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Linh vy ki thuit dwoe dé cap

Sang ché nay lién quan dén linh vuc khang thé dé cap dén peptit amyloid-beta
(AB) va cic phuong phap diéu tri bang khang thé. Dic biét, khang thé c6 thé dugc st
dung dé xéc dinh va diéu tri cac rdi loan lién quan dén amyloid.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Bénh Alzheimer (AD) 1 rbi loan ndo thodi hoa c6 dic trung 1am sang 1a mét tri
nhé, nhan thtc, tu duy, danh gia va su on dinh vé mit cam xuc tién trién, din dan din
dén suy giam than kinh rd rét va cudi cing 13 tir vong. Bénh Alzheimer la nguyén nhan
phd bién cua ching suy nhugc than kinh tién trién (chting mat tri) & ngudi cao tudi.
Bénh Alzheimer da dugc theo ddi trén toan thé gidi va l1a van dé stc khoe I16n trong
cong ddng. Theo wdc tinh, cin bénh nay hién anh huéng dén hon nam triéu nguoi, chi
tinh riéng & Hoa Ky. Hién tai, bénh Alzheimer khong thé chita khoi va khong c6
phuong phap diéu tri hitu hiéu nao c6 thé ngan ngira hodc déy 1 tridu chung hoic
dién tién cua bénh.

B6 ndo cua nhitng ngudi mic bénh AD biéu hién céc thuong ton dic trung goi la
mang dang tinh bdt (amyloid plaque), bénh mach mau tinh bot (két tia dang bot trong mach
méu) va dém rdi soi than kinh. Phan 16n cac thuong ton nay - cu thé 1a cdc mang dang tinh
bot va dam rdi s¢i than kinh - thuong duoc tim thdy & mét s§ viing cia ndo, ¢6 vai tro quan
trong cho tri nhé va chirc nang nhén thitc. Cac mang dang tinh bot va bénh mach mau tinh
bot cling dic trung cho ndo cta nhimng ngudi méc bénh Trisomy 21 (Hoi chimg Down),
bénh thé Lewy lan toa va xudt huyét ndo di truyén véi chimg thodi héa dang tinh bt kiéu
Ha Lan (HCHWA-D). ’

Thanh phan chinh ctia mang dang tinh bot 12 nhiéu peptit amyloid-beta (AB) duoc
tao ra bang cach phén cit protein tién chit p-amyloid (APP). Su tich tu peptit AP trong
nio duge cho 1a budc sém va can thiét trong qua trinh hinh thanh bénh AD. Viéc xéac
dinh dot bién trong protein tién chit amyloid va gen presenillin 1am thay ddi su san xuét
AP va gy bénh AD khéi phat sém theo gidnh, cung cép biang chung rd rang cho thay
su thay d6i chuyén hoa amyloid 12 sy kién chinh trong qua trinh gdy bénh tiém 4n cua

bénh nay.
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Cac peptit amyloid-p c6 pyroglutamat tai don phan thir ba (3pE A) la loai
chinh tich tu trong ndo cia bénh nhan mic ching AD. 3pE AP hién dién trong hau hét
cac mang khuéch tan va trudng thanh ¢ bénh AD, 4n dinh vé mit trao ddi chét va c6
thé dong vai tro trong ci viéc tao mam va on dinh mang bam (Cynis va cong su, Thoai
hoa than kinh thudc phan tir, 2016; 11:48). Lugng 3pE AP c6 thé phét hién chua dugc
bao cdo trong dich ndo tuy hodc huyét twong, do d6 goi y rang peptit dich 1a dic hidu
cho bénh Iy (DeMattos va cong su, Noron té bao than kinh, 2012; 76:1-13). Khéng thé
lién két c6 chon loc véi 3pE AP ¢6 thé hitu ich ddi v6i liéu phap mién dich.

Ban chit ky thuit clia sang ché

Nhu duge trinh bay va md ta ddy du, sing ché dé cap dén cac khang thé va
manh lién két khang nguyén cua ching lién két voi amyloid-B c6 pyroglutamat tai don
phan thu ba (3pE AP), cdc phuong phéap tao khang thé hoac manh lién két khang
nguyén cua chung lién két v6i 3pE AP, phuong phap xét nghiém st dung nhitng khang
thé nay hodc cac manh lién két khang nguyén ctia chung, cling nhu st dung khang thé
hodc cac manh lién két khang nguyén ctia chiing theo sdng ché dé san xuét dugc pham
dé didu tri, Jam chdm su khoi phat hodc ddy 1ui it nhit mot bénh 1y hodc triéu ching
ctia bénh Alzheimer va cac bénh khéc lién quan dén B-amyloid. Khang thé theo sang
ché wu tién lién két peptit AP chira 3pE hon peptit AB khong chira 3pE.

Dic biét, khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén clia n6
duoc mo ta trong tai liéu nay bao gdm ving xic dinh bd sung chudi ning 1 (HCDR1),
HCDR2, HCDR3, ving x4c dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va LCDR3 ¢6
cac trinh tu polypeptit co:

a. cacSEQIDNo:lanluotlal,2,3,4,5va6;

b.  cac SEQID No: lan lugtla1,7,3,4,5va6;

c.  cacSEQID No:lanluotlal,7,3,8,5va6;

d.  cac SEQID No:lanluotla 1,2,3, 8,5 va6;

e.  cac SEQ ID No: lan luot 1a 56, 57,3, 8, 5 va 6;
f.  cac SEQ ID No: lan luot 14 56, 57,3, 4, 5 va 6;
g.  cac SEQ ID No: lan luot 12 56, 58,3, 4, 5 va 6;
h.  cac SEQID No: lan lugt 12 56, 7, 3, 8, 5 va 6;

cac SEQ ID No: lan Iuot 1a 1, 57, 3, 8, 5 va 6;
J- cac SEQ ID NO lan luot 14 56, 7, 3, 4, 5 va 6;

[
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k.  c4c SEQIDNOlanlugtla 1, 57,3, 4,5 va6;

1. cac SEQ ID NO lan luot 12 1, 58, 3, 4, 5 va 6; hodc

m.  cac SEQ ID No: 1an luot 14 56, 2, 3, 4, 5 va 6;

trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén ctia n6 lién két dac hiéu véi
3pE AP, tt nhét 12 3pE AP cua ngudi.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé don dong phan lap hoic manh gin khang
nguyén ciia n6 bao gdm ving bién dbi chudi ning co trinh tu polypeptit ddng nhét it nhit
95 % vé6i SEQ ID No:9, 11, 13, 15, 16, 17, 19, 20 hodc 21, hay ving bién dbi chudi nhe
¢6 trinh tir polypeptit dong nhét it nhat 95 % véi SEQ ID No:10, 12, 14, 18, 22, 53 hodc
55.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé don dong dugc phan 1ap hodc doan gin khang
nguyén clia n6 bao gbm:

a. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:22;

b. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:9 va viing
bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:10;

C. ving bién ddi chudi ning co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:11 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tur polypeptit c6 SEQ ID No:12;

d. ving bién ddi chudi nang cé trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:13 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

e. ving bién ddi chudi ning cé trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:15 va
viing bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

f. ving bién ddi chudi ning cé trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:16 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tur polypeptit c6 SEQ ID No:14;

g. ving bién ddi chudi nang cé trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:20 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tur polypeptit c6 SEQ ID No:14;

h. ving bién d6i chudi ning co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:17 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:18;

i. ving bién ddi chudi ning cé trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:19 va
ving bién d61 chudi nhe c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:18;

j- viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:53; hodc
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k. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:55.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén
ctia n6 1a dang kham. Theo mot sé phuong 4n, khang thé don dong phan 1ap hoic
manh gén khang nguyén ctia né 1a cua nguoi hodc dugc nhan tinh héa.

Theo mot s6 phuong an, khang thé don dong phén 13p bao gbm:

a. trinh ty axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin
chudi nhe gdm ¢6 SEQ ID No:38;

b. trinh ty axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:39 va trinh tu axit amin
chudi nhe gdbm ¢6 SEQ ID No:38

c. trinh tw axit amin chudi ning gém ¢6 SEQ ID No:37 va trinh tu axit amin
chudi nhe gdbm ¢6 SEQ ID No:52; hodc

d. trinh tu axit amin chudi ning gém ¢6 SEQ ID No:39 va trinh tu axit amin
chudi nhe gdm c6 SEQ ID No:54.

Theo mot sé phuong 4n, manh lién két khang nguyén dugc chon tir nhoém
cac manh bao gdm Fv, F(ab'), F(ab')2 va scFv. Khang thé hodc manh lién két khéng
nguyén cua no lién két c6 chon loc véi peptit 3pE AP (vi du: AB3pE-40 va AB3pE-
42), c6 it hodc khong c6 phan ung chéo véi peptit AP hodc protein tién chit p-
amyloid khac (APP).

Sang ché ciing dé xuét axit nucleic dugc phan 1ap ma hoa khang thé don
dong hodc cac manh gin khdng nguyén cua chung theo sang ché duoc cong bd
trong tai liéu nay.

Séang ché ciing dé xuét vector bao gbm axit nucleic dugc phan 14p ma hoa
khang thé don dong hodc cac manh gin khang nguyén ctia chiing theo sdng ché.

Sang ché ciing dé xuét té bao chu bao gdm vector ¢6 axit nucleic duoc phan 1ap ma
hoa khang thé don dong hodc cac manh gin khang nguyén cua ching theo sang
ché. Sang ché ciing dé xuat té bao lai (hybridoma) san xuat khéng thé don dong
dugce phan 18p hodc méanh gian khang nguyén ctia né theo sang ché.

Theo mét sb phuong 4n, sang ché @ cap dén dugc phdm bao g6m khéang thé don dong
phén 14p hodc manh gan khang nguyén clia n6 theo sang ché va chét mang duoc dung.

Sang ché ciing dé xuét cac phuong phép didu tri tinh trang lién quan dén sy hinh
thanh cac mang chira protein beta-amyloid & d6i twong can. Cac phuong phép nay bao
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gdm budc cho d6i tuong can diéu tri st dung khang thé don dong hoic manh gin
khang nguyén cia n6 hodc dugc pham theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, tinh
trang nay la bénh Alzheimer. Theo mot s6 phuong an nhét dinh, tinh trang bénh duogc
chon tir nhém bao gdm chimg mat tri lién quan dén bénh Trisomy 21 (Hoi chimg
Down), bénh thé Lewy lan téa, bénh viém co thé thé g0p, bénh mach mau néo va Xuét
huyét ndo di truyén véi bénh amyloidosis loai Ha Lan (HCHWA-D).

Séng ché ciing dé xuit nhitng phuong phap lam giam cac mang lién quan dén
bénh Alzheimer cho ddi tuong can diéu tri. Cac phuong phap nay bao gdm budc cho
ddi twong can diéu tri st dung khéng thé don dong hodc manh gan khang nguyén clia
no6 hoac duogc phém theo sang ché.

Séang ché ciing @& xuét cac phuong phap ngan chin hoat tinh tao mam cia 3pE AP
& ddi trong can diéu tri. Cac phuong phap nay bao gdm buéc cho d6i tugng can diéu tri st
dung khang thé don dong hodc méanh gin khang nguyén cia n6 hodc dugc pham theo séng
ché.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap san xuét khang thé don dong hodc méanh
gin khang nguyén cuia né theo sang ché, phuong phip nay bao gbdm budc nudi cly té
bao bao gém axit nucleic ma héa khang thé don dong hodc manh gan khang nguyén
clia n6 trong cac diéu kién dé co6 thé tao khang thé don dong hoic manh gin khang
nguyén cia no, va budc thu hdi khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia no.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap san xuét dugc phim theo séng ché. Cac
phuong phap nay bao gdm budc két hop khang thé don dong hodc manh gin khang
nguyén cua no theo sang ché c¢6 chat mang dugc dung dé thu duoc dugc pham.

Phuong &n bao gém bo kit va thiét bi chira khang thé hoic manh gén khang
nguyén cia n6 dugc mo ta ¢ trén.

Céac ddi tuong, tinh ning va loi thé khac theo sang ché s& ro rang d6i voi nhitng
ngudi ¢6 k§ nang trong nganh khi xem xét chi tiét cac phuong 4n dugc vu tién tiép theo.
MO ta vin tit cac hinh vé

HINH 1 1a biéu dd sensogram (dd thi phan tmg so vé6i thoi gian cong hudng
plasmon bé mat) bat thuong) (ddng hoc chu ky don) tir sy phat hién khong c6 nhéan
cdng huong plasmon bé mit cia tuong tac lién két 4i luc BAMB31 2a (mlgG2a) véi
peptit AB(3pE-40) nguoi. Vét mau xam dai dién cho dit liéu tham chiéu kép dugc tri,

con vét mau den dai dién cho cac gia tri phu hop.
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HINH 2 1a biéu dd sensogram (dong hoc chu ky don) tir sw phat hién khong c6
nhin cong huong plasmon bé mit clia trong tac lién két 4i luc mE8c mIgG2a véi peptit
APB(3pE-40) nguoi. Vét mau xam dai dién cho dit liéu tham chiéu kép dugc tru, con
vét mau den dai dién cho cac gia tri phu hop.

HINH 3A-31 minh hoa kha ning phéan ing v6i mang khi dugc phén tich bang
cach héa md mién dich trong mé nio cb dinh bing formalin trong thé vii parafin
(FFPE) & chuét déi v6i BAMB674 va BAMB675 so véi cac phan tir HFA chat so sénh.
Két qua danh cho ndéng do khang thé so cip 0,05 pg/mL dugce minh hoa. Cac miii tén
biéu thi ving gén nhin méang cho BAMB674 va BAMB675. (A) BAMB674; (B)
BAM675; (C) Khang thé I; (D) Khang thé II; (E) BI2L; (F) CI-C7; (G) hE8L; (H)
R17L; (I) R17.

HINH 4A-4B minh hoa d6 thi biéu thi tinh chon loc BAMB31_1 nhu dwgc minh
hoa biang cach phét hién céc peptit AB tong hop cua nguoi trong ELISA tang kep. (A)
AB1-40 (B) ABpE11-40.

HINH 5A-5F minh hoa kha ning phéan (g v6i cac mang bang cach héa mo mién
dich trong mé ndo ¢ dinh bing formalin trong thé vui parafin (FFPE) & chudt chuyén
gen dbi v6i (A-B) BAMB246 (hop thé kham hulgGl) (C-D) BAMB674 va (E-F)
BAMBG675. Bang chén nhd minh hoa toan b phén ndo nhuém mau va ving phong to.

HINH 6A-6D minh hoa kha ndng phéan Gmg v6i cac mang bang cch héa md mién
dich trong mo6 ndo AD dugc bao quan cryo véi (A, C) 4G8 va (B, D) BAMB31 2a
(mIgG2a) & hai d0 phong dai khac nhau.

HINH 7 minh hoa db thi bidu thi ndng do khang thé trong huyét thanh tai céc
thoi diém khac nhau sau mot lidu 20 mg/kg trong mang bung (i.p.) ¢ chudt chuyén
gen.

HINH 8 minh hoa d thi bidu thi cac & vi xuat huyét sau khi diéu tri man tinh
bang d6i chung 16p khéng thé va khang thé BAMB31 2a (mlgG2a) & chujt PDAPP,
bang cach danh gia s6 luong té bao duong tinh cta Perls.

HINH 9 minh hoa d6 thi biéu thi ganh ning amyloid sau khi diéu tri mén tinh
bang ddi chimg 16p khang thé va khang thé BAMB31 2a (mlIgG2a) trong héi hai ma
ctia chudt PDAPP, dugc do bang phuong phap phat hién xét nghiém mién dich AB1-x.
Gia tri mau xam dai dién cho céc diém dit liéu bén dudi giéi han phat hién cua xét

nghiém.
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HINH 10 minh hoa so dd mé hinh hai ngin d6i véi dic trung PK cua khi
BAMBG674 va BAMB675.

HINH 11 minh hoa dd thi biéu thi PK so véi dir lidu dugc quan sat ddi véi
BAMB674 va BAMBG675. Mitc khang thé don dong BAM31 HFA trong huyét thanh
& dang IgG1 kiéu dai (Huyét thanh WT) va 16p khang thé IgG1 +YTE (Huyét thanh
YTE) sau khi tiém bolus 25 mg/kg (tiém nhanh 1 lidu thubc) trong tinh mach (i.v.) &
khi dudi dai. Nong do g/ml ciia khang thé khéang AB 3pE (3pE-AB) p dugc minh hoa
trén thang log trén truc Y theo thoi gian tinh theo ngay trén truc X. Thoi gian ban thai
dwoc tinh toan (t1/2) cho mdi khang thé don dong dugc minh hoa trén van ban ghép.

HINH 12 minh hoa d6 thi biéu thi néng do trong ndo quan sat dugc dbi voi
BAMB674 va BAMB675. Mtc dich thiy phan ndo cta khang thé don dong BAMB31
HFA vao ngiy thtr 7 va ngy thir 42 & dang IgG1 kiéu dai (ndo WT) va 16p khang thé IgG1
+YTE (ndo YTE) sau khi tiém bolus 25 mg/kg i.v. ¢ khi dudi dai. Nong d6 g/ml ciia khang
thé khang AB 3pE (3pE-AB) u dugc minh hoa trén thang log trén truc Y theo thoi gian tinh
theo ngay trén truc X.

MO ta chi tiét sang ché

Nhiéu tai lidu k¥ thudt, bai bao va bang sang ché dugc néu hodc duge md ta trong
phan tinh trang k§ thuat cia séng ché va trong toan bd ban mo ta; mdi tham chiéu nay
duoc két hop ddy dii vao tai liu nay bang vién dan. Viéc trinh bay vé tai liéu, hoat dong,
vat liéu, thiét bi, thanh phﬁn, v.v. d3 dugc dua vao ban mo ta nhim muc dich cung cép
nglt canh cua sang ché. Viéc trinh bay nay khong c¢6 ¥ ring vén dé bat ky hoic tat ca cac
vén @& nay 14 mot phan cia k§ thuat trude day lién quan dén sang ché bat ky duoc boc 16
hodc dugc yéu cAu bao hd.

Can hiéu rang sang ché nay khong giéi han & cac phuong phép, thubc thir, hop chét,
ché phém hoic hé thdng sinh hoc cu thé ma c6 thé khac nhau. Ciing can hiéu rang hé thut
ngit st dung trong tai liéu nay chi nhim muc dich mo ta cdc phuong an cu thé va khong ¢
y gidi han.

Trur khi dugc quy dinh khéc di, tat ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc duge
str dung trong ban mo ta nay c6 cung nghia thong thuong theo hiéu biét ciia ngudi c6
trinh d6 binh thuong trong nganh ma sang ché nay c6 lién quan. Hodc, cdc thuat ngft

nhét dinh dugc st dung trong ban md ta nay c6 nghia nhu da néu trong ban md ta.



48885 8/163

Cén luu y 13 khi duogc st dung trong ban md ta nay va trong cac diém yéu ciu
bao ho, dang s it “mot” bao gbm ca cac sb nhiéu trir khi ngit canh quy dinh khac.

Trir khi dugc quy dinh khéc, thuat ngir “it nhét” dung trudec mot day cac phén tr
s& duoc hiéu 1a chi moi phan tir trong day. Nguoi c6 trinh do trong nganh s& nhan dién
hodic c6 kha nang biét 18, chi can bang cach st dung thuc nghiém thuong quy, nhiéu
phuong an tuong duong v6i cac phuong an cu thé cta sang ché duge mo ta trong tai liéu
nay. Cac phuong an twong duong duoc du kién bao gdm trong sang ché.

Trong ban mo ta nay, cic thuit nglt "bao gdm", "gdm", "gdm c6", "c", "chira"
hodc "co chra", hoac bét ky bién thé nao khac cta nd, s& duoc hiéu 1a ngu y bao gff)m
mot s& nguyén hodc nhom s6 nguyén di néu nhung khong loai trir bét ky s6 nguyén
hodc nhém ) nguyén nao khac, va dugc du kién 1a khong han ché hodc c6 thé mo rong.
Vi du, ché phdm, hdn hop, quy trinh, phuwong phéap, muc hodc thiét bi bao gébm danh
sach cac phan tir khong nhét thiét chi gioi han & cac phan tir nay ma c6 thé bao gdm cac
phan tir khic khdng dugc liét ké 16 rang hodc vbn thude ché phdm, hdn hop, quy trinh,
phuong phép, muc hodc thiét bi do. Ngoai ra, trir khi dugc quy dinh nguoc lai mot cach
r3 rang, "hodc" dé cap dén yéu t6 dugc bao gbm v6i hodc va khong dé cap yéu t6 bi loai
trir v6i hodic. Vi du, mot didu kién A hodc B duge thoa man boi diéu bat ky trong nhimng
diéu sau day: A ding (hodc c6) va B sai (hodc khong co), A sai (hodc khong c6) va B
dung (hodc c0), va ca A va B dung (hodc c0).

Nhu duge sir dung trong tai liéu nay, thuat ngit lién hop “va/hodc” gilta nhiéu thanh
phan dugc néu dugce hidu 13 bao gdm ca céc tity chon riéng 1€ va két hop. Vi duy: khi hai
phan tir dugc gén lién v6i nhau béi “va/hodc”, tiry chon dAu tién @& cap dén kha nang ap
dung ctia thanh phan thir nhat khi khong c6 thanh phan thir hai. Tly chon thit hai dé cap
dén kha nang ap dung ctia thanh phan tht hai ma khong c6 thanh phén thir nhat. Ty chon
thir ba d& cap dén kha ning 4p dung sw két hop thanh phan thi nhat va thanh phan th{ hai.
Bét ky mot trong nhitng tiry chon nay déu duoc hiéu 1a ndm trong nghia va vi vy dap ung
yéu ciu cua thuat ngit “va/hodc” nhu duge st dung trong tai li¢u nay. Ap dung ddng thoi
hon mét trong nhiing tiry chon nay déu duoc hiéu 12 nim trong nghia va do d6 dép ung yéu
cau ctia thuat ngit “va/hodc”.

Trong tai li€u nay, thuat nglt "bao gdbm" hoic cac bién thé nhu "gdm c6" hodc
"gdm" (nhur dwgc st dung trong toan b sang ché va yéu ciu bao ho), duge dung dé biéu

thi viéc bao gdm bt ky s6 nguyén hodc nhém s6 nguyén duge néu, nhung khong thé thém
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s6 nguyén hoic nhom s6 nguyén khac vao phuong phép, chu trac hodc thanh phan duoc
chi dinh.

Trong tai lidu nay, thuat ngit "chd yéu bao gdm" hodc cac bién thé nhu "chu yéu
gbdm c6" hodc "chu yéu gdbm” (nhu dugc st dung trong toan bd sang ché va yéu cau
bao hd), dugc dung dé bidu thi viéc bao gém bat ky sb nguyén hodc nhém s6 nguyén
dd néu, va bao gdm tiry chon bat ky s6 nguyén hoic nhém s6 nguyén da néu khong
thay d6i dang ké cac dic tinh m&i hodc co ban ciia phuong phap, cAu tric hodc thanh
phin dugc chi dinh. Xem M.P.E.P. § 2111.03.

Khéng thé

Sang ché dé xuit khang thé hoic manh gin khang nguyén cta n6 lién két voi
peptit 3pE AP, dic biét uu tién peptit AP khong chira 3pE hon. Ngoai ra, sang ché con
dé xuét cac phuong phéap san xuét khang thé hodc cac manh gan khang nguyén clia
chung lién két véi peptit 3pE AP, va cac phuong phap san xudt té bao lai tao khang thé
hodic cac manh gin khang nguyén ctia ching lién két v6i peptit 3pE AB. Sang ché ciing
bao gdm phuong phap diéu tri bénh Alzheimer va cic bénh khac lién quan dén p-
amyloid & mdt ca nhan, phuong phap lam sach cac mang lién quan dén bénh Alzheimer
hodic cdc bénh khéc lién quan dén B-amyloid, cling nhu phuong phap ngan chan hoat
tinh tao mam mang cta 3pE AB. Sang ché ciing dé xuét cac bo kit va thiét bi gdbm c6
khang thé hodc manh gin khidng nguyén cta no dé sir dung trong cac phuong phép
dugc mo ta.

Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché d@ cap dén khang thé don dong duge phan lap
hodc manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm ving xac dinh bd sung chudi ning 1
(HCDR1), HCDR2, HCDR3 va ving xac dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va
LCDR3, c0 trinh tu polypeptit co:
cac SEQ ID No: lan lugt1a 1,2, 3,4, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan lugt1a 1,7, 3,4, 5 va 6;
cac SEQID No: lan luot1a 1,7, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan luot1a 1,2, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan luot 14 56, 57, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: 1an luot 1 56, 57, 3, 4, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan luot 14 56, 58, 3, 4, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan lugt 14 56, 7, 3, 8, 5 va 6;

o ®
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i. c4c SEQ ID No: lan luot1a 1, 57, 3, 8, 5 va 6;

j. cac SEQ ID NO lan luot 14 56, 7, 3,4, 5 va 6;

k.  cac SEQIDNO lanlugtla1,57,3,4,5 va6;

cac SEQ ID NO lan luot 1a 1, 58, 3, 4, 5 va 6; hoac

m.  cac SEQ ID No: lan lhuot 12 56, 2, 3, 4, 5 va 6;

trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén cta n6 lién két dic hiéu véi
3pE AP, tot nhét 1a 3pE AB clia nguoi.

Theo mot phwong 4n cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc
phéan 1dp hodc manh gin khang nguyén bao gbdm ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty
polypeptit ddng nhét it nhit 95 % véi SEQ ID No:9, 11, 13, 15, 16, 17, 19, 20 hodc
21, hodc ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 95 % véi
SEQ ID No:10, 12, 14, 18, 22, 53 hodc 55.

Theo mdt phuong an cu thé khéc, sang ché dé cap dén khang thé don dong phan 1ap
hodc ménh gin khang nguyén ctia n6 theo sang ché, bao gom:

1. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:22;

m. ving bién d6i chudi nang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:9 va ving
bién dbi chudi nhe c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:10;

n. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:11 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:12;

0. ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:13 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

p- ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:15 va
ving bién dbi chudi nhe ¢6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

qg. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:16 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:14;

. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:20 va
vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

S. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:17 va
ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18;

t. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:19 va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18;

10



48885 11/163

u. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:53; hoac

V. ving bién ddi chudi ning co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va
vang bién d6i chudi nhe c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:55.

Theo mot phuwong an, sang ché @& cap dén khang thé don dong duge phén 13p hogc
manh khang nguyén cta no, bao gdbm HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 va
LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 2, 3, 4, 5 va 6 hodc cac
SEQ ID No lan luot 12:56, 58, 3, 4, 5 va 6 hodc cac SEQ ID No lan luot 12:56, 2, 3, 4, 5
va 6 hoac cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 58, 3, 4, 5 va 6. Theo mdt phuong 4n khac, khang
thé don dong dwoc phan l4p hodc manh gan khang nguyén ctia n6 bao gdm vung bién dbi
chudi nang c6 trinh tur polypeptit dong nhét it nhat 85 %, t5t hon 1a 90 %, tét hon nita 1a
95 % trd 1én, chéng han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 % v61 SEQ ID No:21, va
ving bién déi chudi nhe c6 trinh ty polypeptit ddng nhat it nhat 85 %, 6t hon 1a 90 %, tot
hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hoac 99 % véi SEQ ID No:22
hodic 53 hodc 55. Tt nhét 1a khang thé don dong phén 14p hoic manh gin khang nguyén
ctia né bao gdbm ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21; va
ving bién d6i chudi nhe co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:22 hodc 53 hodc 55.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap
hoic manh khang nguyén cua no, bao gém HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 2, 3, 4, 5
va 6 hodc cac SEQ ID No lan lugt 1a:56, 58, 3, 4, 5 va 6 hodc cdc SEQ ID No lan luot
12:56, 2, 3, 4, 5 va 6 hodc cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 58, 3, 4, 5 va 6. Theo mot
phuong an khac, khang thé don dong duoc phan 1ap hoic manh gan khang nguyén cta
n6 bao gdm ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 85 %,
t5t hon 12 90 %, t6t hon nita 1a 95 % trd 1én, chang han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hoic 99 % véi SEQ ID No:20, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tw polypeptit dong
nhét it nhét 85 %, tot hon 1 90 %, tt hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %,
97 %, 98 % hodc 99 % voi SEQ ID No:14. Tét nhét 13, khang thé don dong phan lap
hodc manh gin khang nguyén cla né bao gdm ving bién ddi chudi nang c6 trinh tu
polypeptit c6 SEQ ID No:20; va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ
ID No:14.
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Theo mdt phuong an, sang ché dé cép dén khang thé don dong dwgc phan 1ap
hodc manh gin khang nguyén cta nd, bao gdbm HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID No lan luot 12:1, 7, 3, 4, 5 va
6 hoac cac SEQ ID No lan luot 14:56, 57, 3, 4, 5 va 6 hoic cac SEQ ID No lan luot 1a:56,
7, 3,4, 5 va 6 hoac cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuwong an
khac, khang thé don dong dwogc phan 14p hoac manh gin khang nguyén ctia né bao gbm
ving bién déi chudi ning c6 trinh tw polypeptit ddng nhat it nhéat 85 %, tot hon 1a 90 %,
t6t hon nita 12 95 % trd 18n, ching han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 % véi SEQ
ID No:19, va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhat 85 %, t6t
hon 12 90 %, tot hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
v6i SEQ ID No:18. Tét nht 1a, khéng thé don dong phéan 1ap hodc manh gin khéng
nguyén ctia n6 bao gdm viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID
No:19; va ving bién d6i chudi nhe c¢6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18.

Theo mdt phuong &n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan lap
hodc méanh gin khang nguyén cta no, bao gdbm HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID No lan lugt 1a:1, 7, 3, 4, 5 va
6 holic cdc SEQ ID No 1an luot 1a:56, 57, 3, 4, 5 va 6 hodc cac SEQ ID No lan lugt 1a:56,
7,3, 4,5 va 6 hoac cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuwong an
khéc, khang thé don dong dugc phéan 14p hodc manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm
viing bién déi chudi ning c6 trinh tu polypeptit dong nhét it nhat 85 %, t6t hon 12 90 %,
t6t hon nita 1a 95 % trd 1én, chang han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hoac 99 % véi SEQ
ID No:17, va ving bién d6i chudi nhe co trinh tu polypeptit ddng nhat it nhéit 85 %, t6t
hon 12 90 %, t6t hon nita 12 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
v6i SEQ ID No:18. Tét nhét 1a, khang thé don dong phéan 14p hodc manh gén khang
nguyén ctia né bao gbm ving bién d6i chudi niang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID
No:17; va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18.

Theo mot phuong an, sang ché @ cap dén khang thé don dong duoc phan l4p
hodc manh gin khéng nguyén ctia né bao gom HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID NO lan lwot1a: 1,7, 3,4, 5va
6 hoic cac SEQ ID NO lan luot 12:56, 57, 3, 4, 5 va 6 hodc cdc SEQ ID NO lan luot
1a:56,7, 3,4, 5 va 6 hoac cac SEQ ID NO lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuong

&n khac, khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén cua né bao
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gbm viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhit 85 %, t6t hon 13
90 %, t&t hon nita 14 95 % trd Ién, chéng han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
v6i SEQ ID No:16, va ving bién doi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhat
85 %, tot hon 12 90 %, t6t hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hoiic 99 % véi SEQ ID No:14. Tét nhét 13, khang thé don dong phan 1ap hodc méanh gén
khang nguyén cua n6 bao gbm viing bién d6i chudi nang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ
ID No:16; va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14.

Theo mot phuong an, sang ché @& cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap
hodc manh gén khéng nguyén cta né bao gom HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit cé cac SEQ ID NO lan luotla: 1,7,3,4,5va
6 hoidc cac SEQ ID NO lan hrot 14:56, 57, 3, 4, 5 va 6 hodc cac SEQ ID NO lan luot
1a:56, 7, 3,4, 5 va 6 hoac cac SEQ ID No lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuong
4n khéc, khang thé don dong dugc phan lap hoac manh gin khang nguyén cua né bao
gbm viing bién dbi chudi nang c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhét 85 %, tot hon 1a
90 %, tdt hon nita 1 95 % trd 1én, chang han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
vGi SEQ ID No:15, va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhét
85 %, tot hon 1a 90 %, t6t hon nita 1a 95 % trg 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hodc 99 % v6i SEQ ID No:14. Tét nhét 13, khéng thé don dong phan 14p hogc ménh gan
khang nguyén cua n6 bao gbm ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ
ID No:15; va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14.

Theo mdt phuong an, sang ché d& cap dén khang thé don dong dugc phén lap
hodc manh gin khéng nguyén ciia no bao gobm HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID NO lan luot1a: 1,7, 3,4, 5 va
6 hoac cac SEQ ID NO lan luot 13:56, 57, 3, 4, 5 va 6 hodc cac SEQ ID NO lan luot
1a:56,7, 3,4, 5 va 6 hodac cac SEQ ID NO lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuong
&n khac, khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén cta n6 bao
gbm viing bién dbi chudi ning cé trinh tu polypeptit ddng nhét it nhat 85 %, t6t hon 1a
90 %, t6t hon nita 1a 95 % tré 1én, chéng han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hoac 99 %
vGi SEQ ID No:13, va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhét
85 %, tot hon 12 90 %, t6t hon nita 12 95 % tré 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hodc 99 % vi SEQ ID No:14. Tét nhét 13, khéng thé don dong phan 1ap hogc manh gan
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khang nguyén cua no bao gbm ving bién ddi chudi ning co trinh tu polypeptit c6 SEQ
ID No:13; va ving bién do6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan lap
hodc manh gén khang nguyén ciia n6 bao gom HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, c6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID NO lan luotla: 1,7,3,8,5va
6 hodc cac SEQ ID NO 1an luot 14:56, 57, 3, 8, 5 va 6 hodc cac SEQ ID NO lan luot
1a:56,7, 3, 8, 5 va 6 hoac cac SEQ ID NO lan luot1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuong
4n khac, khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén ciia né bao
gdm ving bién ddi chudi nang c6 trinh tu polypeptit dong nhit it nhét 85 %, tot hon 1a
90 %, t&t hon nita 1a 95 % trd Ién, chéng han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
voi SEQ ID No:11, va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit ddng nhét it nhét
85 %, t&t hon 13 90 %, t6t hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hodic 99 % v6i SEQ ID No:12. Tét nhét 13, khang thé don dong phan 14p hodc manh gan
khang nguyén ctuia nd bao gbm ving bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ
D No:11; va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:12.

Theo mdt phuong &n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap
hozc manh gin khang nguyén cta nd bao gdbm HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3, c¢6 trinh tu polypeptit c6 cac SEQ ID NO lanluot1a: 1,7,3,8,5va
6 hoiic cac SEQ ID NO 1an luet 1a:56, 57, 3, 8, 5 va 6 hodc cac SEQ ID NO lan luot
14:56, 7, 3, 8, 5 va 6 hoac cac SEQ ID NO lan luot 1a:1, 57, 3, 8, 5 va 6. Theo mdt phuong
4n khac, khang thé don dong duge phan 1ap hodc manh gin khang nguyén cua né bao
gdm viing bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit dong nhét it nhit 85 %, tot hon la
90 %, t&t hon nita 1a 95 % trd 1én, ching han nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 % hodc 99 %
v6i SEQ ID No:9, va vung bién dbi chudi nhe co trinh tu polypeptit déng nhét it nhit
85 %, t6t hon 1a 90 %, t&t hon nita 1a 95 % trd 1én, vi du nhu 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
hodc 99 % v6i SEQ ID No:10. Tét nhat 13, khang thé don dong phan 1ap hodc manh gin
khang nguyén cta n6 bao gbm ving bién ddi chudi nang co trinh ty polypeptit c6 SEQ
ID No:9; va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:10.

Theo mot phuong an cu thé khac, khang thé don dong phan 1ap bao gom:

a. trinh tu axit amin chudi ning gdém c6 SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin

chudi nhe gém c6 SEQ ID No:38;
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b. trinh ty axit amin chudi ning gém ¢6 SEQ ID No:39 va trinh tu axit amin
chudi nhe gébm c6 SEQ ID No:38;

C. trinh tu axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin
chudi nhe gém c6 SEQ ID No:52; hodc

d. trinh tw axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:39 va trinh ty axit amin
chudi nhe gdbm c6 SEQ ID No:55.

Theo mét phuong an cu thé khéc, séng ché dé cap dén khang thé don dong duoc
phan 1dp hodc manh gin khang nguyén cla n6 theo sang ché, trong d6 khang thé hozc
manh gin khang nguyén nay 1a dang kham.

Theo mdt phuong an cu thé khac, sang ché d& cap dén khang thé don dong dugc
phéan 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 theo sang ché, trong d6 khang thé hoic
manh gan khdng nguyén nay 1a ctia ngudi hodc dugc nhan tinh héa.

Theo mdt phuong an cu thé khac, sang ché d& cap dén cac manh gin khang
nguyén, trong d6 manh gin khang nguyén nay dugc chon tir nhém cic manh bao g6m
Fv, F(ab'), F(ab')2 va scFv. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cla né lién
két c6 chon loc véi peptit 3pE AP (vi du: AB3pE-40 va AB3pE-42), c6 it hodc khong
¢6 phan tng chéo v6i peptit AP hodc protein tién chat p-amyloid khac (APP).

Theo phuong 4n chung khac, sang ché ciing dé cap dén axit nucleic dugc phan
1ap ma hoa khang thé don dong hodc doan gin khang nguyén cua né theo sang ché.
Nhitng nguoi c6 trinh d trong nganh s& hiéu rang trinh tw ma hoéa cia protein co thé
dugc thay dbi (vi du, duge thay thé, bi 1am mét doan, bi chén doan) ma khong thay dbi
trinh ty axit amin cda protein. Theo d6, nhitng nguoi c6 trinh do trong nganh s& hiéu
rang trinh tu axit nucleic ma hoa khang thé don dong cua sang ché hoic méanh gin
khang nguyén cua nd co thé duoc thay ddi ma khong thay dbi trinh tu axit amin ctia
cac protein nay.

Theo phuong én chung khéc, sang ché ciing dé cap dén vecto bao gdm axit nucleic
duoc phan 1ap ma hoa khang thé don dong clia sang ché hoic doan gin khang nguyén ctia
n6. Co thé sir dung vecto bt ky duogc nguoi c6 trinh d trong nganh biét dén theo quan
diém cua sang ché, nhu plasmit, cosmid, vecto thyc khuén hodc vecto vi rat. Trong mot s6
phuong 4n, vecto la vecto biéu hién tai td hop nhu plasmit. Vecto c6 thé bao gdm phan tir
bét ky dé thiét 1ap chirc nang thong thuong cua vecto biéu hién, vi du, ving khoi dong, phﬁn

tit bam ribd thé, ving két thic, ving ting cuong, dAu 4n chon loc, hodc gbc sao chép. Ving
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khéi dong c6 thé 1a ving khéi dong co dinh, cam mg hogc tic ché. S6 vecto biéu hién c6
kha nang dua axit nucleic dén té bao da duoc biét dén trong nganh va co thé duoc sir dung
& day dé san xuét khang thé hogc doan gin khang nguyén cia né trong té bao. Co thé sir
dung cac k¥ thuat tao dong thong thuong hodc téng hop gen nhén tao dé tao vecto biéu hién
tai t6 hop theo phuong 4n ctia sang ché.

Trong phuong an chung khac, sdng ché ciing d& cap dén té bao chu bao gébm
axit nucleic dugc phan 1ap ma hoa khang thé don dong cia sang ché hoic manh gin
khang nguyén cua no. Co thé sir dung té bao chu bat ky dugce ngudi 6 trinh dd trong
nganh biét dén theo quan diém cua sang ché dé biéu hién tai to hop khéng thé cua sang
ché hodc doan gin khang nguyén ctia n6. Theo mot s6 phuong 4n, té bao chii 1a té bao
TG1 hodc BL21 cuia vi khuan E. coli (cho biéu hién cua, vi du, khang thé scFv hoac
Fab (doan gén khdng nguyén)), té bao CHO-DG44 hoic CHO-K 1 hoic té bao HEK293
(cho biéu hién ctia, vi du khang thé IgG c6 du do dai). Theo céc phuong 4n cu thé,
vecto biéu hién tai td hop duoc bién dbi thanh té bao chu biang cdc phuong phap thong
thuong nhu truyén hoa chét, sdc nhiét hodc cong nghé dién di, trong d6 vecto biéu hién
tai t6 hop duge tich hop 4n dinh vao bd gen té bao chu dé axit nucleic tai t6 hop dugc
biéu hién hiéu qua.

Theo phuong an chung khac, sang ché d& cap dén phuong phép san xuét khang
thé don dong cla sang ché hoic doan gin khang nguyén cia no, bao gdm budc nudi
cly té bao bao gdm polynucleotit ma hoa khang thé don dong hodc doan gin khang
nguyén cua nd trong cac didu kién dé c6 thé tao ra khang thé don dong cua séng ché
hodc doan gin khang nguyén cuia né, va buge thu hdi khang thé hoic doan gin khang
nguyén cua no tr t& bao hodc mé nudi cly té bao (vi du, tir 16p b& mat). C6 thé thu
hoach c4c khang thé hodc doan gin khang nguyén cla né tr cac té bao va duoc tinh
ché theo cac k¥ thuat thong thuong trong nganh va theo mo ta trong tai li¢u nay.

Sang ché dé xuét khang thé duoc phan lap hoic manh gin khang nguyén ctia né
lién két voi 3pE AP. Thuat ngit “khang thé” trong tai liéu nay chi protein globulin mién
dich c6 kha nang lién két v6i khang nguyén hodc mot phan ctia né, dic biét 1a protein
globulin mién dich c6 kha ning lién két dic hiéu véi 3pE AB. Su gan két khang thé v6i
khang nguyén c6 thé dugc do ludng bang cac phuong phdp ma nhitng ngudi c¢o k§ nang
trong nganh biét dén, vi du nhu st dung thiét bi BIAcore™. Khéang thé hoic manh khang
thé gan khang nguyén duoc cho 1a lién két dac hiéu véi khang nguyén khi hing sé phan
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ly nhé hon hoac bing 1 uM, tét hon 1a nhé hon hodc bang 100 nM va t6t nhét 13 nho
hon hodc bang 10 nM.

Céc méanh gian khang nguyén cia khang thé @& cap dén manh cia khéng thé co thé
lién két voi khang nguyén ma khang thé nguyén ven lién két va canh tranh v6i khang thé
nguyén ven dé gin khang nguyén. Cac ménh gin khang nguyén bao gdm mot phan khang
thé nguyén ven cho phép gin khang nguyén (nghia 1a ving bién dbi cua khang thé nguyén
ven). Cac manh gin khang nguyén c6 thé bao gébm, nhung khong gidi han & Fab, Fab',
F(ab')2, manh Fv, manh Fv 6n dinh disulfua (dsFv), (dsFv)2, dsFv dac hiéu doi (dsFv-
dsFy*), phan it khang thé chudi don (vi du: scFV), diabody (khéng thé déc hiéu doi tai o
hop), minibody, nanobody (khang thé don ving), khang thé dai va hep, khang thé don
mién (sdab), khang thé don mién dugc camel héa, khang thé da hiéu duoc tao thanh tir
c4c manh khang thé va manh khéng thé khac bt ky lién két v&i khéang nguyén nhung
khong bao gdm ciu tric khang thé hoan chinh.

Khéang thé duoc tao thanh tr hai chudi ning va hai chudi nhe. Mdi chudi ning c6
mot midn hogc ving thay ddi (Vi), tiép theo 1a mién hodc ving hing dinh (Cnl), viing ban
18 va hai mién hodic ving hing dinh khac (Ci2 va Ci3). Mdi chudi nhe c6 mot mién hogc
ving bién ddi (Vi) va mot mién hodc ving hing dinh (Cr). Céc mién hodc ving thay ddi
ctia chudi ning va chudi nhe tao thanh paratope (vi tri bam) ctia khéng thé (cAu triic trong
tu nhu b khoa), dac hiéu danh cho mot epitope (khu vurc cu thé trong khang nguyén) cu thé
(trong tu nhu chia khoéa) dé paratope va epitope c6 thé lién két voi nhau chinh x4c. Trong
mién bién dbi, mdi ba vong bién ddi ciia soi B trén chudi nhe va chudi ndng chiu trach nhigm
lién két voi khang nguyén. Cac vong nay duge goi 1a viing xac dinh b sung (CDR, cu thé
la CDR1, CDR2 va CDR3).

CDR duoc dinh nghia 1a ving x4c dinh b6 sung cua khang thé. Day 1a nhitng ving
siéu bién ciia chudi ning va chudi nhe khang thé, chiu trach nhiém chinh trong viéc lién
két v6i khang nguyén. Cé6 ba CDR (CDR1, CDR2 va CDR3) trong timg ving bién doi
chudi ning va nhe. Céac vang xac dinh bb sung bién ddi chudi nhe dugc goi cach khac 1a
LCDR1, LCDR2 va LCDR3, va cac vung x4c dinh b sung bién ddi chudi nang dugc goi
céch khac 1a HCDR1, HCDR2 va HCDR3. CDR ctia khang thé c6 thé dugc xéc dinh theo
mét sb cach. Vi du: CDR trong ving bién ddi c6 thé duge x4c dinh theo dinh nghia cua
Kabat, Chothia, IMGT va/hoac céc dinh nghia vé cAu hinh hodc bét ky phuong phép xac
dinh CDR nao da dugc biét dén trong nganh. CDR khang thé ¢ thé dugc xéc dinh 12 ving
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siéu bién ban dau duogc dinh nghia boi Kabat (Kabat va cong su, 1992, Trinh tw céc protein
¢6 loi ich mién dich, 4n ban tht 5, Dich vu y té cong cong, NIH, Washington D.C.), cAu
tric vong cé cAu tric ban dau dugc md ta boi Chothia (Chothia va cong sw, Nature
342:877-883 (1989)) hodc hé théng danh s6 duy nhét cia IMGT (Lefranc, Nha nghién
ctru mién dich 7:132-136 (1999); Lefranc va cdng su, Nucleic Acids Res. (Nghién ctru
axit nucleic) 27:209-212 (1999); Scaviner va cong su, Exp. Clin. Immunogenet. (Tap chi
mién dich 14m sang thuc nghiém) 16:234-240 (1999); Lefranc va cong sw, Nucleic Acids
Res. ((Nghién ciru axit nucleic) 43:D413-422 (2015)).

"Puoc phan 1ap" khi duge st dung trong ngit canh ctia khang thé c6 nghia la dugc
bién d6i tir trang thai tu nhién bét ky "béi ban tay con ngudi”; nghia 1a, néu xuét hién
trong tu nhién thi né da duoc thay ddi hoac loai bd khéi moi trudng ban d4u, hoidc ca hai.
Vi du: khéng thé ton tai tw nhién & dong vat séng & trang thai tu nhién khong dugc "phan
1ap", nhung khang thé nay dugc tach ra tir cac vat liéu cing tdn tai & trang thai tu nhién
ctia n6 duoc "phan 1ap", nhu thuat ngit dugc dung trong tai liéu nay, vi du nhu "khang thé
dugc phan lap" co thé dé cap dén khang thé, vé co ban 1a khong c6 khang thé khic co tinh
dic hiéu khang nguyén khac nhau (nghia 13, khang thé duge phan 1ap lién két dac higu véi
3pE AB vé co ban 1a khong c6 khéng thé khong lién két véi 3pE AB). Khéng thé c6 thé
tn tai trong ché phim nhu thuéc thir xét nghiém mién dich, khong phai 1a ché pham ton
tai tw nhién, va trong d6 van c6 khang thé duoc phan l4p theo nghia cia thudt ngtr d6, nhu
dugc dung trong tai liéu nay.

Cac phuong phap san xuat khang thé bao gdm budc c4y vao vat chu chat khang
nguyén mong mubn. Vat chii phit hop bao gébm, nhung khong giéi han & chudt, chudt
céng, chudt déng, chuot lang, tho, ga, lira, ngua, khi, tinh tinh, duoi woi, khi d6t, nguoi
va loai bat ky co6 kha ning tao dap ung mién dich truéng thanh. Quy trinh tao mién
dich da ton tai 1au dai trong nganh va dugc néu trong nhiéu chuyén luin va an phém
bao gém “The Immunoassay Handbook” (CAm nang xét nghiém mién dich)," An ban
thir 2, do David Wild bién tap (Nature Publishing Group, 2000).

Tét nhét 13, chat khang nguyén bao gdm céc dic tinh theo sang ché dugc dung
cho dbi twong vat chu, vi du nhu déng vat hodc con nguoi, két hop véi ta chét. Cac ta
chét pht hop bao gbm, nhung khong gi6i han & ta chit Freund, hydroxit nhom dang
bot (phén), hydroxit nhom cung v6i Bordetella pertussis va monophosphoryl lipit A-
trihaloza dicorynomycolat tong hop (MPL-TDM).
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Thong thuong, chét khang nguyén hoic td hop chat khang nguyén va ta chét
duoc tiém vao vat chi dong vat c6 vu bang mot hoic nhiéu mii tiém dudi da hodc
trong mang bung. T4t nhat 13, chuong trinh tao mién dich dugc thuc hién trong it nhét
mot tudn va t6t nhit 1a trong hai hodc nhiéu tudn. Khang thé da dong tao ra theo cach
nay c6 thé dugce phan lap va tinh ché bang cac phuong phép da dugc biét 1o trong
nganh.

Khéang thé don dong c6 thé duoc tao ra bing phuong phap té bao lai da ton tai
1au nay ctia Kohler va Milstein, vi du nhu Nature 256:495-497 (1975). Phuong phap té
bao lai thuong lién quan dén budc tao mién dich cho vat chii hodc lympho bao tir vét
chu, bude thu thap khang thé don dong tiét ra hodc c6 kha nang tiét ra lympho bao, budc
dung hop lympho bao véi té bao bat tir va budc chon té bao tiét ra khang thé don dong
mong mudn.

Vit chua ¢6 thé dugc mién dich dé tao lympho bao san xuét hodc c¢6 kha nang san
xuét khang thé dac hiéu danh cho chit khang nguyén. Ngoai ra, lympho bao ¢ thé duoc
tao mién dich trong ong nghiém. Néu cAn té bao ngudi thi c6 thé sir dung lympho bao
mau ngoai vi, du té bao 14 lach hodc lympho bao tir ngudn dong vat c6 via khic duge vu
tién hon.

Lympho bao ¢6 thé duge dung hop véi dong té bao bat tir dé tao thanh té bao cua
té bao lai, qua trinh c6 thé dugc tao diéu kién thuan loi béng cach str dung tac nhan dung
hop, vi du nhu polyetylen glycol. Theo minh hoa, ¢6 thé str dung té bao u tiy dot bién cua
loai gdm nhém, bd hodc ngudi dugc lam bat ti bang cach bién dbi. Quan thé t€ bao cua
té bao lai vé co ban 1a tinh khiét, trai nguoc véi té bao bat tir khong duge dung hop, dugce
wru tién hon. Do d6, sau khi dung hop, céc té bao c6 thé duge nudi trong mdi trudng thich
hop dé wrc ché su phét trién hodc tdn tai ctia té bao bat tir, khong dung hop, vi du nhu dung
té bao u tiy dot bién thiéu enzym hypoxantin guanin phosphoribosyl transferaza
(HGPRT). Trong truomg hop nay, hypoxantin, aminopterin va thymidin ¢6 thé dugc thém
vio mdi truong (méi truong HAT) dé ngin té bao thiéu HGPRT phit trién, ma van cho
phép té bao lai phat trién.

Tét nhat 13, cac té bao bat tr dung hop hi€u qua, co thé duogc phéan 1ap khoi quén
thé hon hgp theo chon loc trong mdi truong nhu HAT, va hd tro sy biéu hién 6n dinh

va & muc do cao cia khang thé sau khi dung hop. Cac dong té bao bét tir dugc uu tién
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bao gdbm dong té bao u tiiy c6 sin tir American Type Culture Collection, Manassas,
VA.

Mot phuong &n theo sang ché 1a phuong phap san xuit dong té bao cia té bao lai
¢6 kha ning tao khang thé don dong lién két v6i peptit beta amyloid. Nhitng phuong
phap nay thudng dugce nhiing nguoi c6 k§ ndng trong nganh biét dén va thudong bao
gbm: (i) buéc chon vat chi dé san xut khang thé; (i) budc ciy vao vat chi chét khang
nguyén mong mudn; (iii) bude dung hop dong té bao tir vat chu da cdy véi té bao phan
chia lién tuc dé tao t& bao dung hop c6 kha nang san xuit khing thé don dong lién két
v6i chit khang nguyén; va (iv) budc tao dong té bao hop nhét dé thu dugc dong té bao
ctia té bao lai.

Phuong phéap theo sang ché bao gébm buéc san xuét dong té bao cua té bao lai
¢6 kha ning san xut khang thé don dong lién két véi peptit 3pE AP. Té bao lai ¢ thé
duoc san xuét béng cach tao mién dich cho dong vat ma co thé san xuét ra té bao lai,
ching han nhu chudt Balb/c, v6i viée tiém chit khang nguyén mong mudn trong mang
bung ban dau, chang han nhu peptit AB c¢6 pyroglutamat trong ta chét cua Freund, sau
do 1a tiém tang cuong, vi du nhu ¢t sau mot dén hai tudn. C6 thé thuc hién dung hop
14 1ach duoc phan 14p tiép theo bing bat ky k¥ thuat nao thuong dugc nhing ngudi ¢6
k¥ nang thong thuong trong nganh biét dén, tot nhat 1a st dung té bao SP2/0 theo quy
trinh stra dbi ctia Kohler va Milstein (Eur. J. Immunol. (Tap chi mién dich Chau Au),
1976; 6:292-295). Té bao lai ¢6 thé dugc sang loc dé xac dinh loai nao san xuét ra
khéng thé dic hiéu danh cho peptit 3pE AB. C6 thé thyc hién sang loc khi xét nghiém
tiéu chuén, ching han nhu xét nghiém ELISA hodc RIA. Mot phuong 4n cla sang ché
la phuong phép san xuét dong té bao cua té bao lai tao khang thé don dong BAMB31 1
hodc phién ban nhan tinh hoa cta no.

Khéng thé don dong ciing c6 thé duoc san xuét bang cac phuong phap tai t6 hop
da dugc biét dén trong nganh, vi du nhu dugc mo ta trong Bing sang ché Hoa Ky sb
4.166.452. ADN mi héa khang thé don dong c6 thé dugc phan 1ap va giai trinh tw bang
quy trinh thong thuong, vi du nhu st dung cac doan do oligonucleotit lién két dac hiéu
voi gen chudi khang thé nang va nhe cua chut, tdt nhét 1a do ADN dugc phéan lap tu
dong té bao ctia té bao lai khang thé don dong tiét ra khang thé dgc hiéu danh cho AB

c6 pyroglutamat.
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Cac méanh khang thé c6 chira vi tri lién két cu thé dbi véi peptit beta amyloid ciing
¢6 thé duoc tao ra. Cac manh ndy bao gdm, nhung khong gi6i han & méanh F(ab'), ma c6
thé duoc san xuit bang cach thily phan pepsin cua phan tir khang thé va cac manh Fab
¢6 thé dugc tao ra bang cach khir cau disulfua ctia manh F(ab'),. Ngoai ra, thu vién biéu
hién Fab c6 thé duoc hinh thanh dé xac dinh nhanh chéng va dé dang cac manh Fab don
dong co6 tinh dic hi€éu mong mudn (Huse va cong su, Science 256:1270-1281 (1989)).
Cac manh khéng thé Fab, Fv va ScFv déu c6 thé dugc biéu hién va tiét ra tir Escherichia
coli, cho phép san xuat mot lwgng 16n cac manh nay. Ngoai ra, cdc manh Fab'-SH ¢6 thé
duoc thu hdi truc tiép tir E. coli va ghép hoa hoc dé tao thanh cac manh F(ab'), (Carter
va cong su, BioTechnology (Cong nghé sinh hoc) 10:163-167 (1992)). Céac k§ thuét khac
dé san xuit manh khang thé duoc nhitng ngudi c6 k§ nang trong nganh biét dén. Cac
manh Fv chudi don (scFv) ciing dugc thiy rang (xem, vi du: Bing sang ché Hoa Ky s6
5.761.894 va 5.587.458). Cac manh Fv va sFv 1a loai duy nhét c6 vi tri két hop nguyén
ven khong c6 ving cb dinh; do d6, ching c6 kha nang cho thay lién két khong dic hiéu
giam. Manh khang thé ciing c6 thé 1a "khang thé dai va hep", vi du nhu dugc mo ta trong
Bang sang ché Hoa Ky s6 5.642.870.

Do d6, muc tiéu theo sang ché 1a dé cung cép khang thé don dong phan 1ap dugc
biéu hién bang té bao ctia té bao lai ndi trén, céc khang thé c6 kha ning nhan biét dic
hiéu 3pE AB. Khang thé don dong phan 1ap c6 thé duge biéu hién bang té bao cta té
bao lai hodc duoc tai to hop.

Tt nhat 13, khang thé hodc manh gin khang nguyén cua né theo sang ché lién
két c6 chon loc v6i 3pE AP, it hodc khong c6 phan ung chéo véi AB khac ma khong
c6 protein tién chét 3pE hodc B-amyloid (APP). Dic biét, khang thé hodc manh gin
khang nguyén cta no theo sang ché lién két c6 chon loc véi céac peptit AB 3pE-40 (SO
ID TRINH TU:40 hodc SEQ ID No:45) va AB 3pE-42 (SO ID TRINH TU:51) véi it
hodc khong c6 phan tmg chéo vai peptit AR hodac APP khong phai 3pE khac.

Bang 1 cung cip céc trinh tu axit amin cua khang thé theo sang ché. CDR cua
cac vang bién dbi chudi ning va chudi nhe nhu dugc dinh nghia bsi Kabat, Chothia

va IMGT duogc dit la trinh tu riéng biét.
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Bang 1: Trinh ty khang thé don dong 3pE AP
mADb (khang | Khuvuc | SEQ ID Trinh tu
thé don dong) No:
BAMB31 1 |Chuédi
nang
VH 9 EIQLQQSGPELVKPGTSVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VKQSHGKSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATLTV
DKSSSTAYMHLNSLTSEDSAVYYCAYYRYAMDYWG
QGTSVTVSS
HCDR1 |1 SYDMY
Kabat
HCDR1 |56 GHVFTSYDMY
AbM
HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG
Kabat
HCDR2 |57 DSDNGDTS
AbM
HCDR3 |3 YRYAMDY
Chudi
nhe
VL 10 DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL
TWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGAGTD
FTLKIIRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
LCDR1 |8 KSSQSLLDSNGKTYLT
LCDR2 |5 LVSKLDS
LCDR3 |6 WQGTHFPYT
BAMB31 2a |Chudi 23 EIQLQQSGPELVKPGTSVKVSCKASGHVFTSYDMYWV
nang KQSHGKSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATLTVDK
SSSTAYMHLNSLTSEDSAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
SVTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGY
FPEPVTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVIVT
SSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCK
CPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVICVVVDVSE
DDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSA
LPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSV
RAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVE
WTINNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKN
WVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
VH 9 EIQLQQSGPELVKPGTSVKVSCKASGHVFTSYDMYWV
KQSHGKSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATLTVDK
SSSTAYMHLNSLTSEDSAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
SVTVSS
HCDR1 |1 SYDMY
Kabat
HCDR1 |56 GHVFTSYDMY
AbM
HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat
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HCDR2 |57 DSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 24 DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL

nhe TWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGAGTD
FTLKIIRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDIN
VKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTL
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

VL 10 DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL
TWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGAGTD
FTLKIIRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |8 KSSQSLLDSNGKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB246 Chudi 25 EIQLQQSGPELVKPGTSVKVSCKASGHVFTSYDMYWV

nang KQSHGKSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATLTVDK
SSSTAYMHLNSLTSEDSAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
SVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 9 EIQLQQSGPELVKPGTSVKVSCKASGHVFTSYDMYWV
KQSHGKSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATLTVDK
SSSTAYMHLNSLTSEDSAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
SVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 26 DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL

nhe TWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGAGTD

FTLKIIRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA

KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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VL 10 DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL
TWLLQRPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGAGTD
FTLKIIRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |8 KSSQSLLDSNGKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMBG611 Chubi 27 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQAPGQGLEWMGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTMTV
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 11 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWMGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTMTV
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQ
GTLVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 28 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSNGKTY

nhe LTWFQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 12 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSNGKTYL
TWFQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |8 KSSQSLLDSNGKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB612 Chudi 29 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQSPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVDT

STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
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SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH

13

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQSPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSS

HCDR1
Kabat

SYDMY

HCDRI1
AbM

56

GHVFTSYDMY

HCDR2
Kabat

YIDSDNGDTSYNQKFKG

HCDR2
AbM

57

YIDSDNGDTS

HCDR3

YRYAMDY

Chubi

30

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL

14

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTYL
TWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDRI

KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2

LVSKLDS

LCDR3

WQGTHFPYT

BAMBO613

Chudi

31

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH

15

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSS

25




48885 26/163

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 30 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 14 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMBG614 Chudi 32 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW

nang VRQAPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSTL.SPGK

VH 16 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSS .

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY
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Chubi

30

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 14 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTYL
TWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMBG630 Chudi 33 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW

nang VKQAPGQSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 17 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VKQAPGQSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSS

HCDRI1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 34 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLLQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 18 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTYL
TWLLQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT
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BAMBG631 Chudi 35 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW

nang VRQAPGQSLEWMGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 19 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQSLEWMGYIDSDNGDTSYNQKFKGRVTLTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chubi 34 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLLQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 18 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTYL
TWLLQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB623 Chudi 36 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQAPGQSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATMTVD

TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
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AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 20 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQSLEWIGYIDSDNGDTSYNQKFKGKATMTVD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQG
TLVTVSS

HCDRI1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |7 YIDSDNGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |57 YIDSDNGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chubi 30 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 14 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMBG674 Chudi 37 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM
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HCDR2 |2 YIDSDSGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |58 YIDSDSGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 38 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 22 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB675 Chudi 39 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW

nang VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |2 YIDSDSGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |58 YIDSDSGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 38 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTYL

nhe TWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDF

TLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
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QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 22 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEI
K

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB700 Chubi 37 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSS

HCDR1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |2 YIDSDSGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |58 YIDSDSGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chubi 52. DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 53 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEI
K

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

BAMB701 Chudi 39 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
nang VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
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STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VH 21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGHVFTSYDMYW
VRQAPGQGLEWIGYIDSDSGDTSYNQKFKGRVTLTVDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYRYAMDYWGQGT
LVTVSS

HCDRI1 |1 SYDMY

Kabat

HCDR1 |56 GHVFTSYDMY

AbM

HCDR2 |2 YIDSDSGDTSYNQKFKG

Kabat

HCDR2 |58 YIDSDSGDTS

AbM

HCDR3 |3 YRYAMDY

Chudi 54 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY

nhe LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

VL 55 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSRAKTY
LTWLQQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKVE
IK

LCDR1 |4 KSSQSLLDSRAKTYLT

LCDR2 |5 LVSKLDS

LCDR3 |6 WQGTHFPYT

Thuét ngit “dong nhét” hodc phan trim "ddng nhit” trong ngft canh c6 hai hodc

nhiéu axit nucleic hodc trinh tu polypeptit (vi du: khang thé khang 3pE AP va

polynucleotit md héa chung, polypeptit 3pE A va polynucleotit 3pE Ap ma hoa

chung), dé cap dén hai hoic nhiéu trinh tu hodc trinh tw con giéng nhau hoéc c6 phén

tram x4c dinh cac don phén axit amin hodc nucleotit giong nhau, khi so sanh va bat
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cap s€ tao su tuong ung t6i da, nhu duge do ludong bang cach st dung mot trong céac
thuat toan so sanh trinh tu sau day hoac bang cach kiém tra bing mat.

P4 so sanh chudi, thong thuong mot chudi déng vai trd 1a chudi tham chiéu con
chudi thtr nghiém dugc so sanh véi né. Khi st dung thuat toén so sanh chudi, cac chudi
tham chiéu va thir nghiém dugc nhip vao may tinh, toa do chudi con duoc chi dinh,
néu cin, va cac tham s6 chuong tinh thuét toan chudi duogc chi dinh. Thuat toan so
sanh chudi sau d6 tinh toan phan tram ddng nhat chudi cho chudi thtr nghiém so véi
chudi tham chiéu, dya trén cac tham sb chuong trinh dugc chi dinh.

C6 thé thuc hién bét cap ti da cac chudi dé so sanh, vi du, bang thuat toén
twong dong tai chd cia Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. (Tién bo trong toan hoc
ung dung) 2:482 (1981), bang thuit todn bit cip tuong ddng cia Needleman &
Wunsch, J. Mol. Biol. (Tap chi sinh hoc phéan tir) 48:443 (1970), bang phuong phap
tim kiém su ddng dang ciia Pearson & Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci.(Ky yéu Vién
Han 1am Khoa hoc Quéc gia) USA (Ky yéu Vién Han 1am Khoa hoc Quéc gia Hoa
K3) 85:2444 (1988), bang su trién khai cac thudt todn nay trén mdy tinh (GAP,
BESTFIT, FASTA, vi TFASTA trong G6i phin mém di truyén Wisconsin, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), hodc qua kiém tra bing mit (xem
tdng thé, Current Protocols in Molecular Biology (Céac quy trinh hién nay trong sinh
hoc phan i), F.M. Ausubel va cdng su, btv, Current Protocols ((Cac quy trinh hién
nay), du 4n hop téc gitta Greene Publishing Associates, Inc. va John Wiley & Sons,
Inc., (1995 Supplement) (Ausubel)).

Céc vi du vé céc thuat toan phit hop dé xac dinh phin trim dong nhét trinh tu va
df”)ng dang trinh tu 1a thuét toan BLAST va BLAST 2.0, duge mé ta 14n luot trong Altschul
va cong su (1990) J. Mol. Biol. (Tap chi sinh hoc phén tir) 215: 403-410 va Altschul va
cong su (1997) Nucleic Acids Res. (Nghién ctru axit nucleic) 25: 3389-3402. Phin mém dé
thuc hién phan tich BLAST da c6 trén thi truong thong qua Trung tam qudc gia Thong tin
codng nghé sinh hog (National Center for Biotechnology Information). Thuat toan nay truéc
tién lién quan dén viéc x4c dinh cac cap trinh tu cho diém cao (HSP) bang cach xac dinh
céc tir ngdn c6 d6 dai W trong chudi truy vén, cac tir nay khép hodc thoa man mot s6 diém
ngudng co gia tri duwong T khi dugc bat cdp voi tir ¢6 cung do dai trong chudi co sé dit liéu.
T dugc goi la ngudng diém tir viing 1an can (Altschul va cong s, supra). Cac két qua khép
tir 1an c4n ban dau nay dong vai tro 12 hat gibng dé bat dau tim kiém dé tim cac HSP dai
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hon c6 chira chung. Két qua khép tir sau d6 duge md rong theo ca hai huéng doc theo moi
chudi sao cho c6 thé ting diém bat cap tich liy.

Piém tich lity duoc tinh bang cach sir dung tham s6 M (diém thuéng cho cip
don phan phu hop) cho trinh tu nucleotit; luén luén> 0) va N (diém phat cho cac don
phan khong phu hop; ludn ludn < 0). Péi v6i trinh tu axit amin, ma tran tinh diém
duoc sir dung dé tinh diém tich Iily. Sw m& rdng céc két qua khép tir theo mdi hudéng
bi dirng lai khi: diém bét c3p tich lily gidm di bdi s6 lwgng X so v6i gia tri dat duoc
16n nhit cia no; diém tich Iy béng 0 hoac thép hon, do su tich lily cia mdt hodc nhiéu
su bat cdp don phan diém am; hoac dén cudi ctia mot trong hai trinh ty. Céac tham sb
cua thuét toan BLAST W, T va X xac dinh do nhay va toc do bat cap. Chuong trinh
BLASTN (cho trinh tu nucleotit) st dung lam mac dinh d¢ dai tr (W) la 11, ky vong
(E) 1a 10, M=5, N=-4 va so sanh ca hai s¢i. DPéi vai trinh ty axit amin, chuong trinh
BLASTP st dung 1am mic dinh do dai tir (W) 1a 3, ky vong (E) 1a 10 va ma trdn cho
diém BLOSUMS62 (xem Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.(Ky yéu Vién
Han 1am Khoa hoc Quéc gia) USA 89:10915 (1989)).

Ngoai viéc tinh toan nhan dang trinh tu phan tram, thuat toan BLAST ciing thuc
hién phan tich thdng ké vé su giéng nhau gita hai trinh tu (xem, vi du: Karlin & Altschul,
Proc. Nat’l. Acad. Sci.(Ky yéu Vién Han 1am Khoa hoc Qudc gia) USA 90:5873-5787
(1993)). Mot phép do su tuong ddng dugc dé xuit boi thuat toan BLAST 1a xé4c suit
téng nho nhét (P (N)), cung cAp chi bao vé xé4c suat ma su trung khop gifta hai trinh tu
nucleotide hodc axit amin sé& tinh co xay ra. Vi duy, axit nucleic dugc xem 1a tuong tu
nhu trinh tw chudn néu x4c suit tdng nho nhat khi so sanh gitra axit nucleic thir nghiém
vé6i axit nucleic chuén 1a nhé hon khoang 0,1, t6t hon 1a nhd hon khoang 0,01 va t6t nhat
1a nho hon khoang 0,001.

Chi bao khac rang hai chudi axit nucleic hodc polypepetit vé co ban la dong
nhét 1a polypeptit dugc ma hoa boi axit nucleic thir nhét phan tng chéo mién dich véi
polypeptit dugc ma héa béi axit nucleic thit hai, nhu duge md ta o phan duéi. Theo
do, polypeptit vé co ban la ddng nhét voi polypeptit tht hai, vi du, trong d6 hai peptit
chi khéac nhau céc thay thé bao thu. Chi bao khac rang hai chudi axit nucleic hogc
polypepetit vé co ban 1a ddng nhét 13 hai phan t lai hoa v6i nhau trong cac diéu kién

khic nghiét.
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Cac phuong phép trong ong nghiém

Cén hiéu ring tat ca cach thirc xét nghiém mién dich st dung khang thé hodc cac
manh gan khang nguyén cta ching duoc du kién st dung theo cac phuong an hién duge
wu tién, bao gdm céc xét nghiém ma khéang thé hodc cac manh gan khang nguyén clia
chiing dugc lién két véi pha ran va cac xét nghiém ma c6 khang thé trong mdi trudng
16ng. Cac phuong phap xét nghiém mién dich c6 thé duge st dung dé phét hién chat dang
duoc phan tich bang cach ding khang thé biéu hién cdc dic tinh theo sang ché bao gdm,
nhung khong gi6i han & thit nghiém canh tranh (gii han thudc thi), trong d6 chat phan
tich duoc gin nhan (chét twong tur chét phén tich) va chit phan tich trong mau canh tranh
v6i khang thé va xét nghiém dinh luong mién dich don tai chd, trong d6 khang thé nay
dugc gin nhin; va tuong tu.

Theo sang ché, khang thé hodc cac manh gin khang nguyén cia ching c6 thé dugc
sir dung trong céc k¥ thuat mién dich hoc thong thuong dé phat hién AB3pE o bat et noi
ndo c6 thé xay ra, ké ca mau sinh hoc dé theo ddi cc bénh lién quan dén B-amyloid va
mdi trudng dugc diéu hoa tir nudi cdy té bao dé theo ddi qua trinh xr 1y ndi bao cua APP.
Nhitng k§ thuat mién dich phu hop da duoc nhitng ngudi c6 k§ néng trong nganh biét 1o
va bao g@)m, vi du nhu k§ thuat ELISA, phén tich Western Blot, xét nghiém mién dich
canh tranh hodc t?mg kep (sandwich) va cac ky thudt tuong tu, va nhu dugc biét dén nhiéu,
tht ca déu phu thudc vao sy tao thanh phirc hop mién dich khang nguyén-khang thé, trong
d6 dbi v6i muc dich xét nghiém, khang thé hogc manh gin khang nguyén ctia n6 ¢6 thé
dugc gin nhan 13 phat hién, vi du: vo tuyén, enzym, nhin phat quang hodc huynh quang
hodc co thé dugc c¢d dinh trén chét mang khong hoa tan. Do d6, muc dich cta sang ché 1a
d& xuét cac xét nghiém mién dich dé xac dinh hodc phat hién AB3pE hodc manh ctia n6
trong mau, phuong phép nay bao gdém budc cho mau tiép xuc v6i khang thé hodc manh
gin khang nguyén cta né v6i AB3pE hodc manh ctia n6 theo sang ché, va budc xac dinh
liéu phtrc hgp mién dich c6 dugc hinh thanh giita khang thé hodc manh gan khang nguyén
ctia n6 va AB3pE hodc manh cia né hay khong. Nhitng phuong phap nay co6 thé duoc
thuc hién trén cdc mau mod hoic mau dich co thé va thuong bao gdm budc 14y mau tir co
thé cua dbi twong; budc cho mau nay tiép xuc véi lugng tao anh hiéu qua cia khang thé
duoc gin nhan 14 ¢6 thé phat hién hoic manh gin khang nguyén ctia né theo sang ché; va
budc phat hién nhan dé xac dinh sy hién dién ctia AP3pE hodc cac manh cia ching trong

mau. Cc phuong phap do str dung khang thé hodc cac manh gin khang nguyén ctia ching
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theo sang ché khong bi gi6i han dac biét. Co thé st dung bét ky phuong phép do luong
nao mién 1a lugng khang thé, khang nguyén hodc phirc hop khang nguyén-khéng thé
tuong umg voi lugng khéang nguyén, dac biét 1a luong AB3pE hodc cac manh cia ching
trong dung dich can do dugc phat hién béng phuong phép héa hoc hodc vét ly, va dugc
tinh tir cdc duong cong chudn duogc didu ché bang cach diung dung dich chudn c6 chira
khang nguyén véi luong da biét. Vi du: phép dinh luong bang do duc, phuong phap canh
tranh, phuong phéap dinh luong mién dich va phuong phap tang kep dugc sit dung thich
hop. Dic biét vu tién st dung phuong phap tAng kep d6i v6i do nhay va tinh dac hiéu.

Theo phuong phap tang kep, dung dich thi nghiém dugc cho phan tng v6i khang
thé khong hoa tan, ching han nhu khéng thé khang AB3pE khong hoa tan (phan tng thir
nhat). Ngoai ra, khang thé thu cAp da gan nhin dugc cho phan ing (phan tng thir hai);
sau do, hoat tinh cia chét gén nhan trén chit mang khong hoa tan s& dugc xét nghiém,
nho d6 c6 thé xac dinh duoc lugng AB3pE hodc cidc manh cia chung trong dung dich
thi nghiém. Phan tmg thit nht va phan tmg thir hai ¢6 thé duge tién hanh dong thoi
hodc tuln tu.

Theo cac phuong phéap do, chét dén nhan, déng vi phong xa, enzym, chét huynh
quang, chat phat sang... dugc sir dung lam chit gan nhan. Vi du vé cac dong vi phong xa
bao gdm 251, B3I, 3H va C. Enzym thudng dugc tao ra dé c6 thé phat hién bang cach
lién hop véi co chét thich hop ma sé& xtc tac cho phan g c6 thé phat hién dugc. Cac vi
du v& chét nay bao gdm, chang han nhu beta-galactosidaza, beta-glucosidaza, phosphataza
kiém, peroxidaza va malat dehydrogenaza, t6t hon 14 peroxydaza & cy cai ngwa. Cac chit
phat sang bao gém, vi du nhu luminol, chat din xuét luminol, luciferin, aequorin va
luciferaza. Ngoai ra, hé théng avidin-biotin cling ¢ thé duge st dung dé gin nhan cac
khang thé va chat khang nguyén theo sang ché. Khi chit khang nguyén hodc khéng thé
khong hoa tan, co thé str dung qua trinh hép thu vét Iy hoic lién két hoa hoc thuong dugc
dung dé khtr hoa tan hodc ¢ dinh protein hodc enzym. Vi du v& chit mang bao gdm
polysacarit khong hoa tan nhu agaroza, dextran va xenluloza, nhua téng hop nhu
polystyren, polyacrylamit va polyme silicon va thuy tinh.

Theo mot phuong an khac, dé phat hién hodc chan doan cac bénh lién quan dén
B-amyloid, mau sinh hoc bao gém md, dich co thé, chang han nhu dich ndo tuy (CSF),
mau, huyét tuong, huyét thanh, nudc tiéu, v.v., dugc chira va tiép xuc voi mot luong
khang thé thir nhat phi hop dé san xuét phic hop mién dich. Viée tiép xuc thudng bao
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gbm budc thém mau vao co chét rin dugc phi khéng thé tha nhat. Phirc hop tao ra tur
buéc cho mau tiép xic véi khéng thé thir nhat dugc tach khéi mau bang cach rira giai.
Tuy nhién, cac phuong phap phuc hdi khac c6 thé dugc sir dung. Phitc hop di phuc hoi
duge cho tiép xuc véi it nhit mot khang thé thir hai lién quan dén yéu t6 quyét dinh
khang nguyén trén khang nguyén va c6 kha nang lién két voi khang nguyén trong phurc
hop. Yéu t6 quyét dinh khang nguyén lién quan dén khang thé tht hai c6 thé gidng véi
yéu t6 ma khéng thé thr nhit dé cap dén, do ban chét da epitope cua thyuc thé khang
nguyén. C6 thé phat hién dugc khang thé thtr nhat hodc thir hai bang céch sir dung bét
ky nhan nao dugc mo ta ¢ trén. Theo phuong én wu tién, khang thé tha hai dugc tao ra
¢6 thé phét hién. Sw hién dién ciia khang thé c6 thé phat hién lién két v6i phitc hop bao
gdm khang nguyén lién két v6i khang thé thtr nhat va thir hai ¢6 thé duge phat hién dé
dang bang c4c k¥ thuét da duoc biét dén. Bang cach so sanh két qua thu dugc trong mau
sinh hoc véi két qua thu duogc trén mau dbi ching, c6 thé x4c dinh dugc sy hién dién
ctia hodc mirc AB3pE bién ddi hodc cac manh cia ching.

Cac phuong phap frong co thé song

Phuong an theo sang ché lién quan dén phuong phép ngdn ngira, cai thién, didu
tri va/hodc 1am giam su tich tu amyloid-beta trong didu kién lién quan dén amyloid-beta
bao g@)m budce cho dbi tuong can diéu tri dung mot luong diéu tri hitu hiéu khang thé
ho#ic cac manh gan khang nguyén cua chung, nhu duge cong b trong tai liéu nay. Cac
phuong an khac theo sang ché bao gébm dugc pham dé ngan ngira, cai thién, diéu tri
va/hodc lam giam sy tich tu amyloid trong didu kién lién quan dén amyloid-beta gdm
céc khang thé hoic manh gan khang nguyén cta ching nhu dugc cong b trong tai liéu
nay. Cac phuong phap theo sang ché bao gdbm budc cho dbi twgng can diéu tri ding mot
lugng hitu hiéu cua mdt/nhidu khang thé hoic ménh gin khang nguyén cia chung duoc
mo ta trong tai li€u nay.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén cac phuong phap ngan ngira, cai thién,
diéu tri va/hodc giam su tich tu amyloid-beta trong diéu kién c6 dic trung 12 sy tao thanh
c4c mang chira protein beta-amyloid ctia nguoi, phuong phap nay bao gdbm budc cho
ngudi cAn didu tri sir dung (t6t hon 1a & ngoai bién) mot lugng khang thé hitu hiéu diéu tri
hodc phong bénh theo sang ché hodc méanh dap ing mién dich ctia n6 ma khéng thé lién
két dac hiéu v6i AP3pE ctia ngudi. Theo mot phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong
phép trc ché su tao thanh cac mang amyloid va/hodc phuong phap thanh thai cac mang
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amyloid & nguoi, phuong phap nay bao gbm buéc st dung su e ché hoic thanh thai d6
cho dbi twong ngudi cAn diéu tri mot luong khéang thé hitu hiéu theo sang ché, trong d6
peptit AB3pE cua chit cach ly khang thé trong ndo va gy ra su thanh thai AB3pE bién
dbi trong ndo. Theo cac phuong 4n khac, sang ché dé cap dén cic khang thé dugc nhan
tinh hoa nay, bao gdm ca nhitng phan c6 hidu qua vé mit mién dich cta ching va phuong
phap diéu ché cac khang thé va phan nay.

Pdi tugng can dung 1a nguoi dang méc bénh hodc c6 kha nang trai qua tinh
trang c6 ddc trung 13 sy tao thanh cic mang chira protein beta-amyloid. Theo mot
phuong éan, didu kién 12 bénh Alzheimer. Theo cac phuong an khéc, tinh trang nay 1a
chimg mit tri lién quan dén bénh Trisomy 21 (Hdi chimg Down), bénh thé Lewy lan
toa, bénh viém co thé vui, bénh thoai hod mach mau ndo dang tinh bdt va xuét huyét
ndo di truyén véi chimng thodi hoa dang tinh bot kiéu Ha Lan (HCHWA-D).

Khang thé duoc nhan tinh hoa 12 khang thé tir loai khong phai ngudi ma c6 trinh
tu protein dugc stra dbi dé tang tinh tuong ddng véi cac bién thé cta khang thé duoc
tao ra ty nhién & ngudi. Nhin chung, trinh tu protein ctia khang thé duoc nhan tinh héa
vé co béan 1a ddng nhét véi trinh ty cta bién thé ngudi, ngoai trix ngudn gdc khong phai
nguoi cia mot sb/tht ca cac doan trong vung xac dinh tinh bd sung (CDR) cua no, chiu
trach nhiém vé kha ning cua khang thé lién két v6i khang nguyén dich cta né. Vung
khung cua vung bién ddi duoc thay thé biang ving khung tuong ung clia nguoi, gitp
CDR khong phai nguoi vé co ban 1a con nguyén ven. Trong mot sb truong hop, khang
thé dwoc nhan tinh hoa c6 sb lugng it cac thay thé trong mot hodc nhiéu ving CDR
khong phai cua nguoi dé duy tri 4i luc lién két va/hodc hing sd phan ly cua khang thé
khong phai cua nguoi.

Khang thé dugc nhan tinh hoa lai 13 chi khéng thé bao gdbm khung ctia nguoi, it nhit
mét CDR tir khang thé khong phai cia nguoi, va trong d6 ving hang dinh bat k¥ hién dién
v& co ban ddng nhat voi ving hing dinh globulin mién dich clia ngudi, nghia 1a, it nhét
khoang 85 %, 90 %, t5t nhat 1a giéng it nhét 95 % hodc 98 %. Do do, tit ca cac phan ciia
khang thé dugc nhan tinh hoa, ngoai trir mot hodc nhidu CDR, vé co ban dong nhét véi cac
phan twong mg ca trinh tir globulin mién dich cta nguoi. Vi du: globulin mién dich dugc
nhan tinh hoa thuong s€ khong bao g0m khang thé ving bién d6i dang kham cua chudt/ving

hing dinh ctia ngudi.
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Khang thé duoc nhén tinh hoa c6 it nhit ba loi thé tiém ning so véi khang thé
khong phai clia nguoi va khang thé dang kham dé sir dung trong liéu phéap diéu tri cho
nguoi: 1) vi phan thyc thi 1a ngudi nén c6 thé tuong tac tot hon véi cac phan khac cta
hé théng mién dich ctia ngudi (vi du: hoat hoa tidu thin kinh dém d¢ loai bé mang); 2)
hé théng mién dich ctia ngudi khong nhan ra khung hodc vung C clia khang thé duoc
nhan tinh hoa 1a ngoai lai, va do d6 dap tng tao khang thé khéng lai khéng thé duoc sir
dung nay phai it hon so v61 khang thé ngoai lai hoan toan khong phai cia ngudi hodc
khang thé ngoai lai mot phan dang kham; va 3) khang thé khong phai ciia ngudi duge
st dung da dugc bao céo 1a co thoi gian ban thai trong tudn hoan ctia ngudi ngan hon
thoi gian ban thai cia khang thé & ngudi.

Theo phuong phap diéu tri va ngin ngira tinh trang bénh c6 dic trung 1a su tao thanh
cac mang chira protein beta-amyloid, khang thé hodc cac manh gin khang nguyén ciia
chiing (bao gdm cic manh d4p ting vé mit mién dich) theo sang ché, dwgc st dung cho déi
tuong co nguy co hodc biéu hién triéu chimg hozc bénh ly lién quan dén amyloid beta nhu
bénh Alzheimer 1am sang hodc tién 1am sang, sa sut tri tu€ lién quan dén hoi chiing Down,
hodc bénh mach mau tinh bot 1am sang hoac tién 1am sang béng cac k¥ thuat st dung ti€u
chudn. Tét nhit 1a st dung ngoai vi (nghia 1a khong dua vao hé than kinh trung wong) bang
cach tiém tinh mach, trong mang bung, duéi da, trong phéi, qua da, trong co, trong mili,
qua miéng, dudi ludi hodc nhét vao hau moén hodc 4m dao. Tuy khang thé hodc cic manh
gin clia chung c6 thé dugc dua truc tiép vao hé théng nio that, dich tay hozc nhu md nio
va nhitng k¥ thudt x ly cac vi tri nay da duoc biét dén nhiéu trong nganh, nhung khong
can phai 4p dung cac quy trinh kh6 khan hon nay. Khang thé hodc cac manh gan ciia ching
theo sang ché ¢6 hiéu luc khi dugc sir dung béng cac k¥ thuat don gian hon dua vao hé
thdng tudn hoan ngoai vi. Cac uu diém ciia sang ché bao g6m kha ning ctia khang thé hoic
manh gin khang nguyén ctia n6 dé phat huy tac dung c6 lgi ngay ca khi khong dugc cung
cép truc tiép cho chinh hé than kinh trung uong.

Duoc phém dé sur dung duogc taora dé pht hop véi cach st dung da chon, va cac
ta dugc dugc dung nhu chét gay phan tan, dung dich dém, chét hoat tinh bé mat, chit
bao quan, chit hoa tan, chét déng truong, chat 6n dinh va céc chét tuong tu dugc st
dung khi thich hgp. Remington's Pharmaceutical Sciences (Khoa hoc dugc Remington),
Mack Publishing Co., Easton, Pa., dugc hop nhét vao tai liéu nay béng vién dan, dé xuit
ban tom tét vé cac k§ thuat diéu ché thuong dugc bac si biét dén.
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N6 c6 thé dic biét hitu ich dé thay ddi dic tinh hoa tan ctia khang thé theo sang
ché, khién chung ua chit béo hon, vi du nhu béng cach bao boc trong hat m& hodc béng
cach ngan cac nhém phéan cyc.

Dan truyén ngoai vi toan than bang cach uu tién tiém trong tinh mach, trong mang
bung hoic tiém du6i da. Cac chit mang phit hop d€ tiém nhu vAy thi khong phtrc tap. Tuy
nhién, ngoai ra, vi¢c st dung thudc ciing ¢6 thé duoc thuc hién qua mang niém mac bang
binh xit miii hodc thudc dan. Nhitng ché phdm phti hop cho céc céch sir dung nay da dugc
biét dén nhidu va thuong bao gdm chit hoat tinh bé mit tao diéu kién thuan loi dé truyén
qua mang. Cac chét hoat tinh bé mat nay thuong c6 ngudn gbe tir steroid hogc 12 lipit
cation, ching han nhu N-[1-(2,3-dioleoyl)propyl-N,N,N-trimetylammoniumclorua
(DOTMA) hodc nhiéu hop chat khac nhau nhu cholesterol hemisucxinat, phosphatidyl
glycerol va céc chét twong tu.

Nong d6 ctia khang thé dugc nhén tinh héa trong cong thirc tir muc thip khoang
0,1 % l1én dén mutc khoang 15 hodc 20 % khdi lrong dugc lua chon chu yéu dua trén
thé tich chét léng, dd nhét, v.v., phi hgp véi phuong thuce st dung cu thé da chon. Do
d6, dugc pham dién hinh d tiém c6 thé duoc tao ra dé chua 1 mL nudc cd chit dém vo
trung trong nudc mudi c6 chit dém phosphat va 1-100 mg khéng thé duoc nhan tinh hoa
theo sang ché. Ché phém 6 thé duoc loc vo trung sau khi tao ché phém, hodc duoc lam
bing céch khéc duge chdp nhan vé mit vi sinh. Ché phim dién hinh dé truyén tinh mach
6 thé c6 thé tich 1én dén 250 mL chét 16ng, ching han nhu dung dich Ringer vo trung
va 1-100 mg mdi mL trd 1én ¢ ndng do khang thé.

Pbi v6i viée st dung khang thé, lidu luong 1a trong khoang 0,0001 dén
100 mg/kg, va t6t nhit 1a 0,01 dén 75 mg/kg trong lugng co thé vat chu. Vi du: liéu
lugng c6 thé 1a 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/ke, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/k,
3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 20 mg/kg,
35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, 55 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg
hodc 75 mg/kg trong luong co thé vat chi. Theo céc phwong 4n, liéu lugng 14 trong
khoang 0,01-10 mg/kg hodc trong khoang 0,1-15 mg/kg, hodc trong khoang 0,1-
20 mg/kg, hodc trong khoang 0,1-30 mg/kg, hodc trong khoang 0,1-40 mg/kg, hodc
trong khoang 0,1-50 mg/kg, hodc trong khoang 0,1-60 mg/kg, tdt nhit 1a it nhat
1 mg/kg, it nhat 5 mg/kg, it nhat 10 mg/kg, it nhat 20 mg/kg, it nhét 30 mg/kg, it nhat
40 mg/kg, it nhat 50 mg/kg hodc it nhit 60 mg/kg. Theo vi du uu tién, lidu luong cb
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thé 12 khoang 10 kg/mg, khoang 20 kg/mg, khoang 30 kg/mg, khoang 40 mg/keg,
khoang 50 mg/kg, khoang 60 mg/kg hodc khoang 70 mg/kg. Theo vi du uu tién dac
biét, khang thé duoc cho sir dung trong mang bung véi liéu luong tir khoang 0,3 mg/kg
dén khoang 60 mg/kg. Theo ché do diéu tri dién hinh, khéng thé dugc cho dung trong
mang bung ¢ lidu lugng khoang 10 kg/mg, khoang 20 kg/mg, khoang 30 kg/mg,
khoang 40 mg/kg, khoang 50 mg/kg hodc khoang 60 mg/ke.

Trong tai liéu nay, thuat ngit “khoang” dugc st dung dé chi gia tri c6 thé do
luong, vi du nhu mét lugng c¢6 nghia la bao gbm céc bién thé trong khoang tir + 20 %
dén + 0,1 %, t&t nhat 1a + 15 % hodc + 10 %, t&t hon 1a = 5 %, tot hon nita la + 1 %, va
van tét hon nita 12 + 0,5 %, + 0,1 %. 0,05 % hoac 0,01 % gia tri dugc x4c dinh, vi cac
bién thé nay 1a phit hop.

Ché do didu tri dién hinh yéu ciu str dung mdi hai tuAn mot 1an hodc mdi thang
mot 1an hodc 3 dén 6 thang mot lan. Theo mot s6 phuong phép, hai hodc nhiéu khang
thé don dong c6 tinh dic hiéu lién két khac nhau dugc st dung dong thoi, trong truong
hop do, lidu luong cua mdi khang thé duoc sit dung thudc pham vi dugce chi dinh.
Khang thé thuong dugc cho su dung nhiéu 14n. Khoang cich giita cac lidu don c6 thé
1a hang tuin, hang thang hodc hang nam. Khoang cach cling c6 thé khong déu nhu
dugc chi dinh bang cach do muc khang thé Ap trong mau & d6i tuong. Ngoai ra, khang
thé co thé duoc st dung 1a ché phdm c6 tac dung kéo dai, trong truong hop nay, can
str dung it thuong xuyén hon. Liéu luong va tan sudt s& thay doi tily vao thoi gian ban
thai ciia khang thé & bénh nhan. Nhin chung, khang thé cta ngudi cho thy thoi gian
ban thai dai nhét, sau d6 1a khang thé dugc nhan tinh hoa, khang thé dang kham va
khang thé khong phai cua ngudi.

Liéu lugng va tan suit ding thubc ¢6 thé khac nhau tiy vao viée diéu tri 1a phong
bénh hay chira bénh. Khi 4p dung phong bénh thi st dung lidu lugng twong ddi thép vei
khoang cach tuong d6i khong thuong xuyén trong mdt khoang thoi gian dai. Mot s6 dbi
tugng tiép tuc duge didu tri dén hét doi. Khi 4p dung chita bénh thi c6 thé can liéu luong
tuong dbi cao véi khoang cach twong d6i ngén, cho dén khi gidm hogc két thuc tién trién
bénh, va t6t nhat 1a dén khi d6i tuong thé hién sw cai thién mot phan hodc hoan toan cac
triéu ching cua bénh. Sau do, co thé s dung ché do phong bénh.

Theo mét sb phuong phap, lidu luong dugce sir dung dé dat duoc néng do khang

thé trong huyét twong Ia 1-1000 pg/ml va theo mot sd phwong phap la 25-300 pg/ml.
41



48885 42/163

Ngoai ra, khang thé c6 thé duge st dung 13 ché phdm c6 tac dung kéo dai, trong trudng
hop nay, can st dung it thudng xuyén hon. Liéu luong va tin suét s& thay ddi tiiy vao
thoi gian ban thai ciia khang thé & ddi tuong.

Pidu tri bang khang thé theo sang ché co thé 14 phuong phap diéu tri doc lap.
Ngoai ra, diéu tri bing khang thé theo sing ché c6 thé 1a mot thanh phan hodc giai
doan ctia ché do diéu tri két hop, trong d6 mdt hodc nhidu chét didu tri bd sung ciing
duge st dung dé diéu tri cho mot ca nhan.

Khi duoc sir dung cho liéu phép frong co thé séng, khang thé hodc cdc manh gin
khang nguyén cia ching theo sang ché dugc st dung cho ca nhan véi lugng diéu trj hitu
hiéu, vi du nhu luong 1am giam, loai bo hodc ngén chédn cac mang B-amyloid hodc cai thién
chirc ndng nhéan thiuc & ddi twong mic bénh AD hodc cac bénh khéc lién quan dén p-
amyloid. Khang thé hodic cdc manh gin khang nguyén cia chung duoc st dung cho mot ca
nhan, theo cac phuong phap da biét, ching han nhu tiém tinh mach, vi du: tiém bolus (tiém
nhanh tai chd) hodc truyén lién tuc trong mot khoang thoi gian, trong co, trong mang bung,
trong ndo tiy, dudi da, trong khép, trong bao hoat dich, ndi tiy mac, duong uéng, dudng
b6i hodc dudng hit. Cac chét theo sang ché c6 thé dugce tuy ¥ sit dung két hop véi céc chét
khéc hitu hidu it nhat mot phan khi diéu tri bénh thoai héa tinh bot theo gen (amyloidogenic).
Trudng hop bénh Alzheimer va c4c tinh trang lién quan ma trong do, sy tich tu amyloid xay
ra trong ndo, khang thé hodc cac manh gin khang nguyén cua chung theo sang ché c6 thé
duoc st dung két hgp véi cac chét khac dé tang dudng dan cac chét theo sang ché qua hang
rao mau ndo.

Theo phuong an cua sang ché, khang thé hodc cdc manh gian khang nguyén cta
ching theo sang ché lién két véi 3pE AP trong cdc mang tich tu. Béng cach lién két vé6i
3pE Ap trong cac mang tich tu, khang thé hodc manh gin khang nguyén cua né c6 thé
khién mang bi loai bo. Su loai bd mang ¢6 thé dugc thuc hién bing cach hoat hoa ticu
than kinh dém xung quanh cic mang va lam méng mat 6n dinh bang cach loai bé dang
AP 6n dinh. Ngoai ra, khéng thé hodc cac manh gin khang nguyén cua chung theo sang
ché co6 thé ngan hoat tinh tao mam mang cta 3pE AB. Kha nang lam giau 3pE Ap trong
mang so v4i thodi hoa dang tinh bot mach méu ¢ thé lam tang khoang thoi gian an toan

diéu tri cho liéu phap mién dich.
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Bo kit va thiét b

Séng ché dé xuét bo kit va thiét bi c¢6 thé duoc str dung trong cac phuong phép
néu trén. T6t nhat 13, bd kit va thiét bi bao gdm khang thé hodc manh gin khang nguyén
cia n6 lién két véi 3pE AB. Ngoai ra, bd kit ¢6 thé bao gdm thude thir va tai liéu huéng
din. Huéng dan c6 thé dugce in, vi dy nhu trén gidy va/hoic dugc cung cp trong moi
truong doc dién tir. Ngoai ra, huéng dan c6 thé dugc cung cdp bang cach huéng nguoi
ding dén trang web trén internet, vi du: do nha san xuét hodc nha phan phdi bo kit chi
dinh.

Thudc thir c6 trong b kit theo sang ché ¢6 thé duge cung cap cho moi kiéu vat
chtra sao cho hoat tinh cta cac thanh phﬁn khac nhau vé co ban dugc bao toan, con
ban thin cac thanh phén nay vé co ban khong bi vat liéu cta vat chaa hép phu hodc
bién doi.

Theo mot phuwong an, b kit hodc thiét bi bao gdm khang thé hoic mang gin
khang nguyén cua né theo sang ché, tot nhét 1a khang thé dugc tinh ché, t6t hon 1a
khang thé don dong, tot hon nita 1a khéng thé don dong duoc phan 1ap lién két véi
peptit 3pE AP. Theo cac phuong an, khang thé duoc bidu hién bang té bao cta té bao
lai.

CAC PHUONG AN

Phuong an 1 la khéang thé don dong duoc phan 1ap hodc méanh gan khang nguyén
ctia n6 gdm c6 vung xac dinh bd sung chudi nang 1 (HCDR1), HCDR2, HCDR3 va
vung xac dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va LCDR3, c¢6 trinh tu
polypeptit co:

a. cac SEQ ID No: lan luotla 1,2, 3,4, 5va6;
cac SEQ ID No: lan lugt1a 1,7, 3,4, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan lugt1a 1,7, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQID No: lan luot1a 1,2, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: 1an lugt 1 56, 57, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: 14n luot 12 56, 57, 3,4, 5va 6;
cac SEQ ID No: 1an luot 12 56, 58,3, 4, 5va 6;
céc SEQ ID No: 14n luot 12 56, 7, 3, 8, 5 va 6;
cac SEQ ID No: lan luot 1a 1, 57, 3, 8, 5 va 6;
cdc SEQ ID NO lan luot 12 56, 7, 3, 4, 5 va 6;
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k. cac SEQ IDNO lan luot1a 1, 57, 3, 4,5 va 6;

1. cac SEQ ID NO lan luot 1a 1, 58, 3, 4, 5 va 6; hoac

m.  cac SEQ ID No: 1an lugt 14 56, 2, 3,4, 5 va 6;

trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén cua no lién két dic hiéu véi
3pE AB, tot nhét 12 3pE AB ctia ngudi.

Phuong an 2 1a khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén
cta no theo phuong an 1, bao gdm ving bién dbi chudi ning cé trinh tu polypeptit
ddng nhét it nhat 95 % véi SEQ ID No:9, 11, 13, 15, 16, 17, 19, 20 hodc 21, hodc ving
bién ddi chudi nhe co trinh tu polypeptit dong nhét it nhit 95 % véi SEQ ID No:10,
12, 14, 18, 22, 53 hodc 55.

Phuong an 3 1a khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh gin khdng nguyén
cua n6 theo phuong an 1, bao gbm:

a. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:21 va vung
bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:22;

b. ving bién d6i chudi nang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:9 va vung
bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:10;

c. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:11 va vung
bién ddi chudi nhe c¢6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:12;

d. viing bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:13 va ving
bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

e. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:15 va vung
bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

f. ving bién d6i chudi ning ¢ trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:16 va vung
bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

g. ving bién dbi chudi ning co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:20 va ving
bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit co6 SEQ ID No:14;

h.  vingbién ddi chudi ning c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:17 va ving
bién ddi chudi nhe co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18;

1. ving bién ddi chudi nang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:19 va ving
bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18

j. ving bién déi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va ving
bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:53; hodc
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k. ving bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va ving
bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:55.

Phuong an 4 1a khéang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén
ctia n6 theo phwong an bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 3, trong d6 khang thé hoic
manh gén khang nguyén cua no 1a dang kham.

Phuong an 5 1a khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén
ctia n6 theo phuwong an bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 4, trong d6 khang thé hodc
manh gin khang nguyén ctia n6 1a & nguoi hodc dugc nhan tinh héa.

Phuong an 6 1a khang thé don dong dugc phan 14p bao gdm:

a. trinh tu axit amin chudi ning gbdm ¢6 SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin
chudi nhe gdbm c6 SEQ ID No:38;

b. trinh tu axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:39 va trinh tw axit amin
chudi nhe gdbm c6 SEQ ID No:38;

C. trinh tu axit amin chudi ning gém ¢6 SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin
chudi nhe gdbm c6 SEQ ID No:52; hodc

d. trinh tu axit amin chudi ning gém ¢6 SEQ ID No:39 va trinh ty axit amin
chudi nhe gdm c6 SEQ ID No:54.

Phuong 4n 7 14 axit nucleic dugc phén 14p méa hoa khang thé don dong hodc manh
gin khang nguyén cua né theo phuong an bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 6.

Phuong an 8 1a vecto bao gbm axit nucleic da phén 14p theo phuong an 7.

Phuong 4n 9 14 té bao chi bao gbm vecto theo phuong an 8.

Phuong an 10 1a dugc phédm bao gdm khéang thé don dong hodc méanh gin khang
nguyén cia né theo phuong an bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 6 va chit mang dugc
dung.

Phuong an 11 1a phuong phap diéu tri tinh trang bénh cho déi twong can diéu
tri, lién quan dén su hinh thanh cdc mang chira protein beta-amyloid, phuong phap nay
bao gém budce cho d6i tuong can diéu tri st dung khéng thé don dong hodc manh gin
khang nguyén cua né theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 6, hodc
dwgc pham theo phuong an 10.

Phuong 4n 12 1a phuong phép theo phuong an 11, trong d6 tinh trang bénh la bénh
Alzheimer.

45



48885 46/163

Phuong 4n 13 1a phurong phap theo phuong 4n 11, trong do tinh trang bénh dugc
chon tir nhém bao gdm ching mat trf lién quan dén bénh Trisomy 21 (Hoi chimg
Down), bénh thé Lewy lan toa, bénh viém co thé vui, bénh thoai ho4 mach mau néo
dang tinh bot va xuét huyét ndo di truyén voi ching thoai hoa dang tinh bot kiéu Ha
Lan (HCHWA-D).

Phuong 4n 14 12 phuong phap 1am gidm cdc mang lién quan dén bénh Alzheimer
& d6i twong can didu tri, phuong phép nay bao gdm budc cho dbi twong can diéu tri st
dung khéang thé don dong hodc méanh gin khang nguyén ctia n6 theo phuong 4n bét ky
trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 6, hodc dugc pham theo phuong an 10.

Phuong 4n 15 la phuong phéap ngin hoat tinh tao mam cia 3pE AP & ddi tuong
can diéu tri, phuong phéap nay bao gbm buée cho d6i teong can diéu tri st dung khang
thé don dong hodc manh gin khang nguyén cua né theo bt ky phwong 4n nao trong s6
cac phuong an tur 1 dén 6, hoic dugc pham theo phuong an 10.

Phuong an 16 1a phuong phap san xuét khang thé don dong hodc manh gin
khang nguyén cua n6 theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 6, bao
gdm budc nudi cy té bao gém c6 axit nucleic ma hoa khang thé don dong hodc manh
gian khang nguyén cia no trong cac didu kién dé tao khang thé don dong hodc manh
gan khang nguyén cua no, va bude thu hdi khang thé hodc manh gan khang nguyén
cta no.

Phuong 4n 17 1a phuong phap san xuit dugc phim bao gom khang thé don dong
hoic manh gin khang nguyén cta né theo phwong én bt ky trong sb cac phuong an
tr 1 dén 6, phuong phap nay bao gbdm budc két hop khang thé don dong hodc manh
gin khang nguyén cta né voi chit mang dugc dung dé thu dugc duge pham.

Vi du thuce hién sang ché

Séng ché c6 thé duge hiéu 16 hon theo cac vi du khong gi6i han sau.

Vi du 1: Tao khang thé don dong va qua trinh nhén tinh hoa

Ba con chudt Balb/c (Janvier Labs) da dugc moi bang H2N-pEFRHDSGC-
COOH (Eurogentec) (SO ID TRINH TU:47) trong t& chit hoan chinh cia Freund
(Sigma; St. Louis, MO). Peptit dugc didu ché bang cach ghép cip peptit thong qua don
phan xystein ¢ diu COOH v6i Albumin huyét thanh bo duge hoat hoa Maleimit (Life
Technologies; Carlsbad, CA) st dung bd kit ¢6 ban trén thi truong, ching han nhu bd
kit BSA duoc hoat hoa Maleimit dang tiém (Pierce; Rockford, IL), theo huéng dan cia
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nha san xuit. Chudt duoc tiém ting cuong peptit 100 pg hodc 200 pg duoc ghép cap
BSA ctr mdi hai tudn, diu tién 12 t4 cht Freund hoan toan va sau d6 la khong hoan toan
(Sigma).

Té bao lai va San xuét khang thé: Chudt c6 do chuin huyét thanh cao nhét s&
dugc chon dé dung hop, con 14 lach cia nhitng con chudt khac s& duoc phan lap va dong
lanh trong nito 16ng. Vao ngay thi 4, trude khi dung hgp hodc tach chiét 14 lach, tit ca
nhitng con chudt duge tiém ting cudng trong mang bung v6i 100 pg H2N-
pEFRHDSGC-COOH (SO ID TRINH TU:47) dugc ghép cip véi BSA (Merck;
Kenilworth, NJ) trong nuéc mudi. Té bao 14 lach cua chudt duoc dung hop véi té bao
SP2/0 (ATCC; Manassas, VA) theo quy trinh sua dbi ctia Kohler va Milstein (Euro. J.
Immunol. (Tap chi mién dich Chau Au), 1976; 292-295). Té bao lai dwgc tao mam trong
cac dia 30 x 96 16 va duoc sang loc sau 10 ngay trong k¥ thuat ELISA truc tiép trén
peptit AP 3pE-40 0,5 pg/1d khong ghép cdp (AnaSpec; Fremont, CA). Té bao dwong
tinh duoc kiém tra (thiéu) phan ung chéo trén 0,5 ug/ml peptide AB1-40 dugc phi
(AnaSpec) va dugc tach dong phu ngay.

Sau khi dung hop, 17 dong c6 phan tng duong tinh khi sang loc ELISA dugc
phil truc tiép v6i peptit tdng hop AB3pE-40 clia ngudi (SO ID TRINH TU40) va dugc
dong lanh trong nito 1ong.

T4t ca té bao lai déu duoc nudi trong mdi truong Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) ¢6 bd sung 10 % huyét thanh thai bé (Hyclone, Chau Au), Hybridoma
Fusion Cloning Supplement (B6 sung tao dong dung hop té bao lai) (2 %) (Roche;
Brussels, Bi), HT 2 % (Sigma), 1 mM natri pyruvate, 2 mM L-glutamin va penixilin
(100 U/ml) va streptomyxin (50 mg/ml). T4t ca cac san pham déu c6 san trén thi trudng
va duoc mua tir Life Technologies. Té bao dugc 1 trong tu G khong khi 8 % CO» dugc
lam 4m.

Ky thuat ELISA truc tiép (Direct ELISA) dé chon khang thé: K§ thuat ELISA
sang loc dugc st dung dé phat hién khang thé AB 3pE-40 & trén 1a ky thuét ELISA truc
tiép v6i 0,5 ug/ml peptit AB 3pE-40 tu do cuia ngudi (SO ID TRINH TU40) dugc phu
qua dém ¢ 4 °C trong céc dia vi chudn 96 15 day bang c6 do lién két cao cia NUNC
Maxisorp (Life Technologies) trong dung dich dém phu 50 ul/16 (10 mM Tris, 10 mM
NaCl va 10 mM NaN3s, pH 8,5).
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Ngay hom sau, cac dia dugc chin bing 0,1 % casein 75 pl/1d6 (Merck) trong PBS
trong 60 phut & nhiét do phong dé giam lién két khong dac hiéu. Tiép theo, thém vao 50 pl
16p bé mat ctia té bao lai va i trong 1 iy 37 °C. Sau khi rira, khang thé don dong lién két
duoc phat hién véi 50 pl/1d chira IgG khang IgG chudt tir ctru lién hop v6i peroxydaza &
ciy cai ngua ((Amersham-Pharmacia Biotech; Little Chalfont, Vuong qubc Anh) trong 1
gio 6 37 °C. Ca hai thudc thir déu duge pha loang trong 0,1 % casein/PBS. Cac dia dugc
rira va 50 pl dung dich cta 0,42 mM 3,5,3',5"-tetrametyl-benzidin (Biorad), 0,003 % (thé
tich/thé tich) H,O» (Biorad) trong 100 mM axit xitric (Biorad; Hercules, CA); 100 mM
dinatri hydro phosphat (pH 4,3) (Biorad) dugc thém vao lam co chét. C6 thé thuc hién phan
{mg trong t6i da 15 phut trén thiét bi lic dia & nhiét do phong, sau d6 ding 2 N H2SO04
(Merck) 50 ul/1d dé ngung hién anh mau va cac dia dugc doc trén may doc dia vi chuin &
450 nm (Thermomax, Thiét bi phéan tir). Phan tmg chéo ctia khang thé don dong di chon
voi AP 1-40 tu do ¢ nguoi c6 kich thude dy du duoc thir nghiém bang k¥ thuat ELISA
truc tiép, tuong tu nhu xét nghiém sang loc.

Tir 17 dong phan img AB3pE-40, BAMB31 1 dugc chon dé tiép tuc déc trung
hoéa dua trén 4i luc va tinh chon loc (xem Vi du 2 & 3). Khang thé nay dugc xac dinh
¢6 chudi ning 16p khang thé IgG1 cia chudt va chudi nhe kappa ctia chudt. Mac du
IgG1 Fc ctua chudt chi ¢6 70 % nhan dang trinh tu va 76 % trinh tu tuong tu véi [gG2a
Fc ciia chudt, nhitng 16p khang thé nay c6 cac hoat dong va muc protein khac nhau.
So véi IgG2a cua chudt, IgG1 cua chudt co it chirc nang bd thé va thuc thi Fc cia
chuot hon vi lién két yéu hon véi cac thu thé FcyRI, FeyRIII va FeyRIV cua chudt va
Clq cua chudt. Pugc xem la 16p khéang thé gan nhét véi hoat tinh IgG1 cua ngudi,
IgG2a cla chudt lién két v6i cac thu thé FeyRI, FeyRIII va FeyRIV cta chudt, cling
nhu Clq ciia chudt ma c6 bd thé, co ché gy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC)
va hoat tinh thuc bao phu thudc khang thé (ADCP) ma c6 thé gop phan lam sach cac
mang Ap.

Trinh ty ctia chudi ning BAMB31 dugc bién ddi tir IgG1 ctia chudt thanh IgG2a
ctia chudt dé tao ra BAMB31 2a. Viéc béo toan kha nang phan tung sau khi tao dong
vung V dugc xac nhan bang phuong phap SPR, dugc md ta bén dudi.

Qua trinh nhan tinh hoéa: Khing thé me BAMB31 2a (mIgG2a) dugc nhén tinh
hoa bing quy trinh tuong ty nhu cua Singh va cong su. (Khéng thé don dong
2015;7(4):778-91) ngoai trir CDR-H2, dugc mo ta theo dinh nghia AbM (Martin, A.C.,
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PNAS 86: 9268-9277, 1989) cho viéc nay. Tém lai, cac ving x4c dinh tinh bb sung (CDR)
da dugc xac dinh trong céc trinh ty me & chudt. Nhitng trinh tw nay dugc so sanh véi dong
mam & ngudi va bdn chudi nang cia dong mam & ngudi, cling nhu hai khung chudi nhe
ctia dong mam & ngudi duge chon dé ghép CDR ctia chudt vao d6. Cac doan J clia nguoi
ddi vai VL va VH cuia timg khang thé me duoc chon béng cach so sanh trinh tu doan J
ciia chuot va nguoi dé t6i da su ddng nhét trinh tw. M6 hinh ving Fv dang phén tir cia
mAb me dugce tao ra trong MOE (CCG; Montreal, Canada) st dung tham s6 mac dinh.
MBb hinh két qua dugc kiém tra bing biéu do dé xic dinh cac vi tri khung c6 thé quan
trong déi véi sw lién két vahodc tinh én dinh cua khang thé. Thu vién khang thé dugc tao
ra, trong d6 cac vi tri nay co t6 hop nhi phan cua ngudi/chudt ngoai cac CDR da ghép.
Trong céc thu vién, mdi chudi c6 CDR da ghép cta chudt duoc bat cap voi chudi me d6i
dién cua chudt. Theo cach nay, chi c6 mot chudi duoc diéu chinh cho phu hgp v6i khung
ctia nguoi va cac dot bién nguogc duge quyét dinh dua trén lién két khang nguyén. Sau do,
VH va VL nhan tinh hoa dugc két hop dé tao ra khéng thé g vién cubi clung.

Céc dong thu vién duge biéu thi 1a Fab & E. coli va dugc thir nghiém dé lién két
v6i peptit thong qua k§ thuat ELISA va cac tin higu duge so sanh v61 phan to me day
du cta chudt. Céc tin hidu phan tir bidu hién su lién két 16n hon 80 % chudt me dugce
chon dé giai trinh tu. C4c chudi duge phan tich & chudi ning thich nghi véi nguoi &
chudi nhe thich nghi v6i nguoi duge chon dé Kkét hop va biéu hién dudi dang khang
thé don dong IgG1 cta nguoi. Tét ca cap dugc nhan tinh héa VH/VL cia mdi khang
thé duoc biéu hién, tinh ché va danh gia sy lién két khang nguyén, nguy co sinh mién
dich Epivax in silico (phuong phép thay ddi cu trac ciia cac gene, protein, enzyme
trén may tinh), s6 lugng don phan dugc khéi phuc vé trinh ty va dac tinh 1y sinh ciia
chudt.

Két qua: Mot s don phéan can dugc khoi phuc vé trinh tu ctia chudt dé duy tri
lién két ctia me. Kha nang duy tri lién két, nguy co sinh mién dich Epivax in silico va
c4c dac tinh 1y sinh khong phu thudc vao sb 1an khoi phuc trinh tu cia chudt, ma dua
vao nhiing vi tri dugc khoi phuc vé trinh tu cta chuot. Cac két qua dic trung héa cla

khéang thé don dong HFA tiéu biéu tlr phan tich nay dugc minh hoa trong Bang 2 va 3.
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Bang 2: Vi du vé két qua ddc tinh hoa cia BAMB31 HFA
Téng s6 #don
phan dugc
khoi phuc véPiém téng hop
trinh tu cualcua Epivax|SEC (% Tonset |Tml [Tagg
Mau chudt ving V Monome) (KD (M) (°C)  |(°C) |(°C)
-53,46 dén - 1,17E-11 dén|53,9 -60,7 -|61,7
Khoang:  |0-7 13,62 84-99 |1,52E-09 62,5 69,1 (70,6
BAMB246 [NA 5,25 96 1,39E-11 60,7 67,4 (694
BAMB611 |0 -53,46 97 1,52E-09 62,5 69,1 |[70,6
BAMB612 |4 -20,77 98 1,17E-11 62,1 66,7 |67,6
BAMB613 4 -39,59 97 1,82E-11 59,3 65,4 664
BAMB614 |3 -39,77 98 1,60E-11 61,8 66,6 (67,6
BAMBG630 |7 -13,88 98 3,83E-11 584 64,6 (64,7
BAMB631 4 -14,31 97 1,80E-11 58,8 64,4 65,0
BAMB623 |5 -31,47 84 1,83E-11 54,8 62,0 62,7

Hop thé kham IgG1 me cua ngudi BAMB246

Cac gia tri nam ngoai pham vi mong mudn duoc in ddm: Téng don phan duoc
khoi phuc vé trinh tu cua chudt >5; Diém rui ro ctia He va Lc Epivax > -10; Vung V
két hop diém rui ro Epivax > -20; Cac gia tri SEC% Monome <95 %kd (1/s) gia
tri >1,00E-04; Gia tri KD (M) >2,50E-11; Tonset (°C) <60; Tm1 (°C) <65; Tagg (°C)
<65

Giam thidu rii ro sita dbi sau dich ma: Khang thé me va bién thé duoc diéu chinh
theo khung ctia ngudi ¢ chira mo-tip stra dbi su khir amit sau dich ma NG trong
HCDR?2. Dé giai quyét van d& tiém 4n nay, cac thu vién riéng dugc tao cho ca don phan
N va G bang cac oligo suy bién. Nhitng oligo nay tao ra cac trinh tw méi dua vao ngau
nhién tt ca 20 axit amin cho mdi vi tri. Mdi thu vién duoc sang loc dé duy tri lién két.
Khang thé bién thé bidu hién lién két twong tu voi khang thé me cua chudt dugc chon
dé giai trinh tu.

Két qua: Sau khi giai trinh tw, c dot bién N thanh S va N thanh G déu co lien két
twong duong véi me. Cac bién thé HFA diu duoc tao dong va biéu hién dudi dang IgG1
kidu dai (BAMAB674) va IgG1 vdi cac dot bién diém M37Y, S39T va T41E trong ving
Fc (danh s duya trén trinh tu ving hang dinh chudi ngng Fc IgG1 ctia ving hing dinh He,
Ma truy cip GenBank AEV43323), dugc ky higu la IgGl +YTE (BAMB675). Nhitng dot
bién nay dugc biét dén 1a c6 thé 1am tang 4i luc v6i FcRn va tang thoi gian ban thai tuan

hoan (Pic tinh cia IgG1 & nguoi dugc kién tao dé tang cuong lién két v6i thu thé Fc méi
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sinh (FcRn), Dall’ Acqua WE., JBC, 2006). Déc trung cua BAMBG674 va BAMB675 dugc

minh hoa trong Béang 3.

Bang 3: Dic trung cia BAMB674 va BAMB675

DPic tinh BAMB674 BAMB675

Lop khéng thé IgG1 kiéu dai IgGl +YTE

Hc FW IGHV1-46*03 IGHV1-46*03

Cac vi tri Hc FW can don phén cda chudt M481I.M70L M48I.M70L

Lam giam nhe mo-tip Hc CDR2 NG N558 N558S

LcFW IGKV2-30*01 IGKV2-30*01

Vi tri Lc FW can don phén ctia chudt V109L V109L

Lam giam nhe mo-tip Lc CDR1 NG NG—RA NG—RA

KD (pM) 25,4 25,7

Nhiét do khai phat (Tm onset) 62,9 °C 57,7 °C

Tml 67,3 °C 64,1 °C

Tagg 68,4 °C 67,7 °C

SEC % Monome 97 98

Nong db cao 6n dinh >2 tuan >100 mg/ml >100 mg/ml
Bang 3a: D¢ bén nhiét

Mau Nhiét d6 khéi phéat| Tm1 trung | Tagg trung| T-khéi  phat| Tml Tagg

trung binh (°C)  |binh (°C) |binh (°C) |bénh ST DEV |ST DEV |ST DEV

Khang thé don|63,8 69,8 80,6 0,092 0,016 0,001
dong d6i

chimg

BAMB700 [614 67,4 70,5 0,228 0,178 0,168
BAMB701 59,1 65,2 69,5 0,263 0,155 0,559
BAMB674* 62,9 67,3 68,4 - - -
* N=1

Vi du 2: Thir nghiém do 6n dinh nhiét

D&i véi céc bién thé thich tng v6i khung ciia ngudi BAMB31, do 6n dinh nhiét

cua chung dugc danh gia bang phwong phap phan tich nhiét quét vi sai nano

(NanoDSF) dé do thdi diém khéi phat nhiét do nong chay (Tonset - diém bat dau qua

trinh), nhiét d¢ chuyén tiép noéng chay dau tién (Tm1) va nhiét dd phat hién két tu ban

dau (Tagg). Dit liéu cho mot s6 bién thé duoc trinh bay trong Bang 2 (cot 6-8) va Bang

3 (hang 10-12) va Bang 3a.

Vit liéu va phuong phap: D6 én dinh nhiét cia miu dugce xac dinh bang thiét

bi Prometheus tu dong. Phép do duoc thuc hién bang cach nap mau vao 6ng mao dan
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24 13 tir dia mau 384 16. Thuc hién 13p lai qua trinh nay cho ting mau. Giao dién ngudi
dung Prometheus NanoDSF (tab Melting Scan) duoc sir dung dé thiét 1ap thong sd thir
nghiém cho qué trinh thuc hién. Qua trinh quét nhiét dé tim mAu IgG dién hinh 1a tr
20 °C dén 95 °C véi tbe do 1,0 °C/phat. Nong do dién hinh ctia mau trong khoang tir
0,3 dén 1 mg/mL. Huynh quang bén trong ctia phan t & budc séng 330 va 350 nm
duoc stt dung dé theo ddi su trai ra trong qua trinh tang nhigt d6 va ghi lai nhiing thay
ddi vé cuong do huynh quang theo thoi gian. Day duge goi la két qua quét nhiét (Tm).
Song song do 1a str dung cong ngh€ phan xa ngugc dé thiét bi tinh toan diém khéi phat
ctia su két tu (Tagg) trong qua trinh tang nhiét. Do d6, phuong phap NanoDSF giup
do ddng thoi do én dinh hinh dang va do én dinh chét keo ctia (g vién ddu, thuong
duoc theo ddi dudi dang chi béo cho do 4n dinh 1au dai ciia mau trong céc diéu kién
khac nhau.

Vi du 3: DPanh gia nguy co sinh mién dich Epivax in silico

Phin mém EpiMatrix (EpiVax Inc.) dé du doén lién két MHC 16p IT dugc ding
dé thwe hién phan tich in-silico ving V ciia khang thé don dong khang AB33pE. Phan
mém kidm tra axit amin 9-mer lién tiép d& x4c dinh trinh tu lién két HLA 16p II tiém
ning. Co s¢ dit liéu bao gdm céc loai HLA phd bién nhét, bao gdm khoang 95 % nhom
ngudi. Néu thu th8 HLA cua té bao trinh dién khang nguyén lién két voi agretope
peptit, mat con lai cla peptit do (epitope) co thé lién két véi té bao thuc thi T hoic té
bao diéu hoa T, do dé co6 thé gay kich thich hodc tc ché dap tmg mién dich khéng
protein mang epitope do. Phin mém tao ra diém lién két agretope c6 thé dugc didu
chinh & lién két t& bao didu hoa T duge du doan. Diém dugc chuén héa lién quan dén
kich thudc cua protein va sb luong cac su kién lién két din dén két qua biéu thi tinh
sinh mién dich d3 du doan cua protein.

Vi du 4: Dic trung hoa phan tich vé khang thé don dong dugc tinh ché

Nong d6 protein cua ting khang thé don dong da tinh ché duge xéc dinh bang
cach do do hip thu & 280 nm trén quang phd ké NanoDrop1000 hodc quang phd ké da
kénh Trinean DropSense96 va dugc tinh bang cach st dung hé s6 tat dua trén trinh tu
axit amin.

SE HPLC cta khang thé da tinh ché dugc thuc hién bang céch chay mau trén
¢6t TOSOH TSK gel BioAssist G3SWxL, trong 0,2 M Na Phosphat pH 6,8 6 1 mL/phut
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trén Waters Alliance HPLC trong 20 phut. Dong thai cta cot dugc theo ddi bang do
hap thu ¢ 280 nm. Két qua duoc trinh bay trong Bang 2 va 3.

Vi du 5: Cac phuong phéap do dong hoc va ai luc lién két

Cong hudng Plasmon bé mat (SPR) 1a phuong phap phat hién khong c6 nhan,
duogc dung dé nghién ciru twong tac phén tir sinh hoc. Theo ddi nhiing thay d6i nho vé
khéi luong trén bé mit cam bién, xét nghiém lién két truc tiép theo thoi gian thuc nay
cung cap dit lidu dinh tinh va dinh luong vé su tuong tac gitta cac phén tir sinh hoc;
nghia 13 x4c dinh hing sb lién két can bing (ai lue, Kp) va hang s6 toc do dong hoc
(ka/ka; tbe d0 lién két phirc hop ka va tbc do phan ly phtc hgp ka). Phuong phap nay
rat hitu ich trong nghién ctu vé twong tac gifta protein-protein va protein-axit nucleic,
cling nhu twong tac gifta protein va cdc phan tir nho. O day, twong tac gifta cac khang
thé dic hidu 3pE va AB3pE-40 nguoi (SO ID TRINH TU':40) hodc AB3pE-28 ngudi
(SO ID TRINH TU:42), AB1-40 ngudi (SO ID TRINH TU:41) hoac AB1-28 ngudi
(SO ID TRINH TU"43), va peptit AB3pE-28 ctia loai gam nham (SO ID TRINH TU':45
va 46) dugc nghién clru.

Nguyén vat liéu va phuong phap

SPR: B0 kit bét khéng thé cua chudt tir GE Healthcare dugc st dung dé nghién
ot 4i luc cia BAMB31 2a (mIgG2a) khang peptit AB-3pE-40 (SO ID TRINH TU:40).
J&JPRD/AB/pE3/1 mlgG2a (duge m ta trong Bing sang ché Hoa Ky s6 2018/0142011)
va mE8c mIgG2a (duge md ta trong US9944696 va US8679498) dugc bao gbm 1a khéng
thé dbi chimg. Viéc c¢b dinh khang thé khang chudt dugc thuc hién thong qua ghép doi
amin trén chip cam bién CM5 theo quy dinh ctia nha san xuét. Sau d6, khang thé dé cap
(1 pg/ml) dugce bit bing khang thé khang chudt dén muc 300 RU, tiép do tiém peptit AB
3pE-40 ctia ngudi (SO ID TRINH TU'40) & cac ndng do khac nhau (3,125 nM, 6,25 nM,
12,5 nM, 25 nM va 50 nM) dugc pha loang trong dung dich dém dang chay (20 mM dung
dich dém phosphat véi 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl va 0,05 % chét hoat tinh bé mat P20
(Tween™ 20)). B& mit dugc tai tao bang 10 mM glyxin HCI & pH 1,7 trong it nhéit 180
gidy va thém 60 gidy. Peptide AB (1-40) clia ngudi (SO ID TRINH TU"41) duge st dung
lam d6i ching am.

Cac phuong phép do ai luc dugc thuc hién béng bd cam bién sinh hoc quang
T200 (Biacore®). Phan tich dong hoc duogc thuc hién theo md hinh phu hgp lién két
1:1 v6i Phan mém déanh gia Biacore T200 (phién ban 2.0).
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Trong mot s6 truong hop, ai luc lién két va tinh dic hiéu cia khang thé don dong
khang AP 3pE do bang SPR dugc thuc hién bang céc thiét bi khac nhau (Biacore T200,
Biacore 8K hodc MASS-2 (Biacore, Inc.)) va bé miit ctia bd cam bién sinh hoc globulin
mién dich khang nguoi hodc khang chudt. Khang thé globulin mién dich khang nguoi
hoic khang chudt dugce ghép cong hoa tri vao bé mit cta chip cam bién CM4 hogc CMS5
(GE Healthcare) bang cach sir dung huéng din cua nha san xuét vé héa hoc ghép doi
amin. Céc khang thé néi trén dugc bét trén chip cam bién globulin mién dich khang nguoi
hodc chudt dén mirc 300-400 RU, sau d6 tiém peptit hogc protein A (vi du: AB 3pE-
40 ngudi (SO ID TRINH TU"40), Ap 3pE-28 ngudi (SO ID TRINH TU42), Ap 3pE-28
x40 tron (SO ID TRINH TU"44), A 1-28 (SO ID TRINH TU"43), A 3pE-28 clia chudt
(SO ID TRINH TU':46) hodc Fibronectin) & cac néng do khéc nhau trong Dung dich nuéc
mudi dém HEPES chira 0,005 % chét hoat tinh b& mit P20 (Tween™ 20). B& mit dugc
t4i tao v6i 2 tiém xung 30 pL cia 10 mM Gly pH 1,5 ¢ 100 pL/phut. Dir liéu dugc bao
c40 ¢c6 su khac biét vé tin hiéu SPR giita té bao dong chay c6 chira khang thé thu duoc va
té bao tham chiéu khong chtra khédng thé thu dugc. Su dong gop bd sung cua thiét bi vao
tin hiéu duogc loai bo bing cach trir dit liéu tir viéc tiém blank (khong c6 khang thé dang
thir nghiém) tr tin hiéu da trir tham chiéu. Dt liéu 4p dung dugc phén tich theo cac pha
két hop va phan ly phi hop & tht ca ndng do (pht hop toan bg) véi mé hinh lién két 1:1
bing cach dung phin mém Biaevaluation (Biacore, Inc.). Néu khong, dit lidu s& dugc
danh gié dinh tinh danh cho lién két CO/KHONG.

Hoéa mé mién dich trén ndo c¢b dinh bang formalin trong thé vui parafin: Déi véi
phan tich héa md mién dich, sau khi khir paraffin va tai thiy hoa cac phén, thuc hién phuc
héi khang nguyén bang cach 1 c4c tiéu ban ndo clia chudt chuyén gen 10 phit trong axit
formic (70 % trong nudc c4t) va hoat tinh peroxydaza ndi sinh bi chin bang 3 % hydro
peroxit (DAKO; Glostrup, Pan mach, $2023). Cac phﬁn duocutrong 1 gio véi BAMB674,
BAMBG675, hESL, R17L, R17, CI-C7, B12L, khang thé T hodc khang thé IT (bay khéng thé
sau timg dugc mo ta trong US9944696B2 va US8679498B2) ¢ cac ndéng do khac nhau
(ndng d6 tac dung: 2, 0,1 — 0,05 — 0,025 pug/ml) trong dung dich pha loang khang thé véi
céc thanh phan khirnén (DAKO, $3022)). Sau khi rita thém, khang thé thi cap khang nguoi
duoc gin nhan HRP (PI-3000, Vector labs; Burlingame, CA — 1/500 trong dung dich pha
lodng khang thé (DAKO, S0809)) duogc 4p dung cho céc tiéu ban trong 1 gid, sau d6 gin
nhan sinh mau véi 3,3-diaminobenzidin (DAB) (DAKO, K3468). Céc tiéu ban duge nhudm
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tuong phén v6i hematoxylin, dugc khir nude va duge gin vinh vién véi Vectamount (H-
5000, Vector Labs).

Két qua: Phan tich dong hoc cta khang thé don dong BAMB31_2a (mIgG2a)
da x4c nhan ai luc lién két véi peptit AP3pE-40 (SO ID TRINH TU:40). Khong phat
hién lién két nio khi sir dung peptit AB1-40 ctia ngudi (SO ID TRINH TU41) & nong
do 1én dén 50 nM. Sensogram (dong hoc chu ky don) thé hién tuong tac lién két cua
BAMB31 2a (mIgG2a) véi peptit AB3pE-40 ctia ngudi (SO ID TRINH TU"40) dugc
minh hoa trong HINH 1. La phan tir ctia chat so sanh, J&JPRD/AB/pE3/1 mIgG2a va
mE8c mlIgG2a (HINH 2) dugc danh gia trong cing mdt xét nghiém va ai luc cia
BAMB31 cao hon so v6i mE8c va J&JPRD/AP/pE3/1 di duoc ching minh. Hang sb

lién két can bing (ai luc, Kp) va hing sb téc do dong hoc (ka/ka) duge minh hoa trong

Béang 4.
Bang 4: Dong hoc ctia J&JPRD/AB/pE3/1, BAMB31 va mE8c mIgGa
Mau ka (1/Ms)  kd (1/s) Kp (pM)
J&JPRD/AB/pE3/1 Gia tri trung binh  1,12E+05  9,37E-05 853
(mIgG2a)
SD 1,48E+04  1,53E-05 201
BAMB31 (mlgG2a) Gi4 tri trung binh  9,30E+05  4,94E-05 53
SD 6,01E+03  3,97E-06 5
mE8c Gia tri trung binh  3,36E+05  3,20E-05 96
(mIgG2a)
SD 1,05E+04  7,27E-06 25

Phan tich dong hoc cua khang thé don dong BAMB31 HFA (BAMBG674 va
BAMBG675), véi nguy co khir amit He CDR2 NG giam, cho thay 4i luc lién két duge
giit lai dbi véi peptit AB3pE-28 (SO ID TRINH TU":42) so v6i BAMB31_2a (mlgG2a)
me va BAMB246 (hop thé kham IgG1 cua ngudi) me. Hang s6 lién két can bang (i
lue, Kp) va hing sb tbc dd dong hoc (ka/ka) duge minh hoa trong Bang 5.

So véi cac khang thé dac hiéu 3pE nhén tinh héa dugc md ta trude do la hESL,
R17L, R17, CI-C7, B12L, khang thé I va khéng thé II (duge md ta trudc ddy trong
US9944696B2 va US8679498B2), 4i luc cla cac phan th BAMB31 HFA hién tai cao
hon, nhu dugc trinh bay trong Bang 5.
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Bang 5: Pong hoc lién két 3pE AP ctia cac phan tt BAMB31 HFA va mE8c HFA
Mau N ka (1/Ms) kd (1/s) Kb (pM)
BAMBG675 9 3,24E+06 8,24E-05 25,7
BAMB674 . 9 3,27E+06 8,32E-05 254
BAMB246 (phan tir me dang o 3 535106 442E-05 126
kham cta nguoi)
BAMB31_2a (mlgG2a me) 1 2,839E+06 7,97E-05 27,5
Khang the I 5 9,86E+05 1,84E-04 228.0
Khéng the II 5 1,43E+06 1,02E-04 82,0
B12L 1 2,81E+05 1,25E-04 445,0
C1-C7 2 1,46E+05 2,63E-04 1810
hESL 2 5,07E+05 6,36E-05 127,0
R17L 2 3,21E+05 3,31E-04 1030
R17 2 1,28E+05 7,43E-04 5800
mES8c dang kham & ngudi 4 7,02E+05 <6,44e-5 <78,0
mE8c mlgG2a me 4 7,25E+05 <6,46e-5 <89.,0

Khang thé dang kham ctia ngudi c6 ving bién déi ctia chudt trén ving hang dinh IgG1

clia nguoi.

Bang 5a: So sanh &i luc lién két

Mau ka (1/Ms) kd (1/s) Kp (M)

BAMB700 2,88E+06 9,86E-06 3,42E-11
BAMB701 3,01E+06 9,47E-05 3,14E-11
BAMB674 3,39E+06 1,36E-04 4,01E-11
BAMBG675 3,74E+06 1,66E-04 4,43E-11
Khéng thé don dong dbi chung [4,11E+06 1,56E-04 3,79E-11

HU-3pE-beta-Amyloid Conc trong khoang tir 0,6 dén 4,5 nM

Ai luc cao hon khi duoc do bing SPR ciing dugc dich ma dé giup cai thién lién

két mang. Loat dung dich pha lodng khang thé so cip bang phuong phép hda mo mién

dich trén c4c phan ndo cta ndo chudt chuyén gen dugc thuc hién. Tat ca cac khang thé

déu c6 thé nhin thdy mang gin nhan & 2 pg/mL, du & cac mirc d6 khac nhau. O ndng

6 0,1 pg/mL, céc khang thé CI-C7 va R17L khong nhin thdy méang gén nhan, theo i
luc thip khi duoc do bang SPR. O ndng d 0,05 pg/mL, BAMB674 va BAMB675 cho

thdy mang gin nhan, nhung mang gin nhan khong nhin thiy & ndng do nay dbi véi

phan ti chét so sanh (HINH 3). O ndng d6 0,025 pg/mL, khong thay (gan nhu hoan

toan) mang gan nhan doi vdi tat ca cac phan tir dugc thit nghiém.

Két luan, dir liéu vé héa mo mién dich xac nhén dir liéu SPR cho thay ai luc cta

BAMB674 va BAMB675 cao hon so vdi cac phan tir chét so sanh.
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BAMB246 (hop thé kham IgG1 cta nguoi) va khang thé don dong BAMB31
HFA hién tai (BAMB674 va BAMB675) ¢6 trén 3 log c6 tinh chon loc so véi peptit
AB 3pE-28 tuong ddng cao cta chudt (SO ID TRINH TU':46) va trén 5 log c6 tinh
chon loc so véi fibronectin, peptit AP 1-28 (SO ID TRINH TU":43) va peptit Ap 3pE-
28 ¢6 axit amin 3-9 xdo tron (3pB-28 xéo tron) (SO ID TRINH TU44). Két qua vé
tinh chon loc va héng sb lién két can béng (ai luc, Kp) va héng sb toc do dong hoc (ka
va kq) dbi voi peptit va protein lién quan dugc trinh bay trong Bang 6.
Bang 6: Dong hoc lién két c¢6 chon loc cia BAMB246 (hop thé kham IgG1 cuia nguoi)
va khang thé don dong HFA d6i voi cac dich lién quan

Mau Peptit/Protein ka (1/Ms) kd (1/s) Kp (M) Do chon
loc nép uon
AP 3pE-28 ciiachudt  1,02E+04 4,04E-04 3,96E-08 3143
BAMBo4g fibronectin khong c6 lign kétlén dén 1,2uM  >1,20E-06 >95000
AP 1-28 ngudi khong c6 lién két 1én d&én 1,2 uM  >1,20E-06 >95000
3pE-28 duoc x40 tron  khong c6 liénkétlén dén 1,2uM  >1,20B-06 >95000
AP 3pE-28 ctia chudt  7,40E+03 3,38E-04 4,55E-08 1791
BAMBG74  fibronectin khéng c6 lién két lén dén 1.2uM  >1,20E-06 >47000
AP 1-28 ngudi khong c6 lién két 1én ¢én 1,2 uM  >1,20E-06 >47000
3pE-28 duoc xdo trdn  khong c6 lignkét1én dén 1.2uM  >1,20E-06 >47000
AP 3pE-28 ctia chudt  4,68E+03 3,33E-04 7,75E-08 3014
BAMBG75  fibronectin khong c6 lién két lén dén 1,2 M >1,20E-06 >46000
AP 1-28 ngudi khong c6 lién két 1én d¢én 1,2 uM ~ >1,20E-06 >46000

3pE-28 dugc xdo trdn  khong c6 lien két1én dén 1,2uM  >1,20E-06 >46000

3pE-28 x40 trdn 1a peptit AP 3pE-28 ctia nguoi véi cac axit amin 3-9 xao tron.

Do chon loc nép ubn duge xac dinh bang cach chia KD trong Bang 4 cho KD
trong Bang 3.

>1,20B-06 Kp (M) khong c6 lién két khang nguyén dwoc phat hién ¢ mirc ndng do
t6i da 1a 1,2 pM duoc thit nghiém.

Ai Iyc Lién két FcRn d6i v6i khang thé BAMB31 HFA trén IgGl kiéu dai
(BAMB674) va 16p khang thé IgG1 +YTE (BAMB675) dugc trinh bay trong Béng 7.
Khang thé don dong +YTE (BAMB675) c6 ai luc v6i FcRn cua nguoi va cua khi
cynomolgus cao hon glp ~ 3 lan so véi IgG1 kiéu dai (BAMB674), dugc dich ma thanh
thoi gian ban thai tuAn hoan dai hon ctia khang thé +YTE trong nghién ctru duge dong hoc
trén khi cynomolgus (HINH 11.)
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Bang 7: Ai luc lién két FcRn so sanh khang thé don dong HFA duéi dang IgGl
kiéu dai va +YTE

Mau FcRn Kp (M)

d6i chung IgG1 nguoi 4,43E-07
d6i ching IgG1 khi 4,30E-07
BAMB674 nguoi 3,49E-07
BAMB674 khi 2,68E-07
BAMBG675 ngudi 1,11E-07
BAMBG675 khi 8,64E-08

Gia tri KD (M) duoc l4y trung binh tir 5-6 mu trang lip doc lap.

Vi du 6: K§ thuat ELISA tAng kep (Sandwich ELISA) dé thir nghiém phan {ing
chéo

Déi v6i khang thé don dong AB3pE da chon BAMB31, phan ung chéo v6i
AB3pE-40 ctia loai gim nhém (SO ID TRINH TU:45) va AB1-40 (SO ID TRINH
TU:41), AB1-42 (SO ID TRINH TU"48), AB11pE-40 (SO ID TRINH TU"49) va
AB11pE-42 cia ngudi (SO ID TRINH TU':50) dugc danh gia bang peptit tong hop. TS
hop BAMB31 + JRF/cAB40/28-HRPO dugc su dung dé nghién ctru phan ung chéo
v6i AB1-40 (SO ID TRINH TU"41), AB11pE-40 (SO ID TRINH TU:49) va AB3pE-
40 ctia loai gam nhim (SO ID TRINH TU:45), va t6 hop BAMB31 + JRF/cAB42/26-
HRPO duoc st dung dé nghién ctru phan tmg chéo véi AB1-42 (SO ID TRINH TU":48)
va AB11pE-42 (SO ID TRINH TU:50). Nong d6 1én dén 10.000 pg/mL da dugc thir
nghiém.

Nguyén vat liéu va phuong phap: Chét chuin dugc hoa tan trong dimetylsulphoxit
(DMSO) (Sigma) & 0,1 mg/mL va dugc bao quan ¢ -80 °C. Dé st dung trong k¥ thuat
ELISA, peptit tiép tuc dwoc pha loang trong 0,1 % casein trong PBS xubng con 1 pg/mL.
Pia 96 16 (dia Maxisorb ELISA; NUNC) dugc phi qua dém ¢ 4 °C bing khang thé don
dong tr BAMB31 16 nong d6 1,5 pg/mL trong dung dich dém phu. Ngay hom sau, dia
dugc rira va chin véi 0,1 % casein trong PBS trong 1-4 gio & nhiét do phong. Cac chit
chudn dugc 0 qua d&m & 4 °C cung vé6i khang thé thr cap duge gin nhin HRPO
(JRF/cAB40/28-HRPO hodc JRF/cAB42/26-HRPO). Sau khi i qua dém, cac dia dugc ria
sach va xét nghiém dugc phat trién vai bo kit co chit EIA peroxit TMB (Biorad) theo cac
d& xut ctia nha san xuét.

Két qua: BAMB31 dugc chimg minh 1a c6 lién két chon loc véi AB3pE-40 (SO
ID TRINH TU"40) va AB3pE-42 (SO ID TRINH TU:51), va khong c¢6 phan g chéo
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c6 thé phat hién dbi véi AP1-40 ciia ngudi (SO ID TRINH TU41), AB1-42 clia ngudi
(SO ID TRINH TU"48) va AB3pE-40 cua loai gam nham (SO ID TRINH TU"45) va
ABpE11-40 ctia ngudi (SO ID TRINH TU:49) va ABpE11-42 (SO ID TRINH TU’50)
& ndng do 1én dén 10 ng/mL (HINH 4).

Vi du 7: Hoa md mién dich dé thir nghiém kha ning phéan tng cta khang thé
véi cdc mang trong md ndo AD cua nguoi va chudt chuyén gen

Kha ndng phan ing cia khang thé véi cac mang duogc nghién ctru & ca md hinh
c¢b dinh bang formalin trong thé vui parafin (FFPE), cling nhu md ndo duoc bao quan
cryo.

Nguyén vt liéu va phuong phap

Nio c6 dinh bang formalin trong thé viii parafin: D&i v6i phan tich héa md mién
dich, sau khi khtt paraffin v ti thity hoa céc phan, thuc hién phuc hdi khéng nguyén béng
cach Ui céc tiéu ban ndo cua chudt chuyén gen 10 pht trong axit formic (70 % trong nudc
cat) va hoat tinh peroxydaza noi sinh bi chan bang 3 % hydro peroxit (DAKO, Glostrup,
Pan mach, $2023). C4c phan dugc U trong 1 gid voi BAMB246 (hop thé kham hulgG1),
BAMB674 hoic BAMB675 (ndng d0 tac dung: 4 pg/ml trong dung dich pha loang khéng
thé véi cac thanh phin khit nén (DAKO, $3022)). Sau khi rira thém, khéng thé thu cap
khang nguoi duoc gin nhan HRP (PI-3000, Vector labs — 1/500 trong dung dich pha loéng
khang thé (DAKO, S0809)) dugc 4p dung cho tiéu ban trong 1 gio, tiép theo la gan nhan
sinh mau bang 3,3-diaminobenzidin (DAB) (DAKO, K3468). Tiéu ban dugc nhuém
twong phan v6i hematoxylin, duge khir nuéc va duge gin vinh vién v6i Vectamount (H-
5000, Vector Labs).

Nao duge bao quan cryo: Mau néo cua ngudi dugc dong lanh nhanh, duge cét lat
bang may 6n nhiét cryo (d6 day 20 pm) va dugc bao quan ¢ -80 °C trude khi st dung. Cac
phﬁn duoc 1am kho ¢ nhiét @6 phong, sau d6 1a ¢ dinh bé‘mg formalin, chin peroxidaza ndi
sinh béng hydro peroxit 3 % (DAKO, Glostrup, DPan Mach, 52023) va chén 1 gio trong
PBSIx+0,3 % Triton X-100 va 10 % huyét thanh dé binh thuong (DAKO, X0907). Khang
thé so cép pE3/16 (2 pg/ml trong chét pha loang khang thé véi cac thanh phin khir nén
(DAKO, S3022)) dugc ap dung cho cac phan trong 1 gio. Sau khi rira thém, cac tiéu ban
duoc U v6i khang thé thir cap khang chudt duoc tiép hop HRP (Envision, DAKO, K4000),
sau d6 gin nhin DAB sinh mau (DAKO, K3468). Tiéu ban dwgc nhudm twong phan voi

hematoxylin, duoc khir nuge va duge gan véi moi trudng gan hiru co (Vectamount, Vector
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labs). Viéc tao anh dugc thuc hién voi Hamamatsu Nanozoomer (Photon hoc Hamamatsu).
Shizuoka, Nhat Ban).

Két qua: Kha ning phan tng cia BAMB264 (hop thé kham IgG1 cla ngudi)
cling nhu BAMB674 va BAMB675 dugc chung minh trén md FFPE cua chudt chuyén
gen (HINH 5A-5F). Ngoai ra, BAMB31_2a (mIgG2a) di ching minh kha ning gin
nhan mang dang ké trong mé nio AD duoc bao quan cryo (HINH 6). Mot phan dang
ké cac mang dugc phat hién boi khang thé 4G8 ciing duoc gin nhin bang BAMB31
trong cac phan déng lanh cryo clia ndo nguoi (HINH 5A-5F). ++

Vi du 8: Mirc khang thé trong huyét thanh sau khi ding thubc & chudt chuyén gen

Mtc khéng thé trong huyét thanh sau khi diéu tri bang BAMB31 va phén ti
chit so sanh mE8c¢ di duoc nghién ctu.

Nguyén vét liéu va phuong phap: Chuot gia chuyén gen biéu hién mirc cao peptit
AB42 va AB40 cla nguoi (22-23 thang tudi) dugc tiém mot 1an trong mang bung (i.p.)
20 mg/kg mE8c mlgG2a, BAMB31 2a (mlgG2a) hoic khang thé ddi chimg 16p khang thé
mlgG2a (n= 5 trén mdi nhém diéu tri). Sau khi dinh luong khang thé, mau toan phan dugc
thu thap & cac mdc thoi gian trung gian (24 va 48 git sau khi tiém) qua Vena saphena magna
va thdng qua choc thung & mét vao ngay hién (ngay thtr 4 sau khi tiém) trong cac 6ng thu
mau MICROVETTE® (twong tng 1a 100Z va 300Z; Sarstedt; Numbrecht, Duc). U mau
toan phan thu thap duoc & nhiét do phong trong 1-2 giv va sau d6 ly tam & toc do 10.000
vong/phut trong 10 phut ¢ 4 °C dé tach huyét thanh ra khéi cuc mau. Mtrc khang thé trong
huyét thanh dwgc xéc dinh bang xét nghiém hap thu mién dich dugc lién két enzym dic
hiéu véi allotype (ELISA). Pdi v6i phan tich nay, céc dia day bang Nunc MaxiSorp™
(Thermo Scientific; Waltham, MA) dugc pht qua dém véi 1,5 ug/ml khang 1gG2a(a) don
dong ctia chudt (BD Biosciences; San Jose, CA) ¢ nhi¢t do phong. Cac chét chuin khang
thé gdm mE8c mIgG2a, BAMB31_2a (mlgG2a), va mlgG2a ddi chimg 16p khéng thé duge
diéu ché riéng ¢ 1 pg/ml trong dung dich dém khéi (1 % BSA trong dung dich dém PBS +
0,05 % Tween-20) va tiép tuc dugc pha lodng xuéng 0,1 ng/ml trong dung dich dém khéi.
Sau khi rira (dung dich dém PBS + 0,05 % Tween-20), cac mau dugc chin br?mg dung dich
dém khdi trong 1 gio & nhiét do phong. Tiép theo, chat chuan va mau huyét thanh d4 pha
lodng duoc u trong cac dia MAXISORP™ dugc ph trong 1 gio ¢ nhi¢t do phong. Sau khi
1l mAu, cac dia duge rira va i véi khang thé IgG khang chudt & dé Peroxidaza-AffiniPure

(dac hidu 2a Lép phu Fey) trong 1 gio ¢ nhiét do phong. Cac dia duoc rira va phat trién
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bang cach thém b kit co chat EIA Peroxidaza TMB (1 budc, Pierce) vao cac 16. Su ngung
hién anh mau sau 2 phut béng cach them H,SO4 2 N vao cac 16 va dia duge doc & 450 nm
bing cach ding thiét bi doc dia da ché 4o EnVision (Perkin Elmer).

Két qua: Mitc khing thé trong huyét thanh duoc do 24 gio, 48 gid va 4 ngay sau khi
tiém trong mang bung 20 mg/kg khang thé. Nong d6 khang th8 trung binh trong huyét thanh
c6 thé so sanh duoc sau 24 gid ddi v6i tit ca khang thé dwoc nghién ciu. Ddi véi
BAMB31 2avakhang thé ddi chimg 16p khang thé, su giam nong do khang thé xay ra dan
dan theo thoi gian (gidm t6i da khoang 30 % vao ngay thir 4), con murc giam cao hon rd
rang theo thot gian co thé dugc quan sat dbi voi mE8c c6 muc giam khoang 97 % vao ngay
4 (HINH 7).

Két luan, su khac biét trong mirc dugc dong hoc sau khi tiém trong mang bung
(i.p.) v6i BAMB31 2a va mE&c trén mau chudt tich tu mang dugc minh hoc, biéu thi
qué trinh thanh thai cham hon sau khi didu tri bing khang thé BAMB31 2a so v6i
mEg&c.

Vi du 9: Nghién ctru v& hiéu lyc mén tinh trén cdc mau chudt chuyén gen

Hiéu lyc giam ganh nang amyloid cling nhu tdc dung trén cac b vi xuét huyét sau
khi diéu tri man tinh bing BAMB31 2a mIgG2a da dugc nghién ctu trén miu chuot
chuyén gen.

Nguyén vat liéu va phuong phap: Chudt chuyén gen PDAPP (V717F) (trung binh
1a 18,3 thang tudi khi bit ddu nghién ctru) dugc diéu tri bang lidu 30 mg/kg khéng thé
BAMB31 2a (mlIgG2a) trong mang bung hang tuan trong 12 tudn. Nhém dbi chimg dugc
tiém khang thé dbi chimg 16p khang thé mIgG2a duoc dua vao thir nghiém. Cac con vét
duoc tro tir vao ngay thir 7 sau khi tiém trong mang bung 14n cudi (trung binh 14 21,1 thang
tudi khi két thiic nghién ctru). Nhimg con chudt da duoc truyén dich PBS trude khi thu thap
mo. Ban ciu nio trai (phan 1: hdi hai ma, phan 2: phin ndo con lai ma khong ¢6 hoi hai
mé/tiéu ndo/than ndo) dugc bao quan cryo dé phan tich héa sinh thém, con ban cau ndo phai
duge ¢ dinh qua dém trong chit dinh hinh bang formalin, sau d6 vui va tach 16p parafin
(5 um) bang dao phau.

Dé danh gia tac dung trén ganh nang amyloid sau khi diéu tri man tinh, ca phan
tich hoa sinh va héa mo mién dich duoc thuc hién. Déi voi phan tich hoa sinh, ndo dugc
ddng nhit hoa trong 5 M guanidin-HCl dé lanh va 50 mM dung dich dém tach chiét
Tris/HCI1 (100 mg mé/ml dung dich dém tach chiét) bang cach ding dng co chét dung
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giai Tallprep D (MP Bio). Sau khi ddng nhit héa, cac mau dugc dat trong banh xe xoay
quay lat trong 3 gid ¢ nhiét do phong. Cac chét ddng chét tao thanh dugc bao quan ¢ -
80 °C trudc khi phan tich bang xét nghiém mién dich tang kep (sandwich) MSD.

Chét chuén peptit AP tong hop duoc hoa tan trong dimetylsulphoxit (DMSO)
(Sigma) ¢ 0,1 mg/mL va duoc bao quan ¢ -80 °C. Dé sir dung trong xét nghiém mién dich
MSD, peptit dugc pha loang thém trong 0,5 M GuHCI + 5 mM Tris-HCI - pH 8,0 (d0 pha
loang gép 10 1an dung dich dém tach chiét trong 0,1 % casein trong PBS). Chiét xuét
GuHCI dugc rd dong va pha lodng 1:10 trong 0,1 % casein d4 lanh trong PBS va dugc ly
tam & 20.000 g trong 20 phut & 4 °C. L6p bé mit duge phuc hdi dé str dung trong xét
nghiém MSD tng kep, voi chat pha loang mau tiép theo trong 0,5 M GuHCl + 5 mM
Tris-HCI - pH 8,0 (d0 pha loang glp 10 lan dung dich dém tach chiét trong 0,1 % casein
trong PBS).

ChAt chuén trong dia theo phan 96 16 (Meso Scale Discovery; Rockville, MD) dugc
phti qua dém & 4 °C v6i khang thé don dong ¢ ndng do 1,5 pg/mL trong PBS. Ngay hom
sau, cac dia dugc rira va chan bang 0,1 % casein trong PBS trong 2 gi¢' ¢ nhiét do phong.
Chét chuin va miu duoc & qua dém & 4 °C véi khang thé thir cap dugc gin nhan biotin.
Sau khi 0 qua dém, céc dia dugc rua vau bang thude thir phat hién thu cép (dugc gan nhan
Streptavidin-SULFO-TAG™) trong 2 gi¢ ¢ nhiét do phong. Céc dia dugce rira sach va dugc
thém 2 lan Dung dich dém doc T, sau d6 céc dia dugc doc theo dé xuit clia nha san xuét.
Nong d6 ap duoc xac dinh bang dudng cong chuAn c6 md hinh logistic bon thong s6 ham
v6i ham trong s& 1/Y2.

Céc khang thé JRF/APN/25 + 4G8-biotin két hop dugc sir dung dé nghién ciru
ndng d6 AP1-x trong chét ddng chat ctia ndo.

Ddi v6i phan tich héa mo mién dich, sau khi khir paraffin va tai thuy hoa cac
phan, thuc hién phuc hdi khang nguyén bang cach u cac tiéu ban 10 phut trong axit
formic (70 % trong nudc cit) va hoat tinh peroxydaza ndi sinh bi chan bang 3 % hydro
peroxit (DAKO, Glostrup, Dan mach, S2023). Céc phén duoc u qua dém v6i khang
thé 4G8 dugc biotin héa (Biolegend; San Diego, CA), duoc pha lodng 1/2000 trong
chét pha loang khang thé v6i cac thanh phan khit nén (DAKO, $3022). Sau khi rira
thém, streptavidin-HRP (PK6100 Elite, Vector labs) dugc s dung cho cdc tiéu ban
trong 30 phut, sau do gén nhin sinh mau véi 3,3-diaminobenzidin (DAB) (DAKO,

K3468). Cac tiéu ban dwgc nhudm twong phan véi hematoxylin, duge khir nude va

62



48885 63/163

dugc gén vinh vién v4i Vectamount (H-5000, Vector Labs). Hinh 4nh (20x) dugc tao
bing may quét tiéu ban NanoZoomer (Photon hoc Hamamatsu) va dugc phén tich bang
Matlab/Phaedra. Vung quan tdm (ROI) dugc md ta thi cong theo atlas Franklin va
Paxinos (Franklin KB, Paxinos G. Ndo chudt trong toa do c6 vi tri xac dinh trong
khong gian. Waltham: Academic Press; 1997) va ddi voi mdi ROI, phén tram dién tich
duwgc gan nhan DAB trén tong dién tich duoc tinh toan.

Pé danh gia tac dung trén b vi xuét huyét, nhudm mau Perls dugc thyc hién. Tém
lai, phin mo vuii paraffin dugc xt Iy biang dung dich feroxyanua c6 tinh axit theo quy trinh
dwoc mo ta dudi day. Ton sit (Fe3+) ¢ chay mau rat it trong ndo s& két hop v6i feroxyanua
din dén su hinh thanh sic t6 xanh goi 14 Xanh phd (Prussian blue). Sau khi khir paraffin
va tai thiy hoa, cac phan dugc G 30 phut trong hdn hop 1/1 gdbm 2 % kali feroxyanua
(Sigma-Aldrich) va 2 % axit clohydric bang (Sigma-Aldrich). Sau khi rtra tiéu ban ba lan
trong nudc cit, nhudém twong phan duoc thuc hién béng thudc nhuém nhan té bao don
gian c6 tinh axit (nuclear fast red) (Sigma-Aldrich), sau d6 rira trong nudc cét, khir nuéc
va gin (Vectamount, Vector Labs). Viéc tao anh dugc thuc hién bang may quét tiéu ban
NanoZoomer (Photon hoc Hamamatsu). S6 lugng té bao duong tinh cua Perl gin mang
ndo dugc dém thi cong.

Két qua: Nhin chung, s6 lugng & vi xuét huyét thip duoc quan sét thy trong cac
nhém didu tri & thoi didm khéi didm, déi chimg 16p khang thé va BAMB31 (HINH 8).
Phan tich hoa sinh chirng minh mirc sy giam 34 % (p < 0,0001) d6i voi BAMB31 2a so
v6i khang thé déi chimg 16p khéng thé d6i voi ndng do AB1-x trong hdi hai ma (HINH
9). Ngoai ra, héa md mién dich c6 khang thé 4G8 cho thay sy giam 23 % (p < 0,0001) va
37 % (p < 0,001) so véi khang thé dbi chimg 16p khang thé danh cho hoi hai ma va vo
ndo trong Ung.

K&t luan, hiéu luc dé giam ganh ning amyloid da dugc ching minh ma khong
lam tang sw xuit hién cia cac b vi xuét huyét sau khi tiém BAMB31 trong mang bung
man tinh & mau chudt tich tu méang, biéu thi ty 1& thuén lgi gitra hiéu lyc va doc tinh

sau khi diéu tri bing khang thé BAMB31.
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Vi du 10: Dugc dong hoc cta khang thé don dong BAMB31 HFA

Dugc dong hoc clia khang thé don dong BAMB31 HFA duéi dang IgG1 kiéu
dai (BAMB674) va 16p khang thé IgGl +YTE (BAMB675) dugc danh gia & khi
cynomolgus dé so sanh truc tiép cac dic tinh trong tuan hoan va nio ngoai vi.

Nguyén vat liéu va phuong phap: Ba con vat & mdi nhoém duge tiém bolus trong
tinh mach (i.v.) 25 mg/kg mdi khang thé don dong va miu huyét thanh dugc thu thap
trong khoang thoi gian 5 tudn. Ba con khi khac dugc tiém bolus trong tinh mach
25 mg/kg mdi khéng thé don dong vao tuan th 6 va md ndo dugc thu thap tir moi
nhém vao Ngay ther 7 va Ngay thtr 42 sau khi dung thubc. Téng cong, cdc miu ndo
duoc thu thap tir ba con khi cynomolgus 6 ngay thir 7 va 42 cho mdi phan tu.

Phén tich phoi nhiém thuéc cho BAMB674 va BAMB675 tir cac mAu mo ndo va
huyét thanh khi cynomolgus trong co thé séng dugc thuc hién bang phwong phap xét
nghiém mién dich dién hoa phat quang phu hop véi muc dich riéng (ECLIA) v6i cac lan
xéc dinh diém cubi trén Meso Scale Discovery (MSD) Sector Imager S600. Mot dang xét
nghiém da dugc 4p dung cho mdi hop cht va co chit, tao ra bbn phuong phap doc lap dé
do muc do phoi nhiém. Dang ndy dugc md ta nhu sau: hop chét khang thé don dong duge
bét va phat hién bing khang thé don dong ctia chudt dic hiéu Fe khang nguoi (Mién CH2).
D& didu ché mo ndo, chit df"mg chét duoc tao ra béng cach tan thanh bot cryo moé duogc
dong lanh nhanh va pha loang trong dung dich dém. Nong dd protein ctia md duge xac
minh va chudn hoa bing xét nghiém BCA dé dat dugc ndng do protein cubi ciing sir dung
trong phuong phéap nay. Hbi quy dit lidu thd duge thuc hién trong phin mém Watson
LIMS bang cach st dung logistic 5 thong s6 (udc tinh tw dong) phu hgp véi ty trong
duong cong chuan 1/Y2.

M5 hinh dugce dong hoc (PK) hai ngan (ngéan trung tdm (Vc) va ngdn mo (Vr))
v6i viée tiém trong tinh mach (Admin) vao ngan trung tdm, do thanh thai gitra cac
ngin (Q) va do thanh thai tuyén tinh (CL) duoc st dung dé biéu thi ddc diém PK cta
BAMB674 va BAMB675 & khi cynomolgus. HINH 10 minh hoa so dd md hinh nay.

Két qua: Thoi gian ban théi cudi cung ciia mdi khéng thé dugc tinh todn va minh
hoa trong HINH 11, cting véi dit liéu vé khi cynomolgus va pht hgp v6i mé hinh 2 ngan.
L6p khang thé IgG1 +YTE (BAMB675) c6 thoi gian ban thai tang gap ~ 1.6 1an so v6i
16p khang thé IgG1 kiu dai (BAMB674). Thé tuong lién nay ¢6 4i luc FcRn tang gip
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~3 1in ctia 16p khéng thé +YTE (BAMBG675) so v6i khang thé don dong IgG1 kiéu dai
(BAMB674) dugc trinh bay trong Bang 5.

Mirc dich thiy phan néo gifta cac viung va giita cac khang thé don dong gidng nhau
vao Ngay thtr 7, nhung chi ¢6 khang thé don dong YTE dugc phat hién ddm déc trén cac
vung ndo va dong vat vao Ngay thir 42. Két qua duoc minh hoa trong HINH 12. Piéu nay
phit hop véi mitc d6 phoi nhidm ting Ién cta khang thé don dong +YTE tai cac thoi diém
sau do.

Khi mb ta sang ché va cac phuong 4n khac nhau cia no, hé thdng thuat ngit cu thé
dugc st dung vi muc dich rd rang. Tuy nhién, sang ché khong nhdm gi6i han & hé thong
thuét ngit cu thé dugc lya chon nay. Nguoi ¢ k§ ning trong nganh lién quan s& nhén ra
rang c6 thé sir dung cac thanh phan tuong dwong khéc, va cac phuong phap khac duoc phat
trién ma khong xa roi cac y tudng chung cua sang ché. T4t ca tai liéu tham khao dugc néu
& bét clr dau trong ban md ta nay déu dugc két hop bang vién din nhu thé mdi tai liéu da

duoc két hop riéng 18.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé don dong dugc phén 1ap hodc méanh gin khang nguyén cua né bao gdm
ving xac dinh bd sung chudi ning 1 (heavy complementarity determining region 1 -
HCDR1), HCDR2, HCDR3, va vung xac dinh bd sung chudi nhe 1 (light
complementarity determining region 1 - LCDR1), LCDR2 va LCDR3, ¢6 trinh tu
polypeptit co:

a. cac SEQ ID No: lan luot1a 1,2, 3, 4, 5 va 6;

b. cac SEQ ID No: lan lugt 1a 1, 7, 3, 4, 5 va 6;

c. cac SEQ ID No: lan lugt 1a 1, 7, 3, 8, 5 va 6;

d. cac SEQ ID No: lan luot 1a 1, 2, 3, 8, 5 va 6;

e. cac SEQ ID No: 1an lugt 14 56, 57, 3, 8, 5 va 6;

f. cac SEQ ID No: lan lugt 14 56, 57, 3,4, 5 va 6;

g. cac SEQ ID No: lan luot 12 56, 58,3, 4, 5 va 6;

h. cac SEQ ID No: lan luot 12 56, 7, 3, 8, 5 va 6;

i. cac SEQ ID No: lan luot 1 1, 57, 3, 8, 5 va 6;

j. cac SEQ ID No: lan luot 14 56, 7, 3, 4, 5 va 6;

k. cac SEQ ID No: lan lugt 1a 1, 57, 3, 4, 5 va 6;

1. cac SEQ ID No: lan luot 14 1, 58, 3, 4, 5 va 6; hoic

m. cac SEQ ID No: lan lugt 1a 56, 2, 3,4, 5 va 6;

trong d6 khang thé hosc manh gan khang nguyén cta né lién két dac hiéu véi
amyloid-f peptit c6 pyroglutamat & gbc thir ba (3pE AB).
2. Khang thé don dong dwgc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 theo diém
1, bao gdm ving bién ddi chudi nang co trinh ty polypeptit d6ng nhét it nhit 95 % voéi
SEQID No: 9, 11, 13, 15, 16, 17, 19, 20 hodc 21, hogc ving bién d6i chudi nhe c6 trinh
tu polypeptit ddng nhét it nhat 95 % véi SEQ ID No: 10, 12, 14, 18, 22, 53 hodc 55.
3. Khang thé don dong duge phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 theo diém
1, bao gbm:

a. ving bién ddi chudi nang c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:22;

b. ving bién ddi chudi niing c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:9 va ving bién
dbi chudi nhe co trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:10;
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c. ving bién d6i chudi ning c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:11 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:12;

d. ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:13 va viing bién
ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

e. ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:15 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

f. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:16 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:14;

g. viing bién d6i chudi ning c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:20 va viing bién
dbi chudi nhe c6 trinh tr polypeptit ¢6 SEQ ID No:14;

h. ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:17 va viing bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18;

i. ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw polypeptit c6 SEQ ID No:19 va ving bién
d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:18

j. viing bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh ty polypeptit c6 SEQ ID No:53; hodc

k. ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:21 va viing bién
d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SEQ ID No:55.
4. Khang thé don dong duoc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén cua né theo diém
bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén
cta no la dang kham.
5. Khang thé don dong dugc phan 1ap hodc méanh gin khang nguyén ctia né theo diém
1, trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén ciia né duge nhan tinh hoa.
6. Khang thé don dong duoc phan 1ap hodc manh gian khang nguyén ctia n6 theo diém
1, trong d6 khang thé don dong dugc phan 13p hodc manh gin khang nguyén cia né lién
két dac hiéu v6i 3pE AP.
7. Axit nucleic dugc phan 18p ma hoa khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén
clia n6 theo diém 1.
8. Vecto bao gdm axit nucleic dugc phan 1ap theo diém 7.
9. Té bao chu bao gdm vecto theo diém 8.

10. Khang thé don dong dugc phan 1ap bao gom:
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a. trinh ty axit amin chudi ndng gdm c6 SEQ ID No:37 va trinh tu axit amin chudi
nhe gdm c6 SEQ ID No:38;

b. trinh tu axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:39 va trinh ty axit amin chudi
nhe gdm c6 SEQ ID No:38;

c. trinh tu axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:37 va trinh tu axit amin chudi
nhe gdbm c6 SEQ ID No:52;

d. trinh tu axit amin chudi ning gdm c6 SEQ ID No:39 va trinh ty axit amin chudi
nhe gdm c6 SEQ ID No:52;

e. trinh ty axit amin chudi ning bao gém SEQ ID No:37 va trinh ty axit amin chudi
nhe gdbm c¢6 SEQ ID No:54; hoic

f. trinh tu axit amin chudi ning bao gém SEQ ID No:39 va trinh tu axit amin chubi
nhe bao gdbm SEQ ID No:54.
11. Phuong phap san xuit khang thé don dong hoic manh gin khang nguyén ctia né
theo diém 1, bao gdm budc nudi ciy té bao gbém c6 axit nucleic ma hoa khang thé don
dong hodc manh gin khang nguyén cia né trong cac didu kién dé tao khang thé don
dong hodc manh gin khdng nguyén cua no, va bude thu hdi khang thé hoac manh gin
khang nguyén cua no.
12. Phuong phap san xuét duge pham bao gdm khang thé don dong hodc manh gin
khang nguyén cta né theo diém 1, phuong phép nay bao gbm két hop khang thé don
dong hoic manh gin khang nguyén cia n6 véi chét mang duoc dung dé thu duge duge
pham.
13. Duoc phdm bao gdm khéng thé don dong hodc manh gin khéang nguyén theo diém

1 va chit mang dugc dung.
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Tyr Ile Asp Ser Asp Ser Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
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<400> 9

Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Thr

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
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35 40 45
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<400>

115

12
112
PRT

Trinh tu nhdn tao

ving bién ddi chudi nhe

12

Asp Val Val Met

Gln Pro Ala Ser

20

Asn Gly Lys Thr

35

Pro Arg Arg Leu

50

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Cys

Thr

Leu

55

Pro

Lys

Trp

40

Val

105

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Ser Leu

10

Ser Gln

Gln Gln

Lys Leu

Pro

Ser

Arg

60

Val

Leu

Pro

45

Ser

110

Thr Leu Gly
15

Leu Asp Ser
30

Gly Gln Ser

Gly Val Pro



48885 86/163

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

65

70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

100 105 110

13
116
PRT

Trinh tu nhan tao

ving bién d&bi chudi nang

13

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr

20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ser Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe



Lys

65

Met

Ala

Thr

50

Gly

Glu

Tyr

Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

48885 87/163

55 60
Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
70 75 80
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Ser Ser
115
14
112
PRT
Trinh tu nhén tao

vVing bién dbi chudi nhe

14

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1

5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

20 25 30



Arg

Pro

65

Ser

Thr

Ala

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

15
116
PRT

Trinh tw nhdn tao

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

48885

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

ving bién dbi chudi nang

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

88/163

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15



Ser

Asp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Tyr

Val

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

Lys

Tyr
35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Ser

115

16
116
PRT

Trinh tyu nhédn tao

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Arg

100

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

48885

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Leu

89/163

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val



<223>

<400>

Gln

Ser

Asp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Tyr

Val

vung

16

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

115

48885

bién dbi chudi nidng

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Arg

100

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Met

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr
95

Leu

90/163

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val



48885 91/163

<210> 17
<211> 116
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Vvung bién ddi chudi néng

<400> 17

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95



48885 92/163

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

Thr Val Ser Ser

115
<210> 18
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Vung bién d&bi chudi nhe

<400> 18

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Arg Ala Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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



48885 93/163

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 19
<211> 116
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Vung bién ddi chudi nang
<400> 19
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ser Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60



48885 94/163

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Thr Val Ser Ser

115
<210> 20
<211> 116
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> Vung bién ddi chudi ning
<400> 20
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30



Asp Met

Gly Tyr
50

Tyr
35

Ile

Lys Gly Lys

65

Met Glu

Ala Tyr

Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Tyr

Ser

115

21
116
PRT

Trinh tu nhédn tao

Trp

Asp

Ala

Ser

Arg

100

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Arg

Asp

Met

70

Leu

Ala

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

48885

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

ving bién ddi chudi nang

21

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Leu

95/163

Tle

Phe

Tyr

80

Cys

Val



Gln

Ser

Asp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Tyr

Val

<210>
<211>
<212>

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

115

22
112
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Arg

100

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Met

48885

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Leu

96/163

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val



48885 97/163

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Viung bién ddi chudi nhe
<400> 22

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Arg Ala Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110



48885 98/163

<210> 23
<211> 446
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Chubdi nang

<400> 23

Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Thr

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met His Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Tyr Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val



Thr

Pro

Val

145

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

225

Val

Val

130

Lys

Leu

Tyr

Gln

Asp

210

Cys

Ser

115

Cys

Gly

Ser

Thr

Ser

195

Lys

Lys

100

Ser

Gly

Tyr

Ser

Leu

180

Ile

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

Gly

165

Ser

Thr

Ile

Pro

Lys

Thr

Pro

150

Val

Ser

Cys

Glu

Ala
230

Thr

Thr

135

Glu

His

Ser

Asn

Pro

215

Pro

48885

Thr

120

Gly

Pro

Thr

Val

Val

200

Arg

Asn

105

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

185

Ala

Leu

Pro

Ser

Thr

Pro

170

Val

His

Pro

Leu

Ser

Val

Leu

155

Ala

Thr

Pro

Thr

Gly
235

Val

Thr

140

Thr

Val

Ser

Ala

Ile

220

Gly

Tyr

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

205

Lys

Prb

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr

190

Ser

Pro

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Trp

Thr

Cys

Val

99/163

Ala

Leu

160

Asp

Pro

Lys

Pro

Phe
240



Ile

Ile

Gln

Gln

Leu

305

Lys

Lys

Pro

Thr

Phe

Val

Ile

Thr

290

Pro

Val

Pro

Glu

Asp
370

Pro

Thr

Ser

275

His

Ile

Asn

Lys

Glu

355

Phe

Pro

Cys

260

Trp

Arg

Gln

Asn

Gly

340

Glu

Met

Lys

245

Val

Phe

Glu

His

Lys

325

Ser

Met

Pro

Ile

Val

Val

Asp

Gln

310

Asp

Val

Thr

Glu

Lys

Val

Asn

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp
375

48885

Asp

Asp

Asn

280

Asn

Trp

Pro

Ala

Lys

360

Ile

Val

Val

265

Val

Ser

Met

Ala

Pro

345

Gln

Tyr

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Ser

Pro

330

Gln

Val

Val

Met

Glu

Val

Leu

Gly

315

Ile

Val

Thr

Glu

Ile

Asp

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
380

Ser

Asp

Thr

285

Val

Glu

Arg

Val

Thr

365

Thr

Leu

Pro

270

Ala

Val

Phe

Thr

Leu

350

Cys

Asn

Ser

255

Asp

Gln

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Met

Asn

100/163

Pro

Val

Thr

Ala

Cys

320

Ser

Pro

Val



Lys Thr
385

Gly Ser

Val Glu

Asn His

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

<220>
<223>

<400>

Glu Leu Asn Tyr
390

Tyr Phe Met Tyr
405

Arg Asn Ser Tyr
420

His Thr Thr Lys
435

24
219
PRT

Trinh tu nhén tao

Chudi nhe

24

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Asn

Lys

Cys

Phe
440

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Glu

Arg

410

Val

Arg

Pro Val

395

Val Glu

Val His

Thr Pro

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Asp

Lys

Gly

430

Lys

Ser

Asn

415

Leu

101/163

Asp
400

Trp

His

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

1

5

10

15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

20

25

30



Asn

Pro

Asp

65

Ile

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Asp

115

Thr

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Asp

Val

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

135

Val

Ser

48885

Trp

40

Val

Ala

Leu

Gly

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Val

Trp

Thr

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Asp
170

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp
175

102/163

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

160

Ser



Thr Tyr

Arg His

Pro Ile
210

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

<220>
<223>

<400>

48885

Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr
180 185

Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala
195 200

Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn
215
25
446
PRT
Trinh tu nhédn tao

Chudi nang

25

103/163

Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
190

Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
205

Glu Cys

Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Thr

1

5

10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr

20 25

30

Asp Met Tyr Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile

35 40

45



Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Tyr

50

Gly

His

Tyr

Val

Ser

130

Leu

Leu

Ile

Lys

Leu

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Asp

Ala

Asn

Arg

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Asn

55

Thr

Thr

Met

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

48885

Val

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val
185

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Ser

Ser

75

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

104/163

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu



Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys
325

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

48885

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

105/163

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser



Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
435

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

26
219
PRT

Trinh ty nhén tao

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

106/163

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His



48885 107/163

<220>
<223> Chudi nhe

<400> 26

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ile Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125



Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

27
446
PRT

Trinh ty nhan tao

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Chudi ning

27

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

48885

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

108/163

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Gln

Ser

Asp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Val

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Tyr

Val

Ser

130

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

115

Ser

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Arg

100

Ser

Lys

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Ser

Gln

Cys

Arg

Asp

Met

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

Thr

Ser

135

48885

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Val

Ala
140

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

109/163

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu



Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys
225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

48885

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

Val

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

110/163

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr



Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Glu

His

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

48885

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr
410

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

415

111/163

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp



48885 112/163

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445
<210> 28
<211> 219
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe

<400> 28

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

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



48885 113/163

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205



48885

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 29
<211> 44e6
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 29

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Asp Met Tyr

35 .

Gly Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Chudi ndng

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

Trinh tu nhé&n tao

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

215

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

114/163

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Tyr

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
210

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Arg

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Met

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu
215

48885

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
220

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Thr
110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

115/163

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr



Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu
355

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

48885

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Leu

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr
365

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

116/163

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val



Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

<210>

<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Phe

Glu

Phe

Tyr
435

30
219
PRT

Trinh tu nhé&n tao

Chudi nhe

30

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Asn

Ser

Arg

415

Leu

117/163

Gly

Asp

400

Trp

His

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1

5

10

15



Gln

Arg

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr
145

Pro

Ala

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Val

115

Lys

Arg

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
150

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

48885

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val
155

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

118/163

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln
160



Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Asn

Ser

Lys
195

Thr

31
446
PRT

Trinh tuw nhé&n tao

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Chudi ning

31

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Thr

Cys

Asn

215

48885

Val

Leu

Glu

200

Arg

Thr

Thr

185

Val

Gly

Glu Gln

170

Leu Ser

Thr His

Glu Cys

Asp Ser Lys Asp
175

Lys Ala Asp Tyr
190

Gln Gly Leu Ser
205

119/163

Ser

Glu

Ser

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr

20

25

30



Asp Met

Gly Tyr
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Tyr

Thr Val

Pro Ser

130

Val Lys
145

Ala Leu

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Trp

Asp

Val

Ser

Arg

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

165

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

Thr

Ser

135

Glu

His

48885

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

120/163

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser



Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Tyr

Gln

195

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln
310

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

48885

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

280

Asn

Trp

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

315

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

121/163

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys
320



Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

<210>

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Tyr
435

32

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

445

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

122/163

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val

Ser Val

Asp Met

50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Tyr

446
PRT

Trinh tu nhéan tao

Chudi nang

32

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Leu

Tyr

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Arg
100

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

48885

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr
95

Leu

123/163

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val



Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

48885

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

235

Met

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

124/163

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro



Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Gly
370

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp
375

48885

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
380

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

125/163

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly



Gln Pro
385

Gly Ser

Gln Gln

Asn His

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

<220>
<223>

<400>

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu
405

Gly Asn Val
420

Tyr Thr Gln
435

33
446
PRT

Trinh tu nhan tao

Chudi ning

33

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Pro

Thr

410

Val

Leu

126/163

Pro Val Leu Asp Ser Asp
395 400

Val Asp Lys Ser Arg Trp
415

Met His Glu Ala Leu His
430

Ser Pro Gly Lys
445

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr

20

25

30

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



48885 127/163

35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175



Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln
310

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

48885

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly
315

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

128/163

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys
320



Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

<210>
<211>

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
435

34
219

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

129/163

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Gln

Arg

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Pro

Ala

Arg

50

Arg

Arg

His

PRT

Trinh ty nhén tao

Chudi nhe

34

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

48885

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

130/163

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>

Val
115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

35
446
PRT

Trinh tu nhédn tao

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

48885

Val
120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

131/163

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



48885 132/163

<223> Chudi nang
<400> 35

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ser Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125



Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
260

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

48885

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val
265

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Pro

270

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

133/163

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val



Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

48885

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Ser

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

134/163

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp



405

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

420

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val

Ser Val

Asp Met

Gly Tyr
50

435

36
446
PRT

Trinh tu nhé&n tao

Chudi ning

36

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Leu Val Gln
5

Val Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asp Ser Asp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

48885

410

135/163

415

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

425

430

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

440

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp

Glu Val

10

Gly His

Gly Gln

Thr Ser

Lys

Val

Ser

Tyr
60

445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gly Ala

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe



Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Gly

Glu

Tyr

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Lys

Leu

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

Ala

Ser

Arg

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Met

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Thr

Arg

Met

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

48885

Val

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Thr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

136/163

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr



48885 137/163

195 200 205

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335



Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

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

<220>

<223>

Lys

Glu
355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

37
446
PRT

Trinh tu nhén tao

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Chudi nang

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

138/163

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His



48885 139/163

<400> 37

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Val Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Ser Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125



Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
260

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

48885

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val
265

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ile

Glu

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

140/163

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val



Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Asn

2775

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

48885

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr
410

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
415

141/163

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Asp
400

Trp



48885 142/163

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445
<210> 38
<211> 219
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe

<400> 38
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Arg Ala Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60



Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Phe

Val

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

48885

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
200

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Leu

Trp

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

143/163

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



48885

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 39
<211> 446
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Chubi nang

<400> 39

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Tyr Ile Asp Ser Asp Ser Gly
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val
65 70

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Val

His

Gln

Ser

Ser

75

Lys

Val

Gly

Tyr

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

144/163

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



48885 145/163

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220



Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arg

Pro

Pro

Thr

Asn

2775

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

48885

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Gly

235

Tyr

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Val

Glu

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

146/163

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val



Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

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

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

40
38
PRT

Trinh ty nhédn tao

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

(1)

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

MISC FEATURE
(1)..

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

48885

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

A (beta)3pE-40 cua nguoi

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Asn

Ser

Arg

415

Leu

147/163

Gly

Asp

400

Trp

His



<223> Pon phén

<400> 40

Glu Phe Arg His

1

Phe Phe Ala Glu
20

Met Val Gly Gly
35

<210> 41

<211> 40

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Al(beta)l-

<400> 41

Asp Ala Glu Phe
1

Leu Val Phe Phe
20

Gly Leu Met Val

48885 148/163

pyroglutamate

Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys Leu Val
5 10 15

Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu
25 30

Val Vval

nhan tao

40 cua nguoi

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
5 10 15

Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
25 30

Gly Gly Val Val



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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

48885

35 40

42
26
PRT

Trinh tu nhén tao

A (beta)3pE-28 cua nguoi

MISC FEATURE
(1).. (1)
Don phén pyroglutamate

42

149/163

Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys Leu Val

1

Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys

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

<220>
<223>

5

20

43
28
PRT

Trinh ty nhan tao

A (beta)1-28 cua nguoi

25



48885 150/163

<400> 43
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys

1 5 10 15

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
20 25

<210> 44
<211> 26
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> A(beta)3pE-28 x40 trdn cua ngudil

<220>

<221> MISC FEATURE

<222>  (1)..(1)

<223> Dbon phén pyroglutamate

<400> 44

Glu Gly Phe Asp Ser Arg His Tyr Glu Val His His Gln Lys Leu Val

1 5 10 15

Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys
20 25

<210> 45



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu Phe Gly His

1

Phe Phe Ala Glu

48885

38
PRT

Trinh tu nhan tao

A (beta)3pE-40 cua chudt

MISC FEATURE
(1)..(1)

Pon phédn pyroglutamate

45

5

20

Met Val Gly Gly Val Val

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

<220>
<223>

35

46
26
PRT

Trinh tu nhan tao

A (beta) 3pE-28 cua chudt

25

10

30

15

151/163

Asp Ser Gly Phe Glu Val Arg His Gln Lys Leu Val

Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

48885

MISC FEATURE
(1)..(1)
Don phéan pyroglutamate

46

152/163

Glu Phe Gly His Asp Ser Gly Phe Glu Val Arg His Gln Lys Leu Val

1

Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Cys

1

5

20

47
8
PRT

Trinh tu nhé&n tao

Tiém tang cudong peptit

MISC FEATURE
(1)..(1)
Pon phéan pyroglutamate

47

5

25

10

15



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

<220>
<223>

<400>

48885

48
42
PRT

Trinh tu nhdn tao

A(beta)1-42

48

153/163

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys

1

5

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Tle

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

20 25

35 40

49
30
PRT

Trinh tu nhdn tao

A(beta) 11pE-40

MISC FEATURE
(1).. (1)



48885 154/163

<223> bDbon phdn pyroglutamate
<400> 49
Glu Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser

1 5 - 10 15

Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val
20 25 30

<210> 50
<211> 32
<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> A(beta)llpE-42

<220>

<221> MISC FEATURE

<222>  (1)..(1)

<223> DPon phén pyroglutamate

<400> 50

Glu Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser

1 5 10 15

Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala
20 25 30



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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu Phe Arg His

1

Phe Phe Ala Glu

Met Val Gly Gly

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

<220>

51
40
PRT

Trinh tu nhédn tao

A (beta)3pE-42

MISC FEATURE
(1) .. (1)

48885

Pon phén pyroglutamate

51

5

20

35

52
219
PRT

Trinh tu nhé&n tao

Val Val Ile Ala

40

25

10

30

15

155/163

Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys Leu Val

Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu



48885 156/163

<223> Chudi nhe
<400> 52

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Arg Ala Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser ASp Glu
115 120 125



Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210>

<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

53

112
PRT

Trinh tu nhan tao

53

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

48885

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

ving bién déi chudi nhe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

157/163

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Asp

Gln

Arg

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Pro

Ala

Arg

50

Arg

Arg

His

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

<220>

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

54
219
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Trinh ty nhan tao

Ser

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

48885

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

158/163

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



48885 159/163

<223> Chudi nhe
<400> 54

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Arg Ala Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125



Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

55
112
PRT

Trinh tw nhé&n tao

55

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

48885

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

vVing bién dbi chudi nhe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

160/163

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Asp

Gln

Arg

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Pro

Ala

Arg

50

Arg

Arg

His

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

56
10
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Trinh tu nhan tao

Ser

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

48885

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

161/163

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



48885 162/163

<223> HCDRI
<400> 56

Gly His Val Phe Thr Ser Tyr Asp Met Tyr

1 5 10
<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> HCDR2

<400> 57

Asp Ser Asp Asn Gly Asp Thr Ser

1 5
<210> 58

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> HCDR2

<400> 58



48885 163/163

Tyr Ile Asp Ser Asp Ser Gly Asp Thr Ser
1 5 10





