi Sema3A c¢6 thé dugc ngan chin hoan
toan béi khang thé khang Sema3A theo sang ché. Su tan v& khung té bao duge cam tmg
béi cac semaphorin dugce thir nghiém khac (B, C, E va F) khong thé dugc ngan chin boi
khéng thé khang Sema3A theo sang ché, khing dinh tinh dic hiéu ctia khang thé theo sang
ché d6i v6i Sema3A (Fig. 3).
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Vidu 4: Ai luc va hoat luc té bao
A) Ai luce

DPém chay cho thi nghiém nay va tt ca cdc dung dich pha loang (trr trudng hop da
néu) dugc thuc hién trong PBS-T-EDTA vé61 0,01% Tween20 [100 ul ciia 100% Tween20
duge bd sung vao 2L PBS-T-EDTA dé tao ra ndng do Tween 20 cubi ciing 12 0,01%]. Chip
cam bién GLM duoc chudn héa va duoc tao diéu kién so bd nhu theo khuyén c4o cua nha
san xuét. Chip cam bién dwoc hoat héa véi hdn hop cin bang ctia EDC/s-NHS theo huéng
nim ngang trong 300 gidy tai téc do dong 1a 30 pl/phut va duge cb dinh bang chat gin két
Fab nguoi (10 pg/ml trong 10 mM axetat pH 5,0) theo huéng nim ngang trong 300 gidy tai
téc do dong 1a 30 pl/phat din dén c6 ~ 6739-7414 RU cua chét gin két Fab ngudi trén bé
mat. Chip cam bién dugc khir hoat héa bang 1M etanolamin HCI theo huéng nim ngang
trong 300 gidy tai tbc do dong 1a 30 pl/phut. Chip cam bién duoc 6n dinh héa bang 10 mM
glyxin pH 2,1 trong 18 gidy, tai tbc do dong 1a 100 pl/phut 1 1an theo huéng nim ngang va

1 14n theo huéng doc.

Céc tac gia sang ché da thir nghiém khang thé 14y lam vi du theo séng ché (dong
v6 tinh T). Khéng thé nay (0,5 pg/ml) dugc bét giit trén bé mit chat gan két Fab ngudi theo
chidu doc trong 300 gidy tai tbc do dong 1a 25 pl/phit din dén mue bét giit ~180 RU. Dudng
co s& duge dn dinh hoa bang cach phun PBS-T-EDTA trong 60 gidy tai tbc do dong 14 40
ul/phut theo hudng ndm ngang. Chét phéan tich dugc phun theo huéng nam ngang qua khang
thé duoc bit giit trong 600 gidy tai tbc d6 dong 13 40 ul/phit va phan ly trong 7200 giay.
Céc ndng do cta cac chat phan tich 12 0 nM, 0,625 nM, 1,25 nM, 2,5 nM, 5 nM, va 10 nM.
Bé mat duoc tai tao bang cach phun 10 mM glyxin, pH 2,1 trong 18 gidy tai tbc do dong 1a
100 pl/phat mot 14n theo chidu ngang va mot mot theo chiéu doc. PBS-T-EDTA dugc phun
trong 60 gidy tai tc do dong 1a 25 ul/phut mot 1an theo chiéu doc.

Diém giao cit (cac tuong tic véi bé& mat bo cam bién) va miu tring (PBS-T-EDTA véi
0,01% Tween20 hodc 0 nM chét phan tich) dwoc trir khoi s6 liéu thd. Cac do thi d4p Gng
sau d6 duoc lam Khit toan bd voi su lién két 1:1 Langmuir dé cung cip cac gia tri tdc do

lién két (ka), tbe do phan ly (kd), va 4i luc (Kp).
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B) Hoat luc té bao

Pé xac dinh hoat luc chitc ning & thit nghiém sy tan v& khung té bao, cac duong
cong dap ung nbéng d6 Sema3A dugc két hop vdi cac ndng do ting dan cua khang thé &
dang c4c thi nghiém dich chuyén IC50. B thi Gaddum Schild dugc thuc hién dé tinh gia
tri pA2 (thuat todn am cua ndng do khang thé can dé dich chuyén duong cong dap ting ndng
dd Sema3A bé‘mg hé s 2). Hoat luyc tinh theo pM dugc tinh tir gia tri pA2 Ia
=POTENCY(10;-X).

Cac két qua dugc tong hop trong bang 6 dudi day.

Béng 6:

Phan tir Al luc (Ka) [pM] Sy d6i khang chitc ning

o thu nghiém su tan vO

khung té bao (A2) [pM]

Ngwoi | Cyno | Chugt Chugt | T ho Nguoi
nhat | cong
Khang thé theo | 29 28 27 27 42 69
sang che (dong
vO tinh I)

Vi du 5: Dénh gi4 tinh sinh mién dich ciia khang thé theo sang ché

Céc tac gia sang ché da danh gia kha nang sinh mién dich dugc du doan cta khang
thé 14y 1am vi du theo sang ché, dong vo tinh I. Khang thé nay bao gdbm chudi ning va chudi

nhe bao gém céc trinh tur axit amin cia SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15, tong tng.

Cho muc dich nay, ho da sir dung cdng cu in silico dé dyu doan cac epitop té bao T

(EpiMatrix dugc phét trién béi EpiVax).

Bing viéc sang loc c4c trinh ty cua nhiéu thé phan 1ap khéng thé nguoi, EpiVax da
xé4c dinh mot s6 phdi tir HLA dugc bao toan cao ma duge tin 1a ¢6 hoat luc didu hoa. Bang
chtrng thuc nghiém da goi y nhiéu peptit trong sd cac peptit ndy, trén thuc té, ¢6 tinh sinh
dung nap mién dich hoat tinh & hau hét cac ddi tugng. Céc epitop té bao T hon tap, didu

hoa va duoc bao toan cao hién nay duoc biét dén 1a cac Tregitope (De Groot et al. Blood.
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2008 Oct 15;112(8):3303-11). Hoat lyc sinh mién dich cia cic neo-epitop dugc chira trong
cac khang thé dugc nhan hoa co thé duge kiém soat mét cach hiéu qud trong su c6 mat cuia

s& lugng dang ké cac Tregitope.

D&i voi muc dich phén tich kha ning sinh mién dich ctia khang thé, EpiVax da phét
trién Piém EpiMatrix duoc diéu chinh béi Tregitope va su du doén twong ing cta sy dap
ting khang thé khang tri liéu. D& tinh Diém Epimatrix dugc diéu chinh béi Tregitope, cic
diém cua cac Tregitope duge trir khoi Diém s protein EpiMatrix. Cac diém duoc diéu
chinh boi Tregitope da duge chimg t6 12 twong quan tét véi ddp tng mién dich 1am sang
duoc quan sat cho tap hop gdbm 23 khang thé thuong mai (De Groot et al. Clin Immunol.
2009 May;131(2):189-201).

Céc két qua trén thang diém EpiMatrix dugc tong hop trong bang 7 dudi day.

Bang 7:

Phéan t Chudi ning (% clia Epivax Epivax Chudi nhe (% ctia
nguoi) (VH) (Vx) nguoi)

FR V-gen FR V-gen

Khéng thé 97 91 -27,27 -21,79 98 88
theo sang :
ché

(dong vo
tinh I)

Céc trinh tu cua khang thé theo sang ché, diém sd trén dau thip cia thang diém
EpiMatrix, chi ra réng khéng thé theo séng ché ¢6 hoat luc bi han ché nhiéu d6i vai kha
nang sinh mién dich. Thang diém EpiMatrix da néu 1a da biét rd béi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thudt va c6 thé dugc tim thdy khong ké nhitng thit khdc trén
Fig. 2 ciia cong bd Mufarrege et al. Clin Immunol. 2017 Mar;176:31-41.

Vi du 6: Tac dong dén mat do t& bao dau mut va ving khéng mach in vivo (M6

hinh bénh Iy vong mac dugc cdm Ung bdi oxy OIR)
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Hiéu qua cta khang thé 14y 1am vi du theo sang ché (dong vo tinh 1) d6i voi sy tai
tao mach cua viung khong mach thiéu mau cuc bo duge diéu tra nghién ctru & md hinh chudt
nhét cia bénh ly véng mac duge cam tmg boi oxy (OIR). Cac ltra dé cia chudt nhit
C57BI/6] dugc tiép xuc véi khi quyén 75% oxy ngay 7 sau sinh dén ngay 12 sau sinh. Pidu
nay dan dén su hoi phuc cac mach mau ¢ vong mac trung tdm va sy tao thanh ving khong
mach. Sau khi tré lai cac tinh trang md c6 lugng oxy thong thuong, ving nay tré nén thiéu
mau cuc bg. Cac con con tiép nhan miii tiém nodi nhan don gém 10 pg khang thé trong 0,5
ul dung dich & mdi mit trong diéu kién gy té bang isofluran vao ngay 12 sau sinh. Vai
ngay 17 sau sinh, cac con vat dugc cho chét va mét dugc khoét nhan. Cac mét duoc c¢b dinh
trong formalin va lugng phang véng mac dugc tao ra trong d6 cdc mach mau vong mac
duoc nhudm b%mg isolectin B4. S6 luong cac té bao dau mut (cac té bao ndi mod duoc chuyén
biét hda bt diu tao thanh cac mach méi) duoc dém tai tran khong mach doc toan bd vong
mac (dudng bao ¢ gitta ving ngoai bién dugc tao mach va cung trung tdm khong mach cua

vOng mac).

Céc t€ bao dau mut nay duoc xac dinh bang hinh thai riéng cua ching thé hién sy
kéo dai gia tac dang s¢i. D€ phén tich, so lugng céc té bao dau mut dugc chuin hoa véi
chiéu dai cua tran khong mac. Kich thuéc ctia ving khong mach dugc xéac dinh bang cach

stt dung kinh hién vi ddng tiéu va phin mém phan tich hinh anh.

Khéng thé khang Sema3A theo sing ché 1am ting mat do té bao dau mut & md hinh
OIR chudt nhit (Fig. 4). Hon thé nita, n6 thé hién sy giam viing khong mach. C6 modi trong
quan nghich gitta mat do té bao dau mut va kich thuéc ciia ving khong mach, chi ra su phu
thudc vé co ché cta hai tham sé nay. Viéc sir dung khang thé d6i chtng huéng dén chdng
lai TNP khang dinh ring hiéu qua nay 1a do sw huéng dich dic hiéu cua khang thé theo

sang ché dén Sema3A.

Téng quét 13, khang thé khang Sema3A theo sang ché 1am giam kich thudc ving
khong mach thiéu méau cuc bd & md hinh dong vat bi bénh ly vdong mac dugc cam g boi
0xy, chi ra hi€u qua c6 l¢i trong diéu tri chung thiéu mau cuc bd hoang diém do dai thao
duodng.

Vi du 7: So sanh khang thé khang Sema3A va Avastin ti2 & mit thd
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Céc két qua dugc tong hop trong bang 8 dudi day.

Bang 8:
t1/2 dugc tinh (ngay)
Khdng thé theo sdng ché (dong vé tinh I) Avastin
0-14 ngay tdt ca
Dich kinh 5,1 3.9 44
Vong mac 6,1 4,1 4.8
Thuy dich 4,7 3.3 4,5

Tho1i gian ban huy dugec tinh 12 3,9, 4,1 va 3,3 ngay ¢ dich kinh, vong mac, va thuy
dich twong Gng. Cac thoi gian ban hiy nay 1a twong tu véi cdc thoi gian ban hiy trong tai
liéu cho khang thé don dong IgG1 duoc nhan hoa tai td hop duge st dung 1am sang Avastin
(khang thé khang VEGF, bevacizumab, Bakri et al., Opthalmology, 2007), ma ciing dugc
khéng dinh qua thuc nghiém béi cic tac gia sang ché. Cac két qua nay 1a nhu dugc mong
doi, vi su thanh thai trong ndi nhan ctia cac IgG c6 chidu dai day di phu thude chu yéu vao
kich thudc phén tir ciia chiing, ma twong tw d6i voi khang thé theo sang ché va Avastin. Do
d6, PK ngudi, bao gdm thoi gian ban hity trong mit ciia khang thé theo séng ché va Avastin
dugc ky vong la twong tu nhau. Thoi gian ban huy trong mat ngudi dugc bao cdo cia

Avastin 1a 9,73 + 1,48 ngay (Hutton-Smith, 2016).

Vi du 8: So sanh 4i luc lién két giira khang thé theo sang ché va khang thé Chiome

Cho muc dich so sanh, céc tac gia sang ché da phat trién khang thé duogc nhan héa
khang Sema3A dugc boc 10 trong WO2014123186 (Chiome Bioscience) voi cic d4u hiéu

sau day:
- chubi ning 1a nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 11 trong W02014123186, va
- chubi nhe 12 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 12 trong W02014123186.
Céc tac gia sang ché da phat trién 2 dang cua khang thé nay:

62



44705 63/89

- mot dang duogc tao dinh dang trén IgG1KO Fc, duge sau day dugc goi 1a “khang
thé Chiome A” va

- mot dang duogc tao dinh dang trén vung triét tiéu [gG1KO-FcRn sau ddy duogc goi
1a “khang thé Chiome B”.

Mat d6 bé& mit cao ciia khang thé khang Fab ngudi (GE Healthcare) dugc c¢b dinh
trén chip GLM (BioRad) qua viéc két cap amin truc tiép qua 6 kénh nam ngang theo huéng

dan cua nha san xuat BioRad.

Khang thé theo sang ché (dong vo tinh I) va cac khing thé Chiome dugc bat gitr
qua bé mat khang thé khang Fab ngudi qua 5 trong s6 6 kénh doc véi mat do bé mat tdi
thiéu cho phan tich lién két dong lwc. Sema3A ngudi dugc chuén bi trong dém PBS-T-
EDTA (BioRad) & cac ndéng do 1a 100, 50, 25, 12,5, 10, 6,25, 5, 2,5, 1,25, 0,625 va 0 nM.
Tiém dém PBS-T-EDTA dugc st dung 1am déi chimg kép cho phén tich sb liéu dong luc.
MBOi loai trong s6 cac dung dich Sema3A ngudi va dém PBS-T-EDTA dugce tiém ddng thoi
qua 6 kénh ndm ngang trong 10 phuit tai tbc do dong 1a 40 uL/phut sau d6 1a pha phan ly 2
gi0. Céac bé mat dugce tai tao bai tiém 10 mM pH 2,1 glyxin HC1 (GE Healthcare) trong 18
gidy tai toc do dong 1a 100 pL/phut sau d6 1a tiém PBS-T-EDTA 60 gidy tai toc do dong la
25 uL/phut. Cac db thi dap tng lién két dugc 1am khit véi md hinh langmuir 1:1 @ tinh tc

d6 lién két, toc d6 phan ly va ai luc.

S6 liéu dong luc va 4i luc cta khang thé theo séng ché va cac khang thé Chiome

lién két véi Sema3A nguoi duge liét ké trong bang 9 dudi day.

Bang 9 :
Tén mau KD ddi v6i HuSema3A
Khang thé Chiome A 56,4 nM
Khang thé Chiome B 55,9 nM
Khang thé theo sang ché (dong vo 32,0 pM
tinh I)
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Két luan

Céc két qué chi ra ring khang thé theo sang ché duoc ching t6 ¢6 4i luc lién két voi Sema3A
ngudi cao hon so voi cac khang thé trong giai phap da biét dugc boc 19 trong

WO02014123186 (Chiome Bioscience).

Vidu 9: So sanh 4i luc lién két gitra khang thé theo sang ché va Samsung scFv
Céac manh scFv nhu duoc boc 16 trong WO2017074013 (Samsung) da dugce so
sanh.

Daéi véi muc dich so sanh, cac tac gia sang ché da phat trien 3 manh scFv dugce boc

16 (“Samsung scFv”) véi céc déu hiéu duogc boc 19 trong bang 10 dudi day.

Bang 10:
Tén cta khéang thé Trinh tu SEQ ID NO nhu dugc néu
trong WO2017074013
Samsung scFv 1 Chudi ning 19
Chudi nhe 20
Samsung scFv 2 Chudi ning 21
Chudi nhe 22
Samsung scFv 3 Chudi ning 23
Chudi nhe 24

Mat d6 bé mit cao cua khang thé khang His (GE Healthcare) dugc cb dinh trén
chip GLM (BioRad) qua viéc két cip amin truc tiép qua 6 kénh nam ngang theo huéng din
ctia nha san xuit BioRad. Cac khang thé Samsung scFv duogc bt giit qua bé mit khang thé
khéng His qua 5 trong s 6 kénh doc v&i mat d6 bé mit tdi thiéu cho thir nghiém lién két
dong luc. Sema3A nguoi dugc chuén bi trong dém PBS-T-EDTA (BioRad) & céc ndng do
1a 100, 50, 25, 12,5, 10, 6,25, 5, 2,5, 1,25, 0,625 va 0 nM. Tiém dém PBS-T-EDTA duogc
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st dung lam dbi chung kép cho phan tich s6 liéu dong lwc. Mbi loai trong s6 cac dung dich
Sema3A nguoi va dém PBS-T-EDTA dugc tiém ddng thoi qua 6 kénh nam ngang trong 10
pht tai tbe d6 dong 1a 40 pL/phut sau d6 14 pha phan ly 1 gio. Cac bé mit dugc téi tao boi
tiém 10 mM pH 2,1 glyxin HCI (GE Healthcare) trong 18 gidy tai tbc do dong 1a 100
uL/phut sau d6 1a tiém PBS-T-EDTA 60 gidy tai tbc d6 dong 1a 25 uL/phit. Céc db thi dap
ting lién két dwoc 1am khit v6i md hinh langmuir 1:1 dé tinh tdc d¢ lién két, téc do phan ly
va ai luc.

Lién két cho khang thé theo sang ché v6i Sema3A ngudi (dong vo tinh I) dugc
thuc hién bing cach sit dung phuong phap twong tw nhung khang thé dé khang IgG nguoi
(Invitrogen) duogc sir dung dé bit giit khang thé theo sang ché. Sy lién két ciia khang thé
theo sang ché va Samsung ScFv véi Sema3A ctia Cynomology, chudt nhét, chudt cdng,

hoic tho ciing duoc thuc hién st dung cung phuong phép.

S liéu dong luc va 4i luc ciia khang thé theo sang ché va Samsung scFv dugc 1ap

danh sach ¢ bang 11 dudi day.

65/89

Bang 11:
Tén cta Kbp véi Kp vo6i Kbp véi Kbp véi Kp véi
khang thé HuSema3A | CynoSema3 | MouseSema | RatSema3A | RabbitSema
(pM) A (pM) 3A (pM) (rM) 3A (pM)
Samsung 359 89,0 105 <20 112
scFv 1
Samsung 359 118 117 <20 122
scFv 2
Samsung 296 68,0 88,8 <20 59,5
scFv 3
Khang thé 34,7 35,0 35,0 23,5 40,1
theo sang
ché (dong vo
tinh I)

65




44705 66/89

K ét luan

Khang thé theo sdng ché c6 ai luc lién két véi Sema3A ngudi, cyno, chudt nhit,

hoic thd cao hon so v6i 3 Samsung scFv nhu dugce boc 19 trong WO2017074013.

Vidu 10: So sanh ai luc cua hai khang thé theo sang ché
C4c téc gia sang ché da phat trién hai khang thé c6 cac CDR nhu duge md ta trong
SEQ ID NO: 1 dén 6. Hai khang thé thay dbi & ving Fc trong dé:
e mot khang thé bao gdm t6 hop ciia L234A va L235A (khang thé A), va
e khang thé con lai bao gdm dot bién H435A (khang thé B),
cac gbe duoc danh s6 theo chi s6 EU ciia Kabat.
Khong c6 su chénh 1éch ¢6 ¥ nghia théng ké nao & 4i lyc lién két cta ca hai khéng

thé v6i Sema3A ngudi c6 cac CDR nhu duge md ta trong SEQ ID NO: 1 dén 6. Do do, i

luc d6i voi Sema3 A ngudi van dugc duy tri & cac khang thé khang Sema3A theo sang ché.

Vi du 11: Hoat luc cia khang thé c6 ban san ma khang Sema3A

Cho muc dich so sanh, céac tac gid sang ché da thu nghiém hoat tinh té bao cua
khang thé c¢6 ban sin huéng dich Sema3A. Khéng thé da néu duoc thuong mai hoa bai
Creative Biolabs dudi tén “khdng thé tri liéu khding SEMA3A nguoi, duoc nhan héa (CATH:
TAB-556CL)”. Khang thé c6 ban sin nay sau ddy s& dugc goi la “khang thé Creative
Biolabs™.

Hoat tinh té bao ctia khang thé Creative Biolabs dugc danh gia bang cach do su tan
v khung té bao & cac té bao ndi md vi mach vdng mac ngudi (HRMEC) v6i cung quy trinh
nhu dugce bdc 16 trong Vi du 3. Céc tinh toan va xac dinh hoat luc dugc thyc hién 5 gid sau
khi kich thich.

Duéi cac didu kién nay, khang thé Creative Biolabs khong thé hién hoat tinh bat

ky dbi voi su tan v& khung té bao duoc cam ung boi Sema3A. Su tan v& khung té bao duoc
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cam tng boi Sema3A qua thuc co thé khong dugc ngan chan bdi khang thé Creative
Biolabs.

Do d6, khang thé Creative Biolabs da chimg t6 khong ngan chin su tan v& khung
t€ bao duoc cam tmg béi Sema3A & céac t€ bao vong mac, trong khi & cing diéu kién, khang
thé theo sang ché thi c6. Didu nay khing dinh hidu qua bt ngd va vuot troi ciia khéng thé

theo sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé khang Sema3A hoic manh lién két khang nguyén cia né bao gom:

—  vung bién dbi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1 (H-CDR1);
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 2 (H-CDR?2); va trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 3
(H-CDR3); va

- ving bién di chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 4 (L-CDR1);
trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 5 (L-CDR2); va trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 6
(L-CDR3).
2. Khéng thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gbm:
- vang bién dbi chudi nang bao gém céc trinh tw axit amin cia SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hodac SEQ ID NO: 10 va
- ving bién d6i chudi nhe bao gbm trinh tur axit amin cia SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 hoac SEQ ID NO: 13.
3. Khang thé khang Sema3A ho#ic ménh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né bao gbm:

a. ving bién ddi chudi nang va viing bién d6i chudi nhe bao gdm cac trinh tur axit amin
cua SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 11, twong tng;

b. ving bién dbi chudi ning va viing bién d6i chudi nhe bao gbm céc trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 11, tli(mg ung;

c. ving bién d6i chudi nang va ving bién d6i chudi nhe bao gdm céc trinh tir axit amin
cia SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12, twong Gng; hoac

d. ving bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm c4c trinh tw axit amin
cia SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 13, tuong ung.
4. Khang thé khang Sema3A hozic manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong

d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia né bao gbm:
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- chudi ning bao gdm, trinh ti axit amin ctia SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 17 hodc SEQ ID NO: 19; va

— chudi nhe bao gdm, tét hon 1 gdm, trinh ti axit amin ctia SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 18 hoiac SEQ ID NO: 20.

5. Khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén cia n theo diém 1, trong

d6 khang thé hodc ménh lién két khang nguyén ciia n6 bao gbm:

a. chudi nang bao gbdm trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 14 va chudi nhe bao g6m

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15;

b. chudi ning bao gdm trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 16 va chudi nhe bao gém
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 15;

¢. chudi ning bao gdm trinh tw axit amin ciia SEQ ID NO: 17 va chudi nhe bao gdm

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 18; hodc

d. chudi nang bao gbém trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 19 va chubi nhe bao gdm
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 20.

6. Dugc phim chira khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo diém 1 va chit mang

dugc dung.
7. Polynucleotit dugc phan lap bao gbm:

— trinh tw ma hoa chudi ning bao gdm trinh tu bét ky trong s6 SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, hodc SEQ ID NO: 19 hoic ving bién ddi chudi ning bao gdbm
trinh tu bt ky trong s6 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 hoic SEQ ID NO:
10; va

- trinh tw ma hoa chudi nhe bao gdm trinh tu bit ky trong s6 SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 18 hodc SEQ ID NO: 20 hogc ving bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ti bt ky trong
s6 SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 hoic SEQ ID NO: 13.

8. Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit dwoc phan 14p theo diém 7.

9. Té bao chu bao gdm polynucleotit duge phan 1ap theo diém 7.
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10. Phuong phap san xuat khang thé khang Sema3A hoic manh lién két khang nguyén ciia
n6 bao gdbm budc:

a. thu duoc té bao chu theo diém 9; va

b. nubi cdy té bao chil.
11. Phuong phép theo diém 10, con bao gdm budc thu hdi va tinh ché khang thé hodc manh
lién két khéang nguyén ctia né.
12. Khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé
nay hodc manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm chudi ning bao gdm trinh tu axit
amin 12 SEQ ID NO: 14 va chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 15.
13. Khang thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé
nay hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm chudi ning bao gbm trinh ty axit
amin 12 SEQ ID NO: 16 va chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 15.
14. Khéng thé khang Sema3A hodc manh lién két khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé
nay hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm chudi ning bao gdm trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO: 17 va chudi nhe bao gém trinh tu axit amin la SEQ ID NO: 18.
15. Khang thé khang Sema3A hodc méanh lién két khang nguyén cuia né, trong d6 khang thé
nay hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gdbm chudi ning bao gdm trinh tu axit

amin 12 SEQ ID NO: 19 va chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 20.
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<151> 2019-05-09

<160> 22

<170> BiSSAP 1.3.6
<210>
<211> 5

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

=

<220>
<223> HCDR1

<400> 1
Ser Tyr Tyr Met Ser
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HCDR2

<400> 2

Thr Ile Ile Lys Ser Gly Gly Tyr Ala Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5
Asp

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> HCDR3

44705

10

15
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<400> 3
Gly Gly Gln
1

<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> LCDRI

<400> 4
Arg Ala Ser
1

<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> LCDR2

<400> 5
Tyr Ala Ser
1

<210> 6
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> LCDR3

<400> 6
Gln Gln Gly
1

<210> 7
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Gly Ala

tu nhan
Gln Ser
5
tuy nhén
Gln Ser
5
ty nhén
Tyr Ser
5
tu nhén

<223> VH - bién thé

<400> 7

Met Asp Tyr

tao

Ile Gly Asp Tyr Leu His

tao

Ile Ser

tao

44705

10

Phe Pro Tyr Thr

tao
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Glu
Ser
Tyr
Ser
Lys
65

Leu

Val

Val

Val
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln

Arg

Thr

<210> 8
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> VH - bién

<400> 8

Glu
1
Ser
Tyr
Ser
Lys
65
Leu

Val

Val

Val
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln

Arg

Thr

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9

Gln
Arg
Ser
35

Tle
Arg
Met

Gly

Val
115

Gln
Arg
Ser
35

Ile

Arg

Met

Val
115

117
PRT
Trinh

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Ser
Gly

100
Ser

Val
Ser
val
Lys
Thr
Ser
85

Gln

Ser

tu nhéan

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Ser
Gly

100
Ser

thé

Val
Ser
Val
Lys
Thr
Ser
85

Gln

Ser

tu nhén

VH - bién thé

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ala

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Ala

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Met

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Met

44705

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

Gly
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp

90
Tyr

Gly
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp

90
Tyr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Gly

Val
Pro
Gly
Tyr
Lys
Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gln

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
Tyr
vVal
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr
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Glu
Ser
Tyr
Ser
Lys
65

Leu

Val

Val

Val
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln

Lys

Thr

<210> 10
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223> VH- bién thé 4

<400> 10

Glu
1
Ser
Tyr
Ser
Lys
65
Leu

Val

Val

vVal
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln
Lys

Thr

<210> 11
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 11

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Val
115

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Gly
Val

115

7

PRT
Trinh

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Asn
Gly

100
Ser

Val
Ser
Val
Lys
Thr
Ser
85

Gln

Ser

tiy nhén

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Asn
Gly

100
Ser

Val
Ser
Val
Lys
Thr
Ser
85

Gln

Ser

ti nhén

VI, - bién thé

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ala

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ala

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Met

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Met

44705

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

Gly

Gly

Ala
Asn
Asp

90
Tyr

Gly
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp

90
Tyr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Leu
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gln

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Gln

Leu
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Leu
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu

Tyr

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Asn
80

Cys

Thr
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Glu
Glu
Leu
Lys
Ser
65

Glu

Thr

Ile
Arg
His
Tyr
50

Gly

Asp

Phe

<210> 12
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 12

Glu
1
Glu
Leu
Tyr
Ser
65
Glu

Thr

Ile
Arg
His
Tyr
50

Gly

Asp

Phe

<210> 13
<211> 10

<212>

<213> Tr

<220>

<223>

<400> 13
Glu Ile Val Leu Thr Gln

1

Val
Ala
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

7

PRT
Trinh

Val
Ala
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

7

PRT

inh

Leu
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Thr
Leu
Gln
Gln
Thr
Val

85
Gly

ti nhan

VL - bién

Leu
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

thé

Thr
Leu
Gln
Gln
Thr
vVal

85
Gly

tu nhén

VL- bién thé& c

5

Gln
Ser
Gln
Ser
Asp
70

Tyr

Thr

tao

Gln
Ser
Gln
Ser
Asp
Tyr

Thr

tao

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

20

Ser
Cys
Lys
Ile
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Ile
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

44705

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser Pro Ala

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Thr

Tyr

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Tyr

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Ser

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Gly
Leu
Phe
Leu

Phe

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Pro
15

Asp
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Pro
15

Asp
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asp Tyr

25

30
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Leu
Lys
Ser
65

Glu

Thr

His Trp
35

Tyr Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

<210> 14
<211> 446
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Chudi

<400> 14

Glu
1
Ser
Tyr
Ser
Lys
65
Leu
Val
Val
Ala
Leu
145
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
225

Phe

Pro

Val Gln
Leu Arg

Met Ser
35

Thr Ile

50

Asp Arg

Gln Met
Arg Gly
Thr Val
115
Pro Ser
130
Val Lys
Ala Leu
Gly Leu
Gly Thr
195
Lys Val
210
Cys Pro
Leu Phe

Glu Val

44705

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
40
Ser Gln Ser Ile Ser Gly
55
Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70
Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85
Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

tu nhan tao

ndng- Dong vé tinh I

Leu Val Glu Ser Gly Gly

Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
Trp Val Arg Gln Ala Pro
40
Ile Lys Ser Gly Gly Tyr
55
Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70
Ser Ser Leu Arg Ala Glu
85
Gly Gln Gly Ala Met Asp
100 105
Ser Ser Ala Ser Thr Lys
120
Ser Lys Ser Thr Ser Gly
135
Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
150
Thr Ser Gly Val His Thr
165
Tyr Ser Leu Ser Ser Val
180 185
Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
200
Asp Lys Arg Val Glu Pro
215
Pro Cys Pro Ala Pro Glu
230
Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245
Thr Cys Val Val Val Asp

Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Gly
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp
Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
170
Val
Val
Lys
Ala
Thr

250
Val

Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Trp
Pro
Thr
Thr
155
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
235

Leu

Ser

Pro
Ala
60

Ser

Tyr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Ala
140
vVal
Ala
Val
His
Cys
220
Gly

Met

His

Arg
45
Arg

Ser

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn
Val
Gln
Val
125
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
205
Asp
Gly

Ile

Glu

Leu
Phe
Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly
110
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
190
Pro
Lys
Pro

Ser

Asp

Leu
Ser
Glu

Pro
95

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
175
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg

255
Pro

Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Leu
Cys
Ser
160
Ser
Ser
Asn
His
Val
240

Thr

Glu
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260 265 270
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300
Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335
Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 15

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe - Déng vé tinh I

<400> 15
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asp Tyr
20 25 30
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160



Glu

Ser

Ala

Phe

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

Ser
Thr
Cys

Asn
210

<220>

<223>

<400> 16

Glu
1
Ser
Tyr
Ser
Lys
65
Leu
vVal
Val
Ala
Leu
145
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
225
Phe

Pro

val

Val
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln
Arg
Thr
Pro
130
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
210
Cys
Leu

Glu

Lys

16
446
PRT
Trinh

vVal
Leu
Glu

195
Arg

Chudi

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Gly
Val
115
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
195
Val
Pro
Phe

Val

Phe

Thr
Thr
180
Val

Gly

Glu
165
Leu

Thr

Glu

Gln
Ser
His

Cys

ty nhan tao

ndang - DOng

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Ser
Gly
100
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
180
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr

260
Asn

Val
Ser
Val
Lys
Thr
Ser
85

Gln
Ser
Lys
Tyr
Ser
165
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
245

Cys

Trp

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Ala
Ser
Phe
150
Gly

Leu

Tyr

Arg
Pro
230
Lys
Val

Tyr

Asp
Lys

Gln

Ser
Ala

Gly
200

vd tinh

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Ala
Ser
Thr
135
Pro
Val
Ser
Ile
Val
215
Ala
Pro

Val

Val

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Met
Thr
120
Ser
Glu
His
Ser
Cys
200
Glu
Pro
Lys

Val

Asp

44705

Lys
Asp

185
Leu

II

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu
Asp
105
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
185
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp

265
Gly

Asp
170
Tyr

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp
90

Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
170
val
Val
Lys
Ala
Thr
250

Val

Val

Ser
Glu

Ser

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Trp
Pro
Thr
Thr
155
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
235
Leu

Ser

Glu

Thr
Lys

Pro

Val
Pro
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Ala
140
Val
Ala
Val
His
Cys
220
Gly
Met
His

Val

His

Val
205

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn
Val
Gln
Val
125
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
205
Asp
Gly
Ile

Glu

His

Ser
Lys

190
Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly
110
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
190
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp

270
Asn

Leu
175
Val

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
175
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
255

Pro

Ala

Ser
Tyr

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Leu
Cys
Ser
160
Ser
Ser
Asn
His
vVal
240
Thr

Glu

Lys
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Thr
Val
305
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp

Trp

His

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

Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly
Gln

Asn

<220>

<223>

<400> 17

Glu
1
Ser
Tyr
Ser
Lys
65
Leu
Val
Val
Ala
Leu

145
Gly

Val
Leu
Met
Thr
50

Asp
Gln
Lys
Thr
Pro
130

Val

Ala

17
446
PRT
Trinh

275
Pro

Thr
VvVal
Ala
Arg
355
Gly
Pro
Ser

Gln

His
435

Chudi

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Gly
Val
115
Ser

Lys

Leu

Arg Glu
Val Leu

Ser Asn
325

Lys Gly

340

Glu Glu

Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe

405
Gly Asn

420
Tyr Thr

tu nhan

Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

tao

nang - DOng

Leu Val
5

Leu Ser

20

Trp Val

Ile Lys
Phe Thr
Asn Ser
85

Gly Gln
100

Ser Ser
Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser
165

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Ala
Ser
Phe

150
Gly

Gln
295
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr

Phe

Lys

280
Tyr

Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

vd tinh

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Ser
Thr
135

Pro

Val

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Met
Thr
120
Ser

Glu

His

44705

Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

425
Leu

IIT

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu
Asp
105
Lys
Gly

Pro

Thr

Ser
Leu
Ala
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Gly
Gly
Gly
Ala
Asn
Asp
90

Tyr
Gly
Gly

Val

Phe
170

Thr
Asn
315
Pro
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Trp
Pro
Thr
Thr

155
Pro

Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala
Gly
Ser
Ala
140

Val

Ala

285
Arg

Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
val
Asp
His

Pro
445

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn
vVal
Gln
vVal
125
Ala

Ser

Val

Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Leu
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly
110
Phe
Leu

Trp

Leu

val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

415
Ala

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Thr
Pro
Gly

Asn

Gln
175

Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400
Arg

Leu

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Leu
Cys
Ser

160
Ser
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Ser
Leu
Thr
Thr
225
Phe
Pro
Val
Thr
Val
305
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp

Trp

His

Gly
Gly
Lys
210
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly

Gln

Asn

<210> 18
<211> 21

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 18

Glu
1

Glu
Leu

Tyr

Ser

Ile
Arg
His
Tyr

50
Gly

Leu
Thr
195
Val
Pro
Phe
Val
Phe
275
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
355
Gly
Pro
Ser
Gln
His

435

4

PRT
Trinh

Chudi

Val

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Tyr Ser
180
Gln Thr

Asp Lys
Pro Cys

Pro Pro
245

Thr Cys

260

Asn Trp

Arg Glu
Val Leu

Ser Asn
325

Lys Gly

340

Glu Glu

Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe

405
Gly Asn

420
Tyr Thr

ty nhén

Leu
Tyr
Arg
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

tao

Ser
Ile
Val
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln
295
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Ser
Cys
200
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
280
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

44705

Val
185
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
265
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

425
Leu

nhe - Dong vd tinh III

Leu Thr
Thr Leu
20

Tyr Gln

Ser Gln

Gly Thr

Gln
Ser
Gln
Ser

Asp

Ser
Cys
Lys
Ile

55
Phe

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

vVal
Val
Lys
Ala
Thr
250
Val
Val
Ser
Leu
Ala
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Thr
10

Ser
Gln
Ile

Thr

10

Thr
Asn
Ser
Ala
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Pro
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

vVal
His
Cys
220
Gly
Met
His
Val
Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

Ser
Ser
Pro
Ala

60
Ser

Pro
Lys
205
Asp
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Pro
445

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Ser
190
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ser
Gly
30

Leu

Phe

Leu

Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
255
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

415
Ala

Pro
15

Asp
Leu

Ser

Glu

Ser
Asn
His
Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro

84/89



44705 85/89

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 19

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chudi ning- Dong vé tinh IV

<400> 19

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Leu Gln Leu Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ser Thr Ile Ile Lys Ser Gly Gly Tyr Ala Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Asn

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Val Lys Gly Gly Gln Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

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

115 120 125
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

145 150 155 160

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

165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser

180 185 190

11



Leu
Thr
Thr
225
Phe
Pro
Val
Thr
Val
305
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp

Trp

His

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

Gly
Lys
210
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly

Gln

Asn

<220>

<223>

<400> 20

20
214
PRT
Trinh

Thr
195
Val
Pro
Phe
Val
Phe
275
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
355
Gly
Pro
Ser

Gln

His
435

Chudi

Glu Ile Val

1
Glu

Leu
Lys
Ser

65
Glu

Arg
His
Tyr
50

Gly

Asp

Ala
Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Thr
Lys
Cys
Pro
245
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

ty nhén

nhe

Leu
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Tyr
Arg
Pro
230
Lys
val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

tao

Ile
Val
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln
295
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Cys
200
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
280
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

44705

Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
265
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

425
Leu

- Dong vd tinh IV

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Val

Gln
Ser
Gln
Ser
Asp

70
Tyr

Ser
Cys
Lys
Ile
55

Phe

Tyr

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Val
Lys
Ala
Thr
250
Val
Val
Ser
Leu
Ala
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Thr
10

Ser
Gln
Ile

Thr

Gln

12

Asn
Ser
Ala
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Pro
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Gly

His
Cys
220
Gly
Met
His
Val
Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Tyr

Lys
205
Asp
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Pro
445

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Ser

Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
270
Asn
Vval
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Ser
Thr
Ser
Arg
255
Pro
Ala
vVal
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

415
Ala

Pro
15

Asp
Leu
Ser

Glu

Pro

Asn
His
Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr
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44705 87/89

85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
185 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 21

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Epitope

<400> 21
Asp Ser Thr Lys Asp Leu Pro Asp Asp Val Ile Thr Phe
1 5 10

<210> 22

<211> 751

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Asn Tyr Gln Asn Gly Lys Asn Asn Val Pro Arg Leu Lys Leu Ser Tyr
1 5 10 15
Lys Glu Met Leu Glu Ser Asn Asn Val Ile Thr Phe Asn Gly Leu Ala
20 25 30
Asn Ser Ser Ser Tyr His Thr Phe Leu Leu Asp Glu Glu Arg Ser Arg
35 ' 40 45
Leu Tyr Val Gly Ala Lys Asp His Ile Phe Ser Phe Asp Leu Val Asn
50 55 60
Ile Lys Asp Phe Gln Lys Ile Val Trp Pro Val Ser Tyr Thr Arg Arg
65 70 75 80
Asp Glu Cys Lys Trp Ala Gly Lys Asp Ile Leu Lys Glu Cys Ala Asn
85 90 95
Phe Ile Lys Val Leu Lys Ala Tyr Asn Gln Thr His Leu Tyr Ala Cys
100 105 110
Gly Thr Gly Ala Phe His Pro Ile Cys Thr Tyr Ile Glu Ile Gly His
115 120 125

13



His
Gly
145
Leu
Arg
Thr
Ala
Phe
225
Thr
Arg
Cys
Gln
‘Tyr
305
Cys
Ala
Val
Phe
Ser
385
Ile
Asp
Thr
Trp
Glu
465
Leu
Cys
Pro

Ala

Thr
545

Pro
130
Arg
Ile
Asp
Glu
His
210
Phe
His
Ser
Ser
Asp
290
Gly
Met
His
Pro
Asp
370
His
Val
Arg
Asp
Tyr
450
Pro
Tyr
Asp
Tyr
Lys

530
His

Glu
Gly
Asp
Phe
Gln
195
Leu
Phe
Ala
Leu
Val
275
Val
Val
Tyr
Arg
Tyr
355
Ser
Pro
Ile
Val
vVal
435
Asp
Thr
Ile
Ile
Cys
515

Arg

Cys

Asp
Lys
Gly
Ala
180
His
Ile
Arg
Arg
Val
260
Pro
Phe
Phe
Ser
Asp
340
Pro
Thr
Ala
Lys
ASp
420
Gly
Leu
Ala
Gly
Tyr
500
Ala

Arg

Ser

Asn
Ser
Glu
165
Ile
Asp
Ser
Glu
Ile
245
Asn
Gly
Leu
Thr
Met
325
Gly
Arg
Lys
Met
Thr
405
Ala
Thr
Glu
Ile
Ser
485
Gly
Trp

Thr

Asp

Ile
Pro
150
Leu
Phe
Ser
Glu
Asn
230
Gly
Lys
Pro
Met
Thr
310
Ser
Pro
Pro
Asp
Tyr
390
Asp
Glu
Val
Glu
Ser
470
Thr
Lys
Asp

Arg

Leu
550

Phe
135
Tyr
Tyr
Arg
Arg
Ser
215
Ala
Gln
Trp
Asn
Asn
295
Ser
Asp
Asn
Gly
Leu
375
Asn
Val
Asp
Leu
Val
455
Ala
Ala
Ala
Gly
Arg

535
His

Lys
Asp
Ser
Thr
Trp
200
Asp
Ile
Ile
Thr
Gly
280
Phe
Ser
Val
Tyr
Thr
360
Pro
Pro
Asn
Gly
Lys
440
Leu
Met
Gly
Cys
Ser
520

Gln

His

44705

Leu
Pro
Gly
Leu
185
Leu
Asn
Asp
Cys
Thr
265
Ile
Lys
Asn
Arg
Gln
345
Cys
Asp
Val
Tyr
Gln
425
Val
Leu
Glu
Val
Ala
505
Ala

Asp

Asp

Glu
Lys
Thr
170
Gly
Asn
Pro
Gly
Lys
250
Phe
Asp
Asp
Ile
Arg
330
Trp
Pro
Asp
Phe
Gln
410
Tyr
Val
Glu
Leu
Ala
490
Glu
Cys

Ile

Asn

14

Asn
Leu
155
Ala
His
Asp
Glu
Glu
235
Asn
Leu
Thr
Pro
Phe
315
Val
Val
Ser
Val
Pro
395
Phe
Asp
Ser
Glu
Ser
475
Gln
Cys
Ser

Arg

His
555

Ser
140
Leu
Ala
His
Pro
Asp
220
His
Asp
Lys
His
Lys
300
Lys
Phe
Pro
Lys
Ile
380
Met
Thr
Val
Ile
Met
460
Thr
Leu
Cys
Arg
Asn

540
His

His
Thr
Asp
His
Lys
205
Asp
Ser
Phe
Ala
Phe
285
Asn
Gly
Leu
Tyr
Thr
365
Thr
Asn
Gln
Met
Pro
445
Thr
Lys
Pro
Leu
Tyr
525

Gly

Gly

Phe
Ala
Phe
Pro
190
Phe
Lys
Gly
Gly
Arg
270
Asp
Pro
Ser
Gly
Gln
350
Phe
Phe
Asn
Ile
Phe
430
Lys
Val
Gln
Leu
Ala
510
Phe

Asp

His

Glu
Ser
Met
175
Ile
Ile
Val
Lys
Gly
255
Leu
Glu
Val
Ala
Pro
335
Gly
Gly
Ala
Arg
Val
415
Ile
Glu
Phe
Gln
His
495
Arg
Pro

Pro

Ser

Asn
Leu
160
Gly
Arg
Ser
Tyr
Ala
240
His
Ile
Leu
Val
Val
320
Tyr
Arg
Gly
Arg
Pro
400
vVal
Gly
Thr
Arg
Gln
480
Arg
Asp
Thr

Leu

Pro
560
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Glu
Cys
Arg
Arg
Gly
625
Leu
Leu
Asn
Leu
Val
705

Pro

Arg

Glu
Ser
Asn
Thr
610
Asn
Lys
His
Ser
Ile
690
Trp

Gly

Asn

Arg
Pro
Glu
595
Asp
Tyr
val
Lys
Met
675
Asn
Lys

Asn

Arg

Ile
Lys
580
Glu
Gln
Leu
Thr
Asp
660
Thr
His
Arg

Ser

Arg
740

Ile
565
Ser
Arg
Gly
Cys
Leu
645
Asp
Pro
Pro
Asp
Asn

725
Thr

Tyr
Gln
Lys
Leu
His
630
Glu
Asp
Ser
Asn
Arg
710

Lys

His

Gly
Arg
Glu
Leu
615
Ala
Val
Gly
Gln
Leu
695
Lys

Trp

Glu

Val
Ala
Glu
600
Leu
Val
Ile
Asp
Lys
680
Asn
Gln

Lys

Phe

44705

Glu
Leu
585
Ile
Arg
Glu
Asp
Gly
665
Val
Thr
Arg
His

Glu
745

Asn
570
Val
Arg
Ser
His
Thr
650
Ser
Trp
Met
Arg
Leu

730
Arg

15

Ser
Tyr
Val
Leu
Gly
635
Glu
Lys
Tyr
Asp
Gln
715

Gln

Ala

Ser
Trp
Asp
Gln
620
Phe
His
Thr
Arg
Glu
700
Arg

Glu

Pro

Thr
Gln
Asp
605
Gln
Ile
Leu
Lys
Asp
685
Phe
Pro

Asn

Arg

Phe
Phe
590
His
Lys
Gln
Glu
Glu
670
Phe
Cys
Gly

Lys

Ser
750

Leu
575
Gln
Ile
Asp
Thr
Glu
655
Met
Met
Glu
His
Lys

735
Val

Glu
Arg
Ile
Ser
Leu
640
Leu
Ser
Gln
Gln
Thr

720
Gly
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