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Linh vwre k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén peptit p amyloid (amyloid beta-AB), cu thé hon sang ché dé
cap dén khang thé gin két v6i protofibril AP va md ta viéc st dung khang thé nay trong
diéu tri va/hodc phong ngira bénh Alzheimer va céc bénh khic lién quan dén tich tu

protein AP.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Bénh Alzheimer 12 r6i loan thoi héa than kinh va gy giam nhan thirc, trf nhé va
hanh vi. D3c diém riéng biét cia bénh Alzheimer bao gdm méang dang tinh bot ngoai bao,
dam r6i s¢i than kinh trong ndo, rbi loan chtrc nang noron thin kinh va cubi cung 1a teo
ndo. Nguy co phét trién bénh Alzheimer ting theo tudi tac, va véi su gia tang sd luong
ngudi cao tudi thi tinh trang bénh 1y nay ciing gia ting anh hudéng dén chét‘ lugng cudc

song cua nguodi cao tudi. Ngoai ra, bénh cling gy nhiéu ton kém cho x4 hoi.

Mic du thuc té réng bénh Alzheimer di dugc biét dén'trong nhiéu nam va mdt sb
phuong phap goi v didu tri dd dugc thuc hién, nhung cho dén nay van chua c6 phuong
phap ndo thyc sy hiéu qua ma méi chi c6 céc duge chit co tic dung diéu trj triéu chimg.
Nhiéu nghién ctru da duoc thuc hién dé x4c dinh co ché gdy bénh Alzheimer. Cu thé, vi
mot s6 nguyén nhin protein AP bit diu tich tu va théng qua mdt s6 dang trung gian, cudi
cling tao ra mang/fibril khong hoa tan ling dong trong ndo. Ban diu ngudi ta cho ring
cic mang dang tinh bt nhu vay anh huéng dén cac noron than kinh va tin hiéu duge din
truyén boi chung, nhung cho dén nay cac két quéd cda cac nghién ctiru chuyén sau cho
thdy rang dang trung gian tich tu hoa tan cta protein AB rat c6 thé 1a nguyén nhan chinh

gay bénh Alzheimer va céc tri€u ching quan sat dugc ¢ ngudi bénh.

Mot dang trung gian trong hang loat cac dang tich tu tir monome AP t6i fibril AB
khong hoa tan 1 protofibril AB hoa tan khdi Iwong phan tir cao, dugc mé ta 1an diu béi
Walsh trong tai liéu 1997 trong tai liéu The Journal of Biological Chemistry (Vol.
272(35) p. 22364-72). Vai trd quan trong cla protofibril AR trong phat trién bénh
Alzheimer dugc xé4c dinh bdi nhém cac nha khoa hoc ding dau 13 Lars Lannfelt, Uppsala
University, nghién ctru vé dot bién di truyén gy bénh Alzheimer, dot bién E693G trong
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protein tién chit dang tinh bot (APP) 12 nguyén nhan 1am tang hinh thanh protofibril Ap.
Mot nhém ngudi & mién Bic Thuy Pién mang dot bién nay dugc phat hién 1a sém phat
trién bénh Alzheimer ning trong cudc doi va phat hién vé t6 hop nay tao ra ¥ tuéng co
ban vé liéu phap diéu tri mdi. Do d6, protofibril AB dugc x4c dinh 12 lién quan chit ché
v6i bénh Alzheimer va 1a dich quan trong trong diéu tri. Dua trén nghién ciru vé peptit
AP chita d6t bién di truyén gy bénh Alzheimer, Lannfelt va cong su cé thé tao ra
protofibril AB in vitro, dt bién di truyén gy bénh Alzheimer ciing nhu thé dai, & luong
di & gay mién dich, sau d6 chon loc cic khang thé c6 4i luc gan két cao v6i protofibril
AB so vé6i cac loai khic trong hé protein AB. Vi du vé phuong phép san xuét protofibril
AB va khang thé gin két v6i protofibril B ndy duoc méd ta trong WO02/03911 va
W02005/123775.

Dic biét quan trong 13 phat trién khang thé don dong mAb 158 cua chudt nhét, 13
khang thé gin két véi protofibril AB, duoc mé ta trong EP2004688, chira cac trinh tu
CDR sau:

VH-CDR1: SFGMH SEQ ID NO.1
VH-CDR2: YISSGSSTIYYGDTVKG SEQ ID NO.2.
VH-CDR3: EGGYYYGRSYYTMDY SEQ ID NO.3
VL-CDRI: RSSQSIVHSNGNTYLE SEQ ID NO.4
VL-CDR2: KVSNRFS SEQ ID NO.5
VL-CDR3: FQGSHVPPT SEQ ID NO.6

Ai luc gén két va do chon loc cao cua phién ban nhén tao ciia mAb158, khang thé
BAN2401, khién cho khang thé nay rit quan trong dé sit dung trong diéu tri vd/hoic
phong nglra bénh Alzheimer, dic biét trong cac thir nghiém 14m sang dé bao ché duoc

phim. Pic tinh ctia khang thé BAN2401 dugc md ta trong EP2004688.

Hiéu luc cta khang thé phu thudc vao mot sb yéu t§ dugc luc hoc va dugc dong
hoc, vi du xem Deng et al, Expert Opin. Drug Metab. Toxicol 8(2) (2012): p. 141-160;
Boswell et al, Bioconjugate Chem. 21(2010): p. 2153-2163; Konterman, Current Opinion
in Biotechnology 22 (2011): p. 1-9 va Igawa et al, mAbs 3:3 (2011): p. 243-252. Trong sb
cac yéu td nay, thoi gian ban thai trong huyét trong kéo dai véi muc do hép thu toan than

ting dugc xem 13 yéu t§ quan trong dé cai thién dang k& hiéu qua didu tri. Thoi gian ban
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thai trong huyét twong kéo dai ciing duoc xem 13 yéu tb quan trong dé giam lidu do c¢6

mdi tuong quan hé thdng quan trong.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 dé cap dén khang thé gin két voi protofibril A va mé ta
viéc st dung khang thé nay trong diu tri va/hodc phong ngira bénh Alzheimer va cac
bénh khac lién quan dén tich tu protein AB. Sang ché ciing d& cap dén khang thé hitu ich
trong chin doan cac bénh ndy ciling nhu mé ta viée st dung khang thé ndy trong kiém
soat su tién trién cila cic bénh nay, va viéc st dung khang thé nay trong linh vuc tha y.
Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién thiy ring thoi gian ban thai ciing nhu mirc
do hép thu ctia khang thé nhan tao c6 céu tric tuong tu mAbl158, tic 1a khang thé
BAN2401, dugc gia ting déng ké, vi du khoang hai 14n hoidc cao hon, bing cach chén
mét hodc nhiéu dot bién & mot sé vi tri dic hiéu, tirc 1 vi tri s6 17, 79 vi/hoic 82 trén
chudi nhe thay déi ciia khang thé BAN2401 (vi tri kabat sb tuong tng 13 17, 74 va 77),
xem thém Fig.9 & d6 cac vi tri nay duoc ky hiéu 13 x;, X, va x;. Trong khang thé
BAN2401, axit amin & vi tri s6 17 (vi tri kabat s6 17) 13 A, axit amin & vi tri s6 79 (vi tri
kabat s6 74) 1a R v axit amin & vi tri s6 82 (vi tri kabat sb 77) 1a R. Phuong phap dénh sb
vi tri Kabat dugc mod ta trong tai liéu Kabat et al., Sequences of Proteins of

Immunological Interest, 1991 (tai lidu Cong bd NIH sb 91-3242).

Tuy ¥, ddc tinh ctia khang thé theo sang ché co thé tiép tuc dugc cai thién bang
cach két hop mdi dot bién tao ra thoi gian ban thai ting v6i mot hodc nhidu dot bién 1an
can, tirc 13 & vi tri s6 13, 21, 81 va/hoic 84 trén chudi nhe thay dbi ctia khang thé nay (vi
tri kabat s6 13, 21, 76 va 79 tuong tmg), xem thém Fig.9 & d6 cac vi tri nay duoc ky hiéu
13 y14, & Vi tri 56 37, 38 va/hoic 40 trén chudi ning thay ddi cia khang thé nay (vi tri
kabat s& 37, 38 va 40 tuong (ng), xem thém Fig.10 & d6 cac vi tri nay dugc ky hiéu 1a
z1.3, dé tiép tuc cai thién dic tinh mién dich, tac 12 kha ning sinh mién dich thép. So véi
trinh tu BAN2401, khi x, dugc dot bién, thi cac dot bién y; vi/hodc y, cb thé duge chén
vao va khi x, vd/hoic x; dugc dot bién, thi cac dot bién y3 va’/hodc y, co thé dugc chén

vao. Ngoai ra, cac dot bicn z;_3 c6 thé dugc chén vao.

Céc phuong an cu thé cua sang ché dugc thé hién duédi day.
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1. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén cua né cé & luc gin két voi
protofibril AP, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén cua né chira
chudi nhe thay di c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.8, trong d6

x1 dugc chon tr A, D, E va Q, hodc chét tuong tu chic ndng cia ching;
x2 dugc chon tr R, T, K, A va G, hoidc chét tuong tu chirc ndng ctia ching;
x3 dugc chon tr R, S, C, G va N, hodc chét tuong tu chic nang cua ching;
y1l dugc chon tir V va A;

y2 dugc chontr I va V;

y3 dugc chon tir S va Q;

y4 dugc chontt EvaD; vatuyy

chudi ning thay dbi c6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.14, trong d6

z1 dugc chon tir V val;

z2 dugc chon tr R va Q; va

z3 dugc chontir A, Nva T;

khong bao gdm t6 hop x1=A, x2=R va x3=R.

2. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta n6 theo phwong 4n 1, trong do
x1 dugc chontir A, D, E va Q;

x2 dugc chontr R, T, K, A va G;

x3 dugc chontr R, S, C, GvaN;

y1 dugc chontr Vva A;

y2 dugc chon tr I va V;

y3 dugc chon tir S va Q;

y4 dugc chon tir E va D; va

chudi ning thay ddi c6 trinh tu nhwr néu trong SEQ ID NO.14, trong d6

z1 dugc chon tir Vval;

z2 dugc chon tir R va Q; va
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z3 dugc chon tr A, Nva T;
khong bao gdm t6 hop x1=A, x2=R va x3=R.

3. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né theo phuong 4n 1 hoac 2,
trong dé chubi nhe cia khang thé nay chira td hop dot bién duoc chon tir:

x1 va (yl va/hodc y2);

x1 va (yl va/hoidc y2) va x2 va (y3 va/hoic y4);

x1 va (yl va/hodc y2) va x2 va x3 va (y3 va/hodc y4);
x1 va (yl va/hoidc y2) va x3 va (y3 va/hoac y4);

x2 (y3 va/hoiac y4);

x2 va x3 va (y3 va/hoic y4); va

x3 va (y3 va/hoidc y4);

khong bao gém tb hop x1=A, x2=R va x3=R.

4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo phuong an bét ky
trong sd cac phuong an tir 1 dén 3, trong d6 chudi nhe thay ddi cia khang thé nay chira

mdt hodc nhiéu ddt biénduoge chon tur:
x11a D va (yl va/hoidc y2);
x11a D va (yl va/hodc y2), x2 1a T va (y3 va/hoic y4);
x11a D va (yl va/hodc y2),x21a T, x3 1a S va (y3 va/hoic y4);
x11a D va (yl va/hodc y2) vax3 1a S va (y3 va’hoac y4);
x21a T (y3 va/hodc y4);
x21a T vax31aS va(y3 va/hodc y4); va
x3 1a S va (y3 va/hoic y4);

trong d6 y1 1a V hodc A va y2 12 V hoic I, khong bao gdm té hop y1=V va y2=I;
y3 12 S hodc Q va y4 13 E hodc D khéng bao gdm t6 hop y3=S va Y4=E.

5. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua né theo phuong 4an bit ky
trong s6 cac phuong an tir 1 dén 4, trong do

x11a D;
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x21aT;

x3 1aR;

yl dugc chon tr Vva A;
y2 duoc chontir Vval;

y3 dugc chon tir Q va S;
y4 dugc chon tr D va E;
z11aV;

z2 1aR; va

z3 dugc chontr N, T va A;

khéng bao gém t6 hop trong d6 y1 1AV, y2 1AL y314 S, y41aE, z1 AV, 22 1aR
vaz3la A.

6. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo phuong an 1, trong do
khang thé ny hodc manh gin két khang nguyén cta né chira chudi nhe thay ddi cé trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va chudi ning thay dbi c6 trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.16.

7. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén cua no6 theo phuong an 1, trong dé
khang thé niy hodc manh gin két khang nguyén ciia né chira chudi nhe thay ddi cé trinh
ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning thay d6i ¢ trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.15.

8. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo phuong 4n 1, trong d6
khang thé nay hoic méanh gin két khang nguyén cua né chira chudi nhe thay ddi c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi ning thay ddi c6 trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.15.

9. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 theo phuong 4n 1, trong d6
khéng thé nay hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 chira chudi nhe thay ddi cé trinh
ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay dbi c6 trinh tr axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.15.

10. Khang thé hoic manh gin két khéng nguyén cia né theo phuong an 1, trong
d6 khang thé nay hOZTlC‘ manh gin két khang nguyén ciia né chira chudi nhe thay di c6
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trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va chudi ning thay di c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.15.

11. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén éﬁa n6 theo phuong an 1, trong
d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cta né chtra chudi nhe thay dbi c6
trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning thay ddi c6 trinh tr axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

12. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo phuong an 1, trong
d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cia né chtra chudi nhe thay ddi c6
trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi ning thay dbi cé trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

13. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua né theo phuong an 1, trong
d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén cta n6 chira chudi nhe thay ddi c6
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay dbi c6 trinh tur axit
amin nhu néu trdng SEQ ID NO.16.

14. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo phuong an bat ky
trong s6 cac phuong 4n tir 1 d&én 13, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khang

nguyén cia né chira ving hang dinh chudi ning cia globulin mién dich G (IgG).

15. Khang thé theo phurong 4n bit ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 14, dé su
dung trong diéu tri bénh.

16. Khang thé theo phuong 4n bat ky trong sb cic phuong an tir 1 dén 14, @& su
dung trong diéu tri va/hoic phong ngira bénh Alzheimer va cic bénh khéc lién quan dén

tich tu protein Ap.

17. Khang thé theo phuong 4n 16, trong d6 bénh lién quan dén tich tu protein AP
duoc chon tir chin thuong so ndo, hdi chiing sa sat tAm thin thé Lewy, hoi chitng Down,
bénh xo cling teo co mot bén, hdi chimg sa sit tim than tién dinh thai duong, bénh lién
quan dén protein tau, thodi hoa dang tinh bdt toan than, chiig xo vira dong mach va hoi
chiing sa sut tAm than do bénh Parkinson.

18. Sir dung khang thé theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 14,
trong san xuét thudc ding dé didu tri va/hodc phong ngira bénh Alzheimer va cic bénh

khac lién quan dén tich tu protein Ap.
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19. Sir dung theo phuong 4n 18, trong d6 bénh lién quan dén tich tu protein AP
dugc chon tir chan thuong so nio, hoi chirng sa sit tim thin thé Lewy, hoi chirng Down,
bénh xo cimg teo co mot bén, hoi ching sa sit tim than tién dinh thai duong, bénh lién
quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bot toan than, chimg xo vita dong mach va hoi

ching sa sat tim than do bénh Parkinson.

20. Phuong phap 1am giam ndng d6 protofibril AP & dbi tuong, bao gdm budc cho
dbi turgng nay sir dung luong hitu hidu ciia khang thé hoic manh gin két khang nguyén

ctia n6 theo phwong 4n bit ky trong sé cac phuong an tir 1 dén 14.

21. Phuong phap diéu tri va/hodc phong ngira bénh Alzheimer & dbi tuong c6
nguy co cao phat trién hodc bi bénh nay, bao gdm buéc cho dbi twgng nay sir dung luong
hiru hiéu ciia khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo phuong 4n bt ky

trong sd cac phuong an tir 1 dén 14.

22. Phuong phép diéu tri vi/hodc phong ngira chin thuong so ndo, hdi ching sa
siit tAm than thé Lewy, héi chiing Down, bénh xo cling teo co mot bén, hdi ching sa sut
tam thin tién dinh thai duong, bénh lién quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bot
toan than, chiing xo vita dong mach va hdi ching sa stt tdm than do bénh Parkinson &
d6i tuong c6 nguy co cao phat trién hodc bi cac bénh nay, bao gdm budc cho ddi tuong
nay stt dung lwong hiru hiéu cia khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo

phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 14.

23. Phuong phap do ndng do protofibril AP va/hoic protein AP tich tu & dbi tuong,
bao gdm budc cho mé hoic dich co thé ciia dbi twong ndy tiép xtc in vivo hoic in vitro
v6i khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo phuong 4an bat ky trong sd
cac phuong 4n tir 1 &én 14 va do ndng d6 khang thé hoic manh gin két khang nguyén
ctia n6 gin két véi protofibril AP va/hoic protein AP tich tu ndy.

24. Phuong phap chin doan bénh Alzheimer & dbi tugng c6 nguy co cao phat trién
hodc bi bénh nay, bao gdm budc cho mé hoic dich co thé cua dbi twong niay tiép XUc in
vivo hodc in vitro v6i khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia n6 theo phuong an
bét ky trong sd cac phuong an tir 1 dén 14 va do ndng d6 khang thé hoic manh gin két
khéang nguyén ctia né gin két véi protein AP tich tu.

25. Phuong phap chin doan chin thuong so ndo, hdi chimg sa sut tim thin thé

Lewy, hdi ching Down, bénh xo cimg teo co mot bén, hdi ching sa sat tim than tién
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dinh thai duong, bénh lién quan dén protein tau, thoi héa dang tinh bt toan than, chimg
X0 vira dong mach va hdi chimg sa sit tdm than do bénh Parkinsoné ddi twong cé nguy
co cao phat trién hodc bi cic bénh nay, bao gém buée cho md hoidc dich co thé cia dbi
tuong nay tiép xdc in vivo hodc in vitro voi khang thé hoic manh gin két khang nguyén
ctia né theo phuong an bét ky trong sé cac phuong 4n tir 1 dén 14 va do ndng do khang

thé hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 gin két v6i protein AP tich tu.

26. Duoc pham, chira khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo
phuohg an bt ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 14, cling véi ta duge va/hodc chit pha

loang dugc dung.

27. Khang thé theo phuong an bit ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 14, dé s
dung trong linh vuc thu y.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 12 db thi thé hién dir liéu phan tich hoat tinh gin két chon loc véi protofibril
AP so v6i monome AP cua khang thé A17D, khang thé A17D/R79T, khang thé
" A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S so v6i khang thé BAN2401 (d6i ching).
Hoat tinh trc ché gin két boi cac protofibril AR 1-42 trong dung dich dugc thé hién bing
c4c hinh tron va hinh vuéng mau tring va hoat tinh rc ché gin két boi cac monome AP 1-

40 trong dung dich dugc thé hién bang cac hinh tron va hinh vudng mau den.

Fig.2 1a dd thi thé hién mtc dd hip thu duoc chit vao huyét twong cta khang thé
BAN2401 va cac khang thé theo sang ché & chudt nhit duge biéu dién dudi dang cac dd
thi néng d6 theo thoi gian. Nong d6 trong huyét trong sau khi tiém tinh mach liéu don
cia khing th8 BAN2401, khang thé A17D, khang thé A17D/R79T va khang thé
A17D/R79T/R82S dugc do & cac thoi diém 0,5 gid, 2 ngay, 7 ngdy, 15 ngay va 29 ngay
sau st dung, v ndng d6 trong huyét twong sau khi tiém tinh mach lidu don ctia khang thé
A17D/R82S duoc do & cac thoi diém 0,5 gid, 2 ngay, 7 ngay, 14 ngiy va 28 ngay sau sir
dung duogc thé hién trén db thi. Khang thé A17D/R82S khong dugc sir dung trong nghién
ctru duoc luc hoc twong tu nhu cac khang thé con lai theo sang ché, nhung thay vao d6
duoc st dung trong thir nghiém riéng. Tuy nhién, ngoai trir hai thoi diém 14y miu huyét
tuong, thiét ké nghién ctru twong tu dugc sir dung trong hai nghién ciru riéng biét. Toan
bd cic miu huyét twong dugc phan tich bing phuong phap ELISA trong cung thir
nghiém dé tranh sai sb giita cac thir nghiém. Nong d6 duoc chét trong huyét tuwong
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(ng/mL) duge thé hién trén truc y (thang logarit) va thoi diém sau sit dung (gid) duoc thé
hién trén truc x. Cac tri sd trung binh nhém dugc thé hién bﬁng c4c thanh sai s biéu thi
dd 1éch chuin. Céc tri sb AUC .y va thoi gian ban thai giai doan cudi dugc tinh toan
bang mé hinh khéng ngin st dung phin mém Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va thé
hién trén Bang 1. '

Fig.3 1 d0 thi thé hién mirc d6 hép thu duoc chit vio huyét twong cia khang thé
BAN2401 va cac khang thé theo sang ché & chudt cdng dugc biéu dién dué6i dang cac dd
thi nong do theo thoi gian. Nong d6 trong huyét trong sau khi tiém tinh mach liéu don
cia khang thé BAN2401, khang thé A17D, khang thé A17D/R79T va khéng thé
A17D/R79T/R82S dugc do & cac thoi diém 0,5 givy, 2 gid, 7 gio, 24 giv, 2 ngay, 4 ngdy,
7 ngay, 14 ngay va 29 ngiy sau st dung dugc thé hién trén dd thi. Nong d6 dugc chit
trong huyét twong (ug/mL) dugc thé hién trén truc y (thang logarit) va thoi diém sau st
dung (gid) dugc thé hién trén truc x. Céc tri sd trung binh nhém duogc thé hién béng cac
thanh sai s biéu thi do léch chuén. Cac tri s6 AUCq.ns va thoi gian ban thai giai doan
cudi trung binh duoc tinh todn bing md hmh khong ngin st dung phdn mém Phoenix
WinNonlin 6.3 (Pharsight) va thé hién trén Bang 2.

Fig.4 12 5 thi thé hién dir liéu phén tich hoat tinh gin két chon loc v6i protofibril
AP so v6i monome AP ciia cac bién thé dd khir mién dich cua khang thé A17D/R79T
(khang thé A17D/R79T DI 1-8) so v6i khang thé BAN2401. Hoat tinh tc ché gin két
béi cac protofibril AP 1-42 trong dung dich duoc thé hién bang cac hinh tron va hinh
vubng mau tring, va hoat tinh @rc ché gin két bdi cic monome AP 1-40 trong dung dich
dugc thé hién bang cac hinh tron va hinh vuéng mau den. A) A17D/R79T DI 1, B)
A17D/R79T DI 2, C) A17D/R79T DI 3, D) A17D/R79T DI 4, E) A17D/R79T DI 5, F)
A17D/R79T DI 6, G) A17D/R79T DI 7, H) A17D/R79T DI 8.

Fig.5 1 d6 thi thé hién mirc d6 hép thu duoc chit vao huyét trong cua khang thé
BAN2401 va c4c khang thé theo sang ché & chudt nhét dugc biéu din duéi dang cac dd
thi ndng d6 theo thoi gian. Nong do trong huyét twong sau khi tiém tinh mach lidu don
ctia khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T va 8 bién thé d3 khir mién dich cua
khang thé A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) duoc do & cc thoi diém 0,5 gio,
2 ngdy, 7 ngdy, 14 ngay va 28 ngay sau sir dung. Nong d6 dugc chit trong huyét tuong
(ng/mL) duoc thé hién trén truc y (thang logarit) va thoi diém sau sir dung (gid) dugc thé
hién trén truc x. C4c tri sb trung binh nhém dugc thé hién b'fmg céc thanh sai s biéu thi
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d6 1éch chudn. Cac tri s6 AUC. e va thoi gian béan thai giai doan cubi trung binh dugc
tinh toan bang md hinh khéng ngin sit dung phdn mém Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight) va thé hién trén Bang 6.

Fig.6 14 d thi thé hién muc d6 hép thu duoc chit vao huyét twong cta khang thé
BAN2401 v cac thé dot bién & chudt céng dugc biéu dién duési dang cac db thi ndng dd
theo thoi gian. Nong do trong huyét trong sau khi tiém tinh mach lidu don cta khang thé
BAN2401, khang thé A17D/R79T va 8 bién thé d3 khir mién dich cia khang thé
A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) dugc do & cac thdi diém 0,5 gid, 2 ngay, 7
ngay, 14 ngay va 28 ngiy sau sir dung. Nong d6 duoc chit trong huyét tuong (pg/mL)
dugc thé hién trén truc y (thang logarit) va thoi diém sau sir dung (gid) duoc thé hién trén
truc x. Cac tri sb trung binh nhém duoc thé hién bing céc thanh sai sb biéu thi do 1éch
chuén. Cac tri s6 AUC . va thoi gian ban thai giai doan cudi trung binh dugc tinh toan
bang mo hinh khéng ngin str dung phan mém Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va thé
hién trén Bang 7.

Fig.7 1a dd thi thé hién mirc d6 hdp thu duoc chéit vao huyét trong di hiéu chinh
lidu ctia khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé A17D/R79T DI 4
va khang thé A17D/R79T DI 8 & khi dudi dai dugc biéu dién dudi dang cac dd thi ndng
do theo thoi gian. Nong d6 trong huyét twong sau khi truyén tinh mach liéu don cua
khang thé BAN2401 duogc do & cac thoi diém 5 phut, 1 gid, 2 giv, 8 giv, 24 gidy, 2 ngdy, 4
ngdy, 7 ngdy, 14 ngdy, 21 ngay va 28 ngiy sau sir dung, va ndng do trong huyét twong
sau khi truyén tinh mach liu don cua khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé
A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI 8 duoc do & cac thoi diém 5 phut, 2 gio,
8 gio, 24 gid, 3 ngay, 7 ngdy, 14 ngay, 21 ngay va 28 ngay sau sir dung. Cac khang thé
theo sang ché dugc sir dung cho khi dudi dai trong nghién ciru khac va & liéu khac
(10mg/kg) so v&i khang thé BAN2401 (5mg/kg). Do d6, cac dd thi thé hién mirc d6 hép
thu duoc chit vao huyét twong di duoc hiéu chinh liéu. Nong d6 dugc chit trong huyét
twong dd dugc hidu chinh liéu (pg/mL/mg/kg liéu tiém) duoc thé hién trén truc y (thang
logarit) va thoi diém sau sir dung (gid) dugc thé hién trén truc x. Céc tri sb trung binh
nhém dugc thé hién béng cac thanh sai s biéu thi d6 1&ch chuin. Céc tri s6 AUC,. d
dugc hiéu chinh liéu va thoi gian ban thai giai doan cuéi dugc tinh toan bing mé hinh
khéng ngan sir dung phin mém Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va thé hién trén Bang
8.
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Fig.8 14 hinh v& thé hién céc trinh tr axit amin theo sang ché.

Fig.9 14 bang thé hién trinh tu axit amin cta chudi nhe thay dbi chira c4c trinh tur
VL-CDR1-3 dugc thé hién bang mau xam. Khang thé BAN2401: SEQ ID NO.7. Céc
khéng thé thé hé méi chira chudi nhe thay ddi theo sang ché: SEQ ID NO.8. Vi du cu thé
vé cac chudi nhe thay ddi nay: i): SEQ ID NO.9; ii): SEQ ID NO.10; iii): SEQ ID NO.11;
va iv): SEQ ID NO.12. '

Fig.10 12 bang thé hién trinh tir axit amin ctia chudi nang thay déi chira cac trinh tu
VH-CDR1-3 duoc thé hién bang mau xam. Khang thé BAN2401: SEQ ID NO.13. Céc
khang thé thé h¢ méi chira chudi nang thay ddi theo sang ché SEQ ID NO.14. Vi du cu
thé v& céc chudi nang thay dbi nay: i): SEQ ID NO.15; ii): SEQ ID NO.16; iii): SEQ ID
NO.17; va iv): SEQ ID NO.18.

Fig.11 14 dd thi thé hién ty 18 twong quan sinh truéng don gian cua do thanh thai
trung tdm cta khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé
A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI 8 bao gdm cac lodi can 14m sang chudt
nhit, chudt cdng va khi dudi dai. D6 thanh thai ciia cac loai khac nhau nay duogc v& trong
ting theo trong luong co thé cua ching (hinh kim cuong). Pudng hdi quy duoc ngoai suy
dé thu dugc do thanh thai & ngudi c6 trong luong co thé bang 70kg. Pbi v6i khang thé
BAN2401, d6 thanh thai trung tdm thuc té do dugc dugc thé hién bang hinh vudéng mau
trang, va thu duoc tir duong hdi quy tuyén tinh dua trén do thanh thai ctia khang thé
BAN2401 & chudt nhét, chudt cong va khi dudi dai. Khang thé BAN2401 thé hién mbi
tuwong quan tuyén tinh hep vé do thanh thai cho thy thoi gian ban thai du doan dugc 1a
khong chic chin, trai ngugc véi mdi twong quan tuyén tinh t6t vé d6 thanh théi cua cac
khang thé theo sang ché. |
MG t chi tiét sing ché

Céc khang thé dot bién A17D, R79T va R82S 1a cac dot bién vi tri trén khang thé
BAN2401, trong d6 céc axit amin & vi tri s6 17, 79 va 82 dugc dot bién trén chudi nhe
thay dbi.

Thu4t ngit “BAN2401” dugc ding trong ban mé ta dé chi khang thé don dong
nhén tao dugc dot bién tir khang thé mAb158 ciia chudt chira chudi nhe thay déi c6 trinh
tr axit amin nhur néu trong SEQ ID NO.7 va chudi ning thay dbi c6 trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.13. Khéng thé BAN2401 va khéng thé mAb158 chira VL-
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CDR1-3 va VH-CDRI1-3 va dic tinh cia ching dugc md ta trong EP2004688. Khang thé
BAN2401 khong phai 14 d6i twong yéu ciu bao hd theo sang ché.

Céc ky hidu viét tat dudi day duoc sir dung trong sang ché.

BAN2401: khang thé chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.7 va chudi ning thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13.

A17D: khang thé chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.19 va chudi ning thay dbi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13.

A17D/R79T: khang thé chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.20 va chudi ning thay dbi cé trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.13.

A17D/R79T/R82S: khang thé chira chudi nhe thay di c¢6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.21 va chudi nang thay dbi cé trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.13.

A17D/R82S: khang thé chira chudi nhe thay dbi c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.22 va chudi ning thay dbi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.13. |

A17D/R79T DI 1: khang thé chtra chudi nhe thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning thay dbi c6 trinh trr axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.15.

A17D/R79T DI 2: khang thé chtra chudi nhe thay ddi co trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.10 va chudi ning thay dbi c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.15.

A17D/R79T DI 3: khang thé chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay dbi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.15.

A17D/R79T DI 4: khang thé chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.12 va chudi ning thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.15.
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A17D/R79T DI 5: khang thé chtra chudi nhe thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.9 v chudi ning thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.16.

A17D/R79T DI 6: khang thé chtra chudi nhe thay ddi c¢6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.10 va chudi niang thay dbi c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.16. '

A17D/R79T_DI 7: khang thé chita chudi nhe thay ddi ¢6 trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.16.

A17D/R79T DI 8: khang thé chita chudi nhe thay d6i c6 trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.12 va chudi ning thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.16.

Chudi nhe thay ddi ctia khang thé theo sang ché, hodc manh gin két khang nguyén
clia n6 chira axit amin & vi tri s6 17 (vi trf kabat s6 17) 13 A, D, E, Q hoic chit tuong tu
chirc ning cuia ching, axit amin & vi tri s6 79 (vi tri kabat s6 74) 1a R, T, K, A, G hoic
chit trong tu chirc ning cia ching va axit amin & vi tri s6 82 (vi tri kabat s6 77) 1A R, S,
C, G, N hoac chat tuong tu chirc ndng ctia ching. Chét tuong tu chiic nang 13 axit amin
tao ra tri s pI cia khang thé twong tmg thip hon A (vi tri s6 17) va R (vi tri s6 79 va 82)
va khéng anh hudng bét lgi dén hoat tinh gin két v6i khang nguyén.

Céc trinh tu axit amin theo sang ché dugc mé ta dudi day:

SEQ ID NO.1: chudi nang thay d6i VH-CDR1 ctia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.2: chudi ning thay di VH-CDR2 cuia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.3: chudi ning thay d6i VH-CDR3 cuia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.4: chudi nhe thay d6i VL-CDRI ctia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.5: chudi nhe thay d6i VL-CDR2 ctia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.6: chudi nhe thay dbi VL-CDR3 cta khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.7: chudi nhe thay dbi cia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.8: trinh tir chudi nhe thay ddi gidng nhau ciia cac khang thé theo sang

ché.
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SEQ ID NO.9: trinh tu chudi nhe thay dbi didc hiéu ciia cac khang thé theo sing

ché.

SEQ ID NO.10: trinh tu chudi nhe thay d6i dic hiéu cta cac khang thé theo sing
ché.

SEQ ID NO.11: trinh tu chudi nhe thay d6i dic hiéu cia cac khang thé theo sang
ché

SEQ ID NO.12: trinh tu chudi nhe thay déi dic hidu clia cic khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.13: chudi ning thay dbi ctia khang thé BAN2401.

SEQ ID NO.14: trinh tir chudi ning thay ddi gidng nhau cta cac khang thé theo
sang ché.

SEQ ID NO.15: trinh tw chudi niing thay d6i dic hiéu ciia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.16: trinh tu chudi ning thay ddi dic hiéu cia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.17: trinh tu chudi ning thay dbi dic hiéu ciia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.18: trinh tyr chudi ning thay di dic hiéu ciia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.19: trinh tu chudi nhe thay déi dic hiéu cia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.20: trinh tw chudi nhe thay ddi dic hiéu clia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.21: trinh tu chudi nhe thay dbi dic hidu clia cac khang thé theo sang
ché.

SEQ ID NO.22: trinh tw chudi nhe thay ddi dic hiéu cta cac khang thé theo sang
ché. |

SEQ ID NO.23: trinh tir axit amin ctia ving hing dinh IgG1 ciia ngudi chira trong

cac khang thé theo sang che.
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SEQ ID NO.24: trinh tir axit amin ctia ving hing dinh chudi « cta ngudi chira
trong cac khang thé theo sang ché.

Chudi nhe thay dbi (SEQ ID NO.7) ctia khang thé BAN2401 va cic khing thé
theo sang ché chira ba trinh ty CDR (VL-CDR1-3):

VL-CDR1: RSSQSIVHSNGNTYLE SEQ ID NO 4
VL-CDR2: KVSNRFS SEQ ID NO.5
VL-CDR3: FQGSHVPPT SEQ ID NO.6

va chudi ning thay d6i (SEQ ID NO.13) cia khang thé BAN2401 va cc khang
thé theo sang ché, chira ba trinh tu CDR (VH-CDR1-3):

VH-CDR1: SFGMH SEQ ID NO.1
VH-CDR2: YISSGSSTIYYGDTVKG SEQID NO.2
VH-CDR3: EGGYYYGRSYYTMDY SEQ ID NO.3

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén khang thé gin két vdi protofibril AB, c6
cac t6 hop trinh ty CDR nhu sau:

VH-CDR1: SFGMH SEQ ID NO.1
VH-CDR2: YISSGSSTIYYGDTVKG SEQ ID NO.2
VH-CDR3: EGGYYYGRSYYTMDY SEQ ID NO.3
VL-CDR1: RSSQSIVHSNGNTYLE SEQ ID NO.4
VL-CDR2: KVSNRFS SEQ ID NO.5
VL-CDR3: FQGSHVPPT SEQ ID NO.6

va chita chudi nhe thay dbi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8,
trong d6 x; 1a A, D, E, Q hoic chit twong tu chirc nang cua chung, x, AR, T, K, A, G
hoic chét tuong tu chirc ndng ctia chung va x; 1a R, S, C, G, N hoic chét tuong tu chic
ning clia ching, va khéng bao gdm t6 hop x;=A, x,=R va x;=R.

Chat twong tu chtrc ning 13 axit amin tao ra tri s pI ciia khang thé tuong tng thip
hon A (x;) va R (x, va x;) va khong anh hudng bét loi dén hoat tinh gén két v6i khang
nguyeén.
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Chudi nang thay dbi c6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14, chira z;,
7, va z; trong td hop bit ky va trong do

z, duogc chon tir Vva I

z, duge chon tr R va Q; va

z3 duoc chontr A, Nva T;

khéng bao gbém 6 hop z;=V, z,=R va z;=A.

Dua trén nguyén tic ndy, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé thé
dé dang x4c dinh dugc chit trong tu chirc ning véi cac axit amin dic hiéu néu trén dbi
v6i mbi vi tri dé chén axit amin & vi tri dac hiéu theo sang ché, ciing nhu thir nghiém dic
tinh cta khang thé thu duoc, vi du 4i luc gin két véi protofibrill AB va céc dic tinh quan

trong khéc, dugc mo ta dudi day.

Do dé, theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé, hoic méanh gfm két
khang nguyén ctia n6 ¢6 4i luc gin két véi protofibril AP, trong d6 khang thé nay hoic
manh gin két khang nguyén cta né chtra chubi nhe thay dbi c6 trinh tu nhu néu trong

SEQ ID NO.8, trong d6
x; duge chon tir A, D, E va Q, hodc chét tuong tu chirc nang cta ching;
x, duge chon tir R, T, K, A va G, hoidc chét tuong ty chirc nang cua ching;
x3 duge chon tir R, S, C, G va N, hodc chét tuong tu chirc ndng cua ching;
y; dugc chon tir Vva A;
y, dugc chontir I va'Vv;
y3 dugce chon tir S va Q;
y4 duge chon tir E va D; va tiy y

chudi ning thay dbi c6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.14, trong d6

z; dugc chontr Vval; '

z, dugc chon tir R va Q; va z; dugc chon tir A, Nva T;

khong bao gdm t6 hop x;=A, x,=R va x;=R.

Theo mdt phuong an khac, sang ché d& cip dén khang thé hosc manh gin két

khang nguyén ciia n6, trong do
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x; dugc chon tir A, D, E va Q;

X, dugec chon tr R, T, K, A va G;

x3 dugcchontrR, S, C, GvaN;

y1 dugc chon tir V va A;

y, dugc chon tr I va Vv,

y3 dugce chon tir S va Q;

y4 dugce chon tir E va D; va

chudi ning thay ddi c¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.14, trong d6
z, dugc chon tr V va I;

7, duge chon tr R va Q; va

z3 dugc chon tir A, Nva T;

khoéng bao gém td hop x;=A, x,=R va x;=R.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé cap dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén ciia no, trong d6 chudi nhe thay ddi ciia khang thé nay chua té hop dot

bién dugc chon tir:
x; va (y; va/hodc y,);
X1 va (y; va/hodc y,) va x, va (ys va/hodc y,);
x; va (y; va/hodc y,) va x, va x3 va (y; va/hoac y;);
x; va (y; va/hodc y,) va x3 va (ys va/hodc yy);
X3 (y3 va/hodc yy);
X, va X3 va (y3 va/hodc y,); va
X3 va (y; va/hodc yu);
khéng bao gdm t6 hop x;=A, x,=R va x;=R.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché d& cap dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cta né, trong d6 chudi nhe thay ddi ciia khang thé nay chira mot hoic

nhiéu d6t biéndugc chon tir:
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x; 1a D va (y; va/hoac y»);

x; 1a D va (y; vd/hoic y,), X, 12 T va (y; va/hodc yy);

x; 1a D va (y; va/hodc y,), X, 1a T, x5 1a S va (y; va/hodc yy);

x; 1a D va (y; va/hodc y,) va x3 1a S va (y; va’hodc yy);

X3 12 T (y3 va/hodc yy);

X, 1a T va x5 1a S va (y; va/hodc y,); va

x3 12 S va (y; va/hodc y,);

trong do6 y; 1a V hodc A va y, 1a V hoac I, khong bao g(‘im td hop y1=V va y,=I; y3
13 S hoic Q va y, 13 E hoic D khéng bao gbém tb hop y:=S va Y,=E.

Theo mot phuong an khic, sang ché dé cap dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cia n6, trongdo y; 1a A,y 1a V, y3 1aQ vay, 1a D.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché d& cap dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cua no, trong d6

X1 la D,

x31aR;

yy duge chon tr Vva A;

y, dugc chontr Vva

y; dugc chon tr Q va S;

V4 durcjc chontr D va E;

Z1 Ia V,

7z, 1aR; va

z3 dugc chon tr N, T va A;

khong bao gdm t6 hop trong 46 y; 1a V, y, 1AL, y; 13 S, y4 1AE, z; 14 V, z, A R va

73 1a A.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cip dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cta no, trong d6

X1 la D,

x,1aT;
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x3 laR;
vilaV;
2 1aV;
y31aQ;
v4la E;
z11a'V;
7z laR;va

Z3 la N.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& cip dén khang thé, hoic manh gin két

- khang nguyén cua nd, trong dé

x; 1a D;

X, 1aT;

x3l1aR;

v laV;

v 1a 'V,

y;1a S;

yala D;

71 1a'V;

- zplaR;va
z3 1a N.
Theo médt phuong 4n khac, sang ché d& cép dén khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cia no, trong doé

x; 1a D;

x 1aT;

x31aR;

y11a A;

v2lal;

y31aQ;

ya1a E;

z;11a'V;

Zy Ia R, va
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Z3 Ia N.

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé, hoic manh gin két

khang nguyén cda nd, trong do6

x; 1a D;
X,1aT;
x31a R; |
yilaA;
v2lal;
y3laS;

v 1a D;
z;1a'V;

7z 1aR; va

Z3 1a N.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cip dén khang thé, hodc manh gin két

khang nguyén cua nd, trong d6

x;1a D;

X, 1a T;

x31a R;

yila'Vv;

v 1aV;

y31la Q;

vala E;

z;1a'V;

7z, 1aR; va

z;1aT.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cdp dén khang thé, hoic manh gin két

khéng nguyén cia no, trong d6

x;1a D;

X 1a T;

x31a R;

yilav;
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y21a'V;
ys1aS;
yala D
z11a'V;
7 1aR; va

Z3 laT.

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé cip dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ctia n6, trong dé

x; la D;

X, 1a T;

x31aR;

yilaA;

2 1al;

y31a Q;

y4 12 E;

z; 1aV;

7z laR; va

z;1aT.

Theo mot khia canh khac, séng ché dé cap dén khang thé, hoic manh gén Két

khang nguyén cua no, trong do

x;1a D;

X, 1aT;
x31aR;
yila A;
v2lal;
y31aS;

y4 12 D;
z11a'V;
z;1aR; va

zz1aT.
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Theo mot khia canh cia sang ché, mdi dot bién x;-x5 dugce két hop v6i mot hodc

nhiéu dot bién bd sung yi-ys:
khi x; khong phai 1a A, thi cac dot bién y; va/hodc y, dugc chén vao;

khi x, khong phai 13 R va/hodc x; khong phai 1a R, thi cac dot bién y; va/hoic vy

dugc chén vao;
tao ra cac chudi nhe thay dbi chira cac t§ hop dot bién sau so v6i SEQ ID NO.7:
x; va (y; va/hodc y); hodc
x; va (v; va/hodc y,) va x, va (y; va’hodc y,); hoac
x; va (y; va/hodc y,) va x; va x; va (y3 va/hodc yy); hodc
x; va (y; va’hodc y,) va x3 va (y; va’/hodc y,); hodc
X, va (y; va/hodc y,); hoac
X, va X3 va (y3 va/hodc y,); hodc
x3 va (y3 va/hodc yy);
trong d6 cac thong sd x va y duoc dinh nghia néu trén.

Theo mét phuong an, chudi nhe (SEQ ID NO.8) ciia khang thé theo sang ché hoic
manh gin két khang nguyén cta n6 chi chira mdt hodc nhidu d6t bién x;-x; trong chudi
nhe thay ddi (str dung phuong phap danh s vi tri ddu tan cing N): A17D (x;), R79T (x,)
va R82S (x3):

A17D; hoac

A17D va R79T; hodc

A17D va R79T va R82S; hoac
A17D va R82S; hoac

R79T; hoac

R79T va R82S; hoac

R82S;

trong 46 y; 12V, y, 13 L, y3 13 S va Y, 13 E (khong thay ddi so v6i SEQ ID NO.7).
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Theo mdt phuong an khac, cac dot bién y1-Y4 duge cheén vao tao ra mét td hop bét

ky trong s cac t6 hop sau:

A17D va (y; va/hodc y»);

A17D va (y; va/hodc y,) va R79T va (y; va/hoac yy);

A17D va (y, va/hodc y,) va R79T va R82S va (y; va’hoac yy);

A17D va (y; va/hoac y,) va R82S (y3 va/hoac y,);

R79T (y3 va/hodc yy);

R79T va R82S va (y; va/hodc yy);

R82S va (y; va’hodc y,);

trong do6 y; 1a V hodc A va y, 1a V hodc I, khéng bao gém td hop y1=V va y,=I,
y3 14 S hodc Q va y, 14 E hoic D, khong bao gdm t6 hop y5=S va Y,=E.

Céc td hop dic hidu khac duge md ta trong SEQ ID NO. 9-SEQ ID NO.12.

Chudi ning thay d6i (VH) cta cac khang thé theo sang ché c6 trinh tu axit amin

nhu néu trong SEQ ID NO.14, trong d6 z; 1a V hodc I, z, 1a R hodc Q va z; 1a A, N hodc
T, vi du SEQ ID NO.15-18. |

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché @& cap dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khing nguyén cia no
chtra chudi nhe thay dbi dugc chon tir trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 9-
SEQ ID NO.12.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché d& cap dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khiang nguyén cia no
chira chudi ning thay dbi dugc chon tir trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 15-
SEQ ID NO.18.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cip dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén cua né, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khéng nguyén cua né
chira chudi nhe thay d6i dugc chon tir trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO. 9-
SEQ ID NO.12; va chudi ning thay doi duge chon tir trinh tr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO. 15-SEQ ID NO.18.
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Theo mét phwong 4n khac, sang ché dé cip dén khang thé hodc méanh gan két
khang nguyén ctia né, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cia nd
chtra chudi nhe thay dbi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning
thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15.

Theo mot phuong 4n khéic, sing ché d& cip dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén cia né
chita chudi nhe thay d6i c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi
ning thay ddi cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15. |

Theo mot phuong 4n khéac, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh gin két
khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khéng nguyén cua nbd
chitra chudi nhe thay déi co trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi
ning thay ddi ¢é trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& cap dén khang thé hodc manh gin két
khéang nguyén ctia né, trong d6 khang thé nay hoic méanh gin két khang nguyén cta né
chita chudi nhe thay dbi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va chudi
ning thay ddi cé trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh gén két
khang nguyén clia né, trong d6 khang thé nay hoic méanh gin két khang nguyén cta né
chtra chudi nhe thay ddi c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chuSi nang
thay ddi c6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cdp dén khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cia né, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khéng nguyén cda no
chira chudi nhe thay dbi c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi
ning thay doi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& cip dén khang thé hodc méanh gin két
khang nguyén cia né, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cia nd
chira chudi nhe thay ddi c¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 vi chudi
ning thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cip dén khang thé hoic manh gin két

khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cia n6
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chtta chudi nhe thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va chudi
ning thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cda né theo
sang ché, chira ving hang dinh chudi nang dugc chon tir nhém bao gdm viing hing dinh
chudi ning cta IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA va IgE hoic bién thé alen bat ky cua
ching nhu dugc mé ta trong tai liéu Kabat et al. (Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, Pon cong bd NIH s6 91-3242), duogc két hop vao sang ché béng cach vién dan.
Céc trinh fr bt ky nay c6 thé dugc st dung trong sang ché. Theo phuong 4n uu ti€n hon,
viing hing dinh chudi ning cta khing thé nady 12 IgG1. Trinh tur axit amin cta ving hing
dinh IgG1 clia ngudi d4 biét trong linh vuc nay va duoc néu trong SEQ ID NO.23.

Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khing nguyén cia né theo
sang ché chira ving hing dinh chudi nhe dugc chon tir nhém bao gdm ving hing dinh
va ving hang dinh A hoic bién thé alen bat ki ctia ching nhu duoc mé ta trong tai liéu
Kabat et al. (Kabat, E. A, et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, Pon céng b NIH sb 91-
3242), dugc két hop vao sang ché bing cach vién din. Céc trinh tu bét ky ndy c6 thé
dugc st dung trong sang ché. Theo phuong 4n wu tién hon, ving hang dinh chudi nhe cia
khang thé nay 13 ving hing dinh «. Trinh tu axit amin cia ving hdng dinh chudi x cuia

nguoi di biét trong linh vuc ndy va dugc néu trong SEQ ID: 24.

Theo mdt phuong 4n, manh gin két khang nguyén theo sing ché 13 manh Fab,
ho#ic manh F(ab’), hoic manh Fv chudi don.

Khang thé theo sang ché hodc manh gin két khang nguyén cta né cé thé chira td

hop bat ky ctia cac chudi nhe thay dbi va chudi ning thay ddi néu trén.

Theo mot khia canh, sang ché d& cép dén khang thé, hoic manh gin két khéng
nguyén ctia n6 c6 i luc gin két cao véi protofibril A dé sir dung trong diéu tri bénh
bang cach sir dung mot hoiic nhidu khang thé theo sang ché hoic manh gin két khang
nguyén ctia né cho ddi tugng c6 nguy co cao phat trién hodic bi bénh Alzheimer va céc
bénh khac lién quan dén tich tu protein AB, nhu chin thuong so ndo, hi chiing sa st tAim
than thé Lewy, hoi chirng Down, bénh xo cling teo co mot bén, hoi chimg sa sut tim than

tién dinh thai duong, bénh lién quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bdt toan than,
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chtng xo vita dong mach va hoi ching sa st tdm thin do bénh Parkinson. Liéu thich hop
c6 thé thay ddi trong khoang rong, vi du ndm trong khoang tir 0,01 dén 100mg/kg/liéu,
phu thudc vao chi dinh diéu tri, tinh trang clda nguodi bénh, duong dua thube, vi du tiém
tinh mach, tiém dudi da, tiém truyén hodc sir dung khu trt, va tin suét st dung, vi du lidu

don, hang ngay, hang tuin, ba thang mot 14n hodc thdm chi it hon.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé, hoic manh gén Kkét khéang

nguyén ciia n6, dé st dung trong diéu tri bénh.

Theo mét khia canh, sang ché dé cip dén khang thé, hoic manh gin két khang
nguyén cua nd, dé str dung trong diéu tri vi/hoic phong ngira bénh Alzheimer va céac
bénh khac lién quan dén tich tu protein AB. Thong thuong, cac rdi loan nay c6 thé duoc
chon tir chin thuong so ndo, hoi chiing sa sut tdm than thé Lewy, hoi chitng Down, bénh
X0 clng teo co mdt bén, hdi ching sa sut tdm than tién dinh thai duong, bénh lién quan
dén protein tau, thoai hoa dang tinh bdt toan than, chiing xo vita dong mach va hdi ching

sa st tim than do bénh Parkinson.

Sang ché ciing mé ta viéc sir dung khang thé theo sang ché, hoic manh gin két
khéng nguyén ciia né, trong san xuit thudc ding dé diéu tri va/hoic phong ngira bénh
Alzheimer va cac bénh khac lién quan dén tich tu protein AP. Thong thuong, cac rbi loan
nay co thé dugc chon tir chan thuong so nao, hdi chiing sa sut tdm than thé Lewy, hoi
chiing Down, bénh xo cing teo co mdt bén, hdi ching sa sut tdm than tién dinh thai
duong, bénh lién quan dén protein tau, thoai hoa dang tinh bdt toan than, chimg xo vita

dong mach va hdi ching sa stt tim than do bénh Parkinson.

Sang ché ciing mé ta phuong phap 1am giam ndng d6 protofibril AR & ddi tuong,
bao gbm budc cho dbi tuong nay sir dung luong hitu hiéu ciia khang thé theo sng ché

hoac manh gan két khang nguyén cia ndé.

Sang ché ciing mb ta phuong phép diéu tri vi/hoic phong ngira bénh Alzheimer va
cac bénh khéac lién quan dén tich tu protein AP & dbi twong cé nguy co cao bi hoic bi
bénh ndy, bao gdm budc cho dbi tugng nay sir dung lwong hitu hidu ciia khang thé theo
sang ché hodc manh gin két khang nguyén ctia n6. Thong thuong, cic rdi loan nay c6 thé
duoc chon tir chén thuong so ndo, hdi ching sa st tim than thé Lewy, hoi ching Down,

bénh xo cling teo co mot bén, hdi ching sa st tdm than tién dinh thai duong, bénh lién
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quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bot toan than, chiing xo vita ddng mach va hoi

chimg sa sut tAm than do bénh Parkinson.

Thuat ngir “dbi tuong” duge dung trong ban mé ta dé chi dong vat c6 v, nhu
ngudi. Cac dong vat cb vi khéc 13 cac dong vét c6 va duge didu tri/phong ngira va st

dung trong linh vuc thu y.

Sang ché ciing md ta phuong phap do ndng d6 protofibril AP va/hoic protein AP
tich tu & d6i tuong, bao gdm budc cho mé hoic dich co thé ciia ddi tuong nay tiép xic in
vivo hodc in vitro v§i khang thé dugc danh du, hoic manh gén Kkét khang nguyén cia né
va do luong cia cac khang thé, hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 gin két véi
protofibril AR va/hoic protein AP tich tu nay. Khang thé hoic manh gin két khang
nguyén cia nd cé thé dugc danh dau béng déng vi phong xa, nhu 2 et et i, Flg,
hoic Ga®®, nhung khong chi gii han & cac déng vi phéng xa ndy, dé dung cho muc dich
phat hién.

Sang ché ciing md ta phuong phap chin doan bénh Alzheimer va cic bénh khac
lién quan dén tich tu protein AP, nhu chin thuong so ndo, hoi chiing sa sut tim than thé
Lewy, hoi chiing Down, bénh xo cling teo co mot bén, hdi chiing sa sut tim than tién
dinh thai duong, bénh lién quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bot toan than, ching
x0 vita dong mach va hdi ching sa sut tdm than do bénh Parkinson, & déi twong c6 nguy
co cao phat trién hodc bi bénh nay bao gém bude cho mo hoic dich co thé caa dbi tugng
nay tiép xuc in vivo hoic in vitro v6i khang thé theo sang ché, hoic manh gin két khang
nguyén clia n6 va do ndng do khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 gin két
v6i protein tich tu. Thong thudng, cac 16i loan lién quan dén tich tu protein AP nay cé thé
dugc chon tir chin thuong so ndo, hdi chung sa sut tAm than thé Lewy, hoi chitng Down,
bénh xo cling teo co mdt bén, hdi ching sa st tAm than tién dinh thai duong, bénh lién
quan dén protein tau, thoai héa dang tinh bt toan than, chiing xo vira dong mach va hoi
ching sa sut tAm than do bénh Parkinson. Thong thudng, md hogc dich co thé cia ddi
tuong s& dugc phan tich in vivo hodc in vitro (trong mau duge 14y tir ddi tuong bi bénh)
bang cach cho tiép xuc v6i dugc phim chira mot hodic nhiéu khang thé theo sang ché
hozic méanh gin két khang nguyén ciia n6 va luong cia cac khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ciia né gin két véi protofibril A s& duoc do. Phuong phap do ndng do
protofibril s& duoc sir dung trong chin doan cic bénh néu trén, theo dudi cac phuong

phép diéu tri khac nhau ciing nhu trong phat trién thuéc méi. Tiy ¥, khang thé hojic manh
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gin két khang nguyén cia no, trong dugc pham nady, s& duoc danh diu bang chit dic
hiéu, s& dugc phat hién va do bing k¥ thuét bat ky di biét trong linh vuc nay, vi du phan
tich bang phuong phap ELISA, Biacore va/hodc phan tich hinh 4nh bing SPECT, PET,
MRI. Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 c6 thé dugc danh diu bing
déng vi phéng xa, nhu '3 b, o g , F'® hodc Gaég, nhung khoéng chi gigi han & cac

dong vi phéng xa nay, dé dung cho muc dich phat hién.

Theo mét khia canh khéac, sang ché d cap dén dugc phém chira lugng hitu hiéu
ctia mot hodc nhidu khang thé theo sang ché hodc manh gin két khang nguyén cda nd.
Ngoai lwong hitu hidu cta khang thé, dugc phdm theo sang ché c6 thé chira, c4c thanh

phan d4 biét khac, vi du chit dém, chéit bao quan va lam ting d6 dn dinh.

Sang ché ciing mo ta viée st dung khang thé theo sang ché trong linh vuc tha vy.
Thong thudng, khang thé theo sang ché dugc st dung trong linh vuc tha y dé diéu tri

va/hodc phong ngira cac rbi loan lién quan dén tich tu protein Ap.

Séang ché cling mo ta phuong phap diéu tri bénh bang céach sir dung khang thé theo
sang ché két hop véi cac duge chit didu tri triéu ching, nhu chét tic ché axetylcholin

esteaza, chat d6i khang NMDA va chit &rc ché SHTS.

Khang thé theo sang ché c¢6 thé dugc st dung két hop voi cac chét didu hoa bénh
khac, nhu chit trc ché y-secretaza, chit diéu hoa y-secretaza, chét trc ché B-secretaza, chét
diéu hoa B-secretaza, vacxin, khang thé khac, chit hudng dich protein tau hodc qué trinh

viém than kinh, chit chdng ting huyét ap, v.v, dé lam ting hiéu luc didu tri bénh.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung két hop véi ché pham dinh dudng dé
lam tang hiéu luc diéu tri bénh.

Theo mot khia canh, sing ché @& cap dén dugc phdm chira khang thé theo sang
ché cung vo6i tad duge va/hodc chét pha loang dugc dung, dugc phém nay co thé con chua
dugc chat bd sung. Thong thudng, dugc chét bd sung ndy c6 thé duoc chon tir chit trc
ché axetylcholin esteaza, cht ddi khang NMDA, chét Gc ché 5HT6, chit tc ché Y-
secretaza, chit diéu hoa y-secretaza, chét trc ché B-secretaza, chat diéu hoa B-secretaza,
vacxin, khang thé khac, chit huéng dich protein tau hodc qua trinh viém than kinh, chét
chéng tang huyét 4p va ché phim dinh dudmg. Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc bio

che duédi dang don li€u hodc da liéu.
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Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon théng qua cac vi du dué6i ddy, nhung khéng
chi gidi han & céc vi du nay.

Vi du 1. Phuong phép san xuit khang thé va phuong phép duoc st dung

Phuong phép san xuit khang thé d6i chiéu

Khang thé d6i chiéu BAN2401 dugc san xuit theo phuong phip mé ta trong
EP2004688.

Phuong phép san xuit khang thé theo sang ché

Cac khang thé theo sang ché dugc san xuét tam thdi va/hodc dn dinh trong té bao
tring chudt dong Trung Qudc bing cach sir dung 14n luot cac hé biéu hién CHOK1SV
GS va CHOK1SV GS-KO Xceed™ (Lonza). Cac thé ddt bién sau duoc san xuét bing
cach chuyén nap tam thoi st dung hé biéu hién CHOKI1SV GS-KO Xceed™: A17D,
khang thé A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S. Cac thé dot bién sau dugc san
xuat bang cach chuyén nap tam thoi 14n 6n dinh st dung hé biéu hién CHOK 1SV GS-KO
Xceed™: A17D/R79T DI 1, khang thé A17D/R79T DI 2, khang thé A17D/R79T DI 3,
khang thé A17D/R79T DI 4, khang thé A17D/R79T DI 5, khang thd A17D/R79T DI 6,
khang thé A17D/R79T DI 7 va khang thé A17D/R79T DI 8. Thé dot bién A17D/R82S
dugc san xuit bang cach chuyén nap 6n dinh sir dung hé biéu hién CHOK1SV GS.

Trinh tu ctia cic ving ma héa chudi nhe va chudi ning ciia cac thé dot bién duoc

tong hop bang cach sir dung cac phuong phap thong thudng.

Pé chuyén nap tam thoi trong hé biéu hién CHOK1SV GS-KO Xeed™, c4c ving
mi héa chudi nhe dugc tach dong cp hai vao vecto pXC-17.4 va cac ving m3 héa chudi
ning dugc tach dong cdp hai vao vecto pXC-18.4. Cac dong té bao nudi cdy biéu hién
dugc thu nhan sau 6 ndy chuyén nap va 1am sach bang cach ly tim va loc vé tring. Céc
dich ndi nudi cay té bao dd dwoc 1am sach duoc tinh ché bing phuong phép sic ky ai luc
sir dung protein A. Khang thé d3 duoc rira giai duoc hoa tan trong dung dich PBS (d6 pH
= 7,4). Cac khang thé nay tiép tuc dugc tinh ché bang phuong phap sic k¥ loai c& diéu
ché dé loai bo céc chét tich tu. Sau d6, pic monome thu dugc dugc phan tich b%lng
phuong phép sic ky loai c¢& phén tich, va ham lugng chét tich tu dugc x4c dinh 13 nhd

hon 2% d6i v6i toan bd cac khang thé.
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Qua trinh biéu hién 6n dinh trong hé biéu hién CHOK1SV GS-KO Xeed™ dugc
thuc hién theo hudng din cua nhd san xuét. Cu thé, hai vecto chita chudi nhe va chudi
ning (pXC-17.4 va pXC-18.4) dugc ndi vio mdt vecto mi héa cip gen chira ca hai gen.
Té bao CHOKI1SV GS-KO dugc chuyén nap bang xung dién véi vecto mi héa cdp gen
mach thing nay. Qua trinh sang loc c4c san phim tach dong va sing loc ning sut cia
cac dong té bao nudi ciy bi chét dugc phan tich bang phuong phap ELISA. Qua4 trinh san
xuit khang thé dugc thuc hién bing méi truong CD-CHO c6 bd sung 15% ché phdm dinh
dudng A va 15% ché phim dinh dudng B (Life Technologies). Céc dich ndi dugc thu
nhan béng cach ly tdm va loc vo trung. Cac dich ndi nuoi céy té bao dd dugc 1am sach
dugc tinh ché bang phuong phéap sic ky 4i luc st dung protein G va trao dbi dung dich
dém véi dung dich PBS Dulbecco (Gibco).

Pé chuyén nap on dinh bang cach st dung hé biéu hién CHOK1SV GS (Lonza),
gen mi héa chudi ning dugc ndi vao vecto pEE6.4 va gen mi héa chubi nhe duoc ndi
vao vecto pEE12.4. Hai vecto ndy duoc ndi véi nhau dé thu duoc gen mi hoéa cip gen.
Té bao CHOKISV duoc chuyén nap bang xung dién véi vecto mi héa cip gen mach
thing nay. Cu thé, qua trinh chuyén nap duogc thuc hién theo huéng din cia nha san xuét.
Qua trinh sang loc cac san phim tach dong va sang loc ning suét cia cic dong té bao
nudi cdy bi chét dugc phan tich bing phuong phap ELISA. Qua trinh san xuét khang thé
_' dugc thuc hién bang mdi truong CD-CHO c6 bd sung 15% ché phdm dinh dudng A va
15% ché phdm dinh dudng B (Life Technologies). Cac dich ndi dugc thu nhin bang cach
ly tim va loc vo tring. Céc dich ndi nudi cdy té bao da dugc 1am sach duge tinh ché bang
phuong phap sic ky 4i luc sir dung protein G va trao dbi dung dich dém véi dung dich
PBS Dulbecco (Gibco). Phan tich dinh lwong khang thé bang HPLC loai c¢& va SDS-
PAGE duogc thuc hién bﬁng cach stir dung dang tinh ché cua toan bd cac thé dot bién thu

duoc.
Phaén tich 4i luc gén két dich bang phuong phap ELISA tc ché

Dic tinh gin két véi protofibril AB v monome AP ciia cac khang thé theo sang
ché so v6i khang thé BAN2401 dugc phén tich bing phuong phap ELISA tc ché trong
d6 cac khang thé dugc U trude trong dung dich véi protofibril AR hodc monome AB, sau
d6 chuyén vao cac dia ELISA di dugc pha protofibril AP va monome AP, nhu duoc md
ta trong Tucker et. al. J Alzheimers Dis. 2015; 43(2):575-88. doi: 10,3233/JAD-140741.
PubMed PMID: 25096615, dugc két hop vao sang ché bang cich vién dan.
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Nghién ctru duoc luc hoc trén chudt nhét thé dai

Céc chudt nhét cai C57BL/6 8-10 tudn tudi dugc chia nhém va tiém tinh mach liéu
don cuia khang thé BAN2401 hoic cic khang thé theo sang ché & lidu bing 10mg/ke.
Huyét twong tir toan bd cac chudt duge do & cac thoi didm thay dbi tir 30 phut dén 29
ngay sau khi tiém va sir dung dé do ndng d6 cac khang thé, sau d6 tinh toan cac thong sb
dugc luc hoc. Cac chudt nhat thir nghiém bi giét ché & thoi diém 14y mau huyét tuong

cudi cung.
Nghién ciru dugc luc hoc & chudt cong

Céac chudt cdng cai Sprague Dawley tam tudn tudi dugc chia nhém va tiém tinh
mach liéu don cua khang thé BAN2401 hoic cic khang thé theo sang ché & lidu bang
10mg/kg. Huyét twong tir toan bd cac chudt duge do & cac thoi diém thay ddi tir 30 phut -
dén 29 ngay sau khi tiém va st dung dé do ndng do cac khang thé, sau d6 tinh toan cac
thong s6 duge Iuc hoc. Cac chudt cdng thir nghiém bj giét ché & thoi diém 14y miu huyét

tuong cudi clng.
Nghién ctru dugc luc hoc trén khi

Céc khi duc dudi dai duoc chia nhém (N=3) va truyén tinh mach lidu don bing
5mg/kg BAN2401 hodc 10mg/kg cua cac khang thé theo sang ché. Huyét twong tir toan
bd cac khi dugce do & cac thoi diém thay dbi tir 5 phit dén 28 ngly sau khi tiém va st
dung dé do ndng d6 cac khang thé. Nong do trong huyét twong cta khang thé BAN2401
va cac khang thé theo sang ché dugc xac dinh bing phuong phap ELISA. Cic biotinyl-
protofibril AP 1-42 duoc bd sung vao vi dia duoc cb dinh bing avidin dé phu. Sau khi
phong bé, cac mau huyét twong khi dugc bd sung vao cic giéng. Sau khi rira loai bé cc
chat khong gin két bat ky, khang thé cua dé khang IgG cia ngudi duge danh diu bang
phosphataza kiém dugc bd sung vao cc giéng. Sau khi rira @& loai bo cac chit phan tng
khong gin két bat ky, p-nitrophenylphosphat, 1 co chét cta phosphataza kiém, dugc bd
sung vio cac giéng. Phan tmg dugc dimg bing dung dich natri hydroxit va do hép thu
dugc do ¢ budc séng 405nm va 492nm. Do he‘ip thu & budc song 492nm duogc trir di tir 36
hép thu & budc séng 405nm. Céc tri s& d6 hip thu dugc chuyén dbi thanh ndéng d6 bang

cach st dung dudng chuan, sau d6 sir dung d¢€ tinh toan cac thong s6 dugce luc hoc.

Po ndng dd cac khang thé AP bing phuong phap ELISA truc tiép
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Nong @6 cua khang thé BAN2401 va cac khang thé theo sang ché trong mdi
truomg nudi cdy té bio, ché phidm chira khang thé tinh ché, va mau huyét twong thu dugc
trong cac nghién ctru dugc luc hoc trén chudt nhét va chudt céng dugc do béng phuong
phap ELISA truc tiép dé do ndng do cua cac khang thé khang protein AB. Cac mau duoc
pha lodng lién tiép va 1 trong cac giéng ciia vi dia duoc phil bing cac monome AP 1-40
dé cho phép gin két voi khang thé BAN2401, va cac khang thé theo sang ché. Khang thé
cta dé khang IgG cia ngudi dugce lién hop véi peroxidaza cia cdy cai ngua duge st dung
1am khéng thé phat hién va TMB, 13 co chét cia HRP, duoc bd sung vao. Phan ting dugc
dung béng dung dich H,SO42M, sau d6 do hép thu cda dung dich mau vang thu dugc
dugc do & budce séng 450nm. Phurong phap nay duoc st dung dé dinh Iuong, trong d6 cac
tri s6 6 hap thu & budc séng 450nm duogc chuyén dbi thanh ndng d6 bang cach sir dung

dudng chuén.
Tinh toan cac théng s6 duoc luc hoc bing md hinh khéng ngin

Thoi gian bén thai giai doan cudi ctia timg khang thé duoc tinh toan bang cach sir
dung mé hinh khong chia ngin va phin mém Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight). Dién
tich dudi dudng cong (AUCin) duoc tinh toan bing phidn mém Phoenix WinNonlin
bang cach sir dung phwong phép hinh thang. Tri s trung binh nhém va d 1éch chuin cia
dién tich dudi dudng cong va thoi gian ban thai giai doan cubi duogc tinh toan bing cach

sir dung phin mém GraphPad Prism 6.04.
Phan tich théng ké

Phén tich théng ké cua tri s6 trung binh nhém va d9 1éch chuin cuta dién tich dudi
dudng cong va thoi gian ban thai giai doan cubi dugc thuc hién bang cach st dung phin
mém GraphPad Prism 6.04. Phép kiém dinh ANOVA mot bién va phép kiém dinh sau so
sanh nhiéu bién Bonferroni duoc st dung trong cac nghién ctru ndy. Cac phép kiém dinh
dugce thuc hién & cac mic ¥ nghia théng ké * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 va ****
P <0,0001.

Vidu 2. Bac tinh gén két dich
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Ai luc gin két v6i protofibril AP dugc duy tri & khang thé A17D, khang thé
A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S so véi khang thé
BAN2401

Pic tinh gin két dich cta cac khang thé theo sang ché dugc phan tich so vai
khang thé BAN2401 (dbi chirng) bang phuong phap ELISA tic ché nhu dirgc md ta trong
vi du 1 (ELISA tc ché). Céac két qua duoc thé hién trén Fig.1, trong d6 phan tich &i luc
gin két va chon loc dbi voi cac protofibril A so véi cac monome AP cua khang thé
A17D, khang thé A17D/R79T, khéng thd A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S
va BAN2401 dugc thé hién. Cac két qua cho thiy ring 4i luc gin két va chon loc véi cac
protofibril AP nhu so véi 4i luc gin két véi monome AP dugc duy tri & cac khang thé
theo sang ché (khang thé A17D, khang thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang
thé A17D/R79T/R82S).

Vi du 3. Bac tinh dugc luc hoc cia cac khang thé & chudt nhit

~ Nghién ctru dugc luc hoc ctia khang thé BAN2401, khéang thé A17D, khang thé
A17D/R79T, khang thé A17D/R82S, khang thé A17D/R79T/R82S & chudt nhit thé dai

bPé nghién ctru dic tinh dugc luc hoc cua cac khang thé theo sang ché & chudt nhit
thé dai, cac chudt nhit cai C57BL/6 8-10 tuin tudi dugc tiém tinh mach liéu don bing
10mg/kg BAN2401 (N=8), khang thé A17D (N=7), khang thé A17D/R79T (N=6), khang
thé A17D/R82S (N=8) hoic A17D/R79T/R82S (N=7). Cac chudt thir nghiém duoc 13y
mau sau 0,5 gid, 2 ngdy, 7 ngdy, 14 hoic 15 ngay, va 28 hoidc 29 ngiy va ndng do cia
khang thé BAN2401 va cac khang thé theo sang ché dugc phan tich bing phuong phép
ELISA bang cach sir dung AB1-40 dé phong bé va khang thé ctia dé khang IgG ciia ngudi
duqc lién hop v6i HRP @ phat hién nhu dugc mé ta trong vi du 1 (ELISA truc tiép).
Khéng thé A17D/R82S duoc sir dung trong nghién ciru bit dau & thir nghiém riéng so véi
cac khang thé khac. Tuy nhién, cic miu huyét twong tir hai nghién ciru khac nhau duoc
phan tich bang phuong phip ELISA & cung thoi diém dé tranh sai s6 giita cac thu
nghiém.

Nhu dugc thé hién trén cic db thi ndng d6 - thoi gian trén Fig.2 va cac thong sb
dugc luc hoc tinh toan duge dugc thé hién trén Bang 1, dic tinh dugce luc hoc cda cac
khang thé theo sang ché (khang thé A17D, khang thé A17D/R79T, khing thé
A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S) khac biét déng ké so véi khang thé
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BAN2401, dic biét trong 48 gi dAu sau khi tiém. Trong khi mirc d6 hip thu duogc do
duéi dang dién tich dudi duong cong (AUC.y) ciia khang thé A17D cao gip 6 lan
BAN2401, thi dién tich du6i dudng cong cia khang thé A17D/R79T, khang thé
A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S dugc cai thién 10-11 14n (Bang 1). Ngoai
ra, thoi gian ban thai trong huyét twong giai doan cudi cia cic khang thé theo sang ché

dai hon BAN2401 (Bang 1).

Bang 1. Céc thong sd dugc luc hoc trong huyét twong cia khang thé BAN2401,
khang thé A17D, khang thé A17D/R79T, khéng thé A17D/R82S vi khang thé
A17D/R79T/R82S & chudt nhit. Thoi gian ban thai va AUC.i,¢ ciia toan bd cic khang thé
dugc tinh toan riéng cho toan bd cac chudt nhat thir nghiém bang mé hinh khong ngin
bang cach st dung Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va phan tich théng ké bang phép
kiém dinh ANOVA mdt bién va phép kiém dinh sau so s4nh nhiéu bién Bonferroni. Cac
tri 6 AUCO-inf va thoi gian ban thai giai doan cudi trung binh dwoc thé hién trong Bang.
Mirc d6 khac biét c6 ¥ nghia théng ké vé thoi gian ban thai giai doan cudi va AUC s
gitta BAN2401 va cac thé dot bién duogc thé hién trong Bang, trong d6 *** 13 p<0,001, va
*x%% 5<(0,0001.

Khéng thé AUC, ;s (mg*gio/mL) | Thoi gian ban thai giai doan cudi (ngay)
BAN2401 3,7 4,5
A17D 23,3*kkx 8,7+*x*
A17D/R79T 40,2%%** 10, 7%
A17D/R82S 37,9%%** 11,1%%%*
A17D/R79T/R82S | 41,0%%** 10,9%***

Vi du 4. Bic tinh dugc luc hoc ctia cac khang thé & chudt céng

Nghién ctru dugc luc hoc ctia khang thé BAN2401, khang thé A17D, khang thé
A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S & chudt cbng

bé nghién ctu didc tinh dugc luc hoc cua cac khang thé theo sang ché & chudt
cdng, cac chudt cong cai Sprague Dawley tAm tudn tudi dugc tiém tinh mach liéu don
bing 10mg/kg BAN2401 (N=3), khang thé A17D (N=4), khang thé A17D/R79T (N=6)
hogdc A17D/R79T/R82S (N=5). Céc chudt thir nghiém dugc 14y méau sau 0,5 giv, 2 gid, 7
gio, 24 gid, 2 ngdy, 4 ngdy, 7 ngay, 14 ngly va 29 ngay sau khi tiém. Nong d6 cia khang
thé BAN2401 va cac khang thé theo sang ché dugc phan tich bing phuong phap ELISA
bang cach sir dung AP1-40 dé phong bé va khang thé cua dé khéang IgG cta nguoi dugc
lin hop v6i HRP dé phét hién nhu dugc mé ta trong vi du 1 (ELISA truc tiép). Su giam
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nhanh néng d6 cia khang thé BAN2401 trong huyét twong ctia chudt nhit thé dai trong
48 gid dau sau str dung dan dén 1am giam mirc d6 hép thu (Fig.2) khéng quan sat duoc &
chudt cbng, va thay vao d6 BAN2401 va cac khang thé theo sang ché c6 dic tinh duge
luc hoc gidng nhau (Fig.3). Phan tich théng ké thoi gian ban thai trong huyét trong va
AUC_jpr dugc tinh toan ri€ng cho toan bd cac chudt céng trong nghién ctru cho théy
khong c6 khac biét nhiéu vé AUCns hodc thdi gian ban thai giai doan cudi giita
BAN2401 va khang thé A17D hodc A17D/R79T/R82S (Bang 2). Trong khi, mirc d6 tang
dang ké v& AUCq ¢ duoc thé hién d6i voi khang thé A17D/R79T so véi khang thé
BAN2401, thi khong c6 mirc dd khac biét c6 ¥ nghia théng ké v& thoi gian ban thai giai
doan cubi gifta hai khang thé nay (Bang 2).

Bang 2. Cac thong s duogc luc hoc trong huyét twong cia khang thé BAN2401,
khang thé A17D, khang thé A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S & chudt cong.
Thoi gian ban thai va AUC ¢ cua toan b cac khang thé dugc tinh to4n riéng cho toan
bd cac chudt nhit thir nghiém bing mé hinh khéng ngin bang cich st dung Phoenix
WinNonlin 6.3 (Pharsight) va phén tich théng ké bang phép kiém dinh ANOVA moét bién
va phép kiém dinh sau so sanh nhiéu bién Bonferroni. C4c tri s6 AUC.n¢ va thoi gian ban
thai giai doan cubi trung binh cta khang thé BAN2401, khang thé A17D, khang thé
A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S dugc tinh toan duoc thé hién trong Bang.
Mirc d6 khéac biét c6 ¥ nghia thong ké vé thoi gian ban thai giai doan ¢uéi va AUCins
giita BAN2401 va cac thé dot bién dugc thé hién trong Bang, trong d6 ** 13 P<0,01.

Khéng thé AUC ;¢ (mg*gio/mL) | Thoi gian ban thai giai doan cudi (ngay)
BAN2401 31,1 10,2
A17D 38,0 10,9
A17D/R79T 47,6%* 12,8
A17D/R79T/R82S 36,6 11,2

Vi du 5. Khir mién dich

Thir nghiém hoat héa toan bd protein té bao T ex vivo cia khang thé BAN2401,
khang thé A17D, khang thé A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S

Pé danh gia lidu cac dot bién duoc chén vio cic khang thé theo sang ché c6 dan
dén 1am ting nguy co giy dap ung mién dich & ngudi hay khéng, A17D, khing thé
A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S duoc phan tich so véi khang thé BAN2401
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bang thir nghiém hoat héa toan bd protein t& bio T ex vivo. Thir nghiém hoat héa té bao T
theo thoi gian EpiScreen™ do kha ning cta khang thé dé gy dap tng mién dich té bao T
biéu hién CD4 (Antitope Ltd, Cambridge, UK). C4c miu dugc thir nghiém trén té bao
don nhan mau ngoai vi di duoc loai tiéu ciu bidu hién CD8 (PBMC) tir nhém thir nghiém
gdm 25 ngudi tinh nguyén khée manh (Ngudi tinh nguyén 1-25, Bang 3) c6 d6 da dang
gen HLA rong. Kha ning khang thé dé giy dap tng mién dich t& bao T biéu hién CD4
dugc do bang thir nghiém ting sinh va bai tiét IL-2.

Céc két qua tir nghién ciru cho thiy nguy co sinh mién dich tdng cong 1a thép dbi
v6i khang thé BAN2401, va twong ddi thip déi voi khang thé A17D véi ty 18 dap tng
dwong tinh twong tmg bing 8% va 12% ngudi tinh nguyén (Bang 3). Phan tich
A17D/R79T va khang thé A17D/R79T/R82S cho thiy kha ning sinh mién dich hoi cao,
do tin suét két hop cia thir nghiém ting sinh té bao T va bai tiét IL-2 twong tmg bing

24% va 20% cua nhom nghién clru nay.

Bang 3. Cac dap ung IL-2 ELISpot va ting sinh té bao T & ngudi tinh nguyén
khoe manh d6i v6i khang thé BAN2401, khang thé A17D, khang thé A17D/R79T va
khang thé A17D/R79T/R82S. Pap tmg ting sinh t& bao T duong tinh dugc thé hién bing
ky hiéu “P” va dap tmg ELISpot duong tinh duogc thé hién bang ky hiéu “E”. Cac dap
g ranh gi6i dugc thé hién bing ky hiéu (*). Méi tuong quan duoc biéu difn duéi dang
ty 1& phan tram dap tmg ting sinh ciing dwong tinh trong thtr nghiém ELISpot. Dugc can
nhic dép tmg & mot nguodi tinh nguyén, ca hai thir nghiém ting sinh va thir nghiém
ELISpot déu phai cé két qua dwong tinh. Khang thé nhan tao A33 (Welt S et al., Clin
Cancer Res. 2003 Apr; 9(4): 1347-53., 2003), 12 khang thé diéu tri dbi ching c6 kha ning
sinh mién dich trung binh d4 biét bang 32% trén 1am sang, thong thudng kich thich 20-
30% ngudi tinh nguyén ddp tmg duong tinh trong thir nghiém ting sinh té bao T.
Phytohaemaglutinin (PHA) va Keyhole Limpet Hemoxyanin (KLH) la cac khang nguyén

hoat Irc manh duoc sir dung 1am miu ddi chimg duong.

BAN2401 | A17D | A17D/RT9T | A17D/R79T/R82S | A33 | KLH | PHA
Ngudi tinh PE PE | PE
nguyén 1
Neudi tinh PE P*E PE| PE | PE
nguyén 2
Neudi tinh E* PE | PE
nguyén 3
Neudi tioh PE | PE
nguyén 4
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Nguoi tinh PE PE
nguyén 5
Nguoi tinh PE PE
nguyén 6
‘Ngudi tinh
nguyén 7 PE PE
Ngudi tinh PE PE PE | PE
nguyén 8
Nguoi tinh
nguyén 9 PE PE
Ngudi tinh PE PE
nguyén 10
Nguoi tinh B PE
nguyén 11
Nguoi tinh %
nguyén 12 P PE
Ngudi tinh PE PE PE
nguyén 13
Neuoi tinh PE PE PE | PE | PE
nguyén 14
Nguoi tinh p PE PE
nguyén 15
Ngui tinh PE p P P E | PE | PE
nguyén 16
Ngui tinh PE PE PE | PE | PE
nguyén 17
Nguoi tinh PE PE
nguyén 18
Ngudi tinh PE PE PE PE PE | PE
nguyén 19
Nguoi tinh
nguyén 20 PE PE
Neudi tinh P PE* P p PE | PE
nguyén 21
Nguoi tinh
nguyén 22 E PE
Ngudi tinh PE ' PE | PE
nguyén 23
Ngudi tinh E PE | PE | PE
nguyén 24
Nguoi tinh
nguyén 25 PE PE
A o) ix
Tyle%ting | ) 16 32 28 24 | 92 | 100
sinh
ELISpot % 8 12 28 24 24 9 | 100
Ty 1€ % tang
sinh va 8 12 24 20 20 88 100
ELISpot
718 ©
Iy 16 % 67 75 75 71 83 | 96 | 100
tuong quan

Sang loc epitop té bao T cila khang thé BAN2401 i silico

Pé tiép tuc danh gia nguy co sinh mién dich gay ra béi cdc dot bién va phat hién
cac vi tri lién quan dé khir mién dich, khang thé BAN2401, khang thé A17D, khéang thé
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A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S duoc sang loc
epitop té bao T in silico. Cac trinh tu ving thay ddi ctia khang thé BAN2401, khang thé
A17D, khang thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S
dugc cung cip cho Antitope Ltd (Cambridge, UK) dé phan tich bing cic k§ thuat
iTope™ va TCED™ in silico. C4c trinh tu gin két MHC nhém II ngiu nhién phi té bao
gbc duoc xac dinh trong ca chudi ning 13n chudi nhe cta cac khang thé dugc phan tich.
Phan tich tra ctru BLAST bang k§ thudt TCED™ xéac dinh duoc hai trinh ty bat cip timg
phén véi cac epitop di dugc xac dinh trudce trong co s dir lidu peptit ¢ kha ning sinh

mién dich da biét ex vivo.

Lap ban dd epitop t& bao T ex vivo cua khang thé BAN2401, khang thé A17D,
khang thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé A17D/R79T/R82S

Pé kiém chimg nguy co sinh mién dich gy ra béi cac dot bién méi va xac dinh
cac vi tri dé khir mién dich, 44 peptit (15-mers) c6 ngudn gdc tir cac ving thay dbi cuia
khang thé BAN2401, khang thé A17D, khang thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va
khang thé A17D/R79T/R82S dugc danh gia vé su c6 mit cla cc epitop t& bao T biéu
hién CD4 bang cach st dung k¥ thuat 1ap ban dd epitop t& bao T EpiScreen™ (Antitope
Ltd, Cambridge, UK). Cac peptit niy duoc chon dé bao trim toan bd cac epitop t& bao T
tiém ning duoc xac dinh bang phuong phap sang loc in silico va ciing bao gdm hai ving
bao trum gbc thay thé A17D va cac gdc thay thé R79T va R82S (bao gbm cac peptit

chira hoic khong chira cac dot bién).

Céc peptit nay duoc thir nghiém trén nhém gdm 11 ngudi tinh nguyén duge chon
tir phén tich toan b khang thé'EpiscreenTM mod ta néu trén. Cac dap ung té bao T duoc
danh gia d6i véi mdi nguoi tinh nguyén khang lai mdi peptit bang cach st dung thir
nghiém ting sinh do *[H]-thymidin lién .hqp. Céc két qua nay xac dinh sy c6 mit cia ba
epitop té bao T tiém ning trong cac trinh tu (epitop 1, 5 va 8). “Epitop 1” ¢6 trong chudi
ning dugc coi 13 yéu. “Epitop 5“ chira dot bién A17D va yéu va khong quan sat duoc dap
ting trén ngudi tinh nguyén véi peptit lién quan cua trinh tr BAN2401 thé dai. “Epitop 8¢
13 epitop quan trong nhit dwa trén tin suit cia cac dap tng té bao T va dugc xac dinh
trong cac peptit clia cac khang thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé
A17D/R79T/R82S nhung khéng c6 trong trinh tir khang thé BAN2401 hoic khang thé
A17D thé dai.
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Dir lidu tir thir nghiém 1ap ban do epitop t& bao T ex vivo hd trg két luan tir thir
nghiém toan bd khang thé t& bao T theo thoi gian cho thiy ring khang thé A17D/R79T
va khang thé A17D/R79T/R82S lién quan dén nguy co ting kha ning sinh mién dich.
Ngoai ra, khang thé A17D/R82S (khong bao gdm trong thir nghiém toan bo khang thé t
bao T) ciing c6 nguy co sinh mién dich ting do dot bién R82S & “epitop 8”.

Khir mién dich cac peptit dugc x4c dinh 13 epitop té bao T tiém ning bing cach

1ap ban dd epitop t& bao T ex vivo

Nhin chung, khtr mién dich dat dugc bang cach thay ddi mot axit amin duy trén &
mot trong sb cac vi tri mach bén (pl, p4, p6, p7 va p9 ciia 9-mer) ciia peptit gin két
MHC nhém II tiém ning. Cac dot bién khir mién dich dic hiéu trong ba epitop dugc xéac
dinh trong thir nghiém 14p ban dd peptit ex vivo (epitop 1, 5 va 8) md ta néu trén dugc
chon. Céc gbc thay thé nay dugc chon dua trén 4i luc gin két giam di biét trude cla
peptit v6i tii gin két cta phan tir MHC nhém II. Hai gbc thay thé khir mién dich duoc
thir nghiém d6i véi mdi peptit da duge xac dinh 13 c6 kha ning sinh mién dich cao, va cac
peptit ndy dugc phan tich cing véi cac peptit ban dau ctia khang thé BAN2401, khang
thé A17D, khing thé A17D/R79T, khang thé A17D/R82S va khang thé
A17D/R79T/R82S bang cach sir dung k¥ thuat 14p ban d6 peptit Episcreen™ .

Céc dap tng té bao T duoc danh gia di v6i mdi ngudi tinh nguyén khang lai mbi
peptit bang cach st dung thir nghiém tang sinh do *[H]-thymidin lién hop. Céc két qua
thu duoc tir nghién ctru nay khing dinh cac phét hién trude d6, nhung toan bd cac epitop
(epitop 1, 5 va 8) duoc coi 14 yéu trong nghién ctru ndy (Bang 4). Tuy nhién, toan bd cac
gbc thay thé khtr mién dich dd 1am giam thanh céng nguy co sinh mién dich cia cac
peptit bao trim ba epitop ndy so véi cac peptit ban dau, khong cé hodc cé rét it dap L'mg'
té€ bao T (Bang 4). Két qua nay cho thiy rang cac gbc thay thé dugc chon 13 hitu hiéu va
khtr mién dich 1 thanh céng.

Bang 4. Cac két qua khir mién dich v& ndng do peptit ciia cac epitop duogc xac dinh
13 c6 kha ning sinh mién dich bing cach st dung k§ thuat 1ap ban dd epitop té bao T
EpiScreen™. Cac peptit dugc thé hién 13 c6 ngudn gbc tir khang thé BAN2401 va cac
khang thé theo sang ché duogc x4c dinh 13 ¢ kha ning sinh mién dich, va cac peptit tuong
tur c6 cac gdc thay thé da khir mién dich duoc chén vao (gach chin). Cac d6t bién 1am

ting thoi gian ban thai dugc in dAm. Toan bod céc peptit d3 khir mién dich duoc d4nh gia
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trong thir nghiém ting sinh t& bao T ex vivo va cac két qua dugc thé hién & cot ngoai cling

bén phai (tin suit dap Gng cia ngudi tinh nguyén).

. . Khang thé c6 nguon goc peptit va cac goc . Tan suat
Vung epitop j thay the 43 kb mitn dich j Peptit dap dmg (%)

BAN2401 v cac khang thé theo sang ché* |SFGMHWVRQAPGKGL 12

1. A—N SFGMHWVRQNPGKGL 0
A>T SFGMHWVRQTPGKGL 4

Toan bo céac khéngithé theo sang ché (thé dot PVTPGDPASISCRSS 16

bién A17D)

> -V PVTPGDPASVSCRSS 0
VoA PATPGDPASISCRSS 0

A17D/R79T (thé dot bién R79T) SGSGTDFTLTISRVE 16

8. S—Q SGSGTDFTLTIQRVE 4
E—D SGSGTDFTLTISRVD 4

A17D/R79T (thé dot bién R79T) GTDFTLTISRVEAED 20

8. S—Q GTDFTLTIQRVEAED 0
E—D GTDFTLTISRVDAED 0
[A17D/R79T/R82S (c4c dot bién R79T/R82S) SGSGTDFTLTISSVE 12

8. S—Q SGSGTDFTLTIQSVE 0
E—D SGSGTDFTLTISSVD 0

[A17D/R79T/R82S (cac dot bién R79T/R82S)| GTDFTLTISSVEAED 16

8. S—Q GTDFTLTIQSVEAED 0
E—D GTDFTLTISSVDAED 0
A17D/R82S (thé dot bién R82S) SGSGTDFTLRISSVE 12

8. S—Q SGSGTDFTLRIQSVE 0
E—D SGSGTDFTLRISSVD 4
A17D/R82S (thé dot bién R82S) GTDFTLRISSVEAED 16

8. S—Q GTDFTLRIQSVEAED 4
E—D GTDFTLRISSVDAED 4

*) Cac

khang thé khong duoc khir mién dich

Thiét ké va san xuét bién thé d3 khir mién dich ctia khang thé A17D/R79T

T4m bién thé d3 khir mién dich cta khang thé A17D/R79T duoc thiét ké dua trén
cac két qua thu duoc tir 1ap ban dd epitop té bao T va peptit khir mién dich mé ta néu
trén. Trong cé ba epitop dugc x4c dinh 1a c6 kha nang sinh mién dich cao, cic dot bién da
khir mién dich c6 kha ning sinh mién dich giam trong 14p ban dd epitop té bao T ex vivo

dugc chén vio cac td hop nay dugc thé hién trong Bang 5.
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Béng 5. Tam bién thé da khir mién dich cta thé dot bién kép A17D/R79T. Cac dot
bién d3 khtr mién dich d6i véi cac epitop 1, 5 va 8, dugc chon va chitc ndng dugc kiém
chtng trong thir nghiém ting sinh té bao T ex vivo v& ndng do peptit, dugc thé hién ddi
v6i cac khang thé dic hiéu. Phuong phap danh s vi tri dau tan cing N duoc sir dung. VH
= chubi ning thay d6i, VL= chudi nhe thay ddi.

A 1R Khir mién dich | Khi& mién dich | Khi mién dich
Bién the AI7D/R79T & epitop 1 (VH) & epitop 5 (\}L) & epitop 8 (\}L)
A17D/R79T DI1 A40N 21V S81Q
A17D/R79T DI2 A40N 21V E84D
A17D/R79T DI3 A40N V13A S81Q
A17D/R79T DI 4 A40N VI3A E84D
A17D/R79T DI 5 A40T 21V S81Q
A17D/R79T DI 6 A40T 21V E84D
A17D/R79T DI7 A40T VI13A S81Q
A17D/R79T DI 8 A40T V13A E84D

Vi du 6. Pic tinh gin két dich cta cac khang thé d& khir mién dich

Ai luc gén két véi protofibril A dugc duy tri & tam bién thé da khir mién dich cua

khang thé A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) so v6i khang thé BAN2401

Pic tinh gin két dich cia tam bién thé di khir mién dich cia khang thé
A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) dugc phén tich so véi khang thé BAN2401
(d6i chimg) biang phuong phéap trc ché mé ta trong vi du 1 (ELISA wc ché). Cac két qua
duge thé hién trén Fig.4, trong d6 phan tich 4i luc gin két va chon loc véi cac protofibril
AB so v6i cdc monome AP cia khang thé A17D/R79T DI 1-8 va BAN2401 dugc thé
hién. Cac két qua cho thiy rang 4i luc gin két va chon loc véi cac protofibril AB nhir so
v6i 4i luc gén két v6i monome AP duge duy tri & cac khang thé theo sang ché (khang thé
A17D/R79T DI 1-8).

Vi du 7. Bic tinh duoc luc hoc cia cac khang thé da khir mién dich & chudt nhit

Nghién ciru duoc luc hoc ciia khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T va tam
bién thé d3 khir mién dich cua khang thé A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) &
chudt nhit thé dai

Pé so sanh dic tinh duoc luc hoc cia tdm bién thé di khir mién dich cia khang thé
A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) vé6i dic tinh dugc luc hoc cia khang thé
BAN2401 va khang thé A17D/R79T & chudt nhét thé dai, cac chudt nhit cai C57BL/6 8-
10 tuan tudi dugc chia nhém (N=5) dugc tiém tinh mach lidu don bang 10mg/kg khang
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thé. Cac chudt thir nghiém dugc 14y mau sau 0,5 gid, 2 ngdy, 7 ngdy, 14 ngly va 28 ngay
va ndng d6 ciia khang thé BAN2401 va cac khang thé theo sang ché dugc phan tich bing
phuong phap ELISA bang cach sir dung AB1-40 dé phong bé va khang thé cua dé khang
IgG ctia ngudi dugce lién hop véi HRP dé phat hién nhu duoc mo ta trong vi du 1(ELISA
truc tiép). Nhu dugce thé hién trén db thi néng do - thoi gian trén Fig.5, dac tinh dugc luc
hoc ciia cac thé dot bién A17D/R79T di khir mién dich(khang thé A17D/R79T DI 1-8)
tuong duong voi ddc tinh dugce luc hoc ctiia khang thé A17D/R79T va khac biét so véi
khang thé BAN2401. Cac két qua cho thdy ring AUC.i,¢ va thoi gian béan thai giai doan
cubi cia khang thé A17D/R79T va cac bién thé d3 dugc khir mién dich (khang thé
A17D/R79T DI 1-8) dugc gia ting dang ké hon so véi khang thé BAN2401 (Bang 6).
Do d6, toan bd cac bién thé di dugc khir mién dich c6 dic tinh duge luc hoc duge cai
thién so v61 khang thé BAN2401 va va c6 dac tinh dugc luc hoc tuong duong véi dac
tinh dugc luc hoc ctia khang thé A17D/R79T, v6i mirc dd hip thu dugc gia ting va thoi
gian ban thai giai doan thai trir kéo dai.

Bang 6. Cac thong sb6 dugc luc hoc trong huyét twong ctia khang thé BAN2401,
khang thé A17D/R79T va bién thé d3 khir mién dich cia khang th A17D/R79T (khang
thé A17D/R79T DI 1-8) & chudt nhit. Thoi gian ban thai v AUCq ¢ clia todn bd céc
khang thé duoc tinh to4n riéng cho toan bd cic chudt nhét thir nghiém bing mé hinh
khong ngan bang cach sir dung Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va phan tich théng ké
bing phép kiém dinh ANOVA mét bién va phép kiém dinh sau so sanh nhidu bién
Bonferroni. AUC_y,¢ trung binh va thoi gian ban thai giai doan cubi trung binh duoc thé
hién trong Bang. Mitc d6 khac biét c6 ¥ nghia théng ké vé thdi gian ban thai giai doan
cubi va AUC,.i¢ gitta BAN2401 va cac thé dot bién duoc thé hién trong Bang, trong d6 *
12 P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 va **** P<0,0001.

Khéng thé AUC . (mg* gio/mL) | Thoi gian ban thai giai doan cudi (ngay)
BAN2401 3,6 3,5
A17D/R79T 38,0**x* 10,7%*

A17D/R79T DI 1 42 3xxF% 13,0%%*
A17D/R79T_DI 2 40,4 *** 10,5%%*
A17D/R79T _DI 3 44,9%*F* 12,6%%*
A17D/R79T DI 4 43, 7x*F* 12,7%%*
A17D/R79T DI 5 32,6**** 10,4*
A17D/R79T_DI 6 33,4 xk% 12,2 ***
A17D/R79T_DI7 4]1,7F*** 14,1 %%%*
A17D/R79T DI 8 43,8 xE* 10,0*
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Vi du 8. Bic tinh dugc luc hoc cta cac khang thé di khir mién dich & chudt céng

Péc tinh dugc luc hoc ctia khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T va tam
bién thé d3 khir mién dich cuia khang thé A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) &

chudt cong

Pé so sanh dic tinh dugc luc hoc ciia tim bién thé da khir mién dich ciia khang thé
A17D/R79T (khéhg thé A17D/R79T DI 1-8) véi ddc tinh dugc luc hoc cia khang thé
BAN2401 va khang thé A17D/R79T & chudt cbng, cac chudt cdng cai Sprague Dawley
tam tudn tudi duoc chia nhém (N=5) duoc tiém tinh mach liéu don bang 10mg/kg khang
thé. Céc chudt thir nghiém duogc 14y mau sau 0,5 gio, 2 ngdy, 7 ngdy, 14 ngay va 28 ngiy
va ndng do cua khéng thé BAN2401 va cac khang thé theo sang ché dugc phan tich bing
phuong phap ELISA bing cach sit dung AP1-40 dé phong bé va khang thé cua dé khang
IgG ciia ngudi dugce lién hop véi HRP dé phat hién (Vi du 1, ELISA truc tiép).

Nhu dugc thé hién trén Fig.6, khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T va bién
thé da khir mién dich cia khang thé A17D/R79T (khang thé A17D/R79T DI 1-8) c6 dic
tinh dugc luc hoc rdt gibng nhau & chudt cbéng. Cac két qua cho thiy ring
A17D/R79T DI 1 c6 thoi gian bén thai giai doan cubi dai hon dang ké so v6i khang thé
BAN2401 & chudt cdng (p<0,05), trong khi d6 AUCne ciai A17D/R79T, khang thé
A17D/R79T DI 1 va khang thé A17D/R79T DI 4 cao hon dang ké so véi khang thé
BAN2401 (p<0,01) (Bang 7).

Bang 7. Céc théng sb duoc luc hoc trong huyét twong cia khang thé BAN2401,
khang thé A17D/R79T va bién thé d3 khtr mién dich ciia khang thé A17D/R79T (khang
thé A17D/R79T DI 1-8) & chudt cdng. Thoi gian ban thai va AUC.nr clia toan bd cac
khang thé dugc tinh toan riéng cho toan by cac chudt nhét thi nghiém béng mo hinh
khéng ngin bang cach sir dung Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight) va phan tich thdng ké
bing phép kiém dinh ANOVA mét bién va phép kiém dinh sau so sanh nhiéu bién
Bonferroni. AUC trung binh va thoi gian ban thai giai doan cudi trung binh duoc thé hién
trong Bang. Mirc d6 khac biét c6 ¥ nghia théng ké vé thoi gian ban thai giai doan cubi va
AUC gitta BAN2401 va cac khang thé theo sang ché dugc thé hién trong Bang, trong d6
* 3 P<0,05 va ** P<0,01.

Khéng thé AUC,y¢ (mg*gid/mL) | Thoi gian ban thai giai doan cudi (ngiy)
BAN2401 35,1 10,2
A17D/R79T 48,6%* 11,0
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A17D/R79T DI 1 47,3%* 13,3*
A17D/R79T DI 2 33,7 11,8
A17D/R79T DI 3 43,1 11,7
A17D/R79T_DI 4 47,3%* 11,7
A17D/R79T_DI 5 44,1 11,6
A17D/R79T_DI 6 39,6 11,3
A17D/R79T D17 35,6 11,8
A17D/R79T DI 8 40,9 10,6

Vidu 9. Bic tinh dugc luc hoc cta cac khang thé d3 khir mién dich & khi

Pic tinh dugc Iuc hoc cila khang thé BAN2401, khang thé A17D/R79T DI 3,
khang thé A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI 8 & khi dudi dai.

Pé so sanh dic tinh duge luc hoc cua khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé
A17D/R79T DI 4 vi khang thé A17D/R79T DI 8 véi déc tinh dugce luc hoc cua khang
thé BAN2401 & khi, cac khi duc dudi dai dugc chia nhém (N=3) va truyén tinh mach liéu
don bing 5mg/kg BAN2401 hoic 10mg/kg cua cic khang thé theo sang ché. Khi duoc
tiém v6i khang thé BAN2401 dugc 1y mau sau 5 phit, 1 gio, 2 gio, 8 gio, 24 gid, 2
ngay, 4 ngay, 7 ngay, 14 ngay, 21 ngay va 28 ngay sau st dung, trong khi d6 khi dugc
tiém véi cac khang thé theo sang ché duoc 14y mau sau 5 phut, 2 gio, 8 gio, 24 giv, 3
ngdy, 7 ngay, 14 ngay, 21 ngay va 28 ngiy. Nong do trong huyét trong ciia cac khang thé
dugc tiém duoc phan tich bang phuong phap ELISA nhu duoc md ta trong vi du 1
(ELISA truc tiép). Pic tinh duoc luc hoc dugc thé hién dudi dang cic dd thi ndng do -
thoi gian trén Fig.7, trong khi d6 thoi gian ban thai va AUC,.nr clia toan bd cac khang thé
dugc tinh toan bang mé hinh khong ngin st dung phin mém Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight) (Bang 8). Céc thong sb duoc luc hoc ciia BAN2401 duoc thé hién Bang 8, 13
cac két qua thu duoc tir nghién ctru riéng trong d6 BAN2401 duogc truyén tinh mach &
lidu bang 5mg/kg BAN2401.

Bang 8. Cac thong s6 dugc Iuc hoc trong huyét twong cia khang thé BAN2401,
khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI
8 & khi dudi dai. Thoi gian ban thai giai doan cudi va AUC, ;¢ clia toan bod cac khang thé
duogc tinh toan bing md hinh khong ngin sir dung phdn mém Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight). Cac thong s6 dugc luc hoc cia BAN2401 13 cac két qua thu duogc tir nghién
ctru riéng BAN2401 duoc truyén tinh mach & liéu bang 5mg/kg BAN2401. Dé so sanh
mdt cach don gian AUC giita BAN2401 va cac khang thé theo sing ché, cac tri sb
AUCjns trung binh da hiéu chinh lidu va thoi gian ban thai giai doan cudi trung binh
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dugc thé hién trong Bang.

[ 2 AUC.iy¢ dd hi€u chinh Thoi gian ban thai giai
Khing the liéu (n(;g’tgib'/mi/mg/kg) dogn cudi (ngz‘ly)gl
BAN2401 5,3 12,0

A17D/R79T DI 3 6,1 12,0
A17D/R79T DI 4 6,5 12,6
A17D/R79T DI 8 7,1 17,2

Vi du 10. Ty 1€ tuong quan sinh truéng don gian - chudt nhit, chudt céng va khi

cho ngudi

DPé dy doan thoi gian ban thai trén ngudi cia cac khang thé theo sang ché (duogc
thé hién d6i véi khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé A17D/R79T DI 4 va khang thé
A17D/R79T DI 8), mé hinh 2 ngén va ty 1€ tﬁong quan sinh truéng don gidn dugc thuc
hién. M6 hinh 2 ngin duoc 4p dung cho dic tinh dugc luc hoc cua khang thé BAN2401
va cac khang thé theo sang ché bang cach st dung Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight),
dé xac dinh do thanh thai va thé tich phan bb & chudt nhit, chudt cong va khi. D6 thanh
thai va thé tich phan bd dugc v& dd thi theo trong luong co thé va ty 18 twong quan sinh
trudng don gian dugc ap dung (Deng et al. mAbs 2011: 3(1): p. 61-66.
doi:10.4161/mabs.3.1.13799). Thoi gian ban thai giai doan cudi dugc tinh toan theo
phuong trinh: |

In(2) * Thé tich phan bé
- P6 thanh thai

t 12

Theo ty 1¢ twong quan sinh truéng don gian cua thé tich phan bd hoic d6 thanh
thai, c4c tri sb cua cac thong sb x4c dinh dugc trén cac loai can 1am sang dugc vé dd thi
theo trong luong co thé. Hang s6 va sé mii tir dudng hdi quy duoc st dung dé du doan
thé thich phan bd va d6 thanh thai & ngudi c6 trong luong co thé bing 70kg. Ca hai sb
mil (t6t hon néu bang khoang 0,85 di v6i d6 thanh thai va 1 di véi thé tich phan bd) va
gan vao dudng hdi quy 13 cac két qua do tin cdy udc luong cia céc thong sb dic trung &
nguoi.

Nhu dugc thé hién trén Fig.11, khang thé BAN2401 c6 mbi twong quan tuyén tinh
hep vé do thanh thai trung tAm trong s cac loai dugc thir nghiém, din dén ty 1& tuong
quan sinh trudng don gian khong chic chin. D6 1éch tir s6 mii (bang khoang 0,85) cho
thiy ring méi trong quan tuyén tinh hep 12 hé qua ctia d6 thanh thai cao cta khang thé
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BAN2401 & chudt nhit. Diéu nay din dén danh gia khong chinh xdc do thanh thai ky
vong & nguoi, do d6 danh gia qua muc thoi gian ban thai giai doan cubi du doan dugc.
Thoi gian ban thai giai doan cudi cta khang thé BAN2401 duoc xac dinh dén 41 ngay,
chénh 1éch dang ké so véi thoi gian ban thai do duoc trén 1am sang (5-7 ngdy). Do thanh
thai thuc té cta khang thé BAN2401 dugc thé hién trén Fig.11 (cac hinh vudéng mau
tréng). Trai nguoc v6i méi twong quan tuyén tinh hep giira chudt nhit, chudt cdng va khi
dudi dai dbi v6i khang thé BAN2401, cic khang thé theo sing ché (khang thé
A17D/R79T DI 3, khang thé A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI 8) thé hién
mdi trong quan rat cao (Fig.11). Thoi gian ban thai giai doan cudi tinh toan dugc tir cac
thong s duoc luc hoc du doan dugc & ngudi goi ¥ rang thoi gian ban thai & ngudi bing
13, 15 va 20 ngdy tuong ung dbi véi khang thé A17D/R79T DI 3, khang thé
A17D/R79T DI 4 va khang thé A17D/R79T DI 8. Ty 1é twong quan sinh truéng don
gian cia thé tich phin b goi ¥ rang mdi twong quan tuyén tich t6t va sd mii bang khoang

1 d6i voi khang thé BAN2401, va cac khang thé theo sang ché (khong thé hién).

Céc khang thé theo sang ché thé hién méi twong quan tuyén tinh vé do thanh thai
trong sd cac lodi véi ty 16 twong quan sinh truéng tin cdy hon, va dic tinh cta ching
gidng nhu cac dugc chit IgG1 khac, nhu bevacizumab, omalizumab va trastuzumab, nhu
dugce mo ta trong Deng et al, Expert Opin. Drug Metab. Toxicol 8(2) (2012): p. 141-160.,
v6i thoi gian ban thai & nguoi biang khoang 15-30 ngdy. Trai ﬁguqc v6i khang thé
BAN2401, v6i dac tinh dugc Iuc hoc g?ln tdi wu & chuét va nguoi sai léch so véi nhiéu
duogc chit IgG1 khac, khang thé theo sang ché dugc thiét ké din dén dic tinh dwgc luc
_hoc d3 dugce chuin héa & chudt. Pidu nay thé hién dic tinh dugc luc hoc va thoi gian ban -
thai & chudt nhit, chudt cdng va khi dudi dai twong tu nhu cac duoc chét IgG1 khéc véi -
thoi gian ban thai & ngudi bing khoang 15-30 ngdy. Két qua niy s& goi ¥ ring thoi gian
bén thai kéo dai cia cac khang thé theo sang ché & chudt nhit s& twong duong nhu &

nguoi.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén ciia nd c6 ai luc gin két véi protofibril
AB, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 chira chudi nhe thay
dbi ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.8, trong d6

x; (Xaa & vi tri s 17 cua trinh tu SEQ ID NO.8) dugc chon tir A, D, E va Q, hoac

chét trong tu chirc ning ciia ching;

X, (Xaa & vi tri s6 79 cua trinh tu SEQ ID NO.8) dugc chon tt R, T, K, A va G,

hoic chit twong tu chirc ning cia ching;

X3 (Xaa & vi tri sb 82 cua trinh tu SEQ ID NO.8) dugc chon tir R, S, C, G va N,

hodic chét tuong tu chirc ning cla ching;
y; (Xaa & vi trf s6 13 cua trinh tr SEQ ID NO.8) durgc chon tir V va A;
v, (Xaa & vi tri 6 21 cua trinh tu SEQ ID NO.8) dugc chon tr I va V;
y3 (Xaa & vi tri sb 81 cua trinh tur SEQ ID NO.8) dugc chon tir S va Q;
y4 (Xaa & vi trf s6 84 cua trinh tr SEQ ID NO.8) duoc chon tir E va D; va tiiy ¥
chudi ning thay ddi cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.14, trong d6
z; (Xaa & vi tri 6 37 cta trinh tu SEQ ID NO.14) dugc chon tir V va I;
7, (Xaa & vi tri sb 38 cua trinh tu SEQ ID NO.14) dugc chontt R va Q; va -
73 (Xaa & vi tri s6 40 cua trinh tyr SEQ ID NO.14) dugc chon tt A, Nva T;
khéng bao gdm t6 hop x;=A, x,=R va x;=R.
2. Khéang thé hodc méanh gin két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong do6
x; dugc chon tir A, D, E va Q;
X, duoc chontr R, T, K, A va G;
x3 duoc chontr R, S, C, Gva N;
y; duoc chontir Vva A;
y, dugc chontr I va V;
y3 dugc chon tir S va Q; va

y4 dugce chon tir E va D;
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khong bao gbém td hop x;=A, x,=R va x;=R.
3. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo diém 1, trong d6

X1 l1a D,

X l1a T,

X3 la R,

y; dugc chon tr V va A;

y, dugc chontr Vval;

y3 dugc chontr Q va S;

y4 dugc chon tr D va E;

Z la V,

zlaR;va

zzdugc chontu N, T va A;

khong bao goém td hop trong d6 y; 1AV, v, AL y3 12 S, y4JAE, z; 1a V, z, AR va
Z3 lé A.
4. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khang nguyén cta né chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning thay dbi c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.15.
5. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén cia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hoic manh gin két khang nguyén ctia né chira chudi nhe thay dbi c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi ning thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.15.
6. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 chira chudi nhe thay di c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.15.
7. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
ndy hodc manh gin két khang nguyén ciia né chira chudi nhe thay dbi co6 trinh tir axit
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amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va chudi ning thay ddi c6 trinh tir axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.15.

8. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong d6 khang thé
ndy hodc manh gin két khang nguyén cta né chira chudi nhe thay ddi c6 trinh tr axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi ning thay ddi c6 trinh tur axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.16.

9. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khang nguyén cia né chira chudi nhe thay ddi co trinh tur axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 va chudi nang thay ddi c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.16.

10. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khing nguyén cia né chira chudi nhe thay ddi c6 trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi ning thay ddi c6 trinh tr axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.16.

11. Khang thé hodc méanh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 10, trong d6 khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 chia
vung hing dinh chudi ning cta globulin mién dich G (IgG).

12. Duoc phdm chtra khang thé hodc méanh gin két khang nguyén ctia né theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 1 dén 11, cling vdi ta dugce va/hodc chét pha lodng dugce dung.

13. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 c6 4i luc gan két véi protofibril
AP, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén cia n6 chira chudi nhe thay
dbi c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.121 va chudi ning thay dbi c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16.

14. Khang thé hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 theo diém 13, trong d6 khang thé
nay hoic manh gin két khing nguyén ciia né chira ving hang dinh chudi ning cia
globulin mién dich G (IgG).

15. Dugc phim chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém 13

hodc 14, cung véi t4 dugc va/hodc chét pha loang dugc dung.
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<220>
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<400> 1

Ser Phe Gly Met His

1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop

<400> 2
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1 5 10 15
Gly

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop

<400> 3

Glu Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Arg Ser Tyr Tyr Thr Met Asp Tyr
1 5 10 15
<210> 4

<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop

<400> 4

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Hla Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15
<210> 5

<211l> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> MO ta trinh ty nhan tao: polypeptit téng hop
<400> 5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao: polypeptit tdng hop

<400> 6

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Pro Thr

1 5

<210> 7

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao: polypeptit téng hop

<400> 7

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Ala Pro Ala Ser Tle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser TIle val H1a Ser
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20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Iys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 8
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> M® ta trinh tuy nhan tao: polypeptit tdng hop
<220>
<221> Trinh tu 16i
<222>  (13)..(13)
<223> Xaa c6 thé la Val ho&c Ala
<220>
<221> Trinh tu 161
<222> (17) .. (17)
<223> Xaa c6 thé la Ala, Asp, CGlu, Gln hodc chédt tuong tu chuc ning cia ching
<220>
<221> Trinh tu 138i
<222> (21) .. (21)
<223> Xaa c6 thé 1a Ile hodc Val
<220>
<221> Trinh tu 16i
<222> (79) ..(79)
<223> Xaa cb thé la Arg, Thr, Lys, Ala, Gly hodc chidt tuong tu chuc ndng cua chung
<220>
<221> Trinh tu 16i
<222>  (81)..(81)
<223> Xaa cd thé 1la Ser hodc Gln
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (82) ..(82)
<223> Xaa co thé la Arg, Ser, Cys, Gly, Asn hodc chit tuong tu chic ndng cua chung thereof
<220>
<221> Trinh ty 181
<222> (84) ..(84)
<223> Xaa c6 thé 1a Glu hodc Asp
<400> 8 .
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Xaa Thr Pro Gly
1 5 10 15
Xaa Pro Ala Ser Xaa Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile val Hl1& Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Xaa Ile
65 70 75 80
Xaa Xaa Val Xaa Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 9
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdéng hop
<400> 9
Asp Val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Asp Pro Ala Ser Val Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Hla Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80
Gln Arg val Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
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Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly

Trinh tyu nhan tao

M6 ta trinh ty nhan tao:

Thr
5

Val
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Gln
Sexr
Leu
Tyr
ser
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Trinh twu nhan tao

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

MO ta trinh ty nhan tao:

Thr

5

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Trinh ty nhan tao

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

M& ta trinh tu nhén tao:

100
<210> 10
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 10
Asp Val Val Met
1
Asp Pro Ala Ser
20
Asn Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Ser Arg Val Asp
Ser His Val Pro
100
<210> 11
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 11
Asp Val Val Met
1
Asp Pro Ala Ser
20
Asn Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Gln Arg val Glu
Ser His Vval Pro
100
<210> 12
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 12
Agp Val Val Met
1
Asp Pro Ala Ser
20
Asn Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Ser Arg Val Asp
Ser His Val Pro
100
<210> 13
<21l> 124
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 13
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met H1a Trp
35
Ala Tyr Tle Ser

Thr

5

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly
Asp

Phe

nhéan tao

val
5

ser

Glu

Cys

Val Arg

Ser

Gly

Ser

Ser

Gln

Ser

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

M6 ta trinh tu nhan tao:

Gly
Ala
Ala

40
Ser
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Pro Gly Thr Lys

105

polypeptit tdéng

Leu
Ser
25

Tyr
ser
Gly
Gly

Pro
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln
Asn Arg

Thr Asp
75

Ile Tyr

90

Gly Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

polypeptit tdng

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Pro
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln
Asn Arg

Thr Asp
75

Ile Tyr

90

Gly Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

polypeptit tdéng

Leu
ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Pro
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu Gln
Asn Arg

Thr Asp
75

Ile Tyr

90

Gly Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

polypeptit tdng

Gly Gly Leu Val

Ser
25
Pro

Thr

10
Gly Phe

Gly Lys

Ile Tyr

Thr
Gly

Tyr
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Leu

hop
val
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

hop
Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

hop
Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

hop
Gln
Phe
Leu

45
Gly

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30
Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Ile Lys

Pro Gly
15
Hla Ser

Gln Ser
Val Pro

Thr Ile
80

Gln Gly

95

Ile Lys

Pro Gly
15
Hla Ser

Gln Ser
Val Pro

Thr Ile
80

Gln Gly

95

Ile Lys

Pro Gly
15

Hla Ser
Gln Ser
Val Pro
Thr Ile
80
Gln Gly

95
Ile Lys

Gly Gly
15

Ser Phe
Trp Val

Thr Val



Thr
Ser
85

Gly

Gly

Ile
70
Leu

Tyx

Thr

Trinh tu nhé&n tao

Arg
Ala
Tyr

Val
120

M6 ta trinh ty nhéan tao:

Asp Asn

Glu Asp
90

Gly Arg

105

Thr val
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60
Ala Lys
75
Thr Ala

Ser Tyr

Ser Ser

polypeptit tdng

Xaa c¢6 thé 13 Vval hoic Ile

Yaa ¢6 thé 1a Arg hoic Gln

Xaa c¢é thé 1la Ala, Asn hodc Thr

Val
5
Ser
Xaa
Ser
Thr
Ser
85

Gly

Gly

Glu
Cys
Xaa
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

Thr

Ser
Ser
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Tyr

Thr

nhén tao

Gly
Ala
Xaa
40

Ser
Arg
Ala
Tyr

val
120

MO ta trinh tu nhan tao:

Leu Val Glu

5

Sexr
val
Ser
Thr
Ser
85

Gly

Gly

Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

Thr

Ser
Ser
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Tyr

Thr

Trinh tu nhadn tao

Gly
Ala
Asn
40

Ser
Arg
Ala
Tyr

val
120

MO ta trinh tu nhan tao:

50
Lys Gly Arg Phe
55
Leu Gln Met Ser
Ala Arg Glu Gly
100
Tyr Trp Gly Gln
115
<210> 14
<211> 124
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<220>
<221> Trinh tyu 16i
<222> (37)..(37)
<223>
<220>
<221> Trinh tu 16i
<222> (28)..(38)
<223>
<220>
<221> Trinh tu 181
<222>  (40)..(40)
<223>
<400> 14
Glu val Gln lLeu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met HI& Trp
35
Ala Tyr Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Ser
Ala Arg Glu Gly
100
Tyr Trp Gly Gln
115
<210> 15
<211> 124
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220
<223>
<400> 15
Glu val Gln
1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met Hla Trp
35
Ala Tyr Tle Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Ser
Ala Arg Glu Gly
100
Tyr Trp Gly Gln
115
<210> 16
<211> 124
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 16

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met Hla

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Ile
Asp Asn
Glu Asp
90
Gly Arg

Thr Val

Leu Val
Phe Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
60

Ala Lys
75

Thr Ala
Ser Tyr

Ser Ser

polypeptit téng

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Ile
Asp Asn

Glu Asp
90

Gly Arg

105

Thr Vval

Leu Val
Phe Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
60

Ala Lys
75

Thr Ala

Ser Tyr

Ser Ser

polypeptit tdng

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

5

Leu Ser Cys Ser Ala

20

Trp Val Arg Gln Thr

10
Ser Gly
25
Pro Gly

Phe Thr

Lys Gly
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Asn Ser

val

Tyr

hop

Gln
Phe
Leu
45

Gly
Asn

val

Tyr

hop
Gln
Phe
Leu
45

Gly
Asn

Val

Tyr

hop
Gln
Phe

Leu

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr

Thr
110

Pro

Ser
30
Glu

Leu Phe
80

Tyr Cys

95

Met Asp

Gly Gly
15
Ser Phe

Trp Val
Thr Vval

Leu Phe
80

Tyr Cys

95

Met Asp

Gly Gly
15
Ser Phe

Trp Val
Thr Val

Leu Phe
80

Tyr Cys

95

Met Asp

Gly Gly
15
Ser Phe

Trp Val



Ala Tyr

50
Lys Gly
65

Leu Gln
Ala Arg
Tyr Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Tyr
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg
Tyr Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Tyr

50
Tiys Gly
65

Leu Gln
Ala Arg
Tyr Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val

Asp Pro
Asn Gly
Pro Lys
50
Asp Arg

Ser Arg

Ser His

35 40
Ile Ser Ser Gly Ser Ser
55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg
70

Met Ser Ser Leu Arg Ala
85
Glu Gly Gly Tyr Tyr Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Thr Vval
115 120
17
124

PRT
Trinh ty nhan tao

MO tad trinh tu nhéan tao:
17

Gln Leu Val Glu Ser Gly

5
Arg Leu Ser Cys Ser Ala
20
Hla Trp Val Gln Gln Ala
35 40
Ile Ser Ser Gly Ser Ser
55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg
70
Met Ser Ser Leu Arg Ala
85
Glu CGly Gly Tyr Tyr Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Thr Val
115 120
18

124

PRT
Trinh tu nhan tao

MO tad trinh ty nhén tao:
18
Gln Leu Val Glu Ser Gly

Arg Leu Ser Cys Ser Ala
20
Hla Trp Ile Arg Gln Ala
35 40
Ile Ser Ser Gly Ser Ser
55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg
70
Met Ser Ser Leu Arg Ala
85
Glu Gly Gly Tyr Tyr Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Thr Vval
115 120
19
112
PRT
Trinh ty nhan tao

M& ta trinh ty nhan tao:
19
Val Met Thr Gln Ser Pro
5
Ala Ser Tle Ser Cys Arg
20
Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
35 40
Leu Leu Ile Tyr Lys Val
55
Phe Ser Gly Ser Gly Ser
70
Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Val Pro Pro Thr Phe Gly
100
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Thr Ile Tyr Tyr
60
Asp Asn Ala Lys
75

Glu Asp Thr Ala
90

Gly Arg Ser Tyr

105

Thr Val Ser Ser

polypeptit téng

Gly Gly Leu Val
10

Ser Gly Phe Thr

25

Pro Gly Lys Gly

Thr Tle Tyr Tyr
60
Asp Asn Ala Lys
75
Glu Asp Thr Ala
90

Gly Arg Ser Tyr
105

Thr Val Ser Ser

polypeptit tdéng

Gly Gly Leu Val
10

Ser Gly Phe Thr

25

Pro Gly Lys Gly

Thr Ile Tyr Tyr
60
Asp Asn Ala Lys
75
Glu Asp Thr Ala
90

Gly Arg Ser Tyr
105

Thr Val Ser Ser

polypeptit téng

Leu Ser Leu Pro
10

Ser Ser Gln Ser

25

Tyr Leu Gln Lys

Ser Asn Arg Phe
60
Gly Thr Asp Phe
75
Gly Ile Tyr Tyr
90

Pro Gly Thr Lys
105

Gly

Asn

Val

Tyr

hop
Gln
Phe
Leu
45

Gly
Asn

val

Tyxr

hop
Gln
Phe
Leu
45

Gly
Asn

Val

Tyr

hop
Val
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu
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Asp

Ser

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr

Thr
110

Thr

Val
30

Gly
Gly
Leu
Phe

Glu
110

Thr
Leu
Tyr

95
Met

Gly
15

Ser
Trp
Thr
Leu
Tyr

95
Met

Gly
15

Ser
Trp
Thr
Leu
Tyr

Met

Pro
15

Hla
Gln
Val
Arg
Gln

95
Ile

Val

Phe
80

Cys

Asp

Gly
Phe
Val
Val
Phe
80

Cys

Asp

Gly
Phe
Val
val
Phe
80

Cys

Asp

Gly

Ser

Pro
Ile
80

Gly

Lys



<210> 20
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> MO té& trinh ty nhan tao:
<400> 20
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly
100
<210> 21
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tuy nhan tao:
<400> 21
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly
100
<210> 22
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao:
<400> 22
Asp Val val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly
100
<210> 23
<211> 330
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
1 5
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
20
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
35 40
Gly val Hla Thr Phe Pro Ala Val
50 55
Leu Ser Ser Val val Thr val Pro
65 70

30246

polypeptit téng

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Pro
105

Ser Leu Pro

10
Ser

Leu
Asn
Thr
Ile

90
Gly

Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

polypeptit tdng

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Pro
105

Ser Leu Pro

10
Ser

Leu
Asn
Thr
Ile

90
Gly

Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

polypeptit téng

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Pro
105

Phe
Leu
25

Trp

Leu

Ser

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Ile

90
Gly

Pro
10

Gly
Asn

Gln

Ser

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Cys
Ser
Ser

Ser
75

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Ala
Leu
Gly
Ser

60
Leu

hop
val
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

hop
val
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

hop
Val
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Pro
Val
Ala
45

Gly

Gly

-74-

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Ser
Lys
30

Leu

Leu

Thr

Pro
15

Hla
Gln
Val
Thr
Gln

95
Ile

Pro
15

Hla
Gln
Val
Thr
Gln

95
Ile

Pro
15

Hla
Gln
Val
Arg
Gln

95
Ile

Ser
15

Asp
Thr
Tyr

Gln

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Lys
Tyr
Ser
Ser

Thr
80



TyT
Arg
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Met
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Ile
Val
Ala
Pro
130
val
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<21l1l>
<212>
<213>
<400>

Arg
1
Gln
Tyr
ser
Thr
65
Lys

Pro

Thr
Lieu
Pro
Gly

50
Tyr

His

Val

Cys
Glu
Pro
115
Liys
val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
sSer
Ser
ser
24
107
PRT
Homo
24
Val
Lys
Arg

35
Asn

Lys

Thr

Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Val
85

Lys
Leu
Thr
vVal
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapilens

Ala
Ser
20

Glu
Ser
Leu
val

Tys
100

Ala

5

Gly
Ala

Gln

Tyr
85

Ser

Asn

Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
val

Pro

Thr

His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
vVal
Ser
Glu

Pro

Val

© 295

Val
310
Leu

Pro
Thr
Lys
Glu
Ser
70

Ala

Phe

Met

Ser

Ser
Ala
val
Ser
55

Thr
Cys

Asn

Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

val
Ser
Gln
40

val

Leu

Glu

Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys
Glu

Gly

Phe
val
25

Trp
Thr
Thr

val

Gly
105

Ser
90

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

Ala

Lys
330

Ile
10
Val

Lys
Glu
Leu
Thr

90
Glu

30246

Asn
Hla
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser
Arg

Leu
315

Phe
Cys
Val
Gln
Ser
75

His

Cys

-75-

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

300
His

Pro
Leu
Asp
Asp
60

Lys

Gln

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

Gln

Asn

Pro
Leu
Asn
45

Ser

Ala

Gly

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

Gln

Hla

Ser
Asn
30

Ala
Lys
Asp

Leu

Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe
Gly

Tyr

Asp
15

Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser
95

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

Asn

Thr
320

Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

80
Ser





