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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén hat virut két hop adeno tai td hop (rAAV) bién thé dé cai
thién su chuyén cho mat va CNS; vi du dé cai thién liéu phap gen vdng mac va cai

thién liéu phap gen CNS.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Bénh thoai hoa vong mac 1a muc tiéu c6 trién vong ddi vé6i liéu phap gen qua
trung gian vecto két hop adeno (AAV). Vecto AAV cé thé 1am trung gian cho su biéu
hién gen lau dai trong vong mac va gy ra dap img mién dich t4i thiéu lam cho cac
vecto ndy trd thanh su lua chon hip dan dé chuyén gen cho mit. Vong mac 1a mo
nhay cam anh sang & phia sau ctia mit ma bao gdm nhiéu loai té bao bao gom té bao
tiép nhan kich thich 4nh sang, té bao biéu md sic t6 vong mac va té bao hach vng
mac. Loai té bao dich va duong truyén vecto dbi véi vecto liéu phap gen AAV s& phu
thudc vao dau hiéu bénh. Vi du, thir nghiém 14m sang Pha I d6i v6i thoai hoa diém
vang do tudi tac st dung phuong phap chuyén trong thily tinh thé cua vecto dé dat
dugc su truyén cia té bao hach voéng mac va thir nghiém 1am sang gan day déi véi su
diéu tri cho bénh nhan mic bénh mu 1doa bdm sinh Leber Typ 2, mot dang cta viém
vong mac sic to, st dung phuong phép chuyén dudi vong mac cia gen RPE65 dé

chuyén nap té bao bi€u mo6 sic té vong mac.

Theo cach st dung ndy, cin phai phét trién cac chit va phuong phap mai dé cai

thién su chuyén AAV cho mét.

Vecto dua trén virut két hop adeno (AAV) ciing tré thanh hé vecto duge wu
tién cho liéu phap gen than kinh, c6 dit lidu ghi nhan tét v& do an toan trong nhiéu thir
nghiém lam sang (Kaplitt, M.G. et al. (2007) Lancet 369:2097-2105; Eberling, J.L. et
al. (2008) Neurology 70:1980-1983; Fiandaca, M.S. et al. (2009) Neuroimage. 47
Suppl 2:T27-35). Tuy nhién, sy diéu tri hiéu qué cua rdi loan than kinh bi can tré
nhiu boi cac van dé c6 lién quan dén sy chuyén vecto AAV vao quan thé té bao bi
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rbi loan. VAn d& chuyén nay dic biét kho giai quyét ddi voi cac rdi loan lién quan dén
hé than kinh trung wong (CNS). Theo do, van can phai ting cuong su chuyén AAV
vao CNS.

Ban chit k§ thuit ciia sdng ché

Theo mot s6 khia canh, sang ché md ta phuong phap chuyén axit nucleic khac
loai cho mét ciia ca thé bao gdm buédc st dung hat virut két hop adeno tai td hop
(rAAV) vao dudi vong mac cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6 chura a) capsit rAAV c6
chira protein capsit rAAV ¢6 chira mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hoic
nhiéu vi tri ma tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan hodc ¢ mgt hodc nhiéu vi tri
tuong Ung voi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo cach
danh s6 VP1 ciia AAV2, va b) vecto rAAV c6 chira axit nucleic khac loai va it nhét
la mot doan lap cudi dao ngugc AAV. Theo mot ) phuong an, hat rAAV ¢6 chira
capsit AAV typ huyét thanh 2 (AAV2). Theo mot s phuong an, mdt hodc nhidu sy
thay thé axit amin lam gidm sy lién két cua hat rAAV v6i heparan sulfat
proteoglycan. Theo mot s6 phuong 4n, modt hodc nhiu sy thay thé axit amin lam
giam su lién két ciia hat rAAV véi heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét
1a 10%, khoang it nhit 1a 25%, khoang it nhét la 50%, khoang it nhét 1a 75%, hodc
khoang it nhit 13 100%. Theo mdt ) phuong én, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin lam tang hiéu qua chuyén nap bang hat rAAV cua té bao & mat hoic CNS. Theo
mot sd phuong dn, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin lam ting hiéu qua chuyén
nap bang hat rAAV cua t& bao & mit hodc CNS bing tir khoang it nhit 1a 10%,
khoang it nhit 1a 25%, khoang it nhit 1a 50%, khoang it nhét 1a 75%, hodc khoang it
nhat 1a 100%, vi du, khi so v&i capsit rAAV tham chiéu c6 chira protein capsit AAV
kidu dai. Theo mot s6 phuong 4n, té bao ctia mét 1a t& bao vong mac, té bao tiép nhan
kich thich 4nh sang, té bao biéu md séc td vong mac, té bao ludng cuc, té bao ngang,
té bao khong c6 sgi nhanh, té bao muller va/hodc té bao hach. Theo mdt 36 phuong
4n. té bao ciia CN'S 13 t& bao than kinh dém it gai, té bao hinh sao, noron, t& bao nhu

mo ndo, té bao than kinh dém, té bao ong ndi tuy, va’hodc te bao Purkinje.
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Theo mot s& phuong an, hat AAV theo sang ché c6 chua capsit c6 mdt hoic
nhiéu sy thay thé axit amin & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hozc 588, danh sb theo
cach danh sé VP1 ciia AAV2. Theo mdt s6 phuong én, ddnh s6 theo cach danh sd
VP1 cia AAV2 cé chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chia sy thay thé cua géc axit
amin tich dién duong bang gdc axit amin khong tich dién duong. Theo mot 5O
phuong an, gdc axit amin tich dién duong dugc thé bang gbc axit amin ky nuéc.
Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chita sy thay thé
ctia gbc arginin hodc lysin. Theo cac phuwong an khac nita, mot hodc nhiéu su thay thé
axit amin ¢6 chira su thay thé ctia gbc arginin hoic lysin bang gdc alanin. Theo mot
) phuong an, mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R484,
R487, K527, K532, R585 va/hodc R588, danh sb theo céch dénh sd VP1 clia AAV2.
Theo mot s6 phuong an, hat rAAV c¢6 chira mot hodc nhiéu protein capsit rAAV cé
d6 twong ddng trinh tu it nhat 1a khoang 90%, it nhit 1a khoang 91%, it nhét 1a
khoang 92%, it nhét 1a khodng 93%, it nhit 1a khoang 94%, it nhat 1a khoang 95%, it
nhat 13 khodng 96%, it nhat 1a khoang 97%, it nhét 1a khoang 98%, it nhét la khoang
99%, hoac 100% so véi cac SEQ ID NO:2, 4 va/hodc 6. Theo mot sb phuong an, mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé & vi tri R532. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R484 va
R487 hodc & céc vi trf R585 va R588, danh s theo cach danh sé VP1 cia AAV2.
Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chura sy thay thé
R484A va R487A hoac sy thay thé R585A va R588A, danh sb theo cach danh sb
VP1 cua AAV2. Theo cac phuong an khéc, capsit AAV c6 chira sy thay thé axit amin

31254

R585A va R588A, dénh sb theo céch danh s6 VP1 ctia AAV-2. Theo mot s phuong

an, hat rAAV co chl’Ia‘capsit AAV1, capsit AAV2, capsit AAV3, capsit AAV6, capsit
AAVS, capsit AAVTh8R, capsit AAV9, hodc capsit AAVrhl0.

Theo mdt sb phuong an, hat AAV theo sang ché c6 chira capsit c6 mot hodc

nhiéu sy thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, danh sb theo

céch danh s& VP1 ctia AAVrh8R. Theo mot sé phuong 4n, hat AAV theo sang ché co
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chira capsit ¢6 mot hodc nhidu sy thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, hodc 533,
danh s6 theo cach danh s VP1 cia AAVrh8R. Theo mét sé phuong 4n, dénh sd theo
cach danh sb VP1 ctia AAVrh8R co chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9.
Theo mot sd phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé
cia gbc axit amin tich dién duong bang gbc axit amin khong tich dién duong. Theo
mot sd phuong 4n, gbc axit amin tich dién duong dugc thé bing gbc axit amin ky
nuée. Theo cac phuong &n khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy
thay thé cua gdc arginin hodc lysin. Theo cac phuong an khéc nita, mot hodc nhiéu su
thay thé axit amin c¢6 chta sy thay thé cua gdc arginin hodc lysin bing gbc alanin.
Theo cac phuong an khac, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtta su thay thé
ctia gbe axit amin khong tich dién duong bang gbc axit amin tich dién dwong. Theo
mot sb phuong 4n, gbe axit amin ky nuéc duge thé bang gdc axit amin tich dién
duong. Theo cac phuong an khac, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chua su
thay thé ciia gdc alanin. Theo cac phuong 4n khac nira, mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin c6 chira su thay thé cua gdc arginin hogc lysin bang gdc alanin. Theo mot
sé phuong én, sy thay thé axit amin 13 & vi tri 485, 488, 528, 533, hodc 589, dénh s6
theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo mot ) phuong an, hat AAV theo sidng
ché ¢ chtra capsit c6 mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528,
hodic 533, danh sb theo cach danh s6 VP1 ciia AAVrh8R. Theo mét sé phuong 4n,
danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R c6 chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:9. Theo mét s6 phuong 4n, su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi
tri R485, R488, R533, hoic T589, danh sb theo cach danh so VP1 ciia AAVrh8R.
Theo mdt s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chia protein capsit rAAV néu trong SEQ ID
NO:11. Theo mot sb phuong 4n, hat rAAV c¢6 chira mot hodc nhiéu protein capsit

rAAV c6 do tuongddng trinh tu it nhét 14 khoang 90%, it nhét 1 khoang 91%, it nhit

[a khodng 92%, it nhét 1a khoang 93%, it nhét 1a khoang 94%, it nhat la khodng 95%,
it nhat 1a khoang 96%, it nhét 1a khoang 97%, it nhét 1a khoang 98%, it nhét 1a
khoang 99%, hodc 100% so v6i SEQ ID NO:11. Theo mt s6 phuong én, su thay thé
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mot axit amin c¢6 chtra sy thay thé R533A, danh s theo cach danh s6 VP1 cua

AAVrh8R.

Theo mot s6 phuong an, hat rAAV c6 chira capsit AAV1, AAV6, hodc AAVY
va trong d6 mot hoic nhidu sy thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, 533, 586
va/hoic 589, dénh sd theo cach danh sé VPI clia AAVI1, AAV6, hoic AAVY;
va/hodc trong do hat rAAV c6 chira capsit AAVS hodc AAVrh10 va trong d6 mot
hodc nhidu sy thay thé axit amin & vi tri 487, 490, 535, 588 va/hogic 591, danh sd theo
cach danh s VP1 ctia AAVS hoic AAVrh10.

Theo mot s6 phuong 4n, hat AAV theo sang ché c6 chira capsit c6 chira mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin ma lam thay doi su lién két v6i HSPG (v du, 1am
giam hoac loai bd viéc lién két vai HSPG) hodc & mot hodc nhiéu vi tri tuong ung véi
cdc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hoic 588, danh sb theo cach dénh s6 VP1 ciia
AAV?2 va vecto TAAV c6 chira axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri li€u
hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot sb phuong an, axit nucleic khac loai ma héa cho
polypeptit dugc chon tr nhom gdm c6 chat chéng oxy hoa, yéu té dinh dudng than
kinh, yéu td chéng chét t& bao theo chuong trinh, yéu tb chéng tao mach, va yéu td
chéng viém. Theo c4c phuong 4n khéc, axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit
dugc chon tr nhom g@)m co6: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCAS, CRX,
CEP290, MYO 7a, Clarin,, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNATI,
TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF,
FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NF«B, Endostatin, Angiostatin, sFlt, SPDGF-R,
IL10, khang-IL17, sIL17R, IL1-ra, khang-TGFp, sTNF-R I, sSTNF-R II, va IL4. Theo
cac phuong an khéc, axit nucleic khac loai ma hoa cho axit nucleic tri li€u. Theo cac
phuong an khac, axit nucleic tri liéu 1a siARN, shARN ARNi, miARN, ARN dbi
nghia, ribozym hodc ADNzym. Theo mot s6 phuong 4n, vecto rAAV 12 vecto rAAV
tu bd sung.

Theo mot sé phuong 4n, hat AAV theo sang ché c¢6 chira capsit c6 chira mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay dbi su lien két v6i HSPG (vi du, 1am
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giam hodc loai bé viéc lién két véi HSPG) hodc & mot hozic nhiéu vi tri trong tng voi
cAc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s theo cach dénh sé VP1 cua
AAV?2 va axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit tri li€u hodc axit nucleic tri
liéu, trong do axit nucleic khéc loai chiu su kiém soat cta trinh ty ving khéi dau ma
duge biéu hién & vong mac. Theo mot 36 phuong an, axit nucleic khac loai duoc lién
két c6 diu khién v6i ving khéi dau thich hop cho su biéu hién cta polypeptit tri lidu
hoac axit nucleic tri liéu & mot hodc nhiéu loai té bao vong mac. Theo mot sb phuong
an, té bao vong mac 1a t& bao tiép nhan kich thich 4nh séng, té bao biéu mo sic td
vong mac, té bao ludng cuc, té béQ ngang, té bao khong cé soi nhanh, té bao muller
va/hoac té bao hach. Theo mot ) phuong 4n, vung khai dau 1a vung khéi dau
rhodopsin kinaza (RK), vung khéi dau opsin, ving khéi dau virut cuy bao (CMV),
vung khoi dau B-actin & ga (CBA).

Theo mét sé phuong 4n, hat AAV theo sang ché c¢6 chira capsit c6 chira mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay ddi su lién két v6i HSPG (vi du, 1am

giam hodc loai bé viéc lién két vai HSPG) hodc ¢ mot hodc nhiéu vi tri twong tmg vi
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céc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia

AAV?2 va axit nucleic khac loai dé chuyén axit nucleic khéc loai vao vdng mac cia cé
thé. Theo mot sd phuong an, c4 thé 1a nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic
khac loai dugc st dung dé diéu tri r6i loan & mat duoc chon tir nhém gém cO: bénh
thoai hoa vong mac khai phat sém nang do gen lan trén nhiém sic thé thudong (bénh
mu 1da bam sinh Leber), chimg mu mau bam sinh, bénh Stargardt, bénh Best, bénh
Doyne, chimg loan dudng nén, viém vOong mac sic td, vong mac tach bim sinh di
truyén lién két trén nhiém sfic thé X, hoi ching Usher, thoai hoa diém vang do tudi
tac, thoai hoa diém vang do tudi tac teo, AMD tao mach méi, thoai hoa diém vang do
tiéu duong, bénh véng mac tiéu dudng ting sinh (PDR), phu thiing diém vang trong
mit, bénh hic vdng mac trung tdm thanh dich, sy bong vong mac, viém bén trong

mat, bénh glocdm, va viém mang mach nho phia sau.
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Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét phuong phap cai thién sy chuyén nap
rAAVh cua té bao sau khi chuyén duédi vong mac hat rAAV vao mét cua cé thé so véi
su chuyén nap cua té bao bang rAAV c6 chira capsit kiéu dai, phwong phap nay bao
gdm bude két hgp mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & protein capsit AAV & mot
hodc nhiéu vi tri ma tuong tic vGi heparan sulfat proteoglycan hodc ¢ mot hoac nhiéu
vi tri tuong Ung vGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sd theo
cach danh s VP1 cia AAV2; trong d6 hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV va

vecto rAAV c6 chira axit nucleic khac loai va it nhét 12 mot doan lap cudi AAV.

Theo céc khia canh khéc, sang ché dé& xuét phuong phép cai thién su biéu hién
cua axit nucleic khac loai sau khi chuyén dudi vong mac hat rAAV vao mét cia ca
thé, phuong phap nay bao gdém budc két hop mdt hodc nhidu su thay thé axit amin &
protein capsit AAV & mot hodc nhiéu vi tri ma twong tdc vGi heparan sulfat
proteoglycan hodc & mdt hoac nhiéu vi tri twong Umg véi cac axit amin 484, 487, 532,
585 hoac 588, danh s6 theo cach danh sb VP1 cua AAV2; trong d6 hat rAAV c¢6 chita
protein capsit rAAV va vecto rAAV c6 chita axit nucleic khac loai va it nhat 12 mot

doan ldp cubi AAV.

Theo mot sb phuong an, hat rAAV c6 sy chuyén nap duoc cai thién va/hodc su
biéu hién dugc cai thién cua axit nucleic khac loai ¢6 chira capsit AAV typ huyét
thanh 2 (AAV2). Theo mot 36 phuong an, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin lam
giam sy lién két ciia hat rAAV v6i heparan sulfat proteoglycan. Theo mot sd phuong
4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam giam sy lién két cia hat rAAV véi
heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 12 10%, khoang it nhat 1 25%,
khoang it nht 12 50%, khoang it nhit 12 75%, hodc khoang it nhit 1a 100%.

Theo mdt sb phuong an, hat rAAV ¢6 su chuyén nap dugc cai thién va/hodc su
biéu hién duoc cai thién cla axit nucleic khac loai c6 chira capsit 6 mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin 12 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach
danh sé VP1 ctia AAV2. Theo mot sb phuong 4n, danh s6 theo cach danh sb dugc
dua trén VP1 cia AAV2 c6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1. Theo

7
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mot sd phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé cua géc
axit amin tich dién dwong bang gdc axit amin khong tich dién duong. Theo mot sd
phuong 4n, gbc axit amin tich dién dwong dugc thé bang gbc axit amin ky nuéc.
Theo cac phuong an khéac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin ¢6 chira su thay thé
ctia gbc arginin hoc lysin. Theo céc phuong an khac nita, mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin c6 chira sy thay thé cua gbc arginin hodc lysin bang gbc alanin. Theo mot
s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri R484,
R487, K527, K532, R585 vavhoic R588, danh sb theo cach danh s6 VP1 clia AAV2.
Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira mot hodc nhiéu protein capsit rAAV ¢6
do tuong dong trinh tw it nhat 1a khoang 90%, it nhit 1a khoang 91%, it nhét 1a
khoang 92%, it nhét 1a khoéng 93%, it nhit 13 khoang 94%, it nhat la khoang 95%, it
nhit 1a khodng 96%, it nhat 1a khoang 97%, it nhét 13 khoang 98%, it nhét 1a khoang
99%, hoidc 100% so v4i cac SEQ ID NO:2, 4 va/hodc 6. Theo mot s6 phuong 4n, mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri R484 va R487 hoic &
cac vi tri R585 va R588, danh sd theo cach danh sé VP1 cua AAV2. Theo céc
phuong an khéac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé R484A va
R487A hoac su thay thé R585A va R588A, danh s6 theo cach danh s6 VP1 cua
AAV2. Theo cic phuong an khac, capsit AAV c6 chira su thay thé axit amin RS85A
va R588A, danh sb theo cach danh sb VP1 cia AAV-2. Theo mot sb phuong an, hat
rAAV c6 chira capsit AAV1, capsit AAV2, capsit AAV3, capsit AAV6, capsit
AAVS, capsit AAVTh8R, capsit AAV9, hodc capsit AAVrhl10.

Theo mot s6 phuong an, hat rAAV ¢6 sy chuyén nap dugc cai thién va/hodc sy
biéu hién duoc cai thién cla axit nucleic khac loai c¢6 chira capsit c6 mot hodc nhiéu
sy thay thé axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, danh s6 theo cach
danh sé VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, hat AAV theo sang ché ¢6 chua
capsit c6 mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, hoic 533, danh
s theo cach danh VP1 cia AAVrh8R. Theo mdt ) phuong an, danh s6 theo cach
danh sb duoc dua trén VP1 ctia AAVrh8R ¢6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ

ID NO:9. Theo mdot s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su
8
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thay thé cia gbc axit amin tich dién dwong bing gbc axit amin khong tich dién
duong. Theo mét sb phuong an, gbc axit amin tich dién duong dugc thé bang gbc
axit amin ky nu¢c. Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
¢6 chira su thay thé cua gdc arginin hodc lysin. Theo cac phuwong an khac nita, mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra su thay thé ctia gbe arginin hoic lysin bing
géc alanin. Theo cac phuong an khac, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira
su thay thé cua gdc axit amin khong tich dién duong bang gdc axit amin tich dién
duong. Theo mét s& phuong 4n, gbc axit amin ky nuéc duge thé bang gdc axit amin
tich dién duong. Theo cac phuong an khéac, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6
chira su thay thé cia gbc alanin. Theo céc phuong an khac nita, mot hodc nhiéu sy
thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cua gbc alanin dbi véi gbe arginin hogc lysin,
Theo mét sb phuong 4n, sy thay thé axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, hodc
589, danh sb theo cach danh sb VP1 cia AAVrh8R. Theo mot ) phuong 4n, hat
AAV theo sang ché co chia capsit c6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & vi tri
485, 488, 528, hodc 533, danh sb theo céch danh s& VP1 ctia AAVTh8R. Theo mot s
phuong an, danh sb theo cach danh s duoc dua trén VP1 ciia AAVrh8R cé chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo m{t sd phuong 4n, su thay thé axit
amin cO chira su thay thé & vi tri R485, R488, R533, hodc T589, danh sb theo cach
danh s6 VP1 ctia AAVrh8R. Theo mét sé phuong an, hat rAAV c6 chtra protein
capsit TAAV néu trong SEQ ID NO:11. Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV c6 chira
mot hodc nhiu protein capsit rAAV ¢6 do twrongddng trinh tu it nhét 13 khoang 90%,
it nhat 1a khoang 91%, it nhat 1a khoang 92%, it nhit 1a khoang 93%, it nhat 1a
khoang 94%, it nhét 1a khoang 95%, it nhat 1a khoang 96%, it nhat 1a khoang 97%, it
nhét 1a khoang 98%, it nhét 1a khoang 99%, hodc 100% so véi SEQ ID NO:11. Theo
mot sb phuong an, sy thay thé mot axit amin c6 chira su thay thé R533A, danh s

theo cach danh s6 VP1 cua AAVrh8R.

Theo mdt so phuong an, hat rAAV c6 su chuyén nap duoc cai thién va/hodc sy
biéu hién duoc cai thién cia axit nucleic khéac loai cé chira capsit c6 chira mot hodc

nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay d6i su lién két voi HSPG (vi du, 1am gidm
9
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hodc loai bé sy lién két voi HSPG) hodc & mot hodc nhiéu vi tri tuong Ung véi cac
axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s theo cach danh sb VP1 ciia
AAV2 va vecto rAAV ¢6 chira axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri liu
hoac axit nucleic tri liéu. Theo mot sb phuong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho
polypeptit dugc chon tir nhom gdm c6 chét chdng oxy hoa, yéu t6 dinh dudng than
kinh, yéu t6 chong chét té bao theo chuong trinh, yéu to chdng tao mach, va yéu td
chéng viém. Theo cac phuong 4n khac, axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit
duoc chon tor nhom gém c6: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCAS, CRX,
CEP290, MYO 7a, Clarin,, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNAT]I,
TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF,
FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NFkB, Endostatin, Angiostatin, sFIt, SPDGF-R,
IL10, khang-1L17, sIL17R, IL1-ra, khang-TGFf, sSTNF-R I, sSTNF-R II, va IL4. Theo
cac phuong an khdc, axit nucleic khac loai ma héa cho axit nucleic tri li€u. Theo céc
phuong an khac, axit nucleic tri li¢u la siARN, shARN ARNi, miARN, ARN dbi
nghia, ribozym hodc ADNzym. Theo mot s6 phuong 4n, vecto rAAV 13 vecto rAAV

tu bd sung.

Theo mot sb phuong an, hat rAAV cé su chuyén nap duogc cai thién va/hodc su
biéu hién dugc cai thién cia axit nucleic khac loai co chia capsit ¢6 chira mdt hodc
nhiéu sy thay thé axit amin ma lam thay doi su lién két v6i HSPG (vi du, 1am giam
hoic loai bd sy lién két véi HSPG) hodc & mot hodc nhiéu vi tri tuong tng véi cée
axit amin 484, 487, 532, 585 hoic 588, danh sb theo cach danh sé VP1 cua AAV2 va
axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri li€u, trong do6
axit nucleic khéac loai chiu su kiém soét cua trinh tw khéi d4u ma dugc biéu hién &
vong mac. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai dugce lién két c6 didu khién
v6i vang khoi ddu thich hop cho su biéu hién cua polypeptit tri liéu hodc axit nucleic
tri liéu & mot hodc nhidu loai té bao vong mac. Theo mot sb phuong én, té bao vong
mac 1a t& bao nhan kich thich 4nh sang, té bao biéu mo séc tb vdng mac, va’hodc té

bao hach. Theo mot sé phuong 4n, ving khéi dau 1a ving khéi dau rhodopsin kinaza
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(RK), vung khoi dau opsin, ving khoi dau virut cu bao (CMV), ving khoi dau B-
actin ¢ ga (CBA).

Theo mdt s6 phuong an, hat rAAV ¢ su chuyén nap dugc cai thién va/hodc su
biéu hién dugc cai thién cua axit nucleic khac loai c6 chira c6 chira capsit ¢6 chia
mot hodc nhidu sy thay thé axit amin ma lam thay doi sy lién két véi HSPG (v du,
lam giam hodc loai bd su li€n két v6i HSPG) hodac & mot hodc nhiéu vi tri trong Ung
véi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hoac 588, danh s6 theo cach danh sb VP1
ctia AAV?2 va axit nucleic khac loai dé chuyén axit nucleic khac loai vao vong mac
ctia c4 thé. Theo mot s6 phuong 4n, ca thé 1a ngudi. Theo mot sd phuong 4n, axit
nucleic khac loai dugc st dung dé diéu tri r6i loan & mét duc_rc chon tir nhém gém co:
bénh thoai hoa vong mac khdi phat sém nang do gen lan trén nhidm sfc thé thuong
(bénh mu loa bam sinh Leber), chiing mu mau bam sinh, bénh Stargardt, bénh Best,
bénh Doyne, ching loan dudng nén, viém vdng mac sic td, vOng mac tach bim sinh
di truyén lien két trén nhim séc thé X, hoi ching Usher, thoéi hoa diém vang do tudi
tac, thoai hoa diém vang do tudi tac teo, AMD tao mach méi, thodi hoa diém vang do
tiéu duong, bénh vdng mac tiéu dudng ting sinh (PDR), phu thiing diém vang th?xong
mit, bénh hac vOng mac trung tdm thanh dich, sy bong vdng mac, viém bén tfong

mat, bénh glocom, va viém mang mach nho phia sau.

Theo mot s6 khia canh, séng ché dé xuét phuong phap didu trj rbi loan & mat &
cé thé (vi du, ngudi) bao gdm budc chuyén hop phan c6 chira hat rAAV vao vong
mac cta ca thé, trong d6 hat rAAV c¢6 chira a) capsit rAAV c6 chita protein capsit
rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong
tc voi heparan sulfat proteoglycan hodc & mdt hodc nhiéu vi tri twong Gmg véi cac
axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodic 588, danh sé theo cach dénh s6 VP1 cua
AAV2, va b) vecto TAAV ¢ chira axit nucleic khac loai va it nhét 13 mot doan l3ap
cubdi AAV. Theo mdt sé phuong 4n, hat rAAV c6 chira capsit AAV typ huyét thanh 2
(AAV2). Theo mot s6 phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin lam gidm sy

lién két cua hat rAAV véi heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s6 phuong an, mot

11



52202 12/254

‘hodc nhidu su thay thé axit amin lam giam sy lién két cua hat rAAV v6i heparan
sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nhit 1a 25%, khoang it
nhat 1a 50%, khoang it nhét 1a 75%, hogc khoang it nhét 12 100%.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap bao gdm bude chuyén dudi vong mac
hat rAAV c6 chtra vecto rAAV ma hoa cho axit nucleic khac loai dugc sir dung trong
viéc diéu tri rdi loan & mét & c4 thé (vi du, nguoi), trong d6 hat rAAV cé chira capsit
c6 mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hoic 588,
danh sb theo cach dénh s6 VP1 cia AAV2. Theo mdt ) phuong 4n, danh s6 theo
cach danh s6 duogc dua trén VP1 ctia AAV2 c6 chia trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:1. Theo mot ) phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c¢6 chtra sy
thay thé cua gdc axit amin tich dién dwong bang gdc axit amin khong tich dién
duong. Theo mdt sd phuwong 4n, gbc axit amin tich dién duong dugc thé bang gbc
axit amin ky nuéc. Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
¢6 chira su thay thé cua gdc arginin hogc lysin. Theo cac phuong 4n khéc nita, mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cta gbe arginin hoic lysin bang
géc alanin. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin ¢6 chtra su
thay thé ¢ vi tri R484, R487, K527, K532, R585 va/hoic R588, danh sé theo cach
danh s& VP1 caa AAV2. Theo mot sb phuong an, hat rAAV ¢6 chira mot hodc nhiéu
protein capsit rAAV c6 do tuong dong trinh tu it nhét 14 khoang 90%, it nhat 1a
khoang 91%, it nhat 1a khoang 92%, it nhit 1a khoang 93%, it nhat la khoang 94%, it
nhét 14 khoang 95%, it nhét 1 khoang 96%, it nhét 1a khoang 97%, it nhat 1a khoang
98%, it nhat 1a khoang 99%, hogc 100% so vé&i cac SEQ ID NO:2, 4 va/hodc 6. Theo
mot sd phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chtra su thay thé & vi tri
R484 va R487 hodc & céc vi tri R585 va R588, danh sb theo cach danh sb VP1 clia
AAV2. Theo cac phuong an khac, mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su
thay thé R484A va R487A hoic su thay thé RS85A va RS88A, danh sb theo céch
danh s6 VP1 ctia AAV2. Theo cic phuong an khac, capsit AAV c6 chira su thay thé
axit amin R585A va R588A, danh sb theo cach ddnh s6 VP1 cua AAV-2. Theo mot
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s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chtra capsit AAV1, capsit AAV2, capsit AAV3, capsit
AAV6, capsit AAVS, capsit AAVrh8R, capsit AAV9, hodc capsit AAVrh10.

Theo mdt sd phuong 4n, phuong phap bao gdm buée chuyén duéi vong mac
hat rAAV c6 chira vecto rAAV ma hoa cho axit nucleic khac loai dugc sir dung trong
viéc diéu tri roi loan & mét & cé thé (vi du, nguoti), trong d6 hat rAAV c6 chira capsit
c¢6 mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589,
danh sé theo cach dénh s VP1 cia AAVrh8R. Theo mét s6 phuong an, hat AAV
theo sang ché co chira capsit c6 mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & vi tri 485,
488, 528, hodc 533, danh sb theo cach danh s§ VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb
phuong an, danh s theo cach danh sb dugc dua trén VP1 cia AAVrh8R ¢ chia
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt ) phuong an, mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé ctia gbc axit amin tich dién duong bang gdc
axit amin khong tich dién duong. Theo mot s6 phuong 4n, gbc axit amin tich dién
duong dugc thé bang gbc axit amin ky nude. Theo cac phuong an khac, mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chtra sy thay thé cua gdc arginin hoic lysin. Theo cic
phuong an khac nfra, mot hodc nhidu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cta
gbc arginin hodc lysin biang gdc alanin. Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhiéu sy
thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé cua gdc axit amin khong tich dién duong bang
gbc axit amin tich dién duong. Theo mot s6 phuong 4n, gdc axit amin ky nudc dugce
thé béng géc axit amin tich dién duong. Theo cac phuong 4n khéc, mot hodc nhiéu sy
thay thé axit amin c¢6 chira sy thay thé cua gdc alanin. Theo cic phuong 4n khac nita,
mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé cua gdc alanin dbi voi goc
arginin hoac lysin. Theo mot sb phuong an, sy thay thé axit amin 12 & vi tri 485, 488,
528, 533, hodc 589, danh sb theo cich dénh s VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb
phuong an, hat AAV theo sdng ché c6 chura capsit c6 mdt hodc nhiéu su thay thé axit
amin & vi tri 485, 488, 528, hodc 533, danh s6 theo cach danh sb VP1 cia AAVThSR.
Theo mdt sb phuong an, danh s6 theo cach danh sb VP1 cia AAVrh8R c6 chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mot sb phuong an, su thay thé axit amin

c6 chira sy thay thé & vi trf R485, R488, R533, hodc T589, danh sé theo cach dénh s
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VP1 ciia AAVrh8R. Theo mot sé phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV
néu trong SEQ ID NO:11. Theo mdt s phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira mot hodc
nhiéu protein capsit rAAV ¢6 dé twongddng trinh tu it nhat 1a khoang 90%, it nhit 1a
khoang 91%, it nhat 1a khoang 92%, it nhét 1a khoang 93%, it nht la khoang 94%, it
nhét 13 khoang 95%, it nhat 1a khoang 96%, it nht 1a khoang 97%, it nhat 1a khoang
98%. it nhét 1a khodng 99%, hodc 100% so v&i SEQ ID NO:11. Theo mdt s6 phuong
an, su thay thé mot axit amin c6 chira su thay thé R533A, déanh sb theo cach danh sb

VPI1 cua AAVrh8R.

Theo mot sé phwong 4n, phuong phap bao gdém budc chuyén duéi vong mac
hat rAAV c6 chta vecto rAAV ma hoa cho axit nucleic khéc loai duge sir dung trong
viéc diéu tri r6i loan & mit & ca thé (vi du, ngudi) va capsit c6 chira mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin ma lam thay dbi su lien két véi HSPG (vi du, 1am gidm hodc
loai bo su lién két véi HSPG) hodic & mot hodc nhiu vi tri twong tmg voi cac axit
amin 484, 487, 527, 532, 585 hoic 588, danh s theo cach dénh sd VP1 ciia AAV2.
Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit duge chon tir
nhém gdm c6 chat chéng oxy hoa, yéu t§ dinh dudng than kinh, yéu t6 chéng chét té
bao theo chuong trinh, yéu td chdng tao mach, va yéu td chéng viém. Theo céc
phuong 4n khéc, axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit dugc chon tir nhém
gdm ¢6: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCAS, CRX, CEP290, MYO 7a, Clarin,,
ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNATI1, TULP1, MERTK, RPGR,
RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO,
BCL2, BCL-X, NFkB, Endostatin, Angiostatin, sFlt, sSPDGF-R, IL10, khang-IL17,
SIL17R, IL1-ra, khang-TGFp, sTNF-R I, STNF-R II, va IL4. Theo cac phuong an
khéc, axit nucleic khac loai ma hoa cho axit nucleic tri li€u. Theo cac phuong 4n
khéc, axit nucleic tri lidu 12 siARN, shARN ARNi, miARN, ARN dbi nghia, ribozym
hodac ADNzym. Theo mot s6 phuong 4n, vecto rAAV 12 vecto tAAV tu b sung.

Theo mot sé phuong 4n, phuong phép bao gdém budc chuyén duéi vong mac

hat rAAV ¢6 chira vecto rAAV ma hoa cho axit nucleic khéc loai duge su dung trong
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viéc diéu tri r6i loan & mét & ca thé (vi du, ngudi) va capsit cd chira mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin ma lam thay dbi su lién két véi HSPG (vi du, 1am giam hodc
loai bd su lién két voi HSPG) hodc & mot hodc nhidu vi tri twong tmg véi cic axit
amin 484, 487, 527, 532, 585 hogc 588, danh s theo cach dénh s6 VP1 cia AAV2,
trong do axit nucleic khac loai chiu sy kiém soat cia trinh tu khéi dau ma duoc biéu
hién & vong mac. Theo mot sb phuong an, axit nucleic khéc loai dugc lién két co diéu
khién v6i ving khoi dau thich hop cho su biéu hién cua polypeptit tri liéu hozic axit
nucleic tri lieu & mot hodc nhiéu loai té bao vong mac. Theo mot ) phuong an, té
bao vong mac la té bao nhén kich thich anh sang, té bao biéu mé séc tb vOng mac,
va/hodc té bao hach. Theo mot sd phuong 4n, ving khoi dau 13 ving khoi dau
rhodopsin kinaza (RK), vung khai diu opsin, ving khéi dau virut cy bao (CMV),
ving khoi dau p-actin & ga (CBA).

Theo mot sé phuong 4n, phuong phap bao gdm budc chuyén dudi vong mac
hat rAAV c6 chira vecto rAAV mi hoa cho axit nucleic khac loai dugc sir dung trong
viée didu tri réi loan & mét & ca thé (vi du, ngudi) va capsit ¢6 chira mot hoic nhiéu
su thay thé axit amin ma lam thay d6i su lién két voi HSPG (vi du, 1am giam hoiic
loai bo su lién két véi HSPG) hodc & mdt hoac nhiéu vi tri tuong ung véi cac axit
amin 484, 487, 527, 532, 585 hoic 588, danh s6 theo cach danh s& VP1 cia AAV2,
trong do roi loan & mét duge chon tir nhém g@)m c6: bénh thoai héa vong mac khoi
phét s6m nang do gen lin trén nhidm sic thé thuong (bénh mu 1oa bam sinh Leber),
chirmg mu mau bam sinh, bénh Stargardt, bénh Best, bénh Doyne, chimg loan dudng
non, viém vong maé sc td, vdng mac tach bam sinh di truyén lién két trén nhiém sic
thé X, hdi chimg Usher, thodi hoa diém vang do tudi tac, thodi hoa diém vang do tudi
tac teo, AMD tao mach méi, thoai hoa diém vang do tiéu duong, bénh vdng mac tiéu
duong tang sinh (PDR), phu thiing diém vang trong mat, bénh héc vong mac trung
tam thanh dich, su bong vdng mac, viém bén trong mit, bénh glocom, va viém mang

mach nho phia sau.
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Theo mét sé phuong an, phwong phap bao gdm budc chuyén dudi véng mac
hop phan c6 chtra hat rtAAV, trong d6 hat rAAV c6 chira vecto rAAV mi hoéa cho
axit nucleic khac loai duoc su dung trong viéc didu tri rbi loan & mét & ca thé (vi du,
nguoi) va capsit c6 chira mot hodc nhiu su thay thé axit amin ma lam thay dbi su
lién két véi HSPG (vi du, 1am giam hoic loai bo sy lién két véi HSPG) hodc & mot
hodc nhiéu vi tri tuong Ung vGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh
sé theo cach danh sb VP1 ctia AAV2. Theo mot sé phuong 4n, nong do ctia hat trong
hop phan ndm trong khoang tir khoang 1 x 106 DRP/ml dén khoang 1 x 10'* DRP/ml.
Theo mot sd phuong an, hop phﬁn cua hat rAAV hitu hi€u trong viéc diéu tri thi luc
cta ca thé. Theo mot sb phuong an, thi luc duge danh gia béng vi do thi truong, do
thi truong thich nghi tdi, danh gia tinh di dong nhin, thi lyc, ERG, hodc danh gid kha
nang doc. Theo mot sd phuong an, phuong phap nay dan dén sy cai thién cua thi lyc
cta c4 thé. Theo mot s6 phuong an, phuong phap nay dan dén su ngan ngira hodc 1am
cham sy tién trién cta sy suy giam cta thi lyc ctia nguoi do su tién trién cua rdi loan
& mat.

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét hé théng dé chuyén dudi vong mac
vecto vao mit cla ca thé, co chira a) hop phén ¢6 chira luong hitu hiéu cua hat rAAV,
trong do 1) protein capsit cta hat rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
& mot hodc nhiéu vi tri ma twong tac v6i heparan sulfat proteoglycan hodc & mét hodc
nhiéu vi tri twong Ung voi céc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh $s6
theo cach danh sd VP1 cua AAV2, va ii) vecto ¢6 chira axit nucleic khac loai ma hoa
cho polypeptit tri liéu hodc ARN tri liu va it nhét 1a mot doan 1ap cudi AAV; va b)
dung cu dé chuyén rAAV qua vong mac. Theo mot s6 phuong an, dung cu ndy c6
chtra 6ng thong do c6 16 khoan nhé va éng tiém, trong d6 dng thong do c6 16 khoan
nho c6 khd tr 27 dén 45. Theo mot sd phuong an, hop phan ctia hat rAAV dugc chira
trong ong tiém. Theo mot s6 phuong 4n, dng thong do duge gin vao 6ng tiém. Theo
mot s6 phuong 4n, ndng do ctia hat trong hop phan nam trong khoang tlr khoang 1 x

10° DRP/m! dén khoang 1 x 10" DRP/ml.
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Theo mot sb phuong 4n, hat rAAV ctia hé théng c6 chira capsit AAV2 c6 chira
mot hodic nhiéu su thay thé axit amin ma 1am thay dbi sy lien két HSPG (vi du, 1am
giam hodc loai béd su lién két). Theo mdt sb phuong &n, mot hoic nhiéu su thay thé
axit amin lam gidm sy lién két cua hat rAAV v6i heparan sulfat proteoglycan. Theo
mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 1am giam su lién két cua hat
rAAV voi heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhat 1a 10%, khoang it nhit
1a 25%, khoang it nhét 1a 50%, khoang it nhit 1 75%, hodc khoang it nhat 1a 100%.
Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1am ting hiéu qua
chuyén nap bang hat rAAV cua té bao & mét hodc CNS. Theo mot sé phuong 4n, mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam ting hiéu qua chuyén nap bing hat rAAV clia té
bao & mét hodc CNS bing tir khoang it nhét 14 10%, khoang it nhit 1a 25%, khoang it
nhat 13 50%, khoang it nhat 1a 75%, hozic khoang it nhit 1a 100%, vi du, khi so v6i
capsit rAAV tham chiéu c6 chira protein capsit AAV kidu dai. Theo mot sb phuong
an, té bao cua mit 12 té bao vOng mac, té bao tiép nhén kich thich anh sang, té bao
biéu mo séc td vOng mac, té bao ludng cuec, té bao ngang, té bao khong c6 s¢i nhanh,
t& bao muller va/hogc té bao hach. Theo mot s6 phuong 4n, té bao cua CNS 1a té bao
than kinh dém it gai, té bao hinh sao, noron, té bao nhu md nio, té bao than kinh dém,

té bao 6ng noi tiry, va/hoidc té bao Purkinje.

Theo mdt sb phuong an, hat rAAV cua hé théng c6 chira capsit AAV2 c6 chta
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin ma 1am thay ddi su lien két HSPG (vi du, 1am
giam hoac loai bd su lién két). Theo mot ) phuong 4n, mot hoac nhiéu sy thay thé
axit amin 12 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s theo céch danh s VP1
cia AAV2. Theo mdt sé phuong 4n, danh sb theo cach danh s6 VP1 ciia AAV2 ¢6
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1. Theo mot sd phuong 4n, mdt hoic
nhiéu su thay thé axit amin c¢6 chua sy thay thé cta gbe axit amin tich dién duong
bang gdc axit amin khong tich dién dwong. Theo mot sé phuong 4n, gbc axit amin
tich dién duong dugc thé bang gbc axit amin ky nudce. Theo cac phuong an khac, mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin ¢6 chura su thay thé cta gdc arginin hodc lysin. Theo

cac phuong an khac nita, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chtra su thay thé
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ctia gbc arginin hodc lysin biang gdc alanin. Theo mdt s& phuong 4n, mot hogc nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri R484, R487, K527, K532, R585
va/hoic R588, danh s theo cach danh s§ VP1 cia AAV2. Theo mot sd phwong 4n,
hat rAAV ¢6 chira mot hodc nhiéu protein capsit rAAV ¢6 do tuong dong trinh ty it
nhét 13 khoang 90%, it nht 1a khoang 91%, it nhat la khoang 92%, it nhét 1a khoang
93%, it nhét 1a khoang 94%, it nhét 1a khoang 95%, it nhat 1a khoang 96%, it nhat la
khoang 97%, it nhit 1a khoing 98%, it nhat 13 khoang 99%, hodc 100% so vé&i cac
SEQ ID NO:2, 4 va/hoac 6. Theo mQt sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin ¢6 chira su thay thé & vi tri R484 va R487 hodc & céc vi tri R585 va R588, danh
sb theo cach danh sb VP1 cua AAV2. Theo cic phuong dn khac, mot hodc nhiéu su
thay thé axit amin c6 chtta sy thay thé R484A va R487A hoic su thay thé RS85A va
R588A, danh sb theo cach danh sd VP1 ctia AAV2. Theo cac phuong an khac, capsit
AAV ¢6 chira su thay thé axit amin R585A va R588A, danh sb theo cach danh sb
VP1 cta AAV-2. Theo mot sb phuong 4n, hat rAAV c¢6 chira capsit AAV1, capsit
AAV?2, capsit AAV3, capsit AAV6, capsit AAVS, capsit AAVTh8R, capsit AAVY,
hoac capsit AAVrh10.

Theo mot ) phuong an, hat rAAV cia h¢ théng c6 chira capsit AAV2 c6 chira
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay dbi su lién két HSPG (vi du, lam
giam hoac loai bo su lién két). Theo mot ) phuong 4n, mot hoac nhiéu su thay thé
axit amin 13 & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hoc 589, dénh s theo cach danh s6 VP1
cia AAVrh8R. Theo mot sé phwong 4n, danh sb theo cach dénh s6 VP1 cua
AAVTh8R ¢6 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt 36 phuong
4n, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé cua géc axit amin tich
dién duong bang gdc axit amin khong tich dién duong. Theo mot sé phuong 4n, gbc
axit amin tich dién dwong dugc thé bing gbc axit amin ky nudc. Theo cac phuong 4n
khéc, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chtra su thay thé cua géc arginin hodc
lysin. Theo cac phuong 4n khéc nita, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy
thay thé cua gbc arginin hodc lysin bing gbc alanin. Theo cac phuong 4n khac, mot

hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cua gdc axit amin khong tich
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dién duong biang gdc axit amin tich dién dwong. Theo mot sé phuong 4n, gbc axit
amin ky nudc duoc thé bing gdc axit amin tich dién duwong. Theo cac phuong &n
khac, mot hodc nhidu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cua gbc alanin. Theo
cac phuong an khéac nita, mQt hoac nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé
cta gbc alanin déi véi gbc arginin hodc lysin. Theo mot s6 phuong 4n, su thay thé
axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, hodc 589, d4nh sé theo céch dénh s6 VP1 cia
AAVrh8R. Theo mot sd phuong 4n, ddnh s§ theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh8R
c6 chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt s6 phuong 4n, su thay
thé axit amin c¢6 chira sy thay thé & vi trf R485, R488, R533, hodc T589, danh s theo
cach danh sd VP1 ctia AAVrh8R. Theo mot s6 phuong an, hat rAAV c6 chira protein
capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:11. Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV c6 chira
mot hodc nhiéu protein capsit rAAV ¢6 do tuongdéng trinh ty it nhat 13 khoang 90%,
it nhit 1a khoang 91%, it nhat la khoang 92%, it nhit 1a khoang 93%, it nhét la
khoang 94%, it nhét 1 khoang 95%, it nhit 1a khoang 96%, it nhat 1a khoang 97%, it
nhét 1a khoang 98%, it nhét 1a khoang 99%, hoac 100% so véi SEQ ID NO:11. Theo
mot sd phuong an, sy thay thé mot axit amin c6 chta sy thay thé R533A, danh sb

theo cach danh s VP1 ctia AAVrh8R.

Theo mot $6 phuong an, hat rAAV cua hé théng c6 chira capsit AAV c6 mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay ddi su lién két HSPG (vi du, 1am giam
- hodac loai bd su lién két) hodc & mdt hoac nhiéu vi tri tuong Gng voi cac axit amin
484, 487, 527, 532, 585 hoic 588, danh sb theo cach déanh sé VP1 cia AAV2 va
vecto rAAV ¢6 chura axit nucleic khac loai. Theo mdt ) phuong an, axit nucleic khac
loai ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri lieu. Theo mot sd phuong 4n,
axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit dugc chon tir nhom gdm c6 chit chdng
oxy hoa, yéu té dinh dudng than kinh, yéu t6 chdng chét té bao theo chuong trinh,
yéu t6 chéng tao mach, va yéu t6 chdng viém. Theo cac phuong 4n khac, axit nucleic
khac loai ma hda cho polypeptit dugce chon tir nhém gbm c6: Prph2, RPE65, AIPL1,
GUCY2D, LCAS, CRX, CEP290, MYO 7a, Clarin,, ABCA4, RDHI12, IMPDHI,

CRB1, LRAT, NMNATI, TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3,
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CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NF«B,
Endostatin, Angiostatin, sFlt, SPDGF-R, IL10, khang-IL17, sIL17R, IL1-ra, khang-
TGEB, sTNF-R I, sTNF-R II, va IL4. Theo cac phuong 4n khéc, axit nucleic khac loai
mi hoa cho axit nucleic tri liéu. Theo cic phuong an khéc, axit nucleic tri liéu 1a
siARN, ARNi, miARN, ARN dbi nghia, ribozym hodc ADNzym. Theo mot s6
phuong an, vecto rAAV la vecto rAAV tu bd sung.

Theo mot sO phuong 4n, hat rAAV cua hé théng c6 chura capsit AAV ¢c6 mot
hoac nhiéu su thay thé axit amin ma 1am thay dbi su lién két HSPG (vi du, 1am gidm
hodc loai bo su lién két) hodc & mot hoic nhiu vi tri twong ‘mg voi cac axit amin
484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach danh so6 VP1 cia AAV2 va
vecto rAAV c¢6 chtra axit nucleic khac loai, trong do axit nucleic khac loai chiu sy
kiém sodt cua trinh tu khoi dau ma dugc biéu hién ¢ vong mac. Theo mot s6 phuong
an, axit nucleic khac loai dugc lién két c6 diéu khién vé6i ving khéi déu thich hop cho
su biéu hién cia polypeptit tri liéu hogc axit nucleic tri liéu & mot hodc nhiéu loai té
bao vong mac. Theo mot s phuong 4n, té bao vong mac 1a t€ bao nhan kich thich
anh sang, té bao biéu mo sic td vong mac, va’hodc té bao hach. Theo mot sb phuong
an, vung khoi dau 1a ving khéi dau rhodopsin kinaza (RK), vung khoi dau opsin,

ving khéi ddu virut cy bao (CMV), viing khéi déu B-actin & ga (CBA).

Theo mét sé phuong 4n, hat rAAV cua hé théng c6 chtra capsit AAV c6 mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay ddi sy lién két HSPG (vi du, 1am giam
hodc loai bd su lién két) hodc & mot hodc nhiéu vi tri tuong ing voi cic axit amin
484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach danh sé VP1 cia AAV2 va
vecto rAAV cé chira axit nucleic khac loai dugc st dung dé chuyén axit nucleic khac
loai vao vdng mac cua ca thé. Theo mot sé phuong 4n, c4 thé 13 ngudi. Theo mot s6
phuong an, axit nucleic khac loai dugc sir dung dé diéu tri r6i loan & mét dugc chon
tr nhém goém cé: bénh thodi hoa vong mac khéi phat sém ning do gen lan trén nhiém
sic thé thuong (bénh mu 1da bdm sinh Leber), chimg md mau bam sinh, bénh

Stargardt, bénh Best, bénh Doyne, chimg loan dudng non, viém vOng mac sic td,
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vong mac tach bam sinh di truyén lién két trén nhiém sic thé X, hoi ching Usher,
thoai hoa diém vang do tudi tac, thoai hoéa diém vang do tudi tac teo, AMD tao mach
mdi, thoai héa diém vang do tiéu duong, bénh vong mac tiéu dudng tang sinh (PDR),
phi thiing diém vang trong mét, bénh hic vong mac trung tim thanh dich, sy bong

vOng mac, viém bén trong mat, bénh glocom, va viém mang mach nho phia sau.

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xudt phuong phép dé chuyén axit nucleic
khéc loai vao hé than kinh trung wong (CNS) cua cd thé bao gém budc st dung hat
virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV) cho CNS cua c4 thé, trong d6 hat rAAV c6
chira a) capsit rAAV c6 chtra protein capsit rAAV c¢6 chira mot hodc nhiéu sy thay
thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma twong tac véi heparan sulfat proteoglycan
hodc & mdt hodc nhiéu vi tri twong tng véi Céc axit amin 484, 487, 527, 532, 585
hozic 588, danh sb theo cach danh sé VP1 ciia AAV2, va b) vecto rAAV c6 chira axit
nucleic khac loai va it nhat 1a méot doan lap cudi dao nguoc AAV. Theo mét sb khia
canh, sang ché dé xuat phuong phap cdi thién sy chuyén nap rAAV ciia té bao trong
hé than kinh trung wong (CNS) cta c4 thé so v6i su chuyén nap cua té bao bing
rAAV c6 chira capsit kiéu dai, phuong phap nay bao gdm budc sir dung hat virut két
hop adeno tai to hop (rAAV) cho CNS cua c4 thé, trong d6 hat rAAV cé chua a)
capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin & mot hodc nhiu vi tri ma twong tic véi heparan sulfat proteoglycan hodc &
mot hodc nhiéu vi tri tuong Umg vé&i cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588,
danh sb theo cach danh s6 VP1 clia AAV2, va b) vecto rAAV c6 chira axit nucleic
khac loai va it nhét 12 mot doan 13p cudi dao nguoc AAV. Theo céc khia canh khéc,
sang ché dé xuét phuong phap céi thién su biéu hién cua axit nucleic khic loai trong
hé than kinh trung wong (CNS) ctia ca thé, phuong phap nay bao gbém budc st dung
hat virut két hop adeno tai td hop (rAAV) cho CNS cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6
chira a) capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay
thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma twong tac v&i heparan sulfat proteoglycan
hoac & mot hodc nhiéu vi tri tuong Gng véi cdc axit amin 484, 487, 527, 532, 585

hoac 588, danh sb theo cach danh sb VP1 clia AAV2, va b) vecto rAAV cé chira axit
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nucleic khéc loai va it nhat 1a mot doan lap cudi dao ngugc AAV. Theo céc khia canh
khac nira, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri rbi loan cta hé than kinh trung wong
(CNS) cua ca thé bao gbm budc str dung lugng hiru hiéu cua hop phan c6 chira hat
rAAV vao CNS cia cé thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit TAAV ¢ chira
protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu
vi tri ma tuong tac v6i heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hoac nhiéu vi tri twong
mg véi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo cach danh sb
VP1 cia AAV2, va b) vecto rAAV c¢6 chira axit nucleic khac loai va it nhét 1a mot

doan lap cudi AAV.

Theo mét s6 phuong 4n clia cic khia canh va cac phuong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai dugc biéu hién & muc do biéu hién ting 1én, khi so véi mic do biéu
hién cuia axit nucleic khac loai ciia hat rAAV c6 chira capsit rAAV tham chiéu. Theo
mot s6 phuong an, sy biéu hién cua axit nucleic duge ting 1én bing it nhat 1a khoang
10%, it nhat 1a khoang 25%, it nhét 1 khoang 50%, it nhit 14 khoang 75%, hoic it
nhat 1a khoang 100%. Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV 1am gidm viém than kinh,
khi so v6i hat rAAV ¢6 chira capsit rAAV tham chiéu. Theo mot sb phuong an, viém
than kinh dugc lam giam béng it nhét 1a khoang 10%, it nhét 1a khoang 25%, it nhét
la khoang 50%, it nhét 1a khoang 75%, hodc it nhét 1a khoang 100%. Theo mot sb
phuong an, hat rAAV c6 chtra capsit AAV typ huyét thanh 2 (AAV2). Theo mdt 56
phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin lam giam sy lién két cia hat rAAV
v6i heparan sulfat proteoglycan. Theo mot sd phuong 4n, mot hogc nhiéu sy thay thé
axit amin lam giam su lién két cua hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan, khi so
v6i su lién két cia hat TAAV ¢6 chtta capsit rAAV tham chiéu vao heparan sulfat
proteoglycan. Theo mot s& phuwong 4n, mot hodc nhiu sy thay thé axit amin lam
giam su lién két ctia hat rAAV v6i heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét
1a 10%, khoang it nhat 1a 25%, khoang it nhét 1 50%, khoang it nhét 1a 75%, hogc
khoang it nhét 13 100%. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin lam giam sy lién két cuia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan bang tir

khoang it nhat 13 10%, khoang it nhét 1a 25%, khoang it nhét la 50%, khoang it nhét
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1a 75%, hogc khoang it nhat 1a 100%, khi so v&i su lién két ctia hat rAAV c6 chira
capsit tham chiéu vao heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s6 phwong 4n, capsit
rAAV tham chiéu c6 chta capsit hodc protein capsit rAAV kiéu dai. Theo mot s6
phuong éan, capsit rAAV tham chiéu c6 chira capsit ho#ic protein capsit TAAV ma
thiéu mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma twong tac vai
heparan sulfat proteoglycan. Theo mot sd phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin lam tang hiéu qua chuyén nap biang hat rAAV cta té bao & mat hoic CNS. Theo
mot sé phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1am ting hiéu qua chuyén
nap bing hat rAAV cia té bao & mét hoic CNS bing tir khoang it nhét 13 10%,
khoang it nht 1a 25%, khoang it nht 1a 50%, khoang it nhét 14 75%, hodc khoang it
nhat 1a 100%, vi du, khi so v&i capsit rAAV tham chiéu ¢ chua protein capsit AAV
kiéu dai. Theo mot sb phuong an, hat rAAV c6 chira capsit AAV1, capsit AAV2,
capsit AAV3, capsit AAV6, capsit AAVSE, capsit AAVrh8R, capsit AAV9, hodc
capsit AAVrh10.

Theo mét s6 phuong an cuia cac khia canh va cac phuong an néu trén, viée sit
dung gdm tiém truc tiép vao tuy séng va/hodc st dung trong ndo. Theo mot s6
phuong 4n, st dung trong ndo la & vi tri dugce chon tir nhém gém c6 ndo, hanh tay,
clu nao, tiéu ndo, khoang trong so, mang ndo xung quanh ndo, mang cing, mang
nhén, mang mém, dich ndo tiy (CSF) cta khong gian du6i mang nhén xung quanh
ndo, nhan tiéu ndo sau cua tiéu ndo, hé thong nio thit ctia ndo, khong gian dudi mang
nhén, thé van, vo ndo, vach ngin, ddi nio, vung dudi ddi, va nhu mo cua ndo. Theo
mot s6 phuong an, viéc str dung la ti€ém trong nédo thét vao it nhat 12 mot ndo thét bén.
Theo mdt sé phuong 4n, viéc st dung la tiém ndi tiy mac trong ving cd, nguec,
va/hogc thit lung. Theo mdt sé phuong 4n, viée st dung 12 tiém trong thé van. Theo
mot s6 phuong 4n, viéc sir dung 1a tiém trong ddi. Theo mot sb phuong 4n, viéc st
dung la tiém nhu md. Theo mot s6 phuong 4n, viéc st dung gdm c¢6 tiém truc tiép
vao tuy sdng, dung trong so, va/hodc trong néo. Theo mot sd phuong 4n, hat rAAV

duoc st dung & vi tri don 1€.
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Theo mdt sb phuong an ciia cic khia canh va cdc phuong 4n néu trén, hat
rAAV dugc chuyén bang cach chuyén huéng dich. Theo mot s phuong 4n, hat
rAAV dugc chuyén br?lhg cach chuyén ting cuong dbi lwu. Theo mot s phuong an,
hat rAAV dugc st dung bing cach sir dung hé théng chuyén CED. Theo mot sb
phuong an, hé thdng chuyén CED c6 chira 6ng thong do va/hodc bom. Theo mot sb
phuong 4n, 6ng thong do 1a dng thong do chéng hdi luu hodc 6ng thong do timg bac.
Theo mot sé phuong an, bom 132 bom van hanh bang tay. Theo mot sb phuong an,

bom la bom thim thau. Theo mot sé phuong 4n, bom 1a bom truyén.

Theo mdt s6 phuong 4n ciia cac khia canh va cac phuong an néu trén, heparan
sulfat proteoglycan duge biéu hién trén mot hodc nhiéu té€ bao ciia CNS. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu & bao ctia CNS 12 té bao than kinh dém it gai, té bao hinh
sao, noron, t& bao nhu mé ndo, t& bao than kinh dém, t& bao 6ng ndi tuy, va’hodc té
bao Purkinje. Theo mot sb phuong 4n, heparan sulfat proteoglycan dugc biéu hién

trén noron.

Theo mot sd phuong 4n cua cc khia canh va cac phwong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai duge biéu hién & mot hodc nhiéu té bao cia CNS. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu té bao ctia CNS 12 té bao than kinh dém it gai, té bao hinh
sao, noron, té bao nhu mo nio, té bao than kinh dém, té bao 6ng ndi tuy, va’/hodc té
bao Purkinje. Theo mot sb phuong an, axit nucleic khac loai dugc biéu hién & noron.

Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai dugc biéu hién chuyén bi€t ¢ noron.

Theo mét sb phuong an clia c4c khia canh va cac phuong an néu trén, mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin 1a & 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585 va/hodc 588, danh
sb theo cach danh s& VP1 cua AAV2. Theo mot ) phuong 4n, mdt hodc nhiéu su
thay thé axit amin 13 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo cach
danh s6 VP1 cia AAV2. Theo mot sb phuong 4n, dénh sb theo cach danh s VP1
ciia AAV?2 c6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1. Theo mot s6 phuong
4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua sy thay thé ciia gdc axit amin tich
dién duong bang gbc axit amin khong tich dién duong. Theo mot sd phuong 4n, gbc
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axit amin tich dién duong dugc thé bing gbc axit amin ky nuéc. Theo mot s& phuong
an, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé cua géc arginin hodc
lysin. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chita sy thay
thé cta gdc arginin hodc lysin bang gdc alanin. Theo mot s6 phuong 4n, mdt hozc
nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri R347, R350, K390, K395,
R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585 va/hodc R588, danh s theo cich danh
s6 VP1 ctia AAV2. Theo mét sb phuong an, mdt hoac nhiéu sy thay thé axit amin c6
chtra su thay thé & vi tri R484, R487, K527, K532, R585 va/hodc R588, danh sb theo
cach danh s VP1 cia AAV2. Theo mot sb phuong an, hat rAAV c¢6 chira mot hodc
nhiéu protein capsit rAAV ¢6 do twong ddng trinh tw it nhat 1a khoang 90%, it nhat 1
khoang 91%, it nht 1a khoang 92%, it nhit 1a khoang 93%, it nhat 1a khoang 94%, it
nhit 13 khoang 95%, it nhat 1a khoang 96%, it nht 14 khoang 97%, it nhét la khoang
98%. it nhat 1a khoang 99%, hodc 100% so vdi cac SEQ ID NO:2, 4 va/hodc 6. Theo
mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua sy thay thé R347A,
R350A, K390A, K395A, R448A, R451A, R484A, R487TA, K527A, K532A, R585A
va/hodc R588A, dénh sé theo cach danh sb VP1 ctia AAV2. Theo mot s6 phuong én,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R484 va R487 hoic
& céc vi tri R585 va R588, dénh sb theo cach danh sé VP1 cia AAV2. Theo mot sb
phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chira sy thay thé R484A va
R487A hoic su thay thé RS85A va R588A, danh sb theo cach danh sé VPI cia
AAV2. Theo mdt s6 phuong 4n, capsit AAV ¢6 chira sy thay thé axit amin RS85A va
R588A, déanh sb theo cach danh s6 VP1 clia AAV2. Theo mot s6 phuong 4n, capsit
AAV ¢6 chtra su thay thé axit amin K532A, ddnh sb theo cach danh sb VP1 cta
AAV2.

Theo mot s6 phuong 4n cua céc khia canh va cac phuong 4n néu trén, mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, danh s6 theo
cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb phuong an, danh sb theo cach danh
sd VPI1 cua AAVrh8R c6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mot

s phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé ctia gdc axit
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amin tich dién duong bang gbc axit amin khong tich dién dwong. Theo mot 50
phuong 4n, gbc axit amin tich dién dwong dugc thé bang gdc axit amin ky nuéc.
Theo cac phuong an khac, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé
ctia gbc arginin hoc lysin. Theo cac phuong 4n khéc nita, mot hogc nhiéu sy thay thé
axit amin c6 chta sy thay thé cia gbe arginin hodc lysin bang gdc alanin. Theo cic
phuong an khéac, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chita sy thay thé cta gbc
axit amin khong tich dién duong biang gbc axit amin tich dién duong. Theo mot sd
phuong 4n, gbc axit amin ky nuéc duge thé bang gbc axit amin tich dién dwong.
Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chia sy thay thé
ctia gdc alanin. Theo cdc phuong 4n khac nita, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
¢6 chira su thay thé cua gbc alanin dbi v6i gdc arginin hodc lysin. Theo mot sd
phuong an, su thay thé axit amin 13 & vi tri 485, 488, 528, 533, hodc 589, danh )
theo cach danh s VP1 cua AAVrh8R. Theo mdt sé phuong an, dénh s6 theo cach
danh s6 VP1 ciia AAVrh8R c¢6 chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo
mot s phuong 4n, su thay thé axit amin c¢6 chira sy thay thé & vi tri R485, R488,
R533, hodc T589, danh sb theo cach dénh s6 VP1 ciia AAVrh8R. Theo mot s
phuong an, hat rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:11. Theo
mot ) phuong an, hat rAAV c¢6é chira mdt hodc nhiéu protein capsit TAAV ¢6 dd
twongddng trinh ty it nhét 1a khoang 90%, it nhit 1a khoang 91%, it nhat 1a khoang
92%. it nhét 1a khoang 93%, it nhét 1 khoang 94%, it nhat 1a khoang 95%, it nhat la
khoang 96%, it nhét 1a khoang 97%, it nhit 1a khoang 98%, it nhat la khoang 99%,
hodc 100% so véi SEQ ID NO:11. Theo mot s6 phuong 4n, sy thay thé mot axit amin
c6 chura sy thay thé R533A, danh s6 theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh8R.

Theo mdt sb phuong an ctia cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot $6
phuong an, axit nucleic khac loai ma hoa cho gen két hgp CNS. Theo mét s6 phuong
4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit dugc chon tir nhém gém c6 enzym,
yéu t6 dinh dudng than kinh, polypeptit ma bi thiéu hut hodc bi dot bién & ca thé mac

rdi loan lién quan dén CNS, chét chong oxy hoa, yéu td chéng chét té bao theo
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chuong trinh, yéu t6 chéng tao mach, va yéu t6 chéng viém, alpha-synuclein, axit
beta-glucosidaza (GBA), beta-galactosidaza-1 (GLB1), iduronat 2-sulfataza (IDS),
galactosylxeramidaza (GALC), manosidaza, alpha-D-manosidaza (MAN2B1), beta-
manosidaza (MANBA), pseudoarylsulfataza A (ARSA), N-axetylglucosamin-1-
phosphotransferaza (GNPTAB), axit sphingomyelinaza (ASM), protein Niemann-
Pick C (NPC1), axit alpha-1,4-glucosidaza (GAA), duéi don vi hexosaminidaza beta,
HEXB, N-sulfoglucosamin sulfohydrolaza (MPS3A), N-alpha-
axetylglucosaminidaza (NAGLU), heparin axetyl-CoA, alpha-glucosaminidaza N-
axetyltransferaza (MPS3C), N-axetylglucosamin-6-sulfataza (GNS), alpha-N-
axetylgalactosaminidaza (NAGA), beta-glucuronidaza (GUSB), dudi don vi
hexosaminidaza alpha (HEXA), huntingtin (HTT), axit lipaza ctia lysosom (LIPA),
Aspartylglucosaminidaza, Alpha-galactosidaza A, Palmitoyl protein thioesteraza,
Tripeptidyl peptidaza, protein xuyén mang cua lysosom, chét van chuyén xystein,
axit xeramidaza, axit alpha-L-fucosidaza, cathepsin A, alpha-L-iduronidaza,
Arylsulfataza B, Arylsulfataza A, N-axetylgalactosamin-6-sulfat, axit beta-
galactosidaza, hodc alpha-neuramidaza. Theo mot sd phuong 4n, axit nucleic khéc
loai ma hda cho polypeptit dugc chon tir nhom gdm c¢6 protein trc ché su chét té bao
theo chuong trinh & noron (NAIP), yéu td sinh truéng than kinh (NGF), yéu td sinh
truéng cod ngudn gbc than kinh dém (GDNF), yéu td sinh trudng co ngudn gdc ndo
(BDNF), yéu t6 dinh dudng than kinh & thé mi (CNTF), tyrosin hydroxylaza (TH),
GTP-xyclohydrolaza (GTPCH), axit amin decarboxylaza (AADC), chit chdng oxy
hoéa, polypeptit chéng tao mach, polypeptit khang viém, va aspartoaxylaza (ASPA).
Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic khéc loai ma héa cho axit nucleic tri lidu. Theo
mot sb phuong 4n, axit nucleic tri liéu 1a siARN, shARN, ARNi, miARN, ARN dbi
nghia, ribozym hodc ADNzym. Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai chiu
su kiém soét cua trinh tu khoi dau ma duoc biéu hién & mot hoic nhiéu té bao cua
CNS. Theo mot sb phuong éan, axit nucleic khac loai chiu sy kiém so4t cua trinh tu
khoi dau duogce chon tir nhom gém c6 vung khoi dau rit sém virut cu bao (CMV),
LTR RSV, LTR MoMLYV, vung khéi dau phosphoglyxerat kinaza- 1 (PGK), vung
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khéi diu virut khi 40 (SV40), ving khoi ddu CK6, ving khoi dau transthyretin
(TTR), ving khéi ddu TK, ving khéi dau dap ung tetraxyclin (TRE), viing khéi dau
HBYV, vung khoi dau hAAT, vung khai dau LSP, vung khai dau dac hiéu gan kham
(LSP), viing khoi dau E2F, ving khoi dau telomeraza (W\TERT); ving khéi dau vung
ting cuong virut cu bao/beta-actin & ga/B-globin ¢ thé (CAG), ving khoi dau yéu tb
kéo dai 1-alpha (EFl-alpha), ving khéi dau p-glucuronidaza & ngudi, ving khéi dau
B-actin ¢ ga (CBA), vung khai diu LTR virut gdy ung thu mé lién két Rous phién ma
nguoc (RSV), vung khoi dau dihydrofolat reductaza, va vung khoi dau 13-actin.
Theo mot sb phuong an, axit nucleic khéc loai dugc lién két c6 diéu khién véi vung
khoi dau thich hop dé biéu hién cia polypeptit tri liéu hogc axit nucleic tri liéu & mot
hoac nhiéu té bao ctia CNS. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu té bao cua CNS
¢O chira mdt hoac nhiéu té bao cua ndo. Theo mot ) phuong 4n, mt hodc nhiéu té
bao ctia CNS 1 té bao than kinh dém it gai, té bao hinh sao, noron, té bao nhu mo
ndo, té bao than kinh dém, té bao 6ng ndi tiy, va’hodc té bao Purkinje. Theo mot s6

phuong an, t€ bao cua ndo la noron.

Theo mot s6 phuong 4n ciia cdc khia canh va cac phuong 4n néu trén, vecto
rAAV 1a vecto rAAV tu bd sung. Theo mot s6 phuong 4n, vecto ¢6 chira trinh ty axit
nucleic thir nhat ma héa cho axit nucleic khac loai va trinh tu axit nucleic thir hai ma
hoéa cho trinh tu bd sung cla axit nucleic, trong do trinh ty axit nucleic thir nhét c6 thé
tao thanh cdc cdp bazo trong cung mot s¢i véi trinh tu axit nucleic thir hai doc theo
gén hét hodc toan bo chiu dai cta n6. Theo mot 36 phuong én, trinh tu axit nucleic
thr nhét va trinh tu axit nucleic tht hai duoc lién két béng ITR AAV 4ot bién, trong
do ITR AAV dot bién c6 chtra dot bién lam khuyét cia viing D va c6 chira dot bién
cta trinh ty phan giai cudi.

Theo mét s6 phuwong 4n clia c4c khia canh va cac phuong 4n néu trén, ca thé 13
nguoi.

Theo mot sd phuong 4n cua cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu duoc su
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dung dé diéu tri rdi loan ctia CNS. Theo mot sb phuong an, rdi loan ctia CNS 13 bénh
du trit lysosom (LSD), bénh Huntington, chimg dong kinh, bénh Parkinson, bénh
Alzheimer, dot quy, thodi hdéa hach nén-vé nio (CBD), thoai hoa hach-vé nén
(CBGD), sa sut tri tué tran-thai duong (FTD), bénh teo da hé théng (MSA), ching
liét trén nhan tién trién (PSP) hodc bénh ung thu ndo. Theo mot sd phuong an, rdi
loan 1a bénh du trit lysosom dugc chon tir nhom gém ¢6 bénh Aspartylglusoaminuria,
bénh Fabry, Bénh Batten ¢ Tré em (CNL1), Bénh Batten & Tré em Mudn Cd dién
(CNL2), Bénh Batten ¢ Thiéu nién (CNL3), bénh dang Batten CNL4, bénh dang
Batten CNLS5, bénh dang Batten CNL6, bénh dang Batten CNL7, bénh dang Batten
CNL8, bénh loan dudng xystin, bénh Farber, bénh Fucosidosis, bénh
Galactosidosialidosis, bénh Gaucher typ 1, bénh Gaucher typ 2, bénh Gaucher typ 3,
bénh GM1 gangliosidosis, bénh Hunter, bénh Krabbe, bénh o. mannosidosis, bénh f3
mannosidosis, bénh Maroteaux-Lamy, bénh loan dudng chét tréng ndo bién sic, bénh
Morquio A, bénh Morquio B, bénh mucolipidosis II/III, bénh Niemann-Pick A, bénh
Niemann-Pick B, bénh Niemann-Pick C, bénh Pompe, bénh Sandhoff, bénh
Sanfillipo A, bénh Sanfillipo B, bénh Sanfillipo C, bénh Sanfillipo D, bénh Schindler,
bénh Schindler-Kanzaki, bénh sialidosis, bénh Sly, bénh Tay-Sachs, va bénh
Wolman. Theo mot sé phuong an, rdi loan ctia CNS 1a bénh Huntington hodc bénh

Parkinson.

Theo mot sb khia canh, sing ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh
Huntington & ca thé bao gém budc st dung luong hitu hiéu hop phan c6 chira hat
virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV) cho thé van cua ca thé, trong d6 hat rAAV ¢6
chira a) capsit rAAV ¢6 chtra protein capsit rAAV ¢6 chira m{t hodc nhiéu sy thay
thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tac véi heparan sulfat proteoglycan
hoac & mdt hodc nhiéu vi tri tuong Ung v&i cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585
hoac 588, danh sb theo cach danh s VP1 cia AAV2, va b) vecto rAAV ¢6 chira axit
nucleic khac loai va it nhét 12 mot doan 1ap cudi AAV. Theo mot s6 phuong an, axit
nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot sb

phuong 4n, polypeptit tri liéu la polypeptit huntingtin hodc ménh cua chung. Theo
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mot s6 phuong 4n, polypeptit huntingtin hoic manh cua chung 1a polypeptit
huntingtin chirc nang hodc manh chirc ndng ciia chung. Theo mot s6 phuong 4n, axit
nucleic tri liéu ¢6 chira ARNi dugce dinh huéng vao huntingtin. Theo mot s6 phuong

an, ARNi 12 miARN.

Theo mot s khia canh, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri bénh Parkinson
& ca thé bao gdbm budc sir dung lugng hitu hiéu hop phin c6 chira hat virut két hop
adeno tai t6 hop (rAAV) cho thé van cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit
rAAV c¢o6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin &
mot hodc nhidu vi trf ma tuong tic v6i heparan sulfat proteoglycan hodc & mt hodc
nhiéu vi tri twong Ung véi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh )
theo cach déanh s VP1 cua AAV2, va b) vecto rAAV ¢6 chira axit nucleic khac loai
va it nhét 12 mot doan lip cudi AAV. Theo mot sb phuong an, axit nucleic khéac loai
ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot sd phuong 4n,
polypeptit tri liéu 12 TH, GTPCII, GDNF, BDNF, va/hodc AADC; hodc manh cua
chung. Theo mdt s6 phurong an, polypeptit tri liéu 1a AADC hodc manh cia ching.

Theo mot s6 phuong 4n cla cdc khia canh va cac phuong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai duge bidu hién & muc do biéu hién ting 1én, khi so v6i mirc do biéu
hién cua axit nucleic khac loai ciia hat rAAV c6 chira capsit rAAV tham chiéu. Theo
mot s6 phuong an, hat rAAV lam gidm viém than kinh, khi so v&i hat rAAV c6 chira
capsit rAAV tham chiéu. Theo mdt s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chita capsit AAV typ
huyét thanh 2 (AAV2). Theo mdt s6 phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
lam giam sy lién két cua hat rAAV véi heparan sulfat proteoglycan. Theo mot 56
phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1am giam sy lién két cia hat rAAV
vao heparan sulfat proteoglycan, khi so véi sy lién két cia hat rAAV c6 chia capsit
rAAV tham chiéu vao heparan sulfat proteoglycan. Theo mét sd phuong 4n, mot hozic
nhiéu su thay thé axit amin lam gidm sy lién két cua hat rAAV véi heparan sulfat
proteoglycan bang tir khoang it nhét 1& 10%, khoang it nhat 1a 25%, khoang it nhét 13
50%, khoang it nhat 1a 75%, hodc khoang it nhét 13 100%. Theo mdt sd phuong 4n,
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mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam giam su lién két cta hat rAAV vao heparan
sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nhit 1a 25%, khoang it
nhét 1a 50%, khoang it nhat 1a 75%, hodc khoang it nhét 14 100%, khi so v&i sy lién
két clia hat rAAV c6 chira capsit tham chiéu vao heparan sulfat proteoglycan. Theo
mot sb phuong an, capsit TAAV tham chiéu c¢6 chira capsit hodc protein capsit TAAV
kiéu dai. Theo mot s phuong 4n, capsit rAAV tham chiéu c6 chira capsit hoic
protein capsit rAAV ma thiéu mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodic nhiéu

vi tri ma tuong tac véi heparan sulfat proteoglycan.

Theo mot sd phuwong 4n ctia cdc khia canh va cac phuong 4an néu trén, hat
rAAV dugce chuyén biang cich chuyén huéng dich. Theo mdt sd phuong 4n, hat
rAAV duoc chuyén bing cach chuyén ting cuong d6i luu. Theo mot sé phuong an,
hat rAAV dugc st dung bing cach sir dung hé théng chuyén CED. Theo mét sb
phuong an, éng thong do 1a 6ng thong do chéng hdi luu hodc dng thong do timg bac.
Theo mot sé phuong 4n, hé théng chuyén CED c6 chira éng thong do va/hodc bom.
Theo mot sd phuong 4n, hat rAAV dugc st dung bang cach st dung hé thdng chuyén
CED. Theo mdt sb phuong 4n, bom 1a bom vén hanh bing tay. Theo mot sd phuong

4n, bom 1a bom thAm thau. Theo mot s& phuong an, bom 1a bom truyén.

Theo mdt s6 phuong 4n cla céc khia canh va cac phuong an néu trén, heparan
sulfat proteoglycan dugc bidu hién trén mot hodc nhiéu té bao cia CNS. Theo mot s6
phuong 4n, mot hodc nhidu té bao ctia CNS 14 té bao than kinh dém it gai, t& bao hinh
sao, noron, té bao nhu mé ndo, t& bao than kinh dém, té bao 6ng ndi tiy, va/hodc té
bao Purkinje. Theo mét sb phwong én, heparan sulfat proteoglycan dugc biéu hién

trén noron.

Theo mdt s6 phuong én cua cac khia canh va cdc phuong 4n néu trén, axit
nucleic khac loai duge biéu hién & mdt hodc nhicu t€ bao cia CNS. Theo mot s6
phuong an, mot hogc nhiéu t€ bao ciia CNS la té bao than kinh dém it gai, t€ bao hinh

$a0, noron, té bao nhu mod ndo, t&€ bao than kinh dém, té bao ong ndi tiy, va/hodc t&
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bao Purkinje. Theo mdt so phuong an, axit nucleic khéc loai dugc bi€u hién ¢ noron.

Theo mot s6 phwong an, axit nucleic khéac loai dugc bi€u hién chuyén biét & noron.

Theo mot s6 phuong 4n ctia cac khia canh va cac phuong an néu trén, mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin 1 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo
cach ddnh s VP1 cia AAV2. Theo mot s6 phuong 4n, danh s§ theo cach danh sb
VP1 ciia AAV?2 ¢b chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chta sy thay thé cua géc axit
amin tich dién duong bang gdc axit amin khong tich dién dwong. Theo mét 56
phuong 4n, gbc axit amin tich dién duong dugc thé bang gbc axit amin ky nudc.
Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chura su thay thé
cua géc arginin hodc lysin. Theo mot ) phuong 4n, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit
amin c6 chira sy thay thé ciia gbc arginin hodc lysin bing gbc alanin. Theo mot 56
phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri R347,
R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585 va/hodc R588,
danh sb theo cach danh s VP1 cia AAV2. Theo mot s6 phuong an, mot hodc nhiéu
sy thay thé axit amin ¢6 chta sy thay thé & vi trf R484, R487, K527, K532, R585
va/hodc R588, danh sb theo cach danh s VP1 ctia AAV2. Theo mét s6 phuong 4n,
hat rAAV ¢6 chira mot hodc nhiéu protein capsit rAAV ¢6 do tuong déng trinh ty it
nhét 1a khoang 90%, it nhét la khoang 91%, it nhét 1a khoang 92%, it nhat 1a khoang
93%. it nhét 1a khodng 94%, it nhét 1a khoang 95%, it nhit 1a khoang 96%, it nhat 1a
khoang 97%, it nhat 1a khoang 98%, it nhét 12 khoang 99%, hodc 100% so véi cac
SEQ ID NO:2, 4 va/hoac 6. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin c6 chtra su thay thé R347A, R350A, K390A, K395A, R448A, R451A, R484A,
R487A, K527A, K532A, R585A va/hodic R588A, danh s theo cach danh s VP1 cla
AAV?2. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua su
thay thé & vi tri R484 va R487 hodic & céc vi tri RS85 va R588, dénh s theo cach
danh sé VP1 ctia AAV2. Theo mdt sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin c6 chra su thay thé R484A va R487A hoic su thay thé R585A va R588A, danh

sé theo cach danh sb VP1 cia AAV2. Theo mdt sb phuong an, capsit AAV ¢6 chira
32



52202 33/254

su thay thé axit amin R585A va R588A, danh sb theo cach danh s VP1 clia AAV2.
Theo mot ) phuong an, capsit AAV c6 chira su thay thé axit amin K532A, danh sb
theo cach danh sb VP1 cua AAV?2.

Theo mot sé phuong 4n clia cac khia canh va cac phuong an néu trén, mot hodc
nhidu sy thay thé axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, dénh sé theo
céch danh sé VP1 ctia AAVrh8R. Theo mét s phuong 4n, hat AAV theo sang ché
c6 chira capsit c6 mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, hoic
533, danh s6 theo cach danh s& VP1 cia AAVrh8R. Theo mot s6 phuong an, danh $6
theo cach danh s VP1 cia AAVrh8R c6 chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:9. Theo mét s6 phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay
thé cua gbc axit amin tich dién duong bing gbc axit amin khong tich dién duong.
Theo mot s& phuong 4n, gbe axit amin tich dién duong duoc thé bang gdc axit amin
ky nudGe. Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chira sy
thay thé ctia gbc arginin hogc lysin. Theo cac phuong 4n khéc nita, mot hodc nhiéu sy
thay thé axit amin c6 chura sy thay thé cua gbc arginin hodc lysin bang gbc alanin.
Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua su thay thé
ctia gbe axit amin khong tich dién duong bang gbc axit amin tich dién duong. Theo
mot s6 phuong 4n, gbc axit amin ky nudc duoc thé bang gdc axit amin tich dién
duong. Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su
thay thé ciia gdc alanin. Theo cdc phuong 4n khéac nita, mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin ¢6 chua sy thay thé cta géq alanin déi v6i gbc arginin hogc lysin. Theo mot
s6 phuong an, su thay thé axit amin 13 & vi tri 485, 488, 528, 533, hoiic 589, dénh sb
theo céch danh s& VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sé phuong 4n, danh s6 theo cach
danh sd VP1 ctia AAVrh8R c¢6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo
mot sb phuong an, su thay thé axit amin c6 chua su thay thé & vi tri R485, R488,
R533, hoic T589, danh sé theo cach danh s6 VPI ctia AAVrh8R. Theo mdt s
phuong an, hat rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:11. Theo
mot sb phuong 4n, hat rAAV c6 chira mdt hodc nhiéu protein capsit rAAV c6 do

twongddng trinh ty it nhat 1a khodng 90%, it nhét 12 khoang 91%, it nhat 1 khoang
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92%, it nhat 1a khodng 93%, it nhat 1a khoang 94%, it nhét 1a khoang 95%, it nhét 1a
khoang 96%, it nhit 1a khoang 97%, it nhat 13 khoang 98%, it nhét 1a khoang 99%,
hoac 100% so v&i SEQ ID NO:11. Theo mot s6 phuong 4n, su thay thé mot axit amin
c6 chira sy thay thé R533A, danh sb theo cich ddnh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo mot
sO phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira capsit AAV1, capsit AAV2, capsit AAV3, capsit
AAVG6, capsit AAVS, capsit AAVTh8R, capsit AAV9, hodc capsit AAVrh10.

Theo mét s phuong 4n cta céc khia canh va cac phuong 4n néu trén, axit
nucleic khéc loai chiu sw kiém soat cia trinh tu khéi ddu ma dwgc biéu hién & mot
hodc nhiéu té bao cia CNS. Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai chiu sy
kiém soat cta trinh ty khéi dau duge chon tir nhém gdm c6 ving khéi dau rat sém
virut cy bao (CMV), LTR RSV, LTR MoMLYV, vung khéi dau phosphoglyxerat
kinaza- 1 (PGK), ving khoi ddu virut khi 40 (SV40), ving khéi dau CK6, ving khéi
dau transthyretin (TTR), vung khoi dau TK, ving khéi ddu dép tmg tetraxyclin
(TRE), ving khéi ddu HBV, ving khoi ddu hAAT, ving khéi dau LSP, ving khéi
dau dic hiéu gan kham (LSP), vang khdi diu E2F, ving khéi ddu telomeraza
(hTERT); viing khéi dau viing ting cudng virut cy bao/beta-actin & ga/B-globin & tho
(CAG), vung khéi dau yéu td kéo dai l-alpha (EFl-alpha), vung khoi dau p-
glucuronidaza ¢ nguoi, vung khoi dau B-actin & ga (CBA), ving khai dau LTR virut
gay ung thu md lién két Rous phién ma nguge (RSV), ving khéi dau dihydrofolat
reductaza, va vung khai dAu 13-actin. Theo mot sb phuong én, axit nucleic khéc loai
duoc lién két c6 diéu khién v6i ving khéi dau thich hop dé biéu hién cua polypeptit
tri liéu hodc axit nucleic tri liéu & mot hoac nhidu té bao cua CNS. Theo mdt sb
phuong 4n, mot hoac nhiéu té bao cia CNS c6 chtra mdt hodc nhiéu té bao cta ndo.
Theo mét sé phuong 4n, mot hodc nhiéu té bao ciia CNS 1a té bao than kinh dém it
gai, té bao hinh sao, noron, té bao nhu mo ndo, té bao than kinh dém, té bao 6ng ndi

tiy, va/hodc t€ bao Purkinje. Theo mdt sd phurong 4n, t€ bao ctia ndo la noron.

Theo mot sO phuong an cua cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, vecto

rAAV la vecto rAAV tu bo sung. Theo mot sd phuong 4n, vecto ¢6 chira trinh ty axit
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nucleic thir nht ma héa cho axit nucleic khac loai va trinh tu axit nucleic thir hai ma
hoéa cho trinh tu bd sung cua axit nucleic, trong d6 trinh ty axit nucleic thir nhit c6 thé
tao thanh cac cip bazo trong cling mdt sgi véi trinh tur axit nucleic thi hai doc theo
gén hét hodic toan bd chiéu dai cia né. Theo mot ) phuong 4n, trinh ty axit nucleic
thir nhét va trinh tu axit nucleic thi hai duoc lién két bang ITR AAV dot bién, trong
d6 ITR AAV dot bién c6 chira dot bién lam khuyét ciia ving D va c6 chira dot bién

cuda trinh ty phan giai cuoi.

Theo mot s6 phuong 4n ctia cac khia canh va cdc phuong 4n néu trén, ca thé 1a
nguol.

Theo mot s6 khia canh, sang ché dé xudt b kit dé st dung trong phuong 4n bt
ky trong sb céc phuong 4n néu trén, c¢6 chira hat virut két hop adeno tai to hop
(rAAV), trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit rAAV c6 chira protein capsit TAAV ¢6
chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hoic nhiéu vi tri ma tuong tac vaoi
heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hoac nhiéu vi tri twong Ung véi cac axit amin
484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach danh sé VP1 ctia AAV2, va b)
vecto rAAV c6 chira axit nucleic khac loai va it nhat 12 mot doan 1ap cudi dao nguoc
AAV. Theo mot sb khia canh, sang ché d& xuét bo kit dé chuyén axit nucleic khac
loai vao hé than kinh trung wong (CNS) cla cé thé ¢ chira hop phan c6 chira hat
virut két hop adeno tai to hop (rAAV), trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit rAAV ¢6
chira protein capsit rAAV c6 chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc
nhiéu vi tri ma tuong tac v6i heparan sulfat proteoglycan, va b) vecto rAAV c¢6 chia
axit nucleic khac loai va it nhat 1a mot doan lap cudi dao ngugc AAV. Theo mot sb
khia canh, sang ché dé xuét bo kit dé diéu tri rdi loan hé than kinh trung wong (CNS)
& ¢4 thé c6 chira hop phéan c6 chira hat virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV), trong
d6 hat rAAV c¢6 chira a) capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV ¢6 chira mdt hodc
nhiéu su thay thé axit amin & mot hogc nhiéu vi trf ma tuwong tac véi heparan sulfat
proteoglycan, va b) vecto rAAV cé chira axit nucleic khac loai dé diéu tri rdi loan

CNS va it nhat 1a mot doan lap cudi dao ngugc AAV.
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Theo mdt s6 phuong 4n clia cic khia canh va céc phuong 4n néu trén, rdi loan
CNS la bénh Huntington. Theo mdt s6 phuwong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho
polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot s& phuong 4n, polypeptit tri liéu
la polypeptit huntingtin hoac manh cda chung. Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit
huntingtin hodc manh cua ching 1a polypeptit huntingtin chirc ndng hodc manh chirc
nang cua ching. Theo mot ) phuong an, axit nucleic tri liéu c6 chira ARNi duoc
dinh huéng vao huntingtin. Theo mot sd phuong 4n, ARNi 1a miARN. Theo mot 50
phuong an, rdi loan CNS 1a bénh Parkinson. Theo mdt sd phuong 4n, axit nucleic
khac loai ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Theo mot s6 phuong
an, polypeptit tri liéu 1a TH, GTPCII, GDNF, BDNF, vd/hodc AADC; hodc ménh cuia
ching. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit tri liéu [a AADC hodc manh cua chung.

Theo mdt sb khia canh, sang ché dé xuét hat virut két hop adeno téi td hop
(rAAV) dé sir dung trong phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén. Theo
mot s6 khia canh, sang ché dé xuat hat virut két hop adeno tai to hop (rAAV) dé
chuyén axit nucleic khac loai vao hé than kinh trung wong (CNS) cua c4 thé, trong d6
hat rAAV ¢6 chira a) capsit rAAV ¢ chira protein capsit rAAV ¢6 chira mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin & mot hoic nhiéu vi tri ma tuwong tac voi heparan sulfat
proteoglycan hodc & mot hodc nhiéu vi tri twong g va&i cac axit amin 484, 487, 527,
532, 585 hodc 588, danh s theo cach danh sé VP1 ctia AAV2, va b) vecto rAAV c6
chtra axit nucleic khac loai va it nhét 12 mot doan lap cudi dao ngugoc AAV. Theo mdt
s6 khia canh, sang ché dé xuét hat virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV) dé diéu tri
rdi loan cua hé than kinh trung wong (CNS) cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a)
capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV cé chira mot hodc nhiu sy thay thé axit
amin & mot hodc nhiéu vi trf ma tuong tic véi heparan sulfat proteoglycan hodc &
mot hodc nhiéu vi tri tuong Umg véi cic axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hoidc 588,
danh s theo cach déanh sé VP1 ctia AAV2, va b) vecto rAAV c6 chira axit nucleic
khac loai va it nhét 12 mot doan 1ap cudi AAV. Theo mot s6 khia canh, sang ché @
xuét hat virut két hop adeno tai to hop (rAAV) dé diéu tri bénh Huntington & c4 thé,

trong d6 hat rAAV ¢6 chia a) capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV ¢6 chira mot
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hoac nhiéu sy thay thé axit amin & mét hoic nhiéu vi tri ma tuong tac v41 heparan
sulfat proteoglycan hodc & mot hodc nhiéu vi tri twong tmg vé&i cac axit amin 484,
487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s theo cach danh s6 VP1 ctia AAV2, va b) vecto
rAAV ¢c6 chira axit nucleic khac loai va it nhét 13 mot doan lip cubi AAV, trong d6
hat rAAV duogc tao ché phém dé chuyén vao thé van. Theo mot sb khia canh, sang
ché d& xuat hat virut két hop adeno t4i t6 hop (rAAV) dé diéu tri bénh Parkinson & c4
thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV c¢6 chira
mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mdt hoic nhiéu vi trf ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan hoac & mot hodc nhiéu vi tri twong ng véi cac axit amin
484,487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach danh sd VP1 ciia AAV2, va b)
vectoA rAAV c6 chira axit nucleic khac loai va it nhit 13 mot doan lip cubi AAV,
trong do hat rAAV dugc tao ché phém dé chuyén vao thé van. Theo mot sd khia
canh, sang ché dé xuét hat virut két hop adeno tai td hop (rAAYV) dé diéu tri bénh
Huntington & cé thé, trong d6 hat TAAV ¢ chua a) capsit TAAV c6 chira protein
capsit rAAV c6 chira mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi trf ma
twong tac voi heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hoac nhiéu vi tri trong g véi
céc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hoiic 588, danh s6 theo cach dénh sé VP1 cia
AAV?2, va b) vecto rAAV c¢6 chira axit nucleic khac loai va it nhéit 14 mot doan 1ap
cudi AAV, trong do6 hat rAAV duogc tao ché phém dé chuyén vi tri don 1&é (vi du, vao
CNS cua ca thé). Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét hat virut két hop adeno tai
to hop (rAAV) dé diéu tri bénh Parkinson & c4 thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a)
capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV ¢6 chira mt hodc nhiéu su thay thé axit
amin & modt hodc nhiéu vi tri ma tuwong tic v6i heparan sulfat proteoglycan hodc &
mot hoac nhiéu vi tri twong Ung vGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588,
dénh s6 theo cach danh s6 VP1 ciia AAV2, va b) vecto rAAV c6 chita axit nucleic
khéc loai va it nhat 1a mot doan ldp cudi AAV, trong d6 hat rAAV dugc tao ché phém

dé chuyén vi tri don 1& (vf du, vao CNS ctia ca thé).

Theo mdt sd phuong 4n cua cac khia canh va cic phuong dn néu trén, axit

nucleic khac loai dugc biéu hién & mirc do bicu hién tang 1én, khi so v6i mirc do bicu
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hién cua axit nucleic khéac loai cia hat rAAV c6 chira capsit rAAV tham chiéu. Theo
mot s6 phuong 4n, hat rAAV [am giam viém than kinh, khi so v&i hat rAAV c6 chira
capsit rAAV c¢o6 chira capsit tham chidu. Theo mot s& phwong 4n, hat rAAV ¢6 chira
capsit AAV typ huyét thanh 2 (AAV2). Theo mot s6 phuong 4n, mdt hogc nhidu su
thay thé axit amin lam gidm sy lién két cta hat rAAV véi heparan sulfat
proteoglycan. Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam
giam sy lién két ctia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan, khi so véi su lién két
cua hat TAAV c6 chira capsit rAAV tham chiéu vao heparan sulfat proteoglycan.
Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1am giam sy lién Kkét
cua hat rAAV véi heparan sulfat proteoglycan bing tir khoang it nhat 1 10%, khoang
it nhat 1a 25%, khoang it nhat 1a 50%, khoang it nhét 1a 75%, hogc khoang it nhét 1a
100%. Theo mdt sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 1am giam su
lién két ciia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 13 10%,
khoang it nhat 1a 25%, khoang it nhat 1a 50%, khoang it nhat 1a 75%, hogc khoang it
nhét 12 100%, khi so v&i su lién két ctia hat rAAV ¢6 chira capsit tham chiéu vao
heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s6 phuong 4n, capsit rAAV tham chiéu c6
chtra capsit hodc protein capsit rAAV kiéu dai. Theo mdt s6 phuong 4n, capsit rAAV
tham chiéu c6 chira capsit hodc protein capsit rAAV ma thiéu mot hodc nhiéu sy thay

thé axit amin & mot hodic nhiéu vi tri ma twong tac v6i heparan sulfat proteoglycan.

Theo mot s6 phuong 4n cla céc khia canh va cac phuong 4n néu trén, heparan
sulfat proteoglycan duoc biéu hién trén mot hodc nhiéu té bao cia CNS. Theo mot s6
phuong an, mot hoc nhidu té bao ciia CNS 1a té bao than kinh dém it gai, t€ bao hinh
sao, noron, té bao nhu mod ndo, té bao than kinh dém, té bao 6ng ndi tuy, va/hodc té
bao Purkinje. Theo mot s phuong 4n, heparan sulfat proteoglycan dugc biéu hién

trén noron.

Theo mdt so phuong 4n cua cac khia canh va cdc phuong 4n né€u trén, axit
nucleic khac loai duoc biéu hién & mot hodc nhiéu té bao cia CNS. Theo mdt s6

phuong an, mot hodc nhidu té bao ctia CNS 1a té bao than kinh dém it gai, t€ bao hinh
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820, noron, t€ bao nhu mo ndo, té bao than kinh dém, té bao Ong ndi tiy, va/hodc t&
bao Purkinje. Theo mdt so phuong an, axit nucleic khac loai dugc bi€u hién ¢ noron.

Theo mot sé phuong an, axit nucleic khac loai dugc bi€u hién chuyén biét & noron.

Theo mét sé phuong an ctia cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin 12 & vi tri 484, 487, 527, 532, 585 hoc 588, danh s theo
cach danh s VP1 cia AAV2. Theo mot s6 phuong &n, mdt hodc nhiéu sy thay thé
axit amin ¢6 chtra su thay thé ctia gdc axit amin tich dién duong bing gdc axit amin
khong tich dién duong. Theo mot s& phuong an, gbc axit amin tich dién duong dugc
thé bang gdc axit amin ky nuéc. Theo mot s& phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé
axit amin ¢6 chira su thay thé cia gdc arginin hodc lysin. Theo mot sd phuong 4n,
mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chta su thay thé cua géc arginin hodc lysin
béng géc alanin. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c¢6
chira su thay thé & vi tri R347, R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527,
K532, R585 va/hodc R588, danh sb theo cach danh s6 VP1 ciia AAV2. Theo mot sb
phuong an, mdt hoac nhiéu su thay.thé axit amin cé chira sy thay thé & vi tri R484,
R487, K527, K532, R585 va/hoic R588, danh sb theo cach dénh s6 VP1 clia AAV2.
Theo mdt sd phuong 4an, hat rAAV c6 chia hat rAAV ¢6 chira m0t hodc nhiéu
protein capsit rAAV ¢6 do tuong dong trinh tu it nhét 14 khoang 90%, it nhat 1a
khoang 91%, it nhét 1a khoang 92%, it nhit 1 khoang 93%, it nhat 1a khoang 94%, it
nhat 1a khoang 95%, it nhét 1a khoang 96%, it nhat 14 khoang 97%, it nhat la khoang
98%. it nhat 1a khoang 99%, hodc 100% so vai cac SEQ ID NO:2, 4 va/hodc 6. Theo
mot ) phuong an, mt hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé R347A,
R350A, K390A, K395A, R448A, R451A, R484A, R487A, K527A, K532A, R585A
va/hodc R588A, danh sb theo cach dénh s& VP1 ctia AAV2. Theo mot s& phuwong 4n,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R484 va R487 hoic
& cac vi tri R585 va R588, danh s6 theo cach danh sb VP1 cia AAV2. Theo mdt sd
phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chtra sy thay thé R484A va
R487A hodc su thay thé R585A va R588A, danh sb theo cach dénh sé VP1 cua

AAV2. Theo mdt s6 phuong 4n, capsit AAV c6 chua sy thay thé axit amin RS85A va
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R588A, danh sb theo cach danh s6 VP1 cua AAV2. Theo mit sb phuong 4n, capsit
AAV c6 chira sy thay thé axit amin K532A, danh sb theo cach danh s6 VP1 cua
AAV2. Theo mdt sd phuong 4n, hat rAAV c6 chira capsit AAV1, capsit AAV2,
capsit AAV3, capsit AAV6, capsit AAVS, capsit AAVrh8R, capsit AAV9, hodc
capsit AAVrh10.

Theo mdt sb phuong an cta cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, mot hodc
nhidu su thay thé axit amin 12 & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, dénh s theo
cach danh s6 VPI ctia AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, danh sb theo cach danh
s& VP1 cua AAVrh8R co chra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mot
s6 phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chtra sy thay thé cua gde axit
amin tich dién duong bing gdc axit amin khong tich dién duong. Theo mot 56
phuong 4an, gbc axit amin tich dién duong dugc thé bang gdc axit amin ky nuéc.
Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra su thay thé
ctia gdc arginin hogc lysin. Theo cac phuong an khac nita, mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin c6 chira su thay thé cia gbc arginin hodc lysin bang gdc alanin. Theo céc
phuong 4n khéc, mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé cua gbc
axit amin khong tich dién duong bing gbc axit amin tich dién duong. Theo mot 56
phuong an, gbc axit amin ky nuéc dugce thé bang gbc axit amin tich dién dwong.
Theo cac phuong an khac, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chta su thay thé
ctia gbe alanin. Theo cac phuong dn khac nira, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin
¢6 chura sy thay thé ciia gbc arginin hogc lysin bing gbc alanin. Theo mdt s6 phuong
an, su thay thé axit amin 1a & vi tri 485, 488, 528, 533, hodc 589, danh sb theo cach
ddnh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, danh s6 theo cach danh sb
VP1 cia AAVrh8R cé chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt s6
phuong an, su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R485, R488, R533, hoic
T589, danh s6 theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh8R. Theo mot sb phuong éan, hat
rAAV c6 chtra protein capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:11. Theo m{t s& phuong
an, hat rAAV c6 chira mot hodc nhiéu protein capsit rAAV c6 do tu:()'ngdéng trinh tu

it nhat 1a khoang 90%, it nht 1a khoang 91%, it nhét 1a khoang 92%, it nhét 1a
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khodng 93%, it nhat 1 khoang 94%, it nhét 1a khoang 95%, it nhit 1a khoang 96%, it
nhét 1a khoang 97%, it nhét 1a khoang 98%, it nhét 1 khoang 99%, hoic 100% so véi
SEQ ID NO:11. Theo mdt s6 phuong 4n, su thay thé mot axit amin c6 chira su thay
thé R533A, déanh sb theo cach dénh sb VP1 clia AAVrh8R.

Theo mot sb phuong 4n cuia cdc khia canh va cc phwong 4n néu trén, axit
nucleic khéc loai chiu sy kiém soat cta trinh tu khéi dau ma duogc biéu hién & mot
hozc nhiéu t& bao cua CNS. Theo mot ) phuong 4n, axit nucleic khac loai chiu sy
kiém sodt cua trinh tu khéi dau duoc chon tir nhom gém c6 vung khai dau rat sém
virut cu bao (CMV), LTR RSV, LTR MoMLYV, ving khéi ddu phosphoglyxerat
kinaza- 1 (PGK), ving khéi diu virut khi 40 (SV40), ving khdi ddu CK6, ving khéi
dau transthyretin (TTR), ving khoi dau TK, ving khoi dau dap tng tetraxyclin
(TRE), ving khoi ddu HBV, ving khoi ddu hAAT, ving khéi dau LSP, ving khéi
dau dac hiéu gan kham (LSP), vung khéi ddu E2F, ving khéi du telomeraza
(hTERT); ving khéi dau ving ting cudng virut cu bao/beta-actin & ga/p-globin & tho
(CAG), ving khoi dau yéu td kéo dai l-alpha (EFl-alpha), ving khoi ddu -
glucuronidaza ¢ nguoi, vung khoi dau B-actin & ga (CBA), viung khéi dau LTR virut
gay ung thu mo lién két Rous phién ma nguoc (RSV), viang khoi dau dihydrofolat
reductaza, va vung khai dAu 13-actin. Theo mot ) phuong én, axit nucleic khéc loai
duoc lién két co didu khién v6i ving khéi dau thich hop dé biéu hién cua polypeptit
tri liéu hodc axit nucleic tri li€u & mot hodc nhiéu t& bao ctia CNS. Theo mét sb
phuong dn, mdt hodc nhidu té bao ctia CNS c6 chira mot hodc nhiéu té bao ciia ndo.
Theo mdt sb phuong an, mot hodc nhidu té bao cta CNS 1a té bao th._'?ln kinh dém it
gai, té bao hinh sao, noron, té bao nhu mo nio, té bao than kinh dém, té bao 6ng noi
tay, va/hodc té bao Purkinje.

Theo mot sé phuong 4n cla cac khia canh va cac phuong an néu trén, vecto
rAAV 1a vecto rAAV ty bd sung. Theo mot s6 phuong 4n, vecto ¢6 chira trinh ty axit

nucleic the nhat ma hoa cho axit nucleic khac loai va trinh tu axit nucleic thir hai ma

héa cho trinh ty bd sung cua axit nucleic, trong do trinh tu axit nucleic thir nhét c6 thé
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tao thanh cac cdp bazo trong cung mot s¢i v6i trinh tu axit nucleic thir hai doc theo
gan hét hodc toan bd chidu dai cta n6. Theo mot s phuong an, trinh tur axit nucleic
ther nhat va trinh tu axit nucleic thr hai duge lién két b'flng ITR AAV dot bién, trong
do ITR AAV dot bién c6 chtra dot bién 1am khuyét ciia ving D va ¢ chira dot bién

cua trinh ty phan giai cudu.

Theo mot s& phuong 4n cia cac khia canh va cac phuong 4n néu trén, ca thé 1a
nguoi.

Theo mot sb phuong an clia cac khia canh va cdc phuong 4n néu trén, hat
rAAV & trong hop phan. Theo mot s6 phuong 4n, hop phan c6 chua chat dém
va/hoic ta dugc duge dung. Theo mot sb phuong an, b kit hodc hat rAAV con chira
huéng dan dé chuyén hop phan cta hat rAAV vao CNS. Theo mot sd phuong 4n, bd
kit hodc hat rAAV con chira huéng din dé chuyén hop phén ciia hat rAAV vao thé

van.

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuat hat rAAV c6 chira protein capsit
AAVTh8R, trong do6 protein capsit AAVrh8R c6 chira mot hoac nhiéu sy thay thé axit
amin, trong dé mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin ndy lam ting su lién két cua hat
rAAV vao heparan sulfat proteoglycan so véi hat AAV ¢6 chira protein capsit
AAVTh8R kiéu dai, hodc trong d6 mot hozic nhiéu su thay thé axit amin 12 & mot hoic
nhidu vi trf twong g voi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hogc 588, danh sé
theo cach danh s6 VP1 cia AAV2. Theo mot sb phuong dn, mdt hodc nhiéu su thay
thé axit amin lam tang sy lién két ctia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan
bing tir khodng it nhit 1a 10%, khoang it nhit 1a 25%, khoang it nhat 1a 50%, khoang
it nhét 1a 75%, hoac khoang it nhét 1a 100%. Theo mot sb phuong an, su thay thé axit
amin 13 & vi tri 586, dénh s6 theo céch dénh s6 VP1 ciia AAVrh8R. Theo mot sb
phuong an, danh sb theo cich dénh s6 VP1 ciia AAVrh8R c6 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:9. Theo mot s6 phuong 4n, su thay thé axit amin c6 chia su
thay thé & vi trf A586, dénh sb theo cach danh s VP1 ctia AAVrh8R. Theo mét sb
phuong an, sy thay thé axit amin c6 chtra su thay thé A586R hodc A586K, danh s
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theo cach danh s6 VPI ciia AAVrh8R. Theo mot ) phuong an, hat rAAV c6 chira
protein capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:10.

Theo mdt s6 khia canh, sang ché dé xuat phuong phap 1am ting sy lién két cua
hat rAAV ¢6 chira protein capsit AAVrh8R véi heparan sulfat proteoglycan, bao gbm
budc dua mot hode nhiéu su thay thé axit amin vao protein capsit, trong d6 mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin nay lam ting sy lién két cuia hat rAAV vao heparan sulfat
proteoglycan so v4i hat AAV ¢6 chira protein capsit AAVrh8R kiéu dai. Theo mdt sb
phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam ting sy lién két cia hat rAAV
vao heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nhat 13
25%, khoang it nhét 1a 50%, khoang it nhét 13 75%, hoic khoang it nhat 1a 100%.
Theo mot sb phuong an, su thay thé axit amin 13 & vi trf 586, danh sd theo cach danh
s VP1 cua AAVrh8R. Theo mdt sb phuong 4n, danh sb theo cach danh sb VP1 cua
AAVTh8R co6 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt sd phuong
an, su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri A586, danh s6 theo cach danh sb
VP1 ciia AAVrh8R. Theo mdt sé phuong én, sy thay thé axit amin c6 chira su thay
thé A586R hoic A586K, danh s6 theo cach danh s& VP1 cua AAVrh8R. Theo mot
s6 phuong 4n, hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV néu trong SEQ ID NO:10.

Theo mdt sb khia canh, sang ché dé xudt phuong phép dé chuyén axit nucleic
khac loai vao vOong mac cua ca thé bao gém budc sir dung trong thiy tinh thé hat
virut két hop adeno tai to hop (rAAV) vao cé thé, trong d6 hat rAAV ¢6 chira a)
capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin & mot hodc nhiéu vi trf ma twong tac v4i heparan sulfat proteoglycan hodc &
mot hoac nhiéu vi tri twong tng vGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588,
dénh sd theo cach danh s6 VPI ctia AAV2, va b) vecto rAAV c¢6 chira axit nucleic
khac loai va it nhat 12 mot doan lap cudi dao nguoc AAV. Theo mot sb khia canh,
séhg ché dé xuat phuong phép cai thién sy chuyén nap rAAV cua té bao sau khi tiém
noi thiy tinh thé dé chuyén hat rAAV vao mét cia c4 thé so v6i sy chuyén nap ciia té

bao bing rAAV c¢6 chira capsit kiéu dai, phuong phap nay bao gbém buéde két hop mot
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hodc nhiéu su thay thé axit amin & protein capsit AAV & mot hodc nhiéu vi tri ma
tuong tac véi heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hodc nhiéu vi trf tuong ng véi
céc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, d4nh sb theo cach ddnh s6 VP1 cua
AAV2; trong d6 hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV va vecto rAAV ¢6 chira axit
nucleic khac loai va it nhit 1a mot doan 13p cudi AAV. Theo mot sb khia canh, sang
ché d& xuét phuong phap cai thién sy biéu hién cia axit nucleic khéc loai sau khi
chuyén trong thuy tinh thé hat rAAV vao mét cua ca thé, phuong phéap nay bao gdm
bude két hop mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & protein capsit AAV & mdt hozic
nhiéu vi tri ma twong tac v&i heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hodc nhiéu vi trf
twong Ung voi cdc axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo cach
dénh s6 VP1 cua AAV2; trong d6 hat rAAV c¢6 chira protein capsit rAAV va vecto
rAAV cé chtra axit nucleic khac loai va it nhét 12 mét doan 1ap cudi AAV. Theo mét
s6 khia canh, sang ché d& xuat phuong phép diéu tri rdi loan & mat & c4 thé bao gém
bugc chuyén trong thiy tinh thé hop phén c6 chira hat rAAV vao vdng mac cua cé
thé, trong d6 hat rAAV c¢6 chita a) capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV c6 chira
mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mdt hodc nhiéu vi trf ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hoac nhiéu vi tri twrong Ung véi cac axit amin
484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cich danh s6 VP1 ciia AAV2, va b)
vecto TAAV ¢6 chira axit nucleic khéac loai va it nhit 14 mot doan ldp cudi AAV.
Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét hé thong dé chuyén trong thiy tinh thévecto
vao mit cua cé thé, c¢6 chira a) hop phén c6 chira lugng hitu hiéu cia hat rAAV, trong
do i) protein capsit cua hat rAAV ¢6 chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot
hodc nhiéu vi tri ma twong tac véi heparan sulfat proteoglycan hodc & mot hodc nhiéu
vi tri twong Ung v&i cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, va i1) vecto co
chtra axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri li¢u hodc ARN tri liéu va it nhét
la mot doan lp cudi AAV; va b) dung cu dé chuyén trong thuy tinh thé rAAV. Theo
mot sd phuong 4n, hat rAAV c6 chira capsit AAV typ huyét thanhrh8R, AAVI,
AAV6, AAVS, AAV9, hodc AAVrh10. Theo mot sb khia canh, séng ché dé xuit bd
kit dé diéu trj rbi loan & mét c6 chira a) hop phén cd chira hat rAAV, trong dé hat
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rAAV c6 chira i) capsit rAAV c6 chita protein capsit rAAV c¢6 chira mt hoac nhiéu
su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tac v&i heparan sulfat
proteoglycan hodc & mdt hodc nhiéu vi trf twong tmg v6i c4c axit amin 484, 487, 527,
532. 585 hodc 588, danh sb theo cach danh s& VP1 ctia AAV2, va ii) vecto TAAV ¢6
chira axit nucleic khac loai dé diéu tri réi loan & mét va it nhét 1a mot doan 1ap cudi
dao ngugc AAV; va b) ta dugc thich hop dé dung trong thuy tinh thé. Theo mot sb
phuong 4n, hat rAAV c6 chira capsit AAVrh8R, AAV1, AAV6, AAVS, AAV9Y, hodc
AAVrh10. Theo mot sd khia canh, sang ché dé xuit hat rAAV ¢6 chira protein capsit
AAV1, trong do protein capsit AAV1 c¢6 chira mot hoéc nhiéu sy thay thé axit amin,
trong do6 mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin nay lam ting hiéu qua chuyén nap cia
hat rAAV vao té bao trong mét so véi hat AAV c6 chira protein capsit AAV1 kiéu
dai, hoac trong do6 mot hoac nhiéu su thay thé axit amin 1a & mot hoidc nhiéu Vi tri
twong Ung vG6i cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo céach
danh s& VP1 ctia AAV2. Theo mét sb khia canh, sang ché dé xuét hat rAAV c6 chira
protein capsit AAV6, trong d6 protein capsit AAV6 c6 chira mot hodc nhiéu sy thay
thé axit amin, trong d6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin nay lam ting hiéu qua
chuyén nap cia hat rAAV vao té bao trong mit so v6i hat AAV ¢6 chira kiéu dai
protein capsit AAV6, hodc trong d6 mot hoac nhiéu su thay thé axit amin 1a & mot
hodc nhiéu vi tri tuong Ung vGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh
s6 theo cach danh sé6 VP1 ctia AAV2. Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét hat
rAAV c6 chira protein capsit AAVS, trong do6 protein capsit AAV8 ¢6 chira mot hodc
nhiéu su thay thé axit amin, trong d6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin nay lam
tang hiéu qua chuyén nap cia hat rAAV vao té bao trong mit so v6i hat AAV ¢6
chia protein capsit AAVS kiéu dai, hoic trong d6 mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin la & mot hoac nhiéu vi tri tuong ing vaGi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585
hoac 588, danh s6 theo cach danh s6 VP1 cua AAV2. Theo mot sb khia canh, sang
ché dé xuit hat rAAV c6 chira protein capsit AAV9, trong d6 protein capsit AAV9 c6
chtta mdt hoac nhiéu sy thay thé axit amin, trong d6 mot hozic nhiéu su thay thé axit
amin nay lam tang hi€u qua chuyén nap cua hat rAAV vao té bao trong mét so v6i hat
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AAV c¢6 chua protein capsit AAV9 kiéu dai, hodc trong d6 mot hodc nhiéu sy thay
thé axit amin 1a & modt hodc nhiéu vi tri twong tmg véi cc axit amin 484, 487, 527,
532, 585 hodc 588, danh sb theo cich danh s6 VP1 ctia AAV2. Theo mot sb khia
canh, sang ché d& xudt hat rAAV c6 chira protein capsit AAVrh10, trong d6 protein
capsit AAVrth ¢6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin, trong d6 mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin nay lam tang hiéu qua chuyén nap cua hat rAAV vao té
bao trong mit so véi hat AAV c6 chira protein capsit AAVrh10 kiéu dai, hodc trong
d6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & mot hodic nhiéu vi tri tuong tmg véi cac
axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh s theo céch dénh s6 VP1 cia
AAV2. Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét hat rAAV c6 chira protein capsit
AAV3, trong do6 protein capsit AAV3 ¢ chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin &
mot hoac nhiéu vi tri tuong Gng voi cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588,
danh s theo cach danh s VP1 cia AAV2. Theo mét s6 phuong an, hat rAAV ¢6
chtra capsit AAV1, capsit AAV2, capsit AAV3, capsit AAV6, capsit AAVS, capsit
AAVTh8R, capsit AAV9, hodc capsit AAVrh10. Theo mot ) phuong an, hi€u qua
chuyén nap duoc tang 1én bing it nhét 1a khoang 10%, it nhat 12 khoang 25%, it nhét
la khoang 50%, it nhét 1a khoang 75%, hoic it nhét 14 khoang 100%.

Theo mét sé phuwong an, mot hogc nhiéu sy thay thé axit amin lam ting sy lién
két ctia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc
nhiu sy thay thé axit amin lam ting sy lién két cuia hat rAAV vao heparan sulfat
proteoglycan béng tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nht 1a 25%, khoang it nhat 1a
50%, khoang it nht 1a 75%, hodc khoang it nht 12 100%. Theo mot sd phuong én,
mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1am ting hiéu qua chuyén nap cua hat rAAV dbi
v6i té bao trong mét hodc hé than kinh trung wong, khi so véi hat AAV cé chua
protein capsit AAVrh8R kiéu dai, bang tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nhét 13
25%, khoang it nhat 1a 50%, khoang it nhét 1 75%, hogc khoang it nhét 1a 100%.
Theo mot sb phuong an, té bao cia mat 1a té bao vOng mac, té bao tiép nhan kich
thich dnh sang, té bao biéu mo séc tb vdng mac, té bao ludng cuc, té bao ngang, té

bao khong c6 s¢i nhanh, t& bao muller va/hoic té bao hach. Theo mot s6 phuong an,
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mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé cua géc axit amin khong
tich dién duong bang gbc axit amin tich dién duong. Theo mot sd phuong 4n, gbc
axit amin tich dién duong thay thé gdc axit amin ky nuéc. Theo mot s6 phwong 4n,
mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua su thay thé béng géc arginin hodc lysin.
Theo mot ) phuong an, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé
cua géc alanin, serin, glutamin, hoéc threonin béng géc arginin hodc lysin. Theo mot
s6 phuong 4n, hat rAAV c¢6 chira capsit AAV typ huyét thanh rh8R (AAVrh8R).
Theo mét sb phuong an, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin 1a & vi tri 586 va/hoic
589, dénh s theo cach danh s6 VP1 ciia AAVrh8R. Theo mot s& phuong 4n, danh sb
theo cach danh s VP1 ctia AAVrh8R c¢6 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:9. Theo mét sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chua su thay
thé & vi tri A586 va/hodc T589, dénh sé theo cach danh s& VP1 cia AAVThSR. Theo
mot s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé A586R
hoac A586K, danh s6 theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh8R. Theo mét sb phuong én,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé T589R hodc T589K, danh
sé theo cach danh sd VP1 cia AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, hat rtAAV ¢6 chira
capsit AAV typ huyét thanh 1 (AAV1). Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhiu su
thay thé axit amin 1a & vi tri 586 va/hoic 589, danh sb theo cach danh s& VP1 cua
AAV1. Theo mdot s6 phuong 4n, VP1 cia AAV1 ¢6 chia trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:12. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6
chira su thay thé & vi tri S586 va/hodc T589, danh sb theo cach danh s6 VPI cua
AAV1. Theo mot sb phuong &n, mgt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su
thay thé SS86R hodc S586K, dénh sb theo cach danh s& VP1 ciia AAV1. Theo mdt s
phuong an, mot hodc nhidu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé T589R hoic
T589K, danh s theo cach danh sé VP1 cua AAV1. Theo mot s phuong an, hat
rAAV cé chtra capsit AAV typ huyét thanh 6 (AAV6). Theo mot sd phwong an, mot
hoiic nhiéu su thay thé axit amin 1a & vi tri 586 va/hodc 589, dénh sé theo céch danh
s6 VPI cua AAV6. Theo mot sb phuong an, danh s6 theo cach danh s§ VP1 cua

AAV6 ¢6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:13.Theo mot s6 phuong 4n,
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mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri S586 va/hoidc T589,
danh sb theo cach dénh s VP1 ctia AAV6. Theo mot sb phuong é4n, mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé S586R, danh sb theo cach d4nh s6 VP1 cta
AAV6. Theo mdt sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chua sy
thay thé T589R hoic T589K, danh s theo cach dénh s§ VP1 clia AAV6. Theo mot
s6 phuong an, hat rAAV c6 chira capsit AAV typ huyét thanh 8 (AAVS). Theo mot
) phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri 588 va/hodc 591, danh
sb theo cach danh s6 VP1 cia AAVS. Theo mot sd phuong 4n, VP1 clia AAVS c6
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:14. Theo mdt $6 phuong an, mot hodc
nhiéu su thay thé axit amin c6 chua su thay thé & vi tri Q588 va/hodc T591, danh s6
theo cach danh s& VP1 cua AAVS. Theo mot ) phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay
thé axit amin ¢6 chura sy thay thé Q588R hoic Q588K, d4nh 36 theo cach danh s
VPI cia AAVS. Theo mét sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6
chua su thay thé T591R, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAVS. Theo mot sb
phuong an, hat rAAV c6 chua capsit AAV typ huyét thanh 9 (AAV9). Theo mot s6
phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri 586 va/hoidc 589, danh sb
theo cach ddnh sé VP1 ctia AAV9. Theo mot sé phuong an, VP1 ctia AAV9 c6 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:15. Theo mot s6 phuong é4n, mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri S586 va/hoic A589, danh sb theo
cach danh s VP1 cia AAV9. Theo mot ) phuong &n, mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin c6 chtra sy thay thé S586R hogc S586K, danh sb theo cach danh sb VP1
ctia AAVY. Theo mot s6 phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua sy
thay thé A589R hosdic A589K, d4nh sb theo cach dénh sé VP1 cia AAV9. Theo mot
s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira capsit AAV typ huyét thanh rh10 (AAVrh10). Theo
mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 1a & vi tri 588 va/hoic 591,
danh s6 theo cach danh s& VPI cia AAVrh10. Theo mot sd phuong 4n, VP1 clia
AAVrh10 ¢6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:16. Theo mdt sd phuong
4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri Q588 va/hoic
A591, danh sb theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh10. Theo mot sb phuong 4n, mot
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hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé Q588R hodc Q588K, danh s6
theo cach danh s VP1 ciia AAVrh10. Theo mdt sb phuong &4n, mot hodc nhiéu su
thay thé axit amin c¢6 chtra sy thay thé A591R hozic A591K, danh sb theo cach d4anh
s6 VP1 cua AAVrh10. Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuat hat rAAV c6 chira
protein capsit AAV3, trong do6 protein capsit AAV3 c6 chira mot hodc nhiéu su thay
thé axit amin & mét hodc nhiéu vi tri tuong Uing vadi cac axit amin 484, 487, 527, 532,
585 hodc 588, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAV2. Theo mot s6 phwong an,
mot hodc nhidu sy thay thé axit amin 1am ting hiéu qua chuyén nap ctia hat rAAV déi
v6i té bao trong mét hozic hé than kinh trung wong, khi so v&i hat AAV c6 chira
protein capsit AAVrh8R kiéu dai, bing tir khoang it nhat 13 10%, khoang it nhét 13
25%, khodng it nhét 1a 50%, khoang it nhét 1a 75%, hodc khoang it nhét 1a 100%.
Theo mot s& phuong an, hat TAAV c¢6 chira capsit AAV1, capsit AAV2, capsit
AAV3, capsit AAV6, capsit AAVS, capsit AAVrh8R, capsit AAV9, hodc capsit
AAVrh10. Theo mét sé phuong 4n, axit nucleic khic loai mi héa cho polypeptit tri
liéu hoac axit nucleic tri liéu. Theo mot sb phuong éan, axit nucleic khac loai ma hoa
cho polypeptit duge chon tir nhém gdm c¢6 chit chéng oxy hoéa, yéu té dinh dudng
than kinh, yéu t& chdng chét té bao theo chuong trinh, yéu t6 chong tao mach, va yéu
td chdng viém. Theo cic phuong an khac, axit nucleic khic loai ma héa cho
polypeptit duoc chon tir nhom gém c6: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCAS,
CRX, CEP290, MYO 7a, Clarin,, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRBI, LRAT,
NMNATI1, TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2,
GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NF«kB, Endostatin, Angiostatin,
sFlt, sSPDGF-R, IL10, khang-I.17, sIL17R, IL1-ra, khang-TGFp, sTNF-R I, sTNF-R
I, va IL4. Theo cac phuong an khac, axit nucleic khac loai ma héa cho axit nucleic
tri liéu. Theo cac phuong an khéc, axit nucleic tri liéu 1a siARN, shARN ARNj,
miARN, ARN ddi nghia, ribozym hosic ADNzym. Theo mdt sd phuong 4n, vecto
rAAYV la vecto rAAV tu bd sung. Theo mot ) phuong 4n, hat AAV theo séang ché ¢6
chura capsit c6 chira mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin ma lam thay ddi su lien két
véi HSPG (vi du, 1lam giam hoac loai bd viéc lién két vai HSPG) hodc & mot hodc
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nhiéu vi tri trong Ung vai cac axit amin 484, 487, 527, 532, 585 hodc 588, danh sb
theo cach danh s6 VPI1 clia AAV2 va axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri
liéu hodc axit nucleic tri liéu, trong d6 axit nucleic khac loai chiu sy kiém soat cia
trinh ty vung khéi d4u ma duoc biéu hién ¢ vong mac. Theo mot s6 phuong an, axit
nucleic khac loai duoc lién két co diéu khién véi ving khai dau thich hop cho sy biéu
hién cua polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu & mot hodc nhiéu loai té bao vong
mac. Theo mot sé phuong an, té bao véng mac 1a té bao tiép nhan kich thich anh
sang, té bao bidu md séc td vOng mac, té bao ludng cuc, té bao ngang, té bao khong
¢6 soi nhéanh, t& bao muller va/hodc té bao hach. Theo mot ) phuong an, ving khaoi
dau 1a vang khai dau rhodopsin kinaza (RK), vung khéi dau opsin, ving khoi dau
virut cu bao (CMV), ving khoi dau B-actin & ga (CBA). Theo mdt s6 phuong 4n, c4
thé 1a nguoi. Theo mot ) phuong an, axit nucleic khéc loai dugc st dung dé diéu tri
roi loan & mit duoc chon tir nhém gém c6: bénh thoai héa vong mac khéi phat s6m
ning do gen lan trén nhiém séc thé thuong (bénh mu 10a bam sinh Leber), chimg mu
mau bam sinh, bénh Stargardt, bénh Best, bénh Doyne, chimg loan dudng non, viém
vong mac séc t§, vong mac tach bam sinh di truyén lién két trén nhiém sic thé X, hoi
chung Usher, thoai hoa diém vang do tudi tac, thoai hoa diém vang do tudi tac teo,
AMD tao mach méi, thoai hoa diém vang do tiéu dudong, bénh vong mac tiéu duong
tang sinh (PDR), phu thiing diém vang trong mét, bénh hic véng mac trung tdm thanh
dich, su bong vdng mac, viém bén trong mét, bénh glocom, va viem mang mach nho
phia sau. Theo mot sé phuong 4n, vecto tAAV 1a vecto rAAV tu b6 sung. Theo mot
s6 phuong an, vecto ¢ chira trinh ty axit nucleic thir nhit ma hoéa cho axit nucleic
khac loai va trinh tu axit nucleic thir hai ma héa cho trinh tu bd sung cua axit nucleic,
trong do trinh tu axit nucleic thu nhét c6 thé tao thanh cac cip bazo trong cling mot
soi v6i trinh tu axit nucleic thir hai doc theo gﬁn hét hodc toan b chiéu dai cua né.
Theo mét sd phuong an, trinh ty axit nucleic tha nhét va trinh tu axit nucleic thi hai
duoc lién két bang ITR AAV dot bién, trong d6 ITR AAV dot bién ¢6 chira dot bién
lam khuyét ctia vung D va cd chtra dot bién cua trinh tu phéan giai cudi. Theo mot sb
phuong 4n, c4 thé 12 ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
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amin lam ting hiéu quéa chuyén nap ctia hat rAAV d6i voi té bao trong mét hoic hé
than kinh trung wong, khi so véi hat AAV cé chira protein capsit AAVrh8R kiéu dai,
bang tir khoang it nhét 1a 10%, khoang it nhét 1a 25%, khoang it nht 1 50%, khoang
it nhat 1a 75%, hoidc khoang it nhat 1a 100%.

Tat ca céc tai liéu tham khao dugce vién dan trong ban mo ta nay, bao gdom céc
don sang ché va cong bd sang ché, dugc két hop bang céch vién dan dén toan b tai
lidu do.

M6 ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 chi ra cic gdc capsit c6 lién quan dén sy lién két heparan sulfat
proteoglycan va cac dot bién dugc dua vao dé tao ra thé dot bién AAV2 HBKO.

Danh s6 theo cach danh sb trinh tu axit amin VP1.

Hinh 2 thé hién sy giam di cia su chuyén nap cua té bao 293 trong mdi trudng
nuoi céy quan sat dugc béng hat AAV2 dot bién HBKO (AAV2 HBKO CBA-
sFLTO02), so voi hat AAV2 kiéu dai (AAV2 CBA-sFLT02). Su chuyén nap duogc
kiém tra bang cach do ham luong ctia Flt hoa tan (sFLT) c¢6 mit trong moi truong
nuoi céy té bao 48 gi0 sau khi tiém br:ing hat AAV2 kiéu dai hoac dot bién HBKO

mang vecto ma st dung vung khéi diu CBA dé lam biéu hién Flt.

Hinh 3 thé hién su giam di cua su chuyén nap cua té bao 293 va té bao Hela
trong moi trudng nudi cdy quan st dugc bang hat AAV2 dot bién HBKO (AAV2
HBKO CBA-GFP), khi so véi hat AAV2 kidu dai (AAV2 CBA-GFP). Sy chuyén
nap dugc kiém tra bang chup anh huynh quang cta té bao 48 gid sau khi tiém bang
hat AAV2 kiéu dai hoic dot bién HBKO mang vecto ma st dung vung khéi dau
CBA dé lam biéu hién EGFP.

C#c Hinh 4A & 4B thé hién sy chuyén nap quan sat dugc khi tiém trong thily
tinh thé (Hinh 4A) hodc dudi vong mac (Hinh 4B) hat AAV?2 kiéu dai hodc hat
AAV?2 dot bién HBKO. Sy chuyén nap dugc kiém tra bﬁng su biéu hién cua Flt hoa
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tan (SFLT) sau khi chuyén nap bang vecto ma héa cho Flt. S6 luong hé gen vecto

duoc tiém duoc chi ra dbi véi mdi thi nghiém (10® hodc 10° vg).

Hinh 5 thé hién ring hat AAV2 dot bién HBKO khong thé chuyén nap vao
mit chudt sau khi tiém trong thuy tinh thé. Chudt dugc tiém trong thiy tinh thé hat
AAV? kiéu dai (AAV2 CBA-GFP) hoidc dot bién HBKO (AAV2 HBKO CBA-GFP)
mang vecto ma st dung vung khéi diu CBA dé 1am biéu hién EGFP, va cic phan

duoc chup anh bang kinh hién vi huynh quang.

Hinh 6 thé hién ring hat AAV2 dot bién HBKO (AAV2 CBA HBKO) gy ra
su tang lén dang ké cia su chuyén nap sau khi tiém dudi vong mac, khi so voi hat
kiéu dai (AAV2 CBA). Su chuyén nap dugc kiém tra bang su biéu hién cua Flt hoa
tan (sFLT) sau khi tiém bang hat AAV2 mang vecto ma st dung ving khéi dau CBA

dé 1am biéu hién Flt. S6 lugng hé gen vecto duoc tiém duge chi ra (108 hodc 10° vg).

Hinh 7 thé hién ring hat AAV2 dot bién HBKO (AAV2 HBKO CBA-GFP)
gdy ra sy tang lén dang ké cua sy chuyén nap cua té bao nhan kich thich 4nh séng
(nhu dugc gén nhén) sau khi tiém dudi vong mac, khi so véi hat kiéu dai (AAV2
CBA-GFP). Su chuyén nap dugce do bang chup anh huynh quang sy biéu hién GFP
sau khi chuyén nap bang hat AAV2 mang vecto ma sir dung ving khoi dau CBA dé
~ lam biéu hién EGFP.

Hinh 8 thé hién rang hat AAV2 dot bién HBKO (AAV2 RK HBKO) géy ra sy
tang lén dang ké cia sy chuyén nap ctia té bao tiép nhan kich thich 4nh séng sau khi
tiém dudi vong mac, khi so véi hat kiéu dai (AAV2 RK). Su chuyén nap dugc kiém
tra bang su biéu hién cia Flt hoa tan (SFLT) sau khi tiém bang hat AAV2 mang vecto
ma st dung vung khai dau rhodopsin kinaza (RK) dé 1am biéu hién Flt. S6 luong hé

gen vecto duge tiém dugc chi ra (108 hodc 10° vg).

Cic Hinh 9A&9B thé hién su biéu hién cua EGFPe trong ndo chudt 30 ngay
sau khi tiém trong thé van cia AAV2 HBKO-EGFP (Hinh 9A), so v6i AAV2-EGFP

(Hinh 9B) ¢ chudt kiéu dai. Trong mdi bang, su biéu hién ctia EGFP dugc lam cho
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dién ra bing vung khéi dau CBA va dugc lam cho ¢6 thé nhin thiy dugc bang cach

str dung kinh hién vi huynh quang.

Cac Hinh 10A&10B thé hién su biéu hién ciia GFPe trong ndo chudt 30 ngay
sau khi tiém trong thé van cia AAV2 HBKO-miARN-Htt-GFP (Hinh 10A), so v&i
AAV1- miARN-Htt-GFP (Hinh 10B) & con chuét YAC128 HD. Vecto miARN-Hitt-
GFP dung dé chi céc ciu tric ma biéu hién miARN nhén tao huéng dich vao ving
bao cdo Htt va GFP & nguoi. Trong mdi bang, su biéu hién ctia GFP dugc 1am cho
dién ra bang ving khéi diu CBA va dugce 1am cho c6 thé nhin thdy duoc bang cach
str dung kinh hién vi huynh quang & ba do phong dai khac nhau (4X, 10X, va 20X,

nhu dugc gin nhin).

Hinh 11A thé hién phén tich gPCR ctia HTT ham lugng mARN & ngudi trong
cac 10 ndo chudt thé van 30 ngdy sau khi tiém AAV1-miARN-Htt va AAV2 HBKO-
miARN-Htt, khi so v6i dbi ching khong duoc diéu tri.

Hinh 11B thé hién phan tich thdm tach Western ciia ham luong protein Htt &
ngudi trong cac 16 ndo chudt vo ndo 30 ngay sau khi tiém AAV1-miARN-Hitt va

AAV2 HBKO-miARN-Htt, khi so vé6i di chimg khong duoc diéu tri.

Cac Hinh 12A-12C thé hién su biéu hién cua Ibal ¢ thé van chudt YAC128
30 ngay sau khi tiém bang AAV2 HBKO-miARN-Htt-GFP (Hinh 12B) hodc AAV1-
miARN-Htt-GFP (Hinh 12C), so v&i dbi ching khong duge diéu tri (Hinh 12A).

Céc Hinh 13A-13C thé hién sy biéu hién cua GFP & thé van chudt YAC128

30 ngay sau khi tiém bang AAV2 HBKO-miARN-Htt-GFP (Hinh 13B) hodc AAV1-
miARN-Htt-GFP (Hinh 13C), so véi ddi chimg khong duoc diéu tri (Hinh 13A).

Hinh 14 so sanh cac gdc capsit c6 lién quan dén sy lién két heparan sulfat
proteoglycan giita capsit AAV2 va capsit AAVrh8R. Viéc danh s6 duge dua trén

trinh tu axit amin VP1.
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Hinh 15 thé hién sy sép xép thing hang axit amin ciia AAV2 va AAVrh8R &
cac géc chiu trach nhiém vé su lién két heparan cua AAV2. Vi tri cua su céi bién

capsit arginin AAVrh8R dugc khoanh tron.

Hinh 16A thé hién su chuyén nap in vitro dugc cai thién cia té bao HeLa thé
hién boi thé dot bién AAVrh8R AS586R, khi so voi AAVrh8R kiéu dai. Su chuyén
nap dugc kiém tra bang sFLTO02 trong mdi truong nudi cly 48 gio sau khi nhiém

béng vecto AAVrh8R hodc vecto dugce cai bién arginin AAVrh8R.

Hinh 16B thé hién su chuyén nap in vitro giam dan cua té bao HeLaRC32 thé
hién boi thé dot bién AAVTh8R R533A, khi so v6i AAVrh8R kiéu dai. Su chuyén
nap dugc kiém tra bang sFLTO02 trong mdi truong nudi ciy 48 gid sau khi nhiém

béng vecto AAVrh8R hodc vecto duge cai bién arginin AAVrh§8R.

Cac Hinh 17A-17D thé hién muc do cta sy chuyén nap in vitro dugc thé hién
bang cac thé dot bién AAVrh8R A586R va R533A, khi so véi AAVrh8R kiéu dai.
Thé dot bién AAVrh8R A586R (Hinh 17B) thé hién sy chuyén nap in vitro ting lén
clia té bao NS1, khi so v6i AAVrh8R kiéu dai (Hinh 17A). Thé dot bién AAVrh8R
R533A (Hinh 17D) thé hién sy chuyén nap in vitro giam di cua té bao HeLa, khi so
v6i AAVTh8R kiéu dai (Hinh 17C). Su chuyén nap duoc kiém tra bang su biéu hién
EGEP ¢ té bao 48 gid sau khi nhiém bang vecto AAVrh8R hoic vecto duge cai bién
~arginin AAVrh8R.

Cic Hinh 18A & 18B thé hién muc do cua su chuyén nap dudi vdng mac &
con chudt C57BI6 dugc thé hién bing cac thé dot bién AAVTh8R AS586R va R533A.
(Hinh 18A) thé dot bién AAVrh8R AS86R thé hién sy chuyén nap dudi véng mac
giam di, khi so véi AAVrh8R kiéu dai. Vecto AAV2 ciing duge thit nghiém. (Hinh
18B) thé dot bién AAVrh8R R533A thé hién su chuyén nap duéi vong mac ting lén,
khi so v&i AAVrh8R kiéu dai va con chudt chua quen thi nghiém. Sy chuyén nap
duogc kiém tra bang sFLT02 trong dich tan vong mac ctia con chudt C57B16 30 ngay
sau khi ding vecto AAVrh8R hoic vecto duge cai bién arginin AAVrh8R dudi vong

mac.
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Hinh 19 thé hién ham luong cua sFLT02 trong dich tan vdng mac cta con
chudt C57Bl6 30 ngay sau khi dung vecto AAV2, vecto AAVrh8R hodc vecto
AAVTh8R-A586R trong thily tinh thé.

Hinh 20 thé hién sy sip xép thing hang axit amin & cic gde chiu trach nhiém
vé su lién két heparan cia AAV2 véi AAVrh8R, AAVI, AAV6, AAVE, AAVY, va
AAVrh10.

M3 ta chi tiét sang ché

Nhu duge mo ta trong ban mo ta ndy, cac tac gia sang ché da bét ngd phat hién
ra rﬁmg su cai bién & hat rAAV twong ung voi cac axit amin 484, 487, 532, 585,
va/hoiic 588, dénh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAV2, chimg té su chuyén nap
tang lén cua té bao sau khi dung cho mét hoic CNS cia déi twong. Khong bi rang
budt boi ly thuyét bt ky, ngudi ta tin ring cac hat rAAV nay da lam gidm hoic loai
bo su lien két véi HSPG hodc 1am cai bién dién tich trén capsit do d6 viéc dung hat
rAAV dan dén su chuyén nap ting lén cua té bao trong mit hoic CNS cua ddi tugng.
Do do sang ché d& xudt phuong phap chuyén axit nucleic khac loai vao mit hozic
CNS cua cé thé bao gdbm bude sir dung hat virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV) vao
mat hodc CNS cua céa thé, trong do hat rAAV c6 chira a) capsit rAAV c6 chira protein
capsit rAAYV cé chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma
tuong tac vGi heparan sulfat proteoglycan, va b) vecto rAAV c6 chira axit nucleic
khac loai va it nhét 12 mot doan 1ap cudi dao nguoc AAV. Theo mot s6 phuong an, su

thay thé axit amin din dén sy lién két véi HSPG giam di hogc bi loai bd.

Theo mot sé khia canh, séng ché @ xuét phuong phép chuyén axit nucleic
khéc loai vao mit ctia cé thé bao gdm budc st dung hat virut két hgp adeno tai t6 hop
(rAAV) vao dudi vong mac cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6 chira a) capsit rAAV ¢6
chira protein capsit TAAV c6 chira mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hoiic
nhiéu vi tri ma tuong tac v&i heparan sulfat proteoglycan, va b) vecto rAAV c6 chira

axit nucleic khéc loai va it nhat 12 mot doan lap cudi dao ngugc AAV.

55



52202 56/254

Theo mdt s6 khia canh, sang ché dé xuit phuong phap cai thién sy chuyén nap
rAAV cua té bao sau khi chuyén duéi vong mac hat rAAV vao mit cia cé thé so véi
su chuyén nap cua té bao bang rAAV c6 chira capsit kiéu dai, phuong phap nay bao
gdm budce két hop mot hogc nhiéu sy thay thé axit amin & protein capsit AAV & mot
hodc nhiéu vi trf ma twong tac véi heparan sulfat proteoglycan; trong d6 hat rAAV c6
chira protein capsit rAAV va vecto rAAV c6 chira axit nucleic khéc loai va it nhat 1a
mot doan 1dp cudi AAV. Theo mot sb phuong éan, sy thay thé axit amin dan dén su
lién két voi HSPG giam di hodc bi loai bd. Theo mdt sb phuong an, hat rAAV cé
chira capsit c6 chtra su thay thé R585A va R588A cua rAAV?2, dénh s theo céch
danh s6 VP1 ctia AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mét sb phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira
capsit ¢c6 chura sy thay thé A586R va/hoic R533A clia AAVrh8R, dénh sb theo cach
danh sé VP1 cua AAVrh8R (SEQ ID NO:9).

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuat phuwong phdp cai thién sy biéu hién
clia axit nucleic khac loai sau khi chuyén dudi vong mac hat rAAV vao mit coa ci
thé, phuong phap niy bao gbm budc két hop mot hoic nhiéu sy thay thé axit amin &
protein capsit AAV & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tic voi heparan sulfat
proteoglycan; trong d6 hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV va vecto rAAV ¢o6
chtra axit nucleic khac loai va it nhét 14 mot doan 1ap cudi AAV. Theo mot $6 phuong
an, su thay thé axit amin dan dén su lién két v6i HSPG giam di hodc bi loai bd. Theo
mot s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira capsit c6 chira sy thay thé R585A va RS88A
cta rAAV?2, danh sé theo cach danh sb VP1 ciia AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mdt s6
phuong an, hat rAAV c¢6 chira capsit ¢6 chira su thay thé A586R va/hodc R533A cua
AAVrh8R, danh sb theo cach danh s VP1 cia AAVrh8R (SEQ ID NO:9).

Theo mot s6 khia canh, sang ché dé xuit phuong phap cai thién sy biéu hién
cua axit nucleic khac loai sau khi chuyén dudi vong mac hat rAAV vao mét cla ca
thé, phuong phap nay bao gdm budc két hop mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin &
protein capsit AAV & mot hoac nhiéu vi tri ma tuong tdc v&i heparan sulfat

proteoglycan; trong d6 hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV va vecto rAAV ¢6
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chira axit nucleic khac loai va it nhét 13 mot doan lap cudi AAV. Sy cai thién cla su
chuyén nap 14 khi so véi hat rAAV c¢6 chira capsit kiéu dai. Theo mot sd phuong an,
sy thay thé axit amin dan dén su lién két véi HSPG gidm di hogc bi loai bé. Theo mt
s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chita capsit c6 chita sy thay thé R585A va R588A cua
capsit rAAV2, danh s6 theo cach danh sb VP1 ciia AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mdt
sb phuong an, hat rAAV c6 chura capsit c6 chira sy thay thé A586R va/hodc R533A
ctia AAVTh8R, danh s theo cach danh sé VP1 ctia AAVrh8R (SEQ ID NO:9).

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuat phuong phép diéu tri rdi loan & mét &
c4 thé bao gdm budc chuyén hop phan c6 chita lugng hitu higu ctia hat rAAV vao
vong mac cua ci thé, trong d6 hat rAAV c6 chita a) capsit TAAV ¢6 chtra protein
capsit rAAV c6 chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma
tuong tdc vGi heparan sulfat proteoglycan, va b) vecto rAAV ¢6 chira axit nucleic
khac loai va it nhét 1a mot doan lap cudi AAV. Theo mot sb phuong én, su thay thé
axit amin dan dén sy lién két voi HSPG giam di hodc bi loai bd. Theo mot sb phuong
an, hat rAAV c¢6 chira capsit c6 chira su thay thé R585A va R588A cia rAAV2, danh
s6 theo cach danh s6 VP1 cua AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mét sé phwong 4n, hat
rAAV ¢6 chira capsit c6 chira sy thay thé AS86R va/hoic R533A cia AAVrhSR,
danh s6 theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrhSR (SEQ ID NO:9).

Sang ché con dé xuat hé théng dé chuyén dudi véng mac vecto vao mit cia ca
thé, c6 chura a) hop phan c6 chira lugng hitu hiéu ctia hat rAAV, trong do i) protein
capsit cia hat rAAV c6 chira mot hodc nhidu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu
vi tri ma twong tac vGi heparan sulfat proteoglycan, va ii) vecto ¢6 chira axit nucleic
khéc loai ma hoa cho polypeptit tri li€u hodc ARN tri liéu va it nhit 1a mot doan lap
cubi AAV; va b) dung cu dé chuyén rAAV qua vong mac. Theo mjt s6 phuong an,
su thay thé axit amin dan dén sy lién két v6i HSPG giam di hoic bi loai bé. Theo mot
s6 phuong an, hat rAAV ¢6 chtta capsit ¢6 chira su thay thé R585A va R588A clia
rAAV2, danh s6 theo céch danh s6 VP1 ciia AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mot sb
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phuong an, hat rAAV c¢6 chira capsit ¢6 chira sy thay thé A586R va/hodic R533A cua
AAVrh8R, danh sb theo cach danh sé VP1 ctia AAVrh8R (SEQ ID NO:9).

Theo mot s6 khia canh, sang ché con dé xuit phurong phap chuyén axit nucleic
khéc loai vao hé than kinh trung wong (CNS) ciia ca thé bao gom budc sir dung hat
virut két hop adeno tai t6 hop (rAAV) cho CNS cua cé thé. Hat rAAV c6 chira (a)
capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV c6 chira mdt hodc nhiéu su thay thé axit
amin ¢ mot hodc nhidu vi tri ma tuong técb véi heparan sulfat proteoglycan, va (b)
vecto rAAV ¢o chira axit nucleic khac loai va it nhét 12 mot doan 1ap cudi dao nguoc
AAV. Céc phuong phép nay thé hién su biéu hién axit nucleic khac loai va/hodc su
chuyén nap rAAV cua té bao duoc cai thién sau khi chuyén hat rAAV vao CNS cua
cé thé, vi du, khi so v6i su chuyén nap cua té bao bang rAAV c6 chita capsit kiéu dai.
Ngoai ra, cdc phuong phép theo sang ché c6 kha ning gy nhidm cac té bao cu thé (vi
du, noron) trong khi van dat dugc hiéu qua chuyén nap lan rong va manh mé&. Cac hat
rAAV va cac phuong phap nay thich hgp dé sir dung trong viéc diéu tri rdi loan CNS,
bao gdm nhung khong chi gi¢i han ¢ bénh Huntington. Theo mot sd phuong 4n, su
thay thé axit amin dan dén sy lién két véi HSPG giam di hoic bi loai bé. Theo mot s6
phuong an, hat rAAV c6 chura capsit c6 chia su thay thé R585A va RS88A cua
rAAV?2, danh sé theo cach danh s VP1 ctia AAV2 (SEQ ID NO:1). Theo mdt sb
phuong an, hat rAAV ¢6 chira capsit ¢6 chira sy thay thé A586R va/hoic RS33A clia
AAVrh8R, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R (SEQ ID NO:9).

Sang ché con dé xuét bo kit chira hat rAAV hoic hop phén chira hat rAAV co
(a) capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan, va (b)
vecto TAAV ¢6 chtra axit nucleic khac loai va it nhét 1a mot doan lap cudi dao nguoc
AAV. Céc bd kit nay hitu dung dé chuyén axit nucleic khéc loai vao mit hosc CNS
clia c4 thé, ciing nhu 1a dé diéu tri r&i loan mét hogic CNS & cé thé (vi dy, diéu trj bénh

vong mac hoac bénh Huntington).
[. Cac Ky Thuét Chung
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Cac k¥ thuat va quy trinh dugc mo ta hodc dugc vién dan trong ban mo ta nay
nhin chung da duoc hiéu rd va duoc ap dung phé bién boi ngudi ¢b hidu biét trung
binh trong linh vuc k§ thuat ndy bing cach sir dung hé phuong phap thong thuong,
nhu, vi du, cac phuong phap dugc sir dung rong rdi dugc moé ta trong tai li€u
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., 4™ ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012); Current Protocols in
Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., 2003); the series Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR 2: A Practical Approach (M.J.
MacPherson, B.D. Hames and G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory
Manual (Harlow and Lane, eds., 1988); Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique and Specialized Applications (R.I. Freshney, 6™ ed., J. Wiley and Sons,
2010); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular
Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed.,
Academic Press, 1998); Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather and P.E.
Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A.
Doyle, J.B. Griffiths, and D.G. Newell, eds., J. Wiley and Sons, 1993-8); Handbook
of Experimental Immunology (D.M. Weir and C.C. Blackwell, eds., 1996); Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller and M.P. Calos, eds., 1987);
PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols
in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991); Short Protocols in Molecular Biology
(Ausubel e al., eds., J. Wiley and Sons, 2002); Immunobiology (C.A. Janeway et al.,
2004); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed.,
IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd
and C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies: A Laboratory
Manual (E. Harlow and D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The
Antibodies (M. Zanetti and J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995);
va Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et al., eds., J.B.
Lippincott Company, 2011).

I1. Pinh nghia
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“Vecto," nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, chi plasmit hodc virut tai td

hop c6 chira axit nucleic can dugc chuyén vao té bao chu, in vitro hodc in vivo.

Thuat ngit "polynucleotit" hodc "axit nucleic" nhu dugce st dung trong bdn mo
ta nay chi dang polyme cua nucleotit c¢6 chiéu dai bat ky, hodc 14 ribonucleotit hozc 13
deoxyribonucleotit. Do d6, thuit ngit nay bao gdm, nhung khéng gidi han &, ADN
hodac ARN soi don, sgi kép hodc da sgi, ADN hé gen, cADN, thé lai ADN-ARN,
hodc polyme c6 chira bazo purin va pyrimidin, hodc cdc bazo nucleotit ty nhién, dugc
cai bién vé mat héa hoc hodc héa sinh, khong tu nhién, hodc dugc tao dan xudt khac.
Khung polynucleo'tit 6 thé c6 chira nhém dudng va phosphat (nhu c6 thé thudng
dugc tim thay trong ARN hodc ADN), hodc nhém dudng va phosphat duoc cai bién
hodc duoc thé. Theo cach khac, khung polynucleotit c6 thé c¢6 chtra polyme c6 cac
dudi don vi tong hop nhu phosphoramidat va do d6 c6 thé 13 oligodeoxynucleosit
phosphoramidat (P-NH,) hodc oligome phosphoramidat-phosphodieste hdn hop.
Ngoai ra, polynucleotit soi kép cé thé thu duge tir san pham polynucleotit sgi don ciia
qué trinh téng hop hoa hoc bang cach tdng hop soi bd sung va 0 cac sgi ndy trong
didu kién thich hop, hodc bing cach téng hop soi bo sung de novo bang céach st dung

ADN polymeraza véi doan moi thich hop.

Thuat ngir "polypeptit" va "protein" dugc su dung thay thé 13n nhau dé chi
polyme ctia cac gbe axit amin, va khong bi gi6i han & chidu dai t6i thiéu. Cac polyme
ctia cac gde axit amin nhu vay c6 thé chia cac gbc axit amin ty nhién hoic khong tu
nhién, va bao gém, nhung khong gidi han 0O, peptit, oligopeptit, dime, trime, va
multime cta céc gbe axit amin. Ca protein chiéu dai diy du va manh cia n6 déu duoc
bao gém boi dinh nghia nay. Thuat ngit ndy cling bao g0m cac cai bién sau khi biéu
hién cua polypeptit, vi du, su glycosyl héa, sialyl hoa, axetyl hoa, phosphoryl héa, va
céc cai bién tuong ty. Ngoai ra, doi voi cac muc dich cta séng ché, "polypeptit" chi
protein bao gém céc cai bién, nhu sy mét, su thém, va su thay thé (thuong 1a bao toan
trong tu nhién), dbi véi trinh tu tu nhién, voi diéu kién 1a protein gitt dugc hoat tinh

mong mudn. Cac cai bién nay c6 thé 1a chi y, nhu thong qua dot bién dinh huéng vi
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tri, hoac co thé la ng?lu nhién, nhu thong qua cac dot bi€n cua vat chi san xuat protein

hodc cac 18i do su khuéch dai PCR.

"Vecto virut tai td hop" chi vecto polynucleotit tai t6 hop c6 chira mot hozc
nhiéu trinh tu khac loai (fitc la, trinh tu axit nucleic khong ¢6 ngudn gbe tr virut).
Trong truong hgp cua vecto AAV tai t6 hop, axit nucleic tai t6 hop dugc cliing cb bén
suon boi it nhat 1a mot trinh tu doan ldp cudi dao nguge (ITR). Theo mot s6 phuong

an, axit nucleic tai to hop dugc cing co bén suon bdi hai ITR.

"Vecto AAV tai to hop (vecto rAAV)" dung dé chi vecto polynucleotit cé chira
mdt hodc nhiéu trinh tu khéac loai (titc la, trinh tu axit nucleic khong ¢ nguf‘)n géc t
AAV) ma dugc cung ¢b bén suodn boi it nhat 1a mét trinh tu doan lap cudi dao nguoc
AAV (ITR). Cac vecto rAAV nhu viy co thé duoc sao chép va dugce déng géi vao
cac hat virut 1y nhiém khi c¢6 mit trong té bao chii da duge lay nhiém virut hd tro
thich hop (hodc té bao chu biéu hién chirc nang hd tro thich hop) va biéu hién san
pham gen rep va cap AAV (titc la protein Rep va Cap AAV). Khi vecto rAAV dugc
két hop vao polynucleotit 16n hon (vi du, trong nhiém sic thé hodc trong vecto khac
nhu plasmit duge sir dung dé tach dong hodc chuyén nhiém), thi vecto rAAV ¢6 thé
duoc goi 1a "tién vecto" ma cé thé duoc "giai phong" boi su sao chép va bao trong
capsit trong su ¢6 mit ciia chirc nang dong goi AAV va chirc ning hd tro thich hop.
Vecto rAAV ¢6 thé & dang bit ky trong sb nhiéu dang, bao gdém, nhung khong chi
gidi han &, plasmit, nhiém sic thé nhan tao théng, dugc tao phirc hop véi lipit, dugce
bao nang trong liposom, va dugc boc capsit trong hat virut, vi dy, hat AAV. Vecto
rAAV c6 thé duge dong géi vao capsit virut AAV dé tao ra "hat virut két hop adeno
tai to hop (hat rAAV)".

"Virut rAAV" hodc "hat virut rAAV" ding dé chi hat virut gdm c6 it nhét 14

mdt protein capsit AAV va hé gen vecto rTAAV duoc boc capsit.

"Khéc loai" nghia Ia thu dugc tir thuc thé khéc biét vé mit kiéu gen so véi kicu
gen cua ph?m con lai cua thue thé ma né duoc so sdnh v6i hode né duge dua vao hodc
duoc két hop vao dé. Vi du, polynucleotit duge dua boi k§ thuat thiét ké di truyén
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vao loai té bao khéc 1a polynucleotit khac loai (va, khi dugc biéu hién, c6 thé ma hoéa
polypeptit khac loai). Tuong ty, trinh tu té bao (vi du, gen hodc mot phén cua no)

duge két hop vao vecto virut 12 trinh ty nucleotit khac loai so véi vecto nay.

Thuét ngit "gen chuyén" chi polynucleotit dugc dua vao té bao va c6 kha ning
duoc phién ma thanh ARN va tiy y, dugce dich ma va/hodc duoc biéu hién trong diéu
kién thich hop. Theo mot s6 khia canh, gen chuyén tao ra tinh chét mong mudn cho té
bao ma nd dugce dua vao, hoac theo cach khac dan dén két qua tri liéu hodc chin doan
mong mudn. Theo khia canh khac, né c6 thé dugc phién ma thanh phan t& ma lam

trung hoa su ¢6 thé thiép ARN, chang han nhu miARN, siARN, hodc shARN.

Thuat nglr "hat hé gen (gp)," "thé tuong duong hé gen," hodc "ban sao hé gen"
nhu duge sir dung lién quan dén do chudn virut, chi sd luong virion chira hé gen
ADN AAV téi tb hop, bit ké tinh 1y nhiém hogc chirc nang. Sb lugng hat hé gen
trong chuén bi vecto cu thé ¢o thé dugc xac dinh béng cac quy trinh nhu duge mo ta
trong phan Vi du thuc hién sang ché trong ban md ta nay, hodc vi dy, trong tai liéu
Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol.
Ther., 6:272-2178.

Thuat ngit "hé gen vecto (vg)" nhu duogc st dung trong ban md ta nay co thé
ding dé chi mot hoidc nhiéu polynucleotit ¢6 chira tdp hop cua céac trinh tu
polynucleotit cia vecto, vi du, vecto virut. H¢ gen vecto ¢o thé dugc boc capsit trong
hat virut. Tuy thudc vao vecto virut cu thé, hé gen vecto ¢ thé c6 chira ADN soi don,
ADN soi kép, hodc ARN soi don, hodc ARN sgi kép. HE gen vecto ¢o thé bao gém
céc trinh tu ndi sinh két hop vai vecto virut cu thé va/hodc trinh tu khac loai bét ky
duoc cai xen vao vecto virut cu thé théng qua k¥ thuat tai td hop. Vi dy, hé gen vecto
AAV tai td hop co thé bao gdm it nhét 14 mot trinh ty ITR cing c¢b bén suon ving
khoi dau, doan nhdi, trinh tuw duoc quan tim (vi du, ARNi), va trinh tu polyadenyl
hoa. Hé gen vecto hoan chinh c¢é thé bao gém tap hop hoan chinh cta céc trinh tu

polynucleotit cua vecto. Theo mot so phuong an, dd chuan axit nucleic cua vecto
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virut ¢6 thé dugc do theo don vi vg/ml. C4c phuong phap thich hop dé do do chuan
ndy 1a da biét trong linh vuc (vi dy, PCR dinh lugng).

Thuét ngtt "don vi lay nhiém (iu)," "hat lay nhiém," hogc "don vi sao chép,"
nhu dugc st dung lién quan dén do6 chuén virut, chi sb luong hat vecto AAV tai td
hop lay nhiém va c6 kha ning sao chép nhu dugc xdc dinh boi thir nghiém tam lay
nhiém, con duoc goi la thir nghiém tdm sao chép, nhu dugc mo ta, vi du, trong tai

liéu McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62:1963-1973.

Thuat ngir "don vi tai nap (tu)" nhu dugc stir dung lién quan dén do chuan virut,
chi sd luong hat vecto AAV tai t6 hop iy nhiém dan dén tao ra su san xuat sin pham
gen chuyén chirc ning nhu dugce xac dinh trong thr nghiém chirc nang dugc mo ta
trong phan Vi du thuc hién sdng ché trong ban md ta ndy, hodc vi dy, trong tai liéu
Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol, 144:113-124; hodc trong tai li€u Fisher ef al.
(1996) J. Virol., 70:520—532 (thr nghiém LFU).

Trinh tu "doan Idp cudi ngugc chiéu" hodc trinh ty "ITR" 13 thuat ngit da duogc
hiéu 6 trong linh vure k§ thuat ndy va chi trinh tu twong d6i ngfn duogc tim thay & dau

tan cung cta hé gen virut theo hudéng nguoc lai.

Trinh tu "doan ldp cudi nguoc chiéu (ITR) AAV", mdt thuat ngit da duoc biét
1o trong linh vyc k§ thuat nay, la trinh tu gém khoang 145 nucleotit ¢6 mat ¢ ca hai
dau tan cung cta hé gen AAV soi don ty nhién. 125 nucleotit ngoai ciing cua ITR ¢6
thé c6 mit trong mot trong hai huéng, dan dén tinh khong dong nhat giita cdc hé gen
AAV khac nhau va giira hai dau ciia mot hé gen AAV. 125 nucleotit ngoai ciing ndy
cling chra mdt vai viung ngén hon tu bd sung (duoc ky hiéu 1a ving A, A', B, B', C,

C'va D), cho phép xdy ra su bét cip bazo ndi chudi trong phan nay cta ITR.

"Trinh tu phan tich cudi" hodc "trs" 1a trinh tu trong ving D cua ITR AAV
duoc phan cat boi protein rep AAV trong qué trinh sao chép ADN virut. Trinh tu

phéan tach cudi dot bién 1a chéng lai sy phan cit boi Protein rep AAV.
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"Virut hd tro" cho AAV dung dé chi virut cho phép AAV (l1a parvovirut khiém
khuyét) duoc sao chép va dong gbi boi té bao chu. Nhiéu virut hd tro nhu vay da
dugc xac dinh, bao gém adenovirut, virut herpes va poxvirut nhu virut gy bénh dau
mua. Adenovirut bao gém nhiéu nhom phu khéc nhau, mic du Adenovirut typ 5 cia
nhém phu C (Ad5) duge st dung phd bién nhét. Nhiéu adenovirut c6 ngudn gbc tir
ngudi, dong vat co vi khong phai ngudi va chim la da dugc biét dén va c6 sin & cac
co quan luu gitt nhu ATCC. Virut thudc ho herpes, cling co san & cac co quan luu gitt
nhu ATCC, bao gém, vi du, virut gdy bénh mun gidp (HSV), virut Epstein-Barr
(EBV), virut cu bao (CMV) va virut gdy bénh gia dai (PRV).

"Ty 1& phan trim (%) do twong ddng trinh tu" so véi trinh tu polypeptit hoic
axit nucleic tham chiéu dwoc dinh nghia 13 phan trim cta céc gdc axit amin hoic
nucleotit trong trinh tu tmg vién giéng véi gbc axit amin hoic nucleotit trong trinh tur
polypeptit hodc axit nucleic tham chiéu, sau khi sip xép thing hang cic trinh tu nay
va dua vao cdc quang cach, néu can, dé dat duoc phan tram do tuong ddng trinh tu t6i
da, va khong xem xét sy thay thé bao toan 1a mot phén cua do tuong déng trinh tu. Su
sp xép thang hang dé x4c dinh ty 1& phan trim do twong ddng trinh tyr axit amin hoc
axit nucleic ¢6 thé dat duoc bang nhiéu cach thudc k§ ning trong linh vuc, vi du nhu,
bang cach sir dung cac chuong trinh phan mém may tinh c6 sin cong khai, vi dy, cic
chuong trinh dugc md ta trong tai liu Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel et al, eds, 1987), Supp. 30, phén 7.7.18, Bang 7.7,1, va bao gém phﬁn mém
BLAST, BLAST-2, ALIGN ho#c Megalign (DNASTAR). Vi du vé chuong trinh sip
xép thiang hang 1a ALIGN Plus (Scientific and Educational Software, Pennsylvania).
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé xac dinh cac thong
s6 thich hop dé xac dinh su séap xép thang hang, bao gdm thudt toan bat ky can thiét
dé dat dugc su sép xép thang hang t6i da trén toan bo chiéu dai cua cac trinh tu duoc
so sanh. Ddi véi cac muc dich trong ban mo ta nay, % do tuwong ddng trinh ty axit
amin cua trinh ty axit amin da cho A so véi trinh ty axit amin da cho B (ma theo cach
khac ¢6 thé duoc dién dat 1a trinh ty axit amin di cho A ¢6 hodc ¢6 chira % do tuong

déng trinh tu axit amin nhét dinh so véi trinh tu axit amin d& cho B) dugc tinh nhu
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sau: 100 nhan v6i phan s§ X/Y, trong d6 X 1a s6 lugng gdc axit amin dugc tinh diém
14 bét cip tuong dong béi chuong trinh sip xép thang hang trinh tu trong su sap xép
thang hang ctia A va B theo chuong trinh d6, va trong d6 Y 1a téng sb lugng gdc axit
amin trong B. Can phai hiéu rang khi chidu dai cua trinh tu axit amin A khong bing
chiéu dai cta trinh tu axit amin B, % d0 tuong d@)ng trinh tu axit amin ctia A so véi B
s& khong bang % do twong dong trinh ty axit amin cta B so véi A. Cho cac muyc dich
trong ban mo ta nay, % do tuong dong trinh ty axit nucleic cda trinh ty axit nucleic C
da cho so vdi trinh tu axit nucleic D dd cho (ma theo céch khac cé thé dién dat 1a
trinh tu axit nucleic C da cho ¢6 hoac cé chtra % do tuong ddng trinh ty axit nucleic
nhét dinh so véi trinh tu axit nucleic D di cho) dugc tinh nhu sau: 100 nhan véi phan
s& W/Z, trong d6 W 14 sb lugng nucleotit duge tinh diém 12 bat cip twong dong boi
chuong trinh sip xép thang hang trinh tu trong sy sip xép thing hang C va D theo
chuong trinh do, va trong d6 Z 1a tong sd luong cac nucleotit trong D. Cén phai hiéu
rang khi chiéu dai cua trinh ty axit nucleic C khong bing chiéu dai cia trinh ty axit
nucleic D, % do tuong déng trinh tu axit nucleic cua C so véi D s& khong béng % do
tuong dong trinh tu axit nucleic ctia D so v6i C.

A

Phan t& (vi du, axit nucleic hodc protein) hoac té bao "duoc phan 13p" nghia la
nd duoc xac dinh va duoc tach riéng va/hodac dugc thu hdi tir thanh phﬁn cuia moi

truong tu nhién cua nod.

"Luong hitu hiéu" 1a lugng du dé thu duoge két qua c6 lgi hodc mong mudn,
bao gém cac két qua 1am sang (Vi du, su cai thién cua cac triéu ching, dat dugc céc
diém mut 1am sang, va két qua tuong tu). Luong hitu hi€u ¢o6 thé dugc str dung trong
mot hodc nhiéu lan str dung. Péi voi tinh trang bénh, luong hitu hiéu 1a lugng du dé

cai thién, lam on dinh, hodc lam cham sy phét trién ciia bénh.

"C4 thé" hodc "doi twong" l1a dong vat c6 vi. Pong vat ¢6 vi bao gdbm, nhung
khong gi6i han &, dong vat da thuan héa (vi du, bo, clru, meo, cho, va ngya), dong vat

linh truéng (vi du, ngudi va dong vat linh truéng khong phai nguoi nhu khi), tho, va
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dong vat gam nhim (vi du, chudt nhat va chuot cdng). Theo mét s6 phuong an nhat

dinh, c4 thé hoac dbi tuong 12 ngudi.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, "diéu tri" 1a phuong phap thu duoc két
qua 1am sang ¢6 lgi hodc mong mudn. Ddi v6i muc dich cia sang ché nay, cac két
qua lam sang c6 1¢i hodc mong mudn bao gém, nhung khong chi giéi han &, lam
giam nhe cac triéu ching, 1am gidm pham vi ciia bénh, lam 6n dinh (vi du, khong x4u
di) tinh trang cua bénh, ngén chan sy lay lan (vi du, di cdn) ciia bénh, lam tré hodc
lam cham su tién trién cua bénh, cai thién hodc lam diu tinh trang bénh, va lam
thuyén giam (mot phan hoic toan bg), du co thé phét hién duoc hay khong phat hién
dugc. "Piéu tri" cling ¢o thé ¢6 nghia 1a kéo dai su séng sét so véi1 su séng s6t binh

thuong néu khong nhan dugc diéu tri.

Nhu dugce sur dung trong ban md ta nay, thuat ngit "didu tri du phong" dung dé
chi viée diéu tri, trong d6 c4 thé da duoc biét 13 hodc dugc nghi ngd 12 ¢6 hodc c6
nguy co c6 rdi loan nhung khong biéu hién triéu ching hoc chi ¢6 cic tridu chimg
t6i thiéu cua ri loan nay. C4 thé trai qua didu tri du phong c6 thé duoc didu tri trude

khi khoi phat céc triéu chung.

Nhu dugc su dung trong ban md ta nay, chét "tri liéu" (vi du, polypeptit tri
lieu, axit nucleic, hodc gen chuyén) 14 chat tao ra két qua 1am sang c6 loi hodc mong
mudn, chéng han nhu cac két qua 1am sang vi du dugc md ta & trén. Nhu véy, chét tri

liéu ¢6 thé duoc sir dung trong viée diéu tri nhu duge mo ta ¢ trén.

Thuat ngft "vong mac trung tdm" nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung
dé chi diém vang phia ngoai va/hoic diém vang phia trong va/hosic hé thi giac. Thuat
ngit "loai t& bao vong mac trung tAm" nhu dugc sir dung trong ban mé ta ndy ding aé
chi loai té bao cua vOng mac trung tam, chéng han nhu, vi du, RPE va té bao nhan

kich thich anh sang.

Thuat ngir "diém vang" ding dé chi viung cia vong mac trung tdm & dong vat
linh truéng ma chira ndng do tuong doi cao cua té bao nhén kich thich 4nh séng, cu

thé 1a t€ bao hinh que va t& bao hinh noén, so véi vdng mac ngoai vi. Thuat ngft "diém
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vang phia ngoai" nhu dugc su dung trong ban md ta nay co thé ciing dung dé chi
"diém vang ngoai vi". Thuat ngir "diém vang phia trong" nhu dugc stt dung trong ban

mo ta nay co6 thé cling dung dé chi "diém vang trung tam".

Thuét ngit "hd thi gidc" ding dé chi ving nhé trong vdng mac trung tim cla
dong vat linh trudng c6 duong kinh xép xi bang hodc nhé hon 0,5 mm ma chira ndng
do tuong ddi cao cua té bao nhan kich thich 4nh sang, cu thé 1a t& bao hinh ndn, khi

so v&i vong mac ngoai vi va diém vang.

Thuat ngit "khong gian dudi vong mac" nhu duge st dung trong ban md ta nay
ding dé chi vi tri & véng mac & giita té bao nhan kich thich 4nh sang va té bao biéu
mo séc td vong mac. Khong gian dudi vdng mac ¢ thé 1a khong gian tiém ning,
chang han nhu trudce khi tiém dich 1ong dudi vong mac bat ky. Khong gian dudi vong
mac c6 thé con chira dich 16ng ma duge tiém vao khong gian tiém ning nay. Trong
trrong hgp nay, dich 1éng "tiép xtc voi khong gian du6i vong mac." Té bao ma "tiép
xuc v6i khong gian dudi vong mac" bao gdm té bao tiép giap voi khong gian duéi

vong mac, chang han nhu RPE va té bao nhan kich thich 4nh sang.

Thuat ngt "mun" nhu dugc sir dung trong ban md ta nay dung dé chi khong
gian dich 16ng & trong khong gian dudi ving mac cua mét. Mun theo sang ché c6 thé
dugc tao ra bang miii tiém don 1€ cta dich long vao trong khong gian don l¢, bing
nhidu mii tiém ctia mot hodc nhiéu dich 1éng vao cung mot khong gian, hodc bing
nhiéu mii tiém vao nhiéu khong gian, ma khi dugc tai dinh vi tao ra khong gian dich
léng tong cong hitu dung dé dat duoc hiéu qua tri liéu trén phin mong mudn cta

khong gian dudi vong mac.

"Vung khéi déu rhodopsin kinaza (RK)" ding dé chi trinh tu polynucleotit c6
ngudn goc tir gen rhodopsin kinaza (vi dy, RK ¢ ngudi, duoc biéu dién boi GenBank
Entrez Gene ID 6011) ma gdy ra su biéu hién cy thé 12 & t& bao nhan kich thich anh
sang hinh que va hinh nén, cling nhu 1a cic dong té bao vdng mac chiang han nhu
WERI Rb-1. Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, "vung khoi dau rhodopsin
kinaza" ¢6 thé chi trinh tu khéi dau nguyén ven hodc manh cua trinh tu khéi dau nay
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du dé didu khién sy biéu hién dic hiéu té bao nhan kich thich 4nh sang, nhu c4c trinh
tu duoc mod ta trong Khani, S.C., et al. (2007) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
48(9):3954-61 and Young, JE. et al (2003) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
44(9):4076-85. Theo mdt s6 phuong 4n, ving khéi ddu RK kéo dai tir -112 dén +180
S0 v6i vi tri bt ddu phién ma.

"Vung khoi dau p-actin (CBA) & ga" dung dé chi trinh tu polynucleotit c6
ngudn goc tir gen B-actin & ga (v du, Gallus gallus beta actin, duoc biéu dién béi
GenBank Entrez Gene ID 396526). Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, "vung
khéi ddu B-actin & ga" c6 thé dung dé chi ving khéi dau chira yéu t6 ting cudng sém
virut cu bao (CMV), vang khéi ddu va exon va intron thtr nhit ctia gen B-actin & ga,
va ving nhan ndi cia gen beta-globin & tho, ching han nhu cac trinh tu dugc mb ta
trong Miyazaki, J., et al. (1989) Gene 79(2):269-77. Nhu dugc sir dung trong ban mo
ta nay, thuat ngtr "vung khoi dAu CAG" ¢6 thé dugce st dung thay thé 1An nhau. Nhu
duoc str dung trong ban md ta nay, thuét ngit "ving tang cuong sém CMV/ving khoi
dau beta actin (CAG) & ga" ¢6 thé duge str dung thay thé 1an nhau.

Viéc vién dan dén "khoang" gia tri hodc thong s6 trong ban mod ta nay bao gdm
(va md ta) cac phuong 4n nhdm vao bdn thangia tri hodc thong s& d6. Vi dy, phan md
ta dé cap dén "khoang X" bao gbém phan mo ta vé "X."

Nhu duogc str dung trong ban md ta nay, dang sb it bao gém ¢4 sy vién dan dén
dang s6 nhiéu trir khi c6 quy dinh khéc.

Cén phai hiéu rang cac khia canh va phuong 4n cua sang ché dugc mb ta trong
ban md ta nay bao gébm "c6 chira," "gdm," va/hodic "v& co ban gdm" céc khia canh va
phuong an.

[II.Hat virut

Heparan sulfat proteoglycan (HSPG) da dugc biét trong linh vuc 1a déng vai

tro lam thu thé té bao dbi v6i hat AAV2 (Summerford, C. and Samulski, R.J. (1998)
J. Virol. 72(2):1438-45). Su lién két giita hat AAV2 va HSPG & mang té bao phuc vu
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cho viéc gin hat vao t& bao. Cac protein bé mit té bao khac ching han nhu thu thé
yéu to sinh truong nguyén bao soi va avf5 integrin c6 thé cing 1am thuén loi cho sy
lay nhidm té bao. Sau khi lién két, hat AAV2 c6 thé di vao té bao thong qua céc co
ché bao gdm nhap bao qua trung gian thu thé théng qua hé phi clathrin. Hat AAV2
c6 thé dugc giai phong tir tii nhap bao khi axit hoa ndi bao. Diéu nay cho phép hat
AAV2 di chuyén vao ving quanh nhan va sau d6 1a nhan té bao. Hat AAV3 ciing da
biét 1a lién két heparan (Rabinowitz, J.E., et al. (2002) J. Virol. 76(2):791-801).

Quy trinh liéu phap gen ddi véi rdi loan ciia mit doi hoi su chuyén cuc bo cia
vecto vao té bao trong mét (vi du, té bao cua vOng mac). Té bao ma s& 1a dich diéu tri
target & cac bénh nay c6 thé bao gdm, khong ké nhitng cdi khde, mot hodc nhiéu té
bao cua mat (vi du, té bao tiép nhan kich thich anh sang, noron thi giac, v.v.). Cac
phuong phap va bd kit theo sang ché dua trén, it nhat 13 mot phan, phat hién ring
capsit rAAV cu thé (vi du, capsit rAAV ¢6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mét hodc nhiéu vi tri ma twong tic véi heparan
sulfat proteoglycan) cho phép phan b vecto lan rong gifta cic té bao ctia mét. Nhu
vdy, cac capsit ndy c6 thé dic biét c6 loi dé chuyén axit nucleic khac loai vao mét ctia
ca thé, cai thién su chuyén nap rAAV cua té bao sau khi chuyén hat rAAV vao mét
cla cd thé, cai thién su biéu hién cua axit nucleic khac loai sau khi chuyén hat rAAV
vao mit ctia ca thé, va/hodc didu tri rdi loan cua mét cla ca thé b'fmg cach str dung hat

rAAV.

Tuong tu nhu vay, quy trinh li€u phap gen ddi v6i rdi loan cua CNS doi héi su
chuyén cuc bd cua vecto vao té bao trong CNS. Té bao ma s& 1a dich diéu tri & cac
bénh nay c6 thé bao gdm, khong ké nhitng cdi khdc, mdt hodc nhiéu té bao clia ndo
(vi du, noron). Cac phuong phap va b kit theo sang ché dua trén, it nhat 13 mot phan,
phat hién ring capsit rAAV cu thé (vi du, capsit rAAV ¢6 chita protein capsit rAAV
¢6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tac
vGi heparan sulfat proteoglycan) cho phép phén bé vecto lan rong giira cac té bao cua

CNS. Nhu vy, cac capsit nay co thé dic biét co loi dé chuyén axit nucleic khac loai
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vao hé than kinh trung wong (CNS) clia c4 thé, cai thién su chuyén nap rAAV cua té
bao sau khi chuyén hat rAAV vao CNS cua ca thé, cai thién su biéu hién cua axit
nucleic khac loai sau khi chuyén hat TAAV vao CNS cua ca thé, va/hoic diéu tri rdi

loan ctia CNS cia ca thé bang cach sir dung hat rAAV.

Capsit cia AAV (vi du, AAV2, AAVIh8R, v.v.) di dugc biét 1a bao gdmh ba
protein capsit: VP1, VP2, va VP3. Céc protein nay chira luong dang ké cta trinh tu
axit amin gdi va cac trinh tu ddu N duy nhat. Capsit AAV2 bao gdm 60 dudi don vi
duoc sép xép theo cu tric dbi ximg hai muoi miat (Xie, Q, ef al. (2002) Proc. Natl.
Acad. Sci. 99(16):10405-10). VP1, VP2, va VP3 da duoc phat hién 1a c6 mit & ty 1€
1:1:10.

Su lién két gifra protein capsit AAV2 va HSPG da dugc biét 12 din ra thong
qua tuong tac tinh dién gilta cac gbc protein capsit AAV2 bazo va cic gbc
glycosaminoglycan tich dién am (Opie, SR et al., (2003) J. Virol. 77:6995-7006;
Kern, A et al., (2003) J. Virol. 77:11072-11081). Céc gdc capsit cu thé tham gia vao
cac tuong tac nay bao gém R484, R487, K532, R585, va R588. Cac dot bién & cac
gbc nay da duoc chimg minh 1a lam gidm sy lién két AAV2 véi té bao HeLa va ban
than heparan (Opie, SR et al., (2003) J. Virol. 77:6995-7006; Kern, A et al., (2003) J.
Virol. 77:11072-11081; WO 2004/027019 A2, bang séng ché My sb 7,629,322).
Ngoai ra, khong bi rang budc béi ly thuyét, ngudi ta cho rang (cic) su thay thé axit
amin & mot hoac nhiéu géc tuong Gmg va4i cac axit amin 484, 487, 532, 585 hodc 588,
danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAV2 c6 thé diéu bién tinh chit chuyén nap cua
cac loai capsit AAV ma khong lién két v6i HSPG, hodc c6 thé diéu bién tinh chét
chuyén nap cua cac loai capsit AAV doc lap dbi v6i kha nang lién két v6i HSPG cua
ching.

Céc khia canh nhat dinh cta sang ché lién quan dén viéc chuyén axit nucleic
khac loai vao mét hodc hé than kinh trung uong (CNS) cua c4 thé bao gdm budc st
dung hat virut két hop adeno tai td hop (rAAV) vao mit hoic CNS cua ca thé. Theo
mot s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chtra capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV ¢6
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chira moét hoac nhiéu sy thay thé axit amin & mot hoic nhiéu vi tri ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s& phuong 4n, hat rAAV theo sang ché co
chira capsit AAV typ huyét thanh 2 (AAV?2). Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV theo
sang ché co chira capsit AAV typ huyét thanh th8R (AAVrhSR).

Nhu duoc md ta trong ban mo ta nay, hat rAAV c6 cac dot bién & protein
capsit ¢ cac gbc ma tuong tac v6i HSPG hodc & mot hodc nhiéu gbc twong tmg véi
cac axit amin 484, 487, 532, 585 hodc 588, danh s6 theo cach danh s6 VP1 cua
AAV2 thé hién céc tinh chét ¢6 loi, chéng han nhu su biéu hién duoc tdng cudng
va/hodc viém than kinh giam. Theo d6, theo mot ) phuong 4n, khi chuyén, axit
nucleic khac loai ma hoa bdi vecto rAAV dugce biéu hién & mic do biéu hién tdng
1én, khi so vo1 mirec do biéu hién cua axit nucleic khac loai cia hat rAAV ¢6 chira
capsit rAAV c6 chua protein capsit rAAV tham chiéu (vi du, protein capsit rAAV
kiéu dai). Theo mot ) phuong an, su biéu hién cia axit nucleic duogc tang 1én bé‘mg it
nhat la khoang 10%, it nhét 1a khoang 25%, it nhét 1a khoang 50%, it nhat 14 khoang
75%, hodc it nhat 1a khoang 100%. Theo mdt ) phuong an, khi chuyén, hat rAAV
lam giam viém than kinh, khi so véi hat rAAV ¢6 chaa protein capsit rAAV tham
chiéu (vi du, protein capsit rAAV kiéu dai). Theo mot s6 phuong 4n, viém than kinh
duoc lam giam bang it nhat 1a khoang 10%, it nhét 1a khoang 25%, it nhét 1a khoang
50%, it nhat 12 khoang 75%, hoic it nhét 14 khoang 100%. Protein capsit rAAV tham
chiéu thich hop c6 thé bao gdm protein capsit bat ky ma thiéu mot hodc nhidu su thay
thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tac véi heparan sulfat proteoglycan
(do do6 capsit tham chiéu c6 thé chira mot hodc nhiéu sy thay thé "nén tang" ma khong

lam thay doi sy lién két voi HSPG).

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phép chuyén axit nucleic
khéc loai vao mét cia ca thé bao gdm budc sir dung hat virut két hop adeno tai t6 hop
(rAAV) vao khong gian duéi vong mac cua ca thé trong d6 hat rAAV c6 chira a)
capsit rAAV c6 chita protein capsit rAAV ¢6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit

amin & mot hodc nhiéu vi tri ma twong tac v&i heparan sulfat proteoglycan, va b)
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vecto TAAV c6 chira axit nucleic khac loai va it nhét 12 mot doan 13p cudi dao nguogc

AAV.

Theo mot sb phuong 4n, hat rAAV theo sang ché ¢6 chira capsit AAV typ
huyét thanh 2 (AAV2). Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
1a su thay thé cta cac gdc axit amin theo diém bat ky trong sb cac diém tir VP1, VP2
va/hoac VP3 cia AAV?2, trong dé su thay thé amin lam thay ddi su tuong tac cda hat
rAAV v6i HSPG (vi du, 1am giam hodc loai bd su lién két voi HSPG). Theo mét sb
phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 14 sy thay thé ctia cac gbc axit amin
clia VP1 AAV2. Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhidu sy thay thé axit amin 14 sy
thay thé cia cac gbc axit amin cia VP2 AAV2. Theo mdt sd phuong 4n, mot hozc
nhiéu su thay thé axit amin 1a sy thay thé cua cac gdc axit amin cia VP3 AAV2.
Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 su thay thé cua cac
gbe axit amin cua dang két hop ciia VPI, VP2 va VP3 cta AAV2. Theo mot sb
phuong 4n, mét hodc nhiu sy thay thé axit amin 1 su thay thé ctia cac gbc axit amin
theo diém bat ky trong sb cac diém tir VP1, VP2 va/hodc VP3 cia AAV2. Theo mot
sb phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 sy thay thé cua cac géc axit
amin theo diém bt ky trong sb céc diém tir cac protein capsit néu trong SEQ ID
NO:1, 3 va/hodc 5. Theo mot sb phuong an, hat rAAV theo sdng ché ¢6 chira protein
capsit néu trong SEQ ID NO:2, 4 va/hoic 6.

Theo mét sé phuong 4an, hat rAAV theo séng ché co chira capsit typ huyét
thanh AAV 3 (AAV3). Theo mdt sé phwong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
la su thay thé ctia cac gbc axit amin theo diém bat ky trong s cac diém tir VP1, VP2
va’hoac VP3 cia AAV3, trong d6 su thay thé amin 1am thay d6i sy tuong tac cua hat
rAAV véi HSPG (vi du, 1am giam hodc loai bo su lién két véi HSPG). Theo mét $6
phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 sy thay thé ctia cac gbe axit amin
cua VP1 AAV3. Theo méot sb phuong 4n, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1a sy
thay thé cta cac gbc axit amin ctia VP2 AAV3. Theo mot s& phuong 4n, mot hodc

nhiéu sy thay thé axit amin 1a sy thay thé cia céc gdc axit amin ciia VP3 AAV3.
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Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 12 su thay thé cua cac
gbc axit amin cua dang két hop cua VP1, VP2 va VP3 ctia AAV3. Theo mot sb
phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 sy thay thé cua cac géc axit amin
theo diém bét ky trong sb cac diém tir VP1, VP2 va/hoic VP3 ctia AAV3. Theo mot
s6 phuong 4n, médt hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1a sy thay thé cia cac gbe axit

amin tuong Umg vai protein capsit néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mot s6 phuong 4n, hat rAAV theo sdng ché c6 chia capsit AAV typ
huyét thanh rh8R (AAVrh8R), vi du, nhu dugc md ta trong U.S. PG Pub. sb
20090317417. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé éxit amin 1a su
thay thé ciia cic gdc axit amin theo diém bat ky trong sb cac diém tr VP1, VP2
va/hoac VP3 cua AAVTh8R, trong d6 su thay thé amin 1am thay doi su tuong tac cia
hat rAAV véi HSPG (vi du, 1am giam hodc loai b su lién két véi HSPG). Theo mdt
s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 sy thay thé ciia cac gbe axit
amin cua VP1 AAVrh8R. Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit
amin 1a sy thay thé cua céc gdc axit amin ciia VP2 AAVrh8R. Theo mot s6 phuwong
4n, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin 1a su thay thé cua cac géc axit amin cua VP3
AAVrh8R. Theo mdt sd phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 14 su thay
thé cua cac gbe axit amin cua dang két hop ciia VP1, VP2 va VP3 clia AAVrh8R.
Theo mdt sb phuong an, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin 1a sy thay thé cua céc
gbe axit amin theo diém bat ky trong sd cac diém tr VP1, VP2 va/hoic VP3 cua
AAVrh8R. Theo mot sb phuong an, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin 1a su thay
thé cta cac gdc axit amin ciia protein capsit vi du nhu SEQ ID NO:9. Theo mot sd
phuong an, hat rAAV theo sang ché c6 chira protein capsit néu trong cac SEQ ID
NO:10 va/hoac 11.

Theo mdt s& phuong 4n, mot hodc nhidu sy thay thé axit amin 1am giam su lién
két cua hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it nhét 1a 10%,
khoang it nhét 1a 25%, khoang it nhét 1a 50%, khoang it nhat 1a 75%, hodc khoang it

nhit 1a 100%. Theo mdt sd phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin lam
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giam su lién két ciia hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan bang tir khoang it
nhét 12 10%, khoang it nhat 1a 15%, khoang it nhit 1a 20%, khoang it nhit 14 25%,
khodng it nhat 1a 30%, khoang it nhat 14 35%, khoang it nhat 13 40%, khoang it nhit
14 45%, khoang it nhét 1a 50%, khoang it nhét 1 55%, khoang it nhit 1a 60%, khoang
it nhét 13 65%, khoang it nhét 1a 70%, khoang it nhét 12 75%, khoang it nhét 14 80%,
khoang it nhit 1a 85%, khoang it nht 12 90%, khoang it nhét 1 95%, hodc khoang it
nhét 13 100% (khi so v6i su lién két ciia hat rAAV ¢6 chira capsit kiéu dai). Theo mot
sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin lam giam su lién két cia hat
rAAV vao heparan sulfat proteoglycan bing tir khoang bét ky trong s6 cac khoang tir
khoang 10% dén khoang 100%, tir khoang 20% dén khoang 100%, tir khodng 30%
dén khoang 100%, tir khoang 40% dén khoang 100%, tir khoang 50% dén khoang
100%, tir khoang 60% dén khoang 100%, tir khoang 70% dén khoang 100%, tir
khoang 80% dén khoang 100%, tr khoang 90% dén khoang 100%, tir khoang 10%
dén khoang 90%, tr khoang 20% dén khoang 90%, tir khoang 30% dén khoang 90%,
tir khoang 40% dén khoang 90%, tir khoang 50% dén khoang 90%, tir khoang 60%
dén khoang 90%, tir khoang 70% dén khoang 90%, tir khoang 80% dén khoang 90%,
tir khoang 10% dén khoang 80%, tir khoang 20% dén khoang 80%, tir khoang 30%
dén khoang 80%, tir khoang 40% dén khoang 80%, tir khoang 50% dén khoang 80%,
tir khoang 60% dén khoang 80%, tr khoang 70% dén khoang 80%, tir khoang 10%
dén khoang 70%, tir khoang 20% dén khoang 70%, tir khoang 30% dén khoang 70%,
tir khoang 40% dén khoang 70%, tir khoang 50% dén khoang 70%, tir khoang 60%
dén khoang 70%, tr khoang 10% dén khoang 60%, tir khoang 20% dén khodng 60%,
tir khoang 30% dén khoang 60%, tir khoang 40% dén khoang 60%, tir khoang 50%
dén khoang 60%, tir khoang 10% dén khoang 50%, tr khodng 20% dén khoang 50%,
tir khoang 30% dén khoang 50%, tir khoang 40% dén khoang 50%, tir khoang 10%
dén khoang 40%, tir khoang 20% dén khoang 40%, tir khoang 30% dén khoang 40%,
tir khodng 10% dén khoang 30%, tir khoang 20% dén khoang 30%, hodc tir khoang
10% dén khoang 20%, (khi so v&i su lién két cia hat rAAV ¢6 chita capsit kiéu dai).
Theo mot sd phuong 4an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin khong dan dén su lién
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két co thé phat hién dugc cta hat rAAV vao heparan sulfat proteoglycan so v6i su
lien két ctia hat rAAV kiéu dai. Phuong phap do sur lién két ciia hat AAV véi HSPG
1a da biét trong linh vuc; vi du, su lién két v6i moi trudng sic ky heparan sulfat hoic
su lign két voi té bao da biét 1a biéu hién HSPG trén bé mit ciia né. Vi du, xem tai
liéu Opie, SR et al., (2003) J. Virol. 77:6995-7006 va Kern, A et al., (2003) J. Virol.
77:11072-11081.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché dé xut hat rAAV dé chuyén axit nucleic tri
liéu duédi vong mac, trong d6 hat rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin
cua protein capsit ma lam gidm hodc loai bé su lién két ctia hat rAAV vao heparan
sulfat proteoglycan, trong d6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri 484,
487, 532, 585 hodc 588, danh sb theo cach ddnh s VPI cia AAV2. Theo mot sé
phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 14 & vi tr 484, 487, 532, 585 hoac
588 cua VP1 cua AAV2. Theo mdt ) phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin la & vi tri 484, 487, 532, 585 hodc 588 ciia VP2 cia AAV2, danh sb theo cach
danh sb VP1 cia AAV2. Theo mdt sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin 1a & vi tri 484, 487, 532, 585 hoac 588 cia VP3 cua AAV2, danh s6 theo cach
dénh sb VP1 ctia AAV2. Theo mdt sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin 1a & vi tri 484, 487, 532, 585 ho#c 588 cua VP1 ciia AAV2, VP2 cua AAV2,
va/hodac VP3 cia AAV2, danh s6 theo cach danh s VP1 cia AAV2. Theo mot sb
phuong an, VP1 clia rAAV2 c6 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1.

Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 & vi tri 484,
487, 532, 585 hodic 588 cia VP1 clia AAV3, d4nh s theo cach danh sb VP1 cia
AAV2. Theo mdt sd phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 1a & vi tri 484,
487, 532, 585 hoac 588 cua VP2 cua AAV3, danh sb theo cach danh s6 VP1 cua
AAV2. Theo mot ) phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 1a & vi tri 484,
487, 532, 585 hodc 588 cia VP3 ctia AAV3, dénh sd theo cach dénh sé VP1 cua
AAV2. Theo mdt sb phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 & vi tri 484,

487, 532, 585 hodc 588 cua VP1 cia AAV3, VP2 ctia AAV3, va/hodc VP3 cuia
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AAV3, dénh sb theo cach danh s VP1 cia rAAV2. Theo mot sd phwong 4n, VP1
cia rAAV2 c6 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1.

Theo mdt s6 phuong 4n, hat AAV theo sang ché c6 chira capsit c6 mot hozic
nhidu su thay thé axit amin & vi tri 485, 488, 528, 533, 586 hodc 589, d4nh sé theo
cich danh s& VP1 ctia AAVrh8R. Theo mot sb phuong an, danh s6 theo cach danh
sb VP1 cia AAVTh8R ¢ chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt
) phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chta su thay thé cua géc axit
amin tich dién duong bang gdc axit amin khong tich dién duong. Theo mot sb
phuong an, gdc axit amin tich dién duong dugc thé bing gbc axit amin ky nuéc.
Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé
ctia gbc arginin hoic lysin. Theo cac phuong 4n khac nita, mot hogc nhiéu sy thay thé
axit amin ¢ chtra sy thay thé cia gde arginin hoic lysin bang gbc alanin. Theo cac
phuong an khac, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c¢6 chira sy thay thé cia gdc
axit amin khong tich dién duong bing gdc axit amin tich dién duong. Theo mot 56
phuong 4n, gdc axit amin ky nuéc duge thé bang gdc axit amin tich dién dwong.
Theo cac phuong an khac, mot hoac nhiéu su thay thé aXit amin c6 chira sy thay thé
cua géc alanin. Theo cic phuong an khac nita, mgt hoac nhiéu su thay thé axit amin
¢6 chira su thay thé cia gbc arginin hodc lysin bing gdc alanin. Theo mot s6 phuong
an, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chua su thay thé & vi tri R533 va/hoic
A586, danh s theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo cac phuong 4n khac,
capsit AAV c6 chira sy thay thé axit amin A586R va/hodc R533A, danh sd theo cach
danh s VP1 ctia AAVrh8R. Theo mot sé phuong 4n, hat rAAV c6 chira protein
capsit rAAV néu trong cac SEQ ID NO:10 va/hodc 11.

Theo mot s6 phuong an theo sang ché, mot hogc nhiéu sy thay thé axit amin c6
chira su thay thé ctia gbc axit amin tich dién duong (v dy, axit amin c6 chudi bén tich
dién duong) bing gdc axit amin khong tich dién dwong (vi dy, axit amin khong chira
chudi bén tich dién duong). Céc axit amin tich dién duong bao gdm arginin, histidin

va lysin. Vi du vé céc goc axit amin ma khong tich dién duong bao gdom céc axit amin
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tich dién 4m (axit aspartic va axit glutamic), cac axit amin co chudi bén phan cuc
khong tich dién (serin, threonin, asparagin, va glutamin), cic axit amin ¢ chudi bén
ky nu6c (alanin, valin, isoloxin, loxin, methionin, phenylalanin, tyrosin va
tryptophan), glyxin, xystein, va prolin. Theo mot sé phuong an, mot hodc nhiéu gdc
axit amin tich dién duong cua capsit AAV dugc thé bang gdc axit amin ky nuéc.
Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé
ctia gdc arginin hodc lysin. Theo cac phuong an khac, mot hoac nhiéu su thay thé axit
amin c6 chta su thay thé ciia gbc arginin hodc lysin bang gdc alanin. Theo cac
phuong an khéc, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé cua gbc
axit amin khong tich dién duong bing gbc axit amin tich dién duong. Theo mot sd
phuong 4n, gbc axit amin ky nuéc dugce thé bang gdc axit amin tich dién duong.
Theo cac phuong an khac, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira su thay thé
cua géc alanin. Theo cdc phuong an khac nita, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin

c6 chtra su thay thé cua goc arginin hoac lysin bang goc alanin.

Theo mot s6 phuong 4n, mot hozic nhiéu sy thay thé axit amin c6 chia su thay
thé & vi tri R484, R487, K527, K532, R585 va/hodc R588 cua VP1, VP2 va/hodc
VP3, danh s theo cach danh sb VP1 ciia AAV2. Theo mdt ) phuong an, mdt hodc
nhidu su thay thé axit amin ¢6 chira su thay thé & vi tri R484, R487, K527, K532,
R585 va/hodc R588 cua VP1, VP2 va/hodc VP3 cia AAV2, danh s6 theo cach danh
sd VP1 cia AAV2. Theo mdt ) phuong 4n, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin ¢
chaa su thay thé ¢ vi tri R484, R487, K527, K532, va/hoac R588 ciia VP1, VP2
va’/hodc VP3 cia AAV2, danh s6 theo cach danh s SEQ ID NO:1. Theo mot sb
phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c¢6 chira mot hodc nhiéu su thay thé
R484A, R487A, R585A va/hoac R588A cua VP1, VP2 va/hodc VP3 cia AAV2,
danh sb theo cach danh s6 VP1 ctia AAV2. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri R484, R487, K527, K532, R585
va/hodc R588 cua VP1, VP2 va/hodic VP3 clia AAV3, danh sé theo céch danh s6 VP1
cua AAV2. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira

mdt hodc nhidu sy thay thé R484A, R487A, R585A va/hodc R588A cua VP1, VP2
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va/hoiic VP3 ciia AAV3, danh s theo cach danh sé VP1 cia AAV2. Theo mét sb
phuong an, hat rAAV c6 chira protein capsit rAAV néu trong cac SEQ ID NO:2, 4

va/hoac 6.

Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chua su thay
thé & vi tri R485, R488, R533, A586 va/hoic T589 cia VP1, VP2 va/hoic VP3, ddnh
s6 theo cach danh sb VP1 ctia AAVrh8R. Theo mdt sb phuong an, mot hoic nhiéu sy
thay thé axit amin c6 chtra su thay thé & vi trf R485, R488, R533, A586 va/hoic T589
cua VP1, VP2 va/hodc VP3, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R, danh s
theo cach danh s SEQ ID NO:9. Theo mot 36 phu’ong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé
axit amin ¢6 chira mot hodc nhiéu su thay thé R533A va/hodac A586R cua VP1, VP2
va/hodac VP3 cua AAV2, danh s6 theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh8R. Theo mdt sd
phuong an, hat rAAV c¢6 chtra protein capsit TAAV néu trong cac SEQ ID NO:10

va/hoac 11.

Theo mot sb phuong an, capsit AAV cé chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit
amin & mot hodc nhiéu vi tri ma tuong tic véi HSPG. Theo mot sé phuong 4n, capsit
AAV ¢6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma 1am
giam hodc loai bo sy lién két v&i HSPG. Theo mot sb phuong an, capsit AAV cé
chira mot, hai, ba, bdn, nam, sau, béy, tam, chin, hodc mudi su thay thé axit amin ma
lam giam hodc loai bo su lién két v6i HSPG. Theo mot sd phuong 4n, capsit AAV ¢
mot, hai, ba, bdn, nim, séau, béy, tam, chin, hodc muoi su thay thé axit amin ma lam
giam hodc loai b6 su lién két v6i HSPG. Theo mot s& phuong 4n, capsit AAV ¢
chia su thay thé & vi tri R484 va R487, danh s theo cach danh s6 VP1 cua rAAV2.
Theo mot sd phuong an, capsit AAV c6 su thay thé & vi tri R484 va R487, danh $6
theo céch danh sb VP1 ciia rAAV2. Theo mdt s6 phuong an, capsit AAV c6 chira su
thay thé & vi trf R585 va R588, danh sb theo cach danh s6 VP1 ctia rAAV2. Theo mét
s& phuong 4n, capsit AAV ¢6 sur thay thé & vi tri R585 va R588, danh s6 theo cach
danh sb VP1 ctia rAAV2. Theo mot s6 phuong an, capsit AAV cé chira su thay thé
R484A va R487A, danh sb theo cach danh s6 VP1 cua rAAV2. Theo mot s phuong
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an, capsit AAV c6 su thay thé R484A va R487A, danh s theo cach danh s6 VP1 ciia
rAAV2. Theo mot s6 phuong an, capsit AAV c¢6 chira sy thay thé R585A va R588A,
danh sb theo cach danh s VP1 cua rAAV2. Theo mot sé phuong 4n, capsit AAV c6
sy thay thé R585A va R588A, danh s theo cach danh s VP1 ctia rAAV2.

Heparan sulfat proteoglycan (HSPGs) da dugc biét 1a dugc biéu hién & nhiéu
mo trong toan bd co thé va dong vai tro quan trong trong nén ngoai bao, sy dinh té
bao, va su truyén tin hiéu t& bao. Theo mot sb phuong 4an, heparan sulfat
proteoglycan dugc biéu hién trén mot hodc nhiéu t& bao ctia CNS. Theo cic phuong

an nhat dinh, mot hoac nhi€u té bao cua CNS la noron.

Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuit hat rAAV dé chuyén CNS cua axit
nucleic tri liéu, trong d6 hat rAAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin cua
protein capsit ma lam giam hodc loai bé sy lién két ctia hat rAAV vao heparan sulfat
proteoglycan. Theo mdt sé phuong an, mot hozic nhiéu su thay thé axit amin 13 & vi
tr 347, 350, 390, 395, 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585 va/hodc 588, danh s theo
cach danh sb VP1 cua AAV2. Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, "d4anh s theo
céch danh sb VP1 cia AAV2" dung dé chi axit amin cua protein capsit dugc chi dinh
tuong ung voi axit amin dugc chi dinh cia VP1 cua AAV2. Vi dy, néu mot hoic
nhidu su thay thé axit amin 1a & vi trf 347, 350, 390, 395, 448, 451, 484, 487, 527,
532, 585 va/hodc 588, danh s6 theo cach danh sb VP1 cua AAV2, thi mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin 14 & (cAc) axit amin cua protein capsit dugc chi dinh twong tmg
véi cac axit amin 347, 350, 390, 395, 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585 va/hodc 588
cua VPI1 cia AAV2. Theo mdt 36 phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 1a
& vi tri R347, R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585
va/hodc R588, dénh s theo cach danh sé VP1 ciia AAV2. Theo mdt s6 phuong 4n,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 1a & vi tri 484, 487, 532, 585 hodc 588 cla
AAV2. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri 484,

487, 532, 585 hodc 588 cua VP1 cia AAV2, VP2 cia AAV2, va/hodc VP3 cuia
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AAV2, danh sb theo cach danh sé VP1 cia AAV2. Theo mdt s6 phuong 4n, VP1 ciia
AAV2 (vi du, rAAV?2) c6 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1.

Theo mét s6 phuong 4n, capsit AAV c6 chira su thay thé & vi tri R484, R487,
K527, K532, R585 va/hodc R588, danh sb theo cich danh sb VP1 cia rAAV2. Theo
mot s6 phuong 4n, hat rAAV theo séng ché c6 chira protein capsit néu trong cac SEQ
ID NO:2, 4 va’/hoac 6. Theo mot ) phuong an, capsit AAV c6 chira sy thay thé & vi
tri R484 va R487 hodc R585 va R588, danh sb theo cach danh s6 VP1 cia rAAV?2.
Theo mot sd phuong an, capsit AAV co6 chira su thay thé R484A va R487A hoic su
thay thé R585A va R588A, danh s6 theo cich dénh s VP1 ctia AAV2. Theo mot sb
phuong an, capsit AAV c6 chtra su thay thé axit amin R585A va R588A, danh sb
theo cch danh sb VP1 ciia AAV2. Theo mdt sé phuong 4n, capsit AAV c6 chira su
thay thé axit amin K532A, dénh sb theo cach danh s VP1 ciia AAV2. Theo mot sd
phuong &n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé R347A, R350A,
K390A, K395A, R448A, R451A, R484A, R487A, K527A, K532A, R585A va/hodc
R588A, danh sb theo cach danh s6 VP1 clia AAV2.

Theo mot sb phuong 4an, sang ché dé xuét hat rAAV dé chuyén CNS cua axit
nucleic tri liéu, trong d6 hat rAAV cé chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin cia
protein capsit ma lam gidm hodc loai bo sy lién két ctia h'c_lt rAAV vao heparan sulfat
proteoglycan. Theo mot sd phuong 4n, hat rAAV theo séng ché c6 chira capsit AAV
typ huyét thanh rh8R (AAVrh8R), vi dy, nhu duge md ti trong U.S. PG Pub. sb
20090317417. Theo mdt sb phuong &n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 sy
thay thé cua cac gdc axit amin theo diém bat ky trong sb cac diém tir VP1, VP2
va/hodc VP3 cua AAVThSR, trong d6 sy thay thé amin lam thay d6i su tuong tac cia
hat rAAV voi HSPG (Vi du, 1am giam hodc loai bd sy lién két v6i HSPG). Theo mot
s6 phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin 1a sy thay thé cia cac gdc axit
amin cua VP1 AAVrh8R. Theo mdot sb phuong 4n, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit
amin 1a su thay thé cua cic gbc axit amin ciia VP2 AAVrh8R. Theo mot s6 phuong

an, moOt hodc nhiéu su thay thé axit amin la su thay the cta cdc goc axit amin cia VP3
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AAVrh8R. Theo mot sb phuong an, mot hoac nhiéu su thay thé axit amin 14 sy thay
thé cua cac gbc axit amin ciia dang két hop cia VP1, VP2 va VP3 clia AAVrh8R.
Theo mot sb phuong an, mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin 13 sy thay thé cia cac
gbc axit amin theo diém bét ky trong sb cac diém tir VP1, VP2 va/hodc VP3 cua
AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, mot hogc nhiéu sy thay thé axit amin 13 sy thay
thé cta cac gdc axit amin ctia protein capsit vi du nhu SEQ ID NO:9. Theo mdt sd
phuong an, hat rAAV theo sang ché c6 chua protein capsit néu trong cic SEQ ID
NO:10 va/hoac 11.

Theo mdt sb phuong an, hat rAAV c6 chira capsit AAV typ huyét thanh rh8R
(AAVrh8R). Theo mot ) phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin 14 & Vi tri
586 va/hoac 589, danh s theo cach danh s VPI ciia AAVrh8R. Theo mdt sb
phuong an, danh sd theo cach dénh s6 VP1 cia AAVrh8R c6 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:9. Theo mdt sb phuong 4n, mdt hodc nhiéu sy thay thé axit
amin c6 chura sy thay thé & vi tri A586 va/hodc T589, danh s6 theo cach danh sé VP1
cua AAVrh8R. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6
chaa su thay thé A586R, danh s theo cach danh s6 VP1 ciia AAVrh8R. Theo mot sd
phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin cé chira sy thay thé T589R hoic

T589K, danh s6 theo cach danh sé VP1 cia AAVTh8R.

Nhu thao luan & trén, khong bi rang budc béi ly thuyét, ngudi ta cho rang (cac)
su thay thé axit amin & mot hodc nhiu gbc tuong g voi cac axit amin 484, 487,
532, 585 hodc 588, danh sb theo cich danh s6 VP1 ctia AAV2 c6 thé diéu bién tinh
chét chuyén nap cua céc loai capsit AAV ma khong lién két v6i HSPG, hoic co thé
didu bién tinh chat chuyén nap cua cac loai capsit AAV doc 1ap d6i voi kha nang lién
két véi HSPG cua chung. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit
amin ¢6 chtra mot hodc nhiéu axit amin twong Umg véi axit amin dugc thé hién trén
Hinh 20. Vi du, theo mot sb phuong dn, mot hodc nhiéu axit amin & (cac) vi tri twong
img v6i cac axit amin 585 va/hodc 588 (danh 5O théo cach danh s§ VP1 clia AAV2)
dugc thay thé bing cac gbe arginin (vi dy, S586 va/hoic TS89 dbi véi AAVI hodc
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AAV6; $586 va/hodc A589 dbi véi AAV9; A586 vahodc T589 ddi véi AAVThSR;
Q588 va/hodc T591 dbi véi AAVS; va Q588 va/hodc AS91 ddi véi AAVTh10). Cac
capsit cai bién nay c6 thd dugc sir dung, khéng ké nhitng cdi khdc, trong viéc cai
thién su chuyén nap trong thily tinh thé huéng dich vao vong mac. Theo cdc phuong
4n khac, mot hodc nhiéu axit amin (vf dy, arginin hodc lysin) & (c4c) vi tri tuong ting
vOi cac axit amin 484, 487, 527 va/hoac 532 (dénh sb theo cach danh sb VP1 cua
AAV2) duoc thay thé bang (cic) axit amin khong tich dién duong ching han nhu
alanin (vi du, R485, R488, K528, va/hodc K533 dbi v6i AAV1 hoidc AAV6; R485,
R488, K528, va’/hoac R533 ddi voi AAV9 hoic AAVrh8R; va R487, R490, K530,
va/hoic R535 dbi véi AAVS hoic AAVrh10). Cac capsit cai bién nay c6 thé dugc sir
dung, khong ké nhitng cdi khdc, trong viéc cai thién sy chuyén nap dudi vdong mac

hoac CNS.

Theo mot sb phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira capsit AAV typ huyét thanh 1
(AAV1). Theo mot 36 phuong an, mot hodc nhiu su thay thé axit amin 13 & vi tri 586
va/hodc 589, danh sb theo cach déanh s VP1 cia AAV1. Theo mot sé phuong an,
VP1 cua AAV1 ¢6 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:12. Theo mot sd
phuong an, mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin c6 chua su thay thé & vi tri S586
va/hodc T589, danh s theo cach danh s VP1 ciia AAV1. Theo mdt sé phuong 4n,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé S586R hoic S586K, danh
sé theo cach danh s6 VP1 ctia AAVI1. Theo mot sb phuong &n, mdt hodc nhiéu su
thay thé axit amin c6 chta su thay thé T589R, danh s6 theo cach danh sé VPI cua
AAV1. Theo mdt s phuong 4n, hat rAAV c6 chta capsit AAV typ huyét thanh 6
(AAV6). Theo mot ) phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin 13 & vi trf 586
va/hodc 589, danh sb theo cach danh s VP1 cia AAV6. Theo mot s6 phuong 4n,
danh s6 theo cach danh s VP1 cia AAV6 c6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:13. Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su
thay thé & vi tri S586 va/hodc T589, danh s theo cach ddnh s6 VP1 clia AAVS.
Theo mot sb phuong an, mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c¢6 chira sy thay thé

S$586R hodc S586K, danh sb theo cach danh s6 VP1 ctia AAV6. Theo mot sé phuong
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4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chira sy thay thé T589R, danh sb theo
cach danh s6 VP1 cia AAV6. Theo mdt sd phuong 4n, hat rAAV c6 chira capsit
AAV typ huyét thanh 8 (AAVS). Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhidu sy thay thé
axit amin 12 & vi tri 588 va/hogc 591, danh s theo cach danh s6 VP1 clia AAVS.
Theo mot sé phuong an, danh s theo cach dénh s6 VP1 cia AAVS c6 chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:14. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay
thé axit amin c6 chira sy thay thé & vi tri Q588 va/hodc T591, danh s6 theo cach danh
s VP1 ciia AAVS. Theo mot sd phuong an, mot hodc nhidu sy thay thé axit amin c6
chira su thay thé Q588R hoiic Q588K, danh sb theo cich danh sé VP1 cia AAVS.
Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé
T591R, danh sb theo cach danh s VP1 cua AAVS. Theo mot sb phuong an, hat
rAAV c6 chita capsit AAV typ huyét thanh 9 (AAV9). Theo mot s6 phuong an, mot
hodc nhidu sy thay thé axit amin 1a & vi tri 586 va/hogc 589, d4nh sd theo cach ddnh
s6 VP1 cua AAVY. Theo mot sé phuong 4n, danh s6 theo cach danh s6 VPI cua
AAV9 ¢6 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:15. Theo mot sd phuong 4n,
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin c6 chira su thay thé & vi tri S586 va/hoic A589,
d4nh sb theo cach danh s& VP1 cua AAVY. Theo mot ) phuong an, mot hoac nhiéu
su thay thé axit amin c6 chira sy thay thé S586R hoic S586K, danh s6 theo cach danh
s VP1 cia AAVY. Theo mot sd phuong an, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6
chtra su thay thé A589R hoic A589K, danh sb theo cach dénh s§ VP1 cia AAVY.
Theo mot sé phuong 4n, hat TAAV c6 chia capsit AAV typ huyét thanh rh10
(AAVrh10). Theo mét s6 phuong an, mot hogc nhiéu sy thay thé axit amin 13 & vi tri
588 va/hodc 591, danh sé theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh10. Theo mot sb
phuong an, danh s theo cach danh s6 VP1 cua AAVrh10 c6 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:16. Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu su thay thé axit
amin c6 chira su thay thé ¢ vi trf Q588 va/hosic A591, dénh sb theo cach d4nh sb
VPI1 ctia AAVrh10. Theo mot sb phuong 4n, mt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6
chita su thay thé Q3588R hodc Q588K d4nh s6 theo cach danh s6 VP1 cia AAVrh10.
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Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6 chtra su thay thé

A591R, danh sb theo cach danh s6 VP1 ctia AAVrh10.
V. Phuong phép diéu trj

Quy trinh lidu phap gen ddi véi cac bénh vong mac, ching han nhu LCA, viém
vong mac sic t, va thoai héa diém vang do tudi tac doi héi su chuyén cuc bd cia
vecto vao té bao & vong mac. Té bao ma s& 1a dich didu tri trong céc bénh nay 1a té
bao nhan kich thich 4nh sang & vong mac hoic té bao ctia RPE nam dudi vong mac
than kinh cam gi4c. Viéc chuyén vecto liéu phap gen vao cac té bao nay doi héi phai
tiém vao khong gian dudi vong mac & gitta vong mac va RPE. Theo mdt s6 phuong
an, sang ché dé xuat phuong phap chuyén vecto liéu phap gen rAAV vao té bao cia
vong mac tai d6 vecto rAAV dugc boc capsit trong capsit AAV c6 chira su thay thé

cta mot hoac nhiéu gbc axit amin ma tuong tac vor HSPG.

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuat phuong phap didu tri rdi loan cia
CNS cua cé thé bao gdm budc chuyén hop phan ¢6 chira hat rAAV vao CNS cua ca
thé, trong do hat rAAV c6 chira (a) capsit rAAV c6 chtra protein capsit TAAV ¢
chira mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hoic nhiéu vi tri ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan, va (b) vecto rAAV c6 chira axit nucleic khéc loai va it
nhit 1a mot doan 13p cubi AAV. Ngoai ra, phuong phép chuyén axit nucleic khac loai
vao hé than kinh trung wong (CNS) cla c thé, phuong phép céi thién sy chuyén nap
rAAV cua té bao sau khi chuyén hat rAAV vao CNS ctia cé thé, va phuong phap cai
thién su biéu hién cua axit nucleic khéc loai sau khi chuyén cua hat rAAV vao CNS
cua ca thé dugc md ta trong ban mo ta nay co thé duoc str dung dé chuyén, vi du, axit
nucleic khac loai, chéng han nhu axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit tri li¢u
hodc axit nucleic tri lidu. Cac phuong phép nay c6 thé duoc st dung, khdng ké nhiing
cai khac, trong viéc diéu tri rdi loan ctia CNS. Theo mot ) phuong 4n, ca thé 1a
nguoi.

Vecto tri liéu
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Sang ché dé xuat cac phuong phép liéu phap gen ddi voi rbi loan ¢ mét trong
d6 hat rAAV co chira vecto tri liéu dugc chuyén vao vong mac cua ca thé. su chuyén
nap dugc cai thién cia té bao cuia vong mac c6 thé dat dugc béng cach boc capsit cho
vecto rAAV trong capsit rAAV (vi du, hat rAAV2, rAAVTh8R, v.v.) tai d6 mot hodc
nhiéu axit amin cua capsit ma twong tac véi HSPG duoc thé do d6 su lién két cua hat
rAAV v6i1 HSPG dugce lam gidm hodc loai bd. Vecto ¢6 thé c6 chira axit nucleic khac
loai ma hoa cho polypeptit (vi du, polypeptit tri liéu hodc chdn doan) va/hodc axit
nucleic tri liéu. Axit nucleic ma ma hoéa cho polypeptit tri li€u hodc chdn dodn
va/hodc axit nucleic tri liéu co thé duogc tao ra bé“\ng cach st dung cac phuong phéap da
biét trong linh vuc, bing cach st dung cac phuong phép téng hop va tai t6 hop tidu
chuin. Theo mot s6 phuwong 4n, axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit tri liéu.
Theo mét sd phuong 4n, axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit chan doan. Vi
du khong 1am gi6i han sang ché vé axit nucleic ma héa cho polypeptit tri liéu bao
g0m: axit nucleic dé thay thé cho gen bi mét hoic bi dot bién da biét 1a gay ra bénh
vong mac, vi du Prph2, RPE65, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, va
GNAT2. Vi du khong lam giéi han sang ché khac v& axit nucleic ma hoéa cho
polypeptit tri liéu bao gdm cac axit nucleic ma hoa cho yéu t§ dinh dudng than kinh
(chdng han nhu GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO), gen chéng chét té bao theo
chuong trinh (chang han nhu BCL2, BCL-X, NFkB), yéu t& chéng tao mach (ching
han nhu Endostatin, Angiostatin, sFIf), va yéu t6 khang viém (ching han nhu IL10,
ILI-ra, TGFp, IL4). Polypeptit tri li¢u khac d6i v6i rbi loan & mat bao gdm nhung
khong chi giéi han & Myo7a, ABCA4, REP1, GUCY2D, PDE6C, RS1, RPGRIP,
Lpcatl, AIPL1, RDH12, CHM. Theo mdt s& phuong 4n, polypeptit dugc ma héa 1a
bién thé & nguoi clia polypeptit.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé ma hoa cho polypeptit ma 1a protein ndi bao,
neo trong mang té bao, van & trong té bao, hodc dugc tiét boi té bao duge chuyén nap
v6i vecto theo sang ché. Ddi véi polypeptit dugce tiét boi t& bao ma tiép nhan vecto;

polypeptit c6 thé hoa tan (zitc la., khong gén vao té bao). Vi du, polypeptit hoa tan
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khéng c6 ving xuyén mang va duoc tiét tir té bao. K§ thuat dé xac dinh va loai bo

trinh tu axit nucleic ma ma hoa cho mién xuyén mang la da biét trong linh vuyec.

Vecto ma ¢6 thé duoc sit dung theo sang ché con bao gbm vecto c¢6 chira axit
nucleic ma ma hoéa cho ARN (vi du, ARNi, ribozym, miARN, siARN, ARN dbi
nghia) ma khi dugc phién ma tir axit nucleic cua vecto ¢6 thé diéu tri r8i loan & mét
bang cach gay tré ngai cho sy dich ma hodc sy phién mé cia protein bét thuong hoic
du két hop véi tinh trang bénh theo séng ché. Vi du, axit nucleic theo sang ché c6 thé
ma hoa cho ARN ma diéu tri bénh béng cach khtr hodc lam giam dac hiéu cao ddi véi
mARN ma héa cho protein bat thuong va/hodce du. Céc trinh tuw ARN tri li¢u bao gém
ARNi, ARN tc ché nhé (siRNA), micrd ARN (miARN), va/hoic ribozym (ching
han nhu ribozym dau bua va kep téc) ma co thé diéu tri cac bénh bang cach khir hozc
lam giam dac hiéu cao mARN ma hoa cho protein bét thuong va/hodc du, chéng han
nhu cac mARN ton tai ¢ nhiéu dang thoai héa vong mac di truyén. Céc vi du khong
lam gidi han sang ché cua rdi loan & mét ma co6 thé duogc didu tri béng cac trinh tu
ARN tr1 liéu bao gém, vi du, viém vOng mac sic t6 troi nhidm sic thé thuong
(ADRP) va bénh vdng mac tiéu duong. Vi du vé cé4c trinh tu ARN trj lidu va axit
nucleic ma héa cho cac trinh ty ma ¢6 thé duge st dung trong sang ché bao gdm céc
trinh tu dugc mo ta trong, vi du, béng sang ché My¥ sb 6,225,291, phén boc 10 cua
chung duoc két hop & day chi nhdm muc dich tham khao. Theo mdt sb phuong 4n,
trinh tw ARN trj liéu 1a miR-708. Theo mot sé phuong 4n, miR-708 dugc sit dung Kkét
hop v6i axit nucleic ma héa cho rhodopsin kiéu dai, duéi dang mot phén cla cung
vecto rAAV hodc dudi dang mot phan ciia vecto rAAV thtt hai. Theo mot s6 phuong
an, axit nucleic ma héa cho rhodopsin kiéu dai thiéu trinh ty dich miR-708 nim trong
vung khong dich ma 3' ciia gen rhodopsin. Vecto rAAV mi héa cho miR-708 va/hodc
rhodopsin duoc dé xuit trong don sing ché tam thdi My s 61/969,027, dugc néu &

day chi dé tham khao.

Céc khia canh nhat dinh ciia sang ché lién quan dén viéc sir dung hat rAAV (vi

du, vecto tri liéu) ma c¢6 chira (a) capsit rAAV c6 chira protein capsit TAAV ¢6 chira
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mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mdt hoic nhiéu vi tri ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan, va (b) vecto rAAV c¢6 chira axit nucleic khac loai va it
nhét 1a mot doan 1ap cudi AAV. Theo mot ) phuong én, axit nucleic khac loai ma
héa cho polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu. Nhu dugc sir dyng trong ban md
ta nay, axit nucleic tri liéu ¢ thé biéu hién axit nucleic tri liéu bat ky theo sang ché
hoiic axit nucleic bt ky ma ma hoa cho polypeptit tri liéu theo sang ché. Axit nucleic
tri liéu c6 thé duge sir dung, vi du, dé 1am thuyén giam triéu chirng, ngin ngira hodc
lam cham su tién trién, va/hoic diéu tri rdi loan (vi du, rdi loan dugc mé ta trong ban
mo ta nay). |

Su chuyén nap dugc cdi thién cua té bao ctiia CNS c6 thé dat dugc béng cach
boc capsit vecto rAAV trong capsit rAAV (vi du, tAAV2, rAAVTh8R, v.v.) tai do
mot hodc nhiéu axit amin cta capsit ma tuong tac v6i HSPG dugc thé do do su lién
két ctia hat rAAV véi HSPG dugce lam gidm hodc loai bo. Vecto ¢ thé c6 chira axit
nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit (vi du, polypeptit tri liéu hodc chan doén)
va/hodc axit nucleic tri liéu. Axit nucleic ma ma hoa cho polypeptit tri ligu hogc chan
doan va/hodc axit nucleic tri li€u co thé dugc tao ra béng cach sur dung cac phuong
phép da biét trong linh vuc, bang cach sir dung cac phuong phap tong hop va tai td
hop tiéu chuan. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit
tri liéu. Theo mot s6 phwong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit chan

doan. Theo mot sb phuong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho gen két hop CNS.

Theo mdot sd phuong 4n, axit nucleic khac loai ma hoa cho axit nucleic tri liéu.
Theo mdt sé phuong 4n, axit nucleic tri liéu c6 thé bao gdm nhung khong chi gi6i
han ¢ siARN, shARN, ARNi, a miARN, ARN d6i nghia, ribozym hoic ADNzym.
Nhu vay, axit nucleic tri liéu ¢ thé ma hoa cho ARN ma khi duoc phién ma tir axit
nucleic cia vecto ¢ thé diéu tri roi loan theo sang ché (vi du, r6i loan cua CNS) béng
cach 1am can tré su dich ma hodc sy phién mé cia protein bt thuong hodc du két
hop vai réi loan theo sang ché. Vi duy, axit nucleic theo sang ché c6 thé ma héa cho

ARN ma diéu tri réi loan bang cach khir hodc lam gidm dic hiu cao doi véi mARN
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ma hoa cho protein bét thuong va/hodc du. Céc trinh tw ARN tri liéu bao gém ARNI,
ARN trc ché nhé (siRNA), micrd ARN (miARN), va/hodc ribozym (ching han nhu
ribozym dau baia va kep téc) ma c6 thé diéu tri rbi loan bang cach khir hodc 1am gidm

dic hiéu cao dbi voi mARN ma hoa cho protein bét thuong va/hoic du.

Theo mdt s& phuong 4n, axit nucleic khéac loai ma héa cho polypeptit tri lidu.
Polypeptit trj liéu c6 thé, vi du, cung cAp hoat tinh polypeptit va/hodc enzym ma c6
mit hodc khong ¢6 mat & mic do gidm di trong t€ bao hodc sinh vat. Theo cach khac,
polypeptit tri liéu co thé cung cép hoat tinh polypeptit va/hodc enzym ma gin tiép
lam trung hoa sy mat can bing trong té bao hoic sinh vat. Vi du, polypeptit tri liéu
dbi v6i roi loan c6 lién quan dén sy ting dan clia chét chuyén héa gay ra boi sy thiéu
hut & enzym hodc hoat tinh chuyén hoéa c6 thé cung cp enzym hodc hoat tinh chuyén
héa bi mét di, hodc nd ¢6 thé cung cép enzym hodc hoat tinh chuyén hoa thay thé ma
dan dén su giam di cua chat chuyén hoa. Polypeptit tri liéu c6 thé con dugc sir dung
dé 1am giam hoat tinh ctia polypeptit (v du, polypeptit ma dugc biéu hién qua muc,
duoc hoat hoa bang dot bién tang chirc ning, hodc polypeptit ma hoat tinh cia chiung
bi mat diéu hoa theo cach khac) bang cach déng vai tro lam, vi du, polypeptit trdi 4m

tinh.

Theo mdt sé phuong 4n, axit nucleic khac loai ma héa cho polypeptit duoc
chon tir enzym, yéu té dinh dudng than kinh, polypeptit ma bi thiéu hut hodc bi dot
bién & c4 thé méc rdi loan lién quan dén CNS, chét chdng oxy hoa, yéu t6 chdng chét
t& bao theo chuong trinh, yéu t6 chdng tao mach, va yéu t& chdng viém. Polypeptit
ndy c6 thé duoc sir dung dé diéu tri réi loan ciia CNS bang cach, vi dy, cung cip hoat
tinh polypeptit va/hodc enzym ma dugc lam giam, khong c6, hodc bi mét diéu hoa
trong r6i loan cia CNS, lam thuyén gidm nguyén nhén va/hodc triéu ching cia rdi
loan CNS, va/hodc lam giam bt sy hu hai d6i v6i CNS gay ra bai rdi loan CNS (vi
du, su chét té bao theo chuong trinh, sy viém, hodc kiéu chét té bao khac). Vi du
khong lam gidi han sang ché vé axit nucleic mé hoa cho polypeptit trj liéu bao gom:

axit nucleic dé thay thé cho gen bi mét hodc bi dot bién da biét 1a gay ra r6i loan cta
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CNS, vi du Prph2, RPE65, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, va
GNAT2. Vi du khong lam giéi han sang ché khac vé axit nucleic md héa cho
polypeptit tri liéu bao gdm céc axit nucleic ma héa cho yéu t6 dinh dudng than kinh
(chéng han nhu GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO), gen chéng chét t& bao theo
chuong trinh (ching han nhu BCL2, BCL-X, NFkB), yéu t6 chdng tao mach (ching
han nhu Endostatin, Angiostatin, sFIf), va yéu t6 khang viém (ching han nhu IL10,
IL1-ra, TGFpB, IL4). Polypeptit tri liéu khac dbi voi réi loan CNS bao gdbm nhung
khoéng chi gigi han & Myo7a, ABCA4, REP1, GUCY2D, PDE6C, RS1, RPGRIP,
Lpcatl, AIPL1, RDH12, CHM. Theo mdt sd phuong 4n, polypeptit duge ma hoa 1a
bién thé & nguoi cua polypeptit. Theo mdt sd phuong 4n, axit nucleic khac loai ma
hoa cho protein tc ché su chét té bao theo chuong trinh & noron (NAIP), yéu t6 sinh
truong than kinh (NGF), yéu t6 sinh truong c6 ngudn gdc than kinh dém (GDNF),
yéu td sinh truéng c6 ngudn gbe ndo (BDNF), yéu té dinh dudng than kinh & thé mi
(CNTF), tyrosin hydroxylaza (TH), GTP-xyclohydrolaza (GTPCH), axit amin
decarboxylaza (AADC), chét chéng oxy hoa, polypeptit chéng tao mach, polypeptit
khang viém, va/hodc aspartoaxylaza (ASPA). Vi du vé chit chéng oxy hoa bao gdm
nhung khong chi gigi han & SODI1; SOD2; Catalaza; c4c Sirtuin 1, 3, 4, hodc 5;
NRF2; PGCla; GCL (duéi don vi xtc tac); GCL (duédi don vi cai bién); adiponectin,;
glutathion peroxidaza 1; va neuroglobin. Vi du vé polypeptit chdng tao mach bao
g6m nhung khong chi gi¢i han & angiostatin, Endostatin, PEDF, thu thé VEGF hoa
tan, va thu thé PDGF hoa tan. Vi du vé polypeptit khang viém bao gbém nhung khong
chi gi6i han ¢ IL-10, IL17R hoa tan, TNF-R hoa tan, TNF-R-Ig, chét tic ché IL-1, va
chét we ché IL18. Polypeptit vi du khac thudc cdc nhém nay ma c6 thé duoc sir dung
dé diéu trj rdi loan cua CNS duoge dé xuét dudi day.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé ma hoa cho polypeptit ma 1a protein ndi bao,
neo trong mang té bao, van & trong t& bao, hodc dugce tiét bai té bao duge chuyén nap
véi vecto theo sang ché. Di v6i polypeptit dugc tiét bai té bao ma tiép nhan vecto;

polypeptit co thé hoa tan (fitc ., khong gin vao té bao). Vi du, polypeptit hoa tan
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khong cé viung xuyén mang va dugce tiét tir té bao. K§ thuat dé xac dinh va loai bod

trinh tu axit nucleic ma ma hoa cho mién xuyén mang la da bict trong linh vuec.

Theo mot sb phuong an, axit nucleic khac loai duoc lién két co diéu khién véi
vung khéi ddu. Vung khoi dau néu 1am vi du bao gdom, nhung khong gi6i han &, ving
khoi ddu sém qua trung gian virut cu bao (CMV), LTR RSV, MoMLV LTR, ving
khoi dau phosphoglyxerat kinaza-1 (PGK), vung khoi dau simian virut 40 (SV40) va
ving khoi ddu CK6, ving khéi ddu transthyretin (TTR), ving khéi dau TK, ving
khoi dau dép {mg voi tetraxyclin (TRE), ving khéi dau HBV, ving khdi dau hAAT,
ving khéi ddu LSP, ving khoi du thé kham dic hiéu gan (LSP), ving khoi dau E2F,
Vl‘mg khoi dau telomeraza (hTERT); vung khéi dau ving ting cudng virut cu
bao/beta-actin cia ga/p-globin cua thd (vung khoi dau CAG; Niwa et al., Gene, 1991,
108(2):193-9) va ving khoi déu yéu t6 kéo dai 1-alpha (EFl-alpha) (Kim et al., Gene,
1990, 91(2):217-23 and Guo et al., Gene Ther., 1996, 3(9):802-10). Theo mot )
phuong an, ving khoi diu bao gbm vung khéi dau B-glucuronidaza ctia ngudi hodc
viing ting cudng virut cu bao duoc lién két v6i ving khéi dau B-actin ciia ga (CBA).
Vung khoti dau c6 thé 1a vung khéi dau co dinh, cam ung hodc kim ham. Theo mdt s6
phuong an, sang ché dé xuét vecto tai té hop c6 chira axit nucleic ma hoéa cho gen
chuyén khéc loai theo sang ché dugc lien két c6 didu khién voi ving khéi ddu CBA.
Cac vung khoi ddu vi dy va mé ta c6 thé tim thdy, vi dy, trong U.S. PG Pub.
20140335054.

Vi du vé vung khat dau cAu trac bao gém, nhung khong chi giéi han &, vung
khoi dau LTR virut gdy ung thu mo lién két Rous phién ma nguge (RSV) (tuy y véi
vung tang cuong RSV), vung khoi dau virut cy bao (CMV) (tly ¥ véi vung ting
cudong CMV) [xem, vi du, Boshart et al., Cell, 41:521-530 (1985)], vung khoi dau
SV40, vung khoi dau dihydrofolat reductaza, ving khoi dau 13-actin, ving khoi dau
phosphoglyxerol kinaza (PGK), va vung khoi dau EFla [Invitrogen].

Vung khét d4u cam tng cho phép didu hoa sy biéu hién gen va c6 thé duge
diéu hoa bang céac hop chat duoc cung cAp tlr bén ngoai, cac yéu t6 mdi truong ching
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han nhu nhiét d, hodc su c¢6 mit cua tinh trang vat ly cu thé, vi du, pha cép tinh, tinh
trang biét hoa cy thé cua té bao, hodc chi & té bao dang sao chép. Vung khoi ddu cam
g va hé théng cam tmg c6 sin tur nhiéu ngudn thuong mai, bao gbm, nhung khong
chi gidi han ¢, Invitrogen, Clontech va Ariad. Nhiéu hé théng khac da duge mo ta va
¢6 thé d& dang chon dugc béi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vyc. Vi du vé
vung khai dau cam tng dugc diu hoa boi ving khéi dau duoc cung cép tir bén ngoai
bao gdm vung khai dau metallothionin ctru cdm tGng kém (MT), ving khéi dau virut
gdy khdi u dong vat ¢6 vii & chudt cam Umg dexamethason (Dex) (MMTYV), hé théng
ving khai dau T7 polymeraza (WO 98/10088); vung khai dAu con tring ecdyson (No
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3346-3351 (1996)), hé thong co6 thé kiém ché
tetraxyclin (Gossen et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992)), hé
théng cam ung tetraxyclin (Gossen ef al., Science, 268:1766-1769 (1995), ciing xem
tai liéu Harvey et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 2:512-518 (1998)), hé thdng cam tng
RU486 (Wang et al., Nat. Biotech., 15:239-243 (1997) va Wang ef al., Gene Ther.,
4:432-441 (1997)) va hé théng cam tng rapamyxin (Magari et al., J. Clin. Invest.,
100:2865-2872 (1997)). C4c loai khac nira cua ving khoi ddu cam tmg ma c6 thé hitu
dung trong truong hop nay la cac vung khoi dAu cam tmg ma dugc diéu hoa béi tinh
trang sinh ly cu thé, vi du, nhiét do, pha cép tinh, tinh trang bi€t hoa cy thé cua té bao,

hoac chi ¢ t€ bao dang sao chép.

Theo phuong an khéc, vung khoi dau tu nhién, hoic manh cua ching, ddi véi
gen chuyén s& duoc st dung. Vung khoi dau tu nhién c¢6 thé duoc st dung khi mong
mudn su biéu hién cua gen chuyén cAn bat chuge sy biu hién tu nhién. Ving khoi
dau tu nhién ¢6 thé duoc str dung khi sy biéu hién cta gen chuyén phai duogc diéu hoa
tam thoi hodc theo sy phat trién, hodc theo phuong thirc dic hiéu mo, hodc dap tng
v6i kich thich phién ma cu thé. Theo phuong 4n khéc, cac yéu t6 kiém soat su biéu
hién tu nhién khéc, ching han nhu yéu t tang cuong, vi tri polyadenyl héa hodc cac

trinh tu lién tmgKozak c6 thé con duge st dung dé bat chudce sy bi€u hién ty nhién.
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Theo mot sb phuong an, céc trinh tu diéu hoa truyén kha nédng biéu hién gen
dac hiéu md. Trong mdt ) truong hop, cac trinh ty diéu hoa dic hiéu md lién két cac
yéu t6 phién m4 dic hiéu mo ma gay ra sy phién ma theo phuong thire dic hiéu mo.
Céc trinh ty diéu hoa dic hiéu md nay (vi du, ving khoi dau, vung tang cuong, v.v.)
da duoc biét o trong linh vuc. Céc trinh tu diéu hoa dic hiéu md vi du bao gém,
nhung khong chi gidi han & cac ving khoi diu dic hiéu mo sau ddy: ving khéi dau
noron chang han nhu enolaza dic hiéu noron (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol.
Neurobiol., 13:503-15 (1993)), ving khéi dau gen chudi nhe neurofilament (Piccioli
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991)), va ving khéi dau gen vgf dic
hiéu noron (Piccioli et al., Neuron, 15:373-84 (1995)). Theo mot sd phuong 4n, ving
khoi dau dac hiéu mo 1a ving khéi dau cua gen dugc chon tir: nhan noron (NeuN),
protein axit to than kinh dém (GFAP), polip tuyén (APC), va phan tix chuyén tiép lién
két canxi da ion hoa 1 (Iba-1). Cac ving khai dau dic hiéu mo thich hop khac s& rd
rang dbi véi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc. Theo mot s6 phuong 4n,

vung khéi dau la vang khoi dau beta-actin & ga.

Theo mdt sb phuong an, axit nucleic khac loai chiu su kiém so4t cta trinh tu
khéi diu ma duge biu hién & mot hoic nhiéu t& bao ctia CNS. Nhiéu trinh tu khoi
dAu duogc liet ké & trén (vi du, ving khoi ddu CBA) da duge biét trong linh vuc 13
duoc bidu hién & mot hodc nhidu té bao cia CNS. Theo mot sd phuong 4n, trinh tu
khéi dau co thé duge biéu hién khép noi & sinh vat, va do d6 c6 thé biéu hién & mot
hozic nhiéu té bao cia CNS do sy chuyén vao CNS ctia né. Theo cdc phuong 4n khéc,
trinh tu khoi dau ma biéu hién dic hiéu trong CNS, hoéc tap hgp con cua mot hodc
nhiéu té bao CNS, c6 thé dugc su dung. Theo mot ) phuong an, axit nucleic khac
loai dugc lién két co didu khién voi ving khoi dau thich hop dé biéu hién cua
polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu & mdt hodc nhiéu té bao cua CNS. Nhu
vdy, theo mot sb phwong an, polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu theo sang ché

¢6 thé dugc sur dung dé diéu tri roi loan cua CNS.
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Theo mdt sb phuong 4n, vung khéi dau 1am biéu hién axit nucleic khac loai
trong té bao ndo. Té bao ndo co6 thé dung dé chi té bao ndo bat ky da biét trong linh
vuc, bao gdm nhung khong chi giéi han & noron (chang han nhu noron cam giéc,
noron van dong, noron trung gian, noron tiét dopamin, noron cé gai trung binh, noron
tiét cholin, noron tiét GABA, noron thép, v.v.), té bao than kinh dém (chang han nhu
tiéu than kinh dém, than kinh dém, t& bao hinh sao, té bao than kinh dém it gai, té bao
mang nao thét, té bao than kinh dém huéng tam, v.v.), té bao nhu mé ndo, té bao tiéu
than kinh dém, té bao mang nao thét, va/hoic té bao Purkinje. Theo mot sb phuong
4n, vung khéi dau 1am biéu hién axit nucleic khac loai & noron. Theo mot s6 phuong
an, axit nucleic khac loai dugc biéu hién chuyén biét & noron (vi du, dugc biéu hién &
noron va khong duoc biéu hién & t& bao khic cuia CNS, ching han nhu t& bao than

kinh dém).

Theo mot s khia canh, sang ché d& xuét vecto rAAV dé str dung trong phuong
phép ngan ngira hodc diéu trj mot hogc nhiéu khiém khuyét gen (vi dy, khiém khuyét
gen c6 thé di truyén, su thay doi gen sinh dudng, va dang twong ty) & dong vét co vu,
chang han nhu vi dy, khiém khuyét gen ma dan dén su thiéu hut polypeptit hoic su
du thtra polypeptit & déi tugng, hoic dé diéu tri hodc lam gidm muc do trAm trong
hodc quy mé ctia sy thiéu hut & ddi twong biéu 16 réi loan két hop v&i CNS ¢6 lién két
v6i su thiéu hut & polypeptit nay & té bao va md. Theo mot sd phuong 4n, phuong
phap nay bao gdm budc sit dung vecto rAAV ma mé hoa cho mot hogc nhiéu peptit
tri liéu, polypeptit tri liéu, ARN chirc nang tri liéu, axit nucleic trc ché tri liéu, ShARN
tri liéu, microARN tri li€u, nucleotit dbi nghia tri liéu, v.v. trong chét mang dugc
dung vao ddi tuong & lugng va trong khoang thoi gian du dé diéu tri rdi loan két hop
CNS & dbi tuong méc hodc nghi ngo mic rdi loan nay.

Vecto rAAV c6 thé co chira dudi dang gen chuyén, axit nucleic ma héa cho
protein hoac ARN chiic ndng ma diéu bién hoic diéu tri rbi loan két hop v6i CNS.
Sau day la danh muc khong lam giéi han sang ché cua céc gen c6 lién quan dén réi

loan lién quan dén CNS: protein tc ché su chét té bao theo chuong trinh & noron
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(NAIP), yéu tb sinh truéng than kinh (NGF), yéu t6 sinh trudng c6 ngudn gdc than
kinh dém (GDNF), yéu t6 sinh truéng c6 ngudn gbc ndo (BDNF), yéu t6 dinh dudng
th?m kinh & thé mi (CNTF), tyrosin hydroxylaza (TM, GTP-xyclohydrolaza
(GTPCH), aspartoaxylaza (ASPA), superoxit dismutaza (SOD1), chét chdng oxy hoa,
polypeptit chéng tao mach, polypeptit khang viém, va axit amin decorboxylaza
(AADC). Vi dy, gen chuyén hitu dyng trong viéc diéu tri bénh Parkinson ma héa cho
TH, ma la enzym han ché téc do trong téng hop dopamin. Gen chuyén ma héa cho
GTPCII, ma tao ra déng yéu td TII tetrahydrobiopterin, c6 thé con duge sir dung
trong viéc diéu tri bénh Parkinson. Gen chuyén ma héa cho GDNF hoac BDNF, hoidc
AADC, ma lam thuan tién cho su chuyén héa ctia L-Dopa thanh DA, c6 thé con dugc
su dung dé diéu tri bénh Parkinson. Ddi véi viée diéu tri ALS, gen chuyén hitu dung
¢6 thé ma héa cho: GDNF, BDNF hodc CNTF. Ciing dé diéu tri ALS, gen chuyén
httu dung ¢6 thé ma hoa cho ARN chirc nang, vi du, ShARN, miARN, ma {c ché su
biéu hién cua SODI1. Ddi véi viec diéu tri chung thiéu mau cuc bod gen chuyén hitu
dung c6 thé md héa cho NAIP hodc NGF. Gen chuyén mi héa cho Beta-
glucuronidaza (GUS) co6 thé hitu dung dé diéu tri cac bénh duy trit lysosom nhét dinh
(vi du, bénh khuyét tat bénh Mucopolysacharidosis typ VII (MPS VII)). Gen chuyén
ma hoa cho gen hoat hoa tién duoc chét, vi du, HSV-Tymidin kinaza ma chuyén hoa
ganciclovir thanh nucleotit gdy doc ma pha v& su téng hop ADN va dan dén su chét
té bao, ¢6 thé hitu dung dé diéu tri cac bénh ung thu nhét dinh, vi du, khi dugc sur
dung két hop vai tién duoc chit. Gen chuyén ma héa cho opioit ndi sinh, B-endorphin
nay c6 thé hitu dung dé diéu tri ching dau. Vi du vé& chét chéng oxy héa bao gom
nhung khong chi giéi han & SOD1; SOD2; Catalaza; cdc Sirtuin 1, 3, 4, hodc 5;
NRF2; PGCla; GCL (duéi don vi xtc tac); GCL (dudi don vi cdi bién); adiponectin,;
glutathion peroxidaza 1; va neuroglobin. Vi du vé& polypeptit chéng tao mach bao
gém nhung khong chi gidi han & angiostatin, Endostatin, PEDF, thy thé VEGF hoa
tan, va thu thé PDGF hoa tan. Vi du vé polypeptit khang viém bao g6m nhung khong
chi gi6i han & IL-10, IL17R hoa tan, TNF-R hoa tan, TNF-R-Ig, chét ¢rc ché IL-1, va
chét tre ché T1.18. C4c vi du khac vé gen chuyén ma c6 thé duge st dung trong vecto
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rAAV theo sang ché s& 1 rang dbi voi ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc

(Xem tai liéu, vi du, Costantini L. C, et al., Gene Therapy (2000) 7, 93-109).

Theo mot sb phuong an, polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu dugc str
dung dé diéu tri rdi loan cia CNS. Khoéng bi rang budc bdi ly thuyét, ngudi ta cho
rfmg polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri li€u c6 thé duoc st dung dé lam giam
hodc triét tiéu su biéu hién va/hodc hoat tinh clia polypeptit ma sy ting chirc ning cuia
chung dugc két hop véi rdi loan, hodc lam tdng cuong sy biéu hién va/hoidc hoat tinh
ct’lé polypeptit dé bu lai sy thiéu hut ma duoc két hop véi 1di loan (vi du, dot bién &
gen ma su biéu hién cua chung thé hién hoat tinh tuong tu hodc co lién quan). Cac vi
du khong lam gigi han sang ché cua rdi loan theo sang ché ma c6 thé duge didu tri
bing polypeptit trj liéu hodc axit nucleic tri liéu theo sdng ché (cc gen vi du ma c6
thé duoc huéng dich hodc duoc cung cép dugce néu trong ngoic don ddi véi mdi rdi
loan) bao gdm dot quy (vi du, caspaza-3, Beclinl, Askl, PARI, HIFla, PUMA,
va/hodc gen bét ky trong sb cac gen dugc md ta Fukuda, A.M. and Badaut, J. (2013)
Genes (Basel) 4:435-456), bénh Huntington (thé dot bién HTT), chimg dong kinh (vi
du, SCN14, NMDAR, ADK, va/hoic gen bat ky trong sd cac gen duge md ta trong
Boison, D. (2010) Epilepsia 51:1659-1668), bénh Parkinson (alpha-synuclein), bénh
Lou Gehrig (con dugc goi 1a bénh xo cing teo co mot bén; SODI), bénh Alzheimer
(tau, protein tién chat amyloit), thoai héa hach nén-vo nio hoic CBD (tau), thoai hoa
hach-vo nén hodc CBGD (tau), sa sut tri tué tran-thai duong hozic FTD (tau), chimng
liét trén nhan tién trién hodc PSP (tau), bénh teo da hé théng hodc MSA (alpha-
synuclein), bénh ung thu ndo (vi du, gen sinh ung thu dot bién hodc dugc biéu hién
qué muc c6 lién quan dén bénh ung thu ndo), va bénh dy trit lysosom (LSD). Réi
loan theo sang ché c6 thé bao gdm céc rdi loai ma bao gdm ving 16n ctia vo néo, vi
du, 16n hon mot vung chirc nang cua vo nao, nhiéu hon mot thuy cua vo néo, va/hodc
toan bd v6 ndo. Céc vi du khong 1am gidi han sang ché khac vé rdi loan theo sang ché
ma ¢6 thé duoc diéu tri béng polypeptit tri li€u hodc axit nucleic tri li¢u theo sang ché
bao gdm tén thuong ndo do chén thuong, rbi loan mét chirc ning enzym, rdi loan tdm

than (bao gdm hoi chimg cing thing sau chan thuong), bénh thodi héa than kinh, va
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rdi loan nhéan thic (bao gdm ching mat tri, chimg tu ky, va chimg trdm cam). R6i
loan mét chtrc ning enzym bao gdm nhung khong chi giéi han & ching loan dudng
chét tring ndo (bao gdm bénh Canavan) va bénh du trit lysosom bit ky duge md ta
dudi day.

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit tri liéu hodc axit nucleic tri liéu duge sir
dung dé diéu tri bénh dy trit lysosom. Nhu thudng dugc biét dén trong linh vyc, bénh
du trlr lysosom la rdi loan chuyén héa di truyén hiém gip dic trung béi su thiéu hut
chtrc nang lysosom. Réi loan thuong do sy thiéu hut & enzym can cho su chuyén hoéa
mucopolysacarit, glycoprotein, va/hoic lipit thich hop gay ra, dan dén sy tich liiy dén
muc gdy bénh cua vit li€u té bao du trit & lysosom. Vi du khong 1am gi6i han sang
ché vé bénh du trit lysosom theo séng ché ma c6 thé dugc diéu tri bang polypeptit tri
liéu hodc axit nucleic tri liéu theo sang ché (cac gen vi dyu ma co thé duogc huéng dich
hodc dugc cung cép duoc néu trong ngodc don d6i véi mdi rbi loan) bao gém bénh
Gaucher typ 2 hodc typ 3 (axit beta-glucosidaza, GB4), bénh GM1 gangliosidosis
(beta-galactosidaza-1, GLBI), bénh Hunter (iduronat 2-sulfataza, IDS), bénh Krabbe
(galactosylxeramidaza, GALC), bénh mannosidosis (manosidaza, ching han nhu
alpha-D-manosidaza, MAN2BI), bénh B mannosidosis (beta-manosidaza, MANBA),
bénh loan dudng chét tréng ndo bién sic (pseudoarylsulfataza A, ARSA), bénh
mucolipidosis II/IIT (N-axetylglucosamin-1-phosphotransferaza, GNPTAB), bénh
Niemann-Pick A (axit sphingomyelinaza, ASM), bénh Niemann-Pick C (protein
Niemann-Pick C, NPCI), bénh Pompe (axit alpha-1,4-glucosidaza, GAA4), bénh
Sandhoff (du6i don vi hexosaminidaza beta, HEXB), bénh Sanfilippo A (N-
sulfoglucosamin  sulfohydrolaza, MPS34), bénh Sanfilippo B (N-alpha-
axetylglucosaminidaza, NAGLU), bénh Sanfilippo C (heparin axetyl-CoA:alpha-
glucosaminidaza N-axetyltransferaza, MPS3C), bénh Sanfilippo D (N-
axetylglucosamin-6-sulfataza, GNS), bénh Schindler (alpha-N-
axetylgalactosaminidaza, NAGA), bénh Sly (beta-glucuronidaza, GUSB), bénh Tay-
Sachs (duéi don vi hexosaminidaza alpha, HEXA), va bénh Wolman (axit lipaza cta

lysosom, LIPA).
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Cac bénh du trit lysosom khéc, cling nhu 1 enzym khiém khuyét c6 lién quan

dén mdi bénh, duoc liét ké trong Bang 1 dudi day. Theo mot ) phuong 4n, cac bénh

dugce liét ké trong bang dudi day duogc diu tri bang polypeptit tri liéu hodc axit

nucleic tri liéu theo sang ché ma bu hoic theo cach khac 1am can béng su thiéu hut

enzym tuong ung.

Béng 1. Réi loan du trit lysosom va enzym khiém khuyét c6 lién quan.

Bénh du trir lysosom

Enzym khiém Khuyét

Bénh Aspartylglusoaminuria

Aspartylglucosaminidaza

Bénh Fabry

Alpha-galactosidaza A

Bénh Batten ¢ Tré em (CNL1)

Palmitoy] protein thioesteraza

Bénh Batten ¢ Tré em Mudn Co dién

(CNL2)

Tripeptidyl peptidaza

Bénh Batten & Thiéu nién (CNL3)

Protein xuyén mang lysosom

Bénh Batten, cac dang khac (CNLA4-
CNLg®)

San pham gen phirc hop

Bénh loan dudng xystin

Chét van chuyén xystein

Bénh Farber

Axit xeramidaza

Bénh Fucosidosis

Axit alpha-L-fucosidaza

Bénh Galactosidosialidosis

Protein bdo vé/cathepsin A

Bénh Gaucher typ 1, 2, va 3

Axit beta-glucosidaza

Bénh GM1 gangliosidosis

Axit beta-galactosidaza

Bénh Hunter

Iduronat-2-sulfataza

Bénh Hurler-Scheie

Alpha-L-iduronidaza

Bénh Krabbe

Galactocerebrosidaza
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Bénh alpha-mannosidosis

Axit alpha-manosidaza

Bénh beta-mannosidosis

Axit beta-manosidaza

Bénh Maroteaux-Lamy Arylsulfataza B

Chimng loan dudng chat tring ndo bién | Arylsulfataza A

sdc

Bénh Morquio A N-axetylgalactosamin-6-sulfat
Bénh Morquio B Axit beta-galactosidaza

Bénh Mucolipidosis II/11I

N-axetylglucosamin-1-

phosphotransferaza

Bénh Niemann-Pick A, B

Axit sphingomyelinaza

Bénh Niemann-Pick C

NPC-1

Axit pompe

alpha-glucosidaza

Bénh Sandhoff

beta-hexosaminidaza B

Bénh Sanfilippo A

Heparan N-sulfataza

Bénh Sanfilippo B

alpha-N-axetylglucosaminidaza

Bénh Sanfilippo C

Axetyl-CoA:alpha-glucoasaminit

N-axetyltransferaza

Bénh Sanfilippo D

N-axetylglucosamin-6-sulfat

Bénh Schindler

alpha-N-axetylgalactosaminidaza

Bénh Schindler-Kanzaki

alpha-N-axetylgalactosaminidaza

Bénh sialidosis

alpha-neuramidaza

Bénh Sly

beta-glucuronidaza

Bénh Tay-Sachs

beta-hexosaminidaza A
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Bénh Wolman Axit lipaza

Bénh Huntington

Mot vi du vé bénh ma vecto nay cé thé c6 lgi 1a bénh Huntington (HD), ma
gdy ra boi dot bién mé& rong doan 1dp CAG ma ma héa cho doan 13p polyglutamin
(polyQ) m¢ rong trong protein huntingtin dot bién (mHTT). HD la dich hip dan dbi
v6i liu phap dua trén ADN va ARN béi vi n6 1a bénh troi nhidm séc thé thuong bt
ngudn tir dot bién cua alen don 18. Vecto AAV ¢6 thé tao ra hé thdng chuyén Iy tudng
ddi voi axit nucleic tri liéu va cho phép su biéu hién lién tuc va lau cia céc phan tu

lam gidam huntingtin trong néo.

Nhu duge mo ta trong ban md ta nay, viéc dung trong s¢ cua hat rAAV (vi dy,
vecto tri liéu) cé protein capsit rAAV chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin &
mot hodc nhiu vi trf ma twong tic v6i heparan sulfat proteoglycan, mang lai su
chuyén nap noron lan rong. Theo do, cic khia canh cla sang ché dé xuat phuong
phap chuyén axit nucleic khac loai vao hé than kinh trung wong bang cach st dung
hat virut tai t hop dugc mo ta trong ban mo ta nay dé diéu tri bénh Huntington. Theo
mot s6 phuong 4n, sang ché dé xudt phuong phép va hop phan dé diéu tri bénh
Huntington & c4 thé bao gdm budc str dung cho dong vat c6 vii dugce pham theo séng
ché (vi du, dugc phém ¢O chira hat virut bién thé theo sang ché). Theo mot sb khia
canh, sang ché d& xudt phuong phap va hop phan dé wc ché su biéu hién cta htt &
dong vat co vu méc bénh Huntington bao gém budc st dung cho ca thé nay duoc
phim theo sang ché (vi du, dugc pham c6 chtra hat virut bién thé theo sang ché).
Theo mot sd khia canh, sang ché d& xuat phuong phép va hop phén dé wc ché sy tich
lily cua htt trong t& bao cua cé thé méc bénh Huntington bao gdm buéc sir dung cho
c4 thé nay dugc phdm theo séng ché (vi du, duge phdm c6 chira hat virut bién thé theo

sang ché).
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Theo mot sb khia canh, sang ché d& xudt phuong phép va hop phan dé lam
thuyén giam triéu chimg cia HD & c4 thé, bao gém budc st dung luong hitu hiéu cua
hat virut tai to hop c6 chira mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodic nhiéu vi
trf ma tuong tac v6i heparan sulfat proteoglycan cho CNS ciia ca thé, trong d6 hat
rAAV c6 chita vecto ma hoa cho ARNi ma trc ché sy biéu hién va/hodc su tich loy
ctia HTTe trong cé thé. Theo mot sé phuong 4n, cac triéu chimg ctia HD bao gom,
nhung khong chi gi6i han ¢, mua giat, cimg nhic, mat kiém soat ctr dong co thé, mat
kiém soat co, thiéu su phéi hop, hiéu dong, ctr dong mét cham, di€u bd bét thuong,
khong on dinh, dang di loang choang, biéu hién nét mat khong binh thuong, co6 van
dé vé tiéng noi, kho nhai va/hoac nudt, r6i loan giéc ngu, con tai bién ngdp mau,
ching mat tri, su thiéu hut nhan thire (v du, céc kha ning lién quan dén 1ap ké hoach,
suy nghi tom tat, su linh hoat, su tudn thi quy tac, su nhay cam giita cic c4 nhan, su
tu kiém soét, sy chu y, hoc tap, va ghi nh¢), chung trAm cam, chung lo au, sy thay
ddi tinh cach, sy gy su, hanh vi 4m anh, hanh vi 4m 4nh cudng ché, bi 4m 4nh tinh
duc, chung rdi loan tim than, tinh lanh dam, tinh d& bi kich thich, c6 y nghi tu sat, sut
can, teo than kinh co, suy tim, do dung chiu glucoza gidm, teo tinh hoan, va lodng

xuong.

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét phuong phap ngin ngira hoic lam
cham su tién trién ctia HD. HD trdi nhidm séc thé thuong 12 bénh di truyén ma c6 thé
duogc xac dinh kiéu gen. Vi duy, sb lugng doan lap CAG trong HTT ¢6 thé duoc xéc
dinh bang phuong phép dinh ¢& doan I3p trén co sé PCR. Kiéu chan doan nay c6 thé
duogc thyc hién ¢ giai doan bat ky cta cudc doi thong qua thir nghi€ém tryc tiép thanh
thiéu nién hodc ngudi truéng thanh (vi du, c6 xut hién céc triéu ching 1am sang),
sang loc trudce sinh hodc thtr nghiém loai trir trudce sinh (vi dy, bing cach ldy mau
long nhung mang dém hodc choc 6i), hodc sang loc phdi trude cdy ghép. Ngoai ra,
HD ¢6 thé duge chian doan bé“mg cach chuyp anh nao, tim kiém su co lai cia nhan duoi
va/hodc hach va/hodc ndo that mé rong. Cac tridu chimg nay, két hop véi tién st gia

dinh cta HD va/hodc céc tridu chimg 1am sang, c6 thé biéu thi HD.
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Phuong thire xac dinh sy cai thién cia céc triéu chimg cua HD la da biét trong
linh vuc. Vi dy, Thang Phan Loai Bénh Huntington Hop Nhéit (UHDRS) c6 thé dugc
st dung dé danh gia chirc nang van dong, chirc nang nhin thire, hanh vi bét thuong,
va kha nang thuc hién chirc nang (xem tai liéu, vi du, Huntington Study Group (1996)
Movement Disorders 11:136-42). Thang phan loai nay dugc phat trién dé tao ra thu
nghiém toan dién, ddng déu dbi véi nhiéu mit cla bénh ly hoc, két hop cac yéu td tir
cac thtr nghiém chéng han nhu Thang Cudc Séng Hang Ngay va Hoat Dong HD,
thang murc do trAm trong clia chimg mua giat Marsden va Quinn, thang Mtrc D9 Doc
Lap va Tan Phé Co Thé, thang phan loai van dong HD (HDMRS), thang kha ning
thuc hién chtrc nang HD (HDFCS), va danh gi than kinh dinh luvong (QNE). C4c thi
nghiém hitu dung khac dé xac dinh su cai thién cta céc triéu chimg HD c6 thé bao
gdm nhung khong chi giéi han & Danh Gia Nhén Thitc Montreal, chup anh nfo (vi
du, MRI), Thir Nghiém Phéan Loai Mirc D¢ Luu Loat, Thir Nghiém Tao Vét, Tra Ciru
Ban D6, Thir Nghiém Doc Tir Stroop, Nhiém Vu G Nhe Tang Tbc, va Thu Nghiém
Thé Thirc Chir S6 Ky Hiéu.

Theo mot sd khia canh cua sang ché, cac phuong phap va hop phan duoc sir
dung dé diéu tri cho nguoi méac HD. Nhu duoc mo ta & trén, HD duge di truyén theo
phuong thire troi nhidm sic thé thuong va gdy ra boi sy m¢ rong doan lap CAG trong
gen HTT. HD khoi phat & thiéu nién duoc di truyén nhiéu nhit tir phia bd me. Kiéu
hinh giéng bénh Huntington ciing twong quan vé&i cac locut di truyén khac, chang han
nhu HDLI, PRNP, HDL2, HDL3, va HDL4. Ngudi ta cho ring cac locut di truyén
khac c6 thé cai bién su biéu 16 cua céc triéu chimg HD, bao gém cac dot bién & cac
gen GRIN2A4, GRIN2B, MSX1, GRIK2, va APOE .

Hop phin rAAV

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuit hop phan c6 chia hat rAAV bét ky
dugc mod ta trong ban md ta nay. Nhin chung, hop phan dé sir dung trong phuong
phap va hé théng theo sang ché ¢6 chita lugng hitu hiéu ctia hat rAAV c6 chtra vecto
rAAV mi héa cho polypeptit va/hodc ARN, tuy y trong t4 dugc dugc dung. Hat virut
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c6 chira capsit AAV (vi du, capsit AAV2 hodc AAVrh8R) trong d6 mot hodc nhiéu
axit amin ma tuwong tac véi HSPG dugc thé do d6 sy lién két cua hat tAAV véi
HSPG duoc lam giam hodc loai bé. Nhu da dugce biét o trong linh vyc, ta duge duoc
dung la chét tuong dbi tro ma lam thuén tién cho viéc st dung ctia chét c6 tac dung
duoc ly va co thé dugc cung cip duéi dang dung dich hoic huyén phu long, duéi
dang nhd tuong, hodc dudi dang chét rén thich hop dé hoa tan hoic tao huyén phu
trong chét long trude khi st dung. Vi du, ta duogc ¢o thé tao hinh dang hoic do dic,
hodc hoat dong dudi dang chat pha lodng. T4 dugc thich hgp bao gém nhung khong
chi gi6i han & chat 1am 6n dinh, chit lam 4m va nhii trong hoa, mudi dé 1am thay doi
do tham thAu, chét bao nang, chat dém pH, va chit dém. Cac t4 duoc nay bao gém
duoc chat bat ky thich hop dé chuyén truc tiép vao mét ma c6 thé duoc str dung ma
khong gay doc. Ta dugc duge dung bao gém, nhung khong chi gidi han &, sorbitol,
hop chét bat ky trong s& cac hop chat TWEEN, va chit 16ng chang han nhu nudc,
nude mudi, glyxerol va etanol. Mubi duge dung co thé duoc bao g?)m trong do, vi du,
mudi axit khoang chang han nhu hydroclorua, hydrobromua, phosphat, sulfat, va
mudi tuong tu; va mudi cua axit hitu co ching han nhu axetat, propionat, malonat,
benzoat, va mudi tuong ty. Thao luan k¥ vé ta duoc duge dung c6 trong tai liéu

REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co, N.J. 1991).

Nhin chung, cic hop phan nay dugc tao ché pham dé dung bang cach tiém
dudi vong mac. Theo do, cac hop phan nay c6 thé dugc két hop véi ta dugc 1ong
duoc dung chang han nhu nuéc mubi, dung dich mudi can bang Ringer (46 pH =
7,4), va ta dugc long tuong tu. Mac dung khong yéu cau, hop phan c6 thé tuy y dugc
cung cip ¢ dang lidu don vi thich hop dé dung luong chinh xac.

Cdc phwong phdp ch uyén dwéi vong mac ciia rAAV

Céc phuong phép chuyén dudi vong mac la da biét trong linh vuc. Vi du, xem
tai lidu WO 2009/105690, duoc két hop & ddy dé tham khao. Tém lai, phuong phap
chung dé chuyén hat rAAV (vi du, hat rAAV2, rAAVrh8R, v.v.) vao du6i vdng mac
cta diém vang va hé thi giac ¢6 thé dugc minh hoa bing md ta van tit sau ddy. Vi du
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nay chi dé minh hoa cac dic diém nhét dinh cta phuong phap, va khong nhim lam

gi6i han sang ché theo bat ky cach nao.

Nhin chung, vecto rAAV c¢6 thé dugc chuyén & dang ciia hop phan dugc tiém
trong mét (dudi vong mac) dui sy quan sét truc tiép bing cich sit dung kinh hién vi
phau thuat. Theo mdt sé phuong an vecto dugc boc capsit trong hat rAAV trong d6
hat rAAV ¢6 chira capsit rAAV co6 chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu
su thay thé axit amin & mdt hodc nhiéu vi trf ma twong tic véi heparan sulfat
proteoglycan (vi du, uc ché hodc loai bo su lién két HSPG), va vecto rAAV c6 chira
axit nucleic khac loai va it nhét 1a mot doan lap cudi dao nguoc AAV. Quy trinh nay
c6 thé gdm co lay khdi dich kinh sau d6 14 tiém huyén phu vecto rAAV vao khong
gian dudi vong mac bang cach st dung 6ng thong do nhé théng qua mot hodc nhiéu

phau thuat cat vong mac nho.

Tém lai, 6ng thong do truyén 6 thé duge ndi tai chd dé duy tri thé tich cAu mit
binh thudng bang cach truyén (vi du, nuéce mubi) thong qua phau thuat. Viéc 1y khbi
dich kinh dugc thuc hién br?mg cach st dung 6ng thong do c6 kich thuéce 18 thich hgp
(vi du c6 khé tir 20 dén 27), trong d6 thé tich cta gel thuy tinh ma duoc loai b dugc
thay thé bang cach truyén nudc mudi hogc dung dich ding truong khéac tir dng thong
do truyén. Viéc liy khéi dich kinh dugc thyc hién theo cach ¢6 lgi boi vi (1) viée loai
bd v6 ndo cua nd (mang pha 1€ phia sau) lam thuan tién cho sy thim nhép vao vong
mac bing dng thong do; (2) viéc loai b va thay thé n6 bang dich 16ng (vi du, nuéce
muéi) tao ra khong gian dé diéu tiét sy tiém trong mét cia vecto, va (3) viéc loai bo
c6 kiém soat cua né lam gidm kha niing rach vong mac va sy bong vong mac ngoai y

muon.

Theo mét s phuong 4n, hop phan rAAV dugc tiém truc tiép vao khong gian
dudi vong mac bén ngoai vong mac trung tam, bing cach sit dung dng thong do co
kich thudc 16 thich hop (vi du, khd 27-45), do d6 tao ra mun trong khdng gian dudi
vong mac. Theo cac phuong an khac, viéc tiém dudi vong mac cua hop phan rAAV
duoc thuc hién sau khi tiém dudi vong mac thé tich nhoé (vi du, tir khoang 0,1 dén
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khoang 0,5 ml) cua dich léng thich hgp (chéng han nhu nudc mubi hoic dung dich
Ringer) vao khong gian duéi vong mac bén ngoai vdng mac trung tdm. Viéc tiém ban
ddu nay vao khong gian duéi vong mac thiét 1ap mun dich 16ng ban dau & trong
khong gian dudi vong mac, gdy ra sy bong vong mac cuc bd & vi tri cia myn ban
dAu. Mun dich 16ng ban dau nay c6 thé 1am thuan tién cho su chuyén huéng dich ctia
hop phan rAAV vao khong gian dudi vong mac (bang cach x4c dinh mit phang tiém
truée khi chuyén rAAV), va 1am giam thidu su sir dung rAAV c6 thé c6 cho mang
trach va kha nang dich tiém hodc hdi luu rAAV di vao khoang thuy tinh thé. Theo
mot sb phuong an, myn dich long ban dau nay co thé con duge tiém véi dich long c6
chtira mot hodc nhiéu hop phén rAAV va/hodc mot hodc nhiéu chit tri liéu bd sung
bang cach sir dung cac dich 16ng nay truc tiép cho mun dich 1ong ban diu bang cing

mot éng thong do hodc bang éng thong do b sung c6 16 khoan nhé.

Viéc ding trong mét ctia hop phan rAAV va/hoic thé tich nhé ban dau cua
dich 16ng ¢6 thé dugc thuc hién bang céch sir dung éng thong do c6 18 khoan nho (vi
du, khd 27-45) duoc gin vao dng tiém. Theo mot sé phuong 4n, pittdng ciia 6ng tiém
ndy c6 thé duge lam cho hoat dong béng thiét bi co khi hoa, ching han nhu biang cach
nhin ban dap chan. Ong thong do c6 16 khoan nho dugc dat trude thong qua phau
thuat m¢ cung mac, ngang qua khoang thuy tinh thé va vao vong mac & vi tri dinh
trude & mdi ddi tuong theo dién tich clia vong mac can duoc huéng dich (nhung &
bén ngoai véng mac trung tdm). Dudi sy tryc quan hoa truc tiép huyén phu vecto
duoc tiém co hoc dudi vong mac than kinh cam gidc giy ra su bong vng mac cuc bd
véi su cit vong mac khong m& rong tu lanh. Nhu luu y & trén, hop phﬁn rAAV c6 thé
duoc tiém truc tiép vao khong gian dudi vong mac tao ra myun bén ngoai vong mac
trung tdm hodc vecto cd thé duoc tiém vao mun ban du bén ngoai vong mac trung
tam, lam cho n6 m& rong (va lam mé rong dién tich bong vong mac). Theo mot sd
phuong 4n, sy tiém hop phan rAAV dugc tiép nbi bang su tiém dich 16ng khac vao

mun.
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Khéng bi rang budc bai Iy thuyét, tbe do va vi tri cua (cac) 1an tiém dudi vong
mac c6 thé dan dén luc truot cuc bd ma co thé 1am héng diém vang, h thi giac
va/hoac té bao RPE bén dudi. Su tiém dudi vOng mac co thé dugc thuc hién & tde do
ma lam giam thiéu hodc tranh duogc luc truot. Theo mdot sb phuong éan, hop phé‘m
rAAV duoc tiém trong thoi gian khoang 15-17 phat. Theo mot s& phuong 4n, vecto
dugc tiém trong thoi gian khoang 17-20 phut. Theo mot sd phuong 4an, hop phéan
rAAV duoc tiém trong thoi gian khoang 20-22 phit. Theo mdt sé phuong 4n, hop
phan rAAV dugc tiém & tbc do ndm trong khoang tir 35 dén khoang 65 pl/phut. Theo
mdt sé phuong an, hgp phan rAAV duogc tiém & tbc do nam trong khoang tir 35
ul/phut. Theo mot sb phuong 4n, hop phan rAAV dugc tiém & tbc d6 nam trong
khoang tir 40 pl/phut. Theo mét s6 phwong 4n, hop phan rAAV dugc tiém & tdc do
nam trong khoang tir 45 ul/phit. Theo mot s6 phwong 4n, hop phan rAAV duoc tiém
& toc do nam trong khoang tir 50 pl/phut. Theo mot s& phuong 4n, hop phin rAAV
duoc tiem & téc do ndm trong khoang tir 55 pl/phit. Theo mdt s6 phuong 4n, hop
phin rAAV dugc tiém & tbc do nim trong khoang tir 60 pl/phit. Theo mot s6 phuong
an, hop phan rAAV duoc tiém & téc do nam trong khoang tir 65 pl/phit. Ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc s€ nhén ra rﬁng tbc do va thoi gian tiém cia mun
¢c6 thé duoc dinh hudéng b%mg, vi du, thé tich cua hop phr?m rAAYV hoic kich thudc cua
mun cin dé tao ra sy bong vong mac du dé tiép can té bao clia vdng mac trung tam,
kich thugc cua 6ng théng do dung dé chuyén hop phin rAAV, va kha nang dé duy tri
mdt cach an toan vi trf cta dng thong do theo sing ché.

Theo mdt s6 phuong an theo séng ché, thé tich cta hop phan duoc tiém vao
khong gian dudi vdng mac cia vong mac 16n hon khoang luong bét ky trong s 1 pl,
2ul, 3 ul 4 pul, 5l 6pl, 7 pl, 8 ul, 9 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl, 50 pl, 75 ul, 100
ul, 200 pl, 300 pl, 400 pl, 500 .ul, 600 ul, 700 pl, 800 pl, 900 pl, hodc 1 ml, hodc
luong bat ky & giita chung.

Theo mdt s& phuong 4n, phuong phap bao gdém budc st dung cho mit (vi du,

bang cach dung dudi vong mac va/hodc trong thily tinh thé) lugng hitu hiéu cia hat
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virut tai to hop c6 chira mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri
ma tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan c6 chira vecto mi hoéa cho axit nucleic
khéc loai. Theo mot sb phwong an, do chuan virut ctia hop phin 13 it nhit 13 khoang
gia tr bat ky trong s6 5 x 10'2, 6 x 10'2, 7 x 10'2, 8 x 10'2,9 x 10'%, 10 x 10", 11 x
102, 15 x 10'2, 20 x 10'% 25 x 10'2 30 x 10'% hodc 50 x 10'? ban sao hé gen/ml.
Theo mot s6 phuong 4n, do chuan virut ctia hop phan 13 khoang gi4 tri bat ky trong sd
tir S x 102 dén 6 x 1012, tir 6 x 10'2dén 7 x 10'2 tir 7 x 10'2 dén 8 x 10'2, tir 8 x 10'2
dén 9 x 102, tir 9 x 10'2 dén 10 x 10'2, tr 10 x 102 dén 11 x 10'2, tir 11 x 10" dén
15 x 10", tr 15 x 10'2 dén 20 x 102, tir 20 x 10" dén 25 x 10'2, tir 25 x 10" dén 30
x 10'2, tir 30 x 10'2 dén 50 x 10'2 hoic tir 50 x 10'> dén 100 x 10" ban sao hé
gen/ml. Theo mot s6 phuong 4n, do chuén virut cia hop phan 1a khoang gia tri bét ky
trong s tir 5 x 1012 dén 10 x 10'2, tir 10 x 10'> dén 25 x 10'%, hogc tr 25 x 10'? dén
50 x 10"?ban sao hé gen/ml. Theo mot s6 phuong 4n, do chuén virut ctia hop phan it
nhét 12 khoang gié tri bat ky trong s6 5 x 10°, 6 x 10°, 7 x 10°, 8 x 10, 9 x 107, 10 x
10%, 11 % 10, 15 x 10, 20 x 10°, 25 x 102, 30 x 10°, hodc 50 x 10° don vi chuyén nap
/ml. Theo mdt s phuong 4n, do chuén virut cia hop phan 1a khoang gi4 tri bét ky
trong s6 tr 5 x 10° dén 6 x 10°, tir 6 x 10° dén 7 x 10°, tir 7 x 10° dén 8 x 10°, tir 8 x
109 dén 9 x 10°, tir 9 x 10° dén 10 x 107, tir 10 x 10° dén 11 x 10°, tir 11 x 10° dén 15
X 10%, tir 15 x 10° dén 20 x 10°, tir 20 x 10° dén 25 x 10%, tir 25 x 10° d&én 30 x 107, tlr
30 x 10° dén 50 x 10° hodc tir 50 x 10° dén 100 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo
mot s6 phuong an, do chudn virut ctia hop phan 1a khoang gia tri bét ky trong s6 5 x
10° dén 10 x 10°, tir 10 x 10° dén 15 x 10°, tir 15 x 10° dén 25 x 10°, hodc tir 25 x 10°
dén 50 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo mdt sd phuong 4n, do chudn virut ctia hop
phén it nhét 1a gia tri bat ky bang tir khoang 5 x 10, 6 x 10'°, 7 x 107, 8 x 10'°, 9 x
100, 10 x 10'°, 11 x 1019, 15 x 10'%, 20 x 100, 25 x 10'%, 30 x 10'°, 40 x 10'°, ho#c
50 x 10'° don vi gay nhiém/ml. Theo mot s6 phuong 4n, do chudn virut cia hgp phan
it nhét 1a gia tri bAt ky ndm trongkhoang tir 5 x 10" dén 6 x 10, tir 6 x 10'* dén 7 x
10" tir 7 x 10'° dén 8 x 101°, tir 8 x 101 dén 9 x 101, tr 9 x 10'° dn 10 x 107, tir
10 x 10'9 dén 11 x 10", tir 11 x 100 dén 15 x 10, tir 15 x 10'° dén 20 x 10'°, tir 20
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x 1010 dén 25 x 10", tr 25 x 100 dén 30 x 10'°, tir 30 x 10" dén 40 x 107, tir 40 x
10" dén 50 x 10'°, hogc tir 50 x 10'° dén 100 x 10'° don vi gdy nhiém/ml. Theo mot
s6 phuong an, do chudn virut ctia hop phan it nhét 13 gi4 tri bat ky nim trong khoang
tir 5 x 1010 dén 10 x 10", tr 10 x 10'° @én 15 x 10'°, tir 15 x 10'° d@én 25 x 10'°, hodc
tir 25 x 10" dén 50 x 10'° don vi gay nhiém/ml.

Theo mdt sé phuong an, phuong phéap bao gdém bude sir dung cho mét (vi du,
bang cach dung dudi véng mac va/hodc trong thiy tinh thé) ctia ca thé (vi du, nguoi)
lugng hiru hiéu cua hat virut tai t6 hop c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
& mot hodc nhiéu vi tri ma twong tic véi heparan sulfat proteoglycan. Theo mot s6
phuong an, lidu lugng ctia hat virut dugc sir dung cho ca thé it nhét 14 khoang gi4 tr
bt ky trong s6 tir 1 x 108 dén khoang 1 x 10" ban sao h¢ gen/kg khéi lugng co thé.
Theo mot s6 phuong 4n, liéu lugng cla hat virut duge st dung cho ca thé 1 khoang
oi4 tri bat ky trong s6 tr 1 x 10 dén khoang 1 x 10" ban sao hé gen/kg khdi luong co
the.

Mot hoac nhiéu (vi du, 2, 3, hodc nhiéu hon) mun c6 thé dugc tao ra. Nhin
chung, téng thé tich ctia mun hodc myn dugc tao ra bang céc phwong phap va hé
théng theo sang ché khong thé vuot qua thé tich dich 16ng cua mit, vi du khoang 4 ml
& dbi tuong ngudi binh thuong. Tong thé tich cia m&i mun cu thé ¢6 thé it nhét 1a
khoang 0,3 ml, hodc it nhét 1a khoang 0,5 ml dé 1am thuén tién cho su bong vong mac
6 kich thude du dé boc 16 loai té bao cua vdng mac trung tim va tao ra myn c6 sy
phu thugc du déi véi thao téc t6i wu. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
hiéu o rang khi tao ra mun theo céc phwong phap va hé thdng theo sdng ché thi ap
sudt trong mit thich hop phai duge duy tri dé tranh su hu hai dbi véi cdu tric mat.
Kich thudce ctia mdi mun cu thé c6 thé nam trong khoang, vi dy, tir khoang 0,5 dén
khoang 1,2 ml, tir khodng 0,8 dén khoang 1,2 ml, tir khoang 0,9 dén khoang 1,2 ml,
tur khoang 0,9 dén khoang 1,0 ml, tr khoang 1,0 dén khoang 2,0 ml, tir khoang 1,0
dén khoang 3,0 ml. Do do, trong mot vi du, dé tiém tong cong 3 ml huyén phu hop

phén rAAV, 3 mun c¢6 khoang 1 ml moi mun co thé duoc thiét 1ap. Téng thé tich cua
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tAt ca cAc mun két hop véi nhau cd thé nim trong khoang, vi duy, tir khoang 0,5 dén
khoang 3,0 ml, tir khoang 0,8 dén khoang 3,0 ml, tir khoang 0,9 dén khoang 3,0 ml,
tor khoang 1,0 dén khoang 3,0 ml, tir khoang 0,5 dén khoang 1,5 ml, tir khodng 0,5
dén khoang 1,2 ml, tr khoang 0,9 dén khoang 3,0 ml, tir khoang 0,9 dén khoang 2,0
ml, tir khoang 0,9 dén khoang 1,0 ml.

Dé chuyén nap an toan va hiéu qua cho dién tich ciia vong mac dich (vi du,
vOong mac trung tdm) bén ngoai ria cua vi tri géc cua mun, mun cé thé duoc thao tac
dé dinh vi lai mun vao dién tich dich dé chuyén nap. Viéc thao tdc mun c6 thé dién ra
b6i sy phu thude ciia mun ma dugc tao ra boi thé tich cia mun, viéc tai dinh vi cua
mét chira mun, viéc tai dinh vi cua dau cia ngudi c6 mit nay hodc mét chira mdt hodc
nhidu mun, va/hodc bang cach trao ddi dich 16ng-khong khi. Piéu ndy c6 lién quan
dic biét voi vong mac trung tdm vi dié tich nay thuong ngédn can su tach ra bang cach
tiém dudi vong mac. Theo mdt sb phuong 4n sy trao ddi dich léng-khong khi duorc sir
dung dé dinh vi lai mun; dich 16ng tir éng thong do truyén dugc thay thé tam thoi
bang khong khi, vi du, tir khong khi thdi trén bé mit cua vong mac. Vi thé tich cta
khéng khi chiém chd dich 1ong khoang thuy tinh thé tir b& mit ctia vong mac, dich
long trong khoang thuy tinh ¢6 thé chay ra ngoai éng thong do. Su thiéu 4p suét tam
thoi tur dich 1ong khoang thuy tinh thé 1am cho muyn di chuyén va dd vao phan phu
thudc cua mét. Bang cach dinh vi cau mit mot cach thich hop, mun ctia hop phan
rAAV dudi vong mac dugc thao tac dé bao gébm cac dién tich lién k& (vi du, diém
vang va/hodc hd thi giac). Trong mot sd trudong hop, khéi lugng ctia mun 14 du dé lam
cho n6 d6 vao, ngay ca khi khong st dung sy trao ddi dich 1ong-khong khi. Su chi
chuyén ctia mun vao mong muén vi trf ¢6 thé con duge 1am thudn tién bang cach lam
thay ddi vi tri cta dau ddi tuong, sao cho cho phép mun d6 vao vi tri mong muén
trong mat. Ngay khi dat duoc cAu hinh mong mudn ctia mun, dich 1éng dugc dua tro
lai khoang thiy tinh thé. Dich léng 1a dich long thich hop, vi du, nuéc mudi sach.
Nhin chung, hop phan rAAV duéi véng mac c6 thé duge dé in situ ma khong can khi
nén retinopexy vao phiu thuat cit vong mac va khong can nhét nat thAm trong mat,

va vdng mac s& ty dong gin lai trong khoang 48 gio.
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Béng cach Chuyén nap an toan va hiéu qua té bao mét (vi du, RPE va/hoac té
bao nhan kich thich 4nh sdng vi du, diém vang va/hodc hé thi giac) bing vecto c6
chira trinh tu polypeptit hodc ARN tri liu, cdc phuong phép theo sang ché co thé
duoc st dung dé diéu tri ca thé; vi du, nguoi, co rdi loan & mét, trong do té€ bao dugc
chuyén nap san xuit ra trinh tu polypeptit hodc ARN tri liéu & lugng du dé diéu tri rdi
loan & mét. Theo mot $b phuong an, sy chuyén nap cua té bao mét duoc cai thién
béng cach st dung hat rAAV (vi du, hat rAAV2, rAAVrh8R, v.v.) c6 chira protein
capsit AAV c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé cla cac axit amin ma tuong tac véi
HSPG (vi du, Gic ché hoic loai bo su lién két véi HSPG). Theo mot sb phuong an, hat
rAAV chtng t6 su lién két giam véi HSPG; vi du, duoc 1am gidm nhiéu hon khoang
10%, 25%, 50%, 75%, 100% hodc sb bat ky & gitra ching. Theo mot sb phuong 4n,
su lién két rAAV véi HSPG duoc 1am giam bang tir khoang 5% dén khoang 100%,
bang tir khoang 10% dén khoang 50%, bing tir khoang 10% dén khoang 30%, bang
tir khoang 25% dén khoang 75%, bang tir khoang 25% dén khoang 50%, hoic bang
tir khoang 30% dén khoang 50%.

Luong hitu hiéu cia rAAV (theo mdot ) phuong 4n & dang hat) dugc st dung,
tuy thudc vao muc dich cia viéc diéu tri. Vi dy, khi ty 1& ph?ln tram thép cua su
chuyén nap co thé dat dugc hiéu qua tri 1iéu mong mudn, thi muc dich cia viéc diéu
tri thuong la dat dugce hodc vugt qua muc do chuyén nap nay. Trong mot s6 trudong
hop, mtc do chuyén nap c6 thé dat dugc bang su chuyén nap cua chi khoang tur 1 dén
5% té bao dich, theo mot s& phuong 4n it nhat 1a khoang 20% té bao thudc loai md
mong mudn, theo mot sé phuong 4n it nhét 1a khoang 50%, theo mét sé phuong 4n it
nhat 1a khoang 80%, theo mdt s6 phuong an it nhat 1a khoang 95%, theo mot sd
phuong 4n it nhét 1a khoang 99% cuia té bao thudc loai mé mong mudn. Nhu thao
luan & trén, su thay thé ctia mot hodic nhiéu axit amin cta capsit rAAV ma tuong tac
vGi HSPG lam cai thién sy chuyén nap rAAV. Theo hudng dan, sb lugng hat dugc su
dung trong mdi lan tiém thudng nam trong khoang tir khoang 1x10° dén khoang
1x10'* hat, tir khoang 1x107 dén 1x10" hat, tir khoang 1x10° dén 1x10'2 hat hoac

khoang 1x10'! hat. Hop phin rAAV c6 thé dugc st dung bing mot hogc nhiéu lan
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tiém dudi vdng mac, trong cing mdt quy trinh hodc cich quing mot sb ngay, tuan,
thang, hodc ndm. Theo mot s& phuong 4n, nhiéu vecto c6 thé duge sir dung dé diéu
tri nguo.

Theo mot sb phuong an, viéc sir dung cho vong mac cua lugng hitu hi€u cia
hat virut rAAV c6 chira capsit rAAV ¢6 mot hodc nhiéu su thay thé cua céac axit amin
ma tuong tic véi HSPG gdy chuyén nap cho té bao nhén kich thich 4nh sdng & hodc &
gan vi tri ding. Theo mét sb phuong 4n, nhiéu hon khoang bét ky trong sb 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% hodc
100% té bao nhan kich thich 4nh séng duogc tai nap. Theo mdt sé phwong an, tir
khoang 5% dén khoang 100%, tir khoang 10% dén khoang 50%, tir khoang 10% dén
khoang 30%, tir khoang 25% dén khoang 75%, tir khoang 25% dén khoang 50%,
hoic tir khoang 30% dén khoang 50% té bao nhan kich thich 4nh sang duoc tai nap.
Phuong phép dé x4c dinh té bao nhan kich thich 4nh sang dugc chuyén nap béi hat
virut AAV ¢6 chira capsit rAAV c¢6 mot hodc nhiéu sy thay thé cua cac axit amin ma
tuong tac véi HSPG 1a da biét trong linh vuc; vi du, héa mo mién dich hoic st dung
thanh phan danh ddu chiang han nhu protein huynh quang xanh 14 cdy ting cudng c6
thé duoc su dung dé phat hién sy chuyén nap cua hat virut c6 chura capsit rAAV ¢6

mot hodc nhidu su thay thé cua cac axit amin ma twong tac véi HSPG.

Theo mdt s6 phuong 4n theo sdng ché, phuong phap bao gdm budc sir dung
cho duéi vong mac (vi du, khong gian dudi vong mac) cua dong vat cé vi lugng hitu
hiéu cua hat virut AAV hat virut co chira capsit rAAV cé mot hodc nhiéu su thay thé
cua cac axit amin ma tuong tac véi HSPG dé diéu tri ca thé méc rdi loan & mét; vi du,
ngudi mic rdi loan & mat. Theo mot s& phuong 4n, hop phan duge tiém vao mdt hodc
nhidu vi tri & dudi vong mac dé cho phép su biéu hién cua axit nucleic khic loai & té
bao nhén kich thich 4nh sang. Theo mot s6 phuong 4n, hop phan dugc tiém vao vi tri
bat ky trong s6 mot, hai, ba, bdn, nim, séau, béy, tam, chin, muoi hoac nhiéu hon

muoi vi tri & dudi vong mac.
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Theo mot sb phuong an hat virut rAAV c6 chira capsit rAAV ¢6 moQt hodc
nhiéu sy thay thé clia cac axit amin ma tuong tic v6i HSPG dugc st dung cho nhiéu
hon mét vi tri déng thoi hodc tuan tu. Theo mdt sb phuong én, nhiéu 14n tiém hat
virut rAAV cach nhau khong nhiéu hon mot gi0, hai gio, ba gio, bdn gi0, ndm gio,
sdu gio, chin gio, muoi hai gio hodc 24 gio.

Cdc phwong phdp tiém trong thiiy tinh thé

Phuong phap chung dé tiém trong thiy tinh thé c¢6 thé dugc minh hoa bang mo
ta van tit sau day. Vi du ndy chi d& minh hoa cic dic diém nhit dinh cia phuong
phap, va khong nham lam gi¢i han sang ché theo bit ky cach ndo. Quy trinh dé tiém
trong thuy tinh thé 1a da biét trong linh vuc (xem tai liéu, vi du, Peyman, G.A., et al.
(2009) Retina 29(7):875-912 and Fagan, X.J. and Al-Qureshi, S. (2013) Clin.
Experiment. Ophthalmol. 41(5):500-7).

Tém lai, dbi tuong dé tiém trong thiy tinh thé ¢6 thé duge chuin bi cho quy
trinh bang cach gidn ddng tir, tiét tring mit, va dung thudc gy mé. Chét 1am gian
dong tir thich hop bét ky da biét trong linh vuc ¢6 thé duogc str dung dé 1am gisn dong
to. Sy gian dong tir da co thé duoc xac nhan trude khi diéu tri. Su tiét tring c6 thé dat
duogc bang cach 4p dung viée xtt Iy mét tiét trang, vi du, dung dich chira it chang han
nhu Povidon-Todua (BETADINE®). Dung dich tuong ty cling cd thé dugc str dung
dé 1am sach mi mét, 16ng mi, vd md bén canh khac bét ky (vi du, da). Thudc gay mé
thich hop bét ky c6 thé dugc sir dung, chang han nhu lidocain hodc proparacain, &
ndng do thich hop bat ky. Thude giy mé co thé duoc sir dung biang phuong phép bat
ky da biét trong linh vuc, bao gém nhung khong chi gi¢i han & dung thudc gay mé
béng giot tai chd, gel hodc chét dong, va dudi két mac.

Truéc khi tiém, banh mi mat da tiét trung co thé dugc st dung dé 1am sach
16ng mi ra khéi dién tich. Vi tri ti€ém co thé duoc danh du béng éng tiém. Vi tri tiém
¢6 thé duoc chon dua trén thdu kinh ctia bénh nhan. Vi du, vi tri tiém c6 thé 1a 3-3,5

mm tir ria & bénh nhén thé thuy tinh gia hodc thiéu thé thuy tinh, va 3,5-4 mm tur ria &
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bénh nhan con thé thiy tinh. Bénh nhan c6 thé nhin theo huéng ddi dién véi vi tri
tiém.

Theo mot s& phwong an, phurong phap bao gdm budc st dung cho mit (vi du,
bang cach dung dudi vong mac va/hodc trong thuy tinh thé) lugng hitu hidu cta hat
virut tai td hop c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri
ma tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan cé chtra vecto ma hoa cho axit nucleic
khac loai. Theo mot sd phuong 4n, do chudn virut cia hop phén 14 it nhat 13 khoang
gid tri bat ky trong s6 5 x 10'2, 6 x 102, 7 x 10'2, 8 x 10'2,9 x 10'%, 10 x 10'%, 11 x
10'2, 15 x 10'2, 20 x 10'% 25 x 10'2, 30 x 10'%, ho#c 50 x 10'? ban sao hé gen/ml.
Theo mét sé phuong 4n, do chudn virut ctia hgp phan 1a khoang gia tri bét ky trong sd
5% 102 dén 6 x 10'2, tir 6 x 10'2dén 7 x 10'2, tir 7 x 10 dén 8 x 10'2, tir 8 x 102
dén 9 x 10'2, tir 9 x 10'2 dén 10 x 10'2, tir 10 x 10" dén 11 x 10'2, tr 11 x 10'? dén
15 % 10'2, tr 15 x 10'2 dén 20 x 10'%, tir 20 x 10'? dén 25 x 10'2, tir 25 x 10'2 dén 30
x 10", tir 30 x 10'2 dén 50 x 102, hogc tir 50 x 10'2 dén 100 x 10' ban sao hé
gen/ml. Theo mot sd phuong 4n, do chudn virut ctia hop phén 1a khoang gi4 tri bét ky
trong s tir 5 x 102 dén 10 x 10', tir 10 x 10'> dén 25 x 102, hogc tr 25 x 10'? dén
50 x 10'ban sao hé gen/ml. Theo mot sé phuong 4n, d chuan virut ctia hop phan it
nhét 1a khoang gié tri bt ky trong s6 5 x 10%, 6 x 10%, 7 x 10°, 8 x 10%, 9 x 107, 10 x
10%, 11 x 10%, 15 x 107, 20 x 10, 25 x 10%, 30 x 10°, hodc 50 x 10° don vi chuyén nap
/ml. Theo mdt sd phuong 4n, do chudn virut ciia hop phan 14 khoang gia tri bét ky
trong sb tir 5 x 10° dén 6 x 10°, tir 6 x 10° dén 7 x 10%, tir 7 x 10° dén 8 x 10°, tir 8 x
10° dén 9 % 10% tir 9 x 10° dén 10 x 10% tir 10 x 10° dén 11 x 10°, tr 11 x 10° dén 15
% 10°, tir 15 % 10° dén 20 x 10°, tir 20 x 10° dén 25 x 10°, tir 25 x 10° dén 30 x 10°, tir
30 x 10° dén 50 x 10° hogc tr S0 x 10° dén 100 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo
mot s6 phuong 4n, do chudn virut cia hop phan 1a khoang gia tri bét ky trong s6 5 %
10° dén 10 x 10°, tir 10 x 10° dén 15 x 10°, tir 15 x 10° d&én 25 x 10°, hodc tir 25 x 10°
dén 50 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo mot sb phuong an, do chuén virut cia hop
phan it nhét 1a gia tri bit ky bang khoang 5 x 10'°, 6 x 10'%, 7 x 10'°, 8 x 10'°, 9 x

101910 = 10, 11 x 10, 15 x 109,20 x 109, 25 x 10'°, 30 x 10'°, 40 x 10'°, hoac
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50 x 10" don vi gay nhidm/ml. Theo mdt sé phwong 4n, d chudn virut ctia hgp phan
it nhét 13 gi4 tri bat ky nim trongkhoang tir 5 x 10" dén 6 x 10, tir 6 x 10'° dén 7 x
10", tir 7 % 10" dn 8 x 10, tir 8 x 10 @én 9 x 10, tir 9 x 10" dén 10 x 10, tix
10 x 100 dén 11 x 10, tir 11 x 10'° dén 15 x 10", tir 15 x 10'* dén 20 x 10°, tir 20
x 1010 dén 25 % 10, tir 25 x 10'° dén 30 x 10, tir 30 x 10'° dén 40 x 100, tir 40 x
100 dén 50 x 10'°, hodc tir 50 x 10'° dén 100 x 10'° don vi gdy nhiém/ml. Theo mot
sd phuong 4an, do chudn virut cia hop phan it nhét 13 gié tri bat ky nim trong khoang
tr5 % 10" dén 10 x 10, tir 10 x 10'° dén 15 x 10, tir 15 x 10'° dén 25 x 10'°, hozc

tir 25 x 10'* dén 50 x 10'° don vi gay nhiém/ml.

Theo mét s6 phuong an, phuwong phap bao gdm budc st dung cho mat (vi du,
bang cach ding dudi vong mac va/hoic trong thiy tinh thé) cua ca thé (vi du, ngudi)
luong hitu hi€u cia hat virut tai td hop c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin
& mot hodc nhiéu vi tri ma twong tic véi heparan sulfat proteoglycan. Theo mot sb
phuong 4n, lidu lugng cua hat virut dugce st dung cho ca thé it nhét 1a khoang gia tri
bét ky trong s tir 1 x 108 dén khoang 1 x 10" ban sao hé gen/kg khéi lugng co thé.
Theo mot s& phuong 4n, lidu lugng ctia hat virut duoc st dung cho cd thé 12 khoang
gid tri bt ky trong s6 tir 1 x 108 dén khoang 1 x 10" ban sao hé gen/kg khdi lugng co
the.

Trong qua trinh tiém, kim c6 thé duge dAm vudng goc vao mang clng va chi
vao tdm cua mat. Kim c6 thé duge dam sao cho dau nhon & trong thuy tinh thé, chu
khong phai 1a khong gian du6i vong mac. Thé tich thich hop bét ky da biét trong linh
vuc dé tiém co thé duoc sir dung. Sau khi tiém, mét ¢ thé duoc xtr ly b%mg chét tiét
tring chang han nhu chat khang sinh. Mit c6 thé con duge rira dé loai b chét tiét
trung du.

Ciu triic ciia véng mac va phwong thirc dé xdc dinh tinh hidu quad ciia
chuyén rAAV

Vong mac da dugc biét 1a ¢6 chira nhiéu 16p. Cac 16p té bao & vdng mac cb thé

bao gdm mang giéi han bén trong, 16p soi than kinh, 16p té bao hach, 16p rdi bén
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trong, 16p nhan bén trong, 16p rdi bén ngodi, 16p nhan bén ngoai, mang gidi han
ngodi, 16p té bao nhan kich thich 4nh sang, va 16p biéu mo sic t6 vong mac. Lop &
oan thuy tinh thé nhét 1d mang giéi han bén trong. Lp ndy c6 thé chira té bao Miiller,
nhém (€ bao than kinh dém. L6p soi than kinh c6 thé chira axon tir t& bao hach ma tao
thanh than kinh thi gidc. L6p t& bao hach ¢ thé bao gom té bao hach va té bao khong
¢6 soi nhanh. L6p rdi bén trong c6 thé chira xi nép & gitta cac nhanh ctia hach va té
bao khong c6 soi nhanh va axon cuia té bao ludng cuc. Lép nhan bén trong ¢ thé
chira nhan & bao cia té bao khong c¢6 soi nhénh, té bao ludng cuc, va té bao ngang.
Lép rdi bén ngoai co thé chira xi ndp & gifta cac nhanh t& bao ngang va chd nho ra
ctia té bao nhén kich thich 4anh sang. Lép nhan bén ngoai c6 thé chtra than té bao nhan
kich thich 4nh sang. Mang gidi han bén ngoai hodc phia ngoai c6 thé bao gébm chd
nbi té bao, ching han nhu chd tiép gip dinh va thé lién két, gitra cac quy trinh dinh té
bao Miiller va gifta cac quy trinh ndy va manh bén trong té bao nhan kich thich 4nh
sang. Lop thu thé nhan kich thich 4nh sang, con dugc goi 12 16p cua té€ bao hinh que
va t& bao hinh nén va mang Jacob, ¢6 thé chira té bao nhan kich thich anh sing bao
gdm té bao hinh que va té bao hinh nén. Lép vong mac & xa thiy tinh thé nhét 13 biéu
mo sic td vong mac (RPE), ma c6 thé bao gém 16p té bao biéu mo hinh luc giac chira

cac hat sac t0.

Vong mac cling da duoc biét 1a chira nhiéu loai té bao khac nhau. Noron vong
mac ¢6 thé bao gdm té bao nhan kich thich 4nh sang, té bao ludng cuc, té bao hach, té
bao khong c6 soi nhanh, va té bao ngang. Té bao nhan kich thich 4nh sdng nhay cam
v6i anh sang. Ching cé thé cam nhén 4nh sang va dap tng bang cach truyén ti hiéu
vé& than kinh thi gidc thong qua té bao ludng cuc va té bao hach. Té bao nhan kich
thich 4nh sang c6 thé bao gdm té bao hinh que, ma thudng cdm nhan 4nh séng trong
didu kién 4anh sang yéu, va t& bao hinh nén, ma thudng cdm nhan mau sic va va 4nh
sang manh hon. Té bao ludng cuc co thé tiép nhan dau vao tir t€ bao nhan kich thich
anh sang va xi nap lén té bao khong c6 s¢i nhanh hodc té bao hach. Té bao hach c6
thé tiép nhan thong tin tir t& bao khong c6 sgi nhanh hodc té bao ngang, va cic axon

tao thanh than kinh thi gide. Té bao ngang c6 thé hop nhat dau vao tir nhiéu té bao
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tiép nhan kich thich 4nh sang va hd trg danh gid mirc do 4nh sang. Té bao khong co
soi nhanh 1a noron trung gian ma giup diéu hoa té bao ludng cuc va tao ra ddu vao
cho té bao hach. Té bao than kinh dém ciia véng mac c6 thé bao gém té bao Miiller,

té bao hinh sao than kinh dém, va tiéu than kinh dém.

Tinh hidu quéa cia viéc chuyén rAAV bang cach tiém dué6i véng mac hoiic
trong thuy tinh thé ¢6 thé dugc kiém sodt bang mot vai tiéu chuin nhu dugc mo ta
trong ban md ta nay. Vi du, sau khi didu tri cho dbi tuong béng cach st dung cac
phuong phép theo sang ché, ddi twong co6 thé duoc danh gia veé vi du, su cai thién
va/hodc su 1am On dinh va/hoic su tré trong sur tién trién ctia mot hodc nhidu dau hiéu
hodc triéu chimg cua tinh trang bénh bing mot hodc nhiéu tham s 14m sang bao gém
céc tham s6 duoc md ta trong ban md ta ndy. Vi du vé cac thir nghiém nay 1a da biét
trong linh vuc, va bao gdm cac phép do khich quan cfing nhu 1a chu quan (vi du, dbi
tugng dugc bao cdo). Vi du, dé do tinh hiéu qué cua viéc diéu tri 1én thi luc caa dbi
tuong, mot hodc nhiéu tham sb sau day co thé duoc danh gia: chét luong chi quan
ctia ddi tuong cia thi luc hodc chirc ning nhin trung tdm dugc cai thién (vi du, su cai
thién ¢ kha nang cua dbi tuong dé doc troi chay va nhin biét guong mat), kha nang
nhin linh hoat ctia dbi twong (vi du, giam thoi gian can dé dinh huéng mé cung), thi
luc (vi du, su cai thién & diém LogMAR clia dbi tuong), vi do thi trudng (vi dy, su cai
thién & diém dB cua ddi tuong), do thi trudong thich nghi tdi (vi du, sy cai thién &
diém dB cua dbi tuong), 1ap ban dd ma trén tinh vi (vi du, su cai thién & diém dB cua
dbi tuong), su do thi truong Goldmann (vi du, kich thuéc giam cua dién tich diém tdi
(firc la dién tich cua diém mu) va sy cai thién kha ning phan tich cc dich nhé hon),
d6 nhay anh sang lap lanh (vi du, su cai thién & Hertz), s6 do tu phat huynh quang, va
s6 do dién sinh Iy hoc (vi du, su cai thién & ERG). Theo mét sb phuong an, thi luc
duoc do bang kha ning nhin linh hoat cua d6i tuong. Theo mot s6 phuong 4n, thi luc
duogc do béng thi luc cua dbi tuong. Theo mot sb phuong an, thi luc dugce do béng vi
do thi truong. Theo mot s phuong 4n, thi luc duge do bang do thi trudng thich nghi
t8i. Theo mot sb phuong an, thi luc dugce do béng ERG. Theo mét sb phuong an, thi

luc dugce do béng chét lugng chi quan cua thi luc cua dbi tuong.
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Trong trudng hop cua cac bénh dan dén thi luc thoai bién tién trién, didu tri dbi
tuong o tudi con tré co thé khong chi din dén viéc 1am cham hoidc 13m tam dimng su
tién trién ctia bénh, nd con cb thé cai thién hoic ngén chdn viéc mét thi luc do ching
giam thi luc mac phai. Chimg giam thi lyc c6 thé thudc mot trong hai loai. Trong cac
nghién ctru & dong vat linh trudng khong phai ngudi va méo ma duge nudi trong
bong t6i hoan toan tir khi sinh ra dén mot vai thang tudi thang, sau d6 khi duoc tiép
xuc véi anh sang cac con vat thdm chi bi mu khong thé phuc hoi chire nang mac du
¢6 tin hiéu chic ning do vdng mac gii di. Ching mu nay xdy ra bdi vi su két ndi
than kinh va "su gido duc" ctia vé ndo bi nging phat trién tir khi sinh ra do su ngimg
kich thich. Chua biét rang liéu chtic ning nay c6 thé timg dugc phuc hdi hay chua.
Trong trudng hop cla cic bénh thoai héa vdng mac, hé mach vé ndo thi gide binh
thuong "dugc hoc tap" tu dau hoic phét trién thich hop dénthoi diém ma sy thoai hoa
gay ra du mét chirc ning dang ké. Sy mét kich thich thi giac theo quan diém tao tin
hiéu & mit mét chtc ning tao ra su mét chirc ning "méc phai" hodc "hoc duoc"
("chting giam thi lyc méc phai"), din dén sy mét kha ning hiéu tin hiéu, hodc "str
dung" mat d6 cua ndo. Chua biét 1a trong céc trudng hop ndy cia "chimg giam thi luc
méc phai" voi viée truyén tin hiéu dugc cai thién tr vong mac dudi dang két qua cua
liéu phap gen cuia mét bi giam thi lyc co thé dan dén sy tang 1én cua nhiéu chirc ning
binh thuong ngoai viéc lam cham tién trién hodc 1am dn dinh tinh trang bénh hay
khong. Theo mot s& phuwong an, ngudi duge diéu tri nhé hon 30 tudi. Theo mot sb
phuong an, nguoi duoc diéu tri nhd hon 20 tudi. Theo mot s6 phwong 4n, ngudi dugc
diéu trj nho hon 18 tudi. Theo mot sb phuong 4n, nguoi dugce diéu tri nhé hon 15
tudi. Theo mot sd phuong an, nguoi dugc diéu tri nho hon 14 tudi. Theo mot sb
phuong an, nguoi dugc didu tri nhé hon 13 tudi. Theo mot sb phuong an, nguoi dugce
diéu tri nhé hon 12 tudi. Theo mdt sb phuong an, ngudi duoc diéu tri nhoé hon 10
tudi. Theo mot sé phuong 4n, ngudi dugc diu tri nho hon 8 tudi. Theo mdt sb

phuong an, nguoi duge didu tri nhé hon 6 tudi.

Trong mot so roi loan & mat, ¢6 hién tuong "t€ bao nudi", ma cai thién chirc

ning ciia mot loai t€ bao 1am cai thién chirc nang cua te bao khac. Vi du, sy chuyén
116



52202 117/254

nap cua RPE cia vdng mac trung tdm bang rAAV theo sing ch€ sau d6 c6 the cai
thién chirc ning cua t€ bao hinh que, va dén lugt nd, chirc ndng t€ bao hinh que dugc
cai thién dan dén chirc ning t€ bao hinh nén dugc cai thién. Theo dé, viéc diéu tri

mot loai té bao c6 thé dan dén cai thién chirc nang cia t€ bao khac.

Viéc lya chon vecto va hop phan rAAV cuy thé phy thudc vao mot sd yéu to
khac nhau, bao gom, nhung khong chi giéi han &, tién st y té ctia ca theé nguoi va dac
diém cua tinh trang bénh va ca thé can diéu tri. Viéc danh gia cdc dac di€ém nay va

thiét k& ché do tri lidu thich hop 14 trach nhiém cudi cling cia bac si ké don.

Theo mét s6 phuong an, ngudi can diéu tri c¢6 rbi loan di truyén & mét, nhung
van chua ¢6 cac diu hiéu hodc cac triéu chung 1am sang biéu 16 ra. Theo mdt sd
phuong an, ngudi cAn diéu tri ¢6 rdi loan & mét. Theo mdt sé phuong an, nguoi can
diéu tri ¢6 mot hodc nhiéu dAu hiéu hoic triéu ching da duoc biéu 16 cua rdi loan &

mat.

Cac vi du khong lam gi61 han sang ché cua réi loan & mét ma c6 thé dugc didu
tri bang hé thdng va phuong phép theo séng ché bao gdbm: bénh thoai hoa véng mac
khoi phat sém nang do gen lin trén nhiém sdc thé thuong (bénh mu 16a bam sinh
Leber), ching mu mau bam sinh, bénh Stargardt, bénh Best, bénh Doyne, chitng loan
dudng non, viém vong mac sdc t6, vong mac tach bam sinh di truyén lién két trén
nhiém sic thé X, hoi ching Usher, thodi hoa diém vang do tudi tac, thoai hoa diém
vang do tudi tac teo, AMD tao mach méi, thoai hoa diém vang do tiéu dudong, bénh
vong mac tiéu dudng ting sinh (PDR), phu thiing diém vang trong mit, bénh héc
vong mac trung tdm thanh dich, su bong vOng mac, viém bén trong mét, bénh
glocom, viém mang mach nho phia sau, thodi h6a mang trach di truyén, va bénh than

kinh thi giac di truyén Leber.

Hop phﬁn theo séng ché (vi du, hat virut AAV dé chuyén dudi vong mac hodc
trong thuy tinh thé c6 chua capsit AAV c6 mot hodc nhiéu su thay thé cta cac axit
amin ma tuong tic voéi HSPG hodc ¢ mot hodc nhiéu vi tri tuong Ung véi cic axit
amin 484, 487, 532, 585 hoac 588) co thé duoc sir dung mot minh hoic két hop vai

117



52202 118/254

mot hogc nhiéu chat tri lidu bd sung dé diéu tri r6i loan & mit. Khoang thoi gian gitta
céc 1an sir dung lién tiép co thé it nhét 13 (hoic, theo cach khéc, it hon) vai phut, vai
gi0, hodc vai ngay.

Theo mdt sb phuong an, mot hodc nhiéu chét tri liéu bd sung co thé duge sir
dung cho duéi vong mac hodc thiy tinh thé (vi du, thong qua viéc ding trong thiy
tinh thé). Cac vi du khong 1am gi6i han sang ché cua chit tri liéu bd sung bao gébm
yéu 6 dinh dudng thin kinh polypeptit (vi du, GDNF, CNTF, BDNF, FGF2, PEDF,
EPO), yéu té chong tao mach polypeptit (vi du, sFlt, angiostatin, Endostatin), axit
nucleic chéng tao mach (vi du, siARN, miARN, ribozym), vi du axit nucleic chéng
tao mach chéng lai VEGF, morpholino chéng tao mach, vi du morpholino chéng tao
mach chéng lai VEGF, khang thé chéng tao mach va/hoac mang khéng thé (vi du,
manh Fab), vi du khang thé chdng tao mach va/hoic mang khang thé chéng lai
VEGF.

Phuwong phap ch uyén CNS

Theo mot sb phuong an, viéc st dung cta lugng hitu hi€u cia hat virut tai td
hop (vi du, hat AAV2, AAVTh8R, v.v.) c¢6 chira mgt hodc nhiéu su thay thé axit amin
& mdt hodc nhiéu vi tri ma twong tac v6i heparan sulfat proteoglycan theo sang ché
gdy chuyén nap cho noron (vi dy, thé van noron, chidng han nhu noron c6 gai) & hoic
& gan vi tri dung. Theo mot s6 phuong an, nhiéu hon khoang gié tri bat ky trong s
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%
hodc 100% noron dugc chuyén nap. Theo mot s6 phuong 4n, tir khoang 5% dén
khoang 100%, tir khoang 10% dén khoang 50%, tir khoang 10% dén khoang 30%, tir
khoang 25% dén khoang 75%, tir khoang 25% dén khoang 50%, hbéc khoang 30%
dén khoang 50% ctia noron dugc chuyén nap. Céac phuong phap dé xac dinh noron
duoc chuyén nap béi hat virut téi t6 hop biéu hién axit nucleic khéc loai 1a da biét
trong linh vuc; vi dy, héa mo mién dich, phat hién ARN (vi du, qPCR, thdm tach
Northern, doc trinh tu ARN, lai hoa in situ, va phuong phap tuong tu) hodc sir dung
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thanh phan danh diu dugc dong biéu hién ching han nhu protein huynh quang xanh

14 cay tang cuong ¢ thé duoc st dung dé phat hién sy biéu hién.

Theo mot s6 phuong 4n theo sang ché, phuong phap bao gdm budc str dung
cho ndo cia dong vat c6 vi lugng hitu hi€u cua hat virut tai td hop hat virut tai td hop
c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mét hodc nhiéu vi tri ma tuong tac
v6i heparan sulfat proteoglycan theo sang ché dé diéu tri dong vat c6 v, vi du, ngudi,
Theo mét s6 phuong 4n, hop phan dugc tiém vao mot hodc nhiéu vi tri trong ndo dé
cho phép biéu hién axit nucleic khac loai theo sang ché & it nhat 13 noron. Theo mot
) phuong an, hop phén duogc tiém vao vi tri bat ky trong s6 mot, hai, ba, bon, nam,
sau, bay, tam, chin, mudi hodc nhiéu hon muoi vi tri trong ndo. Theo mot 36 phuong
an, hop phﬁn dugc tiém vao thé van. Theo mét sb phuong an, hop phén duoc tiém
vao thé van lung. Theo mdt s6 phuong 4n, hop phan duoc tiém vao hach. Theo mot
s& phuong an, hop phan dugc tiém vao nhan dudi. Theo mot s& phuong 4n, hop phan
duoc tiém vao hach va vao nhan dudi. Theo mdt ) phuong an, hat virut tai tb hop ¢o
chira mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hoic nhiéu vi tri ma tuong tac véi
heparan sulfat proteoglycan dugc st dung cho CNS cua ca thé bang cach tiém vao vi
tri xac dinh trong khong gian, vi du vao thé van. Theo mot s6 phuong 4n, hat virut tai
to hop c6 chira mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodic nhiéu vi tri ma twong
tdc v6i heparan sulfat proteoglycan dugc st dung cho CNS cua ca thé bang cach

chuyén tiang cuong ddi luu (CED); vi du CED vao thé van.

Viéc dung hat rAAV cé thé duoc tién hanh qua nhiéu duong. Theo mot 36
phuong an, viéc st dung bao gdm tiém tryc tiép vao tiy sdng va/hogc sir dung trong
ndo. Theo mot $6 phuong an, viéc str dung 1a & vi tri dugc chon tir ndo, hanh tuy, clu
ndo, tiéu nio, khoang trong so, mang ndo xung quanh nfo, mang cimg, mang nhén,
mang mém, dich ndo tiy (CSF) cta khong gian dudi mang nhén xung quanh ndo,
nhan tiéu ndo siu cua tidu ndo, hé thdng ndo that ctia ndo, khong gian dudi mang
nhén, thé van, vo ndo, vach ngan, ddi ndo, vung dudi ddi, va nhu mo cia ndo. Theo

mot sO phuong an, viéc st dung gom cé tiém trong ndo that vao it nhat 1a mot nio
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that bén. Theo mdt sb phuong an, viéc sir dung gOm ¢6 tiém nodi thy mac trong ving
¢, nguc, va’hoiac that lung. Theo mot sb phuong 4n, viéc st dung gém c6 tiém trong
thé van. Theo mdt s6 phuong 4n, viéc sit dung gdm c6 tiém trong doi. Céc k¥ thuat va
dung cu khac nhau thich hop déi véi cac duong dung nay dugc mo ta trong ban mo ta

nay, vi du, CED va/hodc tiém vao vi tri chinh x4c trong khong gian.

Theo mot sb phuong an, hat virut ti td hop c6 chira mdt hodc nhiéu su thay thé
axit amin & mot hodc nhiéu vi trf ma twong tic voi heparan sulfat proteoglycan duge
st dung cho mot ban cAu ctia nfo. Theo mot sb phuong an, hat virut tai td hop dugc

str dung cho ca hai ban cau cua ndo.

Theo mot ) phuong an hat virut tai td hop cé chira mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin & mot hodic nhiu vi trf ma twong tac v6i heparan sulfat proteoglycan dugc
sit dung cho nhiéu hon mét vi tri ddng thoi hoic tudn ty. Theo mot sé phuong 4n,
nhidu mii tiém cua hat virut tai to hop cach nhau khong 1au hon mot gio, hai gio, ba
gio, bén gi®, nam gio, sdu gio, chin gid, mudi hai gio hodc 24 gio.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé xudt phuong phap dé didu tri nguodi mac
rdi loan ctia CNS béng cach str dung lugng hitu hiéu cia dugce phém ¢6 chira hat virut
tai to hop ¢6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi tri ma
tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan theo sang ché dé diéu tri rdi loan cia CNS.

Theo mot sd phuong an, dugc phém ¢6 chira mdt hodc nhiéu t4 duoc duge dung.

Nhin chung, tir khodng 1 pl dén khoang 1 ml ctia hop phén theo sang ché c6
thé dugc chuyén (vi du, tir khoang 100 pl dén khoang 500 pl ctia hop phan). Theo
mdt sb. phuong an theo sang ché, thé tich cua hat virut tai t5 hop c6 chira mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin & mot hogc nhiéu vi trf ma twong tic véi heparan sulfat
proteoglycan dugc tiém vao thé van 1a khoang hogc lorn hon gi4 tri bat ky trong sd cac
giatri 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 7 pl, 8 pl, 9 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl, 50 pl,
75 ul, 100 pl, 200 pl, 300 ul, 400 pl, 500 pl, 600 pl, 700 ul, 800 ul, 900 pl, hodc 1

ml, hodc luong bét ky & gitta ching.
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Theo mdt s6 phuong an, thé tich thir nhét ciia hat virut tai td hop c¢6 chira mot
hodc nhiéu sy thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi trf ma tuong tac vé1 heparan
sulfat proteoglycan dugc tiém vao vung thu nhét cta no, va thé tich thir hai cta hat
rAAV bién thé dugc tiém vao vung thir hai ctia ndo. Vi dy, theo mot sb phuong an,
thé tich thir nhit cta hat rAAV bién thé dugc tiém vao nhan dudi, va thé tich tht hai
cua hop phén duoc tiém vao hach. Theo mdt ) phuong én, 1X thé tich cua hat rAAV
bién thé dugc tiém vao nhan dudi, va 1,5X, 2X, 2,5X, 3X, 3,5X, hodc 4X thé tich cia
hat rAAV bién thé dugc tiém vao hach, trong d6 X 1a thé tich ma béng khoang hoac
16n hon gié tri bt ky trong s cac giatri 1 ul, 2 pl, 3 pl, 4 pl, S pl, 6 pul, 7 pl, 8 pl, 9
ul, 10 pl, 15 ul, 20 pl, 25 pl, 50 pl, 75 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, 500 pl, 600
ul, 700 pl, 800 pl, 900 pl, hodc 1 ml, hodc luong bat ky & giita ching.

Hop phén theo sang ché (vi du, hat virut tai t6 hop c6 chira mot hoic nhiéu sy
thay thé axit amin & mot hodc nhidu vi tri ma twong tic v&i heparan sulfat
proteoglycan theo sang ché) c6 thé duge st dung mot minh hodc két hop véi mot
hozc nhiéu chét tri liéu bo sung dé diéu tri r6i loan ciia CNS (vi du, HD). Khoang thoi
gian gifta cac 1an st dung lién tiép co thé it nhét 1 (hoic, theo cach khac, it hon) vai
phut, vai gio, hodc vai ngay.

Theo mdt sé phuong an, phuwong phap bao gdm budc st dung cho CNS luong
hitu hiéu cua hat virut téi t6 hop c6 chira mot hodc nhidu sy thay thé axit amin & mot
hodc nhiéu vi tri ma twong tac v6i heparan sulfat proteoglycan c6 chira vecto ma hoa
cho axit nucleic khac loai. Theo mot sé phuong 4n, do chuén virut ctia hop phan 1a it
nhét 1a khoang gié tri bat ky trong s6 5 x 10'2, 6 x 10'2, 7 x 10'%, 8 x 10'2, 9 x 102,
10 x 102, 11 x 102, 15 x 102,20 x 10'2, 25 x 10'2, 30 x 10'2, hodc 50 x 10'? ban sao
hé gen/ml. Theo mét s6 phuong én, do chudn virut cia hop phan 1a khbe’mg gi4 tri bt
ky trong s6 tir 5 x 102 dén 6 x 10'2, tir 6 x 10'2dén 7 x 10'2, tix 7 x 10'2 dén 8 x 102,
tr 8 x 1012 dén 9 x 10", tir 9 x 10" dén 10 x 10'2, tir 10 x 10'2 dén 11 x 10'2, tir 11 x
10'2 dén 15 x 10'2, tir 15 x 10'2 dén 20 x 10", tlr 20 x 10'2 dén 25 x 10'2, tir 25 x 102
dén 30 x 10", tir 30 x 102 @&n 50 x 10'%, hogc tir 50 x 10'2 dén 100 x 10" ban sao hé
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gen/ml. Theo mot s& phuong 4n, do chudn virut cta hop phan 13 khoang gié tri bat ky
trong b tir 5 x 10'2 dén 10 x 10'2 tir 10 x 10'2 dén 25 x 10", hozc tir 25 x 10'? dén
50 x 10"ban sao hé gen/ml. Theo mét sd phuong an, do chudn virut ctia hgp phan it
nhét la khoang gié tri bat ky trong s6 5 x 10°, 6 x 10°, 7 x 10%, 8 x 10°,9 x 10°, 10 x
10%, 11 x 10% 15 x 107, 20 x 10°, 25 x 10°, 30 x 10°, hogc 50 x 10° don vi chuyén nap
/ml. Theo mdt s phuong 4n, do chudn virut cia hop phan 14 khoang gié tri bat ky
trong s tir 5 % 10° dén 6 x 10°, tir 6 x 10° dén 7 x 10°, tir 7 x 10° dén 8 x 10, tir 8 x
10° dén 9 x 10%, tr 9 x 10° dén 10 x 10 tir 10 x 10° dén 11 x 10°, tir 11 x 10° dén 15
x 10%, tir 15 x 10° dén 20 x 10%, tir 20 x 10° dén 25 x 10°, tir 25 x 10° dén 30 x 10°, tir
30 x 10° dén 50 x 10° hodc tr 50 x 10° dén 100 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo
mdt s6 phuong 4n, do chudn virut cia hop phan 12 khoang gié tri bit ky trong s& 5 x
10° dén 10 x 10°, tr 10 x 10° dén 15 x 10°, tir 15 x 10° dén 25 x 10°, hodc tir 25 x 10°
dén 50 x 10° don vi chuyén nap /ml. Theo mét sé phuong 4n, do chuan virut ctia hop
phan it nhét 13 gia tri bat ky bang tir khoang 5 x 10'%, 6 x 10,7 x 10'°, 8 x 1017, 9 x
1010, 10 x 109, 11 x 10', 15 x 109, 20 x 10, 25 x 10, 30 x 10'°, 40 x 10', hoic
50 x 10" don vi gdy nhim/ml. Theo mot s6 phuong an, do chudn virut ciia hgp phan
it nhét 1a gi tri bat ky nim trongkhoang tir 5 x 10'* dén 6 x 10, tir 6 x 10'° dén 7 x
10" tr 7 x 1010 dén 8 x 10'°, tir 8 x 10'° dén 9 x 10", tir 9 x 10'* dén 10 x 10, tir
10 x 1019 dén 11 x 10", tr 11 x 10'° dén 15 x 10", tir 15 x 10'* dén 20 x 10'°, tir 20
x 10" dén 25 x 101, tir 25 x 10 dén 30 x 10'°, tir 30 x 10'* dén 40 x 10", tr 40 x
1010 dén 50 x 10'°, hodc tir 50 x 10" dén 100 x 10'* don vi gay nhiém/ml. Theo mot
s6 phuong 4n, do chuan virut ctia hop phén it nhat 13 gi4 tr bét ky nam trong khoang
tir S % 10'0 dén 10 x 1010, tir 10 x 101 dén 15 x 10'°, tir 15 x 10'° dn 25 x 10", hogc
tir 25 x 10'° dén 50 x 10'° don vi gdy nhiém/ml.

Theo mot sb phuong an, phuong phap bao gbém budc st dung cho CNS ctia c4
thé (vi du, ngudi) lwgng hitu hiéu cua hat virut tai tb hgp c6 chira mot hodc nhidu su
thay thé axit amin & mot hoic nhidu vi tri ma tuong tic v&i heparan sulfat
proteoglycan. Theo mot sb phuong éan, lidu lugng cua hat virut duge st dung cho ca

thé it nhét 1a khoang gié tri bat ky trong s6 tir 1 x 10® dén khoang 1 x 10'3 ban sao hé
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gen/kg khdi luong co thé. Theo mot sb phuong 4n, liéu lugng ctia hat virut duge sir
dung cho c4 thé 1a khoang gia tri bit ky trong s6 tir 1 x 10% dén khoang 1 x 10" ban
sao hé gen/kg khdi lwong co thé.

Theo mét sb phwong 4n, phuong phap bao gdm buédce str dung cho CNS ciia c4
thé (vi du, nguoi) luong hitu hi¢u cda hat virut tai td hop cé chira mdt hodc nhiéu su
thay thé axit amin & mdt hoic nhiéu vi tri ma tuong tadc véi heparan sulfat
proteoglycan cho cé thé. Theo mot sd phuong an, téng ham lugng cia hat virut dugc
sir dung cho c4 thé it nhét 13 khoang gia tri bat ky trong s6 1 x 10° dén khoang 1 x
10" ban sao hé gen. Theo mot s6 phuong 4n, tdng ham lwong ctia hat virut dugc sir
dung cho cé thé 1a khoang gia tri bt ky trong s6 1 x 10° d&én khoang 1 x 10' béan sao
hé gen.

V.  Cau truc biéu hién

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuét cac phuong phap chuyén axit nucleic
khac loai vao mét bang cach chuyén dudi vong mac vecto rAAV c6 chira axit nucleic
khac loai va trong dé vecto rAAV dugc boc capsit trong capsit rAAV (vz’v du, capsit
'rAAV2, capsit rAAVrh8R, efc.) c6 chlra mt hodc nhiéu su thay thé cua céac axit
amin ma tuong tac vdi HSPG. Theo mot s6 khia canh, sang ché d& xudt phuong phap
didu tri rdi loan ctia CNS ctia ca thé bao gém budc chuyén hop phan c6 chira hat
rAAV vao CNS cua ca thé, trong d6 hat rAAV c6 chira (a) capsit rAAV c6 chira
protein capsit TAAV c6 chira mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu
vi trf ma tuong tac voi heparan sulfat proteoglycan, va (b) vecto rAAV c6 chira axit
nucleic khac loai va it nhét 1a mot doan 1ap cudi AAV. Theo mdt $6 phuong an, axit
nucleic khac loai (vf du, gen chuyén) duoc lién két c6 diéu khién véi ving khoi dau.
Vung khéi ddu néu lam vi du bao gb6m, nhung khong gidi han &, ving khoi dau sém
qua trung gian virut cy bao (CMV), LTR RSV, MoMLV LTR, vung khéi dau
phosphoglyxerat kinaza-1 (PGK), viung khai ddu simian virut 40 (SV40) va ving
khéi ddu CK6, ving khéi ddu transthyretin (TTR), viing khoi dau TK, ving khéi dau
dép tmg v6i tetraxyclin (TRE), ving khéi dau HBV, viing khéi ddu hAAT, viing khéi
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diu LSP, ving khéi dau thé kham dic hiéu gan (LSP), ving khéi dau E2F, ving khéi |
dAu telomeraza (hTERT); ving khoi ddu viing ting cudng virut cu bao/beta-actin clia
ga/p-globin cia thd (vung khoi dau CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108(2):193-9) va
viing khoi ddu yéu t6 kéo dai 1-alpha (EFl-alpha) (Kim et al., Gene, 1990, 91(2):217-
23 va Guo et al., Gene Ther., 1996, 3(9):802-10). Theo mdt s§ phuong 4n, ving khéi
dau bao gdm vung khoi dau p-glucuronidaza cia ngudi hodc ving ting cudng virut
cu bao dugc lién két voi ving khoi dau B-actin clia ga (CBA). Vung khoi dau c6 thé
la vung khoi dau co dinh, cam ung hodc kim ham. Theo mdt ) phuong 4n, vung khoi
dau c6 kha ning biéu hién axit nucleic khac loai trong té bao ctia mit. Theo mdot sb
phuong an, vung khdi dAu c6 kha nang biéu hién axit nucleic khic loai & té bao nhan
kich thich anh sang hoac RPE. Theo mot s6 phuong 4n, ving khéi dau 13 ving khéi
dau rhodopsin kinaza (RK); vi du, ving khéi diu RK cta ngudi. Theo mot sé phuong
an, ving khoi dau 13 ving khéi dAu opsin; vi du, ving khéi dau opsin clia ngudi hodc

vung khoi dau opsin cia chudt nhat.

Sang ché dé xuét viéc sir dung hé gen virut tai td hop dé dua mot hoic nhiéu
trinh tu axit nucleic ma hoa cho polypeptit tri liéu va/hodc axit nucleic dé dong goi
thanh hat virut rAAYV ¢6 chra mot hodc nhiéu su thay thé cua cac axit amin ma tuong
téc v6i HSPG. Hé gen virut tai td hop c6 thé bao gdm thanh phan bat ky dé thiét lap
su biéu hién ciia polypeptit tri liéu va/hodc axit nucleic, vi du, ving khéi dau, ITR,
thanh phan lién két ribosom, viing két thuc, ving tang cudng, thanh phan danh déu

chon loc, intron, tin hiéu polyA, va/hodc diem mé dau sao chép.

Theo mét sb phuong an, vecto rAAV la vecto rAAV tu bd sung, vi du, vecto
¢6 chira hé gen tu bd sung tai t6 hop (thuat ngit "tu b sung c6 thé dugc sir dung thay
thé 1an nhau trong bian mo ta nay). Céc hat virut AAV voi hé gen tu bb sung va
phuong phéap su dung hé gen AAV tu bd sung duoc md ta trong cic patent M§ sd
6,596,535; 7,125,717; 7,465,583; 7,785,888; 7,790,154; 7,846,729; 8,093,054, va
8,361,457, va Wang Z., et al., (2003) Gene Ther 10:2105-2111, modi tai liéu nay duogc

dua vao ban md ta nay bang cach vién dan. rAAV c6 chira hé gen tu bd sung s€
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nhanh chéng tao thanh phan tir ADN soi kép do trinh ty bd sung mot phan ciia n6 (vi
du, soi ma hoa va khong ma hoa bd trg cla gen chuyén). Theo mot s6 phwong 4n,
vecto ¢O chira trinh tu axit nucleic thir nhat ma hoa cho axit nucleic khac loai va trinh
tu axit nucleic thr hai ma hda cho trinh ty bd sung cua axit nucleic, tai do trinh ty
axit nucleic thit nhét c6 thé tao thanh cac cip bazo trong cing mdt soi v6i trinh tu

axit nucleic thir hai doc theo gin hét hodc toan bg chicu dai cua no.

Theo mdt sb phuong an, trinh ty axit nucleic khéc loai thir nhét va trinh tu axit
nucleic khac loai thtt hai duoc lién két bang ITR dot bién (vi dy, ITR phai). Theo mot
s6 phuong 4n, ITR ¢6 choa trinh  ty  polynucleotit  5'-
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGG
TCGCCCACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG — 3' (SEQ ID NO:8). ITR ddt bién ¢
chtra su mét ctia ving D ¢6 chira trinh ty phan tach cudi. Két qua 13, trong qua trinh
sao chép hé gen virut AAV, protein rep s& khong phén cét hé gen virut & ITR dot bién
va nhu vay, hé gen virut tai tb hgp c6 chira trinh tu sau theo thir ty 5 dén 3' s& duogc
dong goéi trong capsit virut: ITR AAV, trinh tu polynucleotit khéac loai thir nhit bao
g6m trinh tu diéu hoa, ITR AAV dot bién, polynucleotit khéac loai thir hai theo chiéu
nguoc lai vai polynucleotit khac loai thir nhat va ITR AAV tht ba.

VI.  Hat virut va phuong phap san xudt hat virut
Hat virut rAAV

Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuit phuong phap chuyén axit nucleic
khac loai vao mét bang cach chuyén dudi véng mac vecto rAAV c6 chira axit nucleic
khéc loai va trong d6 vecto TAAV dugc boc capsit trong capsit rAAV (vi du, rAAV2,
rAAVrh8R, v.v.) ¢c6 chira mdt hoac nhiéu sy thay thé clia céc axit amin ma tuong tac
v6i HSPG. Theo mot sb khia canh, sang ché dé xuit phuong phap va bo kit ¢ lién

quan dén viéc chuyén hat rAAV vao CNS cua ca thé.

Theo mét s6 phuong 4n, hat rAAV ¢6 chira vecto rAAV. Theo mot sd phuong
an, hat virut 1a hat AAV tai td hop c6 chira axit nucleic ¢6 chira gen chuyén khac loai

dugc cung ¢b bén sudn béi mot hoic hai doan lap cudi dao nguoc AAV (ITR). Axit
125



52202 126/254

nucleic dugc bao trong capsit trong hat AAV. Hat AAV cling c6 chira protein capsit.
Theo mot sd phuong 4n, axit nucleic c6 chira (c4c) trinh ty ma héa duge quan tam (vi
du, gen chuyén khac loai) cac thanh phén duoc lién két c6 diéu khién theo chiéu
phién ma, control céc trinh ty bao gém cac trinh ty m& dau va két thic phién ma,

béng cach do tao thanh bang biéu hién.

Bang biéu hién dugc kep trén dau 5' va 3' béi it nhat mot trinh ty ITR AAV
chirc nang. "Trinh tu ITR AAV chitc nang" c6 nghia la trinh ty ITR thyc hién chirc
ning da dinh dé giai phong, sao chép va déng goi hat virut AAV. Xem Davidson ef
al., PNAS, 2000, 97(7)3428-32; Passini et al., J. Virol., 2003, 77(12):7034-40; va
Pechan et al., Gene Ther., 2009, 16:10-16, tit ca cac tai liéu nay déu dugc dua vao
ban mo ta nay béng cach vién dan. Pé thuc hién mot sb khia canh cta sang ché, vecto
tai t6 hop c6 chira it nhét toan bo cac trinh ty cia AAV can thiét dé bao trong capsit
va cac cAu trac vat ly dé 1ay nhiém bdi rAAV. ITR AAV dé st dung trong vecto theo
sang ché khong can phai ¢ trinh tu nucleotit kiéu dai (vi du, nhu dugc md ta trong
Kotin, Hum. Gene Ther., 1994, 5:793-801), va c6 thé dugc bién ddi bang cach cai
xen, lam mat hodc thay thé nucleotit hodc ITR AAV c6 thé thu dugc tir typ bat ky
trong s6 mot vai typ huyét thanh AAV. Hién nay hon 40 typ huyét thanh cia AAV da
duoc biét, va cac typ huyét thanh méi va bién thé cua cac typ huyét thanh hién c6 tiép
tuc duoc x4c dinh Xem Gao ef al., PNAS, 2002, 99(18): 11854-6; Gao et al., PNAS,
2003, 100(10):6081-6; va Bossis et al., J. Virol., 2003, 77(12):6799-810.

Viéc str dung typ huyét thanh AAV bét ky dugc coi nhu 1a nim trong pham vi
ctia sang ché. Theo mot sd phuong 4n, vecto TAAV 1a vecto ¢6 ngudn gbc tir typ
“huyét thanh AAV, bao gdém nhung khong chi gi6i han &, ITR AAV 1a AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAV7, AAVE, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAVI1O,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV dé, AAV bo, hodc ITR
AAV chudt hodc dang tuong tu. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic trong AAV ¢6
chtra ITR cta cac ITR AAV 1a AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAVT,
AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrhl0, AAVIl, AAVI2,
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AAV2R471A, AAV DJ, AAV dé, AAV bo, hoac AAV chudt hodc dang tuong tu.
Theo cac phuong an nhét dinh, axit nucleic trong AAV ¢6 chita AAV2 ITR. Nhu da
mo ta & trén, hat rAAV ¢6 thé con chira capsit c6 chira protein capsit rAAV ¢6 chita
mot hodc nhidu sy thay thé axit amin & mdt hodc nhidu vi tri ma tuong tac voi

heparan sulfat proteoglycan.

Theo mot sO phuong 4n, vecto ¢ thé bao gom doan nhdi axit nucleic. Theo
mdot sO phuong 4n, doan nhdi axit nucleic c¢6 thé ma hoéa cho protein huynh quang
mau xanh 14 cdy. Theo mdt sd phuong an, doan nhoi axit nucleic c6 th€ ndm & gitra

vung khoi dau va axit nucleic ma hoa cho ARNI.

Céc typ huyét thanh AAV khac nhau dugc st dung dé t6i wu hoa su chuyén
nap cua té bao dich cu thé hodc dé hudng dich loai té bao cu thé trong mo dich cu thé
(vi du, mé6 CNS). Hat rAAV co thé ¢o chta protein virut va axit nucleic virut cua
cung typ huyét thanh hodc typ huyét thanh hdn hop. Vi dy, theo mot sd phuong 4n
hat rAAV c6 thé c6 chira protein capsit AAV2 theo sang ché va it nhit 1a mot AAV2
ITR hodc né c6 thé cé chira protein capsit AAV2 va it nhit 13 moét AAV1 ITR. Hon
hop bat ky ciia cac typ huyét thanh AAV dé san xuét hat rAAV dugc dé xuit trong
ban mo ta nay nhu thé mdi hdn hop da duge néu mot cach riéng ré trong ban md ta
ndy. Theo mét sb phuong an, séng ché d& xuét hat rAAV c6 chira capsit AAV2 theo
sang ché. Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xudt hat rAAV c6 chira capsit

AAVTh8R theo sang ché.
Sén xuat hat AAV

Nhiéu phuong phap di duge biét dén trong linh vuc dé san xuit vecto rAAV,
* bao gdm chuyén nap, san xuét dong té bao dn dinh, va hé thng san xuét virut lai gay
nhi®m ma bao gdm thé lai adenovirut-AAYV, thé lai herpesvirus-AAV (Conway, JE et
al., (1997) J. Virology 71(11):8780-8789) va thé lai baculovirus-AAV. Moi trudng
nudi céy san xuét rAAV dé san xuét hat virut rAAV déu doi hoi; 1) té bao chu thich
hop, bao gbm, vi dy, dong té bao ¢o ngu@m géc tor nguotl chéng han nhu té bao HeLa,
té bao A549, hodc té bao 293, hoic dong té bao ¢co nguén géc tr con trung chéng han
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nhu SF-9, trong trudng hop hé théng san xuit baculovirus; 2) chirc nang virut hd trg
thich hop, dugc cung cép béi adenovirut kiéu dai hodc dot bién (chéng han nhu
adenovirut nhay cam nhiét do), virut herpes, baculovirus, hodc cAu tric plasmit cung
cép chirc nang trg gitip; 3) cac gen va san pham gen rep va cap AAV; 4) gen chuyén
(chéng han nhu gen chuyén tri liéu) dugc cung ¢b bén sudn boi it nhét 1a mot trinh tu
ITR AAV; va 5) mdi truong va thanh phan moi trudng thich hop dé hd trg san xut
rAAV. Moi truong thich hop da biét trong linh vuc ¢o thé dugc st dung dé san xuit
vecto rAAV. Cac moi trudng ndy bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, moi trudng
dugc san xuat boi Hyclone Laboratories va JRH bao gdbm Mbi Truong Eagle Cai
Bién (MEM), Moéi Trudong Eagle Cai Bién Dulbecco (DMEM), céc ché pham theo dat
hang chang han nhu cic ché pham dugc md ta trong bang sang ché My 36 6,566,118,
va méi trudng S£-900 I SFM nhu dwge md ta trong bang sing ché My s6 6,723,551,
mdi tai liéu nay duge néu & day chi dé tham khao, cu thé 14 dbi v6i ché phim moi

trudng theo dit hang dé st dung trong viéc san xudt vecto AAV t4i td hop.

Hat rAAV c6 thé duge san xuét bang cach str dung cdc phuong phap da biét
trong linh vuc. Xem tai liéu, v du, bing sing ché M§ sb 6,566,118; 6,989,264; va
6,995,006. Trong thyc hanh sang ché, té bao chu dé san xuét hat rAAV bao gém té
bao dong vat co vu, té bao con trung, té bao thuc vat, t€ bao vi sinh vat va té bao ndm
men. Té bao chu ciing c6 thé 1a té bao dong goi trong d6 gen rep va cap AAV duge
duy tri 6n dinh trong té bao chu hogc t& bao san xuét trong d6 hé gen vecto AAV
duogc duy tri 4n dinh. Té bao san xuit va té bao dong goi néu lam vi du thu duoc tir té
bao 293, t& bao A549 hoic té bao HeLa. Vecto AAV dugce tinh ché va bao ché bang
cach stir dung cac ky thuat chuén d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Theo mot sé phuong 4n, hat rAAV ¢ thé duoc san xuét bang phwong phap
chuyén nap ba thanh phan, ching han nhu phuong phap chuyén nap ba thanh phan vi
du dugc dé xudt duwdi day. Tom lai, plasmit chira gen rep va gen capsit, cung véi

plasmit adenovirut trg giap, cé thé duogc chuyén nap (vi du, bﬁng cach si dung
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phuong phap canxi phosphat) vao dong té bao (vi du, t€ bao HEK-293), va virut c6
thé duoc thu gom va tiy y duogc tinh ché.

Theo mot s& phuong 4n, hat rAAV ¢6 thé 14 dugc san xuit bing phuong phép
san xudt dong té bao, ching han nhu phuong phap san xuat dong té bao vi du dugc dé
Xudt dirdi day (ciing xem (duoc vién dan trong Martin et al., (2013) Human Gene
Therapy Methods 24:253-269). Tém lai, dong té bao (vi du, dong té bao HeLa) c6 thé
duoc chuyén nap On dinh bang plasmit chira trinh tw gen rep, trinh tu gen capsit, va
trinh tu kh&i du -gen chuyén. Cac dong té bao co thé duge sang loc dé chon loc
dong dan dau vé san xuit rAAV, ma sau d6 c6 thé dugc mé rong thanh binh phan
tng sinh hoc san xut va dugc lay nhidm bang adenovirut (vi du, adenovirut kiéu dai)
dudi dang té bao hd tro dé khai du su san xuét rAAV. Sau d6, virut c6 thé duge thu
hoach, adenovirut c6 thé bi bt hoat (vi du, bing nhiét) va/hodc bi giét chét, va hat
rAAV c6 thé dugc tinh ché.

Theo mdt sé khia canh, phuong phap dugc dé xuit dé san xuit hat rAAV bét
ky nhu dugc bdc 16 trong ban mod ta nay bao gdm budc (a) nudi cdy té bao chii trong
didu kién ma hat rAAV duoc san xuét, trong d6 té bao chu c¢6 chia (i) mot hodc nhiéu
gen bao g6i AAV, trong d6 mdi gen bao g6i AAV ndy ma hoa cho protein sao chép
va/hoac boc capsit AAV; (i) tién vecto rAAV c6 chtra axit nucleic ma héa cho
polypeptit tri li€u va/hodc axit nucleic nhu dugc md ta trong ban mo ta nay duoc
cting ¢ bén suon béi it nhat 1a mot ITR AAV, va (iii) chirc ning trg gitip AAV; va
(b) thu hdi hat rAAV dugc san xudt bai té bao chi. Theo mot sb phuong 4n, it nhét 13
mot I['TR AAV nay dugc chon tir nhom gém co cac ITR AAV la AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAVT, AAVSE, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAVI1O,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV dé, AAV bo, hodc AAV
chudt hodc dang tuong ty. Theo mat ) phuong 4n, protein boc capsit ¢6 chira mot
hodc nhiéu su thay thé axit amin & mdt hodc nhiéu vi tri ma tuong tac vd1 heparan
sulfat proteoglycan. Theo mot sé phwong 4n, protein boc capsit 12 protein boc capsit

AAV2. Theo mét sé phuong an, protein boc capsit 1a protein boc capsit AAVrh8R.
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MOoi trudng nudi cdy san xuit rAAV thich hop theo séng ché c6 thé duge bd
sung bang protein ti to hop huyét thanh hodc c6 ngudn gbe tir huyét thanh & ham
luong bang 0,5%-20% (thé tich/thé tich hodc khdi lugng/thé tich). Theo cach khac,
nhu da duoc biét trong linh vuc, vecto rAAV ¢o thé duoc san Xuét trong diéu kién
khong chira huyét thanh ma c6 thé cling dung dé chi moi truong khong chira san phén
c6 ngudn gbc dong vat. Ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc c6 thé hiéu rd
réng moi truong thuong mai hoac theo dit hang duoc thiét ké dé hd tro cho viéc san
xult vecto TAAV ciing ¢6 thé duoc bd sung bing mdt hoic nhiéu thanh phan moi
truong nudi cdy té bao da biét trong linh vuc, bao gdm nhung khong chi giéi han &
glucoza, vitamin, axit amin, va hodc yéu td sinh trudng, dé 1am tang do chuin cda

rAAV trong moi trudng san Xuét.

Mbi trudng nudi cdy dé san xult rAAV c6 thé duge cho sinh truéng trong
nhiéu diéu kién (trong khoang nhiét do rong, dé 1am thay doi thoi gian, va dang tuong
tu) thich hop véi té bao chu cu thé dugc st dung. Nhu di dugc biét trong linh vuc,
mdi trudong nudi cdy dé san xuit rAAV bao gdm méi trudng nudi cdy phu thudc gin
ma c6 thé duge nudi cdy trong binh phu thudc gén thich hop ching han nhu, vi dy,
chai xoay, dung cu loc sg¢1 rong, vi chét mang, va phan g sinh hoc téng da nap hodc
tang s6i binh. mdi trudng nudi cdy dé san xuat vecto rAAV c6 thé con bao gdm té
bao chi thich tmg huyén phu ching han nhu té bao HeLa, té bao 293, va té bao SF-9
ma c6 thé duoc nudi ciy theo nhiéu cich bao gbm, vi dy, binh nudi xoay, binh phan
ung sinh hoc thung co6 khudy, va hé thdng ding mot lan chang han nhu hé thdng tai

Wave.

Hat vecto rAAV theo sang ché c6 thé dugc thu hoach tir moi trudng nudi céy
dé san xuit rAAV bang cach phan giai té bao chii cia moi truong nudi cdy san xuét
hodc bang cach thu hoach moi truong da str dung tir mdi truong nudi chy san xut,
thu duoc té bao duge nudi cdy trong diéu kién da biét trong linh vuc dé lam giai
phéng hat rAAV vao moi trudong tir té bao nguyén ven, nhu dugc md ta day du hon

trong bing sang ché My sb 6,566,118). Phuong phdp phan giai té bao thich hop ciing
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da biét trong linh vuc va bao gdm vi du nhiéu chu trinh két dong/rd dong, nghién
bang siéu am, vi hoa 1éng, va xir Iy bing hoa chét, ching han nhu chit tiy rira

va/hodc proteaza.

Theo phuong an khac, hat rAAV dugc tinh ché. Thuat ngit "duoc tinh ché" nhu
dugc sur dung trong ban mo ta nay bao gdm viéc chudn bj hat rAAV khong c6 it nhét
mot sd thanh phén khac ma cling cé thé ¢o mét khi hat rAAV ¢6 trong tu nhién hodc
duoc didu ché ban dau tur cac thanh phén nay. Do dd, vi dy, hat rAAV dugc phan 1ap
¢6 thé duge didu ché bang cach st dung k¥ thuét tinh ché dé 1am giau né tir hdn hop
nguén,' nhu dich tan nuoi céy hoac dich ndi bé mit nudi céy san xuét. Viéc lam giau
¢6 thé duoc xac dinh theo nhiéu cach khéac nhau, nhu, vi duy, boi ty 1€ cia céac hat bén
voi ADNaza (DRP) hodc cac ban sao hé gen (gc) c6 mit trong dung dich, hodc boi
tinh 1ay nhiém, hodc n6 c6 thé duoc xac dinh trong mdi lién quan véi chét ¢ thé
thiép tiém nang thir hai c6 mit trong hdn hop ngudn, nhu cic chit nhiém tap, bao
gbm céc chat nhiém tap trong qué trinh nuéi cdy san xuét hodc cac chit nhidm tap
trong qua trinh x Iy, bao gém virut hd trg, cac thanh phan ctia mdi trudng, va cic

chat tuong tu.

Theo mot sé phuong 4n, sin pham thu hoach méi truong nudi cdy san xuét
rAAV dugc phan loai dé loai bd manh vun té bao chu. Theo mot ) phuong 4n, san
pham thu hoach mdi trudng nudi cdy san xuat dugc phan loai bang cach loc thong
qua ddy cac bo loc sau bao gém, vi dy, B6 loc DOHC Millipore Millistak+ HC Pod
phan loai, Bo loc ATHC Millipore Millistak+ HC Pod phan loai, va bd loc mang ky
nuéce Filter Opticap X110 Millipore Express SHC 0,2 pm. Sy phén loai cling c6 thé
dat duoc bang nhiéu k¥ thuat tiéu chuén khéc da biét trong linh vuc, chang han nhu,
ly tdm hodc loc thong qua bd loc xenluloza axetat bét ky c6 kich thudc 15 bang 0,2
um hogc 16n hon da biét trong linh vyec.

Theo mot sb phuong 4n, san pham thu hoach moi truong nudi cdy san xuét
rAAV con duge xtr Iy bang Benzonase® dé phan giai ADN c¢6 khéi lwong phan ti cao
bat ky c6 mit trong moi truong nudi cdy san xuat. Theo mot s6 phwong 4n, su phan
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giai bang Benzonase® duoc thuc hién trong didu kién tiéu chuan da biét trong linh
vuc bao gém, vi du, néng do cudi cung 1a 1-2,5 don vi/ml Benzonase® & nhiét do ndm
trong khoang tir nhiét do mo1 trudong dén 37°C trong khoang thoi gian tir 30 phit dén
vai gio.

Hat rAAV c6 thé dugce phan 1ap hodc duge tinh ché béng cach st dung mdt
hogc nhidu bude tinh ché sau day: ly tdm can bang; loc trao doi ion dong chay qua;
loc dong chay tuyén tinh (TFF) dé co hat rAAV; bét giit rAAV bing sic ky apatit; bat
hoat bang nhiét dbi vé6i virut tro gitp; bat gitt rAAV bang sic ky twong tac ky nuéc;
trao doi chat dém bang sac ky loai trir kich thuéc (SEC); loc nano; va bét gitt rAAV
bing sic ky trao ddi anion, sdc ky trao ddi cation, hogc sac ky 4i luc. Cac budce ndy
c6 thé duge str dung mot minh, & nhiéu dang két hop, hodc in theo thr tu khac nhau.
Theo mét s6 phuong 4n, phuwong phap bao gOm tat ca cc budc theo thir ty nhu duge
mo ta dudi day. Cac phuong phap tinh ché hat rAAV duogc tim thiy, vi du, trong tai
liéu Xiao et al., (1998) Journal of Virology 72:2224-2232; céc bing sing ché My s6
6,989,264 va 8,137,948; va WO 2010/148143.

Sang ché con dé xuét dugc pham c6 chira hat rAAV c¢6 chita axit nucleic khac
loai ma hoa cho polypeptit tri liéu va/hodc axit nucleic tri liéu, trong dé hat rAAV ¢6
chtra capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé hodic cac axit amin ma twong
tac v6i HSPG, va chat mang dugc dung. Dugc pham ndy c6 thé 13 thich hop ddi véi
phuong thie st dung bt ky dugc md ta trong ban mo ta nay; vi du, bang cach st

dung dudi vong mac.

Theo mdt sb phuong 4n, dugc phém chira rAAV dugce mo ta trong ban mo ta
ndy va chat mang dugc dung 1a thich hop dé dung cho ngudi. Cc chat mang nhu vay
1a da biét ro trong linh vuc k§ thudt ndy (xem, vi du, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 15th Edition, pp. 1035-1038 va 1570-1580). Theo mot sé phuong 4n, dugc
pham chtta rAAV dugc md ta trong ban md ta nay va chit mang dugc dung 13 thich
hop dé tiém cho mét. Cac chit mang dugce dung nhu vay c6 thé 1a chit 1ong v tring,
nhu nude va dau, bao g@)m cac dau co nguén géc tir ddu mo, dong vét, thuc vat hoidc
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téng hop, nhu dau lac, dau dau tuong, dau khoang, va cac dau twong tu. Dung dich
nude mudi va dung dich dextroza, polyetylen glycol (PEG) va glyxerol gbc nudce
cling ¢6 thé duoc sir dung 1am chit mang l6ng, cu thé cho dung dich ding dé tiém.
Duoc pham c¢6 thé con chita cac thanh phan bd sung, vi du chét bao quan, chat dém,
chét ddng truong, chat chéng oxy hoa va chét 1am 6n dinh, chét 1am trong hodc chit
thim u6t khong ion, chat 1am tang d nhét, va cic chit tuong tw. Duoc pham dugc
md ta trong ban md ta ndy c6 thé duge déng gbi trong céc lidu lugng don vi don hodc
& dang da lidu. Dugc phdm nhin chung duge bao ché duéi dang dung dich vo tring

va gan nhu dang truong.
VII. Heé thdng & bd kit

Hop phan rAAV Nhu duge md ta trong ban md t& nay co thé dugc chira trong
hé théng dugc thiét ké dé sir dyung & mot trong sb cac phuong phép theo sang ché nhu

dugc md ta trong bdn mo ta nay.
Chuyén dwdi vong mac

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuit hé théng dé chuyén dudi vong mac
vecto vao mat cua ca thé, co chira a) hop ph’?m c6 chtra luong hiru hiéu cida hat rAAV,
trong do i) protein capsit cia hat rAAV cé chra mot hodc nhiéu su thay thé axit amin
& mot hodc nhiéu vi trf ma tuong tac v4i heparan sulfat proteoglycan, va ii) vecto ¢6
chira axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit tri liéu hodc ARN tri liéu va it nhét

la mot doan lap cudi AAV; va b) dung cu dé chuyén rAAV qua vdong mac.

Nhin chung, hé théng nay c6 chira dng thong do c6 16 khoan nhé, trong d6 éng
thong do co khd tir 27 dén 45, mdt hoic nhiéu 6ng tiém (vi du, 1, 2, 3, 4 hodc nhiéu
hon), va mdt hodc nhiéu dich long (vi du, 1, 2, 3, 4 hoic nhiéu hon) thich hop dé sur
dung trong phuong phap theo sang ché.

Ong théng do c6 16 khoan nhé thich hop dé tiém dudi vong mac huyén phu
vecto va/hodce dich 1ong khac dé tiém vao khong gian dudi vong mac. Theo mot s6

phuong 4n, 6ng thong do ¢ khd tir 27 dén 45. Theo mét sb phuong 4n, éng théng do
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¢6 18 khoan nhé ¢6 khd 35-41. Theo mot s6 phuong an, 6ng thong do c6 18 khoan nhé
6 khd 40 hodc 41. Theo mot sb phuwong 4n, dng thong do ¢6 15 khoan nhé c6 khé 41.
Ong thong do c6 thé 13 loai 6ng thong do thich hop bat ky, vi du, dng thong do de-
Juan® hodc 6ng thong do Eagle®.

Ong tiém c6 thé 13 éng tiém thich hop bét ky, mién 13 né c6 kha ning néi duoc
vao dng thong do dé chuyén dich 16ng. Theo mot sd phuong 4n, dng tiém 12 hé thong
éng tiém Accurus®. Theo mot sb phuong an, hé théng c6 mot 6ng ti€ém. Theo mot s6
phuong 4n, hé thdng c6 hai dng tiém. Theo mot s6 phuong 4n, hé thong c6 ba dng

tiém. Theo mot s6 phuong an, hé thong c6 bon hodc nhi€u ong ti€m.

Hé théng ¢6 thé con chira bom tiém tu dong, ma co thé dugc 1am cho hoat

dong bang, vi dy, ban dap chan.

Dich 16ng thich hop dé sir dung trong phuong phép theo sang ché bao gdm cac
dich 16ng dugc mo ta trong ban md ta nay, vi dy, mot hodc nhiéu dich léng ma mdi
dich léng nay c6 chtra lugng hitu hiéu cua mot hoac nhiéu vecto nhu dwgc mo ta
trong ban mo ta nay, mot hodc nhiéu dich long dé tao ra mun ban dau (vi dy, nuGe
mudi hoac dich l16ng thich hop khac), va mot hodc nhiéu dich long c6 chira mdt hodc

nhiéu chat tri liéu.

Dich 16ng thich hop dé st dung trong phuong phap theo séng ché bao gdm céc
dich long dugc mo ta trong ban mo ta nay, vi du, mot hodc nhiéu dich léong ma mdi
dich long nay c6 chira luong hitu hi¢u ciia mot hodc nhiéu vecto nhu dugc md ta
trong ban mo ta nay, mot hodac nhiéu dich long dé tao ra mun ban dau (vi du, nudce
mudi hodc dich 16ng thich hop khac), va mot hoac nhiéu dich long c6 chira mdt hodc

nhiéu chat tri liéu.

Theo mot sb phuong én, thé tich cta dich 1ong c6 chita luong hitu hiéu cua
vecto 16n hon khoang 0,8 ml. Theo mot s6 phuong 4n, thé tich cua dich 16ng c6 chtra
luong htru hiéu cua vecto it nhét 1a khoang 0,9 ml. Theo mot ) phuong 4n, thé tich
cua dich 1éng c6 chtra lugng hitu hiéu cua vecto it nhét 12 khoang 1,0 ml. Theo mdt

) phuong 4n, thé tich cua dich long c6 chira lugng hitu hiéu cua vecto it nhét 13
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khoang 1,5 ml. Theo mdt s6 phuong 4n, thé tich cta dich 16ng c6 chira lugng hitu
hiéu cua vecto it nhét 1a khoang 2,0 ml. Theo mot sb phuong én, thé tich cua dich
16ng ¢6 chira lugng hitu hiéu cia vecto 16n hon tir khoang 0,8 dén khoang 3,0 ml.
Theo mdt sb phuong an, thé tich cua dich 16ng c6 chira lugng hitu hiéu cia vecto 16n
hon tir khoang 0,8 dén khoang 2,5 ml. Theo mdt sé phuong én, thé tich cua dich long
c6 chira lugng hitu hiéu cia vecto 16n hon tir khoang 0,8 dén khoang 2,0 ml. Theo
mot sb phuong an, thé tich cta dich 16ng c6 chira lugng hitu hiéu cia vecto 16n hon
tir khoang 0,8 dén khoang 1,5 ml. Theo mot s& phuong 4n, thé tich ctia dich 1éng c6
chtra luong hitu hiéu cua vecto 16n hon tir khoang 0,8 dén khoang 1,0 ml. Theo mdt
s6 phuong 4n, thé tich ctia dich 16ng c6 chtra lugng hitu hiéu cia vecto nam trong
khoang tir khoang 0,9 dén khoang 3,0 ml. Theo mot sb phuong 4n, thé tich cia dich
long ¢6 chia Iugng hitu hi€u cia vecto ndm trong khoang tir khoang 0,9 dén khoang
2.5 ml. Theo mot sb phuong an, thé tich cua dich 16ng c6 chira lugng hitu hiéu cua
vecto nam trong khoang tir khoang 0,9 dén khoang 2,0 ml. Theo mot sd phuong an,
thé tich cua dich 16ng c6 chira lugng hiru hiéu cia vecto nam trong khoang tir khoang
0,9 dén khoang 1,5 ml. Theo mot 36 phuong an, thé tich cua dich 16ng c6 chira lugng
hitu hiéu cua vecto nam trong khoang tir khoang 0,9 dén khoang 1,0 ml. Theo mot s6
phuong 4n, thé tich cua dich léng c6 chita luong hitu hiéu cua vecto nim trong
khoang tur khoang 1,0 dén khoang 3,0 ml. Theo mot sd phuong 4n, thé tich cua dich
long ¢6 chura lugng hitu hi€u cua vecto ndm trong khoang tir khoang 1,0 dén khoang

2,0 ml.

Dich long dé tao ra mun ban dau ¢6 thé ndm trong khoang, vi du, tir khoang 0,1
dén khoang 0,5 ml. Theo mot sd phuong 4n, téng thé tich cua tat ca cac dich 1ong
trong hé thong nim trong khoang tir khoang 0,5 dén khoang 3,0 ml.

Theo mot sé phuong 4an, hé théng c6 chita dich 16ng don 16 (vi dy, dich 16ng c¢6
chtra lugng hitu hi€u cua vecto). Theo mot s6 phuong 4n, hé théng c6 chira 2 dich
l6ng. Theo mét sb phwong én, hé théng c6 chira 3 dich 16ng. Theo mot sd phuong 4n,

hé théng c6 chira 4 hozic nhiéu dich léng.
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Heé théng theo séng ché c6 thé con duoc déng goi vao bo kit, trong d6 b kit ¢6
thé con chtra huéng dan sir dung. Theo mot s6 phuong 4n, bo kit con chira dung cu dé
chuyén hop phan cta hat rAAV duéi vong mac. Theo mot sd phuong 4n, huéng dan
str dung bao gom huéng din theo mdt trong s6 cac phuong phap dugc md ta trong
ban mo6 ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, huéng din st dung bao gbm huéng din dé
chuyén dudi vong mac hat rAAV ¢6 chira capsit ¢6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit

amin ma lam thay dbi, lam giam hoac loai bo sy lién két ciia hat rAAV véi HSPG.
Chuyén CNS

Sang ché d& xuét bo kit dé chuyén axit nucleic khac loai vao CNS cia c thé co
chira hop phan cé chira hat rAAV, trong d6 hat rAAV c¢6 chira (a) capsit rAAV ¢6
chira protein capsit rAAV c6 chira mot hodc nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc
nhiéu vi tri ma tuong tac véi heparan sulfat proteoglycan, va (b) vecto rAAYV ¢6 chira
axit nucleic khac loai va it nhét 1a mot doan 13p cudi dao ngugc AAV. Séngché con
dé xudt bo kit dé diéu tri r6i loan CNS ¢ ca thé c6 chua hop ph?m c6 chira hat rAAV,
trong d6 hat rAAV c6 chira (a) capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV c6 chia
mot hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi trf ma tuong tac voi
heparan sulfat proteoglycan, va (b) vecto rAAV c¢6 chira axit nucleic khéc loai aé

diéu tri roi loan CNS va it nhét 1a mot doan 1ap cudi dao nguoc AAV.

Bo kit co thé c6 chira hat rAAV bat ky hodc hogp phén hat rAAYV theo sang ché.
Vi du, bd kit c6 thé bao gém hat rAAV v6i capsit rAAV c6 chira protein capsit rAAV
~ ¢6 chira mdt hoac nhiéu su thay thé axit amin & mot hodc nhiu vi trf ma twong tac
v6i heparan sulfat proteoglycan (vi du, mot hoac nhiéu sy thay thé axit amin ma lam
giam su lién két ctia hat rAAV v6i heparan sulfat proteoglycan, ching han nhu sy
thay thé & R484, R487, K527, K532, R585 vi/hoic R588, danh sb theo cach danh s
VP1 cia AAV?2) va vecto rAAV c6 chira axit nucleic khéac loai va it nhét 12 mot doan

lap cudi ddo nguge AAV.

Theo mot sd phuong 4an, bd kit con chira dung cu dé chuyén hop phén cua hat
rAAV vao CNS. Dung cu dé chuyén CNS (vi du, dé chuyén hop phan chira hat
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rAAV) la da biét trong linh vuc va ¢6 thé sir dung bom (vi dy, bom mao dan va/hoac
truyén, nhu dugc md ta duéi day) va dung cu tiém (vi dy, 6ng thong, 6ng thong do,
v.v.). Mot cach tuy y, k¥ thuat chyp anh c6 thé duoc st dung dé huéng dung cu tiém
va/hodc giam sat viée chuyén dich truyén (vi du, hop phan chira hat rAAV). Chuyén
CNS ¢6 thé bao gdm chuyén bang cach tiém vao vi trf x4c dinh trong khong gian,
hoic bang cach chuyén ting cudng dbi Iuu (CED). Dung cu tiém c6 thé dugc choc
vao mé CNS & dbi tugng. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé xac
dinh dugc toa do thich hop dé dinh vi dung cu tiém trong md CNS dich. Theo mot )
phuong an, viéc dinh vi dugc thuc hién thong qua béan dod giai phau thu duoc vi du
bang cach chup anh CT va/hoiic MRI cia néo d6i tuong dé huéng dung cu tiém vao
mo CNS dich.

Theo mét sé phuong 4n, chup anh cong hudng tir trong khi phau thuat (iMRI)
va/hodc chup anh thoi gian thuc cta viéc chuyén ¢6 thé dugce thue hién. Theo mot )
phuong an, dung cu duoc sir dung dé sur dung hat rAAV cho ddng vat c¢6 va b%mg cac
phuong phép theo sang ché. iMRI da duge biét trong linh vuc dudi dang k¥ thuat dé
chup anh trén co s¢ MRI ciia bénh nhén trong qua trinh phau thuat, ma gitip x4c nhan
quy trinh phau thuat thanh cong (vi dy, dé chuyén hat rAAV vao CNS) va lam giam
nguy co lam hu hai cac phan khac ctia mo (xem thém phan mo ta trong tai liéu, vi dy,
Fiandaca et al., (2009) Neuroimage 47 Suppl. 2:T27-35). Theo mot sd phuong 4n,
chét do vét (vi du, chét 1am ting do twong phai MRI) c6 thé dugc chuyén cing véi
dich truyén (vi du, hop phan chira hat rAAV) dé giam sat thoi gian thyuc déi véi su
phan bd & mo cua dich truyén. Xem tai liéu vi du Fiandaca et al., (2009) Neuroimage
47 Suppl. 2:T27-35; U.S. PG Pub 2007/0259031; va bing sang ché My s6 7,922,999.
Viée str dung chét do vét co thé thong bao su nglng chuyén. Cac phuong thirc do vét
va chup anh khéc da biét trong linh vuc ¢6 thé ciing dugc st dung theo doi dy phan

b dich truyén.

Theo mot sb phuong an, hat rAAV ¢6 thé dugc st dung béng cach tiém vao vi

tri xac dinh trong khong gian (thuat ngtt "vi tri chinh xac" co6 thé duoc str dung thay
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thé 13n nhau trong ban md ta nay) tidu chuan biang cach sit dung cic dung cu va céc
phuong phéap da biét trong linh vuc dé chuyén hat rAAV. Nhin chung, cic phuong
phap nay c6 thé str dung dung cu tiém, hé thdng l4p ké hoach dé dich ving ctia md
dugc hudng dich dé chuyén thanh day toa do (vi du, céc tham s6 doc theo cac truc
bén-bén, lung-bung, va dau-dudi), va dung cu dé dinh vi vi trf x4c dinh trong khong
gian theo céc toa do da dinh (vi du, dung cu dinh vi vi tri x4c dinh trong khong gian,
thy ¥ bao gom dau do va cAu tric dé ¢ dinh dAu tai vi tri trong sy sap xép thing hang
v6i hé thdng toa dd). Vi du khong 1am gi6i han sang ché cua hé théng ma c6 thé hitu
dung dé phau thuat dugc hudéng din bai MRI va/hodc tiém vao vi tri chinh x4c trong

khong gian 14 hé théng ClearPoint® (MRI Interventions, Memphis, TN).

Phuong phap vi du va khong lam han ché sang ché khac dé chuyén hat rAAV
vao CNS 1a su chuyén ting cuong ddi luu (CED). Nhu duge st dung trong ban md ta
nay, thuat ngtr "sy chuyén tang cuong d6i luu (CED)" ¢6 thé dung dé chi viéc chuyén
cht tri liéu vao CNS bang cach truyén & toc do trong d6 ap sudt thuy tinh din dén su
phéan bd ddi luu. Theo mot sb phuong an, viéc truyén dugc thuc hién & tc do 16n hon
0,5 pl/phtt. Tuy nhién, tbc do dong chay thich hop bat ky c6 thé duoc sir dung sao
cho ap suat trong so dugce duy tri & mtc d thich hop ham lugng dé khong lam ton
thuong mo ndo. CED c6 thé dugc thuc hién, vi du, béng céch st dung 6ng thong hodc
éng thong do thich hop (vi du, dng thong do khong hoi luu thiét ké timg budc) thong
qua viéc dinh vi dau cua 6ng thong do it nhéit 12 ¢ gan sat véi md CNS dich (vi dy,
dau duoc choc vao md CNS). Sau khi 6ng thong do dugc dinh vi, né duoc ndi vao
bom ma chuyén cht tri liéu thong qua dau éng thong do vao md CNS dich. Gradien
ap sudt tir dau cua 6ng thong do co thé duogc duy tri trong qua trinh truyén. Theo mot
s phuong 4n, viéc truyén c6 thé duge kiém soat bang chit do vét co thé phat hién
dugce bang phuong phép chup anh chéng han nhu MRI trong khi phau thut (iMRI)
hoac k¥ thuat MRI thoi gian thuc khac.

CED dua trén viéc bom dich truyén (vi du, hop phan chita hat rAAV) vao CNS

dudi ap sudt tai do ap sudt thuy tinh cia dich k& vuot qua. Diéu nay 1am cho dich
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truyén tiép xuc v6i moi trudng xung quanh mach CNS, ma duoc sir dung nhu 13 bom
dé phan phdi dich truyén théng qua ddi luu va 1am gia ting pham vi chuyén ciia n6
(xem tai liéu, vi du, Hadaczek et al., (2006) Hum. Gene Ther. 17:291-302;
Bankiewicz et al., (2000) Exp. Neurol. 164:2-14; Sanfiner, LM et al., (2005) Exp.
Neurol. 194(2):476-483; Forsayeth, JR et al., (2006) Mol. Ther. 14(4):571-577; béng
séng ché My s6 6,953,575; cong bd don sang ché My s6 2002/0141980; cong bd don
sang ché My 6 2007/0259031; va WO 2010/088560).

Theo mot s6 phuong 4n, dung cu dé chuyén ting cuong ddi Iuu c6 chira bom
thdm thau va/hodc bom truyén. Bom thidm thiu va/hoic bom truyén ¢ san trén thi
truong (vi dy, cia hing ALZET® Corp, Hamilton Corp, ALZA Inc. ¢ Palo Alto,
CA). Hé théng bom nay c6 thé cdy ghép dugc. He théng bom vi du c6 thé duogc tim
thdy, vi du, trong bing sang ché My s6 7,351,239; 7,341,577, 6,042,579; 5,735,815;
va 4,692,147, Céac dung cu vi du dé CED, bao gém éng thong do tirng bic va chéng
hdi luu, co thé duge tim thdy trong WO 99/61066 va WO 2006/042090, dwoc néu &
day chi dé tham khao.

Theo mot sd phuong 4n, dung cu dé chuyén ting cuong ddi luu ¢6 chira éng
thong do chdng hdi luu (vi du, éng thong do thiét ké timg budc khong hdi luu). Mo ta
va cac 6ng thong do chdng hoi luu khac co thé dugc tim thdy, vi dy, trong tai lidu
Krauze et al., (2009) Methods Enzymol. 465:349-362; U.S. PG Pub 2006/0135945;
U.S. PG Pub 2007/0088295; va PCT/US08/64011. Theo mét s& phuong 4n, chi mot
6ng thong do duge st dung. Theo céc phuong an khac, nhiéu hon mot dng thong do
dugc st dung. Theo mot sd phuong 4n, dung cu dé chuyén ting cuong ddi luu c6
chtra éng thong do chéng hdi luu duge két hop véi bom ma tai ra ap sudt da dé 1am
cho dich truyén chay qua 6ng thong do vao md dich & téc do c6 kiém soat. Tdc do
dong chay thich hop bat ky c6 thé duoc st dung sao cho ép suét trong so duge duy tri
& muc do thich hop ham lugng dé khong lam t6n thuong mo nio.

Theo mot sb phuong 4n, sy thAm nhap cia dich truyén dugc gia ting thém
béng cach st dung chét 1am thuén loi. Chét 1am thuan loi c6 kha ning 1am thuan loi
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thém cho viée chuyén dich truyén dén mé dich (vi du, mé dich CNS). Vi du khong
lam gi6i han sang ché cia chét 1am thuan loi 13 heparin c6 khéi lwong phan tir thip

(xem tai lidu, v/ du, bing sang ché My s 7,922,999).

Theo mot sb phuong 4n, bo kit con bao gdm huéng dan dé chuyén hop phan
cua hat rAAV vao CNS. B9 kit dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé con bao gdm
cac nguyén liéu khac dugc mong mudn trén quan diém thuong mai va clia ngudi str
dung, bao gém cac chat dém khac, chét pha loang, giéy loc, kim, bom tiém, va to
gidy huéng din thuc hién phuong phép bt ky dwoc mo ta trong ban md ta nay.
Nguyén liéu bao géi thich hgp cling ¢o thé duoc bao gdm va c6 thé 1a nguyén lidu
bao goi bt ky da biét trong linh vuc, bao gém, vi du, lo (chéng han nhu lo duoc bit
kin), binh, ampun, chai, vai, bao géi linh dong (vi du, thi Mylar hodc chét déo kin), va
nguyén liéu tuong tu. Cac vit phém san xuét c6 thé con dugc vo trung va’/hoac bit
kin. Theo mot sd phuong an, bd kit c6 chtra hudng din dé diéu trj rdi loan cia CNS
dugc md ta trong bdn mo ta nay bang céach sir dung phwong phap bét ky trong s6 cac
phuong phap va/hodc hat rAAV dugc mo ta trong ban mo ta nay. B kit ¢ thé bao
gém chét mang dugc dung thich hop dé tiem vao CNS cua cé thé, va mot hodc nhiéu:
chit dém, chét pha loang, chit don, kim, 6ng tiém, va vat gai bao gbi c6 hudng dan

dé thuc hién viée tiém vao CNS cua c4 thé.
Ta dwoc

Theo mdt s6 phuong 4n c6 lién quan dén viéc chuyén duéi vong mac va/hoidc
CNS, bo kit con chira chit dém va/hoic ta duge duge dung. Nhu da duoc biét 1o
trong linh vue, ta dugc dugce dung 1a chét tuong d6i tro ma 1am thuén tién cho viéc st
dung ctia chat c6 tac dung duge Iy va ¢6 thé duoc cung cép dudi dang dung dich hozic
huyén phu 1éng, dudi dang nhil twong, hodc dudi dang chit rén thich hop dé hoa tan
hodc tao huyén phi trong chat 1éng trude khi st dung. Vi du, ta dugc co thé tao hinh
dang hodc do dic, hodc hoat dong dudi dang chét pha loang. T4 dugc thich hgp bao
g6m nhung khéng chi gi6i han & chét lam 6n dinh, chit 1am 4m va nhii tuong héa,
mubi dé lam thay dbi do thAm thau, chét bao nang, chit dém pH, va chit dém. Céac ta
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duoc nay bao gdm duoc chét bat ky thich hop dé chuyén truc tiép vao mit ma c6 thé
dugce sir dung ma khong gay doc. T4 duge duge dung bao gdm, nhung khéng chi gi6i
han ¢, sorbitol, hop chit bat ky trong sd cic hop chat TWEEN, va chét 16ng ching
han nhu nuée, nude mudi, glyxerol va etanol. Mubi dugc dung c6 thé dugc bao gém
trong do, vi du, mudi axit khoang chéng han nhu hydroclorua, hydrobromua,
phosphat, sulfat, va mubi tuong tu; va mudi cua axit hitu co chéng han nhu axetat,
propionat, malonat, benzoat, va mubi twong ty. Thao ludn k¥ vé ta dugce dugc dung
¢6 trong tai liéu REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co,
N.J. 1991).

Theo mét s& phuong 4n c6 lién quan dén viéc chuyén duéi vdng mac va/hodc
CNS, ta duogc duge dung co thé bao gém chét mang dugc dung. Cac chét mang dugc
dung nhu vay co thé 1a chat long vo tring, nhu nuéc va dau, bao gdom cac dau c6
nguén géc tir ddu mo, dong vat, thuc vat hodc téng hop, nhu dau lac, dau dau tuong,
dau khoang, va cac ddu twong tu. Dung dich nuéc mudi va dung dich dextroza,
polyetylen glycol (PEG) va glyxerol gbc nude ciing ¢ thé duogce sir dung 1am chat
mang l6ng, cu thé cho dung dich ding dé tiém. Cac thanh phan khac c6 thé ciing
dugc st dung, vi du chét bao quan, chit dém, chét tao truong luc, chét chéng oxy hoa
va chét 1am 6n dinh, chét 1am 4m hodc lam sach khong ion, chét lam tang do nhdét, va
chét tuong ty. Bo kit duge md ta trong ban mo ta ndy c6 thé dugc bao goi & dang lidu
don vi don 1¢ hodc & dang da lidu. C4c thanh phan chua trong bo kit thudng dugc tao
ché pham dudi dang dung dich tiét tring va vé co béan 1a dang truong.
Vi du thie hién sang ché

Sang ché s& duoc hiéu mot cach déy da hon dua vao cac vi du sau. Tuy nhién,
can phai hiéu ring céc vi du nay khong nhim muc dich giéi han pham vi cia séng
ché. Cén phai hiéu rang cic vi du va phuong 4n duge md ta trong ban md ta ndy chi
nhim muc dich minh hoa va nhiéu cai bién hozc thay dbi khéc nhau cua cac vi du va

phuong an nay s€ dugc dé xuét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
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thuat nay va dugc bao gom trong tinh than va pham vi cta sang ché va pham vi cia
cac diém yéu cau bao ho dinh kem.
Vi du 1: Dt bién & cdc goc arginin can cho sy chuyén nap qua trung gian

AAV2 lam gidm sy lién két HSPG trong dong té bao dwogc nudi ciy

Vecto liéu phap gen AAV2 hién nay dugc st dung trong céac thir nghi€ém 1am
sang dbi v6i cac ddu hidu & mét. Cac vecto ndy c6 thé dugc chuyén bang cach su
dung qua duong trong thuy tinh thé, ma & chudt va dong vat linh truéng khong phai
ngudi dan dén su chuyén nap cua té bao hach va té bao Miiller vong mac, hodc bang
cach sir dung qua duong dudi vong mac, ma huéng dich vao té bao biéu md séc t6
vong mac va té bao nhan kich thich 4nh sang. Céc typ huyét thanh khac nhau cia
AAV st dung cac thy thé va ddng thy thé bé mat té bao khac nhau dé gay nhiém. D3
biét rang thu thé bé mit té bao so cap d6i v6i AAV2 1 heparan sulfat proteoglycan
(HSPG) (Summerford, C. and Samulski, R.J. (1998) J. Virol. 72(2):1438-45). Hiéu
dugc co ché la AAV2 gay ra sy chuyén nap cho vong mac la didu quan trong dé phat

trién thém vecto liéu phdp gen AAV.

bé nghién ctru vai tro cua sy lién két HSPG trong su chuyén nap AAV2 cua
vdng mac, vecto AAV2 dugc tao ra ¢ protein capsit mang dot bién & cac gdc arginin
da biét 1a can cho su lién két HSPG (AAV2 HBKO). Céc vecto ndy gdy ra su chuyén
nap giam dang ké ctia té bao 293 va té bao Hela trong méi trudng nudi cdy, so v6i
AAV2 kiéu dai. Pang ngac nhién 13, vecto AAV2 HBKO duoc chuyén duéi vong
mac vao mat chudt dan dén su tang 1én 2-log cua su chuyén nap so vo1 AAV2 kiéu
dai. Tuy nhién, khi vecto AAV2 HBKO dugc chuyén trong thiy tinh thé, khong co
su chuyén nap nao ro rang. Két qua nay cho thdy rang dot bién & cac axit amin can
cho su lién két HSPG c¢6 tac dung trdi nguoc 1én hiéu qua chuyén nap theo céch tiém

dudi vong mac so vai tiém trong thuy tinh thé ctia hat AAV2.
Phuong phéap

Céu tric ciia plasmit dot bién arginin AAV2
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Plasmit rep/cap AAV2, pIM45BD, dugc gay dot bién bang cach sir dung B
Kit Gay Dot Bién Huéng Da Vi Tri Quikchange Lightning (Agilent Technologies).
Poan mdi giy dot bién PCR duoc thiét ké dé dua su thay dbi arginin 585 va 588

thanh alanin. Dot bién duong tinh dugc x4ac nhan béng cach doc trinh tu.
Tao ra vecto rAAV

Vecto AAV tai td hop bidu hién protein huynh quang xanh 14 cdy tang cudng
(EGFP) hoic thé lai thu th8 VEGF hoa tan (sFLT02) dugc san xuét bang cich chuyén
ba lan t& bao 293 bang cach st dung plasmit rep/cap pIM45BD hodc
pIM45BDR585A/R588A va pAdHelper. Gen chuyén chiu sy kiém so4t cia ving
khoi dau p-actin & ga (CBA) hodc ving khoi dau rhodopsin kinaza & ngudi (RK).

Thi nghiém chuyén nap in vitro

"é bao 293 hodc té bao HeLa duoc cho vao dia 24 giéng (1 — 2 x10° t€ bao
trong moi giéng). 24 gidr sau khi cho vao dia, té bao duoc lay nhidm bang 1 x 10°
vg/té bao (+) Ad5ts149. Hiéu qua chuyén nap dugc do 48 git sau khi gdy nhiém bang
huynh quang EGFP hoic bang ELISA dé dinh luong sFLT02 trong moi trudng
(ELISA VEGF R1 hoa tan ¢ nguoi cia R&D Systems).

Pong vat

Chuot C57BL/6 truéng thanh thu dugc tir Jackson Laboratories (Bar Harbor,
ME) dugc mua va dugc nudi & vuon thu Genzym. Céc con vét dugce cho tiép can tu
do dén thirc &n va nudc udng trong thdi gian thi nghiém. T4t ca cac quy trinh dugc
tién hanh theo giao thirc dugc phé chuan béi Uy Ban Huéng Dan Cham Séc Va Su
Dung Dong Vit Thi Nghiém.

Tiém trong thiiy tinh thé

Gay ra va duy tri trang thdi 1o d& bang cach st dung 3,5 % isofluran mang
trong 800 ml/phut oxy dugc chuyén vao con vat thong qua mili con. Tiém mot micro
lit vat pham thi nghiém vao dich thuy tinh thé bang cach st dung éng tiém Hamilton
duoc lap voi kim vat khé 33 (Hamilton Co, Reno, NV). Huéng kim qua mang cing
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xAp xi 2 mm duéi ria va tién thém cin than vao khoang thiy tinh thé dé tranh tiép xtc
v6i thdu kinh. Vat phdm thi nghiém duoc chuyén trong khoang thdi gian 1-2 gidy.
Sau khi tiém, giit kim tai chd trong x4p xi ndm gidy trude khi rat ra. Dé cho con vat
hoi phuc tir trang thai gy mé truéc khi dua tré lai 16ng.

Tiém dwdi vong mac

Gdy gian dong tir va liét co thé mi bang cach st dung tai chd Tropicamit
(Alcon, Fort Worth, TX). Gay ra va duy tri trang théi 1o do bang cach str dung 3.5 %
isofluran mang trong 800 ml/phuat oxy duoc chuyén vao con vat thong qua miii con.
Gitt ¢ dinh mit béng cach st dung kep ddu tron (World Precision Instruments,
Sarasota, FL) va dit duong rach din dudng xap xi 2 mm dudi ria mot trong cic mang
cung bang cach st dung kim khd 30. Huéng kim dau t khd 33 qua duong rach va
tién vé phia sau dén khi dau choc vao vong mac than kinh cAm giac phia sau. Mot
micro lit vat pham thi nghiém duoc chuyén trong mot gidy. Gift kim tai chd trong X4ap
xi nam gidy truge khi rit ra. D cho con vat hdi phuc tir trang thai gdy mé trude khi

dua tré lai [ong.
M hoc dbi véi EGFP
Quan sat tin hiéu EGFP thd bing cach sir dung kinh hién vi huynh quang EPI

trén mét duoc ¢b dinh bang formalin dugc xir Iy dé nhing parafin.

r
A

Két qua

Nhu minh hoa trén Hinh 1, ndm gbc capsit dugc thé hién c6 vai tro thiét yéu
ddi voi su lién két AAV2 véi HSPG. Thé dot bién AAV2 duoc tao ciu tric tai ra su
thay thé axit amin & cac gdc nay: RS85A va R588A (dénh s6 12 dya trén trinh ty axit
amin VP1). Thé dot bién nay, duoc goi la HBKO, dugc thir nghiém vé kha nang
chuyén nap té bao trong moi truong nudi céy.

Dong té bao ngudi dugce cho sinh truéng trong moi trudong nudi cay va dugc
chuyén nap béng hat AAV2 kiéu dai hodc dot bién HBKO. Pé do hiéu qua chuyén
nap, hé gen virut thudc ca hai loai cua hat AAV2 duoc cai bién dé bao gém gen
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chuyén bang cach sir dung ving khéi diu CBA phd bién dé 1am biéu hién Flt hoa tan
(thu thé VEGF & nguoi 1). 48 gio sau khi chuyén nap, hiéu qua chuyén nap duoc do
bang cach sir dung thir nghiém mién dich trén co s& ELISA dé dinh lugng ham luong
cia Flt duoc san xuét ra. Hinh 2 chung t6 rang thé dot bién HBKO thé hién kha ning
chuyén nap t€ bao 293 & ngudi giam di nhiéu trong moi truong nudi cdy. Sir dung sb
luong hat AAV2 va té bao 293 bing nhau, thé dot bién HBKO thé hién hiéu qua

chuyén nap giam 99, 6% so véi kiéu dai.

Dé do hiéu qua nay ¢ nhidu dong té bao nguoi, t& bao 293 va té bao Hela dugc
chuyén nap nhu dugc mo ta & trén. Pbi vai cac thir nghiém nay, vecto duge cai bién
d& biéu hién EGFP, chir khong phai 1a Flt, tir ving khoi ddu CBA. Hinh 3 thé hién
ring AAV2 kiéu dai c6 thé chuyén nap ca hai dong té bao, khi do bang huynh quang
EGFP. Nguoc lai, thé dot bién HBKO c6 sy giam dot ngodt cla sy chuyén nap cua ca
hai dong té bao. Két qua nay xac nhan rang thé dot bién HBKO c6 kha ning chuyén
nap cic dong té bao than phdi ngudi va ung thu ¢ giam dot ngdt trong moi trudong
nudi cdy.

Vi du 2: Dot bién & cac gbc arginin cin cho s lién két HSPG c6 tic dung
trai nguwoc lén sw chuyén nap qua trung gian AAV2 sau khi tiém trong thiiy tinh
thé so véi tiém duéi vong mac

Kha nang cua hat AAV2 dot bién HBKO dé chuyén nap té bao mat khi tiém
trong thuy tinh thé va tiérh dudi vong mac dugc thir nghiém & chudt. Cac Hinh 4A &
4B so sanh hiéu qua chuyén nap ctia hat AAV2 kiéu dai va HBKO khi tiém trong
thity tinh thé hodc tiém dudi vong mac. Dbi v6i cac thi nghiém nay, hiéu qua chuyén
nap dugc thir nghiém bang cach do sur bidu hién Flt hoa tan (sFLT) khi chuyén nap
bing hat AAV2 mang gen chuyén ma st dung vung khoi diu CBA phd bién dé lam
biéu hién Flt. Bing cach tiém trong thiy tinh thé, thé dot bién HBKO thé hién kha
ning chuyén nap té bao giam di nhiéu (Hinh 4A).

Dang ngac nhién 1a, thé dot bién HBKO thé hién su chuyén nap tang lén sau

khi tiém duéi vong mac (Hinh 4B). Sy tdng lén nay dugc quan sat thy mot cach
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nhat quéan khi ham lugng ctia hé gen vecto AAV?2 dugc tiém thay d6i 10 1an (108 va
10° vg, nhu dugc gin nhan). Két qua ndy nguoc voi nhing gi quan sat duge ¢ dong té
bao dugc nudi cdy va khi tiém tiém trong thdy tinh thé. Dit liéu nay chi ra tim quan
trong cua kha ning lién két HSPG trong viéc lam trung gian cho sy chuyén nap cua
céc loai t& bao mét va céac 16p vong mac khac nhau bang cac kiéu tiém trong mit khac

nhau.

Dé hinh dung su chuyén nap cua té bao vong mac, hat AAV2 kiéu dai hozic dot
bién HBKO mang gen chuyén biéu hién EGFP tir viing khoi diu CBA phd bién dugc
str dung. Nhu duoc thé hién trén Hinh 5, hat AAV?2 kiéu dai c6 thé chuyén nap vong
mac sau khi tiém trong thiy tinh thé, nhu duge kiém chimg bang huynh quang GFP.
Tuy nhién, hat dot bién AAV2 HBKO khong thé hién huynh quang GFP c6 thé phat
hién duogc khi tiém tiém trong thily tinh thé. Két qua nay théng nhat véi két qua dugc

thé hién trén Hinh 4A.

Hinh 6 dinh luong hiéu qua chuyén nap ctia hat AAV2 kiéu dai (AAV2 CBA)
va hat AAV?2 dot bién HBKO (AAV2 CBA HBKO) khi tiém duéi vong mac. Dé do
su chuyén nap, ca hai hat AAV2 déu c6 hé gen vecto chira gen chuyén dé biéu hién
Flt ¢6 str dung vung khoi ddu CBA phd bién. Hai ham lugng cia hé gen vecto duge
st dung dé tiém, nhu thé hién trén Hinh 6. Két qua nay xac nhan su quan sat dugc
thé hién trén Hinh 4B va ching t6 phét hién bat ngd rang céc gbc dot bién can cho sy
lién két HSPG lam tang kha ning cia AAV2 dé chuyén nap té bao sau khi tiém duéi

vOng mac.

Pé hinh dung su chuyén nap, hat AAV?2 kiéu dai hozc dot bién HBKO mang
gen chuyén biéu hién EGFP tir vang khoi diu CBA phd bién duogc sit dung. Nhu
duoc thé hién trén Hinh 7, huynh quang’ GFP & vdng mac dugc ting cuong khi
chuyén nap bing hat AAV2 dot bién HBKO, khi so véi kiéu dai.

Vi viéc tiém dudi vong mac duge biét 1a dé hudng dich cac 16p té bao 6 té bao
nhan kich thich anh sang, kha nang ctia hat AAV2 dot bién HBKO dé chuyén nap té

bao tiép nhan kich thich 4nh sang dugc nghién cuu. O mét, ving khéi dau rhodopsin
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kinaza (RK) da dugc biét 12 1am biéu hién cu thé 1a & té bao nhan kich thich 4nh sang,
ching han nhu té bao hinh que va t€ bao hinh nén (Khani, S.C., et al. (2007) Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 48(9):3954-61). Do do, hat AAV?2 kiéu dai va dot bién HBKO
dugc tao ra c6 hé gen vecto mang gen chuyén bang cach sir dung ving khéi dau RK
dé 1am biéu hién Flt. Nhu dugc thé hién trén Hinh 8, hat AAV?2 dot bién HBKO thé
hién su chuyén nap ting lén cla té bao nhan kich thich 4nh séng sau khi tiém dudi
vOng mac, khi so vé1 kiéu dai. Két qua quan sat nay théng nhit v6i két qua quan sat
duogc khi tiém bang cac ham lugng khac nhau 10 1an cta hé gen vecto (108 va 10° vg,
nhu duoc gin nhan). Két qua nay ching to két qua bat ngd ring cic gbc dot bién can
cho su lién két HSPG lam ting cudng kha ning cua hat AAV?2 dé chuyén nap té bao
nhan kich thich 4nh sdng vong mac sau khi tiém du¢i vong mac. Dot bién ciia cac gbc
nay thé hién con duong tiém nang lam ting cuong sy chuyén nap cua té bao nhan

kich thich 4nh sang déi véi liéu phap gen qua trung gian AAV2.

AAV l1a virut ADN khdng vo, sgi don thudc ho parvovirus. Cac typ huyét
thanh khéc nhau ciia AAV bao gdm AAV1, AAV2, AAV4, AAVS, AAV6, v.v thé
hién cac bién dang phan bd md khac nhau. Tinh huéng mé da dang cua cac capsit
AAV nay giup cho vecto gbc AAV co thé duoc st dung cho cac tmg dung chuyén
gen phé bién ca in vitro va in vivo cho gan, co xuong, ndo, vdng mac, tim va day
séng (Wu, Z., et al., (2006) Molecular Therapy, 14: 316-327). Su gén cla virut vao té
bao chu doi hdi su tuwong tic dic hiéu cua capsit virut véi phan tir thuy thé té bao.
Capsit AAV2 da dugc thé hién truéc dy 1a dé sir dung heparan sulfat proteoglycan
(HSPG), V 5 integrin va nguoti thu thé yéu t5 sinh trudng nguyén bao s¢i 1 lam thu
thé bac mot va bac hai dé lam trung gian cho sy thAm nhép té bao cia liéu phap gen
vecto gbc AAV2 (Summerford, C. va R.J. Samulski (1998) J. Virology, 72: 1438-
1445; Summerford, C. et al., (1999) Nat. Medicine, 5: 78-82; Qing, K., et al., (1999)
Nat. Medicine, 5: 71-77). Phan tich dot bién cua protein capsit AAV2 cho thdy rang
nhém cic axit amin co ban cu thé 1a arginin R484, R487, R585, R588 va lysin K532
g6p phan vao su lién két heparan va su chuyén nap in vitro ctia té bao va sy chuyén

nap gan in vivo clia vecto AAV2. Dot bién & cdc goc axit amin ndy dan dén sy
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chuyén nap gan gidm di nhidu cta vecto gbc AAV2 theo dudng trong tinh mach dé
su dung va su chuyén gen tim va co xuong ting lén (Kern, A. et al, (2003) J.
Virology, 77: 11072-11081; Muller, O.J. et al., (2006) Cardiovascular Research, 70:
70-78).

Vai trd ca céc axit amin co ban ndy duoc nghién ciru ddi véi su chuyén nap éﬁa
vecto AAV2 & vdng mac ca theo dudng trong thiy tinh thé va theo dudng dudi vong
mac cua viéc sir dung vecto. Dot bién R585 va R588 triét tiéu dang ké su chuyén nap
in vitro cua t& bao HEK293 va té bao HeLa (Cac Hinh 2 va 3). Dalkara D et al.,
((2009) Molecular Therapy, 17: 2096-2102) dé& xuét ring vecto AAV2 dugc chuyén
trong thuy tinh thé khong thé tham nhap vao vdng mac ngoai do sy lién két voi
heparan sulfat proteoglycan ma du thira trong mang giéi han trong cia vong mac.
Nhu duge thé hién trong cic vi du nay, khi chuyén bang cach tiém trong thiy tinh thé
vecto dot bién R585/R588 c6 kha ning chuyén nap vong mac trong nhé hon so v6i
vecto AAV?2 kiéu dai (Cac Hinh 4A va 5) cho thay ring sy lién két véi HSPG 1a yéu
t6 quan trong dé chuyén nap trong thuy tinh thé cua vong mac. Viéc chuyén dudi
vOng mac cua vecto gbc AAV2 din dén su chuyén nap biéu mo séc td vong mac
(RPE) va su chuyén nap mot sb té bao nhan kich thich 4nh sang vuot trdi. Dang ngac
nhién la, da phat hién ra rang vecto dot bién R585/R588 chuyén nap vong mac ngoai
t6t hon it nhét 13 10 13n so vé&i vecto AAV?2 kiéu dai (Cac Hinh 4B, 6, va 7). Béng
cach st dung ving khdi dau rhodopsin kinaza (RK) déc hiéu té bao nhan kich thich
4nh sang, sy biéu hién gen chuyén & té bao tiép nhan kich thich 4nh sang dugc lam
tang lén dang ké bing vecto dot bién R585/R588 AAV2 (Hinh 8). Cac vecto dua trén
céc dot bién & cac gde axit amin co ban trén capsit AAV2 s& c6 ich dé chuyén nap
vOng mac ngoai dac biét 1a té bao nhan kich thich 4nh sang dé diéu tri nhiéu rdi loan

vOng mac.

Vi du 3: Sy biéu hién GFP phd bién sau khi chuyén vecto AAV2 HBKO

trong thé van
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Thong qua dot bién dinh hudng vi tri duge dua vao capsit AAV2, vecto dot
bién AAV2 HBKO duoc tao ra khong thé lién két heparin. Bién dang chuyén nap cta
vecto HBKO nay dugc danh gid & ca mau chudt kiéu dai va mau chudt HD

| (YAC128) bing cach st dung mili tiém trong thé van don 1é.

Phuong phap
Céu tric cia plasmit dot bién arginin AAV2

Plasmit rep/cap AAV2, pIM45BD, duogc gy dot bién béng cach st dung Bo
Kit Gay Dot Bién Huéng Da Vi Tri Quikchange Lightning (Agilent Technologies).
Doan mdi gy dot bién PCR duoc thiét ké dé dua vao su thay dbi arginin thanh alanin

O cac géc 585 va 588. Dot bién duong tinh dugc x4c nhan bé“mg cach doc trinh tu.
San xuit vecto AAV

Vecto AAV téi to hop duoc san xuit bing cach chuyén nap ba thanh phan
(bang cach sir dung canxi phosphat) ctia té bao 293 carcinom than phoi ngudi (HEK-
293) nhu da duge mo ta (Xiao et al. (1998) J. Virol. 72:2224-2232). Tém lai, plasmit
chtra gen rep tir typ huyét thanh 2 va gen capsit tir typ huyét thanh 1, hoic 2 cling véi
plasmit adenovirut trg gitip (Stratagene, Palo Alto, CA) dugc st dung. Gen chuyén
chiu su kiém soat ctia ving khoi diu beta-actin & ga (CBA). Thu lay virut 72 gid sau
khi chuyén nap va tinh ché ¢ot nhu d3 dugc md ta (Xiao et al. (1998) J. Virol.
72:2224-2232).

Pong vit

Tat ca cac quy trinh dugc tién hanh bang cach st dung quy trinh dugc phé
chuan boi Uy Ban Hudng Din Chim Séc Va St Dung Dong Vat Thi Nghiém &
Genzym, cong ty Sanofi (Phong Dich Vu Strc Khoe Va Con Nguoi, Cong bd NIH
86-23). Cac con chudt dugc st dung bao gém chudt YAC128 (nhiém séc thé nhan
tao nAm men mang gen chuyén dot bién HTT & ngudi chidu dai day da c6 128 doan
lap CAG trén nén tang FVB/NJ tinh khiét) va céc con chudt cing ltra FVB/NJ kiéu
dai (Slow et al. (2003) Hum. Mol. Genet. 12:1555-1567; Van Raamsdonk ef al.
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(2005) Hum. Mol. Genet. 14:3823-3835). Ca hai ltra chugt YAC128 va FVB/NJ déu

thu dugc tir dan Genzym ma dugce nudi & Charles River Laboratories. Cac con chudt

dugc duy tri trong chu ky sang/toi 12 gid ¢ san thirc &n va nudce ubng tiy thich. Tat

ca cic thir nghiém hanh vi dugc thuc hién 6 chu ky sang cua cac con vat (& giita 8 gid

sang va 4 gid chiéu). Gia tri n di voi tht ca cac thi nghiém duge thé hién trong Béang

2 va Bang 3 dudi day.

Bang 2. Chudt kiéu dai dugc diéu tri bang hat AAV biéu hién GFP (thi nghiém

1).
. Gia tri n (chudt .
biéu tri Liéu lwgng (DRP)
WT)
AAV2 HBKO-CBA-GFP 6 6x10°
AAV2-CBA-GFP 6 6x10°

Bang 3. Chudt YAC128 dugc didu tri bing hat AAV biéu hién miARN Htt va

GFP (thi nghiém 2).

Gia tri n (chudt

Diéu tri Liéu lwrong (DRP)
YAC128) s

AAV2 HBKO-CBA-miARN-Htt-
8 6x10°

GFP

AAV1-CBA-miARN-Htt-GFP 8 1,5x10'

Khong duogc diéu tri 8 Khoéng &p dung

Quy trinh phiu thuit

Céc con vat duoc gdy mé bang cach str dung 3% isofluoran va dugc dat vao

khung ¢ dinh khong gian. Tién hanh tiém trong so nhu da duoc md ta (Stanek et al.
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(2014) Hum. Gene Ther. 25:461-474). Tém lai, 3 pl cta vecto virut tai td hop duogc
tiém vao thé van (AP, +0,50; ML, £2,00; DV, —2,5 tir thép va mang cung; thanh ring
ctra, 0,0) bang cach sir dung éng tiém Hamilton 10 pl & téc do bang 0,5 pl/phut. Giit
kim tai chd trong thoi gian 1 phut sau khi hoan thanh viéc truyén. Mot gio trude khi
phiu thuét va trong vong 24 gi¢ sau khi phau thuét, cac con chudt dugc s dung

ketoprofen (5 mg/kg) dudi da dé gay mé.
Truyén dich cho con vit va thu lz"ly mo

Céc con chudt duoc truyén dich qua tim bang nudc mudi dém phosphat (PBS)
dé loai bo toan bd mau. DPéi voi thi nghiém 1, ndo dugc cat doc theo mit phéng tran
dinh, ¢ dinh sau trong 4% paraformaldehyt sau d6 la 30% sucroza. Céc phan tran
dinh 20 pm duogc cit béng cach st dung bd diéu nhiét. Dbi vai thi nghiém 2, ndo
duogc cit doi xing doc theo dudng gifta, va ban cAu ndo trai dugc ¢b dinh sau trong
4% paraformaldehyt sau d6 1a 30% sucroza va sau d6 dugc chia phin thanh cac phéan
20 pm béng cach st dung bo didu nhiét. Ban cau néo phai (dung cho céc thir nghiém
hoéa sinh) duge cét doc theo truc tran dinh béng cach su dung nén ndo chudt (Harvard
Apparatus, Holliston, MA), va cac vung thé van va v6 ndo dugc cit ra bing cach st
dung cai bam sinh thiét 3 mm. Sau d6 md ndo dugc két dong nhanh trong nito 1éng

va luu trit ¢ nhiét do -80°C dén khi sir dung.
PCR thoi thwe dinh lwgng (TagMan)

Do ham luong ARN bing RT-PCR thoi thuc dinh lugng. Cac 18 thé van dugc
str dung cho tét ca cac phan tich RT-PCR. Chiét ARN tong sé bang cach sit dung bd
mini kit QJAGEN RNEasy va sau d6 dugc phién ma ngugc va khuéch dia bang cach
st dung bo kit hdn hgp TagMan® One-Step RT-PCR Master (Applied Biosystems)
theo huéng dan ciia nha san xuat. Cac phan tng RT-PCR dinh lugng TaqMan dugc
tién hanh va dwgc phan tich trén hé théng PCR thoi thye ABI PRISM® 7500
(Applied Biosystems). Muc do bidu hién ctia HTT mARN dugc chuin héa thanh ham
luong mARN hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferaza 1 (HPRTI). Cac dugc
cong tiéu chuin duoc tao ra bang cich sir dung dich pha lodng theo day 5 lan cua
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cADN ndo chudt. Mdi mau dugce chay & hai ban sao. Su biéu hién gen tuong dbi
duoc xac dinh bang cach str dung phuong phap dudng cong tiéu chuin hoic AACT va
chuin hoa thanh ham luvong mARN HPRTI. Dé phat hién HTTHTT & ngudi, cic
doan mdi sau day dugc si dung: 5" CTCCGTCCGGTAGACATGCT 3' va &'
CCATTTTGAGGGTTCTGATTTCC 3'. Pé phét hién HTTHTT & chudt, cac doan
mdi sau day dugc st dung: 5' TGCTACACCTGACAGCGAGTCT 3' va 5
ATCCCTTGCGGATCCTATCA 3.

Tham tach Western

Do ham lugng protein bing phan tich tham tach Western. Céc 16 vé ndo dugc
st dung cho tat ca cc phan tich thAm tach Western. Cac md, & ndng do cubi cung 13
50 mg/ml trong chit dém phan giai T-Per (Pierce) va chita hon hop chat e ché
proteaza hoan chinh (Roche), dugc ddng nhit hoa. Dich dong nhét duoc 1am sach
bing cach ly tm & tdc do 10.000 xg trong thoi gian 6 phut & nhiét do 4°C. Nong do
protein dugc do bang cich st dung thir nghiém BSA (Pierce). Tir hai muoi dén ba
muoi microgam cua dich dong nhit dugc hoa tan trén gel tris-axetat Novex 3-8% va
sau d6 duoc chuyén vao mang nitroxenluloza. Cdc mang nay dugc do bang khang thé
don dong khang-huntingtin ¢ chudt (Mab2166; 1:2,000 dilution, Millipore) va khang
thé khang-p-tubulin da dong & thé (dich pha lodng 1:750, Santa Cruz Biotechnology).
Sau do cac mang nay dugc u voi khang thé thir cdp duge chiéu hdng ngoai (dich pha
loang 1:20.000, Rockland), va céc protein dugc lam cho c6 thé nhin thdy dugc bang
huynh quang dinh lugng bang cach sir dung Odyssey (LI-COR Biosciences). Pé kiém
so4t cac bién luong tai, protein Htt dugc chuin héa thanh B-tubulin va dugc biéu dién
dudi dang ty 1€ phén tram cua cac con vat khong dugc didu tri hodc duoc diéu tri
bang nudc mudi. Thanh phén danh diu khéi lugng phan ti duoc st dung dé kiém tra

déc trung cua protein.
Hé6a md mién dich
Céc phan ndo di duoc két dong duge nhudm mau bing khang thé khang-GFAP

& th dé nhudém mau té bao hinh sao (1:2.500; DAKO, Glostrup, Dtic) hogic khing thé
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khang-Ibal dé truc quan hoa tiéu than kinh dém (1:500; WAKO Chemicals USA,
Richmond, VA). Khang thé thir cip dugc st dung 1a khang thé khang loai dic hiéu &
khi duoc két hop v6i FITC hoic Cy3. Céc phin nay duge 1am cho cé thé nhin thiy
duoc bang cach sir dung kinh hién vi huynh quang Nikon Eclipse E800 (Nikon,
Melville, NY).

Théng ké

Céc gia tri trung binh dugc st dung dé phan tich thong ké. Dit lidu duogc biéu
din dudi dang + SEM trung binh. Pdi vi cac nghién ctru ma st dyng hai nhém, t-
test Student dugc st dung dé so sanh théng ké. P& so sanh nhiéu hon hai nhém,
ANOVA mot chiéu duoc st dung sau dé 1a test post-hoc da so sanh Tukey (Prism
GraphPad). p<0,05 dugc coi nhu 1a khac biét dang ké vé mit théng ke.

Nhu dugc md ta & trén, vecto AAV2-eGFP va AAV2 HBKO-GFP duogc ti€ém
vao chudt kiéu dai trong thi nghiém 1 (Bang 2). T4t ca cac con vat bi giét chét 30
ngdy sau khi tiém. Kinh hién vi huynh quang cho thdy ring ca hai vecto AAV2 va
AAV2 HBKO déu gy ra su biéu hién ciia gen chuyén GFP & noron duoc chuyén nap
(Cac Hinh 9A&9B). Su biéu hién GFP bi han ché & vét tiém dbi véi AAV2, véi su
lan ra toi thiéu ngoai vi tri tiém (Hinh 9B). Tuy nhién, khi so sanhvéi AAV2 truyén
théng, AAV2 HBKO géy ra su biéu hién GFP manh mé& va lan rong hon, v4i su biéu
hién quan sat dugc & ngoai vi tri tiém (Hinh 9A). Két qua ndy chimg té su biéu hién
manh mé& va lan rOng cua gen chuyén dugc chuyén vao CNS bang cach sir dung vecto

AAV2 HBKO.

Vi du 4: So sanh sw biéu hién GFP qua trung gian AAV2 HBKO va AAV1

sau khi tiém trong thé van vao nio chudt YAC128

Nhu duge md ta & trén, vecto typ huyét thanh AAV2 HBKO va AAV1 duge
tiém vao chudt YAC128 trong thi nghiém 2 (Bang 3). Cac vecto nay lam biéu hién

miARN nhan tao hudng dich vao ving bdo cdo HTT va GFP & nguoi. Ca hai vecto
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AAV1 va AAV2 HBKO déu thé hién sy phan bd GFP manh m& 30 ngay sau khi tiém
vao thé van (Cac Hinh 10A&10B). Tuy nhién, md hinh cua sy biéu hién GFP c¢6 su
khac biét dang ké giita hai typ huyét thanh vecto. Su biéu hién AAV1 cia GFP (Hinh
10A) roi rac hon va khong dong déu bang su biéu hién GFP AAV2 HBKO (Hinh
10B). Sy chuyén nap vecto dudng nhu 14 riéng cho noron trong ndo AAV2 HBKO so
Vol typ huyét thanh AAV1 ma dugc chuyén nap ca noron va té bao than kinh dém,
chu yéu 1a té bao hinh sao. K&t qua nay ching té ring AAV2 HBKO thé hién sy biéu
hién va bién dang chuyén nap khac biét 16n khi so vo1 AAV1 truyén théng.

Vi du 5: Tiém AAV2 HBKO-miARN-Htt cho chugt YAC128 din dén sy
giam di cia mARNHTT

Tiép theo, kha ning ciia typ huyét thanh vecto AAV1 va AAV2 HBKO dé 1am
biéu hién sy biéu hién HTT lam cAm miARN trong thé van ctia chudt YAC128 duge
dénh gid. Chudt YAC128 trudng thanh tiép nhan miii tiém trong thé van hia bén cia
AAV2/1-miARN-Htt hoic AAV2 HBKO-miARN-Htt, va ndo dugc phén tich 30
ngay sau khi diéu tri. Him lugng trong thd van cia mARN HTT & ngudi dot bién
dugc lam giam déang ké & chudt duge tiém béng AAV2/1-miARN-Htt va AAV2
HBKO-miARN-Htt khi so v6i déi chimg khong dugc diéu tri (Hinh 11A). Phan tich
thAm tach Western cta céc 15 v6 ndo thé hién khuynh huéng giam Htt & ca hai nhém
diéu tri; tuy nhién, tiﬁh kha bién & mau dbi ching khong dugc diéu tri ngan dit liu
dat duogc dén muc dang ké vé mat thong ké (Hinh 11B). Két qua nay chimg té higu
qué cta viéc 1am bt hoat gen bing ARNi bang cich st dung vecto AAV1 va AAV2
HBKO.

Vi du 6: Tiém AAV2 HBKO-miARNH{t vao chugt YAC128 khong giy ra
viém than kinh
Pé x4c dinh xem viéc tiém AAV c6 gy ra viém than kinh hay khong, ham
luong cua thanh phan danh dAu viém than kinh protein axit to than kinh dém (GFAP,
thanh phan danh dau cta té bao hinh sao) va Ibal (thanh phan danh dAu cta tiéu than
kinh dém) dugc khao sat vao 30 ngay sau khi diéu tri. Khong quan sét thdy sy ting
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1én dang ké ¢ ham lugng Ibal sau khi diéu tri bang AAV2HKO, so vé6i ndo khong
dugc diéu tri (cf. Cac Hinh 12A va 12B). Tuy nhién, viéc diéu tri bing AAV2/1 gay
ra sy ting lén & ham lugng Ibal & vi tri tiém (Hinh 12C) ma da dugc quan sat théy tur
trude. Khong quan sat thiy su ting dang ké & ham lwong GFAP & ndo duoc diéu tri
bat ky 30 ngay sau khi tiém so véi dbi chimg khong duoc didu tri (Cac Hinh 13A-
130). Két qua nay cho thiy raing AAV2 HBKO c6 thé 1am biéu hién miARN theo
huéng HTT & ngudi va tao ra sy gidm HTT khi khong hoat hoa tiéu than kinh dém,
khi so v&i typ huyét thanh AAV1.

K&t ludn

Cac typ huyét thanh vecto AAV hién nay thé hién sy phéan bd han ché trong
ndo sau khi sir dung cho vi tri don 1& (vi du, Christine, C.W. et al. (2009) Neurology
73:1662-1669; Mandel, R.J. (2010) Curr. Opin. Mol. Ther. 12:240-247). Nhu thao
luan chi tiét trong ban mo ta ndy, cac tac gia sang ché da phat hién ra ring viéc sir
dung vecto AAV lam giam sy lién két v6i heparan-sulfat proteoglycan (HSPG) trén
bé mat t& bao lam ting cudng su chuyén nap AAV trong CNS. Két qua nay chimg té
viéc su dung AAV da lam thay ddi su lién két HSPG cho liéu phap gen CNS tai do6
mong mudn c6 su phan bd vecto lan rong. Ngoai ra, céc tac gia sang ché ciing da phat
hién ra rang vecto AAV2 ¢6 su lién két HSPG giam di thé hién bién dang an toan ly
tudng (vi chung chi huéng dich vao noron), trong khi van dat duge hiéu qua chuyén
nap lan rong va manh mé&. Do d6, cac vecto nay hiru dung dé chi dinh CNS ma doi

hoéi su chuyén nap noron lan rdng tir viéc chuyén trong nhu mo.

Vi du 7: Sw chuyén nap in vitro va dwéi vong mac bang vecto dgt bién

AAVrh8R va AAVrh8R

Phuong phap

CAu triic ciia plasmit cai bién arginin AAVrh8R

Plasmit rep/cap AAVrh8R dugc gy dot bién bang cach str dung Bo Kit Gay
Pot Bién Huong Pa Vi Tri Quikchange Lightning (Agilent Technologies). Doan mdi
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gdy dot bién PCR dugc thiét ké dé dua sy thay ddi alanin 586 thanh arginin
(AAVTh8R-A586R) hodc arginin 533 thanh alanin (AAVrh8R-R533A). Dot bién

duong tinh dugc x4ac nhan bﬁng cach doc trinh tu.
Tao ra vecto rAAV

Vecto AAV tai td hop biéu hién protein huynh quang mau xanh 14 cdy ting
cuong (EGFP) hodc thé lai thu thé VEGF hoa tan (sFLT02) duoc san xuit bang cach
chuyén nap ba thanh phan ddi véi té bao 293 bang cach sir dung plasmit rep/cap
pAAVrh8R, pAAVrh8R-A586R hodc pAAVrh8R-R533A va pAdHelper. Gen

chuyén chiu su kiém soat cua ving khoi dau B-actin (CBA) & ga.
Thir nghi€ém chuyén nap in vitro

Té bao HeLa, t& bao HeLaRC32 hoic té bao NS1 duge cho vao dia 24 giéng (1
— 2 x10° té bao trong mdi giéng). 24 gi® sau khi cho vao dia, té bao dugc lay nhiém
bang 1 x 10*vg/té bao - 1 x 10° vg/té bao (+) Ad5ts149. Hiéu qua chuyén nap duogc
do 48 gid sau khi gdy nhiém bang huynh quang EGFP hodc bing ELISA dé dinh
luong sFLTO02 trong mdi truong (ELISA VEGF R1 hoa tan & nguoi cia R&D
Systems).

Pong vat.

Chuot C57BL/6 trudng thanh thu dugc tir Jackson Laboratories (Bar Harbor,
ME) duoc mua va duge nudi ¢ vuon thi. Céac con vét dugc cho tiép can tu do dén
thire an va nude udng trong thoi gian thi nghiém. T4t ca cac quy trinh duge tién hanh |
theo giao thirc dugc phé chudn béi Uy Ban Huéng Dan Cham S6c Va Sir Dung Dong
Vat Thi Nghiém.

Tiém dwdi vong mac.

Gay gian dong tir va liét co thé mi bing cach sir dung tai chd Tropicamit
(Alcon, Fort Worth, TX). Gay ra va duy tri trang thai lo do bang cach st dung 3,5 %
- isofluran mang trong 800 ml/phut oxy dugc chuyén vao con vt thong qua miii con.

Gitr ¢6 dinh mat béng cach st dung kep dau tron (World Precision Instruments,
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Sarasota, FL.) va dat duong rach dan dudng xép xi 2 mm dudi ria mdt trong cdc mang
ctng bing cach st dung kim khd 30. Huéng kim dau tu khd 33 qua dudng rach va
tién vé phia sau dén khi dau choc vao vdng mac than kinh cam giac phia sau. Mot
micro lit vat phém thi nghiém duoc chuyén trong mot gidy. Giit kim tai chd trong xép
xi nam gidy trude khi rut ra. Pé cho con vat hdi phuc tir trang thai gy mé trude khi

dua tro lai 16ng.
Pinh lwgng sFLTO02 trong dich tan vong mac.

sFLTO02 trong dich tan té bao vong mac chudt dugce do béng cach st dung bo

kit ELISA VEGF R1 hoa tan & nguoi cia R&D Systems.

Két qua

Pé nghién ciru vai tro clia cac gbc arginin bé mit capsit trong su chuyén nap
AAVTh8 cliia vdng mac, vecto AAVrh8 dugc tao ra cé protein capsit mang dot bién &
cac gbc ma tuong tng véi cac arginin AAV?2 tham gia vao sy lién két HSPG. Hinh
14 so sanh niam gbc capsit ¢6 vai trd thiét yéu dbi vé6i su lién két AAV2 v6i HSPG
v6i cac gde tuong tmg trong AAVrh8R. Nhu duge thé hién trén Hinh 15, hai thé dot
bién AAVrh8R duoc tao cAu trac, mdi thé dot bién mang sy thay thé axit amin & céc

gbc nay: AS86R va R533A (danh s6 1a dua trén trinh ty axit amin VP1).

Dé danh gia hiéu qua cua viéc bd sung cac gdc arginin vao capsit AAVrh8R
lén su chuyén nap in vitro, t€ bao HeLa dugc lay nhiém bang vecto AAVrh8R-
SsFLT02 hoac AAVrh8R-A586R-sFLLT02 cai bién ma c6 arginin dugc thém vao & vi
tri A586 (AAVrh8R AS586R), ca hai & ndng do 1 x 107 DRP/té bao. 48 gid sau khi
gdy nhiém, hiéu qua chuyén nap duoc danh gia bang cach do sFLT02 trong mdi
truong nudi cdy té bao. AAVrh8R-AS586R thé hién sy chuyén nap cao hon vai lan so
véi AAVTh8R chua cai bién (Hinh 16A).

Dé danh gia hiéu qua cta viéc loai bd arginin capsit 1€n su chuyén nap in vitro,

té bao HeL.aRC32 duoc 1y nhidm bang vecto AAVrh8R hogc AAVrh8R-R533A (ca
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hai & ndng do 1 x 10* DRP/té bao). AAVrh8R-R533A ¢6 su chuyén nap giam dang
ké khi so v&éi AAVrh8R (Hinh 16B).

Céc thi nghiém tuong tu dugc thyc hién béng cach str dung sy biéu hién EGFP
lam phép do hiéu qua chuyén nap. AAVrh8R-A586R-EGFP thé hién sw chuyén nap
duogc cai thién dang ké cua té bao NS1 so véi AAVrh8R (so sanh Hinh 17B v6i Hinh
17A). Nguoc lai, vecto AAVrh8R-R533A-EGFP ¢o su chuyén nap giam di tré té bao
HeLa so vé1 AAVrh8R (so sanh Hinh 17D véi Hinh 17C).

Tom lai cac thi nghiém nay dé xuét ring viéc bd sung arginin vao capsit
AAVrh8R lam cai thién su chuyén nap AAVrh8R in vitro trong khi viéc loai bod
arginin tur capsit AAVrh8R lam suy yéu su chuyén nap in vitro. Két qua ndy chimg to
rang su chuyén nap in vitro bang AAVrh8R bi anh hudng manh béi cac gdc arginin

trén capsit.

Pé x4c dinh anh hudng cua arginin Ién sy chuyén nap dudi véng mac
AAVTh8R, con chudt C57Bl6 dugc tiém béng 1 x 102 DRP cua AAVrh8R,
AAVIh8R-A586R, hosic AAVh8R-R533A biéu hién sFLT02 tir viing khoi diu CBA.
Céc con chudt bi giét chét 30 ngay sau khi st dung vecto, va sSFLT02 duoc do trong

dich tan té bao vdng mac.

Su chuyén nap AAVrh8R-A586R cua vong mac chudt gidm di déng ké so vai
AAVrh8R va trén thuc té c6 thé so sanh duge véi AAV2, ma cling ¢ arginin & cing
vi tri, R585 (Hinh 18A). Su chuyén nap AAVrh8R-R533A ciia vdng mac chudt duoc
cai thién so v6i AAVrh8R (Hinh 18B).

Dit liéu nay lam ndi bat anh huéng cua arginin capsit 1én su chuyén nap dudi
vdng mac cua AAVrh8R va dé xuét réng su chuyén nap dudi vong mac dugc cai
thién bang cach loai.bé arginin khdi capsit AAVrh&R. Két qua nay chimg t6 rang su
chuyén nap dudi véng mac bing AAVrh8R bi dnh hudng manh béi cac gdc arginin

trén capsit.
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Vi du 8: Sw chuyén nap trong thiiy tinh thé cia AAVrh8R dwge cii thién

bang cich bd sung arginin & vi tri 586

Phuong phap

Tiém trong thiiy tinh thé

Gay ra va duy tri trang thai 1o do bang cach st dung 3,5 % isofluran mang
trong 800 ml/phut oxy duoc chuyén vao con vt thong qua mii con. Tiém mdt micro
lit vat pham thi nghiém vao dich thily tinh thé bing cach sir dung dng tiém Hamilton
duogc lap voi kim vat khd 33 (Hamilton Co, Reno, NV). Huéng kim qua mang cimg
xap xi 2 mm dudi ria va tién thém cén than vao khoang thuy tinh thé dé tranh tiép xtic
v6i thau kinh. Vat pham thi nghiém duogc chuyén trong khoang thoi gian 1-2 gidy.
Sau khi tiém, giit kim tai chd trong xap xi nam gidy truéc khi rit ra. Pé cho con vat

hdi phuc tir trang thai gdy mé trudc khi dua trd lai 1ong.
Pinh lwgng sFLTO02 trong dich tan vong mac |

sFLTO2 trong dich tan té bao vdng mac chudt duoc do béng cach st dung bd

kit ELISA VEGF R1 hoa tan ¢ nguoi ciia R&D Systems.

Pé danh gia hidu qua cia viéc bd sung arginin vao capsit AAV lén su chuyén
nap trong thuy tinh thé, con chudt C57Bl16 duoc tiém béng 1 x 10° DRP cia AAV2,
AAVrh8R, hoic AAVrh8R-A586R, mdi vecto ndy mang cdu tric lam biéu hién
SFLTO02 tir ving khéi diu CBA. Cac con chudt bi giét chét 30 ngay sau khi st dung
vecto, va sFLT02 dugce do trong dich tan té bao vOong mac. Su chuyén nap AAVrh8R-
AS86R cua vdng mac chudt dugc cai thién so véi AAVrh8R va trén thuc té ¢o thé so
sanh duoc voi AAV2 ma cling ¢6 arginin & cung vi tri, R585 (Hinh 19). Dt li€u nay
cho thdy rang su chuyén nap trong thuy tinh thé ciia vong mac c6 thé dugc cai thién
bing cach bd sung arginin vao capsit AAV. Dya trén céc két qua nay va sy tuong

dong trinh tu gitta cac capsit AAV (Hinh 20), sy chuyén nap trong thuy tinh thé cia
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vong mac bang hat AAV mang capsit AAV1, AAV6, AAVS, AAV9, va AAVrh10 c6

thé cai thién theo cach tuong tu sy chuyén nap vong mac.
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CAC TRINH TU

T4t ca céc trinh tu polypeptit dugc thé hién tir dau cubi N dén dau cudi C trir

khi ¢ chi dan khac.

T4t ca cac trinh ty nucleic duge thé hién tir 5' dén 3' trir khi ¢6 chi dan khéc.

Trinh tu axit amin AAV2 VP1

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYK
YLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQ
ERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVK TAPGKKRPVEHSPVEP
DSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMA
TGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNN
HLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWG
FRPKRILNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAH
QGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFET
FSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQFS
QAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYHLNGR
DSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEK TNVDIEK VMITDEEEIR
TTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGP
IWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFIT
QYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSE
PRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:1)

Trinh tu axit amin AAV2 VP1 HBKO

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYK
YLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQ
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ERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPVEP
DSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMA
TGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNN
HLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWG
FRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAH
QGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFT
FSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQEFS
QAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYHLNGR
DSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIR
TTNPVATEQYGSVSTNLQAGNAQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQG
PIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFI
TQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYS
EPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:2)

Trinh tu axit amin AAV2 VP2

MAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPL
GQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGD
RVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHC
HFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQ
VFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFY
CLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLS
RTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNS
EYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEK
TNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVL
PGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPV
PANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNK
SVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:3)
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Trinh tu axit amin AAV2 VP2 HBKO

MAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPL
GQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGD
RVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHC
HFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQ
VFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFY
CLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLS
RTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNS
EYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEK
TNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQAGNAQAATADVNTQGVL
PGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPV
PANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNK
SVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:4)

Trinh ty axit amin AAV2 VP3

MATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPT
YNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINN
NWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPY VL
GSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRT
GNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLY YLSRTNTPSGTTTQS
RLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYH
LNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEK TNVDIEKVMITD
EEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDV
YLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAK
FASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTN
GVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:5)
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Trinh tu axit amin AAV2 VP3 HBKO

MATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPT
YNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINN
NWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPY VL
GSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRT
GNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQS
RLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYH
LNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEK TNVDIEKVMITD
EEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQAGNAQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDV
YLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAK
FASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTN
GVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:6)

Trinh ty axit amin AAV3 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGVPQPKANQQHQDNRRGLVLPGY
KYLGPGNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAE
FQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRILEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVDQSPQ
EPDSSSGVGKSGKQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPTSLGSNTM
ASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYN
NHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNW
GFRPKKILSFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSA
HQGCLPPEFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNN
FQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQGTTSGTTNQSRL
LFSQAGPQSMSLQARNWLPGPCYRQQRLSKTANDNNNSNFPWTAASKYHL
NGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPMHGNLIFGKEGTTASNAELDNVMITD
EEEIRTTNPVATEQY GTVANNLQSSNTAPTTRTVNDQGALPGMVWQDRDVY
LQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQIMIKNTPVPANPPTTFSPAKF
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ASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNG
VYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:7)

ITR dot bién d6i voi vecto sSCAAV

CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGG
TCGCCCACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG (SEQ ID NO:B)

Trinh tu axit amin AAVrh8R VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADA
EFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSP
QEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGLGPNTM
ASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYN
NHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNN
WGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNEGTKTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPY VLG
SAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQALGRSSFYCLEYFPSQMLRTGN
NFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLVRTQTTGTGGTQTL
AFSQAGPSSMANQARNWVPGPCYRQQRVSTTTNQNNNSNFAWTGAAKFKL
NGRDSLMNPGVAMASHKDDEDRFFPSSGVLIFGKQGAGNDGVDYSQVLITD
EEEIKATNPVATEEYGAVAINNQAANTQAQTGLVHNQGVIPGMVWQNRDV
YLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPLTFNQA
KLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNT
EGVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:9)

Trinh tu axit amin AAVrh8R A586R dot bién VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG

YKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADA
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EFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAK TAPGKKRPVEQSP
QEPDSSSGIGK TGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGLGPNTM
ASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYN
NHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNN
WGFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNEGTK TIANNLTSTVQVETDSEYQLPY VLG
SAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQALGRSSFYCLEYFPSQMLRTGN
NFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLVRTQTTGTGGTQTL
AFSQAGPSSMANQARNWVPGPCYRQQRVSTTTNQNNNSNFAWTGAAKFKL
NGRDSLMNPGVAMASHKDDEDRFFPSSGVLIFGKQGAGNDGVDYSQVLITD
EEEIKATNPVATEEYGAVAINNQRANTQAQTGLVHNQGVIPGMVWQNRDV
YLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPLTFNQA
KLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YKSTNVDFAVNT
EGVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:10)

Trinh tu axit amin AAVrh8R R533A dot bién VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADA
EFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSP
QEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGLGPNTM
ASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYN
NHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNN
WGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNEGTKTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPY VLG
SAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQALGRSSFYCLEYFPSQMLRTGN
NFQESYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLVRTQTTGTGGTQTL
AFSQAGPSSMANQARNWVPGPCYRQQRVSTTTNQNNNSNFAWTGAAKFKL
NGRDSLMNPGVAMASHKDDEDAFFPSSGVLIFGKQGAGNDGVDYSQVLITD
EEEIKATNPVATEEYGAVAINNQAANTQAQTGLVHNQGVIPGMVWQNRDV
YLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPLTFNQA
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KLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNT
EGVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:11)

Trinh ty axit amin AAV1 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLD

KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSF
GGNLGRAVFQ

AKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLN
FGQTGDSE

SVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHC
DSTWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHF
SPRDWQRL

INNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPY
VLGSAHQ

GCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFS
YTFEEVP

FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMS
VQPKNWLP

GPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDE
DKFFPMSGV

MIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATNPVATERFGTVAVNFQSSSTDPAT
GDVHAMG

ALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKNPPPQILIKNT

PVPANPPA
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EFSATKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVD
FTVDNNGL

YTEPRPIGTRYLTRPL (SEQ ID NO:12)

Trinh tu axit amin AAV6 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLD

KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSF
GGNLGRAVFQ

AKKRVLEPFGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLN
FGQTGDSE

SVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHC
DSTWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHF
SPRDWOQRL

INNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEY QLPY
VLGSAHQ

GCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFS
YTFEDVP

FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMS
VQPKNWLP

GPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDK
DKFFPMSGV

MIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATNPVATERFGTVAVNLQSSSTDPAT
GDVHVMG
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ALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNT
PVPANPPA

EFSATKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVD
FTVDNNGL

YTEPRPIGTRYLTRPL (SEQ ID NO:13)

Trinh ty axit amin AAV8 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLD

KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSF
GGNLGRAVFQ

AKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPARKRL
NFGQTGDS

ESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWH
CDSTWLGDRV

ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHC
HFSPRDWQ

RLINNNWGFRPKRLSFKLFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQL
PYVLGSA

HQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNF
QFTYTFED

VPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTANTQTLGFSQGGPNT
MANQAKNW

LPGPCYRQQRVSTTTGQNNNSNFAWTAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHK
DDEERFFPSN
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GILIFGKQNAARDNADYSDVMLTSEEEIKTTNPVATEEYGIVADNLQQQNTA
PQIGTVNS

QGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIK
NTPVPADP

PTTFNQSKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSV
DFAVNTE

GVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:14)

Trinh tu axit amin AAV9 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPG
YKYLGPGNGLD

KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSF
GGNLGRAVFQ

AKKRLLEPLGLVEEAAK TAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQPAKKRLN
FGQTGDTE

SVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCD
SQWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYFDFNRFHCH
FSPRDWQR

LINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQL
PYVLGSAH '

EGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQ
FSYEFENV

PFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTINGSGQNQQTLKFSVAGPSNMA
VQGRNYIP
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GPSYRQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEG
EDRFFPLSGS

LIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQA
QTGWVOQNQG

ILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNT
PVPADPPT

AFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YKSNNVE
FAVNTEGV

YSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:15)

Trinh tu axit amin AAVrh10 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPG
YKYLGPFNGLD

KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSF
GGNLGRAVFQ

AKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPAKKRL
NFGQTGDS

ESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHC
DSTWLGDRV

ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHC
HFSPRDWQ

RLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQL
PYVLGSA

HQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNF
EFSYQFED
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VPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNN
MSAQAKNW

LPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHK
DDEERFFPSS

GVLMFGKQGAGKDNVDYSSVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQQN
AAPIVGAVNS

QGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHP SPLMGGFGLKHPPPQILIK
NTPVPADP

PTTFSQAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNV
DFAVNTD

GTYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:16)
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YEU CAU BAO HO

1. Hat virut két hop adeno téi t6 hop (rAAV) dé chuyén axit nucleic khac loai vao
mit cia mot ca thé, trong d6 hat rAAV dugc bao ché dé tiém noi thuy tinh thé dé
chuyén hat virut két hop adeno téi t6 hop (rAAV) vao mét ctia c4 thé do, trong d6 hat
rAAV bao gdbm

a) capsit rAAV c6 chira protein capsit AAVrh8R c6 chira mot hodc nhiéu sy thay thé
axit amin & vi trf A586 va/hoic T589 bang arginin hoic lysin, danh sd theo cach danh
s6 VP1 clia AAVThS8R, va

b) hé gen vecto rAAV chira axit nucleic khéc loai va it nhét 13 mot doan lap cudi déo

nguoc AAV.

2. Hat rAAV theo diém 1, trong do danh s6 theo cach danh s6 VP1 cua AAVrh8R cb
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

3. Hat rAAV theo diém 1 hoic 2, trong d6 mot hodc nhiéu sy thay thé axit amin c6
bao gbém sy thay thé A586R, dénh s6 theo cach danh s6 VP1 ctia AAVTh8R.

4. Hat rAAV theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 3, trong dé axit nucleic
khac loai ma hoa cho polypeptit dugc chon tir nhém gdm c6 yéu t6 dinh dudng than
kinh, yéu td chéng chét té bao theo chuong trinh, yéu tb chéng tao mach mau, va yéu

to chong viém.

5. Hat rAAV theo diém 4, trong d6 axit nucleic khac loai ma hoa cho polypeptit dugc
chon tir nhom bao gém: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCAS, CRX, CEP290,
MYO 7a, Clarin, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNATI, TULPI,
MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2,
PEDEF, EPO, BCL2, BCL-X, NFkB, Endostatin, Angiostatin, sFlt, SPDGF-R, IL10,

khang-I1L17, sIL17R, IL1-ra, khang-TGF, sTNF-R I, sTNF-R II, va IL4.
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6. Hat rAAV theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong do axit nucleic

khac loai ma hoéa cho axit nucleic tri liéu.

7. Hat rAAV theo diém 6, trong d6 axit nucleic tri li€u 1a siARN, shARN, ARNj,
miARN, ARN ddi nghia, ribozym hoic ADNzym.

8. Hat rAAV theo diém bét ky trong sd cc diém tir 1 dén 7, trong d6 axit nucleic

khac loai chiu su kiém soat cua trinh ty khoi dong ma dugce bi€u hién & vong mac.

9. Hat rAAV theo diém 8, trong d6 ving khoi ddu 1a ving khoi dau rhodopsin kinaza
(RK), ving khoi ddu opsin, ving khoi ddu virut cur bao (CMV), hodc viing khéi dau
B-actin & ga (CBA).

10. Hat rAAV theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 9, trong d6 ca thé 1a
nguoi, va trong dé axit nucleic khéc loai dugc st dung dé diéu tri rdi loan & mét duoc
chon tir nhém gdm c6: bénh thoai héa véng mac khai phat sém ning do gen 13n trén
nhiém séc thé thuong (bénh mu 1doa bam sinh Leber), ching mu mau bam sinh, bénh
Stargardt, bénh Best, bénh Doyne, chung loan dudng noén, viém vdng mac séc 16,
vong mac tach bdm sinh di truyén lién két trén nhiém sdc thé X, hoi ching Usher,
thoai hoa diém vang do tudi tac, thoai hoa diém vang do tudi tac teo, AMD tao mach
mdi, thoai hoa diém vang do tiéu duong, bénh vong mac tiéu dudng tang sinh (PDR),
phu thiing diém vang trong mét, bénh hic vdng mac trung tdm thanh dich, su bong

vong mac, viém bén trong mat, bénh glocdm, va viém mang mach nho phia sau.
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<211> 735

<212> PRT

<213> Virut

<400> 1

Met

Glu

Lys

Gly

Val

65

Arg

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Ala

Gly

Pro

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ala

Ile

Ala

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Két

Asp

Arg

20

Glu

Tyr

Ala

Asp

Phe

100

Arg

Val

His

Hop

Gly

Gln

Arg

Leu

Asp

Ser

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Adeno

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Leu

Trp

Lys

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

135

Val

Pro

Lys

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Val

Glu

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

Pro
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Trp

10

Lys

Ser

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Pro

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Thr

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Leu

15

Pro

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Thr

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160
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Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Val

Ala

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Ser

Leu

Gly

Ala

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

Val

Thr

Gly

Gln

Asp

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thr

Val

340

Ser

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln

325

Gln

Ala

Pro

Val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Arg

310

Asn

Val

His

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Phe

Gln

Arg

Asp

Thr

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

Cys

52202

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Pro

Met

Asp

Met

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

Pro

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyr

Pro

Phe

Gly

Thr

205

Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

Phe

Gly

Gln

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Gln

175

Pro

Ser

Asn

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Val

320

Leu

Tyr

Asp
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Val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Asn

Ala

465

Pro

Asn

Arg

Asp

Gln

545

Phe

370

Ala

Met

Val

Met

Thr

450

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu

530

Gly

355

Met
Val
Leu
Pro
Asn
435
Pro
Ala
Tyr
Glu
Ser
515

Glu

Ser

Val

Gly

Arg

Phe

420

Pro

Ser

Ser

Arg

Tyr

500

Leu

Lys

Glu

Pro

Arg

Thr

405

His

Leu

Gly

Asp

Gln

485

Ser

Val

Phe

Lys

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Ile

Thr

Ile

470

Gln

Trp

Asn

Phe

Thr

550

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Thr

455

Arg

Arg

Thr

Pro

Pro

535

Asn

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

Gln

449

Thr

Asp

Val

Gly

Gly

520

Gln

Val

Tyr

Tyr

Phe

Ala

425

Tyr

Gln

Gln

Ser

Ala

505

Pro

Ser

Asp

52202

Leu

Cys

Thr

410

His

Leu

Ser

Ser

Lys

490

Thr

Ala

Gly

Ile

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

475

Thr

Lys

Met

Val

Glu

555

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Tyr

Leu

460

Asn

Ser

Tyr

Ala

Leu

540

Lys

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Leu

445

Gln

Trp

Ala

His

Ser

525

Ile

Val

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Ser

Phe

Leu

Asp

Leu

510

His

Phe

Met

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

495

Asn

Lys

Gly

Ile

Ser

Ser

400

Glu

Arg

Thr

Gln

Gly

480

Asn

Gly

Asp

Lys

Thr

560
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Asp

Gly

Ala

Arg

Asp

625

His

Pro

Tyr

Glu

Asn

705

Ser

Glu

Ser

Asp

Asp

610

Gly

Pro

Ser

Ser

Asn

690

Lys

Glu

<210> 2

Glu

Val

Val

595

Val

His

Pro

Thr

Thr

675

Ser

Ser

Pro

Glu

Ser

580

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

660

Gly

Lys

Val

Arg

Ile

565

Thr

Thr

Leu

His

Gln

645

Phe

Gln

Arg

Asn

Pro

725

Arg

Asn

Gln

Gln

Pro

630

Ile

Ser

Val

Trp

Val

710

Ile

Thr

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Leu

Ala

Ser

Asn

695

Asp

Gly

Thr

Gln

Val

600

Pro

Pro

Ile

Ala

Val

680

Pro

Phe

Thr

Asn

Arg

585

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

665

Glu

Glu

Thr

Arg

52202

Pro

570

Gly

Pro

Trp

Met

Asn

650

Phe

Ile

Ile

Val

Tyr

730

Val

Asn

Gly

Ala

Gly

635

Thr

Ala

Glu

Gln

Asp

715

Leu

Ala

Arg

Met

Lys

620

Gly

Pro

Ser

Trp

Tyr

700

Thr

Thr

Thr

Gln

Val

605

Ile

Phe

Val

Phe

Glu

685

Thr

Asn

Arg

Glu

Ala

590

Trp

Pro

Gly

Pro

Ile

670

Leu

Ser

Gly

Asn

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Ala

655

Thr

Gln

Asn

Val

Leu

735

Tyr

Thr

Asp

Thr

Lys

640

Asn

Gln

Lys

Tyr

Tyr

720
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 2

Met

Glu

Lys

Gly

Val

65

Arg

Asp

Asn

Leu

Ala

Gly

Pro

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

735

PRT

Ala

Ile

Ala

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Asp

Arg

20

Glu

Tyr

Ala

Asp

Phe

100

Arg

Val

Trinh Ty Nhéan

Cau Trac Tong

Gly

Gln

Arg

Leu

Asp

Ser

85

Gln

Ala

Glu

Tao

Hop

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Leu

Trp

Lys

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

Pro

Lys

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Val

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

52202

Trp

10

Lys

Ser

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

Asp

Pro

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Thr

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Leu

15

Pro

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg
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Pro
145

Lys

Gly »

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

130

Val

Ala

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Glu

Gly

Ala

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

Val

His

Gln

Asp

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thr

Ser

Gln

165

Ser’

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln

325

Pro

150

Pro

Val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Arg

310

Asn

135

Val

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Glu

Arg

Asp

Thr

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Asn

Gly

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

52202

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Met

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Ser

Phe

Gly

Thr

205

Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gly

Gly

Gln

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Thr

Gln

175

Pro

Ser

Asn

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Val

320

Leu
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Thr

Val

Val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Asn

Ala

465

Pro

Asn

Arg

Asp

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

Val

Met

Thr

450

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu

Thr

Gly

355

Met

Val

Leu

Pro

Asn

435

Pro

Ala

Tyr

Glu

Ser

515

Glu

Val

340

Ser

Val

Gly

Arg

Phe

420

Pro

Ser

Ser

Arg

Tyr

500

Leu

Lys

Gln

Ala

Pro

Arg

Thr

405

His

Leu

Gly

Asp

Gln

485

Ser

Val

Phe

Val

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Ile

Thr

Ile

470

Gln

Trp

Asn

Phe

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Thr

455

Arg

Arg

Thr

Pro

Pro

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

Gln

440

Thr

Asp

Val

Gly

Gly

520

Gln

Asp

345

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Ala

425

Tyr

Gln

Gln

Ser

Ala

505

Pro

Ser

52202

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Leu

Ser

Ser

Lys

490

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

475

Thr

Lys

Met

Val

Tyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Tyr

Leu

460

Asn

Ser

Tyr

Ala

Leu

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Leu

445

Gln

Trp

Ala

His

Ser

525

Ile

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Ser

Phe

Leu

Asp

Leu

510

His

Phe

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

495

Asn

Lys

Gly

Tyr

Asp

Ser

Ser

400

Glu

Arg

Thr

Gln

Gly

480

Asn

Gly

Asp

Lys
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Gln

545

Asp

Gly

Ala

Arg

Asp

625

‘His

Pro

Tyr

Glu

Asn

705

Ser

530

Gly
Glu
Ser
Asp
Asp
610
Gly
Pro
Ser
Ser
Asn
690
Lys

Glu

Ser

Glu

Val

Val

595

Val

His

Pro

Thr

Thr

675

Ser

Ser

Pro

Glu

Glu

Ser

580

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

660

Gly

Lys

Val

Arg

Lys

Ile

565

Thr

Thr

Leu

His

Gln

645

Phe

Gln

Arg

Asn

Pro

725

Thr

550

Arg

Asn

Gln

Gln

Pro

630

Ile

Ser

Val

Trp

Val

710

Ile

535

Asn

Thr

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Leu

Ala

Ser

Asn

695

Asp

Gly

Val

Thr

Gln

Val

600

Pro

Pro

Ile

Ala

Val

680

Pro

Phe

Thr

Asp

Asn

Ala

585

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

665

Glu

Glu

Thr

Arg

52202

Ile

Pro

570

Gly

Pro

Trp

Met

Asn

650

Phe

Ile

Ile

Val

Tyr

730

Glu

555

Val

Asn

Gly

Ala

Gly

635

Thr

Ala

Glu

Gln

Asp

715

Leu

540

Lys

Ala

Ala

Met

Lys

620

Gly

Pro

Ser

Trp

Tyr

700

Thr

Thr

Val

Thr

Gln

Val

605

Ile

Phe

Val

Phe

Glu

685

Thr

Asn

Arg

Met

Glu

Ala

590

Trp

Pro

Gly

Pro

Ile

670

Leu

Ser

Gly

Asn

Ile

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Ala

655

Thr

Gln

Asn

Val

Leu

735

Thr

560

Tyr

Thr

Asp

Thr

Lys

640

Asn

Gln

Lys

Tyr

Tyr

720
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<210> 3

<211> 598

<212> PRT

<213> Virut

<400> 3

Met

Asp

Arg

Gln

Thr

65

Ala

Trp

Pro

Ala

Ala

Ser

Leu

Pro

50

Met

Asp

Met

Thr

Ser

Pro

Ser

Asn

35

Leu

Ala

Gly

Gly

Tyr

115

Asn

Két

Gly

Ser

20

Phe

Gly

Thr

Val

Asp

100

Asn

Asp

Hop

Lys

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

85

Arg

Asn

Asn

Adeno

Lys

Thr

Gln

Pro

Ser

70

Asn

Val

His

His

Arg

Gly

Thr

Pro

55

Gly

Ser

Ile

Leu

Tyr

Pro

Lys

Gly

40

Ala

Ala

Ser

Thr

Tyr

120

Phe

Val

Ala

25

Asp

Ala

Pro

Gly

Thr

105

Lys

Gly

52202

Glu

10

Gly

Ala

Pro

Met

Asn

90

Ser

Gln

Tyr

His

Gln

Asp

Ser

Ala

75

Trp

Thr

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser

Gly

60

Asp

His

Arg

Ser

Thr

Pro

Pro

Val

45

Leu

Asn

Cys

Thr

Ser

125

Pro

Val

Ala

30

Pro

Gly

Asn

Asp

Trp

110

Gln

Trp

Glu

15

Arg

Asp

Thr

Glu

Ser

95

Ala

Ser

Gly

Pro

Lys

Pro

Asn

Gly

80 .

Thr

Leu

Gly

Tyr
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Phe

145

Arg

Lys

Thr

Ser

Leu

225

Leu

Cys

Thr

His

Leu

305

Ser

130

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

290

Tyr

Arg

Phe

Ile

Phe

Ile

195

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

275

Gln

Tyr

Leu

Asn

Asn

Asn

180

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

260

Tyr

Ser

Leu

Gln

Arg

Asn

165

Ile

Asn

Leu

Pro

Asn

245

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

325

Phe

150

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

230

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

310

Ser

135

His

Trp

Val

Leu

Tyr

215

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

295

Thr

Gln

Cys

Gly

Lys

Thr

200

Val

Val

Gln

Gln

Asp

280

Leu

Asn

Ala

His

Phe

Glu

185

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

265

Val

Met

Thr

Gly

52202

Phe

Arg

170

Val

Thr

Gly

Met

Val

250

Leu

Pro

Asn

Pro

Ala

330

Ser

155

Pro

Thr

Val

Ser

Val

235

Gly

Arg

Phe

Pro

Ser

315

Ser

140

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

220

Pro

Arg

Thr

His

Leu

300

Gly

Asp

Arg

Arg

Asn

Val

205

His

Gln

Ser

Gly

Ser

285

Ile

Thr

Ile

Asp
Leu
Asp
190
Phe
Gln
Tyr
Ser
Asn
270
Ser
Asp

Thr

Arg

Trp

Asn

175

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

255

Asn

Tyr

Gln

Thr

Asp

335

Gln

160

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

240

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Gln

320

Gln
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Ser

Lys

Thr

Ala

385

Gly

Ile

Pro

Gly

Pro

465

Trp

Met

Asn

Phe

Arg

Thr

Lys

370

Met

Val

Glu

Val

Asn

450

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Asn

Ser

355

Tyr

Ala

Leu

Lys

Ala

435

Arg

Met

Lys

Gly

Pro

515

Ser

Trp

340

Ala

His

Ser

Ile

Val

420

Thr

Gln

Val

Ile

Phe

500

Val

Phe

Leu

Asp

Leu

His

Phe

405

Met

Glu

Ala

Trp

Pro

485

Gly

Pro

Ile

Pro

Asn

Asn

Lys

390

Gly

Ile

Gln

Ala

Gln

470

His

Leu

Ala

Thr

Gly

Asn

Gly

375

Asp

Lys

Thr

Tyr

Thr

455

Asp

Thr

Lys

Asn

Gln

Pro

Asn

360

Arg

Asp

Gln

Asp

Gly

440

Ala

Arg

Asp

His

Pro

520

Tyr

Cys

345

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

425

Ser

Asp

Asp

Gly

Pro

505

Ser

Ser

52202

Tyr

Glu

Ser

Glu

Ser

410

Glu

Val

Val

Val

His

490

Pro

Thr

Thr

Arg

Tyr

Leu

Lys

395

Glu

Glu

Ser

Asn

Tyr

475

Phe

Pro

Thr

Gly

Gln

Ser

Val

380

Phe

Lys

Ile

Thr

Thr

460

Leu

His

Gln

Phe

Gln

Gln

Trp

365

Asn

Phe

Thr

Arg

Asn

445

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

525

Val

Arg

350

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

430

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

510

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

Gln

Val

415

Thr

Gln

Val

Pro

Pro

495

Ile

Ala

Val

Ser

Ala

Pro

Ser

400

Asp

Asn

Arg

Leu

Ile

480

Leu

Lys

Lys

Glu
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530

Ile Glu Trp Glu Leu

545

Ile Gln Tyr Thr Ser
565

Val Asp Thr Asn Gly

580
Tyr Leu Thr Arg Asn

595

<210> 4
<211> 598
<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhan

<220>

<223> Cau Trac Tong

<400> 4
Met Ala Pro Gly Lys
1 5
Asp Ser Ser Ser Gly
20

Arg Leu Asn Phe Gly

52202

535 540
Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu
550 555 560
Asn Tyr Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr
570 575
Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg
585 590

Leu

Tao

Hop

Lys Arg Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Pro
10 15
Thr Gly Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys
25 30

Gln Thr Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro
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Gln

Thr

65

Ala

Trp

Pro

Ala

Phe

145

Arg

Lys

Thr

Ser

Leu

225

Pro

50

Met

Asp

Met

Thr

Ser

130

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Pro

35

Leu

Ala

Gly

Gly

Tyr

115

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

195

Tyr

Pro

Gly

Thr

Val

Asp

100

Asn

Asp

Asn

Asn

Asn

180

Ala

Gln

Phe

Gln

Gly

Gly

85

Arg

Asn

Asn

Arg

Asn

165

Ile

Asn

Leu

Pro

Pro

Ser

70

Asn

Val

His

His

Phe

150

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

230

Pro

55

Gly

Ser

Ile

Leu

Tyr

135

His

Trp

Val

Leu

Tyr

215

Asp

40

Ala

Ala

Ser

Thr

Tyr

120

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

200

Val

Val

Ala

Pro

Gly

Thr

105

Lys

Gly

His

Phe

Glu

185

Ser

Leu

Phe

52202

Pro

Met

Asn

90

Ser

Gln

Tyr

Phe

Arg

170

Val

Thr

Gly

Met

Ser

Ala

75

Trp

Thr

Ile

Ser

Ser

155

Pro

Thr

Val

Ser

Val

235

Gly

60

Asp

His

Arg

Ser

Thr

140

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

220

Pro

45

Leu

Asn

Cys

Thr

Ser

125

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

205

His

Gln

Gly

Asn

Asp

Trp

110

Gln

Trp

Asp

Leu

Asp

190

Phe

Gln

Tyr

Thr

Glu

Ser

95

Ala

Ser

Gly

Trp

Asn

175

Gly

Thr

Gly

Gly

Asn

Gly

80

Thr

Leu

Gly

Tyr

Gln

160

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

240
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Leu

Cys

Thr

His

Leu

305

Ser

Ser

Lys

Thr

Ala

385

Gly

Ile

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

290

Tyr

Arg

Arg

Thr

Lys

370

Met

Val

Glu

Val

Leu

Glu

Ser

275

Gln

Tyr

Leu

Asn

Ser

355

Tyr

Ala

Leu

Lys

Ala

Asn

Tyr

260

Tyr

Ser

Leu

Gln

Trp

340

Ala

His

Ser

Ile

Val

420

Thr

Asn

245

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

325

Leu

Asp

Leu

His

Phe

405

Met

Glu

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

310

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

390

Gly

Ile

Gln

Ser

Ser

Glu

Arg

295

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

375

Asp

Lys

Thr

Tyr

Gln

Gln

Asp

280

Leu

Asn

Ala

Pro

Asn

360

Arg

Asp

Gln

Asp

Gly

Ala

Met

265

Val

Met

Thr

Gly

Cys

345

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

425

Ser

52202

Val

250

Leu

Pro

Asn

Pro

Ala

330

Tyr

Glu

Ser

Glu

Ser

410

Glu

Val

Gly

Arg

Phe

Pro

Ser

315

Ser

Arg

Tyr

Leu

Lys

395

Glu

Glu

Ser

Arg

Thr

His

Leu

300

Gly

Asp

Gln

Ser

Val

380

Phe

Lys

Ile

Thr

Ser

Gly

Ser

285

Ile

Thr

Ile

Gln

Trp

365

Asn

Phe

Thr

Arg

Asn

Ser

Asn

270

Ser

Asp

Thr

Arg

Arg

350

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

430

Leu

Phe

255

Asn

Tyr

Gln

Thr

Asp

335

Val

Gly

Gly

Gln

Val

415

Thr

Gln

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Gln

320

Gln

Ser

Ala

Pro

Ser

400

Asp

Asn

Ala
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Gly

Pro

465

Trp

Met

Asn

Phe

Ile

545

Ile

Val

Tyr

Asn

450

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

530

Glu

Gln

Asp

Leu

<210> 5

435

Ala

Met

Lys

Gly

Pro

515

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr

595

<211> 533

Gln

Val

Ile

Phe

500

Val

Phe

Glu

Thr

Asn

580

Arg

Ala

Trp

Pro

485

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

565

Gly

Asn

Ala

Gln

470

His

Leu

Ala

Thr

Gln

550

Asn

Val

Leu

Thr

455

Asp

Thr

Lys

Asn

Gln

535

Lys

Tyr

Tyr

440

Ala

Arg

Asp

His

Pro

520

Tyr

Glu

Asn

Ser

Asp

Asp

Gly

Pro

505

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

585

52202

Val

Val

His

490

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

570

Pro

Asn

Tyr

475

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

555

Val

Arg

Thr

460

Leu

His

Gln

Phe

Gln

540

Arg

Asn

Pro

445

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

525

Val

Trp

Val

Ile

Gly

Gly

Ser

Leu

510

Ala

Ser

Asn

Asp

Gly

590

Val

Pro

Pro

495

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

575

Thr

Leu

Ile

480

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

560

Thr

Arg
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<212> PRT

<213> Virut

<400> 5

Met

1

Asp

Met

Thr

Ser

65

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

145

Pro

Ala

Gly

Gly

Tyr

50

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

130

Tyr

Pro

Thr

Val

Asp

35

Asn

Asp

Asn

Asn

Asn

115

Ala

Gln

Phe

Két

Gly

Gly

20

Arg

Asn

Asn

Arg

Asn

100

Ile

Asn

Leu

Pro

Hop

Ser

Asn

Val

His

His

Phe

85

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

Adeno

Gly

Ser

Ile

Leu

Tyr

70

His

Trp

Val

Leu

Tyr

150

Asp

Ala

Ser

Thr

Tyr

55

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

135

Val

Val

Pro

Gly

Thr

40

Lys

Gly

His

Phe

Glu

120

Ser

Leu

Phe

Met

Asn

25

Ser

Gln

Tyr

Phe

Arg

105

Val

Thr

Gly

Met

52202

Ala

10

Trp

Thr

Ile

Ser

Ser

90

Pro

Thr

Val

Ser

Val

Asp

His

Arg

Ser

Thr

75

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

155

Pro

Asn

Cys

Thr

Ser

60

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

140

His

Gln

Asn

Asp

Trp

45

Gln

Trp

Asp

Leu

Asp

125

Phe

Gln

Tyr

Glu

Ser

30

Ala

Ser

Gly

Trp

Asn

110

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

15

Thr

Leu

Gly

Tyr

Gln

95

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

Ala

Trp

Pro

Ala

Phe

80

Arg

Lys

Thr

Ser

Leu

160

Leu
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Thr

Leu

Phe

Ser

225

Tyr

Arg

Arg

Thr

Lys

305

Met

Val

Glu

Leu

Glu

Ser

210

Gln

Tyr

Leu

Asn

Ser

290

Tyr

Ala

Leu

Lys

Asn

Tyr

195

Tyr

Ser

Leu

Gln

Trp

275

Ala

His

Ser

Ile

Val

355

Asn

180

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

260

Leu

Asp

Leu

His

Phe

340

Met

165

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

245

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

325

Gly

Ile

Ser

Ser

Glu

Arg

230

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

310

Asp

Lys

Thr

Gln

Gln

Asp

215

Leu

Asn

Ala

Pro

Asn

295

Arg

Asp

Gln

Asp

Ala

Met

200

Val

Met

Thr

Gly

Cys

280

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

360

Val

185

Leu

Pro

Asn

Pro

Ala

265

Tyr

Glu

Ser

Glu

Ser

345

Glu

52202

170

Gly

Arg

Phe

Pro

Ser

250

Ser

Arg

Tyr

Leu

Lys

330

Glu

Glu

Arg

Thr

His

Leu

235

Gly

Asp

Gln

Ser

Val

315

Phe

Lys

Ile

Ser

Gly

Ser

220

Ile

Thr

Ile

Gln

Trp

300

Asn

Phe

Thr

Arg

Ser

Asn

205

Ser

Asp

Thr

Arg

Arg

285

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

365

Phe

190

Asn

Tyr

Gln

Thr

Asp

270

Val

Gly

Gly

Gln

Val

350

Thr

175

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Gln

255

Gln

Ser

Ala

Pro

Ser

335

Asp

Asn

Cys

Thr

His

Leu

240

Ser

Ser

Lys

Thr

Ala

320

Gly

Ile

Pro
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Val

Asn

385

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

465

Glu

Gln

Asp

Leu

Ala

370

Arg

Met

Lys

Gly

Pro

450

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr

530

<210> 6

Thr

Gln

Val

Ile

Phe

435

Val

Phe

Glu

Thr

Asn

515

Arg

Glu

Ala

Trp

Pro

420

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

500

Gly

Asn

Gln

Ala

Gln

405

His

Leu

Ala

Thr

Gln

485

Asn

Val

Leu

Tyr

Thr

390

Asp

Thr

Lys

Asn

Gln

470

Lys

Tyr

Tyr

Gly

375

Ala

Arg

Asp

His

Pro

455

Tyr

Glu

Asn

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Pro

440

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

520

Val

Val

Val

His

425

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

505

Pro

52202

Ser

Asn

Tyr

410

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

490

Val

Arg

Thr

Thr

395

Leu

His

Gln

Phe

Gln

475

Arg

Asn

Pro

Asn

380

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

460

Val

Trp

Val

Ile

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

445

Ala

Ser

Asn

Asp

Gly

525

Gln

Val

Pro

Pro

430

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

510

Thr

Arg

Leu

Ile

415

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

495

Thr

Arg

Gly

Pro

400

Trp

Met

Asn

Phe

Ile

480

Ile

Val

Tyr
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<211> 533

<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhan

<220>

<223> C&u Tric Téng

<400> 6

Met Ala

Asp Gly

Met Gly

Thr Tyr

50

Ser Asn

65

Asp Phe

Leu Ile

Leu Phe

Thr Ile

Thr

Val

Asp

35

Asn

Asp

Asn

Asn

Asn

115

Ala

Gly

Gly

20

Arg

Asn

Asn

Arg

Asn

100

Ile

Asn

Ser

Asn

Val

His

His

Phe

85

Asn

Gln

Asn

Tao

Hop

Gly

Ser

Ile

Leu

Tyr

70

His

Trp

Val

Leu

Ala

Ser

Thr

Tyr

55

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

Pro

Gly

Thr

40

Lys

His

Phe

Glu

120

Ser

Met

Asn

25

Ser

Gln

Tyr

Phe

Arg

105

Val

Thr

52202

Ala

10

Trp

Thr

Ile

Ser

Ser

90

Pro

Thr

Val

Asp

His

Arg

Ser

Thr

75

Pro

Lys

Gln

Gln

Asn

Cys

Thr

Ser

60

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

Asn

Asp

Trp

45

Gln

Trp

Asp

Leu

Asp

125

Phe

Glu

Ser

30

Ala

Ser

Gly

Trp

Asn

110

Gly

Thr

Gly

15

Thr

Leu

Gly

Tyr

Gln

95

Phe

Thr

Asp

Ala

Trp

Pro

Ala

Phe

80

Arg

Lys

Thr

Ser
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Glu

145

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

225

Tyr

Arg

Arg

Thr

Lys

305

Met

130

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

210

Gln

Tyr

Leu

Asn

Ser

290

Tyr

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

195

Tyr

Ser

Leu

Gln

Trp

275

Ala

His

Ser

Leu

Pro

Asn

180

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

260

Leu

Asp

Leu

His

Pro

Ala

165

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

245

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

325

Tyr

150

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

230

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

310

Asp

135

Val

Val

Gln

Gln

Asp

215

Leu

Asn

Ala

Pro

Asn

295

Arg

Asp

Leu

Phe

Ala

Met

200

Val

Met

Thr

Gly

Cys

280

Ser

Asp

Glu

Gly

Met

Val

185

Leu

Pro

Asn

Pro

Ala

265

Tyr

Glu

Ser

Glu

52202

Ser

Val

170

Gly

Arg

Phe

Pro

Ser

250

Ser

Arg

Tyr

Leu

Lys

330

Ala

155

Pro

Arg

Thr

His

Leu

235

Gly

Asp

Gln

Ser

Val

315

Phe

140

His

Gln

Ser

Gly

Ser

220

Ile

Thr

Ile

Gln

Trp

300

Asn

Phe

Gln

Tyr

Ser

Asn

205

Ser

Asp

Thr

Arg

Arg

285

Thr

Pro

Pro

Gly

Gly

Phe

190

Asn

Tyr

Gln

Thr

Asp

270

Val

Gly

Gly

Gln

Cys

Tyr

175

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Gln

255

Gln

Ser

Ala

Pro

Ser

335

Leu

160

Leu

Cys

Thr

His

Leu

240

Ser

Ser

Lys

Thr

Ala

320

Gly
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Val

Glu

Val

Asn

385

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

465

Glu

Gln

Asp

Leu

Leu

Lys

Ala

370

Ala

Met

Lys

Gly

Pro

450

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr

Ile

Val

355

Thr

Gln

Val

Ile

Phe

435

Val

Phe

Glu

Thr

Asn

515

Arg

Phe

340

Met

Glu

Ala

Trp

Pro

420

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

500

Gly

Asn

Gly

Ile

Gln

Ala

Gln

405

His

Leu

Ala

Thr

Gln

485

Asn

Val

Leu

Lys

Thr

Tyr

Thr

390

Asp

Thr

Lys

Asn

Gln

470

Lys

Tyr

Tyr

Gln

Asp

Gly

375

Ala

Arg

Asp

His

Pro

455

Tyr

Glu

Asn

Ser

Gly

Glu

360

Ser

Asp

Asp

Gly

Pro

440

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

520

Ser

345

Glu

Val

Val

Val

His

425

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

505

Pro

52202

Glu

Glu

Ser

Asn

Tyr

410

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

490

Val

Arg

Lys

Ile

Thr

Thr

395

Leu

His

Gln

Phe

Gln

475

Arg

Asn

Pro

Thr

Arg

Asn

380

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

460

Val

Trp

Val

Ile

Asn

Thr

365

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

445

Ala

Ser

Asn

Asp

Gly

525

Val

350

Thr

Gln

Val

Pro

Pro

430

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

510

Thr

Asp

Asn

Ala

Leu

Ile

415

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

495

Thr

Arg

Ile

Pro

Gly

Pro

400

Trp

Met

Asn

Phe

Ile

480

Ile

Val

Tyr
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530

<210> 7

<211>

<212>

<213>

<400> 7

Met

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Ala

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

736

PRT

Virut

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Két

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Hop

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Adeno

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

Ala

Asp

40

Gly

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Asp

Leu

25

Asn

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

52202

Trp

10

Lys

Arg

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Asp

Val

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Ile

125

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Leu

15

Gln

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro
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Leu

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Gly

130

Val

Ser

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Leu

Asp

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

Val

Val

Gln

Lys

Glu

180

Thr

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thr

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Ser

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln

Glu

Pro

150

Pro

Val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Lys

310

Asn

Ala

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Ala

Glu

Arg

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Ser

Gly

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Gln

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

52202

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Lys

Val

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Val

320

Leu
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Thr

Val

Val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Gln

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

Val

Met

Gly

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Thr

Gly

355

Met

Val

Leu

Pro

Asn

435

Thr

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Val

340

Ser

Val

Gly

Arg

Phe

420

Pro

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

325

Gln

Ala

Pro

Arg

Thr

405

His

Leu

Ser

Gln

Arg

485

Phe

Leu

Val

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

470

Gln

Pro

Val

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Thr
Gly
360
Gly
Phe
Asn
Tyr
Gln
440
Thr
Ser
Arg

Thr

Pro

520

Asp

345

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Ala

425

Tyr

Asn

Leu

Leu

Ala

505

Gly

52202

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Gln

410

His

Leu

Gln

Gln

Ser

490

Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ala

475

Lys

Ser

Ala

Tyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Tyr

Arg

460

Arg

Thr

Lys

Met

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Leu

445

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ala

525

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Asn

Leu

Trp

Asn

His

510

Ser

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Arg

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Tyr

Asp

Ser

Ser

400

Glu

Arg

Thr

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys
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Asp

Lys

545

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asn

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

Asp
530
Glu
Asp
Gly
Arg
Arg
610
Asp
His
Pro
Tyr
Glu
690

Asn

Ser

Glu

Gly

Glu

Thr

Thr

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Glu

Thr

Glu

Val

580

Val

Val

His

Pro

Thr

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Lys

Thr

Glu

565

Ala

Asn

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Val

Arg

Phe

Ala

550

Ile

Asn

Asp

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Phe

535

Ser

Arg

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Ser

Val

Trp

695

Val

Ile

Pro

Asn

Thr

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Met

Pro

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Met

Ala

Thr

Gln

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Ala

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

His

Glu

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Thr

Arg

Gly

Leu

555

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Asn

540

Asp

Val

Asn

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ala

Glu

Gln

700

Asp

Leu

Leu

Asn

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Ile

Val

Thr

Ala

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Phe

Met

Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn

Gly

Ile

560

Gln

Thr

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu
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52202 201/254

725 730 735

<210> 8
<211> 78
<212> ADN

<213> Trinh Ty Nhan Tao

<220>

<223> C&u Truc Téng Hop

<400> 8
cactccctct ctgegegetc getecgetcac tgaggeeggg cgaccaaagg tcgecccacgc 60

ccgggetttg cccgggeg 78

<210> 9
<211> 736
<212> PRT

<213> Trinh Ty Nhan Tao

<220>

<223> Cau Tric Téng Hop

<400> 9

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser



Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Thr

Asp

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ser

Pro

195

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Gln

Glu

180

Ser

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Gly

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

200

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

52202

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly
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Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

290

Trp

Val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Met

Asn

Ser

Gln

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

Gln

Gln

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ala

Met

Asp

His

Arg

245

Ser

Tyr

Phe

Arg

Val

325

Thr

Gly

Met

Leu

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Val

Ser

Val

Gly

390

Arg

Asn

215

Asp

Trp

Gly

Thr

Pro

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

Glu

Ser

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Asn

Val

His

360

Gln

Ser

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Glu

Phe

345

Gln

Tyr

Ser

Asn

52202

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Phe

Asn

Asp

Leu

235

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Thr

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Gln

Val

Asp

Asn

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Ser

Asn

Val

His

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Ile

240

Leu

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe

400

Thr

203/254



Phe

Asp

Arg

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Tyr

Thr

Glu

Arg

Thr

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Gln

Asp

Gly

Gly

Asp

Leu

435

Gln

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Glu

Gly

Glu

Ala

Leu

595

Val

420

Met

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

580

Val

405

Pro

Asn

Thr

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

565

Ala

His

Phe

Pro

Gly

Ser

470

Gln

Ala

Met

Phe

Asn

550

Ile

Ile

Asn

His

Leu

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Asp

Lys

Asn

Gln

Ser

Ile

440

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Gly

Ala

Asn

Gly

600

Ser

425

Asp

Gly

Asn

Val

Gly

505

Gly

Ser

Val

Thr

Gln

585

Val

52202

410

Tyr

Gln

Thr

Gln

Ser

490

Ala

Val

Ser

Asp

Asn

570

Ala

Ile

Ala

Tyr

Gln

Ala

475

Thr

Ala

Ala

Gly

Tyr

555

Pro

Ala

Pro

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Lys

Met

Val

540

Ser

Val

Asn

Gly

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

525

Leu

Gln

Ala

Thr

Met

605

Gln

430

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

510

Ser

Ile

Val

Thr

Gln

590

Val

415

Ser

Leu

Phe

Val

Gln

495

Leu

His

Phe

Leu

Glu

575

Ala

Trp

Leu

Val

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

Glu

Gln

Gln
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Asn

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

<210> 10

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

<211> 736

<212> PRT

Val

Asn

Pro

Leu

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Thr

Arg

725

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

<213> Trinh Ty Nhan Tao

<220>

<223> Cau Truc Téng Hgp

Gln

615

Pro

Ile

Asn

Val

Trp

695

Val

Ile

Gly

Ser

Leu

Gln

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Pro

Pro

Ile

Ala

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

730

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn

735

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu
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<400> 10

Met Ala Ala

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Lys

Gly

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Thr

Asp

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ser

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Gln

Glu

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Ala

Pro

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro
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Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

290

Trp

Val

Leu

Tyr

Asp

370

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Tyr

Phe

Arg

Val

325

Thr

Gly

Met

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Val

Ser

Val

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gly

Thr

Pro

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Pro

200

Glu

Ser

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Asn

Val

His

360

Gln

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Glu

Phe

345

Gln

Tyr

52202

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Met

Asp

Leu

235

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Thr

Asp

Cys

Tyr

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

380

Ser

205

Val

Asp

Asn

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Gly

Asn

Val

His

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

207/254



Gly

385

Pro

Phe

Asp

Arg

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Tyr

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Gln

Asp

Gly

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Glu

Gly

Glu

Ala

Ala

Met

Val

420

Met

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

Leu

Leu

405

Pro

Asn

Thr

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

565

Ala

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Gly

Ser

470

Gln

Ala

Met

Phe

Asn

550

Ile

Ile

Arg

Thr

His

Leu

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Asp

Lys

Asn

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Gly

Ala

Asn

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Gly

Asn

Val

Gly

505

Gly

Ser

Val

Thr

Gln

52202

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Thr

Gln

Ser

490

Ala

Val

Ser

Asp

Asn

570

Arg

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gln

Ala

475

Thr

Ala

Ala

Gly

Tyr

555

Pro

Ala

Cys

Gln

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Lys

Met

Val

540

Ser

Val

Asn

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

525

Leu

Gln

Ala

Thr

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

510

Ser

Ile

Val

Thr

Gln

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Phe

Val

Gln

495

Leu

His

Phe

Leu

Glu

575

Ala

Phe

400

Thr

Leu

Val

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

Glu

Gln
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Thr

Asn

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

<210>

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

11

Leu

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

<211> 736

<212> PRT

580

Val

Val

Asn

Pro

Leu

660

Thr

Ser

Ser

Pro

His

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Thr

Arg

725

Asn

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

<213> Trinh Ty Nhan Tao

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

Val

Trp

695

Val

Ile

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Gln

Ser

680

Asn

Asp

Gly

585

Val

Pro

Pro

Ile

Ala

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

Ile

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

730

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn

735

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu
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<220>

<223> C&u Tric Téng

<400> 11
Met Ala Ala Asp Gly
1 5
Glu Gly Ile Arg Glu
20
Lys Ala Asn Gln Gln
35
Gly Tyr Lys Tyr Leu
50

Val Asn Ala Ala Asp
65

Gln Gln Leu Lys Ala

85
Asp Ala Glu Phe Gln
100
Asn Leu Gly Arg Ala
115
Leu Gly Leu Val Glu
130
Pro Val Glu Gln Ser

145

Hop

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

210/254



Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Thr

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

290

Trp

Val

Leu

Tyr

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

Gln

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Tyr

Phe

Arg

Val

325

Thr

Gly

Pro

Val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Val

Ser

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gly

Thr

Pro

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Lys

Asp

Pro

200

Glu

Ser

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Asn

Val

His

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Glu

Phe

345

Gln

52202

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Thr

Asp

Cys

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Leu

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

211/254



Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Arg

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Gln

355

Val

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Glu

Gly

Phe

Ala

Met

Val

420

Met

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Met

Leu

Leu

405

Pro

Asn

Thr

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Gly

Ser

470

Gln

Ala

Met

Phe

Asn

550

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Asp

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Gly

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Gly

Asn

Val

Gly

505

Gly

Ser

Val

52202

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Thr

Gln

Ser

490

Ala

Val

Ser

Asp

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gln

Ala

475

Thr

Ala

Ala

Gly

Tyr

555

Leu

380

Cys

Gln

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Lys

Met

Val

540

Ser

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

525

Leu

Gln

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

510

Ser

Ile

Val

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Phe

Val

Gln

495

Leu

His

Phe

Leu

Asn

Phe

400

Thr

Leu

Val

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

212/254



Thr Asp

Tyr Gly

Thr Gly

Asn Arg

610
Thr Asp
625

Lys His

Asp Pro

Gln Tyr

Lys Glu

690

Tyr Tyr

705

Tyr Ser

<210> 12

Glu

Ala

Leu

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Glu

Val

580

Val

Val

Asn

Pro

Leu

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Glu

565

Ala

His

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Thr

Arg

725

Ile

Ile

Asn

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Lys

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

Val

Trp

695

Val

Ile

Ala

Asn

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Gln

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Thr

Gln

585

Val

Pro

Pro

Ile

Ala

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

Asn

570

Ala

Ile

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

730

Pro

Ala

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Val

Asn

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Thr

Gln

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Glu

575

Ala

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn

735

Glu

Gln

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu

213/254



<211> 736

<212> PRT

<213> Virut

<400> 12

Met Ala Ala

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Két

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Hop

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Adeno

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

214/254



Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

305

Val

Leu

Tyr

Thr

Asp

Thr

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys

290

Gly

Lys

Thr

Val

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Glu

Ser

Leu

Gln

Glu

180

Ala

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

Val

Thr

340

Gly

Gln

165

Ser

Ala

Asp

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr

325

Val

Ser

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ala

Pro

Arg

295

Arg

Asn

Val

His

Lys

Asp

Pro

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp

280

Asp

Leu

Asp

Phe

Gln

Lys

Pro

185

Thr

Gly

Thr

Leu

Thr

265

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser

345

Gly

52202

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Tyr

Gln

Phe

Val

330

Asp

Cys

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ala

Phe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln

350

Phe

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

His

Phe

Asn

Gln

320

Asn

Pro

Ala

215/254



Asp

Ser

385

Ser

Glu

Arg

Thr

Arg

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Val

370

Gln

Gln

Glu

Leu

Gln

450

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Glu

355

Phe

Ala

Met

Val

Met

435

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

515

Glu

Ser

Met

Val

Leu

Pro

420

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Ile

Gly

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys

Gly

Pro

Arg

396

Thr

His

Leu

Gly

Gly

470

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala

550

Gln

375

Ser

Gly

Ser

Ile

Ser

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

360

Tyr

Ser

Asn

Ser

Asp

440

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Gly

Phe

Asn

Tyr

425

Gln

Gln

Val

Val

Gly

505

Gly

Met

Thr

52202

Tyr

Tyr

Phe

410

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

490

Ala

Thr

Ser

Ala

Leu

Cys

395

Thr

His

Leu

Lys

Pro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

555

Thr

380

Leu

Phe

Ser

Tyr

Asp

460

Lys

Thr

Lys

Met

Val

540

Asp

365

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr

445

Leu

Asn

Lys

Tyr

Ala

525

Met

Asn

Asn

Tyr

Tyr

Ser

430

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

510

Ser

Ile

Val

Asn

Phe

Thr

415

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Phe

Met

Gly

Pro

400

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

216/254



Thr

Phe

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asn

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

<210> 13

Asp

Gly

Gly

Arg

610

Asp

Asn

Pro

Tyr

Glu

690

Ala

Thr

Glu

Thr

Asp

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Glu

Val

580

Val

Val

His

Pro

Ala

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Glu

565

Ala

His

Tyr

Phe

Pro

645

Glu

Gly

Lys

Ala

Arg

725

Ile

Val

Ala

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Lys

Asn

Met

Gln

615

Pro

Ile

Ser

Val

Trp

695

Val

Ile

Ala

Phe

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Thr

Gln

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Thr

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Thr

Arg

730

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ile

Val

Val

715

Tyr

Val

Ser

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ala

Glu

Gln

700

Asp

Leu

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Asn

Thr

Thr

Asp

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Pro

735

Arg

Ala

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Leu

720

Leu

217/254



<211> 736

<212> PRT

<213> Virut

<400> 13

Met Ala Ala

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Phe

Pro

145

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Hop

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Adeno

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

218/254



Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

305

Val

Leu

Tyr

Thr

Asp

Thr

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys

290

Gly

Lys

Thr

Val

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Glu

Ser

Leu

Gln

Glu

180

Ala

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

Val

Thr

340

Gly

Gln

165

Ser

Ala

Asp

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr

325

Val

Ser

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ala

Pro

Arg

295

Arg

Asn

Val

His

Lys

Asp

Pro

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp

280

Asp

Leu

Asp

Phe

Gln

Lys

Pro

185

Thr

Gly

Thr

Leu

Thr

265

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser

345

Gly

52202

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Tyr

Gln

Phe

Val

330

Asp

Cys

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ala

Phe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln

350

Phe

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

His

Phe

Asn

Gln

320

Asn

Pro

Ala

219/254



Asp
Ser
385
Ser
Glu
Arg

Thr
Arg
465
Gly
Asn
Gly

Asp

Lys

545

Val

370

Gln

Gln

Asp

Leu

Gln

450

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Glu

355

Phe

Ala

Met

Val

Met

435

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

515

Lys

Ser

Met

Val

Leu

Pro

420

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Ile

Gly

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys

Gly

Pro

Arg

390

Thr

His

Leu

Gly

Gly

470

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala

550

Gln

375

Ser

Gly

Ser

Ile

Ser

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

360

Tyr

Ser

Asn

Ser

Asp

440

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Gly

Phe

Asn

Tyr

425

Gln

Gln

Val

Val

Gly

505

Gly

Met

Thr

52202

Tyr

Tyr

Phe

410

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

490

Ala

Thr

Ser

Ala

Leu

Cys

395

Thr

His

Leu

Lys

Pro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

555

Thr

380

Leu

Phe

Ser

Tyr

Asp

460

Lys

Thr

Lys

Met

Val

540

Asp

365

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr

445

Leu

Asn

Lys

Tyr

Ala

525

Met

Asn

Asn

Tyr

Tyr

Ser

430

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

510

Ser

Ile

Val

Asn

Phe

Thr

415

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Phe

Met

Gly

Pro

400

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560
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Thr

Phe

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asn

- Gln

Lys

Tyr
705

Tyr

<210> 14

Asp

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Ala

Thr

Glu

Thr

Asp

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Glu

Val

580

Val

Val

His

Pro

Ala

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Glu

565

Ala

His

Tyr

Phe

Pro

645

Glu

Gly

Lys

Ala

Arg

725

Ile

Val

Val

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Lys

Asn

Met

Gln

615

Pro

Ile

Ser

Val

Trp

695

Val

Ile

Ala

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Thr
Gln
585
Ala
Pro
Pro
Ile
Thr
665
Val
Pro

Phe

Thr

52202

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Thr

Arg

730

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ile

Val

Val

715

Tyr

Val

Ser

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ala

Glu

Gln

700

Asp

Leu

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Asn

Thr

Thr

Asp

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Pro

735

Arg

Ala

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Leu

720

Leu
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<211> 738

<212> PRT

<213> Virut

<400> 14

Met Ala Ala

Glu

Lys

Gly

val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Két

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Gln

Phe

100

Arg

Val

Pro

Hop Adeno

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Ala

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Arg

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Ser

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Pro

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Asp

155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Thr

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

160
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Gly

Thr

Pro

Gly

Ser

225

Ile

Leu

Asn

Arg

Asn

305

Ile

Asn

Leu

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Lys
Asp
Ala
195
Pro
Gly
Thr
Lys
Tyr
275
His
Trp
Val
Leu

Tyr

Gly

Ser

180

Pro

Met

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Gln

Ser

Gly

Asp

His

230

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

Val

Thr

Gly

Pro

Val

Val

Asn

215

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Ser

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

Arg

Asp

185

Pro

Glu

Ser

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

345

His

52202

Lys

170

Pro

Asn

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

Gln

Arg

Gln

Thr

Ala

Trp

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Ser

315

Gly

Thr

Gly

Leu

Pro

Met

Asp

220

Leu

Thr

Gly

Tyr

Gln

300

Phe

Thr

Asp

Cys

Asn

Leu

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Ala

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

Phe

Gly

196

Ala

Val

Asp

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Gln

Pro

Gly

Ser

Val

240

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe
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Pro

Asn

385

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

465

Leu

Gln

Leu

His

Phe

545

Ala
370
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
450
Ser
Pro
Asn

Asn

Lys

530

Gly

355

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Val
Gln
Gln
Asp
420
Leu
Gln
Gly
Pro
Asn
500
Arg

Asp

Gln

Phe

Ala

Met

405

Val

Met

Thr

Gly

Cys

485

Ser

Asn

Glu

Asn

Met

Val

390

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

470

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

550

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

Gly

455

Asn

Arg

Phe

Leu

Arg

535

Ala

360

Pro

Arg

Thr

His

Leu

440

Gly

Thr

Gln

Ala

Ala

520

Phe

Arg

Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Met

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Asp

52202

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Asp

Ala

Ala

Arg

490

Thr

Pro

Pro

Asn

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

Gln

Asn

Asn

475

Val

Ala

Gly

Ser

Ala

555

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Thr

460

Gln

Ser

Gly

Ile

Asn

540

Asp

365

Leu

Cys

Gln

His

Leu

445

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Thr

Lys

Thr

Lys

510

Met

Ile

Ser

Leu

Glu

Thr

415

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

495

Tyr

Ala

Leu

Asp

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Gly

Trp

480

Gly

His

Thr

Ile

Val

560

224/254



Met

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

705

Gly

Asn

Leu

Glu

Gln

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

690

Asn

Val

Leu

Thr

Tyr

Ile

595

Asn

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Tyr

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Ser

Glu

565

Ile

Thr

Asp

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu

725

Glu

Val

Val

Val

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

710

Pro

Glu

Ala

Asn

Tyr

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Arg

Ile

Asp

Ser

600

Leu

His

Gln

Phe

Gln

680

Arg

Ser

Pro

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Asn

665

Val

Trp

Val

Ile

52202

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly

730

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ser

Val

Pro

Phe

715

Thr

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Arg

Pro

Gln

Pro

605

Trp

Met

Asn

Leu

Ile

685

Ile

Val

Tyr

Val

Asn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Leu

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr

735

Thr

Ala

Val

Ile

Phe

640

Val

Phe

Glu

Thr

Glu

720

Arg
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<210> 15
<211> 736
<212> PRT

<213> Virut

<400> 15
Met Ala Ala
1

Glu Gly Ile

Lys Ala Asn
35
Gly Tyr Lys
50
Val Asn Ala
65

Gln Gln Leu

Asp Ala Glu

Asn Leu Gly
115
Leu Gly Leu

130

Két

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Hop

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Adeno

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Ala

135

Pro

Ala

Asp

40

Gly

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Asp

Leu

25

Asn

Asn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

52202

Trp

10

Lys

Ala

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

140

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Leu

125

Gly

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Leu

15

Gln

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg
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Pro
145
Lys
Gly

Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Ala
Phe
Asn
305

Gln

Asn

Val

Ser

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

290

Trp

Val

Leu

Glu

Gly

Thr

Pro

195

Val

Asn

Ser

Gln

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Gln

Ala

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

Ser

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Tyr

Phe

Arg

Val

325

Thr

Pro

150

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ser

Thr

Pro

295

Lys

Asp

Gln

Glu

Lys

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Asn

Val

Pro

Lys

Pro

185

Leu

Gly

Gln

Leu

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Asn

Phe

52202

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Val

Asp

Ser

Asn

Ile

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Ala

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Ser

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Asp

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Ser

Val

His

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu
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Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Lys

Val

465

Gly

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Gly

530

Val

355

Val

Gln

Gln

Asn

Leu

435

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn

515

Glu

340

Leu

Phe

Ala

Met

Val

420

Met

Asn

Pro

Tyr

Glu

500

Ser

Asp

Gly

Met

Val

Leu

405

Pro

Asn

Gly

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Arg

Ser

Ile

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Ser

Asn

470

Gln

Ala

Met

Phe

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Gln

Ala

Arg

Pro

Pro

520

Pro

345

Glu

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Asn

Val

Val

Gly

505

Gly

Leu

52202

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Gln

Gln

Ser

490

Ala

Pro

Ser

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gln

Gly

475

Thr

Ser

Ala

Gly

Leu

Leu

380

Cys

Gln

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Ser

Met

Ser

540

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Val

Trp

Ala

525

Leu

350

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala

510

Ser

Ile

Phe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Phe

Ile

Gln

495

Leu

His

Phe

Pro

Asp

Phe

400

Glu

Leu

Ser

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly
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Lys

545

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

Gln

Asn

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

Gly

Glu

Gln

Trp

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Thr

Glu

Val

580

Val

Val

Asn

Pro

Thr

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Gly

Glu

565

Ala

Gln

Tyr

Phe

Pro

645

Ala

Gly

Lys

Asn

Arg

725

Arg

550

Ile

Thr

Asn

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Asp

Lys

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

Val

Trp

695

Val

Ile

Asn

Thr

His

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser

680

Asn

Glu

Gly

Val

Thr

Gln

585

Ile

Pro

Pro

Ile

Asp

665

Val

Pro

Phe

Thr

52202

Asp

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

730

Ala

555

Pro

Ala

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Asp

Val

Gln

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Lys

Ala

Ala

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Val

Thr

Gln

590

Val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Met

Glu

575

Ala

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn

735

Ile

560

Ser

Gln

Gln

His

Met

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu
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<210> 16

<211> 738

<212> PRT

<213> Virut

<400> 16

Met Ala Ala

1

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Két

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Hop

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Adeno

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

52202

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg
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Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ser

225

Ile

Leu

Asn

Arg

Asn

305

Ile

Asn

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Glu

Lys

Asp

Gly

195

Pro

Gly

Thr

Lys

Tyr

275

His

Trp

Val

Leu

Pro

Gly

Ser

180

Pro

Met

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Pro

150

Gln

Ser

Gly

Asp

His

230

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

Val

Thr

Gln

Pro

Val

Leu

Asn

215

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Trp

Gly
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