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xuét va duoc pham chtra khang thé khang tau ‘nay. Sang ché ciing dé cap dén phan tir ADN

chura trinh ty polynucleotit mé hoa khang thé nay va té bao dong vat co vl chira phan tu

ADN nay. Khang thé khang tau theo sang ché hiru dung dé diéu tri cac bénh thodi hod than

kinh bao gém bénh Alzheimer, liét trén nhan tién trién, va bénh Pick.
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Linh vye k§ thuat dwoc dé cap

Séang ché thudc linh vuc y té. Cu thé, sang ché d& cap dén khang thé khang tau,
va dugc phdm chtra khang thé khang tau nay. Khang thé khang tau theo sang ché hitu
dung dé didu trj cac bénh thoai hoa than kinh bao gdm bénh Alzheimer (Alzheimer’s
Disease - AD), li€t trén nhan tién trién (Progressive Supranuclear Palsy - PSP), va bénh
Pick (Pick’s Disease PD).

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Tau 12 protein lién két vi cAu tric hinh bng soi truc ma thac déy sy lip ghép va
én dinh vi cu trac hinh éng. AD va PSP 1a c4c bénh thodi hoa than kinh dic trung bénh
hoc bdi su két tu tau bat thuong. Cu thé hon, & AD va PSP, tau dugc phosphoryl hoa &
muc cao dugce cho 1a thuc déy su két tu soi tau khong tan dan dén 1am mét n dinh vi
cAu tric hinh dng, va doc tinh noron. C4c nghién ctru trén gidng nudi cdy té bao va md
hinh chu6t da thé hién ring cac d4m tau két tu trai rong qua cac mbi ndi khép thin kinh
v tau don phan téch rdi (tw nhién hogic khong két tu), gdy ra sy hinh thanh dém tau két
tu. Su tién trién v& mit giai phiu than kinh hoc cta su két tu va tich tu tau & cac bénh
tho4i ho4 than kinh nhu AD va PSP cho thiy ring su két tu soi lan truyén theo céc mang
luéi noron, cudi cing din dén 1am mét én dinh vi cAu trac hinh dng va cubi ciing khoanh

vung chirc ndng noron suy giam.

Mat d6 va su khoanh ving giai phiu than kinh & sy két tu tau c6 lién quan mat
thiét dén c4c tridu chimg than kinh hoc va sy tién trién ctia bénh AD va PSP. Chéng han,
0 bénh AD, tau tao ra cédc dam r6i soi thdn kinh trong noron (intraneuronal
neurofibrillary tangles - NFT), ma c6 xu huéng phat trién theo trat tu tir vﬁng
transentorhinal, dén ving hé vién (limbic), dn ving vé ndo méi (neocortical), va cd
lién quan dén mirc d6 nghiém trong cuia ching sa sut tri tué va pham vi mét noron. O
bénh PSP, sy két tu tau duoc théy trong cac noron, té bao hinh sao, va té bao thin kinh
dém it gai trong ving duéi vo ndo va vo ndo, va mat do tau két tu d3 thé hién 13 ¢6 lién

quan dén murc d9 nghiém trong sy ching mét noron.
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Céc khéng thé khang tau 12 da biét. Ching han, sang ché My s6 8,926,974, va
cong bd don qubc t& s6 W02011/026031, W02012/049570, va WO2013/050567 bdc
16 cac khang thé khang tau va viéc st dung cc khang thé khang tau dé diéu tri cac bénh
thoai ho thn kinh nhu AD. WO 2014/100600 m6 ta cac khang thé dic hidu tau ngudi

va viéc str dung chung trong dugc pham va ché pham de chan doan.

WO 2014/059442 mo ta cac khang thé nhan biét tau ogligome mot cach dic hiéu
nhung khong lién két véi tau monome, tau dang soi hodic cac dang khong lién quan dén

bénh cua tau.

WO 2012/149365 md ta cac khang thé chon loc dbi véi cac dime tau bénh 1y va

vi€c st dung chiing trong di€u tri, chan doan va theo ddi cac bénh lién quan dén tau.

D.L. Castillo-Carranza va cic ddng tac gia, "Passive Immunization with Tau
Oligomer Monoclonal Antibody Reverses Tauopathy Phenotypes without Affecting
Hyperphosphorylated Neurofibrillary Tangles", Vol. 34, no.12, 19 thang 3 ndm 2014,
trang 4260-4272 mb ta viéc gy mién dich thy dong bang khéng thé don dong khang
oligome Tau. Tai liéu nay thao ludn vé vai trd clia cac oligome tau trong su tién trién

bénh va tinh hop 18 1am dich diéu tri ciia cia céc oligome tau dbi v6i bénh Alzheimer.

Tuy nhién, cho dén nay chua c6 khang thé huéng dich tau nao dwgc chip thuin
dé sir dung trong diéu tri va hién khong c6 liéu phap diéu bién bénh nao duge phé chuén
dbi v6i AD hodc PSP. Do d6, van con nhu clu vé cac khang thé khéang tau khéac. Cu thé,
van con nhu cu vé& cac khéng thé khang tau ma lién két dic hiéu véi cac thé két tu tau
va gidm lan truyén su hinh thanh két tu tau, hinh thanh NFT va sy mét noron. Céac khéng
thé khang tau nhu vay t6t hon ciing c6 cac dic tinh Iy hoa tdt dé tao diéu kién thuén loi

cho su phat trién, san xuat, va/hodc bao che.
Ban chat ki thuat ciia sang cheé

Vi c4c 1y do néu trén, muc dich cia sang ché 1a d& xuét khang thé don dong lién
két v6i tau ngudi va chira ving bién ddi ctia chudi nhe (light chain variable region -
LCVR) va viing bién ddi ctia chudi ning (heavy chain variable region - HCVR), trong
d6 LCVR chira cic ving quyét dinh bd ctru (complementarity determining region -
CDR) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 va HCVR chtra caic CDR HCDR1, HCDR2 va
HCDR3. Theo cac phwong 4n cu thé clia séng ché, trinh tu axit amin cia LCDR1 dugc
néu trong SEQ ID NO.3, trinh ty axit amin cia LCDR2 duogc néu trong SEQ ID NO.4,
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trinh tu axit amin cda LCDR3 dugc néu trong SEQ ID NO.5, trinh ty axit amin cia
HCDRI1 dugc néu trong SEQ ID NO.6, trinh ty axit amin cia HCDR2 dugc néu trong
SEQ ID NO.7, va trinh ty axit amin HCDR3 dugc néu trong SEQ ID NO.38.

Theo khia canh thtr nhit, sang ché d& cap dén khang thé don dong lién két véi
tau ngudi, chita LCVR va HCVR, trong d6 trinh ty axit amin cia LCVR dugc néu trong
SEQ ID NO.9 va trinh tu axit amin cia HCVR dugc néu trong SEQ ID NO. 10. Theo
mot phuong 4n khéc, sang ché @& cip dén khang thé don dong lién két v6i tau ngudi,
chira chudi nhe (light chain - LC) va chudi ning (heavy chain- HC), trong do trinh ty
axit amin ciia LC dugc néu trong SEQ ID NO.1 va trinh ty axit amin cia HC dugc néu
trong SEQ ID NO.2.

Sang ché d& cap dén khang thé don dong ma lién két v6i tau ngudi. Theo mot
phwong 4n, sang ché @& cap dén khang thé don dong ma lién két vdi epitop cAu hinh cua
tau ngudi. Theo mot phuong an cu thé, epitop cAu hinh ctia tau ngudi bao gbm céc gbc
axit amin 7-9 va 312-322 cua tau ngudi, trong d6 trinh tu axit amin ctia tau ngudi dugc
néu trong SEQ ID NO.13.

Séang ché ciing d& xuit dugc phim chutra khang thé don dong theo séng ché va
mot hodc nhiéu chét mang, chét pha lodng hodc ta dugc dugc dung. Ngoai ra, ban md ta
bdc 16 phuong phép diéu tri AD, PSP, hoic PD bao gém viéc cho bénh nhan can diéu

tri st dung dugc phém theo sang ché.

Ngoai ra, ban mé ta ciing boc 16 phwong phép didu trj cac bénh thodi hod than
kinh. Cu thé hon, ban mo ta ciling boc 16 phuong phap diéu tri AD, PSP, hoiic PD bao
gdm viéc cho bénh nhan cin diéu tri str dung lugng hiru hiéu khéng thé don dong theo
sang ché.

Sang ché ciing dé xuit khang thé don dong theo sang ché dé sir dung trong diéu
tri. Cu thé hon, sang ché ciing dé xuét khang thé don dong theo sang ché dé sir dung
trong diéu trj AD, PSP, hoic PD.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén viée st dung khéng thé don dong theo
sang ché trong san xuét thudc dé diéu tri AD, PSP, hoic PD.

Séang ché ciing d& cap dén phan tr axit nucleic va vecto biéu hién ma hoéa khang

thé don dong theo séang ché. Theo mot phuong 4n, sang ché @ cap dén phan tir ADN
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chira trinh tu polynucleotit ma hoa polypeptit cd trinh tu axit amin SEQ ID NO.1, va
chira trinh ty polynucleotit ma héa polypeptit c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO.2. Theo
mot phwong 4n cu thé, trinh tw polynucleotit ma héa polypeptit c6 trinh ty axit amin
SEQID NO.1 dugc néu trong SEQ ID NO.11 va trinh tu polynucleotit ma héa polypeptit
¢O trinh ty axit amin SEQ ID NO.2 dugc néu trong SEQ ID NO.12.

Theo khia canh khac, sang ché @& cép dén té bao déng vat c6 v chira phan tir
ADN theo sang ché trong d6 té bao nay c6 kha ning biéu hién khang thé don dong chira
chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1 va chudi niing cé trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 2.

Hon nita, sang ché dé cép dén khang thé don dong dugc tao ra theo quy trinh,
trong d6 quy tinh ny bao gdm budc nudi cdy té bao chii chira trinh ty polynucleotit ma
héa polypeptit cé trinh ty axit amin SEQ ID NO.1 va trinh tu polynucleotit ma héa
polypeptit cé trinh tu axit amin SEQ ID NO.2, trong diéu kién sao cho khang thé don
dong dugc bidu hién, va budc thu hdi tir té bao chi nay khéng thé don dong chira LC va
HC, trong d6 trinh ty axit amin cia LC dugc néu trong SEQ ID NO.1 va trinh ty axit
amin cia HC dugc néu trong SEQ ID NO.2.

Theo khia canh khéc nita, sang ché @& cap dén dugc phdm chira khang thé don
dong theo sang ché va mot hodc nhidu chét mang, chét pha loing hoic t4 dugc dugc

dung.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén khang thé don dong theo sang ché dé

st dung trong diéu tri.

Tét hon, néu khang thé don dong theo sang ché 1a dé str dung trong diéu tri bénh
duoc chon tir bénh Alzheimer, bénh 1iét trén nhan tién trién va bénh Pick.
MO ta chi tiét sang ché

Nhu dugc sir dung trong ban md ta, “khang thé” 12 phéan tir globulin mién dich
chira 2 HC va 2 LC duoc lién két 1ién phan tir bing cac lién két disulfua. Phan tan cing
amin ctia mdi LC va HC bao gdm viing bién d6i gdm khoang 100-120 axit amin chi yéu
chiu trach nhiém nhan biét khang nguyén qua cic CDR nam trong d6. Cac ving CDR
nim xen k& v6i cac ving bao tdn hon goi 13 c4c ving khung (framework region - “FR”).
M3i LCVR va HCVR gdm 3 CDR va 4 FR, dugc sip xép tir dau tin viing amino dén
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dau tdn cung carboxy theo trat tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. 3
CDR cua LC duogc goi 1a “LCDR1, LCDR2, va LCDR3,” va 3 CDR cua HC dugc goi
1a “HCDR1, HCDR2, va HCDR3.” Cac CDR chira hdu hét cac gbc ma tao ra cic twong
tac dic hidu voi khang nguyén. Chirc nang lién két ciia khang thé véi khang nguyén cu
thé bi anh hudng nhidu boi sau CDR. Viéc gan céc axit amin vao c4c mién CDR nim
trong ving LCVR va HCVR cua khéng thé theo sang ché dua trén quy tic danh sb Kabat
ndi tiéng (Kabat, et al., Ann. NY Acad. Sci. 190:382-93 (1971); Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991)), va quy tic danh s§ North (North
et al., A New Clustering of Antibody CDR Loop Conformations, Journal of Molecular
Biology, 406:228-256 (2011)).

Céac LC duoc phan loai 1 kappa hoic lambda, mdi chudi nay dic trung bdi ving
hing dinh cu thé da biét trong linh vure k§ thuat nay. Cac khang thé don dong theo séng
ché bao gdm cac LC kappa. Cac HC duge phan loai 12 gamma, mu, alpha, delta, hodc
epsilon, va 14n lugt x4c dinh céc kiéu twong dwong ciia khang thé 1a IgG, IgM, IgA, IgD,
hoic IgE. Cac khang thé don dong theo séng ché bao gdm cac HC IgG. Céc khang thé
IgG c6 thé duoc chia tiép thanh cac phan 16p, vi dy, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4. Theo mot
phuong 4n cu thé, cac khang th8 don dong theo sang ché 12 IgG4. Phén tin cling bing
carboxy ctia mdi HC dinh ra viing héng dinh chu yéu chiu trach nhiém vé chirc ning tac
dong. Theo mot phwong 4n cu thé, cac khang thé don dong theo sang ché c6 mot hoic
nhidu cai bién trong viing hing dinh ctia m&i HC 1am giém chire nang tac dong. Theo
mdt phuong 4n cu thé hon, cac khéng thé don dong theo sang ché 12 IgG4 va cb cac cai
bién trong viing hing dinh ctia ca hai HC ma 1am giam chic nang téc dong bao gOm axit
amin alanin & c4 hai gbc 230 va 231 (viéc danh sb gbc dua trén HC 1am vi du ¢6 SEQ
ID NO.2). Theo mét phuong 4n cu thé hon nira, cac khang thé don dong theo séng ché
12 IgG4 va c6 céc cai bién trong ving hing dinh ctia ca hai HC ma 1am giam chtrc ning
tac dong bao gdm axit amin alanin & ca hai gbc 230 va 231 va c6 céc cai bién khac trong
ving hing dinh cta ca hai HC thuc dy su én dinh bao gdm axit amin prolin & gbc 224
va su khuyét axit amin lysin & gbc 443 (viéc danh sb géc dva trén HC lam vi du ¢6 SEQ
ID NO.2).

Céc khang thé theo sang ché 1a khang thé don dong (“mAbs”). C4c mAb theo

sang ché 12 cdc mAb hoan toan chira 2 HC va 2 LC. Nhu dugc dé cap trong ban md ta,

-6-



26387

cac mAD 1a cac khang thé thu dugc tir ban sao hoic dong duy nhét bao gém, ching han,
dong sinh vat nhan dién hinh, dong sinh vét nhan nguyén thiy hodc dong thé thuc khuén,
va khong phai 13 phuong phép tao ra dong nay. Cac khang thé don dong c6 thé duoc tao
ra, ching han, bang cic cong nghé lai, cong nghé téi t6 hop, cong nghé biéu hién bing
thé thuc khudn, cong nghé tdng hop, vi du, ghép CDR, hoic su két hop cua cac cong

nghé€ nhu vay hodc céc cong ngh¢ khéc da biét trong linh vyuc nay.

Phuong phép san xuét va tinh ché khang thé da dwogc biét rd trong linh vuc nay
va c6 thé xem trong, ching han, Harlow and Lane (1988), Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring harbor, N.Y., chapters 5-8
and 15, ISBN 0-87969-314-2. Vi du, chudt c6 thé duoc gdy mién dich bang ciip soi xoén
b¢ (paired helical filaments - “PHF”) ctia tau ngudi tir md ndo ciia bénh nhan dugc xac
dinh 1a méc AD (Jicha et al., J. Neurosci. Res., 15:48(2), 128-132 (April, 1997)), va
khang thé thu dugc c6 thé dugc thu hdi, tinh ché, va cac trinh ty axit amin dugc xac dinh
biang cach st dung cic phuong phép théng thudng da biét rd trong linh vuc nay. Céc
khang thé don dong theo sang ché dugc thiét ké di truyén dé chita mot hodc nhidu viing
khung ctia ngudi bao quanh cac CDR thu dugc tir khang thé khong phai ctia ngudi. Cac
trinh tw dong mam ving khung cia ngudi c¢6 thé mua duoc tir hang ImMunoGeneTics
(INGT) qua trang mang cia ho, http://imgt.cines.fr, hodc tr The Immunoglobulin
FactsBook cua Marie-Paule Lefranc va Gerard Lefranc, Academic Press, 2001, ISBN
012441351. Theo cac phuong 4n cu thé ciia sang ché, cac viing khung HC va ving khung
LC dong mam cu thé dé sir dung trong khéng thé don dong theo sang ché 1in lugt bao
gbm 5-51 va A27.

Theo cac phuong 4n cu thé cta sang ché, khang thé, hoic axit nucleic ma héa
khang thé, dugc tao ra & dang phan 1ap. Nhu dugce st dung & day, thuét ngit “phan 1ap”
chi protein, peptit hoic axit nucleic khong chira hodc hiu nhu khéng chira cic dai phan

tir khac dwgc phat hién trong méi trudng té bao.

Céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duoc san xuét va tinh ché bang cach
sir dung cac phwong phap d biét. Ching han, cac trinh tw cADN ma héa HC (vi du trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO.2) va LC (vi du trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO.1) c¢6 thé dugc tach dong va dua vao vecto biéu hién GS (glutamin
synthetaza). Vecto biéu hién globulin mién dich dugc thiét ké di truyén sau d6 c6 thé

duoc chuyén nhim 8n dinh vao cac té bao CHO. Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
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vuc nay s€ théy dwoc ring viée biéu hién khéng thé & dong vat c6 vi s& din dén sy
glycosyl héa, tiéu biéu 12 & cac vi tri N-glycosyl hoa bao tdn cao trong viing Fc. Cac
dong 6n dinh c6 thé dwoc bién ddi d& biéu hién khang thé lién két dic hiéu véi cac thé
két tu tau. Cac dong dwong tinh c6 thé dugc nhan réng trong méi trudng nudi chy khong
chira huyét thanh d& san xuét khang thé trong thiét bi phan tng sinh hoc. Moi truong,
ma khang thé duoc tiét vao d6, c6 thé duge tinh ché bang cac k¥ thuat thong thudng. Vi
du, moi trudong nay c6 thé durgc dua 1én cot Protein A hoic G Sepharose FF ma da dugc
can bang v6i dung dich dém tuong thich, nhu dung dich mubi dém phosphat mét cach
thun tién. Cot dugc rira d& loai bo cac thanh phan gin két khong dic hidu. Khang thé
gin két duoc giai hdp, ching han, bing gradien pH va cac phin doan khang thé duoc
phat hién, nhu bang phuong phép SDS-PAGE, va sau d6 gép chung lai. Khéng thé ¢6
thé dugc co dac va/hoic loc vo tring bing cach sir dung cac ki thuat thong thuong, Thé
két tu va cac multime hoa tan c6 thé dugc loai bdé mdt cach hidu qua béng cac k¥ thuat
thong thudng, bao gdm sic ky loai trir theo kich thudc, sic ky twong tac ky nuéc, sic
ky trao dbi ion, hoic sic ky hydroxyapatit. San phdm c6 thé dugc 1am lanh déng ngay,
ching han & -70°C hoic ¢6 thé dugc déng khd.

Céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé diéu trj cho bénh
nhan. Cu thé hon, cic khéng thé theo séng ché duoc trong doi 13 diéu tri dugc nhém céc
ri loan thoai hoa thin kinh, goi 1a bénh Iy tau, bao gdm AD, PSP, va PD. Mic di cac
khang thé don dong theo sang ché dugc trong doi 13 hitu dung trong diéu trj AD, PSP,
va PD, c4c khang thé nhu véy ciing c6 thé hitu dung trong diéu trj cac bénh ly tau khac,
bao gdm bénh ndo do chén thuong man tinh. Nhu dugc st dung thay ddi cho nhau trong
ban mb ta, “su didu tri” va/hodc “viéc diéu tri” va/hode “diéu tri” duge du dinh dé chi
tht ca cac quy trinh trong d6 c6 thé ¢ viéc 1am chim, 1am gian doan, 1am ngimg, kiém
soat, chAm dut, hodc dao nguoc sy tién trién cta cac rbi loan dugc mé ta trong ban mo
ta, nhung khong nhét thiét 1a viéc loai bd hoan toan tAt ca cac triéu chiing ctia ri loan.
Viéc didu tri bao gdm viée sir dung khang thé theo sang ché dé didu tri bénh hozc tinh
trang bénh ly & ngudi ma co thé c6 loi tir viéc giam su lan truyén cla it nhat mot trong
s6 su hinh thanh thé két tu tau, su hinh thanh NFT va sy mét noron, va bao gf‘)m: (a) viéc
{rc ché tién trién tiép theo ctia bénh, tirc 13, 1am nglrng su phat trién cia bénh; va (b) lam
thuyén gidm bénh, tirc 1a 1am cho bénh hodc r6i loan thodi trién hodc 1am gidm céc tricu

chirg hodc bién ching ctia chung.
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Nhu duoc st dung thay dbi cho nhau trong ban mb ta, thut ngit “bénh nhan,”
“d6i trong,” va “cé thé,” chi ngudi. Theo cic phurong 4n nhit dinh, bénh nhan con dic
trung boi bénh, rdi loan, hojc tinh trang bénh ly (vi du, 161 loan thoai hoa thin kinh) ma
c6 thé 6 1oi tir viéc giam sy lan truyén ciia it nhit mot trong s su hinh thanh thé két tu
tau, su hinh thanh NFT, va sy mét noron. Theo mot phuong an khéc, bénh nhan con dic
trung boi nguy co phat trién bénh, rbi loan, hodc tinh trang bénh ly thoéi hod than kinh
ma c6 thé c6 1¢i tir viéc giam su lan truyén cla it nhit mot trong s& su hinh thanh thé

két tu tau, sy hinh thanh NFT, va su mét noron.

Nhu duge sit dung trong ban md ta, thuat ngir “lién két” tau chi twong tic clia
khang thé véi epitop ciia thé két tu tau ngudi. Tét hon, néu epitop 14 epitop cAu hinh ciia
tau ngudi. Theo mdt phuong an cu thé, thuat ngit “lién két” tau chi twong tac v6i epitop
c4u hinh bao gém céc gbc axit amin 7-9 va 312-322 cua thé két tu tau nguoi (viéc danh
sb gbc dua trén tau ngudi 1am vi du c6 SEQ ID NO.13). CAn hiéu ring c6 cac bién thé
da biét cua protein tau ngudi, vi du thu duge tir cac bién thé ghép ndi. Tuy nhién, cac
bién thé da biét nhu vy c6 epitop cdu hinh bao gém cac gbc axit amin 7-9 va 312-322
ctia SEQ ID NO.13. Tuy nhién, céc bién thé da biét c6 thé din dén thay déi viéc danh
s6 gbc abi vai cac gbe axit amin 7-9 va 312-322 ctia SEQ ID NO.13. Mic du viéc dénh
s6 gbc c6 thé thay ddi & mot s6 bién thé, cac axit amin chira epitop vaAn giéng nhau.
Thuét ngit “epitop” nhu dugc sit dung & day chi cac vi tri ba chiéu riéng biét trén khang

nguyén ma duoc nhan dién béi cac khang thé don dong theo sang ché.

Khéng thé don dong theo sing ché c6 thé dugc két hop vao dugce phidm, ma co
th dugc bao ché bing cic phuong phap da biét rd trong linh vuc nay va chira khéng thé
don dong theo sang ché va mot hogc nhiu chit mang va/hoic chat pha lodng dugc dung
(vi du, Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 22" Edition, Loyd V., Ed.,
Pharmaceutical Press, 2012, tai liéu ndy tém tit cic k§ thuat bao ché thuong da biét dbi
v6i nha bao ché). Cac chit mang thich hgp ding cho dugc phim bao gdm nguyén lidu
bét ky, ma khi dugc két hop véi khang thé don dong theo sang ché, van giit dugc hoat

tinh ctia phan tir ndy va khong tac dong téi hé mién dich ctia bénh nhén.

Dugc phim chira khang thé don dong theo séng ché c6 thé dugc st dung cho
bénh nhin cb nguy co, hodc thé hién bénh hodc rbi loan mo ta trén ddy qua cac dudng
ngoai tiéu hoa (vi dy, duéi da, trong tinh mach, trong mang bung, trong bép, hodc qua

Ay1?°

da). Dugc pham theo sang ché chtra luong “hitu hiéu” hodc lugng “hitu hiéu diéu tri”,
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nhu dugc sit dung thay ddi 14n nhau trong ban md ta, khang th don dong theo sang ché.
Luong hitu hi€u chi luong can thiét (theo lidu va trong c4c khoang thoi gian va cho céc
phuong phép st dung) dé dat duoc két qua diéu tri mong muén. Luong hitu hidu cua
khang thé don dong c6 thé thay dbi theo céc yéu td nhu tinh trang bénh, do tudi, gidi
tinh, va thé trong clia c4 thé, va kha nang tao ra d4p img mong mudn & c4 thé cia khéng
thé don dong. Lugng hitu hiéu ciing 14 lugng ma trong d6 cac tc dung doc hoac bét loi
bét ky ctia khang thé don dong theo sang ché nho hon rat nhiéu so véi cac tic dung c6

loi trong diéu tri.
Khang thé khang tau dugc thiét k& di truyén

Khi tao ra khang thé khang tau theo séng ché, cac vin d& quan trong vé do én
dinh héa hoc va vat Iy dugc tinh dén. Céc vin d& dugc tinh dén bao gdm 4i lyc lién két
thp, tinh sinh mién dich, sw két ty, sy dime héa HC, ciing nhu sw khir amit, sy oxy héa,

su dong phin hoa va sy thao cudn ving bicn doi.

Chéng han, khang thé IgG1 chudt MC-1 (“MC-1")(Albert Einstein College of
Medicine, Jicha et al., 1997), ma nhén biét epitop cAu hinh ctia protein tau & cac géc axit
amin 7-9 va 312-322 (viéc danh sb gdc dua trén protein tau ngudi lam vi du c6 trinh ty
axit amin SEQ ID NO.13), dau tién dugc 1am giéng nhu cla ngudi bing céch thiét ké
ba CDR ciia HC ctia MC-1 chudt vao nhidu gen dong mim ving khung HC ngudi va ba
CDR ciia LC ctia MC-1 chudt vao nhidu gen dong mam viing khung LC ngudi. Céc ciu
trac da 1am gidng nhu clia ngudi ciia MC-1 sir dung 96 t5 hop khac nhau cua céc ving
khung chuBi ning va chudi nhe, dai dién cho timg ho trong sé mudi hai ho dong mam
vung khung HC (cac vung khung HC ngudi cu thé: 1-24, 1-46, 1-69, 2-05, 3-15, 3-23,
3-53, 3-72, 4-04, 4-39, 5-51, va 6-01) va timg ho trong s tdm ho dong mam LC (céc
vung khung LC nguoi cu thé: A-26, A-27, B-2, B-3,L-2, L-12, 011, va O-2). Céc gen
dong mam ving khung tuong Gng dugc tach dong vao vecto biéu hién chudi ning va
chudi nhe IgG4 ngudi va chuyén nhidm vao céc té bio HEK293 dé biéu hién va phén
tich lién két bing ELISA. Mic di nhidu cip ving khung thé hién mdt sé muc do lién
két v6i tau ngudi theo ELISA, céc cAu truc khang thé thu dugc th& hién vo s cac van
dé bao gém 4i Iuc lién két yéu, su két tu, su dime héa HC, va cac vAn dé vé d6 bn dinh

héa hoc nhu sy khtr amit, sy oxy héa, va sy dong phén hod & cac ving bién doi.
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Do d6, céc cai bién duoc thiét ké di truyén dé phat trién khéng thé khang tau c6
4i luc lién két t6t hon, loai trir hodc 1am gidm sy dime h6a HC, giam tinh sinh mién dich,
va dd 6n dinh héa hoc va vat Iy t8t hon. Céc cai bién v& axit amin (twong tng véi MC-
1, Jicha et al., 1997) duoc dua vao HCDR2 va HCDR3, va LCDR1, LCDR2, va LCDR3.
Khéng thé chubt da cai bién dugc lam gidng nhu ctia nguoi bang cach dua ba CDR ciia
HC vao nhiéu gen dong mam ving khung HC ngudi va ba CDR cta LC vao nhiéu gen
dong mam ving khung LC ngudi chi yéu nhur dugc mo ta trén day. Hon nita, cic nghién
ctru sau rong vé& do dn dinh cia protein dugc thuc hién va cic khang thé don dong duoc
thiét ké di truyén duoc sang loc dé biéu hién va cac dic tinh bén nhiét ciing nhu cc dic
tinh v& 4i Iyc lién két. Khéng thé don dong chira bay dot bién CDR (vi tri axit amin dua
trén cach danh s gbc axit amin thing cua khang thé 1am vi du theo sang ché néu trong
bang 1: HCDR2 & N61E va E62K; HCDR3 ¢ P103V va Y105D; LCDR1 ¢ G34Q;
LCDR2 & S57D; va LCDR3 & H98L) duoc xéc dinh 14 c6 4i lyc lién két, do 6n dinh héa
hoc va vat 1y cai thién, va tinh sinh mi&n dich d6i véi cac khang thé don dong theo sang
ché (twong tmg véi MC-1, Jicha et al., 1997). Khong co6 cai bién nao trén day dugc x4c
dinh trong dac tinh cia MC-1 hodc cuia cac cAu tric khang thé MC-1 duoc lam giéng

nhu cla nguoi.

Khéng thé don dong khang tau duogc thiét k& di truyén lam vi du theo sdng ché
duoc thé hién trong bang 1. Khéng thé don dong khang tau dugc thiét ké di truyén lam
vi du bao gdm ving khung HC ngudi 5-51 va ving khung LC ngudi A27. M&i quan hé
giita nhiéu viing khac nhau trong khang thé don dong khéang tau duoc thiét k& di truyén
lam vi du 13 nhu sau (vi¢c danh sb céc axit amin ap dung cach danh sb th'fmg; viéc gan
céc axit amin vio cc mién bién dbi dua trén hé théng International Immunogenetics
Information System® c6 trén trang mang www.imgt.org; viéc gan cic axit amin vao cac
mién CDR dua trén quy tic danh sd North ndi tiéng, trir viéc dnh s6 HCDR2 dua trén

quy tic ddnh s6 Kabat nbi tiéng):
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Bang 1: Céc vung axit amin ctiia khang thé don dong khang tau duoc thiét k& di truyén

1am vi dy theo sang ché.

SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:1
Ving Vi tri Ving Vi tri
FRH] 1-22 FRLI 1-23
HCDR1 | 23-35 LCDR1 |24-39
FRH2  |36-49 FRL2 | 40-53
HCVR LCVR
HCDR2 | 50-66 LCDR2 | 54-61
FRH3  |67-96 FRL3 62-93
HCDR3 | 97-105 LCDR3 | 94-102
FRH4 | 106-116 FRLA4 103-112
(\i’iﬁnﬁg hing | .y 117-442 Xi‘iﬁg hang | oy 113-219

Céc vi du va thir nghiém sau day chung to rang cac khang thé don dong theo sang
ché hiru dung d& diéu tri cac rdi loai thoai hoa than kinh c6 lién quan dén su lan truyén
cac thé két tu tau nhu AD, PSP, hodc PD. Tuy nhién, can hiéu rﬁng, cac vi du sau dugc
dua ra chi dé minh hoa va khong mang tinh gi¢i han, va ngudi c6 k¥ ning trung binh

trong linh vuc c6 thé tién hanh c4c cai bién khac nhau.
Vi du thwc hién sang ché
Biéu hién khéng th8 khang Tau dugc thiét ké di truyén

Céc khang thé don dong khéng tau dugc thiét ké di truyén theo sang ché co thé
duoc bidu hién va tinh ché chi yéu nhu sau. Vecto biéu hién glutamin synthetaza (GS)
chtra trinh ty ADN SEQ ID NO.11 (mi hoéa trinh ty axit amin LC SEQ ID NO.1) va
trinh tw ADN SEQ ID NO.12 (ma héa trinh ty axit amin HC SEQ ID NO.2) dugc dung
d chuyén nhim dong té bao tring chudt ddng Trung Quéc (Chinese hamster ovary -
CHO) bang phwong phép dién chuyén. Vecto bidu hién ma hoa doan khéi diu SV Early
(virut Simian 40E) va gen GS. Viéc bidu hién GS cho phép tdng hop héa sinh glutamin,

mdt axit amin can thiét cho cac t€ bao CHO. Sau khi chuyén nhiém, c4c té bao duogc
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sang loc luvgng 16n bang 50uM L-methionin sulfoximin (MSX). Kha ning @c ché GS
ciia MSX duoc st dung dé ting tinh nghiém ngit cia viéc sang loc. Cac té bao c6 su
tich hop cADN vecto biéu hién vao viing c6 hoat tinh phién ma ciia hé gen té bao chu
c6 thé duogc chon so véi céc té bao CHO kiéu hoang dai, ma biéu hién mirc GS ndi sinh.
San phdm chuyén nhiém gép chung dugc dua vao dia véi mat do thip dé céc té bao biéu
hién 6n dinh sinh truéng nhanh chéng gin nhu thanh dong vé tinh. Cac giéng trdi dugc
sang loc vé& mirc biéu hién khang thé va sau d6 nhan 1én trong moi trudng nudi chy dang
huyén phi khong chira huyét thanh can ding dé san xuét. Mbi trudng d3 gan trong ma
khang thé tiét vao d6 dugc dua 1én cot 4i luc Protein A ma da dugc can bang bing dung
dich dém tuong hop, nhur nuéc mudi dém phosphat (46 pH=7,4). Cot nay dugc rira bang
NaCl IM dé loai b6 céc thanh phan lién két khéng dic hiéu. Khang thé don dong khang
tau duoc giai hip, vi dy, bing natri xitrat & d6 pH (khoang) 3,5 va cac phan doan dugc
trung hoa bing dung dich dém Tris 1M. Cé4c phan doan khéng thé don dong khang tau
dugc phat hién, ching han bing SDS-PAGE hoic sic ky phén tich loai trir theo kich
thudc, va sau d6 gép chung lai. Thé két tu va cic multime hoa tan c6 thé dugc loai bd
mdt cach hidu qua bing céc k¥ thuat théng thudong, bao gdm sic ky loai trlr theo kich
thudc, sic ky twong tac ky nude, sic ky trao di ion, hogc sic ky hydroxyapatit. Khang
thé don dong khéng tau theo sang ché duge cb dic va/hoic loc vo khuén bing cic k§
thuat théng thuong. P tinh khiét ciia khang thé don dong khéng tau sau cac budc sdc
ky nay 16n hon 95%. Khang thé don dong khang tau theo sang ché c6 thé duoc 1am lanh
dong ngay ¢ -70°C hodc bao quan & 4°C trong vai thang.

Pong hoc va ai luc lién két

Thir nghi€ém cdng hudng tir bé mit (Surface Plasmon Resonance - SPR), do b%lng
thiét bi BIACORE® 2000 (mdi bang dung dich dém chay HBS-EP+ (GE Healthcare, 10
mM Hepes 49 pH=7,4 + 150 mM NaCl + 3 mM EDTA + 0,05% chét hoat dong bé mat
P20) & 25°C), duoc st dung dé x4ac dinh lién két ctia khang thé don dong khéng tau 1am
vi du theo vi du 1 véi ca tau monome (vi duy, tau ty nhién hodc khong két tu) va céc thé
két tu tau ngudi (déu c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:13). Lién két cua
cdu truc khang thé MC-1 da 1am giéng nhu clia ngudi (c6 td hop ving khung: chudi
ning 5-51, chudi nhe A27) véi tau monome va thé két tu tau nguoi duge xac dinh theo

cung phuong phép.
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Trir viée tht ca cdc chét phan tmg va nguyén lidu 13 tir hing BIACORE® AB
(Upsala, Sweden) nhu da luu y. Chip CMS5 chira protein A c¢b dinh (dwoc tao ra bing
phan tmg két hgp amin NHS-EDC chudn) trén ca bdn 6 Iuu lugng (flow cell - FC) dugc
str dung dé dung phuong phap bét gitr. Cac mau khang thé dugc chuin bj & ndng dd
0,5pg/mL bing cach pha lodng vao dung dich dém chay. Tau monome va tau dang soi
duoc chuén bi & ndng d 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,82, 3,91, 1,95,
va 0 (mAu tring) nM bing cach pha long vao dung dich dém chay. M&i chu trinh phan
tich bao gdm: (1) bt gitr c4c mAu khang thé trén céc 6 luu lugng riéng r& (FC2, FC3, va
FC4); (2) bom 250uL (300 gidy) tau monome hodc thé két tu soi tau qua FC tuong ting
& tbc @6 50 pL/phut; (3) trd lai dong dém trong 20 phut dé theo ddi pha phan ly; (4) tai
tao b& mat bé& mit chip bing cach bom 25 pL (30 gidy) glyxin, 0 pH=1,5; (5) cén bang
b& mit chip bang cach bom 50 pL (60 gidy) HBS-EP+.

Dit liéu lién két ciia thé két tu tau duge xir Iy bing cach sir dung tham chiéu kép
tiéu chuin va khép v6i mo hinh lién két 1:1 bang phin mém Biacore 2000 Evaluation,
phién ban 4.1, @& xéc dinh tdc @0 két hop (kon, don vi M™'s™"), téc d6 phén ly (kosr, don
vi s1), va Ruax (don vi RU). Hing s6 phan ly can bing (Kp) dugc tinh toan tir hé thirc
Kb = Koft/Kon, va ¢6 don vi 1a phan t& mol/L. Dit li¢u lién két clia tau monome khong thé
x4c dinh chinh x4c dugc bng SPR nhu md ta trén diy do téc do két hop va phan ly
nhanh. Do dé, Kp dbi vai lién két ciia tau monome thu dugc bang céch sir dung md hinh
khép lién két & trang thai tinh tir viéc xdy dung dd thi ndng dd khéng nguyén theo don

vi dap tmg. Dt lidu lién két thu dugc dugce néu trong bang 2.

Bang 2: Dit liéu lién két SPR d6i v6i ca tau ngudi dang monome va thé két tu tau.

kon koff KD*
Pon vi MIs!) | (Pon vi M st | (nM)
H}Ab l’<ha’1ng tau | Tau monome K.‘E"“g phat K.I}"ng phat 235
lam vi du theo vi hién duogc hién duogc
dul 2 1.4
' Thekett 4 soeq <le-5 <0,22
tau
CAu trac khang Khong duogc Khong dugc
théMC-1da | 24 ™MOOME | w4 dinh xéc dinh 530
lam giong nhu .
clia ngudi tTall‘le KW 5 7504 1,02e-4 1,77

*Két qua Kp duoc xem 13 twong d6i vi két qua khong duge chuén héa cho anh hudng ciia kha lyc.
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Két qua duoc néu trong bang 2 chimg té rang khang thé don dong tau theo vi du
1 khong c6 lién két do duoc v6i tau monome dé c6 thé xac dinh chinh x4c gia tr 4i luc
bang phép phén tich Biacore (do tdc do két hop va tdc d6 phén ly nhanh). Trai lai, két
qué dugc néu trong bang 2 chung to rang khang thé don dong khéng tau theo vi du 1 c6
4i Iyc v6i thé két tu tau tdt hon so v6i cdu tric khang thé MC-1 dugc lam giéng nhu ctia
nguoi.

Thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (Enzyme-Linked Immunosorbant
Assay - ELISA) dugc dung d8 x4c dinh ai luc lién két trong dbi ctia khang thé don dong
khéng tau 1am vi du theo vi du 1 véi cac soi tau két ty tir dich ddng thé ndo AD. Dich
ddng thé ndo AD dugc chuin bi tir khoang 80g vd ndo tlr ndo cua bénh nhan AD. Mot
cach vén tit, dung dich dém (hdn hop chit tc ché proteaza TBS/ImM PMSF/1X
Complete® (Roche, p/n. 11 697 498 001) va chét &rc ché phosphataza (ThermoFischer,
p/n. 78428)) dugc bd sung vao md ndo AD & khoang 10ml/1g (md). Md nay dugc dong
hoa bang thiét bi Kinematica Polytron cim tay & téc d6 6-7. Sau d6 md nay duoc ddng
hoa tiép bang Parr Bomb (Parr Instrument, p/n. 4653) & ap suét nito 1500 psi trong 30
phut. Dich ddng thé dugc ly tim & 28.000g (rdto J14 Beckman) trong 30 phut & 4°C.
Dich nudi cdy ndi duge thu gom, gép chung va chay qua cdt gitt cao 4 cm Sepharose
400 Superflow dé loai bd cac manh vun 16n hon, sau d6 chay qua cot MC1-Affigel 10
dung tich 25 ml & tdc d6 dong 50 - 60 ml mot gid, dé tinh ché céc soi tau lién két MCI.
Dé t6i da hoa ty 16 thu hdi & bude tinh ché, cac dich ndi dugc tai sir dung qua cot MC-1
trong vong 18-20 giv & 4°C. Cot git dugc loai bo va cot MC1 duoc rira bang TBS v&i
lugng it nhét 40 14n thé tich cot. Cac thé két tu tau lién két sau d6 duoc giai hép bing 2
thé tich cot KSCN 3M, thu gom thanh céc phan doan 1 ml. Néng do protein trong mdi
phén doan duogc giai hip dugc kiém tra bang thir nghiém Bradford dia vi chuin d9. Céac
phéin doan chta mitc protein duwong dugc gop chung, cd dic thanh khoing 2ml bing
thiét bi Centricon (Millipore Ultracel-30K) & 4°C, va thdm tach bang thiét bj Slide-A-
Lyzer (10K MWCO 3-12ml, Pierce) qua dém bing 1 lit TBS. Nong db tau trong cic sgi
tau dugc tinh ché tir dich ddng thé ndo AD duogc xac dinh bing phuong phap ELISA
kidu banh kep (sandwich) bang cach sir dung khang thé bat gitt DA-9 va khang thé phat
hién CP27.

Céc soi tau duge tinh ché (50ul) trong PBS duge phi 1én cic giéng clia dia 96
giéng (Coastar, p/n. 3690) & ndng d6 twong tmg vé6i 0,7 pg/ml tau tbng s6. Cac dia dugc
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1 qua dém ¢ 4°C, sau d6 rira ba 14n bang 150pl PBST (PBS chira 0,05% Tween-20),
phong bé trong 100ul BB3 (ImmunoChemistry Technology, p/n. 643) & nhiét do trong
phong trong it nhét 1 gid (thuong 1a 2 gid). Sau khi phong bé, chit dém phong bé dugc
14y ra khoi giéng. Khang thé don dong khéng tau 1am vi du theo vi du 1 va céu tric
khang thé MC-1 dugc lam gidng nhu cia ngudi (c6 t6 hop ving khung: chudi ning 5-
51, chudi nhe A27) duge pha lodng trong dung dich dém 0,25% casein thanh dung dich
gbc 1000nM, sau d6 pha loang hang loat 23 14n bing cac budc pha loang hai lan. 50ul
dung dich gbc va khang thé dugc pha lodng hang loat (khéng thé don dong tau lam vi
du theo vi du 1 hodc cAu truc khang thé MC-1 dugc lam giéng nhu ciia nguoi) duge bd
sung vao cac giéng riéng r& va U trong 2 gid ¢ nhiét do trong phong, sau d6 dia dugc rira
bbn 13n bing 200u1 PBST mdi giéng. 50ul khang thé HRP khang IgG nguoi (duge pha
logng 1:4000 vao dung dich dém 0,25% casein) dugc bd sung vao va 1t trong 1 gi& &
nhiét do trong phong, sau d6 dia duoc rira bing 200ul PBST mbi giéng 4 1an. 50ul
TMB/H202 dugc bb sung vao va i & nhiét d trong phong trong khoang 10 phut. Phan
ung dugc ngung bing cach bd sung 50ul dung dich ngimg phén tmg (2N H2S04) va tin
hiéu so mau dugc xic dinh ¢ 450nm. Dit liéu duge dua vao chuong trinh Prism 6
(GraphPad) va céac gié tri ECso dugc tao ra bang cach khép duong cong hdi quy phi

tuyén tinh va dép tng lidu sigma. Két qua dugc thé hién trong bang 3.

Bang 3. So sanh ECs cua lién két véi cac sgi Tau AD tinh ché

Khang thé dugc thit nghiém ECso (pM)

mADb tau lam vi du theo vidu 1 6,8

cu tric khang thd MC-1 dugc 1am gidng nhu cua ngudi | 409,1

Nhu duge thé hién trong bang 3, khang thé don dong khéang tau lam vi du theo
sang ché thé hién 4i luc ci thién 60 1in (nhu dugc x4c dinh bang ECso) ddi véi cac soi

tau tinh ché so v6i cAu triic khang thé MC-1 dugce lam gidng nhu ctia ngudi.

D0 chon loc cua khang thé don dong khéng tau theo vi du 1 v6i céc thé két tu tau
s0 v&i tau monome duoc xc dinh bing phuong phap ELISA truc tiép. Theo quy trinh
ELISA chu yéu nhu dua ra trén day, tau tai t6 hop (rTau) dugce phu 1én dia 96 giéng &
ndng do trong Gng voi ndng d6 “cao” (1pg/mL) hodc ndng d6 “thép” (15ng/mL). Nong

d6 rTau cao, khi dugc pht 1én céc dia giéng nho, s& két tu, mo phéng lién két v6i tau két
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tu. Nong do rTau thip, khi duoc phi 1én cac dia giéng nhd, md phéng lién két véi tau
monome. Cac dia dugc phu véi néng dd rTau cao hoac the“'lp 14n luot duge cho tiép xuc
v6i khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 va lién két ciia khang thé don
dong khang tau lam vi du v6i ndng d6 twong tng ctia rTau dugc x4c dinh chi yéu nhu

duge mo ta trong thir nghiém ELISA trén day. Két qua duge néu trong bang 4.

Bang 4. So sanh ECso cta lién két v6i rTau ndng d6 cao véi rTau ndng do thip

Nong d6 monome rTau ECso (pM)
“Cao” (1pg/mL) 6,0
“Thip” (15ng/mL) 722,7

Nhu dugc thé hién trong bang 4, khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi
du 1 thé hién 4i lyc cai thién 120 14n (nhu duge x4ac dinh bing ECso) voi thé két tu tau

so véi tau monome.
Nghién ctru gén két véi dich ex vivo

Lién két cia khang thé don dong khang tau lam vi du theo vi du 1 véi tau két tu
thu dugc tir nio ngudi duge xac dinh thdng qqua phirong phép nhudém héa méd mién dich
cac phin cét ndo dugc gén trong parafin ¢ dinh bang formalin (formalin-fixed paraffin-
embedded - FFPE) thu dugc tir: cé thé “binh thuong” (thé hién sy két tu tau tbi thiéu);
bénh nhan AD (thé hién su két tu tau nghiém trong va su hinh thanh NFT, ciling nhu
bénh hoc mang bam dang tinh bdt); bénh nhan PD (thé hién sy két tu tau nghiém trong).
Phuong phép nhudm ciling dugc thuc hién trén cac phr:in cit ndo thu duoc tir chudt “d6i
chung” kiéu hoang dai ma khong c6 tau ngudi dé xac dinh cac mitc nhuém nén khéng
dac hiéu.

Céc phan cit FFPE dugc khir parafin va bl nuéc. Sau d6, tién hanh thu hdi khang
nguyén (bang hé mo hinh Lab Vision PT, Thermo Scientific) trén cac phan cét bao gbm
viéc dun néng cac phan cit trong dém xitrat (Thermo Scientific, p/n. TA-250-PM1X)
trong 20 phat ¢ 100°C sau d6 lam mat céac phén cit nay trong dH20. Cac phin cit nay
sau d6 dugc cho qua bay budc 0 sau ddy (& nhiét do trong phong): (1) 10 phut trong
0,03% H202; (2) 30 phit trong huyét thanh dé binh thudng pha lodng 1:20 (Vector
Labs., p/n. S-1000) dugc pha lodng trong phut trong PBST; (3) 60 phut trong khéng thé

don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 hodc chu trac khang thé MC-1 da dugc 1am
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gibng nhu ctia ngudi (c6 td hop viing khung: chudi ning 5-51, chudi nhe A27) (c khang
thé don dong khéang tau lam vi du va chu trac khang thé MC-1 dugc 1am giéng nhu cta
ngudi déu duoc chudn hoa dén 1mg/ml, sau d6 pha lodng trong PBST dén d9 pha lodng
1:4000 trude khi & v6i cac phén cit); (4) 30 phit trong khang thé thé khang IgG4 ngudi
(dugc tao ra dé khang ving Fc ctia khang thé 1am vi du) & ndng do 1,1 pg/ml trong PBST;
(5) 30 phut trong khang thé dé da biotin héa khang IgG thé pha lodng 1:200 (Vector
Labs., p/n. BA-1000) dugc pha loang trong PBST: (6) 30 phut trong dung dich phtrc
avidin-biotin (Vector Labs., p/n. PK-7100); (7) 5 phut trong 3,3'-diaminobenzidin
(Vector Labs., p/n. SK-4105). Céac phén cét duoc rira gitta mdi budc trong s6 7 bube
trén ddy bang PBST. Sau bay budc u trén ddy, cac phin cit dwgc nhudém tuong phan
bang haematoxylin, loai nuéc va day 14 kinh. Péi v6i cac phin cit md chudt “dbi
chiing”, quy trinh trén dugc thay dbi & bude u (3) bing cach sir dung do pha lodng
1:8000 (thay vi d6 pha loang 1:4000) ctia ca khang thé don dong khéng tau 1am vi du va
cAu trac khang thé MC-1 duoc 1am gidng nhu ciia ngudi; va bang cach thay cic budc u
(4) va (5) bang budc i don 30 phiit trong khang thé dé da biotin hoa khang IgG ngudi
pha loang 1:200 (Vector Labs. p/n. BA-3000) trong PBST.

Sau c4c quy trinh chil yéu nhu duge mé ta trén day, tién hanh phan tich lién két
ctia khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 véi tau thu dugc tir no ngudi.
Két qua duge néu trong bang 5 dudi day.

Bang 5. Phan tich ban dinh luong lién két v6i tau két tu trong c4c phan cit ndo bénh AD
FFPE.

Mtc dd nghiém trong ctia sy két tu tau dugc phat hién nhu
xac dinh bang h¢ thong tinh diém bén dinh lugng
(nghiém trong, +++; vira phai, ++; nhe, +; dm tinh, -)

Déi chimg | Dbi chimg Bénh
kiéu hoang | binh thudng Alzheimer Bénh Pick
dai (chugt) | (nguoi)
mAb Tau lam vi du i + e e
theo vidu 1
Céu trac khang thé
MC-1 dugc lam _ _ + +
giong nhu cua
nguoi
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Két qua dugc néu trong bang 5 cho thy ring khang thé don dong khang tau lam
vi du theo vi du 1 thé hién mtrc nhudm véi tau két ty, tir ca bénh nhan AD va PD, trong
c4c phén cét ndo hdi hai mi cao hon déng ké so v6i cu triic khang thé MC-1 dugc 1am
gidng nhu ciia nguoi. Két qua dugc néu trong bang 5 ciing cho thdy rang khang thé don
dong khéang tau lam vi du theo vi du 1 khong thé hién lién két khong dic hiéu cao hon
so v6i cAu truc khang thé MC-1 duoc lam giéng nhu ctia ngudi (khéng thé don dong
khang tau 1am vi du thé hién lién két véi luong tbi thiéu tau két tu trong céc phan cét dbi
ching tir ngudi binh thuong). Hon nita, vi cac bénh AD va PD déc trung bai cac bién
thé ghép ndi khac nhau clia gen mi héa tau, cic két qua nay cing cb két luan ring khang
th8 don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 lién két dic hiéu véi epitop chu hinh chtra
céc gbe axit amin 7-9 va 312-322 ciia tau ngudi (viéc danh sb gbc dwa trén tau nguoi

1am vi du ¢6 SEQ ID NO.13) ludn c6 trong cac thé két tu tau & ca bénh AD va PD.
Vo hiéu su lan truyén thé két ty tau in vitro

D3 biét ring céc ché phdm ndo ddng thé tir chudt nhét P301S khoang 5 thang
tudi, voi su ¢c6 mit cua tau tu nhién khong Kkét tu, gdy ra su két tu tau tu nhién va ching
t6 hiéu qua giéng nhu lan truyén cia su két tu tau. Cac ché phim ddng thé khong tan
Sarkosyl chira md néo tir chudt nhit P301S 4,5 dén 5 thang tudi dugc xi ly bang siéu
4m va pha loang bing OPTI-MEM (GIBCO cuia hang Life Tech., p/n. 31985-062) dé
1am cho ndng d6 cudi cia tau do dugc (trong mdi ché phim) 12 0,77 pg/ml. Mbi ché
phim ndy duoc 0 trong 30 phit & nhiét d6 trong phong véi mot trong s6 khéang thé don
dong khang tau lam vi du theo vi du 1 (¢ n(‘Sng d6: 21,00, 7,00, 2,33, 0,78, 0,26, 0,09,
0,03, va 0,01pg/ml) hodc cdu truc khang thé MC-1 dugc 1am giéng nhu cia ngudi (&
ndng do: 50,00, 16,67, 5,56, 1,85, 0,62, 0,21, 0,07, 0,02 va 0,01 pg/ml).

Céac té bao HEK293 (dong té bao than phdi ngudi) dugc chuyén nhiém bing
phwong phap dién chuyén dé bidu hién theo cac cam tmg duge dang dot bién cia tau
ngudi (IN4L, ma c6 serin thay cho prolin & gbc 301 (P3018) (viéc dénh s gbc dya trén
tau nguoi lam vi du ¢6 SEQ ID NO.13)). (Falcon B, et al., J. Biol. Chem. 290:1049-
1065, 2015). Céc té bao HEK293 da chuyén nhidm én dinh dugc dua vao dia & ndng d6
1x10* té bao/giéng trong cac giéng clia dia 96 giéng trong médi truong dy di (moi trudng
D-MEM (Invitrogen, p/n. 11965-092), 10% huyét thanh thai bo (Invitrogen, p/n. 16000),
1x penixilin-streptomyxin (Invitrogen, p/n. 15140-122), Spg/ml Blasticin (Invitrogen,
p/n. R210-01), 200pg/ml Zeocin (Invitrogen, p/n. R250-01)). Céc dia duogc U trong ba
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ngay ¢ 37°C. Sau khi 4, 1 mg/ml tetraxyclin dugc bd sung vao & @ pha lodng 1:1000
mdi giéng (dén ndng d6 cudi 13 1 pg tetraxyclin/ml mdi trudng) dé cam tng sy biéu hién
tau d6t bién. Céc dia sau d6 dugce i trong 24 gié & 37°C. Sau khi 1, moi trudng nudi cly
duoc 4y ra va 50pu1 ché phdm ddng thé voi mot trong s6 cac ndng do twong tmg ciia mot
trong sb khang thé don dong khang tau 1am vi du theo Vi du 1 hodc cAu tric khang thé
MC-1 duge 1am giéng nhu cta ngudi (duge chudn bi nhu da mé ta trén day) duge bd
sung vao. Cac dia dugc u trong ba gid, sau do ché phdm ddng thé duoc 14y ra va 100pl
moi trudng ddy da voi 1pg/ml tetraxyclin va cing ndng do twong tng ciia khang thé
don dong khéng tau lam vi du hodc chu trac khang thé MC-1 dugc 1am giéng nhu cia
ngudi duoc b sung vao ting giéng tuong tng. Céc dia dugce U trong 24 gidy & 37°C, sau
d6 moi truong duoc 1dy ra va 100ul moi trudng dly du va ciing ndng do turong tmg cla
khang thé don dong khéng tau 1am vi dy hodc chu tric khang thé MC-1 duoc 1am gidng
nhu ciia ngudi duoc bd sung vio céc giéng tuong tmg. Céc dia dugc U trong 48 gity &

37°C. Sau khi 1, céc té bao dugc rira bing 200ul DPBS va lam rdo nudc.

Céc té bao nay dugc tao huyén phii lai trong 50ul dung dich d&ém H (TBS do
pH=7,4 chra2 mM EGTA, 5 mM EDTA, chit tic ché proteaza va phosphataza (Thermo
Scientific, p/n. 784420)) mdi giéng va xit Iy trong bé siéu 4m trong 10 phut. Nong d
protein téng sé dugc x4c dinh bang thir nhiém protein BCA™ (Thermo Scientific, p/n.
P1-23227). Céc muc két tu tau dugc xé4c dinh bang phuong phap ELISA bénh kep. Cac
dia 96 giéng duoc phu bang 50ul khéng thé AT8 2pg/ml & 4°C qua dém. Cac dia duge
rira ba 14n bang PBST, sau d6 phong bé bing 100pu1 BB3 trong 1 gi® & nhiét do trong
phong. Pudng cong chuén dugc chudn bi bing cach st dung chit chiét tdng s6 néo bénh
AD bing céch pha losng hang loat trong dung dich dém 0,25% véi d9 pha loang hai lan
tir ndng do ban du 1a 40 pg/ml dén ndng d6 cudi 12 0,3125 pg/ml. San phim phan giai
té bao dugc pha lodng vao dém 0,25% casein dén ndng dd protein tdng 1a khoang 0,1
mg/ml. 50 ul mdi dich pha lodng miu chuén hodc mAu té bao pha lodng sau d6 dugc bd
sung vao cac giéng riéng r& ciia dia di phong bé va i & 4°C qua dém, sau d6 cac dia
duoc rira bbn 14n bing PBST. Khang thé CP27 biotin héa dugc pha lodng 1:2000 trong
dém 0,25% casein va sau d6 50ul dugc b sung vio mdi giéng chira mau. Céc dia duge
U & nhiét do trong phong trong 2 giv, sau d6 cac dia dugc rua bbn 14n bing PBST.
Strepavidin-HRP (Invitrogen, p/n. SNN2004) dugc pha lodng 1:5000 trong dém 0,25%

casein va sau d6 50pl duge bd sung vao mdi gieng va cac dia duge U ¢ nhiét do trong
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phong trong 1 gid. Sau khi 0, cic dia dugc rira 4 1an bang PBST va 50pl hdn hop 1:1
chira H,0, va TMB (Thermo Scientific, p/n. 34021) dugc bd sung vao. Cac dia dugc 0
& nhiét d6 trong phong trong 10 phut va phan tmg dugc ngimg bang cach bd sung 50pl
H,SO4. Tin hiéu phén tich bing mau duoc xac dinh & 450nm hoic 650nm. Cac mic tau
dwong tinh AT8 dwoc chuén hoa so v6i mirc protein tng sb trong timg mau. Cac gi4 tri
dugc chuén héa dbi véi timg mAu duoc chuén héa tiép so véi mic tau duong tinh ATS
trong céc mau dbi chirng (khong dugc diéu tri bang khang thé). Ty 16 phén traim trc ché
su lan truyén thé két ty tau trong timg mAu duoc x4c dinh bang cich 14y 100 trir di cac
gi4 tri chudn héa tiép va gia tri ty 18 phén trim Gc ché cho timg miu duge dua vio
chuong trinh phdn mém Prism 6 (GraphPad) ap dung phuong phap khép dudng cong
hdi quy phi tuyén tinh va dép tmg lidu sigma dé tao ra céc gia tri ECso. Két qua dugc

néu trong bang 6.

Bang 6. Cac gi4 tri ECso dai dién cho khé ning trc ché thé két tu tau.

Khang thé khang | Céu triic khang
tau dugc thiét ké | thé MC-1 dugc
di truyén lam vi | 1am giéng nhu

dutheovidul ctia ngudi

ECso (dai dién cho kha nang tc
ché sy lan truyén the ket tu tau 16 476
duong tinh AT8 (ng/mL))

Két qua duoc néu trong bang 6 cho thy ring khang thé don dong khang tau 1am
vi du theo vi du 1 thé hién kha ning {rc ché su lan truyén thé két tu tau duoc cam tng
c4i hién khoang 30 lan.
V4 hiéu su lan truyén thé két tu tau in vivo

P bibt ring cac ché phim than ndo ddng thé tir chudt nhit P301S khoang 5 thang
tudi, khi tiém vao hdi hai ma cia chudt nhit P301S 10 tudn tudi binh thuong, giy ra su
két tu tau tw nhién khong két tu, chimg té hiéu qua giéng nhu lan truyén cta su két tu
tau. Cac ché phdm ddng th& chira md than ndo tir chudt nhit P301S 4,5 dén 5 thang tubi
dugc chuén bi chit yéu theo ciing cach da mo ta trén day.

Céc chudt c&i P301S 10 tudn tudi binh thudng duoc tiém vio ban ciu bén trai ciia

hdi hai ma bang 5pl ché pham ndo ddng thé va: 7,5ug khang thé don dong khéng tau
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1am vi du theo vi du 1 (N=12); hoic 7,5ug khang thé d6i chimg IgG4 ngudi (N=11).
Bén tudn sau khi tiém, cac chudt nhét bi giét va cac ban chu ndo trai va phai dugc thu
thap, gan trong parafin, va cac phan cit hang loat 6um dugc dit 1én lam kinh thay tinh.
Céc lam kinh chira thop truée (A-P = -2,30) dugc loai bo parafin, md da gin dugc bu
nuée, va tién hanh thu hdi khang nguyén bang cach gia nhiét lam kinh dén 100°C trong
20 phut trong dém xitrat. Cac lam kinh dugc 1am mét trong dH>O va 0 & nhiét do trong
phong theo cc budc sau: (a) 10 phut trong (0,03%) H202; (b) 30 phut trong dung dich
huyét thanh dé binh thudng pha loang 1:20; (c) 60 phut trong dung dich khang thé PG-
5 pha loang 1:8000 (pha lodng trong PBST)(khang thé PG-5 thu mua dugc tir phong thi
nghiém Dr. Peter Davies, Albert Einstein College of Medicine of Yeshiva University;
khang thé PG-5 lién két dic hidu véi serin & gbc 409 ciia tau khi dugc phosphoryl héa,
viéc dénh sb gbc dua trén tau ngudi lam vi du c6 SEQ ID NO.13); (d) 30 phut trong
dung dich khang thé dé da biotin héa khang IgG chudt nhét pha loang 1:200 (duoc pha
loding trong PBST); (e) 30 phut trong dung dich phirc avidin-biotin; va (f) 5 phut trong
3,3"-diaminobenzidin. PBST dugc ding dé ria gita cac bude twong Gng. Sau 5 phit 4
trong 3,3'-diaminobenzidin, cac phan cét dugc nhudm tuong phan bang haematoxylin,
sau d6 bu nudc va diy lam kinh. Tin hi€u nhudm dugc xéc dinh bing mat quét
Scanscope AT Slide Scanner (Aperio) & dd phong dai 20x. Kha nang phan ing mién
dich PG-5 duogc dinh lugng va biéu thi duéi dang phén tram bing cach sir dung thuat
toan diém anh dwong ciia phin mém Imagescope Software (v. 11.1.2.780, Aperio). Két

qua dugce néu trong bang 7.

Bang 7. Kha néng phan tmg PG-5 trung binh theo % 1an luot & hdi hai ma trai va phai.

(Kha néng phan ing PG-5 %)
Hbi hai ma trai Hbi hai ma phai
mAb Taulam vidu |, 5, | 49 SEM 0,63 + 0,13 SEM
theovidu 1
Khang thé 1G4 doi | ¢ 50, 93 SEM 1,88+ 0,31 SEM
ching

Két qua dugc thé hién trong bang 7 ching td rang khang thé don dong khéng tau
lam vi du theo vi du 1 1am gidm mirc két tu tau & ca hdi hai ma trai va phai so v6i khiang
th8 1gG4 dbi ching. Nhu dugc thé hién, khang thé don dong khéng tau 1am vi dy 1an

luot 1am giam sy két ty tau hdi hai ma trai nhidu hon 60,5%, va gidm sy két tu tau hoi
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hai ma phai nhidu hon 66,5%, so v&i khang thé IgG4 d6i chiing. Cac két qua nay ching
t6 rang khang thé don dong khéng tau 1am vi du c6 hoat tinh v6 hiéu sy lan truyén két

tu tau.
Phan tich hiéu qua in vivo trong mo hinh chut Tg4510

Céc chudt nhét chuyén gen Tg4510 biéu hién thé dot bién cia tau ngudi (4RON,
ma cé leuxin thay cho prolin & géc 301 (P301L), Ramsden M., et al., J. Neuroscience.,
25: 10637-10647 (2005) va Santacruz K., et al., Science (2005); viéc danh s6 géc dua
trén tau ngudi lam vi du ¢6 SEQ ID NO.13). Céc chudt nhit Tg4510 thé hién mirc biu
hién tau ngudi dot bién P301L cao & céc ving hdi hai ma va tin vé ndo, chimg t6 s két

tu tau tién trién phu thudc 4o tudi.

Khang thé khang tau theo séng ché c6 thé gy ra dap tmg mién dich & cac chudt
Tg4510. Do do, dé khao sét tiém ning tri lidu cta cic khang thé don dong khang tau
theo sang ché vé viéc ding lau dai trong mé hinh dong vét gam nhim, khang thé khang
tau thay thé ciia chudt duge két cAu dé huéng dich cling loai epitop cAu hinh va thé hién
mirc i luc cai thién twong tu so véi khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi dy
1. Khéng thé khang tau thay thé niy c6 4i luc (ECso) v6i cac s¢i tau AD tinh ché, do
bing phuong phap ELISA md ta trén ddy (d6i v6i khang thé don dong khéng tau 1am vi
dutheovidul),la 13,1 pM.

Céc chudt nhét Tg4510 c4i tim tudn tudi duge chia thanh 3 nhém riéng r&. Nhém
dAu tién (N=15) dugc tiém khang thé dbi ching IgG1 ctia chudt (15mg/kg) hai 1an mot
tuén trong 9 tuan. Nhém thtt hai (N=15) dugc tiém hai 1An mdt tudn trong 9 tuin bing
khéng thé MC-1 t&i t6 hop (15mg/kg) dugc san xuét tir ¢d truéng cia chudt dugce tiém
thé lai MC-1. Nhém thtt ba (N=15) dugc tiém khang thé khang tau thay thé ctia chudt
(15mg/kg) hai 1dn mot tuln trong 9 tudn. Sau khi st dung 14n cubi, cac chudt bi giét va
ndo cua ching dugc thu thap. Cac phén vé ndo va cac phén cét hdi hai ma duge thu thap,
gén trong parafin, va céc phén cét hang loat 6um dugc dat 1én lam kinh thuy tinh dé sir
dung trong héa md mién dich.

Phan con lai cta viing vo ndo clia ndo da thu thap dugc ddng hoa bang céch siéu
4m theo xung trong thé tich dém H 16n hon 10 14n so voi thé tich vo ndo, ly tAm &
21.000g trong 20 phut ¢ 4°C va mot phén phéan uéc cia dich ndi tir mdi vo ndo dugc thu

thap va muc protein tdng sb dugc xac dinh bang thir nghiém protein BCA™ (Thermo

-23-



26387

Scientific, p/n. PI-23227) theo quy trinh ctia nha san xut. Phin con lai cta dich néi
duoc ly tim ¢ 100.000g trong 1 gi¢ & 4°C, dich ndi dugc gan ra, va phan két vién khong
tan dugc tao huyén phu lai trong dém H (v6i thé tich bang Y thé tich cta dich ndi da
gan ra). Phan két vién dugc tao huyén phu lai duge xtr 1y siéu 4m va mirc két tu tau
duong tinh AT8 trong ting phén két vién duoc x4c dinh bang ELISA st dung khang thé
bét gitt AT8 va khang thé phat hién CP27 chi yéu nhu duge md ta trén day. Cac mic

tau két tu dwong tinh AT8 dugc chuin héa so v6i mitc protein tdng sb.

Tuong tw, phin con lai ctia hdi hai ma cia cic ndo da thu thap dugc ddng héa
bang cach siéu 4m theo xung trong thé tich dém H 16n hon 10 13n so véi thé tich hdi hai
mi, ly tdm & 21.000g trong 20 phut & 4°C va dich ndi tir m3i vo hdi hai ma duge thu
thdp va muc protein tdng sb duoc xac dinh. Mirc két ty tau duong tinh AT8 trong timg
dich ndi dugc x4c dinh bing ELISA sir dung khéng thé bét gitr AT8 va khang thé phat
hién CP27 chi yéu nhu dwoc mo ta trén ddy. Cac mirc tau két tu duong tinh AT8 dugc

chuin hoéa so véi mirc protein tong s6. Két qua duge néu trong bang 8.

Bang 8. Mirc tau két tu duong tinh AT8 trong dich ddng thé vo ndo va hdi hai ma dugc
xé4c dinh bang ELISA.

Mirc tau két tu duong tinh AT8 (pg/mg)

V6 nio Hoi hai ma
Khang thé khang
tau thay thé ctia 1416 +195 SEM | 386+ 71 SEM
chudt
Khing the mlgGl | 127 1 198 SEM | 591 + 66 SEM
doi ching
thaCn% themlgGl | 17031138 SEM | 510+ 62 SEM

Két qua dugc néu trong bang 8 ching t6 rang khéang thé khang tau thay thé cia
chudt lam gidm mirc tau két tu trong ca v ndo va hdi hai ma 14n lugt & mic 24% va
35%, so v6i chudt duoc diéu tri bang mIgG1 d6i chimg. Két qua nay ciing thé hién ring
chudt nhit duoc didu tri bing khang thé chudt MC-1 tai t§ hop khong thé hién sy giam

murc két tu tau cai thién so véi chudt dugc diéu tri bing mIgG1 d6i chung.
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Mirc két tu tau trong v ndo va hdi hai ma cia cac phin cit dugc gin trong parafin
tir ndo da thu thdp cling cac dinh dugc bang phuong phap héa md mién dich sir dung
PG-5 cht yéu nhu dwgc md ta trén day. Dit liéu dugc chudn hoa bing cach chuyén doi

thanh gia tri logio va két qua dugc tong két trong bang 9.

Béang 9. Gia tri logio trung binh cta kha ning phéan Gng mién dich PG-5 theo % trong vo

ndo va hoi hai ma.

Thé két tu tau (gid tri logio trung binh
cua kha ning phan tng micn dich PG-
5 theo %) .
| Vénio HO6i hai ma
Khéng thé khang tau
thay thé ctia chudt 0,74 + 0,06 0,26 + 0,07
Khang the mlgG1 0,90 % 0,05 0,46 + 0,05
doi chung
Khéng thé mIgG1
MC-1 0,83 + 0,04 0,34 + 0,06

Két qua duge néu trong bang 9 chimg to rang khang thé chu6t khang tau thay
thé cuia chudt lam giam muc két tu tau trong ca vé ndo (giam 18%) va hdi hai ma (giam
43%) so v6i khang thé mIgG1 dbi chimg trong khi d6 khang thé MC-1 t4i td hop ciia
chudt khong thé hién su giam déng ké muc két tu tau trong vé ndo hodc hdi hai mi so

v6i khang thé mIgG1 ddi ching.
Céc dic tinh 1y héa ctia khang thé don dong khang tau dugc thiét ké di truyén

Khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 thé hién do hoa tan tot, d
én dinh héa hoc, va d on dinh vt ly.

D0 hoa tan:

D6 hoa tan dii cao 1a cAn thiét dé phan lidu thuén tién. Ching han, lidu 1 mg/kg
dugc ding bing cich tiém 1,0 mL vao bénh nhan ning 100 kg s& can d6 hoa tan
100mg/ml. Ngoai ra, cling cAn gitt cho khéng thé & trang thai monome ma khong c6 két
tu phan ti lugng cao (high molecular weight - HMW) & ndng dd cao. PO hoa tan cla
khéng thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 dwgc phan tich bang cach cb dic
15mg khang thé 1am vi du bing b loc giéi han phéan tit vgng 10 K (Amicon U.C. filters,
Millipore, catalog # UFC903024) dén thé tich nho hon 100pl. Néng do cudi ciia miu
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duge xac dinh bang d6 hép thu UV & A280 st dung thiét bi Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).

Sau c4c quy trinh chi yéu nhu da md ta trén day, khéng thé don dong khéng tau
1am vi du theo vi du 1 thé hién d6 hoa tan 16n hon: 140 mg/ml (& 6 pH=6 trong dém
xitrat 10 mM); 177 mg/ml (& do pH=6 trong xitrat 10 mM véi NaCl 150 mM); va 170
mg/ml (& 6 pH=7,4 trong dém PBS). Ngoai ra, HMW chi xuét hién & mtrc thip (tir ~3

to ~5,4%) & ndng d6 cao va khong quan sat thdy sy phéan tach pha.
Do 8n dinh hoa hoc va vat 1y:

Db 6n dinh hoa hoc tao thuén lgi cho su phat trién cac dang bao ché duoc c6 d
thoi han bao quan. Do én dinh héa hoc ciia khang thé don dong khéng tau 1am vi duy theo
vi du 1 dugc danh gia bang cach bao ché khang thé khang tau 1am vi du & ndng do
Img/ml trong xitrat 10mM va dugc dém dén @6 pH =4, 5, 6, hotic 7. Cac mau bao ché
duogc  trong bdn tudn & 4°C, 25°C, hodc 40°C trong nghién ctru sy thoai bién nhanh.
Céc thay ddi quyét dinh profin cia khéng thé, cc thay thé hoa hoc thé hién ra, dugc
danh gia bang cach sir dung phuong phap dién di mao quan hoi tu déng dién (capillary

isoelectric focusing - cIEF) theo quy trinh chuén.

Sau cac quy trinh chu yéu nhu d4 mb ta trén day, khang thé don dong khéang tau
1am vi du theo vi du 1 thé hién két qua v& do 6n dinh hoa hoc dugc trinh bay trong bang
10.

Bang 10. Téng két thay dbi tinh theo % dinh chinh trong vong bdn tun, so véi mau
dugc 0 & 4°C, xéac dinh bang phwong phép cIEF va % thé két tu HMW xéc dinh bing
SEC.

Thay déi tinh theo | Thay ddi tinh theo % | Thay doi tinh theo
) % dinh chinh sau 4 | thé kéttu HMW (so | % thé két tu HMW
DOpH | tudn (so véi 4°C) v6i 4°C) (s0 v6i 4°C)
25°C 25°C 40°C
4 -8,43 -0,1 49,8
5 -4,13 0,1 1,1
6 -3,95 -0,2 0,3
7 -3,69 -0,2 0,9
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Két qua dugc thé hién trong bang 10 chiing t6 rang sau 4 tudn bao quan & 40°C,
khang thé khang tau 1am vi du theo vi du 1 ¢6 ty 1¢ phén trdm dinh chinh giam chi 1,1
diém phan trdm khi dugc bao ché & do pH=5, va giam chi 0,3 diém phan trim khi dugc
bao ché & o pH=6 (d6 pH thuong ding trong bao ché khang thé). Ngoai ra, phép phan
tich ph6 khéi chéing t6 ring chi quan sét thdy do thoai bién tb1 thiéu sau 4 tudn bao quan &
40°C (khir amit ~1,5% LCDR1 v6i dudi 5% thoai bién trong tét ca céc trinh tw CDR),
diéu nay cho thdy ring khéng thé don dong khang tau 1am vi duy theo vi du 1 c6 da do 6n
dinh héa hoc dé tao thuan loi cho viéc bio ché cac ché pham dang dung dich v6i du thoi

han bao quan.

D& so sanh, dd dn dinh héa hoc va vat Iy cia cAu trac khang thé MC-1 duoc lam
gibng nhu clia ngudi (c6 t6 hop ving khung: chudi ning 5-51, chudi nhe A27) duge thuc
hién ring céch 1 khang thé trong 2 tudn & 40°C & 46 pH = 8. Céu triic khang thé MC-1
duogc lam gidng nhu ctia ngudi thé hién su thoai bién héa hoc dang ké bao gdm khir amit
12% LCDRI1, khtt amit 5% va dong phan héa 10% HCDR3 va oxy héa 3% ving khung
HC.

Ai luc lién két, sau bbn tudn nghién ciru thodi bién nhanh ciia khang thé don dong
khang tau lam vi dy theo vi du 1, dugc danh gid bing céch bao ché khang thé don dong
lam vi du & néng d6 1 mg/ml trong xitrat 10mM va dugc dém dén @6 pH = 4 hodc 6. Cac
m3u bao ché duge u trong bdn tudn & 4°C hogc 40°C trong nghién ctru thoai bién nhanh.
Sau khi 1, 4i luc lién két cta khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1 véi
rTau (15 ng/ml) dugc phu trén cac dia 96 giéng dugc x4c dinh bang phwong phap ELISA
tryc tiép theo quy trinh ELISA chu yéu nhu duge mo ta trén day. Két qua ciia nghién ctru
ai luc lién két mo ta trén day, dugc thuc hién theo bo doi, dugc néu trong bang 11.

Bang 11. So sanh ECs, sau nghién ctru thodi bién nhanh.

D¢ pH bao | Nhiét do u. ECso (pM) ECso (pM)
ché (°C) Nghién ciru 1 Nghién ctu 2
4 40 414 277
6 4 926 636
6 40 754 667
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Bang 11 thé hién rang &i lyc lién két cia khang thé don dong khang tau lam vi du
theo vi du 1 vé6i cac ndng do rTau thip vin & mirc twong tw dbi v6i cac mau sau bon tudn

thoai bién nhanh, so v6i cac mau ddi chimg duge 1 & 4°C.
Trinh tu
SEQ ID NO: 1 — LC cta khang thé don dong khang tau 1am vi dy theo vi du 1

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRSSQSLVHSNQNTYLHWYQQKPGQAPRLLIYK

VDNRFSGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCSQSTLVPLTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE

SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 2 — HC ctia khang thé don dong khang tau 1am vi dy theo vi du 1

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYTFSNYWIEWVRQMPGKGLEWMGEILPG
SDSIKYEKNFKGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARRGNYVDDWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESK
YGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSLG

SEQ ID NO: 3 - LCDRI cta khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1
RSSQSLVHSNQNTYLH

SEQ ID NO: 4 — LCDR2 ctia khéng thé don dong khang tau 1am vi dy theo vi du 1
YKVDNRFS

SEQ ID NO: 5 —LCDR3 cta khang thé don dong khang tau 1am vi dy theo vi du 1
SQSTLVPLT

SEQ ID NO: 6 — HCDRI cuia khang thé don dong khang tau 1am vi dy theo vi du 1
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KGSGYTFSNYWIE

SEQ ID NO: 7 - HCDR2 ctia khéang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1
EILPGSDSIKYEKNFKG

SEQ ID NO: 8 — HCDR3 cuia khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1
ARRGNYVDD

SEQ ID NO: 9 — LCVR cua khang thé don dong khéng tau lam vi du theo vi du 1

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRSSQSLVHSNQNTYLHWYQQKPGQAPRLLIY
KVDNRFSGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCSQSTLVPLTFGGGTKV
EIK

SEQ ID NO: 10 —- HCVR ctia khang thé don dong khang tau 1am vi du theo vi du 1

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYTFSNYWIEWVRQMPGKGLEWMGEIL
PGSDSIKYEKNFKGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARRGNYVD
DWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 — Trinh ty nuleotit ma héa LC lam vi du (SEQ ID NO:1)

gaaattgtgttgacgcagtctccaggceacccetgtetttgtctccaggggaaagagecaccctetectgeagatctagicagag
ccttgtacacagtaatcagaacacctatttacattggtaccagcagaaacctggecaggctcccaggcetectcatctataaagt
tgacaaccgattttctggcatcccagacaggticagtggeagtgggtctgggacagacttcactctcaccatcagcagactg

gagcctgaagattttgcagtgtattactgttctcaaagtacactggttcecgcetcacgticggeggagggaccaaggtggagat
caaacggaccgtggctgceaccatctgtcttcatcttcccgecatctgatgagceagttgaaatctggaactgectetgtigtgtge
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeectccaatcgggtaactcccaggag
agtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagecageaccetgacgetgagcaaageagactacgag
aaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagetegeccgtcacaaagageticaacaggggagagtg

C

SEQ ID NO: 12 — Trinh ty nuleotit mad héa HC lam vi du (SEQ ID NO: 2)

gaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaageccggggagtctctgaagatetectgtaagggttctggetac
acattcagtaactactggatagagtgggtgcgccagatgeccgggaaaggectggagtggatgggggagattitacctgga

agtgatagtattaagtacgaaaagaatttcaagggccaggtcaccatctcagccgacaagtccatcagcaccgcctacctgc
agtggagcagcctgaaggectcggacaccgecatgtattactgtgcgagaagggggaactacgtggacgactggggcca

gggcaccctggtcaccgtcteetcagcettctaccaagggeccateggtcticcegetagegecctgetecaggageacctee
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gagagcacagccegeectgggcetgectggtcaaggactacttcccegaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegeect
gaccagceggcegtgcacaccttcecggetgtectacagtectcaggactctacteccteageagegtggtgacegtgecectee
agcagc&gggcacgaagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagt
ccaaatatggtcccccatgeccaccctgeccageacctgaggecgecgggggaccatcagtcettectgticeecccaaaac
ccaaggacactctcatgatctcceggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagecaggaagaccecgaggtce
cagttcaactggtacgtggatggcgtggaggtgcataatgccaagacaaageegegggaggagceagttcaacageacgta
ccgtgtggtcagegtccteaccgtectgecaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgeaaggictccaacaaag
gecteeegtectecatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagagecacaggtgtacaccetgeecce

atcccaggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggcttctaccccagegacategeegigg
agtgggaaagcaatgggcagceecggagaacaactacaagaccacgectccegtgetggacteegacggcetecttettectct
acagcaggctaaccgtggacaagagcaggtggeaggaggggaatgtctictcatgetcegtgatgeatgaggcetetgeac

aaccactacacacagaagagcctcteectgtctetgggt
SEQ ID NO: 13 — Trinh ty axit amin cia tau ngudi c6 4o dai day du

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQT
PTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAE
EAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRG
AAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPK TPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRS
RTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTE
NLKHQPGGGK VQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSK
VTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKK
IETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQ
LATLADEVSASLAKQGL
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé don dong ma lién két v6i tau nguoi chira ving bién dbi ciia chudi nhe
(LCVR) va ving bién dbi ciia chudi ning (HCVR), trong d6 trinh tur axit amin ctia
LCVR dugc néu trong SEQ ID NO: 9 va trinh ty axit amin cia HCVR dugc néu
trong SEQ ID NO: 10.

2. Khang thé don dong theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira chudi nhe (LC) va
chudi ning (HC), trong d6 trinh ty axit amin ctia LC dugc néu trong SEQ ID NO: 1
va trinh tu axit amin cia HC dugc néu trong SEQ ID NO: 2.

3. Phan tit ADN chira trinh ty polynucleotit ma héa polypeptit cd trinh tir axit amin SEQ
ID NO: 1, va chira trinh ty polynucleotit ma hda polypeptit c6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 2.

4. Phan tir ADN theo diém 3, trong d6 trinh tu polynucleotit ma hoa polypeptit c6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO: 1 dugc néu trong SEQ ID NO: 11 va trinh ty polynucleotit
ma hoda polypeptit cé trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2 dugc néu trong SEQ ID NO:
12.

5. Té bao dong vat c6 vu chira phan tir ADN theo diém 3 hoic 4, trong d6 té bao nay c6
kha nang biéu hién khang thé don dong chira chudi nhe c¢6 trinh ti axit amin SEQ ID
NO: 1 va chudi niing c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2.

6. Quy trinh san xuét khang thé don dong chira chudi nhe c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 1 va chudi niing c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2, quy trinh nay bao gdm
budc nudi ciy té bao dong vat c6 vii theo diém 5 trong didu kién sao cho khéng thé
don dong duoc biéu hién, va thu hdi khang thé don dong dugc biéu hién nay.

7. Dugc phim chira khang thé don dong theo diém 1 hodc 2 va mot hodc nhidu chét

mang, chit pha lodng hoic ta dugc duge dung.
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<151> 2015-02-26

<160> 13
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<210> 1
<211l> 219
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> LC cua khang thé don déng khang tau lam vi du theo vi duy 1

<400> 1

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gln Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40 45

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

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

Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr Leu Val Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

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

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

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

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

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

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

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 2
<211> 442
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HC cua khang th& don déng khang tau lam vi du theo vi du 1

<400> 2

Glu Vval Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Ile Glu Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Ile Lys Tyr Glu Lys Asn Phe
50 55 60

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

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 920 95

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

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

Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

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

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

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

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

Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro
210 215 220
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Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
225 230 235 240

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

Cys Val val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn
260 265 270

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

Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
290 295 300

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

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

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu
340 345 350

@Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
370 375 380

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
385 390 395 400

Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly
405 410 415

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

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

435 440
<210> 3
<211l> 16
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> LCDR1 cua khang thé don déng khadng tau lam vi du theo vi du 1

<400> 3

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gln Asn Thr Tyr Leu His

1 5 10 15
<210> 4

<21l1l> 8

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> LCDR2 clia khdng thé don ddng khang tau lam vi du theo vi dy 1

<400> 4

Tyr Lys Val Asp Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> LCDR3 cta khdng thé don ddng khang tau lam vi du theo vi duy 1

<400> 5

Ser Gln Ser Thr Leu Val Pro Leu Thr

1 5
<210> 6
<211> 13

<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> HCDR1l ciia khadng th& don déng khdng tau lam vi du theo vi du 1

<400> 6

Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Asn Tyr Trp Ile Glu

1 5 10
<210> 7
<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> HCDR2 cua khdng thé don déng khdng tau lam vi du theo vi du 1

<400> 7

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Ile Lys Tyr Glu Lys Asn Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 8

<211l> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> HCDR3 cua khang thé don déng khang tau lam vi du theo vi du 1

<400> 8

Ala Arg Arg Gly Asn Tyr Val Asp Asp

1 5
<210> 9

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> LCVR cla khadng thé don déng khadng tau lam vi du theo vi du 1

<400> 9

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gln Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40 45

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

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

Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr Leu Val Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 10
<211l> 116
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> HCVR cla khadng thé don déng khéng tau lam vi du theo vi du 1

<400> 10

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Ile Glu Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Ile Lys Tyr Glu Lys Asn Phe
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Lys Gly Gln
65

Leu Gln Trp

Ala Arg Arg

Thr Val Ser

115
<210> 11
<211l> 657
<212> ADN
<213> Trin
<220>
<223> Trin
<400> 11
gaaattgtgt
60
ctctcctgceca
120
taccagcaga
180
tctggcatecce
240
agcagactgg
300
ctcacgttceg
360
ttcatcttce
420
ctgaataact
480
tcgggtaact
540
agcagcaccce
600
gtcacccatc
657
<210> 12
<211l> 1326
<212> ADN
<213>

Val Thr

Ser
85

Ser

26387

55

75

90

60

Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
70

80

Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

95

Gly Asn Tyr Val Asp Asp Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

100

Ser

h tu

h tu

tgacgcagtc

gatctagtca

aacctggcca

cagacaggtt

agcctgaaga

gcggagggac

cgccatctga

tctatcccag

cccaggagag

tgacgctgag

agggcctgag

nhédn tao

nucleotit m3 hdéa

tccaggcacc

gagccttgta

ggctcccagg

cagtggcagt

ttttgcagtyg

caaggtggag

tgagcagttg

agaggccaaa

tgtcacagag

caaagcagac

ctcgcceegtce

Trinh ty nhén tao

105

LC lam vi du

ctgtetttgt

cacagtaatc

ctcctecatcet

gggtctggga

tattactgtt

atcaaacgga

aaatctggaa

gtacagtgga

caggacagca

tacgagaaac

acaaagagct
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ctccagggga

agaacaccta

ataaagttga

cagacttcac

ctcaaagtac

ccgtggectge

ctgcctectgt

aggtggataa

aggacagcac

acaaagtcta

tcaacagggg

(SEQ ID NO:1)

aagagccacc

tttacattgg

caaccgattt

tctcaccatce

actggttccg

accatctgtc

tgtgtgcctg

cgccctecaa

ctacagcctc

cgcctgegaa

agagtgc



<220>
<223>

<400> 12

gaggtgcagc
60

tcctgtaagg
120

cccgggaaag
180

gaaaagaatt
240

ctgcagtgga
300

aactacgtgg
360

ggcccategg
420

ctgggctgec
480

gccctgacca
540

ctcagcagceg
600

gtagatcaca
660

ccatgcccac
720

ccaaaaccca
780

gacgtgagcc
840

cataatgcca
900

gtcctcaceg
960

aacaaaggcc
1020

gagccacagg
1080

ctgacctgcec
1140

tggtgcagtc

gttctggcta

gcctggagtg

tcaagggcca

gcagcctgaa

acgactgggg

tctteceget

tggtcaagga

gcggcgtgceca

tggtgaccgt

agcccagcaa

cctgceccage

aggacactct

aggaagaccc

agacaaagcc

tcctgcacca

tceccgtectce

tgtacaccct

tggtcaaagg

26387

Trinh ty nucleotit m3 hda

tggagcagag

cacattcagt

gatgggggag

ggtcaccatc

ggcctcggac

ccagggcace

agcgcectgce

ctacttcccc

caccttccecceg

gcectecage

caccaaggtg

acctgaggcc

catgatctcc

cgaggtccag

gcgggaggag

ggactggctg

catcgagaaa

gcccccatee

cttctacccc

HC lam vi du

gtgaaaaagc

aactactgga

attttacctg

tcagccgaca

accgccatgt

ctggtcaccg

tccaggagca

gaaccggtga

gctgtectac

agcttgggca

gacaagagag

gccgggggac

cggacccctg

ttcaactggt

cagttcaaca

aacggcaagg

accatctcca

caggaggaga

agcgacatcg

-38-

ccggggagtce

tagagtgggt

gaagtgatag

agtccatcag

attactgtgce

tctectecage

ccteccgagag

cggtgtcgtg

agtcctcagg

cgaagaccta

ttgagtccaa

catcagtctt

aggtcacgtg

acgtggatgg

gcacgtaccg

agtacaagtg

aagccaaagg

tgaccaagaa

ccgtggagtg

(SEQ ID NO: 2)

tctgaagatce

gcgccagatg

tattaagtac

caccgcctac

gagaaggggyg

ttctaccaag

cacagccgcec

gaactcaggc

actctactcc

cacctgcaac

atatggtccc

cctgttccec

cgtggtggtg

cgtggaggtg

tgtggtcage

caaggtctcce

gcagcccega

ccaggtcagce

ggaaagcaat



26387

gggcagccgg agaacaacta caagaccacg cctcccgtge tggactcecga cggctcctte
1200

ttcctctaca gcaggctaac cgtggacaag agcaggtggc aggaggggaa tgtcttctea
1260

tgctcecgtga tgcatgaggce tctgcacaac cactacacac agaagagcct ctceetgtet
1320

ctgggt
1326

<210> 13
<211> 441

<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin cta tau ngudi cé &6 dai day 4u

<400> 13

Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His
20 25 30

Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu
35 40 45

Gln Thr Pro Thr Glu Asp Gly Ser Glu Glu Pro Gly Ser Glu Thr Ser
50 55 60

Asp Ala Lys Ser Thr Pro Thr Ala Glu Asp Val Thr Ala Pro Leu Val
65 70 75 80

Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys Gln Ala Ala Ala Gln Pro His Thr Glu
85 90 95

Ile Pro Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro
100 105 110

Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val Thr Gln Ala Arg Met Val
115 120 125

Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lys Ala Lys Gly
130 135 140

Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro
145 150 155 160

Gly Gln Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro
165 170 175

Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
180 185 190

Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser

-30-



Arg

Lys

225

Ser

Lys

Gly

Ser

Ser

305

Lys

val

Lys

Lys

Lys

385

Gly

Ile

Ser

Ser

210

Val

Arg

Ser

Lys

Lys

290

Val

Cys

Glu

Ile

Lys

370

Thr

Asp

Asp

Ala

195
Arg

Ala

Leu

Lys

val

275

Cys

Gln

Gly

val

Gly

355

Ile

Asp

Thr

Met

Ser
435

Thr

Val

Gln

Ile

260

Gln

cly

Ile

Ser

Lys

340

Ser

Glu

His

Ser

Val

420

Leu

Pro

Val

Thr

245

Gly

Ile

Ser

val

Leu

325

Ser

Leu

Thr

Gly

Pro

405

Asp

Ala

Ser

Arg

230

Ala

Ser

Ile

Lys

Tyr

310

Gly

Glu

Asp

His

Ala

390

Arg

Ser

Lys

Leu

215

Thr

Pro

Thr

Asn

Asp

295

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys

375

Glu

His

Pro

Gln

26387

200
Pro

Pro

val

Glu

Lys

280

Asn

Pro

Ile

Leu

Ile

360

Leu

Ile

Leu

Gln

Gly
440

Thr

Pro

Pro

Asn

265

Lys

Ile

Val

His

Asp

345

Thr

Thr

val

Ser

Leu

425

Leu

-40-

Pro

Lys

Met

250

Leu

Leu

Lys

Asp

His

330

Phe

His

Phe

Tyr

Asn

410

Ala

Pro

Ser

235

Pro

Lys

Asp

His

Leu

315

Lys

Lys

val

Arg

Lys

395

val

Thr

Thr

220

Pro

Asp

His

Leu

val

300

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

380

Ser

Ser

Leu

205
Arg

Ser

Leu

Gln

Ser

285

Pro

Lys

Gly

Arg

Gly

365

Asn

Pro

Ser

Ala

Glu

Ser

Lys

Pro

270

Asn

Gly

Val

Gly

val

350

Gly

Ala

Val

Thr

Asp
430

Pro

Ala

Asn

255

Gly

val

Gly

Thr

Gly

335

Gln

Gly

Lys

val

Gly

415

Glu

Lys

Lys

240

val

Gly

Gln

Gly

Ser

320

Gln

Ser

Asn

Ala

Ser

400

Ser

vVal





