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nhu phuong phap sir dung cac phan tir nay va doan lién két protein tau cua chiing trong

diéu trj bénh Alzheimer va bénh do protein tau.
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Linh vyc ky thuit duge dé cap

Sang ché dé cap dén nhom maéi cua khéng thé don dong ma lién két dac hiéu gbce
serin 396 phosphoryl héa trén protein tau hyperphosphoryl héa (PHF) bénh ly (pS396),
cting nhu phuong phép sir dung cac phén tir ndy va doan lién két protein tau ctia chung

trong diéu trj bénh Alzheimer va bénh do protein tau.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh thoai héa than kinh lién quan dén tudi tic nhu bénh Alzheimer (AD) va
chimg mat trf 1a mot trong nhitng thach thic x4 hdi 16n nhét ngay nay. T6 chie Y té Thé
gi6i ude tinh rang chi phi cham soc nguoi gia sé tiép tuc ting va sb lugng truong hop
mic chimg mat tri duoc chdn doan sé ting gap ba lan vao nam 2050 (World Health
Organization va Alzheimer's Disease International - Status Report (2012) DEMENTIA
A public health priority, WHO). Viéc diéu tri dau tién di voi AD 1a tdc nhan diéu bién
chét dan truyén than kinh nhu chat tic ché axetylcholin esteraza va tac nhan diéu bién
NMDA. Cac liéu phap chita bénh nay c6 vao khoang cudi thién nién ky va van tao thanh
vién gach nén tang cho viéc giam nhe triéu ching sa sut tri nhd do chimg mat tri va AD.
Tuy nhién, cic thudc nay khong nhdm dich nguyén nhén co ban ctia AD, tich tu peptit

amyloid-B (AB) va két tu protein tau va mat synap noron lién quan va noron cudi cing.

Nghién cttu dién rong trong cong ddng nguoi gia, theo thoi gian (Weiner, M.W.
va cong su. (2014) ADNT truc tuyén: http://www.adni-info.org/; Breteler, M.M. va cong
su. (1992) Neuroepidemiology 11 Suppl 1, 23-28; Launer, L.J. (1992)
Neuroepidemiology 11 Suppl 1, 2-13) cung véig nhién ctiru két hop bd gen 1on dién
rong (Lambert, J.C. va cOng su. (2013) Nat. Genet. 45, 1452-1458) thé hién ring AD la
hén hop khong dong nhit cia ching mét tri ma c6 dén 10 phéan tram bénh nhan AD tdng
khong c6 bénh ly amyloid (Crary, J.F. va cdng su. (2014) Acta Neuropathol. 128, 755-
766). Ngoai ra, nghién ctru bénh Iy hat giéng béi Braak & Braak (Braak, H. va Braak,
E. (1996) Acta Neurol. Scand. Suppl 165, 3-12) chimg minh sy hiéu chinh 13 giita murc

e

nAni 1 A4 WAL e Aan Ltaale <2 43. S | -SSR TN : 4 .14 LIS 4
benh ly dam r61 s¢i than kinh va tinh trang nhan thire trude khi khdm nghiém tir thi. Céc
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J. Neuropathol. Thi nghiém Neurol. 71, 362-381), va trong nghién ctru chit danh dau
sinh hoc theo thdi gian gan ddy, ma chi ra ring cac mirc dich néo tuy (CSF) cta protein
tau va phospho-tau téng qua cic giai doan dau va sau cta bénh (Jack, C.R., Jr. va cdng

su. (2013) Lancet Neurol. 12, 207-216).

Nhu chi ra & trén, proteinlién quan dén vi cau truc hinh éng, tau, va phién ban
hyper-phosphoryl hoa cta ching, tao thanh thanh phéan chinh ctia ddm réi soi thn kinh
trong té bao, ma 1a mét trong cac ddu hiéu chinh cia AD. Ngoadi ra, cdc bién thé gen dic
hiéu cua protein tau két hop voi dang di truyén cta chimg mAt tri trans-thai duong
(FTD). Viéc xuat hién ctia bénh ly protein tau & AD xay ra & mau khong gian khac biét,
bat dau trong khiru ndo, sau d6 hdi hai ma va vung vo ndo (Braak, H. va Braak, E. (1996)
Acta Neurol. Scand. Suppl 165, 3-12). Giai doan dic trung ctia bénh ly protein tau con
rat twong tmg véi kha nang nhan thie (Nelson, P.T. va cong su. (2012) J. Neuropathol.
Thi nghi¢m Neurol. 71, 362-381; Braak, E. va cong su (1999) Eur. Arch. Psychiatry
Clin. Neurosci.249 Suppl 3, 14-22). Dugc ldy cling nhau, bing ching nay tao thanh co
s& cua gia thuyét dua trén tau dbi voi AD. K& thira rang viéc tich tu trong té bao clia
protein tau ddn dén thoai hda vi céu tric hinh dng va pha huy tiy song. Két qua la, gay
ra truc tric lién lac gitta cac noron va chét té bao . Gan day, ciing duoc thé hién ré‘mg ban
thén protein tau tao thanh céc loai endo bénh ly ma c6 thé dan truyén thoai hoa than kinh
tir té bao dén té bao tiép theo (Clavaguera, F. va cong su (2009) Nat. Cell Biol.11, 909-
913).

L. Tau lam thé sinh bénh Endo

913). C4c chiét xuat nfo mtc spin thip duoc phan 18p tir chudt chuyén gen protein tau
P301S (Allen, B. va cong su (2002) J. Neurosci.22, 9340-9351), duoc pha lodng va duoc
tiém vao hoi hai ma va vung vo ndo cua chudt non ALZ17. Chudt ALZ17 la dong chudt
chuyén gen protein tau ma chi phat trién bénh Iy mudn (Probst, A. va cong su. (2000)
Acta Neuropathol. 99, 469-481). Chu¢t ALZ17 dugc tiém nhanh chéng phét trién bénh
ly dang soi ran, va ding chiét xuit nfo nghéo mién dich tir chudt P301S hodc chiét xuit
tr chuot kiéu dai khong cam ung bénh ly protein tau. Viéc phan doan chiét xuét ndo
trong tau tan dugc (S1) va tau khong tan duoc trong sarcosyl(P3) (Sahara, N. va cong

su. (2013) J. Alzheimer's. Dis. 33, 249-263) va tiém chung vao chudét ALZ17 ching
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minh rang viéc phan doan P3 hau hét c6 kha nang trong viéc cam Gng bénh 1y. N6 bao
gdm hau hét trong s6 tau soi hyper-phosphoryl hoa trong té bao. Phan 16n bénh 1y ¢6 thé
con duge cam Gng bang cach tiém chiét xudt P301S vao ndo cua chudt kidu dai, nhung
khong c6 NFTs duoc tao thanh. Trong cac nghién ctru sau do, Clavaguera va cdng su
thé hién réng protein tau ctia ngudi chiét xuat tir md ndo méc bénh do protein tau khéc
xét nghiém tir thi (Bénh hat ua bac (AGD), Liét trén nhan tién trién (PSP), va Thoai hoa
v ndo va hach nén (CBD)) c6 thé con bao gdm bénh 1y protein tau trong mé hinh ALZ17
(Clavaguera, F. va cong su. (2013) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 110, 9535-9540). Vi
viée thé hién céac dit lidu nay, mot vai md hinh tao hat va rai protein tau khac da duoc
bdo cdo (Ahmed, Z. va cdng su. (2014) Acta Neuropathol. 127, 667-683; Walker, L.C.
va cong su. (2013) JAMA Neurol. 70, 304-310). Két luan chinh tir cdc nghién ctru nay
chi ra rang co ché ma protein tau bénh ly trong thé vii trong t& bao duge bai tiét tur té
bao vao chu chat. Vat liéu protein tau bénh Iy sau d6 duoc chuyén ciing véi bao tai theo
ca hudng ra trudc va nguoc lai va sau do duoc hép thu boi té bao 1an can bang cach nhéap
bao khdi. Co ché nay giai thich tai sao viéc mo rong bénh ly quan sat dugc ¢ bénh cta
ngudi theo mau gidi phau tu khac biét. C6 loi 13, viée ding ngoai vi protein tau bénh ly
c6 thé thiic day viéc hinh thanh bénh 1y protein tau & chudt ALZ17 (Clavaguera, F. va
cdng su (2014) Acta Neuropathol.127, 299-301). Co ché md rong nay cé thé giai thich
su tién trién bénh & cac bénh do protein khac (Goedert, M. va cong su. (2010) Trends
Neurosci. 33, 317-325; Sigurdsson, E.M. va cdng su. (2002) Trends Mol. Med. 8, 411-
413).

II. Céc loai Tau

Phat hién rang protein tau ¢ thé déng vai trd nhu thé sinh bénh endo da nghién
ctru cho "The Pathogenic Species"” ma c6 thé nhdm dich trong liéu phap diéu trj can
thiép tiém nang.

Gen protein tau két hop vi cau tric hinh dng (MAPT) nim trén nhiém séc thé 17
clia bd gen ctia ngudi va biéu hién sau chit ddng phan ctia protein tau & nfo nguoi trudng
thanh. Chit déng phan nay phat sinh tir viéc ghép néi ty ¥ ctia exon 2, 3 va 10 cua 16
exon trong gen MAPT. Exon 2 va 3 biéu hién ldp 29 axit amin va exon 10 biéu hién
ving lién két vi cAu tric hinh dng bd sung. Két qua 1a, chat dong phan protein tau sé
chta 0, 1 hodc 2 doan lap dau N va 3 hoac 4 vung lién két vi cdu tric hinh 6ng dau C

(3R hotc 4R tau). Sau chit dong phan thong thuong ciia protein tau duge biéu hién. Chét
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dong phan dai nhit (2N4R) va ngén nhat (ON3R) gdm 441 va 352 axit amin, trong Gng
(Kolarova, M. va cong su (2012) Int. J. Alzheimers. Dis.2012, 731526). Vung chiéu du
N cuia protein tau (2N4R) gdm dudi 44 axit amin giau glyxin va cac gbc 45-102 bao gbm
hai viing axit cao (ving N1, N2). Hai viing giau prolin thay & gbc 151-243 (viung P1,
P2). Phan con lai ctia protein duge cdu thanh bi bdn vung lién két vi cau tric hinh éng
(R1-R4), sau d6 boi ving ddu C ngin.

,

Tau 14 protein rit tan va d& phosphoryl héacao. Xap xi 20 phan trim hoac 85 gbc
axit amin & chdt déng phan dai nhit ctia protein tau 13 vi tri (Ser, Thr hodc Tyr)
phosphory! héa tiém ning . Khoang hon mét nira trong sd ching duoc quan sat duoc vé
mat thr nghiém (Hanger, D.P. va cdng su. (2009) Trends Mol. Med. 15, 112-119;
Hasegawa, M. va cong su. (1992) J. Biol. Chem. 267, 17047-17054), va két cum quanh
gdc dau ctia ving lién két vi cdu tric hinh éng. Tau dugc phosphoryl héa dong va khir
phosphoryl hoa trong chu ky t& bao. N6 can phai tach ra tir vi cdu tric hinh dng dé cho
phép xay ra phan bao giam nhidm. Vai trd chinh ctia né trong té bao sau nguyén phan
(noron phén biét) la dé lam chat on dinh vi cdu trac hinh 6ng, cho phép van chuyén SO1
truc t6i wu. N6 chi c6 thé két hop véi vi cdu tric hinh 6ng dudi dang khir phosphoryl
hau hét, do d6 viéc phosphoryl héa dong vai trd chuyén doi két hop/phan tach vi cau
tric hinh dng truc tiép trong noron. Duéi diéu kién binh thuong, protein tau dich té bao
chira trung binh hai vi tri phosphoryl hoa. Trong vt lidu soi xoan bat cap, it nhat 7-8 vi
tri dugc phosphoryl héa (Hanger, D.P. va cong su. (2009) Trends Mol. Med. 15, 112-
119; Hasegawa, M. va cdng su. (1992) J. Biol. Chem. 267, 17047-17054). Protein tau
hyperphosphoryl héa, soi xoin bat cap la ddu hiéu chinh ctia bénh Alzheimer (Kosik va
cong su (1986) PNAS, 86, 4044-4048), su thay doi tinh linh dong rd rang cta protein
tau hyperphosphoryl héa quan sat dugc & phan tich mién dich-hoa hoc té bao cta vat
liéu ndo AD ctia nguoi.

Kho khing cho nghién ctru protein tau bang k¥ thuét cau tric truyén thdng nhu
tinh thé hoc tia x hodc quang phé NMR, thé hién ban chét siéu 6n dinh ctia né. Nghién
ctru nay chi yéu duoc tién hanh trén doan ving ctia protein khong phosphoryl hoa.
Nghién ctru chi cdu tric dén nay trén protein tau chiéu dai day da (2N4R), st dung
quang phd NMR, cho thdy ring protein chi chira strv.vhes thua thét cdu tric thir cap 6n
dinh (Mukrasch, M.D. va cong su. (2009) PLoS. Biol. 7, €34). Phan tich nay chi ra rang

céu trac tha cép clia mach chinh peptit c6 khuynh huéng 16n chap nhan cu tric tam p.
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200 gbc dau tién ctia mach chinh dung trat tu hon dang ké so voi ving lién két vi cAu
tric hinh éng bao gdm diu C. Sy c6 mit ctia nhidu tuong tac khoang dai ddc hiéu trong
protein trong dung dich chi ra rang né ton tai trong trang thai ciu néng chay rdi loan

(Ohgushi, M. va Wada, A. (1983) FEBS Lett. 164, 21-24).

Céc san phim proteaza cua protein tau tao ra cu thé 1a boi caspaza va calpain
(Aspl13, Glu391 va Asp421) duge xac dinh trong vat liéu dam rdi (Gamblin, T.C. va
cong su (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.100, 10032-10037). Cu thé 13, cét cut &
Asp421 duge nghién clru cu thé sir dung khang thé protein tau C3, ma lién két véi dau
Asp421 tu do. Su cét cut nay dugc doi hoi lam su ki€n sém & phat sinh bénh AD lién
quan dén gay ra chét rung té bao (deCalignon A. va cong su. (2010) Nature 464, 1201-
1204). Phan cit diu N & Asp13 va phan ct ddu C ¢ Glu391 duoc xem la su kién mudn
trong phéat sinh bénh (deCalignon A. va cdng su. (2010) Nature 464, 1201-1204:
Delobel, P. va cong su. (2008) Am. J. Pathol. 172, 123-131). Gan day, doan dau N bd
sung (gbc 1-224) dugc xac dinh trong CSF & bénh nhan AD va PSP, va d duoc gia
dinh 1a ddu hiéu sém clia bénh va cu thé 1a sinh bénh (US14/092539; Bright, J. va cong
su. (2014) Neurobiol. Ageing, 1-17). Poan phén cit calpain tuong tu duge béo céo boi
cac nhom khéc (Ferreira, A. va Bigio, E.H. (2011) Mol. Med. 17, 676-685; Reinecke,
J.B. va cong su. (2011) PLoS. One. 6, €23865).

Ngoai trit hyper-phosphoryl héa va phén doan protein tau, axetyl hda sau dich
ma (Cohen, T.J. va cong su. (2011) Nat. Commun. 2, 252; Min, S.W. va cong su. (2010)
Neuron 67, 953-966) va O-GlcNAcylation (Zhu, Y. va cong su. (2014) J. Biol. Chem.)
duge dé lam quy trinh x4c dinh bénh Iy trong viéc hinh thanh bénh 1y dam réi lién quan
dén AD.

III.  Liéu phap mién dich Tau

Liéu phap mién dich thudng tich thanh nghién ctru vac-xin chi dong va bi dong.
Trong nghién ctru vic-xin cht dong, tac nhén sinh bénh duoc tiém vao bénh nhan va hé
mién dich bdm sinh thé hién dap tng mién dich. Diéu nay gy ra su truéng thanh cta té
bao B tao ra cac khang thé c6 4i luc cao khang lai khang nguyén duoc st dung. Trong
nghién ctru vic-xin bi dong, viéc kich thich hé mién dich bim sinh bao boc béng cach
truyén khang thé dac hiéu khang khéng nguyén. Hé loai bé vén c6 sau d6 loai bo khang

thé lién két phdi tu.
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Mién dich ACla theo dudi khéng thé don dong chudt khang phospho-serin 409
ctia tau. C4c khang thé duoc dinh hinh déi v&i md ndo AD cua ngudi va moé ndo ddi
ching va dugc chon dua trén kha ning nhan dién bénh ly dam réi cua chung. Phién ban
ngudi hda ctia hai khang thé, hACI-36-2B6-Abl va hACI-36-3A8-Ab1, déu lién két vé6i
protein tau epitop trong axit amin 401-418 (WO 2013/151762).

Nhém ctia Roger Nitsch da phan lap cac tu khang thé protein tau tir ca thé khoe
manh cao tudi khong c6 déu hiéu cua bénh thoai hoa do protein tau. Nhiéu khang thé
duoc phan lap sir dung protein tau tai to hop chiéu dai day du ctia ngudi (2N4R) dé tim
khang thé dic hiéu protein tau. Sau d6 chiing duoc sang loc vé kha ning phan biét protein
tau phan Iap tlr c4 thé bénh va cac thé khoe manh. Ba khang thé dan, 4E4, 4A3 va 24B2,
duoc mo ta trong tai lidu sang ché (W02012049570; US2012087861). Ban dd epitop
clia chting chi ra rdng tit ca nhan dién axit amin trong va ddu C dén vung lién két vi cau
trac hinh ng, tir vi trf V339 dén K369. Cac khang thé nay khong thé hién bit ky dic
hiéu phospho.

C2N chan doan chu yéu tép trung vao viéc phat trién cong cu chan doan dé phat
hién sém bénh thoai hda than kinh. Céc khang thé tao thanh khang protein tau chiéu dai
déy du ctia nguoi va chudt. Tam va nam cac khang thé dugc xac dinh, nhén dién tau cla
nguoi va chudt, tuong ing (Yanamandra, K. va cong su. (2013) Neuron 80, 402-414).
Ba khang thé voi dong luc lién két khac nhau duoc chon dé danh gi4 trong co thé. Cu
thé 1a, HJ9.3, HJ9.4 va HJ8,5, nhan dién gbc protein tau 306-320, 7-13 va 25-30, twong
ting, voi khang thé cudi cling dic hiéu ddi véi protein tau clia nguoi . Cac khang thé con
dugc chon dua trén kha ndng cua ching dé ngan chan viéc chuyén bénh hoc trong thu
nghiém béo cdo co gidi tinh vi ctia viéc lan truyén xuyén bao ctia protein tau (Sanders,
D.W. va cOng su. (2014) Neuron 82, 1271-1288; Kfoury, N. va cong su. (2012) J. Biol.
Chem. 287, 19440-19451). Viéc danh gia ching trong nghién ctru tiém i.c.v. man tinh
& chudt chuyén gen P301S chimg minh kha nang ctia ching lam giam mic protein tau
hyperphosphoryl hoéa protein nhu duge xéc dinh boi viéc nhuom AT8 & phan tich hoa

mod mien dich ctua chudt duge diéu tri.

Céc khang thé cta Peter Davies duoc phat trién ban dau 1 cong cu chén dodn ma
c6 thé phan biét gifta protein tau bénh 1y va binh thuong & vét liéu ndo AD va ddi chiung
(Greenberg, S.G. va Davies, P. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 5827-5831).
Viéc dénh gi4 tinh hitu ich chita bénh ctia of cac khang thé PHF1 va MC1 duoc chimg
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minh & P301S va JPNL3 (P301L) (Boutajangout, A. va cong su. (2011) J. Neurochem.
118, 658-667; Chai, X. va cdng su. (2011) J. Biol. Chem. 286, 34457-34467; D' Abramo,
C. vacdng su. (2013) PLoS. One. 8, chudt €62402). PHF 1 nhén dién phospho-tau epitop
tuyén tinh (pS396, pS404) trong khi d6 MC1 la khang thé phu thudc hinh thé ma nhan
dién protein tau epitop ciu tric yéu cdu hai phdn khac nhau cua trinh tyu tuyén tinh,
epitop & gdc 46-202 va epitop dau C gitta gbc 312-342 (Jicha, G.A. va cong su. (1997)
J. Neurosci. Res. 48, 128-132). Viéc tiém hai c4c khang thé nay trong thtr nghiém chung
ngita man tinh 12-13 tuan tao ra sw giam co ban bénh Iy tiy séng va cudng ndo trong sb
c4c ving ndo khac, ma duoc dich ma dé lam giam di thiéu hut vén dong quan sat duoc

¢ cac chudt nay. (D'Abramo, C. va cdng su. (2013) PLoS. One. 8, €62402).

iPerian / Bristol Meyers Squibb di phat trién cac khang thé protein tau ddi véi
cc loai protein tau bénh ly yéu cau, gdm c6 céc doan dau N ciia protein tau (etau: gbcl-
224), ma thic ddy siéu hoat tinh & nudi cdy noron trén co s6 t& bao cudng da ning cam
ing. Pic diém cla cac khang thé duoc phat trién, nhung su déc trung hoa tap trung vao
cac khang thé IPNOO1 va IPN002 ma nhéan dién epitop ddu nd trong gbc 9-18. Theo do,
cac khang thé nay phat hién muc tang protein tau & CSF tir bénh nhan AD va PSP chia
cap ma ¢ thé 1a dau hidu sém ctia bénh. Tiém trong co thé cac khang thé & chudt JPNL3

(P301L) dan dén ddo nguoc mdt phan thiéu hut van dong tién trién (US14/092539).

Einar Sigurdsson la chuong trinh dau tién dé chimg minh tinh hiéu qua cua liéu
phép mién dich trén co s& protein tau. Vic-xin hoat tinh gdm c6 peptit protein tau 379-
408[pS396, pS404] cung véi ta duge Adju-Phos duoc s dung dé ching ngira chudt
JPNL3 (P301L). Trong thir nghiém nay viéc giam ndi bat bénh ly protein tau quan sat
duoc & chudt duoe diéu tri vic-xin khi so voi dong vat ddi chimg. Viéc giam bét kiéu
hinh van dong li€n quan dén bénh do protein tau cling dugc phat hién. Tinh hiéu qua cta
n6 dugce xac nhan & md hinh chudt khac nhau (htau/PS1) khong dan boi protein tau dot
bién (Boutajangout, A. va cong su. (2011) AAIC 2011 (7, issue 4, Supplement edn) p.
s480-s431; Congdon, E.E. va cdng su. (2013) J. Biol. Chem. 288, 35452-35465; Gu, J.
va cong su. (2013) J. Biol. Chem. 288, 33081-33095).

Prothena danh gia ba khang thé protein tau & chudt chuyén gen protein tau K3691
(K3) va & m6 hinh chuét P301L. Cac khang thé voi cac dic diém khac nhau dugc lua
chon dé dénh gia trong co thé. Hai khang thé pS404 véi isotyp khac nhau (IgGl/k va
IgG2a/k) hodc tong (pan) khéng thé khang-tau (IgG1/k) duoc tiém theo kiéu man tinh.
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Chuot K3691 duogc diéu tri voi tiém hang tuin trong 21 tudn bt ddu ¢ 3 tudn tudi, va
chudt P301L duoc diéu tri trong 7 thang véi tiém hang tudn bat dau tir 4 thang tudi. Viéc
giam thé vui soi thin kinh duong tinh protein tau quan sat duoc & chudt K3 voi khang
thé IgG2a/k pS404. Ca hai khang thé pS404 déu c6 kha nang lam giam muc tau dwong
tinh pS422, trong khi d6 khong quan sat thay giam & chudt duoc diéu tri véi khang thé
pan-anti-tau . Nghién ctru nay dé xuét rang: 1) viéc loai bo protein tau c6 thé phu thudce
isotyp, va; 2) ¢6 thé quan trong dé nhdm dich loai protein tau ma lién quan dén bénh,
nhu khang thé hoan toan khéng tau khéng c6 kha ning lam gidm protein tau
hyperphosphoryl hoa (PCT/US2014/025044).

Téc gia clia sing ché di phat hién mot cach dang ngac nhién céc khang thé dac
hiéu dé phosphoryl hoa protein tau gdc serin 396 (pS396); didu nay nguoc lai véi cac
khang thé c6 trong linh virc ma nhan dién co ban protein tau phosphoryl hoa & ca gbc

396 va 404, phosphoryl hoa chi & gbc 404 hodc ¢ cac gde khac trén protein tau.

Tac gia da phat trién cac khang thé ma con c6 tinh dic hiéu va tinh chon loc déng
ké ddi véi protein tau bénh ly ctia nguoi. Cé nhu cau dbi véi cac khang thé ma chon loc
va dic hiéu cao dbi véi protein tau bénh ly. Cac khang thé theo sang ché thé hién muc
ddc hiéu va tinh chon loc cao hon nhiéu dbi voi protein tau bénh ly cua nguoi so voi
protein tau khong bénh 1y so voi cac khang thé ctia W0O2013/050567 (xem Hinh 1 of
W02013/050567). Céc khang thé cia WO2012/045882 dugc bao cdo 1a co lién két dac
hiéu, duogc tao ra tir trinh tu axit amin géc 6 dén 9 clia axit amin protein tau 393-401,
396-401, 394-400 va 393-400. Piéu nay nguoc véi cac khang thé theo sang ché ma tao
ra d6i véi protein tau bénh ly hyperphosphoryl héa bao gdm trinh tu axit amin dai hon

nhu dugc mo ta & day.

Nhu dugc thé hién trong phan Vi du, so véi nam khang thé protein tau duoc cong
b6: hACI-2B6 (dugc md ta trong WO2013151762); IPN002 (duoc mé ta trong WO
2014028777); HI8,5 (duoc mo ta trong WO 2014008404); khang thé don dong khang
Tau pS422 2.10.3 (dugc md ta trong US8609097); PHF 13 (khéng thé ban trén thi truong
(vi du SigmaAldrich) duoc dé xudt dé phat hién protein tau phosphoryl héa & Ser 396
c6 ngudn gde chudt, chudt cdng va nguodi va duge ban dén boi Sankaranarayanan
(PLOSONE, DOI:10,1371/journal.pone.0125614 May 1, 2015 va Otvos (Biochemistry
1997, 36, 8114-8124); va khang thé 4E4, (duoc mo ta la lién két véi V339, E342, D387,
E391 va K395 trong US8940272), thé hién rang khang thé, va doan lién két epitop cua
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chung, theo sdng cheé the hién muc ddc hi¢u va tinh chon loc cao hon doi véi protein tau

sinh bénh & ngudi so véi bat ky trong cac khang thé so sanh.

Ngoai ra, cdc khang thé, va doan lién két epitop cta ching, theo sang ché thé hién
nhiéu d4u hiéu co loi nhu kha ning phan biét gitta protein tau bénh ly va khong bénh ly
clia ngudi, va cu thé 14 lién két protein tau lién quan dén bénh 1y Alzheimer (AD). Trong
céc nghién clru dién sinh 1y, khang thé, va doan lién két epitop ctia chung, theo séng ché
con con ¢é kha nang dao nguoc giam thuan loi xung bat cip va dong synap kich thich

¢& nho tu phat (mEPSC).
Bén chat ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén khang thé don dong, va doan lién két epitop cua chung, c6
kha ning lién két dic hidu voi gbe phosphoryl héa serin 396 clia protein tau ctia ngudi
(chat ddng phan 2N4R) (SEQ ID NO:33) va céc khang thé duogc tao ra bang cach sir
dung phuong phdp méi cho phép phan lap va tai tao dic hiéu nay. Cac khang thé con
khéc biét & chd kha ning ctia chiing dé phan biét gitta gbc phosphoryl héa 396 va 404
sao cho chiing co ban khong lién két gbc duoc phosphoryl hoa 404.

Khong bi rang budc bai ly thuyét cu thé, bang ching tir tac gia chimg minh ring
the sy phan biét va tinh chon loc ctia cac khéng thé theo sang ché ddi vai protein tau clia
ngudi protein phosphoryl héa & gbc 396 véi su ¢6 mit ctia protein tau phosphoryl héa
& gbc 404 nhung khong & 396 dang k& so véi trién vong bénh 1y va chita bénh. Céac
khang thé theo séng ché chon loc cho protein tau bénh ly vdi sy c6 mat cua tau
phosphoryl hoa khong bénh ly. Cac khang thé theo sang ché c6 kha nang lam nghéo dam
rbi protein tau ctia protein tau bénh Iy véi sur ¢6 mit ctia tau binh thudong. Khéng bi rang
budc boi ly thuyét cu thé, tin rang viéc lam nghéo dam rdi protein tau bao gdém tau
protein ma dugc phosphoryl hoa & vi tri protein 396 ngén can sy tao hat cuia protein tau
bénh 1y thanh dam rdi protein tau. Theo d6, mot khia canh theo sang ché dé cap dén
khéng thé ma c6 kha ning lién két chon loc véi tau 396-phosphoryl hoa ngay ca khi
phéan tr nay cé mat cua protein tau dugc phosphoryl hda & vi tri protein tau 404. Khia
canh lién quan theo sang ché dé cap dén khang thé ma c6 kha ning lién két chon loc véi
tau 396-phosphoryl héa ngay ca khi phan tir nay cé mat protein tau khong bénh ly. Cling
dugc x4c dinh, séng ché dé cap dén khéng thé chon loc cho protein tau bénh ly protein

tau bénh ly nay 1a protein tau hyperphosphoryl héa xuat hién la dai 64 kDa (bing phén
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tich Western Blot) & chudt chuyén gen bidu hién qua muc chat ddng phan 2N4R tau cua
nguoi.

Mot khia canh theo sang ché nhdm dén khang thé khang tau dap ung cac tiéu chi
thir nghiém sau day: i) khéng thé khong lién két véi protein tau khong phosphoryl héa;
ii) khang thé khong lién két véi protein tau phosphoryl héa & 404 va khong duoc
phosphoryl héa & 396; iii) khang thé lién két voi protein tau phosphoryl héa & 396; va
iv) khang thé lién két véi protein tau phosphoryl hoa & ca 396 va 404. Téc gia phat hién
ra rang lién két dudi cac tiéu thi thir nghiém iii) va iv) trong cung trét tu d6 1én va yéu
cau rang phosphoryl héa & vi trf 404 khong anh hudng hodc ting cuong qua trinh lién
két. Tac gia con phat hién ra ring, trai véi tiéu chi thir nghiém ii), lién két voi protein
tau ma khong dugc phosphoryl héa & 396 nhung duge phosphoryl hoa & 404, khong lam

nghéo dam ri hodc x6a bo protein tau bénh 1y & md hinh thi nghiém.

Mot khia canh theo sang ché nhdm dén khang thé khang-tau ma, khi duoc st
dung véi chiét xuat rTg4510 nghéo mién dich tir chudt chuyén gen, lam giam déc hiéu
dai protein tau hyperphosphoryl héa 64 va 70kDa it nhat 90%, trong khi lam giam dai
protein tau 55 kDa khong hon 10%. Khia canh khac theo sang ché nhdm dén khang thé
khang protein tau ma giam déc hiéu dai protein tau hyperphosphoryl héa 64 va 70kDa
it nhat 90%, trong khi viéc lam gidm dai protein tau 55 kDa khong hon 10%; ho#c kha
nang, khi dugc stt dung nhu dugc mé ta & day véi chiét xuét tir ndo AD xét nghiém t
thi cia nguoi, dé lam giam dac hiéu dai tau hyperphosphoryl héa S396 phosphoryl hda
it nhat 90%, trong khi do khong lam giam dai protein tau khong hyperphosphoryl hda
hon 10%.

Khia canh khac nita theo sang ché nhdm dén phuong phap diéu tri bénh nhan mic
bénh do protein tau, nhu bénh Alzheimer, bao gom lam nghéo dam rdi hodc bét di su
tién trién ctia dam réi nay, dam réi nay bao gdm tau hyperphosphoryl hoa, phuong phéap
ndy bao gdm cho protein tau hyperphosphoryl hoa tiép xtc v6i khang thé theo sdng ché
sao cho ddm rdi dugc lam nghéo, lam giam ham luong protein tau hyperphosphoryl hoa
ctia n6 hodc tién trién cua viéc hinh thanh dam réi giam dan.

Duoc xéc dinh tly ¥, sing ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh nhan méic
bénh do protein tau, nhu bénh Alzheimer, phuong phap nay bao gém viée cho dam rdi

tiép xtc v6i khang thé chon loc cho protein tau c6 gbc 396 phosphoryl hda sao cho dam
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rbi dugce 1am nghéo protein tau hyperphosphoryl hoa.

Dic biét hon 13 sang ché dé cap dén mot diém bét ky trong sd bon khang thé don

dong duge chon tir nhém bao gom:
Khéang thé C5.2
trong d6 Khéang thé C5.2 bao gom:
(@)  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:17;
(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:18;
(c)  CDR3 chudi nhe ¢ trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:19;
(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20;
()  CDR2 chudi nang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:21; va
63) CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:22;
Khang thé C8.3
trong d6 Khang thé C8.3 bao gdm:
(@  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:25;
(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:26;
(c)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:27;
(d)  CDRI chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:28;
(e) CDR2 chudi nang c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:29; va
(f)  CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:30;
Khang thé C10-2
trong d6 Khang thé C10-2 bao gom:
(a)  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;
(b) CDR2 chubi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10;
(c)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:11;
(d)  CDRI chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12;

(e)  CDR2 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
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63) CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14;
va

Khang thé D1.2

trong d6 Khang thé D1.2 bao gdm:

(a) CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:1;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:2:

(c) CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:3;

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:4;
(e)  CDR2 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:5; va
63) CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:6.
Trinh tu axit amin cia chudi nhe va chudi ning dﬁy du cua khang thé vi du C5.2,

bao gébm ving hing dinh trong d6, nhu duge thé hién & SEQ ID NO:23 va SEQ ID
NO:24, tuong ung (nhu dugc st dung trong cac Vi du).

Trinh ty axit amin ctia chudi nhe va chudi ning day du cua khang thé vi du C8.3,
bao gdm ving hing dinh trong dé, nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:31 va SEQ ID
NO:32, twong tng (nhu dugce st dung trong cac Vi du).

Trinh tu axit amin ctia chudi nhe va chudi ning dﬁy du ctia khang thé ¢6 loi C10-
2, bao gébm ving hing dinh trong do, nhu duge thé hién & SEQ ID NO:15 va SEQ ID
NO:16, tuong ung (nhu duoc sir dung trong cac Vi du). Trinh tu axit amin néu & chudi
ndng néu ¢ khang thé C10-2 ngudi héa nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:35. Trinh tu
axit amin néu & chudi nhe néu & khang thé C10-2 ngudi héa nhu duge thé hién & SEQ
ID NO:36. Mot khia canh theo sang ché dé cap dén khang thé theo sang ché bao gdém
SEQ ID NO:35 hodc SEQ ID NO:36, hoéac ca hai.

Trinh ty axit amin cia chudi nhe va chudi ning déy du cua khang thé vi du D1.2,
bao gém ving hing dinh trong d6, nhur duoc thé hién & SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8,
tuong Uing (nhu dugc st dung trong cac Vi du).

Theo phuong 4n tly y, khang thé D1.2 bao gdm chudi nhe c6 trinh tu axit amin
néu & SEQ ID NO:34, trong d6 axit amin & vi tri 3 1a valin (trong khi d6 trong chudi nhe

vi du néu & SEQ ID NO:7, axit amin nay la methionin). Chudi nhe nay cé thé bat cap
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v6i chudi nidng nhu duge md ta & trén, cu thé 1a c6 CDRs néu 0SEQ ID NOs:4, 5 va 6.
Vi duy, khéng thé c6 thé bao gbm chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:34
cung v6i chudi ndng c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:8 (khang thé "D1.2*").

Mot khia canh theo sang ché nhdm dén khéng thé bao gdm:

(@)  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10; va/hoic

() CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO: 11,

Khia canh khéc theo sang ché nhim dén khang thé bao gém, hoac con bao gém:

(a)  CDRI chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12;

(b)  CDR2 chudi ning cé trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:13; va/hodc

(¢)  CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14.

Cac khang thé, va doan lién két epitop cua ching, theo séng ché co thé duoc su
dung trong diéu tri bénh do protein tau nhu bénh Alzheimer (AD), Bénh hat ua bac
(AGD), Liét trén nhén tién trién (PSP), Thoai héa vé ndo va hach nén (CBD), TBI (tran
thuong so nédo, nhe, cép hodc man tinh), va ton thuong ndo man tinh do chén thuong
(CTE).

Céc khang thé, va doan lién két epitop cua chung, theo sang ché con du kién dé
dung trong diéu tri Chung roi loan tAm than, cu thé 1a Chtng roi loan tAm than do AD
hodc Chung réi loan tdm thdn & bénh nhan mic AD.

Mo ti vin tit cac hinh vé
Hinh 1: Lién két v6i dot-blot vat liéu bénh ly

Hinh 1 (Céc bang A-B) thé hién két qua cta phén tich dot blot thé hién 500 ng
phan S1 va P3 (viéc hinh thanh céc phin S1 va P3 duoc boc 16 & Vi du 3) dan xuét tir
nio bénh nhan AD (AD) va cac thé khoe manh c6 tudi (con) hodc tir rTg4510 32 tuin
tudi va con cung ltra khong chuyén gen (wt) dugc do béng 1 pg/ml D1.2 hodc C10-2 dé
danh gia su phat hién protein tau bénh ly (Vi du 3). Dot plot thé hién réng D1.2 (Bang
A) hodc C10-2 (Bang B) phan ung déc hi€u trén vat li€u bénh tir bénh nhan AD hodc
protein tau cia nguoi (P301L) nhu duoc biéu hién & chudt chuyén gen (Tg4510).

Hinh 2: Phan tich Western blot ctia khang thé D1.2 va C10-2
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Hinh 2 (Céc bang A-B) thé hién két qua ctia Phéan tich Western blot thé hién 2 ug
phan S1 va P3 dan xuét tir ndo cua rTgd510 32 tuan tudi va con cung lira khong chuyén
gen (wt) hodc 20 ug phan S1 va P3 dan xuét tir ndo cia bénh nhan AD (AD) va cac thé
khde manh c6 tudi (con) duoe do véi 1 pg/ml D1.2 (Bang A) hodc C10-2 (Bang B). Cac
phan S1 va P3 duoc nap ¢ ty 1& 1:50 (dva trén khéi luong mé) ma dén xuét tir 0,01 mg
md. Trong Western blot, protein tau 4RON clia ngudi dot bién P301L binh thudng duoc
thé hién & 55 kDa, trong khi cac loai protein tau 4RON ctia nguoi dot bién P301L hyper-
phosphoryl héa thé hién & 64 va 70 kDa. Céc phan P3 tir protein tau hyperphosphoryl
héa AD thé hién & 54, 64, 69 va 74 kDa (Vi du 3). Hinh minh hoa réng cac khang thé
lién két dic hiéu véi hyper-phosphoryl hoa, protein tau thay dbi tinh bién déng.

Hinh 3: Lién két voi vat liéu P3 bénh ly & MSD

Hinh 3 (Cac bang A-D) thé hién két qua cia Meso Scale Discovery (MSD)
ELISA lién két ctia D1.2 (Bang A), C5-2 (Bang B), C10-2 (Bang C) va C8-3 (Bang D)
ddi véi protein tau phan lap tir ndo AD ngudi va ndo ddi chung khong mic bénh (Vi du
4). Tuong tu nhu duge chimg minh trén Hinh 1, viéc lam bat dong protein tau phan lap
tir ndo bénh (AD) va ndo dbi chimg khoe manh trén tim ELISA c6 thé duoc ding dé
chimg minh rang cac khang thé theo sang ché lién két dic hiéu cac loai protein tau bénh
ly. Tang noéng do cta khéng thé din dén lién két bdo hoa. Luong khang thé duoc lién

két dugc phat hién bang khang thé khang chudt thi cap.
Hinh 4: Ai luc peptit va pS396 tinh chon loc (lién két peptit)

Hinh 4 (C4c bang A-D) thé hién két qua ctia phan tich lién két ddc hiéu cua C10-
2 (Bang A) va D1.2 (Bang B) déi voi protein tau (386-409) peptit vi tat ca két hop
phosphoryl hoa & céc vi tri S396 va S404 (Vi du 5). Ai luc dic hiéu déi véi vat 1iéu bénh
ly & nguoi la kho danh gia, vi Iy do nay téc gia str dung peptit dic hiéu lién két dé xac
dinh 4i luc epitop chinh xé&c, st dung peptit phosphoryl héa dic hiéu va khong-
phosphoryl héa. Puéng cong dap tng lidu, dic hiéu thé hién lién két cua cac khang thé
C10-2 (Bang C) va D1.2 (Bang D) v6i peptit: TDHGAEIVYK®'SPVVSGDT "’ SPRHL
(SEQID NO:37) (pS396/pS404), phosphoryl hoa & gdc Ser396 va Ser404. Lién két canh
tranh dugc thuc hién bang peptit khong phosphoryl hoa (NP) va peptit phosphoryl hoa
moét 1dn (pS396 va pS404). Ngoai ra, peptit ddi ching tuong tung voi serin 262
phosphoryl héa duogc bao gdm. Lién két canh tranh chimg minh ring tit ca lién két thu
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duoc qua gde serin 396 phosphoryl hoa. Ngoai ra, dit liéu chimg minh réng phosphoryl

hoéa & gbc 404 khong anh hudng dén lien két ctia cac khéng thé & phosphor-serin 396.
Hinh 5: Déc trung nghién cttu mo ctia khang thé dic hiéu

Hinh 5, Bang A thé hién rang C10-2 (c6t trai) and D1.2 (cot phai) céc khang thé
lién két vi cac loai p-tau trong thé bao Tg4510 (hang trén) va mach than kinh. Khong
c6 phan tmg mién dich dwogc phat hién ¢ cdc phan néo khong Tg (hang dudi). Hinh 5,
Bang B thé hién rang C10-2 (c6t trai) and D1.2 (cot phai) céc khang thé lidn két vai céc
loai p-tau trong thé bao va soi mach than kinh & nio cho AD (AD) (hang trén). Ndo cho
d6i chimg khong c6 phan ung mién dich (hang dudi) (Vi du 6).

Hinh 6: Lién két v6i P3 bénh Iy va khong bénh ly dbi voi céc khéng thé C10-2 va déi

chumng

Hinh 6 (Cac bang A-E) thé hién két qua chimg minh sy kha hon cua khéng thé
C10-2 (Bang C) theo sang ché trong viéc nhan dién vat liéu bénh ly so v6i cac khang
thé 2-10-3 trong linh vuc (Bang A), HACI-2B6 (Bang B), IPN 002 (Bang D), va HJ8,5
(Bang E).Hinh thé hién lién két ddc hiéu ctia C10-2 véi protein tau tr ndo ngudi khoe
manh (lam d6i chimg) va néo ngudi bénh (AD), cling v6i lién két véi protein tau tir
chudt Tg4510 10 thang tudi biéu hién protein tau P301L dot bién cta ngudi. Tang nong
d6 khang thé duogc thém vao vat liéu protein tau P3 duoc ¢d dinh trén tim ELISA. Ty Ié
ctia tinh chon loc dbi voi protein tau bénh ly dugc xdc dinh & bdo hoa toan bd véi cac
loai hoat tinh. S& 1an tinh chon loc déi v&i mbi trong cac khang thé trong linh vuc nhu

duoc thé hién ¢ hinh (Vi du 7).
Hinh 7: Ngén cdn tao hat & té bao HEK293 va trong 6ng nghiém

Hinh 7 (C4c bang A-C) thé hién dinh luong cua két tu protein tau bing thir nghiém
Cisbio. Té bao pcADN HEK?293 tao hat thé hién khong cé tin hiéu, x4c nhén su véng
mat clia viéc do vt lidu tao hat ddu vao. VAt liéu tao hat wt (kiéu dai) (WW) thé hién
khéng tao hat, nhung nguoc lai chit déng chét r'Tg4510 (CC) tao hat hiéu qua, so véi
khong tao hat Hiéu qua tao hat nay khong dnh hudng béi viée didu tri bing HEL, nhung
ddo nguoc mét phan bai diéu tri bing cac khang thé protein tau (C10-2>D1.2>hACI36-
2B6-Abl). D6 thi (Cac bang A-C) thé hién ba b mau doc 1ap va duoc vé db thi 1a két
tu protein tau tuong déi (sd 1an tin hiéu so véi nén chudn héa cho protein tong) (Vi du

8).
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Hinh 8: Pao nguoc thiéu hut dién sinh ly

Hinh 8 thé hién khang thé dao nguoc tao diéu kién xung bat cip (Cac bang B va
D)va dan truyén synap co s (TAmA va C) thé hién thé truong kich thich CA1 (C10-2,
Béang A; D1.2, Bang B), minh hoa thé truong kich thich & diéu tri CA1 dudi man tinh
bang C10-2 ¢ chudt Tg4510 mac va chudt tTa lam ddi chimg. Pong vat duoc diéu tri
mdi tudn hai 1an véi lidu 15 mg/kg khang thé trong hai tudn (xem Vi du 9). Trong Bang
A (for C10-2) va Bang C (for D1.2), do déc thé truong (fEPSP) duge vé do thi d6i voi
cuong do kich thich. Cac bang A va C minh hoa rang trong danh gia dién sinh ly trong
co thé cua dén truyén synap va do6 mém déo trong ving CA1 ctia hdi hai ma & chudt
rTg4510 4,5 dén 5,5 thang tudi (2 duong cong dudi) va chudt déi chimg tTA (2 duong
cong trén) 1) dan truyén synap co s suy yéu dang ké & chudt rTg4510 so véi chudt tTA,

va ii) tao diéu kién xung bét cap giam dang ké chudt rTg4510 so v&i chudt tTA.

Tao diéu kién xung bat cap, tinh mém déo synap ngén han duogc tin 1a phu thude
co ché tién synap, con dugc do & chudt rTg4510 va chudt tTA (Bang B for C10-2 va
Bang D for D1.2). Tém lai, cap kich thich bang khoang céch gitta kich thich (ISI) thay
ddi trong khoang tir 25 dén 1000 ms dugc ap dung cho Schaffer phy, va do doc cua
fEPSP thtr hai duoc so véi do doc ctia fEPSP thi nhat. Tao diéu kién quan sat & tat ca
ISIs, voi tao didu kién tdi da & ISIs cta 50 va 75 ms. Co loi 1a, PPF giam déng ké thay

& chudt rTg4510 (2 thanh tht hai) so v&i chudt tTA (2 thanh thir nhat).
Hinh 9: Téng quan sang loc nhu thé hién trén Hinh 1-8

Cac khang thé tang d6i véi peptit phosphoryl hoa hai lan:
TDHGAEIVYKP'SPVVSGDT!SPRHL (SEQ ID NO:37) bao phu cac gbc 386-410
clia protein tau 2N4R. Khéi té bao lai duge sang loc sit dung dot-blot va MSD ELISA
voi protein tau bénh 1y va khong bénh ly ctia nguoi duogce cb dinh (Vi du 4) dé phan lap
dong vo tinh ma dic hiéu caod ddi véi hodc 1a phospho-epitop S396 va/hoic S404 va
vao ciing thoi diém nhén dién ddc hiéu protein tau hyperphosphoryl héa tir ndo bénh
Alzheimer cuia nguoi. Kha nang phan biét gifta protein tau ctia ngudi bénh ly va khong
bénh ly trong dot-blot va Western blot dung dé lua chon khéi té bao lai. 16 dong vo tinh
duoc chon trong d6 bén dong vé tinh (D1.2, C10-2, C5.2 va C8.3) thé hién kha ning
khac thuong ddi voi lién két voi vat lieu bénh ly clia ngudi. St dung ching ngira dic

hiéu va phuong phép sang loc tao ra khang thé phospho-serin-396 (pS396) dic hi¢u cao.
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Hinh 10: Gdc pSer396 lién két ¢ tm cta vi tri khang nguyén lién két cia mAb C5.2

Cau trac tinh thé cia mAb C5.2 trong phirc voi phospho-peptit 386-410 & do
phan giai 1,9A. Trong cdu tric nay mét do electron cua gde 392-398 duoc phan giai.
Goc P'Ser396 duoc lien két & tim cua vi tri khang nguyén lién két cia mAb C5.2 Trong
nghién ctru cu tric nay ctia mAbs khang-Tau, epitop dugc lién két qua chudi ning (phia
dudi bén phai) va chudi nhe (phia dudi bén trai).
Hinh 11: Khang thé C5.2 twong tac vdi phosphoserin protein tau (292-298) peptit

Hinh 11 thé hién tuong tac giita khang thé C5.2 véi phosphoserin protein tau
(292-298) peptit. Céu tric cua Ile(392)-VAL(393)-Tyr(394)-Lys(395)-P-Ser(396)-
Pro(397)-Val(398) duogc thé hién. Tuong tac chinh tham gia vao tai ky nudce tao thanh
boi L3:H3, L3:F8*, H1:H13, H2: Y1, H2:Y3 va Y(394) cua peptit protein tau. C6 khung
lién két hydro rong tao thanh gitra !S(396) solvat hoa va L3:T4, H1:R10, H1:T11,
H3:R1, H3:T3. Theo danh phap dug si dung, ky tu thi nhét (viduy, "L" cua L3:H3) chi
xem gbc CDR tham gia 1a CDR chudi nhe hodc CDR chudi ndng, sb thir nhat chi CDR
nao trong chudi nay tham gia (vi du, "L3" chi CDR3 cta chudi nhe), thuat ngit con lai
(vi du, "H3" of L3:H3) chi té€n va vi tri cla axit amin tham gia (vi du, "H3" chi histidin
& vi trf gbe thir ba ctia CDR); thus "L3:H3" chi gdc histidin & vi trf thir ba cia CDR3
chudi nhe. C6 lién két hydro manh va tuong tic dién tich/phan cuc gitta chudi bén
Y(394) va mach chinh véi phosphonat ctia ?’S396 tao thanh su quay lai trong mach
peptit. (*) L3:F8 la gdc khung kep hai bén dau C cia CDR L3.

Trinh tu CDR cua C5.2 la:

CDR LI: QASQDTSINLN  (SEQ ID NO:17)

CDR L2: GASNLED (SEQ ID NO:18)

CDR L3: LQHTYLP (SEQID NO:19)

CDRHI:  KASGYTFTDRTIH(SEQ ID NO:20)

CDRH2:  YIYPGDDSTKYNDNFKG (SEQ ID NO:21)

CDRH3: RGTMDY (SEQ ID NO:22)
Hinh 12: Lam nghéo protein tau d6i véi thir nghiém tao hat (HEK293)

Hinh 12 (Céc bang A-B) thé hién lam nghéo mién dich ctia chit dong chit nio
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r'Tg4510 st dung C10-2 (mC10-2) chudt va C10-2 (hC10-2) ngudi hda. Western blot
ctia chét dong chét lam nghéo duoc phét hién vai E1 (tdng tau; Béang A; Dudi)) va C10-
2 (pS396 tau; Bang A; Trén) va ca mC10-2 va hC10-2 lam nghéo hiéu qua protein tau
hyperphosphoryl hoa (déi trén trén blot E1 va tat ca dai trén blot C10-2). Chéit ddng chat
lam nghéo con dugc phan tich vé viée lam nghéo protein tau két tu sir dung thir nghiém
Cisbio. Bang B thé hién thay ddi protein tau két tu trong mau. Nghién ctru lam nghéo

v6i mC10-2 va hC10-2 loai bo két tu protein tau 99 va 99,5% tuong ing (Bang B).
Hinh 13: Thir nghiém tao hat (HEK293) véi vat liéu lam nghéo

Cac bang A-Cthé hiénchat dong chét lam nghéo ding dé tao hat P301L-hTau
trong té bao HEK293. Chat dong cht tir dong vat dbi chimg (WW) khong tao hat, trong
khi d6 chét ddng chat rTg4510 (CC) tao hat hiéu qua, nhu do bang thir nghiém két tu
Cisbio trén tong s6 hop chét dung giai té bao hodc bing cach phan doan té bao HEK293
trong 1% triton-X (dinh lugng D1.2 hyperphosphoryl hoa khong tan va tau (Bang A,
Trén va Dudi)). Lam nghéo bang cac khang thé HEL va hHEL khong anh huéng dén
viéc két hat, trong khi d6 lam nghéo bang mC10-2 va hC10-2 ngin can két tu protein
tau 88% va 96% (Bang C) va protein tau khong tan 97% va 100% (Bang B) tuong ng.
Hinh 14: Vit lidu rTg4510 lam nghéo mién dich (ding cho nghién ctru két hat trong co
thé)

Céc bang A-C chung minh phan tich Western blot (Bang A; Trén, Dudi) chiét
xuat ndo rTg4510 1am nghéo mién dich. C10-2 va D1.2 1am giam dic hiéu dai 64 kDa
hyperphosphoryl héa ctia ngudi 90% va khong anh huong dén 55 kDa protein tau Taus3,
khéng thé tong protein tau ban trén thi truong nguoc lai lam giam 55 kDa protein tau
binh thudng 74% va khong anh huéng dén 64 kDa Tau cua ngudi (Cac bang B-C).
Hinh 15: Vat liéu AD lam nghéo mién dich (ding trong nghién ctru két hat trong co thé)

Hinh 15 (Céc bang A-C) thé hién phan tich Western blot (Bang A) cua chiét xuét
ndo Alzheimer lam nghéo mién dich. Lam nghéo mién dich st dung C10-2 va D1.2
khong lam giam téng muic protein tau hon 10%, nhung protein tau hyperphosphoryl hoa
dac biét thap hon (90% giam) (Céc bang B-C).

Hinh 16 (Bang A): Bénh ly protein tau hdi hai ma & chudt rTg4510 két hat véi vat licu
rTg4510 lam nghéo mién dich
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Hinh 16 (Bang A)minh hoa dinh luong bénh ly protein tau & ndo rTg4510 két hat
voi rTgd510 hodc chat dong chat ndo AD. Trudce khi két hat tau hyperphosphoryl héa,
nhung khong phai Tau thuong, giam chat déng chét 90-95% bing cach st dung C10-2
hodc D1.2. Bang viéc loai bo protein tau hyperphosphoryl hoa khoi chat dong chat, chat
dong chét khong con gay ra két hat bénh ly protein tau.

Hinh 16 (Bang B) Bénh ly dam rdi hdi hai ma & chudt rTg4510 két hat voi vat lidu AD

lam nghéo mién dich

Hinh 16 (Bang B)minh hoa dinh lugng bénh ly protein tau trong no rTg4510 két
hat voi chat dong chit ndo rTgd510 (A) hoic AD (B). Trude khi két hat tau
hyperphosphoryl hoa, nhung khong phai Tau thudng, giam chét dong chét chét dong
chit 90-95% bang cach st dung C10-2 hodc D1.2. Bing viéc loai bo protein tau
hyperphosphoryl héa khoi chat dong chét, chdt ddng chét khong con gay ra két hat bénh

ly protein tau
Hinh 17: Bénh ly d4m rdi hoi hai ma ¢ chudt rTgd510 két hat véi D1.2

Hinh 17 minh hoa dinh lwong noron mang dam rdi & hdi hai ma cla chuot
rTg4510 két hat. Bénh ly tang theo thoi gian (Ig G, 1 thang; IgG 2 thang; IgG 3 thang).
Tuy nhién, diéu tri chudt véi D1.2, bénh ly giam dang ké 1, 2 va 3 thang sau két hat.
(D1.2 1 thang; D1.2 2 thang; D1.2 3 thang).

Hinh 18: Lam nghéo protein tau ddi v6i thir nghiém két hat (HEK293)

Bang A thé hién lam nghéo mién dich chat déng chét ndo rTg4510 st dung C10-
2 (mC10-2) chudt va C10-2 (hC10-2) nguoi hda. Western blot ciia chat dong chét lam
nghéo duge phat hién bang E1 (téng tau) va C10-2 (pS396 tau) va ca mC10-2 va hC10-
2 lam nghéo hiéu qua protein tau hyperphosphoryl héa (dai trén trén blot E1 va tat ca
dai trén blot C10-2). Chat ddng chét lam nghéo duoc phan tich dbi véi 1am nghéo protein
tau két tu st dung thtr nghiém Cisbio. Bang B thé hién lam ngheéo v61 mC10-2 va hC10-
2 loai bo két tu protein tau 99 va 99,5% twong tng.

Hinh 19: Thir nghiém két hat (HEK293) v&i vat liéu lam nghéo

Bang A thé hién phén doan protein tau (western trén phan khong tan. Bang B thé
hién dinh lugng Western blot. Bang C thé hién protein tau tich tu trong hop chat dung
giai té bao.Chat dong chit lam nghéo duoc ding dé tao hat P301L-hTau trong té bao
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HEK293. Chat dong chét tir dong vat dbi chung (WW) khong tao hat, trong khi do
rTg4510 chat ddng chit (CC) tao hat hiéu qua, nhu do bing thir nghiém két tu Cisbio
trén tong hop chat dung giai té bao hodc phan doan céc té bao HEK293 trong 1% triton-
X (dinh lugng hyperphosphoryl hdéa D1.2 khong tan+ tau). Lam ngheo vai cac khang
thé HEL va hHEL khong anh huong dén viéc tao hat, trong khi d6 lam ngheo vai mC10-
2 va hC10-2 (Bang C) ngin can két tu protein tau 88% va 96% va protein tau khong tan
97% va 100% tuong ung (Bang B).

Hinh 20: Tinh chon loc mién dich cua C10-2 va D1.2 dbi voi protein tau
hyperphopsphoryl héa so voi tau binh thuong.

Lam nghéo mién dich vat liéu rTg4510 dung trong nghién ciru tao hat trong co
thé: Bang A thé hién Phan tich Western blot cia chiét xuét ndo rTg4510 lam nghéo mién
dich. Bang B thé hién ring C10-2 va D1.2 lam giam dic hiéu dai 64 kDa
hyperphosphoryl héa, phosphoryl hoa & serin 396 so voi dai protein tau 55 kDa, ma
khong bao gdm luong déng ké cua p396. Nguoc lai, Taus, khang thé protein tau tong
bén trén thi truong, khong gidm 55 kDa protein tau binh thudong va khong hiéu qua trong
lién két v6i 64 kDa Tau.

Hinh 21: Tinh chon loc mién dich cta f C10-2 va D1.2 dbi vai protein tau
hyperphopsphoryl hoa so vai tau binh thuong.

Vit liéu AD 1am nghéo mién dich (st dung trong nghién ciru tao hat trong co thé:
Bang A thé hiénPhan tich Western blot cta chiét xut ndo Alzheimer lam nghéo mién
dich. Lam nghéo mién dich st dung mC10-2 va D1.2 khong lam giam tong muc protein
tau hon 10% (Bang B), nhung dic bi¢t gidm protein tau hyperphosphoryl héa (90%
giam) (Bang C).

Hinh 22: Bénh ly protein tau hoi hai ma & chudt rTg4510

Béang A thé hién bénh 1y protein tau hdi hai ma & chudt rTg4510 két hat véi vat
liéu rTg4510 nghéo mién dich. Bang B thé hién bénh ly ddm rdi hoi hai ma & chudt
rTg4510 két hat voi vat liéu AD nghéo mién dich. Pinh lugng bénh ly protein tau & nio
rTg4510 két hat v6i rTg4510 (A) hodc chat dong chat ndo AD (B). Trude khi két hat tau
hyperphosphoryl héa, nhung khong phai Tau binh thuong, lam giam chat dong chat 90-
95% béng cach st dung cac khang thé C10-2 hodc D1.2. Béng viéc loai bo protein tau
hyperphosphoryl héa khoi chat ddng chat, chat dong chét khong con tao ra két hat bénh
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ly protein tau.
Hinh 23: Bénh ly dam r6i hoi hai ma & chudt rTgd510 két hat duoc diéu tri bing D1.2

Dinh lugng noron mang ddm rdi & hoi hai ma cta chudt rTg4510 két hat. Hinh
thé hién ring bénh 1y ting theo thoi gian va bang cach diéu tri chudt voi D1.2, bénh ly
tang thap hon déng ké 2 va 3 thang sau khi két hat.

Hinh 24: Phan tich Western blot ctia chiét xuat AD ctia ngudi lam nghéo mién dich

Hinh minh hoa rang phién ban ngudi héa ctia C10-2 (hC10-2), cling nhu mC10-
2 khic véi khang thé 2.10.3 (P-S422), trong d6 mic di téng protein tau con lai khong
khéc bét ngd (tim bén tay trai) so voi 2.10.3, C10-2 (hC10-2), ciing nhu mC10-2 loai
bd nhiéu protein tau hyperphosphoryl hoa cé trong chiét xuat ndo Alzheimer bang
phuong phap lam nghéo mién dich. Piéu nay dugc xac nhan trén Hinh 25 bing cach
dinh luong.

Hinh 25: Dinh lugng protein tau két tu sau khi lam nghéo mién dich

Céc khang thé hC10-2 va mC10-2 khac véi khéng thé 2.10.3 ¢ kha nang ctia né
dé loai bo nhiéu protein tau két tu c6 trong chiét xuat ndo Alzheimer bing phwong phap

lam nghéo mién dich.
Hinh 26: Tng protein tau con lai sau khi lam nghéo mién dich

Pinh lugng tin hiéu western blot sau khi 1lam nghéo mién dichchiét xuat
Alzheimer sir dung céc luong khac nhau cta khang thé ngudi hoa C10-2 (A) va khang
thé 2.10.3 (#). Trén Hinh 26, dinh luong clia tong tin hidu protein tau st dung Tau$ (tat
ca chat ddng phén protein tau bao gom trong phan tich) duoc thé hién. Ca khang thé loai
bd phan nho clia protein tau khoi ché pham ndo Alzheimer. 2.10.3, dugc thiét ké dé c6
tinh dac hidu dbi voi P-S422 protein tau loai bo dén 24% téng lugng protein tau, trong
khi C10-2 loai bo dén 15% tong protein tau (xem Hinh 26).

Hinh 27: Téng protein tau con lai sau khi lam nghéo mién dich protein tau
hyperphosphoryl hoa

Hinh 27 minh hoa dinh lugng cua tau hyperphosphoryl hda, dugc phosphoryl héa
& serin 422 (tt ca dai va vét khéi luong phéan tir cao duoc bao gdm trong phan tich).
2.10.3 (A) va C10-2 (#) déu loai bo hon 90% protein tau phosphoryl hoa & Serin 422.

Tuy nhién, luong cua khang thé cdn d loai bo 50% of protein tau khéc nhau: déi voi
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khang thé 2.10.3, 0,42 pg khang thé can trong khi d6 déi véi C10-2, 0,27 g can cho
cung hi¢u qua.
Hinh 28: Téng protein tau con lai sau khi lam nghéo mién dich cta protein tau

hyperphosphoryl héa

Dinh lugng tau hyperphosphoryl hoa, duoc phosphoryl héa & serin 396 (tat ca dai
va vét khdi lugng phén tir cao duoc bao gdm trong phan tich). C10-2 (#) loai bo hicu
qua protein tau duoc phosphoryl héa & serin 396 (Hiéu qua tdi da: 88% va mot nira hiéu
qua dat duoc bang cach sir dung 0,30 pg khéng thé). 2.10.3 (A) loai bé phin nho hon
protein tau dugc phosphoryl héa & serin 396 (Hi¢u qua t6i da: 60% va mot nira hiéu qua
dat duoc khi str dung 0,63 pg khang thé). Pidu nay chi ra ring tt ca protein tau dugc
phosphoryl hda & serin 422, cling doc phosphoryl héa & serin 396, nhung c6 mot phan
protein tau hyperphosphoryl hoa dugc phosphoryl héa & serin 396 ma phosphoryl héa

serin ¢ vi tri 422 khong c6 mat.

Hinh 29: Tong protein tau con lai sau lam nghéo mién dich protein tau hyperphosphoryl
hoa

Dinh lugng tau hyperphosphoryl héa, dugc phosphoryl hoa & serin 199/202 (tét
ca dai va vét khdi lugng phan tir cao duge bao gdm trong phan tich). M6t phan 16n protein
tau duoc loai bo bdi C10-2 (@), cling dugc phosphoryl héa & Serin 199/202, vi 69%
protein tau c6 phosphporyl hoa nay anh hudng bai lam nghéo mién dich (50% hiéu qua
khi str dung 0,34 pg khang thé). Lam nghéo mién dich 2.10.3 (A) khong tao ra dap tmg
liéu xich ma lén protein tau P-S199/202 mdc du giot tin hi¢u théy Vo1 viée tang luong
ctia khéng thé (t6i da 52% giam khi str dung luong ti da ctia khang thé (5 ug). Dit lidu
nay chi ra rang khang thé C10-2 nhim dich the phosphoryl héa serin 396 lién két bé 16n
hon protein tau hyperphosporyl héa so véi 2.10.3 khang thé nham dich serin phosphoryl
héa & vi tri 422.
Hinh 30: mD1.2 va mC10-2 tic ché bat khang nguyén protein tau & tim phi mC10-2

Trong ELISA pha léng, hdn hop cta ché phdm rTg4510 P3 va luong bién dbi cta
céc khang thé C10-2 hoic D1.2 duoc thém 1én tdm phi C10-2. Cang nhiéu khang thé
lién két voi P3 protein tau trong dung dich, cang it protein tau epitop c6 kha ning lién
két v&i tAm. Luong clia protein tau lién két v6i tim duoc xac dinh bang khang thé protein

tau ctia nguodi gén thé sulfo. C10-2 (A) va D1.2 (0J) c6 lién két khac nhau véi protein
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tau trong dung dich, trong d6 C10-2 ¢6 thé canh tranh tat ca lién két voi tim (IC50 20
nM). D1.2, mit khéc, thé hién muec lién két rit thip v6i protein tau trong dung dich.

Hinh 31: PHF13 va mC10-2 Grc ché bat khang nguyén protein tau & tim phtt mC10-2

Trong ELISA pha I6ng, hdn hop ctia ché pham AD P3 va luong bién ddi ctia cac
khang thé C10-2 va PHF13 duoc thém 1én tm pht C10-2. Cang nhiu khang thé lién
két véi P3 protein tau trong dung dich, cang it protein tau epitop c6 kha nang lién két
voi tim. Lugng cua protein tau lién két voi tim duge xac dinh bang khang thé protein
tau ctia ngudi gan theé sulfo. C10-2 va PHF13 ¢6 lién két khac nhau vé6i protein tau trong
dung dich, trong d6 C10-2 co thé cannhj tranh tat ca lién két voi tim (IC50 = 3 nM),
trong khi d6 PHF13 thi khong.

Hinh 32: Ca mC10-2 va PFH-13 lién két phu thudc liéu véi Ptau 386-408 (pS396/pS404)

Hinh 32 thé hién mC10-2 va PHF-13 lién két bang nhau & tim MSD dugc phu
v6i 100 ng/ml p-tau 386-408 (pS396/pS404. Tang nong do cac khang thé (thé hién trén
truc x) duoc 0 tong giéng trong 2 gid sau d6 rira va phét hién cac khang thé lién két su
dung khang thé IgG khang nguoi gén thé sulfo. Diéu nay chi ra rang PHF-13 diéu ché &

dung mau sau la hoat tinh.
Hinh 33: So sanh mD1.2 va mC10-2 lién két véi AD-P3

Hinh 33 thé hién mD1.2 va mC10-2 lién két bing nhau & tim MSD phu véi 1
ng/ml AD-P3. Tang ndng do cac khang thé (thé hién trén truc x) 4 véi su co mit va
khong cé mat cua 10 uM p-tau 386-408 (pS396/pS404) peptit trong 1 giv ¢ nhiét do
phong sau d6 U trong giéng trong 2 gid sau trude khi phat hién cac khang thé lién két st
dung khéng thé IgG khang nguoi gan thé sulfo. Gi4 tri IC50 1a 320 nM va 11 nM déi
voi bat AD-P3 va AD-S1(p). Nguoc lai mD1.2 thé hién e ché yéu hon déng ké bt
khéng nguyén protein tau voi gia tri IC50 bang 589 va 503 nM — d& xuét i luc thap hon
nhiéu lién két voi khang thé tan.

Thtr nghiém dugc thuc hién trong hai budc A: 1 pg/ml AD-P3 va 20 ng/ml AD
s1(p), tuong g duoc 0 véi viée ting ndng d6 cia mD1.2 vamC10-2 va i 1 gior & nhiét
d6 phong dé cho phép tang lién két khang thé-khang nguyén (muc chiém). B: Mau dugc
U trén tAm MSD phu véi AD-P3 (1 pg/ml) trong 2 gid sau d6 rira va phét hién khang
nguyén protein tau bat duoc sir dung khang thé khang téng TauG gin thé sulfo.

-24-



33296

Hinh 34: mC10-2 nhung khong PHF-13 lién két hiéu qua v6i pha rn thé hién khang
nguyén AD-P3

Lién két ddc hiéu cao cia mC10-2 nhung khong PHF-13: Hinh 34 thé hién ring
mC10-2 lién két hidu qua voi tam MSD dugc pht khang nguyén AD-P3 (1 pg/ml).
Trong so sanh, hoat tinh lién két thip ctia PHF-13 cho thay ai luc thip ddi voi khang
nguyén p-tau sinh ly. Hon nita PHF-13 chimg minh muc co ban cao hon cua lién két
khong dic hiéu so véi mC10-2 (xem Bang 6). Tang néng d6 cta cac khang thé (thé hién
trén truc x) U trong 2 gid trude khi phat hién cac khang thé lién két st dung khang thé
IgG khang nguoi gén thé sulfo. Lién két tin hiéu duoc hiéu chinh cho hoat tinh lién két
khong ddc hiéu (dugc xéac dinh 1a tin hi¢u do dugc vai sy c6 mat ctia peptit 10 uM p-tau
386-408 (pS396/pS404). Gid tri IC50 la 3 nM ddi véi bat mC10-2 ctia AD-P3. Nguoc
lai PHF-13 thé hién gan nhu khong tc ché.

Thir nghiém dugc thuc hién thanh hai buéc. A: 1 pg/ml AD-P3 dugc G v6i nong
do ting cia mC10-2 va PHF-13 va u 1 gi& & nhiét do phong dé cho phép lam tang lién
két khang thé-khang nguyén (muc chiém).B: Cac mau duoc 0 trén tim MSD phu voi
AD-P3 (1 pug/ml) trong 2 gid sau d6 rira va phat hién khang thé protein tau bat st dung
khang thé khang-tdngprotein tau gin thé sulfo.

CAC TRINH TU BPUQC KET HGP BANG CACH VIEN DAN
SEQ ID NO:1 CDR1 chudi nhe D1.2
SEQ ID NO:2 CDR2 chudi nhe D1.2
SEQ ID NO:3 CDR3 chudi nhe D1.2
SEQ ID NO:4 CDR1 chudi ning D1.2
SEQ ID NO:5 CDR2 chudi ning D1.2
SEQ ID NO:6 CDR3 chudi ning D1.2
SEQ ID NO:7 chudi nhe D1.2
SEQ ID NO:8 chudi ning D1.2
SEQ ID NO:9 CDR1 chudi nhe C10-2
SEQ ID NO:10 CDR2 chudi nhe C10-2

SEQ ID NO:11 CDR3 chudi nhe C10-2
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SEQIDNO:12  CDRI chudi nang C10-2
SEQ ID NO:13 CDR2 chudi ning C10-2
SEQ ID NO:14 CDR3 chudi ning C10-2
SEQ ID NO:15 chudi nhe C10-2

SEQ ID NO:16 chudi nang C10-2

SEQ ID NO:17 CDR1 chudi nhe C5.2
SEQIDNO:18  CDR2 chudi nhe C5.2

SEQ ID NO:19 CDR3 chudi nhe C5.2

SEQ ID NO:20 CDR1 chudi ning C5.2
SEQ ID NO:21 CDR2 chudi nang C5.2
SEQ ID NO:22 CDR3 chudi ning C5.2
SEQ ID NO:23 chudi nhe C5.2

SEQ ID NO:24 chudi ning C5.2
SEQIDNO:25  CDRI chudi nhe C8.3

SEQ ID NO:26 CDR2 chudi nhe C8.3

SEQ ID NO:27 CDR3 chubi nhe C8.3

SEQ ID NO:28 chudi niang C8.3 CDR1
SEQ ID NO:29 chudi nang C8.3 CDR2
SEQIDNO:30  chudi nang C8.3 CDR3
SEQ ID NO:31 chudi nhe C8.3

SEQ ID NO:32 chudi ning C8.3

SEQ ID NO:33 Protein tau cua nguoi
SEQID NO:34  chudi nhe D1.2*

SEQ ID NO:35 chudi ning C10-2 ngudi hoa
SEQ ID NO:36 chudi nhe C10-2 ngudi hoa
SEQIDNO:37  gbc tau 386-408 (pS396, pS404)
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MG ta chi tiét sang ché

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngit "tau" 1a déng nghia véi "protein tau" va dé
cép dén bét ky trong sb cac dang dong phan tau (dugc xac dinh trong, vi du, UniProt as
P10636, 1-9). Viéc danh s axit amin ctia protein tau ma duoc st dung & day duoc cho
lién quan dén dang ddng phan 2 (SEQ ID NO:33) nhu thé hién duéi day, voi methionin

(M) la gdc axit amin 1:
SEQ ID NO:33:

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD
AGLKESPLQT

PTEDGSEEPG ~ SETSDAKSTP  TAEDVTAPLV  DEGAPGKQAA
AQPHTEIPEG

TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG HVTQARMVSK SKDGTGSDDK
KAKGADGKTK

IATPRGAAPP GQKGQANATR IPAKTPPAPK TPPSSGEPPK
SGDRSGYSSP

GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPKKVAVVR TPPKSPSSAK
SRLQTAPVPM

PDLKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIINK KLDLSNVQSK
CGSKDNIKHV

PGGGSVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK
SEKLDFKDRV

QSKIGSLDNI THVPGGGNKK IETHKLTFRE NAKAKTDHGA
EIVYKSPVVS

GDTSPRHLSN VSSTGSIDMV DSPQLATLAD EVSASLAKQG L

Sang ché dé cap dén cac khang thé va doan lién két epitop ctia chiing ma c6 kha
nang lién két dac hidu vdi tau, va cu thé 14 protein tau clia nguoi, va theo mét phuong
an thé hién kha nang lién két dac hiéu voi gbe phosphoryl hda S396 (pS396) clia protein
tau ctia ngudi . Cac khang thé va doan lién két epitop clia chiing theo sang ché, con

khac biét & chd khong c6 kha nig hodc co ban khong c6 kha nig lién két dac hiéu véi
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gdc phosphoryl héa 404 (pS404) trén protein tau ctia nguoi, vi du dudi cac diéu kién
gi6i han khang thé hoic khong bio hoa. Ngoai ra, phosphoryl hoa & pS404 khong anh
hudng dén lién két dic hidu véi pS396. Nhu duge sir dung & day, ky hiéu "pS" va "IS"
chi géc axit amin phosphoserin. Nhu dugc st dung & ddy, khang thé "co ban" khong co
kha nag lién két v&i epitop néu so véi epitop khéc lién két nay it hon 20%, it hon 10%,
it hon 5%, it hon 2%, va t6t hon nita 13, it hon 1% of the lién két quan sat duogc voi

epitop khac nay.

Thuat ngit "khéng thé" (Ab) trong bdi canh cla sang ché dé cap dén phan tu
immunoglobulin hodc theo modt sé phuong an theo sang ché, doan cua phan tu
immunoglobulin ma c6 kha ndng lién két dic hiéu voi epitop clia phan tir ("khang
nguyén"). Cac khang thé c6 trong tu nhién thudong bao gdém tetramr ma thuong chua it
nhét hai chudi ning (H) va it nhat hai chudi nhe (L). M3i chudi nang chia ving bién déi
chudi ning (duoc viét tat & ddy 1a VH) va a vung hing dinh chudi ndng, thuong chira ba
ving (CH1, CH2 va CH3). Chudi ning c6 thé la cta isotyp bét ky, bao gdm IgG (kiéu
phu IgG1, IgG2, 1gG3 va 1gG4). MGi chudi nhe chira ving bién déi chudi nhe(duoc
viét tit & ddy 1a VL) va ving hing dinh chudi nhe(CL). Chudi nhe bao gbm chudi kappa
va chudi lambda. Ving bién ddi chudi ning va chudi nhe thudong chiu trach nhiém nhan
dién khang nguyén, trong khi viing hing dinh chudi ning va chudi nhecé thé trung gian
cho lién két ctia immunoglobulin véi mé chu hodc céc yéu td, bao gdm cac té bao khac
nhau ctia hé mién dich (vi du, t& bao hiéu luc) va thanh phan thtr nhét (Clq) cta hé bod
sung cb dién. Viing VH va VL c6 thé con duoc chia nho thanh cac ving co tinh siéu
bién doi, goi 1a "ving x4c dinh bé tro", ma ndm rai rac voi cac ving cé trinh tu bao ton
hon, goi 1a "ving khung" (FR). M&i VH va VL chira ba ving CDR va bdn ving FR
duoc sap xép tir dau amin dén dau carboxy theo thi ty sau ddy: FR1-CDR1-FR2-CDR2-
FR3-CDR3-FR4. Cac ving bién déi ctia chudi nang va chudi nhe chua vung lién két
ma twong tdc voi khdng nguyén. Dic biét lién quan 13 cac khang thé va doan lién két
epitop clia chiing ma “dugc phan lap” dé ton tai dudi moi truong vat chit khac biét voi
mdi trudong trong d6 ching c¢é thé co trong tu nhién hodc duge bién déi dé khac véi

khéng thé c6 trong tu nhién trong trinh tu axit amin.

Thuét ngit "epitop" nghia 1a quyét dinh khdng nguyén c6 kha ning lién két dic
hiéu v6i khang thé. Epitop thuong gdm c6 nhom bé mit cia cac phan tir nhu axit amin

hodc chudi bén dudng va thudng ¢ ba dic diém cau trac ba chiéu dic trung, ciing nhu
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dic diém dién tich dic trung. Céc epitop cu hinh va tuyén tinh duoc phan biét trong
d6 lién két v6i epitop cau hinh, nhung khong lién két v6i epitop tuyén tinh, luén thiéu
su c6 mét cia dung moi bién tinh. Epitop c6 thé bao gdm gdc axit amin truc tiép tham
gia vao lién két va cac gbc axit amin khéc, ma khéng true tiép tham gia vao lién két,
nhu gbc axit amin ma bi chan hidu qua boi peptit lién két epitop dic hiéu (noi cach

khéc, gbc axit amin l1a trong ddu chan ciia peptit lién két epitop ddc hi¢u).

Nhu dugc str dung & déy, thuat ngit "doan lién két epitop ctia khang thé" nghia la
doan, phén, mién hodc vungcua khang thé ( bat ké n6 duoc tao ra nhu thé nao (vi du,
théng qua phan cit, bing cach tai tb hop, bing cach tdng hgp, V.V.)) ma c6 kha nang
lién két ddc hiéu voi epitop. Poan lién két epitop cd thé chwa 1,2, 3,4, 5 hodc tit ca 6
trong s6 cac ving CDR cla khang thé nay va, mic di c6 kha nang lién két dac hiéu voi
epitop, c6 thé thé hién tinh dac hiéu, &i luc hodc tinh chon loc d6i voi epitop nay ma
khéc véi clia khang thé nay. Tt hon 14, tuy nhién, doan lién két epitop s& chua tit ca 6
trong s6 cac ving CDR ciia khang thé nay. Poan lién két epitop ctia khang thé c6 thé 1a
mot phan cta, hodc bao gdm, chudi polypeptit don (vi du, scFv), hodc c6 thé 1a mot
phan ctia, hoic bao gdm, hai hodc nhiéu chudi polypeptit, mdi chudi ¢ diu amin va
dau carboxyl (vi du, thé da phtre, doan Fab, doan Faba, v.v.). Cac doan cua cac khang
thé ma thé hién kha ning lién két epitop co thé thu dugce, vi du, bang cach phén cit
proteaza ctia khang thé nguyén ven. Tét hon nita &, mac du hai vung cua doan Fv, VL
va VH, dugc ma hoa tu nhiénbénggen riéng biét, polynucleotit ma ma hda trinh tu gen
nay (vi du, cADN ma hoa cua chiing) c6 thé duoc ndi, sir dung phuong phap tai t6 hop,
bang lién két linh hoat ma cho phép ching duoc tao thanh chudi protein don trong dé
viing VL va VH két hop dé tao thanh phan tir lién két epitop hoa tri mét (goi la Fv (scFv)
chudi don; xem vi du, Bird va cong s, (1988) Science242:423-426; va Huston va cdng
su. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:5879-5883). Tuy y, bang cach st dung lién
két linh hoat ma rat ngén (vi du, khoang 9 gbc) dé cho phép ving VL va VH cua chudi
polypeptit don két hop véi nhau, né ¢6 thé tao thanh khéng thé hai dac hiéu, thé da phuc,
hodc phan tir twong tu (trong d6 hai chudi polypeptit nay két hop voi nhau dé tao thanh
phan tir lién két epitop héa tri hai) (xem vi du PNAS USA 90(14), 6444-8 (1993) vé mo
ta thé da phirc). Céc vi du vé& doan lién két epitop bao gém trong sang ché bao gdm (i)
doan Fab' hodc doan Fab, doan hoa tri motgdém cé vung VL, VH, CL va CHI, hodc
khang thé héa tri mot nhu duoc mo ta trong WO2007059782; (ii) doan F(ab')2, doan
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héa tri hai bao gdm hai doan Fabs lién két boi cau disulfua & ving ban 1&; (iii) doan Fd
cht yéu bao gém vung VH va CH1 ; (iv) doan Fv chu yéu bao gdm ving VL va VH, (v)
doan dAb (Ward va cong sy, Nature 341, 544-546 (1989)), ma co ban bao gém vung
VH va con goi la cac khang thé viung (Holt va cong su; Trends Biotechnol. 2003
Nov;2i(1l) :484-90); (vi) cameli hodc thé nano (Revets va cong su; Expert Opin Biol
Ther. 2005 Jan;5_(1): 111-24) va (vii) viing xac dinh bé tro (CDR) duoc phan lap. Ngoai
ra, mdc du hai ving cta doan Fv, VL va VH, dugc ma héa céc gen riéng biét, chiing cé
thé dugce ni, str dung phuong phap tai td hop, bang lién két tdng hop ma cho phép chung
dugc tao thanh chudi protein don trong d6 ving VL va VH bt cap dé tao thanh céc phan
tir hoa tri mot (goi la cac khang thé chudi don hodc Fv (scFv) chudi don, xem vi du Bird
va cdng su, Science 242, 423-426 (1988) va Huston va cdng su, PNAS USA 85, 5879-
5883 (1988)). Cac doan khang thé nay va hitu dung khac trong bdi canh cua sang ché
duoc ban thém & day. Ciing can hiéu rang thuat ngit khang thé, trir khi c6 chi dinh khéc,
con bao gém cac polypeptit gibng khang thé, nhu cac khang thé kham va khang thé
nguoi hoa, va doan khang thé duy tri kha ning lién két dic hiéu voi khang nguyén (doan
lién két epitop ) tao ra boi ky thuat bat ky, nhu phan cét enzym, tdng hop peptit, va kh
thuat tai t6 hop. Khang thé dugc tao ra nay c6 thé cé isotyp bat ky. Nhu duogc st dung
& day, "isotyp" dé cap dén nhom immunoglobulin (vi du IgG1, IgG2, IgG3 hoac IgG4)
ma duoc ma héa boi gen ving hang dinh chudi ning . Cac doan khang thé nay thu duoc
bing cach st dung cac ky thuat thong thuong da biét ddi voi chuyén gia trong linh vue;
céc doan thich hop c¢6 kha ning lién két vai epitop mong mudn cé thé duoc sang loc san

vé tinh hiru ich theo cach tuong tu v&i khang thé nguyén ven.

Thuat nglt "khéng thé hai dac hiéu" dé cap dén khéng thé chua hai doan lién két
epitop doc 1ap ma mdi doan nham dich cac dich doc 1ap. Céc dich nay cé thé 1a epitop
cd trén céc protein khac nhau hodc epitop khac nhau cé trén cung dich. Phéan tir khéang
thé hai dic hiéu c6 thé duoc tao ra béng céch thay ddi axit amin bu trir trong viing hing
dinh ctia HC clia phén tir khang thé hoa tri hai mot ddc hiéu bd me. Khang thé di dime
thu dugc chira mdt Fabs gép tir hai khang thé mot dac hiéu bd me khac nhau. Thay doi
axit amin trong ving Fc dan dén tang tinh 6n dinh cta khang thé di dime v&i hai dic
hiéu ma 6n dinh theo thoi gian. (Ridgway va cong su, Protein Engineering 9, 617-621
(1996), Gunasekaran va cong su, JBC 285, 19637-1(2010), Moore va cong su, MAbs
3:6 546-557 (2011), Strop va cong su, IMB 420, 204-219 (2012), Metz va cong su,
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Protein Engineering 25:10 571-580 (2012), Labrijn va cdng su, PNAS 110:113, 5145 -
5150 (2013), Spreter Von Kreudenstein va cdng su, MAbs 5:5 646-654 (2013)). Cac
khéng thé hai dac hiéu ¢6 thé con bao gdm phan tir ma tao ra bing cach dung hop ScFv
. Hai scfv mot dic hiéu sau dé ndi doc lap voi vung Fe c6 kha nang tao thanh di dime
dé tao ra phéan tir hai dédc hi¢u don (Mabry va cdng sy, PEDS 23:3 115-127 (2010). Phan
tir hai ddc hiéu c6 kha nang lién két kép.

Thuat ngt "khang thé D1.2" dé chi khang thé hodc doan lién két epitop cuia
chung, bao gdm, hodc gdm, ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé co:

(a)  CDRI chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:1;

(b)  CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:2; va

(¢)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:3;

va ving bién d6i chudi ning ctia khang thé co:

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:4;

(e)  CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:5; va

® CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:6.

Theo mét phuong an, khang thé D1.2 hodc doan lién két epitop ctia ching c6 thé
bao g@)m hodc gém chudi ning néu & SEQ ID NO:8 va/hoic chudi nhe néu & SEQ ID
NO:7.

Theo phuong 4n lién quan, khang thé D1.2* hoic doan lién két epitop ctia ching
¢6 thé bao gdm hoic gdbm chudi nang néu & SEQ ID NO:8 va/hoic chudi nhe néu & SEQ
ID NO:34.

Thuét ngtt "khang thé C10-2" d chi khang thé hosc doan lién két epitop cua

ching bao gdm, hodc gém, ving bién déi chudi nhe ctia khéng thé co:
(a)  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;
(b)  CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10; va
() CDR3 chudi nhe ¢ trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:11;
va ving bién déi chudi nang ctia khang thé cé:

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12;
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(e)  CDR2 chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
() CDR3 chudi nang cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14.

Theo mdt phuong 4n, khang thé C10-2 hodc doan lién két epitop ciia ching co
thé bao gdbm hoic gdm chudi ning néu & SEQ ID NO:16 va/hodc chudi nhe néu & SEQ
ID NO:15.

Theo phuong an khac, khang thé C10-2 ngudi hoa hodc doan lién két epitop cua
chung ¢6 thé bao gdm hodc gdm chudi niang néu & SEQ ID NO:35, chudi nhe néu & SEQ
ID NO:36., hodc ca hai. Mot phuong én cua sang ché nhim dén khéang thé hodc doan
lién két epitop ctia chiing bao gdm hodc gdm ¢6 chudi nang néu ¢ SEQ ID NO:35, chudi

nhe néu ¢ SEQ ID NO:36.

Thuat ngit "khang thé C5.2" dé chi khang thé hozc doan lién két epitop ctia ching

bao gdm, hodc gbm, ving bién dbi chudi nhe cia khang thé co:
(a)  CDRI chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:17;
(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:18; va
(©) CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:19;
va ving bién déi chudi nang ctia khang thé co:
(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20;
(e) CDR2 chudi ning c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:21; va
(H CDR3 chudi nang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:22.

Theo mét phuong én, khang thé C5.2 hoic doan lién két epitop ctia chung c6 thé
bao gdm hodc gdbm chudi ning néu & SEQ ID NO 24 va/hoic chudi nhe néu & SEQ ID
NO:23.

Thuat ngit "khéng thé C8.3" dé chi khang thé hoic doan lién két epitop cla

chung doan cia chung bao gém, hodc gdm, viing bién ddi chudi nhe ctia khang thé co:
(a) CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:25;
(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:26; va
() CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:27;

va ving bién doi chudi nang ctia khang thé cé:
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(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:28:
(e) CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:29; va
63 CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:30.

Theo mét phuwong 4n, khang thé C8.3 hoac doan lién két epitop ctia chung c6 thé
bao gém hodc gdm chudi ndng néu & SEQ ID NO 32 va/hodc chudi nhe néu & SEQ ID
NO:31.

"Khéng thé khang protein tau" 1a khang thé hodc doan lién két epitop cua chung,

ma lién két ddc hi¢u vai protein tau hodc doan protein tau.

Céc thuat ngit "khang thé don dong" hoic "ché phdm khang thé don dong" nhu
duge st dung & day dé cap dén ché phdm clia phan tir khang thé cia ché phdm phan tir
don. Ché phdm khang thé don dong thong thuong thé hién mét dic hiu va &i luc lién
két ddi v6i epitop cu thé. Theo cac phuong 4n nhét dinh khang thé don dong c6 thé gom
hon mot ving Fab nhd d6 lam tang tinh ddc hiéu d6i véi hon mot dich. Cac thuat nglt
"khang thé don dong" hodc "ché phdm khéng thé don dong" khong nhim bj gioi han boi
bat ky phuong phap san xuat cu thé bat ky (vi du, tai td hop, chuyén gen, khdi lai, v.v.).

Céc khang thé theo sang ché va doan lién két epitop clia ching sé& t6t hon 1a
"ngudi héa", cu thé 1a néu duge dung cho muc dich chita bénh. Thudt ngit "ngudi hoa"
dé cap dén phan ti, thuong duoc diéu ché su dung k¥ thuat tai to hop, ¢6 vi tri lién két
epitop dan xuat tir immunoglobulin tir loai khéng phai ngudi va cdu tic con lai dua trén
cau tric va /hodc trinh ty immunoglobulin ctia ngudi. Vi tri lién két epitop c6 thé bao
gdm hodc 1a khang thé ving bién dbi hoan toan khong phai cua nguoi dung hop vaoi
viing hing dinh ctia nguoi, hodc chi ving xéc dinh bé trg (CDRs) cua ving bién déi nay
ghép véi ving khung ctia ngudi thich hop ctia viing bién déi ctia nguoi. Gée khung cua
phén tir ngudi héa ndy c6 thé 1a kiéu dai (vi dy, hoan toan cta nguoi) hodc ching 6 thé
duoc bién doi dé chita mot hodc nhiéu thé axit amin khong thdy & khang thé ctia nguoi
ma trinh tu clia n6 dung lam co s& dé nguoi hoa. Su ngudi hoa lam giam di hodc bét di
kha ning ma ving hang dinh ctia phéan tir s& dong vai tro 1am immunogen trong céc ca
thé nguoi, nhung van gitr kha nang dap Gng mién dich voi ving bién dbi bén ngoai
(LoBuglio, A.F. va cong su (1989) " Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody In
Man: Kinetics and Immune Response", Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-4224).

Nghién ctru khac tap trung khong chi vao viéc tao ra ving hang dinh dan xudt tir nguoi,
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ma c& bén déi ving bién ddi ciing nhu dé tao hinh lai chung gn nhit c6 thé véi dang
clia ngudi. DA biét ring ving bién dbi clia ca chudi ning va chudi nhe chita ba vung xac
dinh bé trg (CDRs) ma thay dbi dép tng lai khang nguyén yéu ciu va xac dinh kha nang
lién két, kep hai bén boi bon ving khung (FRs) ma bao ton tuong ddi trong loai dugc
cho va dugc cho 14 tao ra khung cho CDRs. Khi céc khang thé khong phai ctia ngudi
dugc didu ché lién quan dén khang nguyén cu thé, ving bién ddico thé dugc "tao hinh
lai" hogc "ngudi hoa" bing cach ghép CDRs dan xuat tir khang thé khong phai ctia nguoi
vao FRs c6 trong khang thé clia nguoi duge bién doi. Viée 4p dung nghién ctru nay vao
nhidu khang thé khac nhau da duoc béo cdo bdi Sato, K. va cdng su (1993) Cancer Res
53:851-856. Riechmann, L. et al. (1988) "Reshaping Human Antibodies for Therapy, "
Nature 332:323-327; Verhoeyen, M. et al. (1988) "Reshaping Human Antibodies:
Grafting An Antilysozyme Activity, " Science 239:1534-1536; Kettleborough, C. A. et
al. (1991) "Humanization Of A Mouse Monoclonal Antibody By CDR-Grafting: The
Importance Of Framework Residues On Loop Conformation, " Protein Engineering
4:773-3783; Maeda, H. et al. (1991) "Construction Of Reshaped Human Antibodies
With HIV-Neutralizing Activity, " Human Antibodies Hybridoma 2:124-134; Gorman,
S. D. etal. (1991) "Reshaping A Therapeutic CD4 Antibody, " Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 88:4181-4185; Tempest, P.R. et al. (1991) "Reshaping A Human Monoclonal
Antibody To Inhibit Human Respiratory Syncytial Virus Infection in vivo, "
Bio/Technology 9:266-271; Co, M. S. et al. (1991) "Humanized Antibodies For
Antiviral Therapy, " Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88:2869-2873; Carter, P. et al.
(1992) "Humanization Of An Anti-p185her2 Antibody For Human Cancer Therapy, "
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 89:4285-4289; and Co, M..S. et al. (1992) "Chimeric And
Humanized Antibodies With Specificity For The CD33 Antigen, " J. Immunol.
148:1149-1154. Theo mdt s6 phuong an, cac khang thé nguoi hoa bao quan tat ca trinh
te CDR (vi dy, khéng thé nguoi hoa cua chudt ma chira tAt ca sau CDRs tix khang thé
chudt). Theo cic phuong an khac, cc khang thé nguoi héa c6 mot hodc nhiéu CDRs
(mdt, hai, ba, bbn, ndm, sau) ma duoc thay thé lién quan dén khang thé géc, ma con goi
14 mot hodc nhiéu CDRs "dan xuét tir" mot hodc nhiéu CDRs tir khang thé gbc. Kha
ndng nguoi hoa khang nguyén la da biét (xem, vi dy, Sang ché M¥ s6 5,225,539:
5,530,101; 5,585,089; 5,859,205; 6,407,213; 6,881,557).

Thuat ngit "khang thé "XX" dé chi khang thé hoic doan lién két epitop clia chiing
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(vi du khang thé "C10-2"), bao gdm hoidc gdm cé chudi nhe, vung bién ddi chudi nhe,
hozc ving bién déi chudi nhe CDR1-3, nhu dugc xé4c dinh bai SEQ ID NO twong tmg
clia nd, va chudi ning, ving bién d6i chudi ndng, hodc vung bién ddi chudi nang CDR1-
3 nhu dugce xé4c dinh béi SEQ ID NO tuong tng clia né. Theo cic phuong an nhat dinh
khang thé hodc doan lién két epitop ctia chiing duge xac dinh boi toan bd ving bién doi
chudi ning ctia ching bao gdm nhu dugc xac dinh béi SEQ ID NO ciia chung va ving
bién dbi chudi nhe cta chiing nhu duoc xac dinh boi SEQ ID NO ctia chung.

Trir khi duoc quy dinh khac di ¢ day, viée danh sb cac gbc axit amin trong ving
Fc hodc ving héng dinh cta khéng thé 1a theo hé danh sb EU, con goi la chi s§ EU, nhu
dugc mo ta trong Kabat va cong su, Sequences of Proteins of Immunological Interest,
tai ban lan th 5 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
1991.

Nhu duoc str dung & day, khang thé hodc doan lién két epitop ciia chung dugc
goi 14 lién két "dac hiéu" ving ctia phan tir khéc (cu thé 13, epitop) néu né phan trng hoic
lién két thuong xuyén hon, nhanh hon, véi thoi gian dai hon va/hodc véi i luc 16m hon
v6i epitop d6 so véi epitop tly y. Ciing hiéu rdng bang cach doc dinh nghia nay, vi du,
khang thé hoic doan lién két epitop ctua ching ma lién két dac hiéu vai dich thr nhét c6
thé c6 hodc khong lién két ddc hiéu hodc wu tién véi dich thir hai. Nhu duoe sir dung &
day, thuat ngit "lién két" trong boi canh lién két ctia khang thé voi khang nguyén dinh
trudc thuong dé cap dén lién két véi ai luc twong duong véi KD bang khoang 107 M
hodc it hon, nhu khoang 10® M hodc it hon, nhu khoang 10 M hodc it hon khi dugc
xac dinh bing vi du cong nghé cong hudng plasmon bé mit (SPR) trong thiét bi
BIAcore® 3000 sir dung khédng nguyén lam phdi tir va khang thé lam chat phén tich, va
lién két voi khang nguyén dinh trudce véi ai luc twong duong véi KD ma thdp hon it nht
mudi 1an, nhu thdp hon it nhat 100 lan, vi du thdp hon it nhat 1,000 lan, nhu thdp hon it
nhét 10,000 lan, vi du thip hon it nhat 100,000 1an so véi &i luc cta nd dbi voi lién két
voi khang nguyén khong ddc hi¢u (vi du, BSA, caxein) khac khang nguyén dinh trudce
hodc khang nguyén lién quan gan. Luong ma voi né ai luc thip hon doc 1ap trén KD cua
khéng thé, sao cho khi KD cua khéng thé rt thap (ttrc 14, khang thé déc hiéu cao hon),
thi luong ma voi né ai luc déi voi khdng nguyén thap hon so véi ai luc ddi véi khang
nguyén khong dic hiéu co6 thé 1a it nhat 10,000 lan.

Thuét ngit "kd" (gidy-1 hodc 1/s), nhu duge st dung & ddy, d& cap dén hing sb
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téc do phan tach cua tuong tic khang thé-khang nguyén cu thé. Gia tri nay con uu tién
la gia tri koff.

Thuat ngit "ka" (M-1 x sec-1 hodc 1/Msec), nhu duoc st dung & day, dé cap dén
hing sb tdc do két hop cua twong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngit "KD" (M), nhu duge st dung & ddy, dé cap dén hing sb can biang phan
tach cua tuong tic khéng thé-khdng nguyén cu thé va thu duoc bing cach chia kd cho
ka.

Thuat ngt "KA" (M-1 hodc 1/M), nhu dugc st dung & ddy, dé cap dén hing sb
can bang két hop cia twong tac khang thé-khang nguyén cu thé va thu duoc bang cach
chia ka cho kd.

Theo mdt phuong én, sang ché dé cap dén an khang thé khang protein tau, hoac
doan lién két epitop cta chung, ma thé hién mot hodc nhidu trong sb cac cac dic tinh
sau day:

(1) co ban khong c6 kha ning lién két voi protein tau khong phosphoryl héa;

(ii)  co ban khéng c6 kha ning lién két v6i protein tau ma duoc phosphoryl
hoa & S404 va khong dugc phosphoryl héa & S396;

(iii)  kha ning lién két vi protein tau phosphoryl hoa & S396;

(iv)  kha ning lién két véi protein tau phosphoryl hoa & ca S396 va & S404;

(v)  kha niang phan biét chon loc gitta gbc protein tau duoc phosphoryl hoa
S396 va S404 sao cho né co ban khéng cé kha ning lién két gbc duge phosphoryl hoa
404 (pS404);

(vi)  kha ning lién két protein tau hyperphosphory! héa tir ndo bénh Alzheimer
clia nguoi;

(vii) kha ndng phan biét gilta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia nguoi;
va/hodc

(viii) kha ning, khi dugc stir dung nhu duge mé ta & ddy vai chiét xudt rTg4510
nghéo mién dich tir chudt chuyén gen, d&& lam giam dic hiéu dai protein tau
hyperphosphoryl héa 64kDa va 70kDa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam dai

protein tau 55 kDa hon 10%; hodc kha ndng, khi dugc st dung nhu duge mé ta ¢ day
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v6i chiét xuét tir ndo AD xét nghiém tur thi cia nguoi dé lam giam ddc hiéu dai tau
hyperphosphoryl héa S396 phosphoryl hoa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam
dai protein tau khong hyperphosphoryl hda hon 10%.

Phuong an khac theo sang ché dé cap dén khang thé dugc tao ra boi phuong phap
tao ra khang thé dic hiéu cao, &i luc cao ma dic hiéu mién dich déi voi protein tau bénh
Iy hyperphosphoryl héa bao gom gbc phosphoryl hoa $396, trong dé phuong phép nay

bao gom cac budc:

(A) tiém chit khang nguyén vao dong vat ¢ v, chit khang nguyén nay bao
gdm peptit phosphoryl hoa hai 1an bao gém 18-40, nhu & 18-30, nhu 20-30 gbc axit
amin lién tiép bao gdm TDHGAEIVYK"'SPVVSGDT®'SPRHL (SEQ ID NO:37) bao
phti céc gde 386-410 clia protein tau 2N4R., nhd d6 gdy mién dich dong vat ¢6 va nay;

(B)  lap lai viéc gdy mién dich dong vat c6 va nay hai hoic nhiéu lan;

(C)  sang loc mau huyét thanh tir dong vat c6 vi duoc gy mién dich lap lai
nay d6i voi su c6 mat cia khang thé dac hiéu cao, i luc cao c6 kha ning lién két protein
tau bénh ly hyperphosphoryl hoa bao gém gdc phosphoryl héa $396, nhung co ban it c6
kha nang lién két protein tau khong bénh 1y; va

(D)  thu khang thé dac hiéu cao, 4i luc cao nay.

Nhu duoc st dung & déy, "co ban khong c6 kha nang" lién két phan tir protein
tau chi hon 20% khac biét, hon 40% khac biét, hon 60% khac biét, hon 80% khac biét,
hon 100% khac biét, hon 150% khac biét, hon 2 lan khac biét, hon 4 1an khéc biét, hon
5 1an khac biét, hodc hon 10 1an khac biét vé chirc nang, so voi lién két phét hién duogc

duoc trung gian boi khang thé vién dan.

Thuat ngit "chon loc" va "chon loc mién dich" khi dé cap dén kha nang lién két
ctia khang thé khang protein tau lién quan dén hai epitop dé chi rang lién két quan sat
duoc dudi céc diéu kién bdo hoa thé hién it nhat 80% khéc biét, it nhat 95% khéc biét,
va t6t nhét 1a 100% khac biét (tic 1a, khong 6 lién két phat hién duoc vai mot epitop).
Thuét ngit "chon loc" va "chon loc mién dich” khi dé cap dén khang thé protein tau con
dé c6 nghia 1a khang thé lién két protein tau hyperphosphoryl héa tir ndo bénh Alzheimer

clia nguoi va c¢6 kha ndng phan biét gifta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia nguoi.

Céc thuat ngit cdc phan TBS-chiét xuat duoe (S1), mudi cao/sarkosyl-chiét xuat
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duoc (S3), va sarkosyl-khong tan (P3) la cac phan nhu thu duoc bing céch phan doan

sinh hoa protein tau dugc mo ta o day.

Trong mot sb khang thé, chi mot phan ctia CDR, cu thé 14 bo phu cua gbe CDR
can cho lién két, goi 1a SDR, cin dé duy tri lién két trong khang thé nguoi hoéa. Géce
CDR khéng tiép xuc epitop lién quankhong & trong SDR c6 thé dugc x4c dinh dua trén
cac nghién ctru trude day (vi du gbe H60-H65 trong CDR H2 thudng khong dugc yéu
cau), tir viing ctia Kabat CDRs nam ngoai vong siéu bién d6i Chothia (xem, Kabat va
cong su. (1992) SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, National
Institutes of Health Publication No. 91-3242; Chothia, C. et al. (1987) "Canonical
Structures For The Hypervariable Regions Of Immunoglobulins, " J. Mol. Biol.
196:901-917), by molecular modeling and/or empirically, or as described in Gonzales,
N.R. et al. (2004) "SDR Grafting Of A Murine Antibody Using Multiple Human
Germline Templates To Minimize Its Immunogenicity, " Mol. Immunol. 41:863-872.
Trong cac khang thé nguoi héa nay & cac vi tri trong d6 moét hodc nhidu gée CDR cho
khong cé mét hodc trong do toan bo CDR cho bi thiéu, axit amin chiém vi tri c6 thé la
axit amin chiém vi tri tuong duong (bdng cach danh sd Kabat) trong trinh tu khéng thé
nhan. S6 clia cac thé nay cua trinh tu nhan déi voi axit amin cho trong CDR bao gdm
thé hién can béng canh tranh xem xét. Viéc thé nay la co loi tiém ndng trong viéc lam
giam sb lwong axit amin ctia chudt ¢ khang thé nguoi hoa va sau d6 lam giam tinh sinh
mién dich tiém nang. Tuy nhién, viéc thé nay con cé thé ddn dén thay doi vé ai luc, va
giam dang ké i luc t6t hon 1a duoc tranh. Cac vi tri dé thé trong CDR va axit amin dé

thé ¢ thé con duoc chon lua theo kinh nghiém.

Thuc té 1a viéc thay thé axit amin don cua géc CDR c¢6 thé tao ra mat lién két
chtrc nang (Rudikoff, S. v.v. (1982) "Single Amino Acid Substitution Altering Antigen-
Binding Specificity", Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79(6):1979-1983) provides a means
for systematically identifying alternative functional CDR sequences. Theo m¢t phuong
an dugc uu tién dé thu duoc CDR bién thé nay, polynucleotit md hoa CDR dugc dot
bién (vi du téng qua dot bién ngdu nhién hodc bang phuong phap nhim diém (vi du,
khuéch dai trung gian chudi polymeraza véi doan moi ma ma hoa vi tri d6t bién)) dé tao
ra CDR c6 gdc axit amin duoc thé. Bing cach so sanh tinh twong déng ctia goc lién quan
trong trinh tu CDR gdc (chirc ning) voi nhan dién cua trinh ty CDR bién d6i duoc thé
(khdng chuc nang), diém thé BLOSUMG2.iij cho viée thé nay c6 thé dugc xac dinh. Hé
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BLOSUM dé xuét ma tran thé axit amin tao ra bang cach phéan tich co s& dit liéu cua
trinh tu dé sip thing hang tin cay (Eddy, S.R. (2004) "Where Did The BLOSUM62
Alignment Score Matrix Come From?", Nature Biotech. 22(8):1035-1036; Henikoff,
J.G. (1992) "Amino acid substitution matrices from protein blocks, " Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA) 89:10915-10919; Karlin, S. et al. (1990) "Methods For Assessing The
Statistical Significance Of Molecular Sequence Features By Using General Scoring
Schemes, " Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 87:2264-2268; Altschul, S.F. (1991) "Amino
Acid Substitution Matrices From An Information Theoretic Perspective, " J. Mol. Biol.
219, 555-565. Hién nay, co so dit licu BLOSUM cai tién nhat 1a co s& dit lidu
BLOSUMS62 (BLOSUMS62.iij). Bang 1 thé hién diém thé BLOSUMS62.iij (diém cang
cao thé cang bao ton va do d6 cang c6 thé thé khong anh hudng dén chic ning). Néu
doan lién két epitop bao gdm CDR tao thanh khong lién két véi tau, vi du, thi diém thé
BLOSUMBG62.iij dugce xem 1a bao tén khong du, va thé tmg vién méi duge chon va tao
ra c6 diém thé cao hon. Do d¢, vi du, néu gbc ban dau la glutamat (E), va gbc thé khong
chirc ning 1a histidin (H), thi diém thé BLOSUMS62.iij s& bang 0, va thay doi bao ton

nhiéu hon (nhu cho aspartat, asparagin, glutamin, hodc lysin) duoc uu tién.
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Séng ché do d6 bao gdm viée sir dung dot bién ngiu nhién dé xac dinh CDR cai
thién. Trong bdi canh clia sang ché, thé bao ton c6 thé duoc xac dinh bang thé trong

nhom axit amin dugc thé hién trong mot hodc nhiéu trong s cac Bang 2, 3, hodc 4:

Nhom goc axit amin d€ thé bao ton:

Bang 2
Géc axit Asp (D) va Glu (E)
Géc bazo Lys (K), Arg (R), va His (H)
Géc wa nudce khong tich dién Ser (S), Thr (T), Asn (N), va Gln (Q)
Géc béo khong tich dién Cly (G), Ala (A), Val (V), Leu (L), va Ile (I)
Gbc khong phan cuc khéng tich | Cys (C), Met (M), va Pro (P)
dién
Géc thom Phe (F), Tyr (Y), va Trp (W)
Nhoém thé gbe axit amin bao ton tuy v:
Bang 3
1 A S T
2 D E
3 N Q
4 R K
5 I L M
6 F Y W
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Phan loai vat ly va chtrc nang tuy y ctia Goc axit amin:

Bang 4
Gdc chira nhém ruou SvaT
Gée béo L, VvaM
Géc két hop xycloalkenyl F,H WvayY
Gode ky nude A CFGHILLMRTV,WvaY
Goc tich dién 4m DvaE
Géc phan cuc C,D,E,H,K,N,Q,R,SvaT
Géc tich dién duong H,KvaR
Géc nho A,C,D,G,N,P,S, TvaV
Gbe rat nho A,Gvas
Gbc tham gia vao viéc tao thanh lan | A, C,D,E, G, H, K, N, Q,R,S,PvaT
luot
Géce linh hoat Q,T,K,S,G,P,D,EvaR

Céc nhom thé bao tdn khac bao gdm: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-

tyrosin, lysin-arginine, alanin-valin, va asparagin-glutamin.

Nhom bé sung cua axit amin c6 thé duoc diéu ché bang cach s dung phuong
phap dugc md ta trong, vi dy, Creighton (1984) Proteins: Structure and Molecular

Properties (2d Ed. 1993), W. H. Freeman va Company.

Cong nghé hién thi thé thuc khuén c6 thé tuy y duogc st dung dé lam tang (hodc
giam) ai luc CDR. Coéng nghé nay, dé cap dén su chin mudi ai lyc, st dung dot bién
hoac “di trén CDR” va viéc chon lai st dung khang nguyén dich hodc doanlién két epitop
thudc khang nguyén ctia chung dé xac dinh khang thé c6 cac CDR ma lién két voi 4i luc
cao hon (hodc thdp hon) voi khang nguyén khi so véi khang thé ban dau hodc bd me
(xem, vi du Glaser va cong su. (1992) J. Immunology 149:3903). Gay doét bién toan bd
codon hon 13 nucleotit don tao ra danh muc ban ngau nhién ctia dot bién axit amin. Thu
vién c6 thé duoc xdy dung gdm bé cac dong bién thé mdi trong s6 d6 khac nhau bai thay

thé axit amin don trong CDR don va chira cac bién thé thé hién mdi viéc thé axit amin
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c6 thé dbi voi mdi gde CDR. Céac dot bién véi 4i luc lién két tang (hodc giam) dbi voi
khang nguyén cé thé duoc sang loc béng céch cho dot bién duoc ¢d dinh tiép xuc voi
khang nguyén dén nhan. Phuong phap sang loc bat ky da biét trong linh vue c6 thé dugc
str dung dé x4c dinh khang thé d6t bién véi 4i luc ting hodc giam déi voi khéng nguyén
(vi du, ELISA) (Xem Wu va cdng su. 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 95:6037;
Yelton va cong su, 1995, J. Immunology 155:1994). Di trén CDR ma ngiu nhién hoa
Chudi nhe c6 thé duoc st dung la co thé (xem, Schier va cong su, 1996, J. Mol. Bio.

263:551).

Phuong phéap dé thuc hién sy chin mudi 4i luc duge mé ta vi du trong: Krause,
J.C. va cOng su. (2011) "An Insertion Mutation That Distorts Antibody Binding Site
Architecture Enhances Function Of A Human Antibody", MBio. 2(1) pii: €00345-10.
doi: 10,1128/mBi0.00345-10; Kuan, C.T. va cong su. (2010) "Affinity-Matured Anti-
Glycoprotein NMB Recombinant Immunotoxins Targeting Malignant Gliomas And
Melanomas, " Int. J. Cancer 10.1002/ijc.25645; Hackel, B.J. et al. (2010) "Stability And
CDR Composition Biases Enrich Binder Functionality Landscapes, " J. Mol. Biol.
401(1):84-96; Montgomery, D.L. et al. (2009) "Affinity Maturation And
Characterization Of A Human Monoclonal Antibody Against HIV-1 gp41, " MAbs
1(5):462-474; Gustchina, E. et al. (2009) "Affinity Maturation By Targeted
Diversification Of The CDR-H2 Loop Of A Monoclonal Fab Derived From A Synthetic
Naive Human Antibody Library And Directed Against The Internal Trimeric Coiled-
Coil Of Gp41 Yields A Set Of Fabs With Improved HIV-1 Neutralization Potency And
Breadth, " Virology 393(1):112-119; Finlay, W.J. et al. (2009) "Affinity Maturation Of
A Humanized Rat Antibody For Anti-RAGE Therapy: Comprehensive Mutagenesis
Reveals A High Level Of Mutational Plasticity Both Inside And Outside The
Complementarity-Determining Regions, " J. Mol. Biol. 388(3):541-558; Bostrom, J. et
al. (2009) "Improving Antibody Binding Affinity And Specificity For Therapeutic
Development, " Methods Mol. Biol. 525:353-376; Steidl, S. et al. (2008) "In Vitro
Affinity Maturation Of Human GM-CSF Antibodies By Targeted CDR-Diversification,
" Mol. Immunol. 46(1):135-144; and Barderas, R. et al. (2008) "Affinity Maturation Of
Antibodies Assisted By In Silico Modeling", Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
105(26):9029-9034.

Do do, trinh tu ctia bién thé CDR clia cac khang thé duoc bao ham hozc doan lién
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két epitop ctia chung c6 thé khac véi trinh ty ctia CDR cua khang thé bd me, D1.2, C10-
2, C5.2 hodc C8.3, thong qua thé; vi du 4 géc axit amin, 3 géc axit amin, 2 géc axit amin
hodc 1 of gbc axit amin duge thé. Theo mot phuong én sang ché con dé xuét ring axit
amin trong ving CDR c6 thé duoc thé bang thé bao ton, nhu néu trong 3 bang trén. Vi
dy, gdc axit Asp c6 thé duoc thé bang Glu ma khong anh hudng co ban dén dic diém

lién két ctia khang thé.

Thuat ngit "tau binh thuong" dé cap dén protein tau ndo binh thuong chira 2-3

mol phosphat mdi mol protein.

Thuat ngit "tau hyperphosphoryl héa" dé cap dén loai poly-phosphoryl héa cua
protein tau théng nhét voi loai poly-anion tao ra thay dbi tinh luu dong trong Western
Blot hodc céc loai protein tau ma cé nhiéu hon nam, sau hodc bay vi tri Serin, Threonin
hodc Tyrosin phosphoryl hoa.

~n

Thuat ngii"tau c6 gbéc 396 phosphoryl hoa" d& cap dén protein tau
hyperphosphoryl héa trong d6 goc 396 duge phosphoryl hoa va goc 404 duge hodc
khong duoc phosphoryl hda.

Thuét ngit "dong vat chuyén gen khong phai ngudi" dé cap dén a dong vat khong
phai ngudi co bo gen bao gdm mot hodc nhiéu gen chuyén chudi ning va/hodc chudi
nhe ctia nguoi hodc chuyén nhiém sac thé (hoac 1a duoc tich hop hodc khong duge tich
hop vao ADN bo gen tu nhién ctia dong vat) va ma cé kha nang biéu hién day du khang
thé nguoi héa. Vi du, chudt chuyén gen c6 thé cé gen chuyén chudi nhe ngudi hoa va
hoic 1a gen chuyén chudi ning ngudi héa hodc chuyén nhiém sic thé chudi ning nguoi
hoa, sao cho chudt tao ra khang thé khéng protein tau ngudi héa khi dugc gay mién dich
bang khang nguyén protein tau va/hodc t& bao biéu hién tau. Gen chuyén chudi ning
ngudi hoa ¢ thé duoc tich hop vao ADN nhiém sic thé cua chudt, nhu 14 truong hop
cua chuot chuyén gen, vi du chuét HuMADb, nhu chudét HCo7 hodac HCol2, hodc gen
chuyén chudi ning ngudi hoa c6 thé duy tri ngoai nhidm sic thé, nhu 1a truong hop cla
chudt KM chuyén nhiém séc thé nhu duge mé ta trong WO02/43478. Chudt chuyén gen
va chuyén nhiém séc thé nay (goi chung & day la "chudt chuyén gen") c6 kha ning tao
ra nhiéu isotyp ctia cac khang thé don dong ngudi héa cho khang nguyén duge cho (nhu

IgG, IgA, IgM, IgD va/hoic IgE) bing cach di qua tai t6 hop V-D-J va chuyén dbi isotyp.

Pong vat chuyén gen, khong phai ngudi con c6 thé duge dung dé san xuét céc
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khéng thé ddi voi khang nguyén dic hiéu bang cach dua vao gene mi héa khang thé dic
hiéu nay, vi du bang cach lién két hoat dong gen v&i gen ma duoc biéu hién trong sita

ctua dong vat.

Thuat ngfr “su diéu tri” hodc “viéc diéu tri” nhu duoc su dung ¢ day nghia la cai
thién, lam cham, lam yéu hoidc dao nguoc su phat trién hodc muc do trdm trong cua bénh
hodc rdi loan, hodc cai thién, 1am cham, lam yéu hodc dao nguoc mot hozc nhiéu triéu
chung hodc tac dung phu cta bénh hoac rdi loan nay. Nham muc dich cta sang ché, “su
diéu tri” hodc “viéc diéu tri” con ¢ nghia la phuong phép dé thu duoc cac két qua lam
sang c6 loi hodc mong mudn, trong dé “két qua lam sang co loi hodc mong muén” bao
gém, khong gidi han, lam nhe triéu ching, gidm bét sy md rdng cua rdi loan hodc bénh,
4n dinh (tac la, khong t€ hon) tinh trang bénh hodc rdi loan, tri hodn hodc 1am cham su
tién trién cta tinh trang bénh hodc réi loan, cai thién hoc giam nhe tinh trang bénh hoic
rdi loan, va xéa bo bénh hodc rdi loan, hodc 13 mot phén hodc toan bd, phat hién dugc

hodc khong phat hién dugc.

"Luong hiéu qua", khi duoc 4p dung cho khang thé hodc doan lién két epitop cua
chung, theo sang ché, dé cap dén lugng du, & cac liéu dung va trong khoang thoi gian
can thiét, dé dat duoc hiéu qua sinh hoc du kién hoac két qué chita bénh mong mudn
bao g@)m, khong gidi han, két qua lam sang. Cau “lugng cé hi¢u qua chita bénh", khi
duoc 4p dung cho khang thé hoic doan lién két epitop ctia chiing theo sang ché, dé chi
luong cua khang thé, hodc doan lién két epitop cua chung, ma du dé cai thién, 1am nhe
bt lam 6n dinh, dao nguoc, lam cham, lam gidm hodc tri hoan su tién trién cua tinh
trang rdi loan hodc bénh, hodc triéu ching cua r6i loan hodc bénh. Theo mot phuong an,
phuong phép theo sang ché dé xuat viéc dung khang thé, hodc doan lién két epitop clia
chung, két hop voi cac hop chat khac. Trong truong hop nay, " lugng hidu qua " 1a luong
ctia dang két hop du dé gay ra hiéu qua sinh hoc du kién.

Luong c6 hiéu qua chita bénh ctia khang thé khang protein tau hodc doan lién két
epitop ctia chiing theo sang ché co thé thay déi theo céc yéu té nhu tinh trang bénh, do
tudi, gidi tinh, va khdi lugng ctia ca thé, va kha nang ctia khang thé khang protein tau,
hodc doan lién két epitop clia chiing, dé tao ra dap img mong mudn & ca thé. Lugng cé
hiéu qua chita bénh con 1a lugng trong d6 bt ky tic dung ddc t6 hodc bét loi ctia khéng

thé hodc phan khang thé ning hon tac dung c6 loi vé mit chita bénh.
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Nhu chi ra & trén, sang ché cu thé la dé cap dén khang thé don dong, hodc lién
két epitop ctia chung, va phuong phap hoan toan méi dé tao ra phan tr nay (va do do
doan lién két epitop clia chting). Phuong phap nay duoc thé hién trén Hinh 9. Kha ning
ctia phuong phap méi dé phan 1ap cac khang thé don dong dugc lay vi du & dy bing
cach st dung n6 dé phén lap cac khang thé don dong ma c6 kha ning lién két dac hiéu
v6i gbe phosphoryl hoa serin 396 (P'S396) clia protein tau ctia ngudi (SEQ ID NO:33).
Cac khang thé nay con khac biét & chd kha ning cta chung dé phéan biét gitra gbe
phosphoryl hoas serin 396 va serin 404 (pS404) sao cho ching khong lién két protein
tau v&i phosphoryl hoa serin 404 trlr khi protein tau cling phosphoryl hoa & gbc 396.

Céc khang thé theo sang ché, hodc doan lién két epitop cua chung, dugc tao ra va
phén 1ap bang cach str dung phuong phap mai (Hinh 9) ma giup lua chon céc khang thé
ddc hiéu P’S396 (Hinh 9). Ngoai ra, béng cach &p dung quy trinh chon loc dong v tinh
khang thé rat nghiém ngdt nay, cac khang thé duoc thu ma chi dac hiéu cao dbi vai S396,
nhung ciing chon loc cao dbi véi epitop *1S396 phosphoryl hoa. Cac khang thé nay chi
nhan dién protein tau tir ndo bénh Alzheimer. Téc gia con ching minh ring qué trinh
sang loc dugc thé hién trén Hinh 9 bao bao su xac dinh céc khéng thé ma co tinh hiru

ich chtic nang va chira bénh.

Cac khang thé dwoc néu ddi voi peptit phosphoryl hoa hai lan:
TDHGAEIVYK"'SPVVSGDT'SPRHL (SEQ ID NO:37) bao phu céc goc 386-408
clia protein tau 2N4R (Vi du 1). Chudt duge gay mién dich bang phospho-peptit. Khi
chuan do khang thé du thu duoc, chudt duge gdy chét va khdi té bao lai dugc tao thanh
(Vidu 2). Khéi t bao lai dugc sang loc st dung dot-blot (Vi du 3) va MSD ELISA vai
protein tau bénh ly va khong bénh 1y ¢é dinh ctia nguoi (Vi du 4). Kha nang phan biét
gifta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia nguoi trong dot-blot va Western blot dugc
dung dé lua chon khéi té bao lai. Muoi sau dong vo tinh dugc lva chon, trong dé bdn
dong vo6 tinh khéi lai duoc tai tao cac khang thé tao ra ma biéu hién kha nang khac
thuong ddi voi lién két voi vat liéu protein tau bénh 1y ctia nguoi.

Lién két dic hiéu voi protein tau bénh 1y va khéng bénh 1y ciing dugc x4c dinh
bang cac phén 1ap protein tau tir ndo AD c6 bénh va khong bénh va cb dinh vat lidu nay
trén tim MSD ELISA (Vi du 4).

Khia canh khéc theo sang ché dé cap dén khang thé don dong hoic doan lién két
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epitop ctia chiing thé hién khang peptit phosphoryl hoa hai 1an bao gdm it nhat 18, nhu
it nhit 20 gbc axit amin lién tiép trong TDHGAEIVYK 'SPVVSGDT"'SPRHL (SEQ
ID NO:37) bao phti céc gde 386-410 clia protein tau 2N4R. Theo khia canh nay clia sang
ché, khang thé don dong hodc doan lién két epitop clia chiing thudng thé hién peptit
phosphoryl héa hai l1an bao gém 18-40, nhu & 18-30, nhu 20-30 gbc axit amin lién tiép
bao gobm TDHGAEIVYK ?!SPVVSGDT"'SPRHL (SEQ ID NO:37) bao phu cic gdc
386-410 cua protein tau 2N4R.

Khia canh khéc theo sang ché nhim dén khang thé don dong hodc doan lién két
epitop clia ching theo sang ché, c6 tinh dic hiéu dbi véi phosphoTau (pTau) tir bénh
nhan mic AD so véi ddi chimg khoe manh ngang tudi, sao cho khang thé don dong hoic
doan lién két epitop cua chiing ¢6 khac biét vé tinh dac hidu d6i voi phosphoTau (pTau)
tir bénh nhan mac AD ddi véi protein tau tir ddi ching ngang tudi khée manh bang hon
50 1an, nhu hon 100 1an tang vé tinh dic hiéu dbi voi vat lidu bénh AD so vai vat liu
d6i chung khoe manh trong thir nghiém trén co s& ELISA phat hién phosphoTau (pTau)
trong chdt dong chit ndo tir ddi twong AD va tir di tuong ddi ching khoe manh, st

dung ELISA cai dét 1 ddc hiéu phospho va multime nhu duge mo ta & day.

Khia canh lién quan theo sang ché nhim dén khang thé don dong hozc doan lién
két epitop ctia chiing theo sang ché, co tinh dic hiéu ddi véi protein tau bénh AD sao
cho khéng thé don dong hozc doan lién két epitop ctia chung ¢ khac biét vé tinh dic
hiéu déi voi AD so véi déi chimg ngang tudi khoe manh bang hon 50 1an, nhu hon 100
ldn tang tinh dic hiéu dbi v4i vat lieu bénh AD so voi vat lidu déi ching khoe manh
trong thir nghiém trén co s ELISA phat hién phosphoTau (pTau) trong chat déng chat
ndo tir d6i tuong AD va tir ddi tuong dbi ching khoe manh, stt dung ELISA cai dat 1

ddc hiéu phospho va multime.

Phuong phap ELISA cai dat 1 bao gom céac bude A) bat protein tau bénh 1y ctia
khang thé ctia nguoi tir ndo AD str dung tam pht C10-2; B) i khang nguyén protein tau
voi ndng d6 tang cta khang thé ddc hiu pS396; va C) phat hién bat khdng nguyén
protein tau va trc ché trung gian khang thé sir dung cac khing thé protein tau gan thé

sulfo khang nguoi (tong) tir MSD.

Sang ché con dé cap dén khang thé duoc tao ra béi phuong phap tao ra khéng thé

ddc hiéu cao, ai luc cao ma dic hiéu mién dich doi voi protein tau bénh ly
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hyperphosphoryl héa bao gdm gdc phosphory!l héa S396, trong dé phuong phép nay bao

gom cac budc:

(A)  tiém chét khang nguyén vao dong vat c6 vi, chit khang nguyén nay bao
gdm peptit phosphoryl héa hai 14n bao gdm 18-40, nhu & 18-30, nhu 20-30 gbc axit
amin lién tiép bao gdbm TDHGAEIVYK P)SPVVSGDT*'SPRHL (SEQ ID NO:37) bao
phii cac gdc 386-410 clia protein tau 2N4R, nhd d6 giy mién dich dong vat c6 vu nay;

(B)  lap lai viéc gy mién dich dong vat c6 vl nay hai hodc nhiéu lan;

(C)  sang loc mau huyét thanh tir dong vat c6 vu duge gdy mién dich lap lai
nay d6i véi su c6 mit ctia khang thé dic hiéu cao, ai luc cao ¢ kha nang lién két protein
tau bénh ly hyperphosphoryl héa bao gdm gdc phosphoryl hoa S396, nhung co ban ¢6
kha nang lién két protein tau khong bénh ly it hon; va

(D)  thu khang thé dic hiéu cao, 4i luc cao nay.

Dic biét hon 13, bude A bao gém: pht tim MSD ( thuong qua dém & 4 C) voi
khang thé C10-2, thuong 0,5 pg/ml (khang thé bét) trong dém bao, chang (thudng 1 gio
& nhiét d6 phong) va rira, thuong 3 lan. Bude B bao gdm: tron mau hop chat dung giai
P3 (thuong 1:1000 = 2-4 pg/ml téng protein) va/hodc S1(p) (thuong 1:300=20-40 ng/ml
tong protein) tir AD (dugc gom tir 3 bénh nhan) voi ndng d duoc phan chia cta epitop
peptit pS396 dic hidu khang thé va i (thuong 1 gio & nhiét do phong). Phan img sau do
duoc 0 trong 2 gio trén tam duge didu ché trong bude A. Bude C bao gdm phat hién
protein tau bat C10-2 duoc st dung protein tau gén thé sulfo ctia ngudi. Khang thé tau
(thuong 1:50) tir MSD theo hudng dan cua nha san xuat. Cac tim duoc phan tich trén
MSD SECTOR® S600. AD P3 va AD S1(p) dugc thir trong cai dédt tuong tu.

Phuong 4n khéc nham dén khang thé, hodc doan lién két khang nguyén cua
chung, ¢6 kha nang lién két dac hiéu mién dich v&i gbe duoe phosphoryl héa 396 cua
protein tau ctia ngudi (SEQ ID NO:33), ma duoc tao ra hodc san xuat trong dong té bao
nhu dong té bao ctia nguoi, dong té bao clia dong vat cé vii khong phai ngudi, dong té

bao cdn trung, nam men hodc vi khuan.

Khang thé, hodc doan lién két khang nguyén ctia ching, ¢6 kha nang lién két dic
hiéu mién dich véi gdc dugc phosphoryl hoa 396 ciia protein tau ctia nguoi (SEQ ID

NO:33), duoc tao ra trong dong té bao CHO, dong té bao HEK, dong té bao BHK-21,
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dong té bao ctia chudt (nhu dong té bao u tay), dong té bao sarcoma xo, dong té bao

PER.C6, dong té bao HKB-11, dong té bao CAP va dong té bao HuH-7 clia ngudi.

Al luc dic hiéu va dic tinh lién két cuia D1.2 va C10-2 duoc dic trung bang cach
str dung peptit protein tau 386-410 (2R4N) ma hoéc 1a dugc phosphoryl hda hodc khong
dugc phosphoryl hoa ¢ vi tri 396 hodc 404 (SEQ ID NOs:29-32). Str dung phuong phap
gy mién dich dic hiéu va sang loc (Hinh 9) duge thé hién trong sang ché nay s& tao ra
cac khéng thé ddc hidu phosphor-serin-396 (pS396) cao nhu duoc ching minh trong
Hinh 4.

Dé chiing minh rang cac khang thé dac hiéu ddi véi tau bénh 1y, D1.2 va C10-2
céc khang thé ciing dugc dic trung bing cich phan tich hoa mé mién dich (Vi du 6).
Céc khang thé thé hién lién két ddc hiéu cao voi dam rdi soi than kinh & ndo bénh
Alzheimer va trong céc phan tir chudt chuyén gen protein tau Tg4510 biéu hién protein
tau dot bién (P301L) ctia ngudi (Hinh 5). Khong ¢6 lién két duoc thit & mé tir ndo déi
chimg ctia nguoi va tir ndo chudt khong chuyén gen, ching minh rang cac khang thé
lién két dac hiéu protein tau clia ngudi va cu thé la protein tau lién quan dén bénh ly

Alzheimer.

Kha ning duy nhét ctia cic khang thé nay dé nhan dién protein tau lién quan dén
bénh 1y ctia bénh duoc chimg minh & ddy trong Vi du 7. Tac gia so sanh lién két cta
protein tau bénh ly vdi khong bénh ly trong thir nghiém duge mé ta trong Vi du 3. Su
so sanh 1a dbi véi nam khang thé protein tau dugc cong b: hACI-2B6, IPN002, HJS,5,
2.10.3, va 4E4. Hinh 6 minh hoa lién két ctia mdi trong s cac khang thé déi chung dbi
v6i protein tau tir ndo khoe va ndo bénh, va lién két véi protein tau dot bién clia nguoi
P301L phan l4p tir chudt chuyén gen protein tau Tg4510 10 thang tudi. Pidu nay ching
minh réng cac khang thé dugc phan lap thé hién mirc dac hiéu cao dic biét va tinh chon
loc dbi voi protein tau bénh 1y ctia ngudi. Tinh chon loc nay 1 cao cdp ddi vai bat ky

trong sb cac khang thé so sanh nhu duoc thé hién trong Bang 5.

Bang 5

mAb duoc thu AD/ctrl TG/wt
hACI-2B6 3 1
IPN002 3 37
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HJ8,5 3 51

4E4 khéng lién 1
ket

2.10.3 5 5

©5-2_C10-2 >100 118

O bio hoa lién két cac khang thé D1.2 va C10-2 thé hién hon 100-1an tinh chon

loc dbi v6i protein tau P3 phén lap tir ndo AD ctia nguoi.

Dé chimg minh ring cic khang thé dugc chon cé hitu ich chirc nang va chita
bénh, cac khang thé dugc thir trong thir nghiém két tu tau trong dng nghiém va trong té
bao (Vi du 8). Cac thir nghiém nay 14 thir nghiém chuc ning ma chung minh ring céc
khéng thé c6 kha nang tuong tic v&i qué trinh két tu bénh 1y cta tau. Té bao HEK293
duoc chuyén nap tam thoi bang protein tau ctia ngudi -P301L-FLAG (4RON). Sau d6 té
bao dugc phoi 16 ra chiét xudt protein tau tir ndio AD clia nguoi hodc tir ndo Tgd510
chuyén gen. Phoi 16 nay ra protein tau bénh ly thuc day protein tau hap thu vao t& bao
va két ty trong té bao. Ca lam nghéo mién dich ctia ché pham tau sir dung céc khang thé
D1.2 va C10-2, va diéu tri truc tiép té bao bang cac khang thé nay c6 thé lam giam viéc

hinh thanh két tu protein tau dot ngdt (Hinh 7).

Hiru ich chita bénh clia cac khang thé D1.2 va C10-2 con duge danh gia trong
protein tau ctia nguoi /chudt PS1 (Vidu 9). M6 hinh chudt nay 1a mo hinh dong vat lién
quan dén bénh AD nhiéu ma chi tao ra bénh ly AD mudn trong cudc doi (12-18 thang
tudi). Tuy nhién, chudt thé hién protein tau hyper phosphoryl héa trudc khi xay ra bénh
ly ddm réi ran. Chudt duoc tiém man tinh trong 13 tuan, mdi tudn hai 1an voi 15 mg/kg
liéu. Chudt duge diéu tri bang khang thé thé hién giam dot ngot phosphoryl hoa protein
tau nhu dugc chimg minh trén Hinh 9, chi ra ring diéu tri man tinh bing céc khéng thé
D1.2 va C10-2 s& giam bénh ly dam rdi va do d6 thoai hoa than kinh vé sau trong co

thé.

Céc khang thé theo sang ché loai bé dic hiéu protein tau hyperphosphoryl héa tir
chiét xuét ndo chudt rTg4510 bang phwongn phéap lam nghéo mién dich. Hon nita, cac
khéng thé theo sang ché khong loai bo protein tau binh thuong tir chit ddng chét, trong
khi d6 khang thé tauS ban trén thi truong thi c6. Nguoce vai cac khang thé ban trén thi

truong ma lién két véi protein tau trong d6 phosphoryl héa & gbc 404 hodc & ca gdc 404
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va 396, céc khang thé theo sang ché loai bo dic hiéu protein tau hyperphosphoryl hoa
95%, ma dugc phosphoryl hoa trén serin 396. Cac thtr nghiém (Vi du 12) chimmg minh
ring khang thé theo sang ché, bat ké chi loai bo phan rit nho cia tdng protein tau trong
chit ddng chat ndo (8%), tuy nhién cic khang thé loai bo dic hiéu protein tau
hyperphosphoryl héa (90%). Theo d6, mot khia canh theo sang ché nhim dén khang thé
don dong, hoic doan lién két epitop cta ching, c6 kha nang lién két dic hiéu mién dich
Va1 tau hyperphosphoryl hoa bénh ly. Ngoai ra, trong thir nghiém trong dé protein tau
hyperphosphoryl héa dugce loai bé sir dnjg khang thé theo sang ché, hoat tinh tao hat bi
triét tiéu. Bang viéc loai bo protein tau hyperphosphoryl hoa tir chit dong chét, chét
ddng chét khong con gay ra viéc két hat bénh 1y protein tau. D& xuét ring viéc giam két
hat 1am giam su phét trién ctia viéc hinh thanh dam rdi va su tién trién cta bénh do
protein tau, bao gdm bénh Alzheimer. Theo d6, khia canh khéc theo sang ché nham dén
khéng thé theo sang ché dé dung trong viéc lam giam su tién trién ctia AD hodc tridu

chung AD.

Pic biét hon 1a, nhu mé ta chi tiét & trén, sang ché dé cap dén mot diém bét ky

trong s6 bon khang thé don dong dugc chon tir nhém bao gdm:

Khang thé D1.2
(a) CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:1;
(b)  CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:2;
(©) CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:3;
(d)  CDRI chudi ning co trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:4;
(e) CDR2 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:5; va
) CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:6.

Khang thé hodc doan lién két epitop ctia chiing c¢6 thé bao gém hodc gdm ving
bién d6i chudi ning néu & SEQ ID NO:8 va/hodc ving bién dbi chudi nhe néu & SEQ

ID NO:7.

Theo phuong 4n lién quan, khang thé D1.2 hoic doan lién két epitop ctia chung
c6 thé bao g@)m hoac gém chudi nang néu & SEQ ID NO 8 va/hodc chudi nhe néu &

SEQ ID NO:34.
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Khang thé C10-2

(a) CDR1 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:10;

(c)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:11;

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12;
()  CDR2 chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
) CDR3 chudi nang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14.

Khéng thé hodc doan lién két epitop ctia ching c¢6 thé bao gdm hodc gdm ving
bién dbi chudi nangnéu & SEQ ID NO:15 va/hodc ving bién dbi chudi nhenéu & SEQ
ID NO:16.

Tinh tur axit amin ctia chudi ning ctia khang thé C10-2 ngudi hoa nhu duogc thé
hién & SEQ ID NO:35. Trinh tu axit amin néu & chudi nhe néu & khang thé C10-2 nguoi
héa nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:36.

Cung v6i nhau, cac Vi du thé hién ring cac khang thé theo sang ché, bao gdbm
C10-2, lién két hiéu qua véi cac tim MSD dugc phu khang nguyén AD-P3. Bé so sanh,
cac khang thé ban trén thi truong nhu PHF-13, ¢6 hoat tinh lién két thdp. Ngoai ra PHF-
13 ching minh muc khong lién két dic hidu co ban cao hon so véi cac khang thé theo
sang ché (xem Bang 6 A-Bang 6D). Bang 6 thé hién ring su tc ché pha long mC10-2
clia bit khdng nguyén Ptau trong tim dugc phti C10-2 hidu qua (IC50= 10-20 nM) trong
khi d6 mD1.2 khong hiéu qua (IC50 = 500-1000 nM). Su trc ché pha long mC10-2 cia
bat khang nguyén p-tau trong tdm dugc phi mC10-2 hiéu qua véi IC50= 10-20 nM)
trong khi d6 PHF-13 khong hi¢u qua (IC50 = 500-1000 nM).

Mot khia canh theo sang ché nhim dén khang thé bao gém

(a) CDR1 chubi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10;

(c)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:11.

Khia canh khéc theo sang ché nhim dén khéng thé bao gdm

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:12;
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(e) CDR2 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
) CDR3 chudi ning c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:14.
Khia canh khéc theo sang ché nhdm dén khang thé bao gém

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:12;
()  CDR2 chudi ning cé trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
) CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14 and
mot, hai hodc ba trong s6

(a)  CDRI chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10; va
(c)  CDR3 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:11.
Khang thé C5.2

(a) CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:17;

(b)  CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:18;

(¢)  CDR3 chudi nhe cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:19;

(d)  CDRI chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20;
(e) CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:21; va
(f)  CDR3 chudi niang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:22.

Khéng thé hodc doan lién két epitop ctia chiing c6 thé bao gém hodc gdbm ving
bién ddi chudi nangnéu & SEQ ID NO:23 va/hodc vung bién dbi chudi nhenéu & SEQ
ID NO:24.

Nhu thdy tir cdu triic tinh thé trén Hinh 10, epitop lién keetse chéo chudi ning va
chudi nhe ctia C5.2. Theo do, theo mdt phuong an lién quan, khang thé theo sang ché

hodc doan lién két epitop ctia chiing bao gém
(a) CDRI1 chudi nhe cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:17; hoic
(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:18; hoic

(c) CDR3 chubi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:19; va
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(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20; hoc
(e) CDR2 chudi nang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:21; hoac
€3] CDR3 chubi n3ng c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:22.
Khang thé C8.3

(@)  CDRI chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:25;

(b)  CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:26

(©) CDR3 chubi nhe ¢6 trinh tr axit amin néu & SEQ ID NO:27;

(d)  CDRI chudi ning cé trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:28;

()  CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:29; va
) CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:30.

Khang thé hoic doan lién két epitop cua ching c6 thé bao gdm hozc gdm ving
bién d6i chudi ningnéu & SEQ ID NO:31 va/hoic ving bién doi chudi nhenéu & SEQ
ID NO:32.

Khéang thé hodc doan lién két epitop ctia ching t6t hon 1a khéng thé clia nguoi

hodc nguoi héa.

Céc khang thé va doan lién két epitop ctia chiing néu trén c6 thé, theo mot phuong
an, con bao gém bién thé cuia CDR1, CDR2 hodc CDR3 chudi nhe va/hodc chudi ning
nay (v6i khong nhidu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét axit
amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéac biét

axit amin.

Nhu thay tir Hinh 11, HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3 va LC CDR3 1, theo it
nhat mot phuong an, quan trong, dé lién két voi ving 392-398 ctia Tau. Theo mot
phuong 4n theo sang ché, khang thé theo sang ché, hogc doan lién két epitop ctia ching

bao gom:

a) CDR1 chudi ning bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nthém bao gom

SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:20, va SEQ ID NO:28;

b) CDR2 chudi ning bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém

SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:29; va
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c) CDR3 chudi ning bao gdm trinh tur axit amin duoc chon tir nthém bao gom
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:22, va SEQ ID NO:30; va

d) CDR3 chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin duoc chon tir nhém bao g@)m

SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:19, va SEQ ID NO:27.
Khéng thé theo sang ché, hoic doan lién két epitop cta ching may comprise
a) CDRI chudi ning bao gém trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20;
b)  CDR2 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:21;
¢)  CDR3 chudi ning bao gdm trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:22; va
d)  CDR3 chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:19.

Theo mdt khia canh clia sang ché, sang ché nhdm dén khang thé hoic doan lién
két epitop clia chting, ma tao thanh tui ky nudc tao thanh bai L3:H3, L3:F8*, H1:H13,
H2:Y1, H2:Y3 v&i Y394 clia peptit protein tau. Theo mot phuong én, sang ché nhdm
dén khang thé ma canh tranh véi khang thé con duge mo ta & day dé tao thanh mang
lien két hydro gitta ?YS396 solvat hoa va L3:T4, H1:R10, H1:T11, H3:R1, H3:T3; (*)
L.3:F8 1a gbc khung kep sudon dau C ciia CDR L3 (xem Hinh 11).

Nhu thdy tir cdu tric tinh thé tia x, khang thé theo sang ché lién két véi hai murc
tinh lua chon. Muc tinh lwa chon the nhit 1a lua chon d6i véi protein tau,
hyperphosphoryl héa bénh ly, va mtc tinh lya chon loc thi hai 14 tinh lua chon dbi voi
gdc serin phosphoryl hoa trong d6 phosphat ctia serin phosphoryl héa la hydro lién két
voi chudi bén cia hai gde tyrosin loai ra tir serin phosphoryl héa nay. Theo dé, khia
canh c6 lgi theo sang ché nham dén khang thé hoic doan lién két epitop cua chung chon
loc cho md tip axit amin ciia protein tau hyperphosphoryl héa bao gém hai géc serin

phosphoryl héa loai ra tir gdc tyrosin. Thong thuong, mé tip axit amin ¢ trinh tu:
Y - X - S(phosphoryl hoa) - P -

trong d0 Y la tyrosin, X la axit amin co trong tu nhién, P 1a prolin va S(phosphoryl
héa) 14 serin véi chudi bén hydroxyl phosphoryl héa .

Tuong tu, khia canh c6 loi theo sang ché nhim dén khéng thé hodc doan lién két
epitop ctia chung ma lién két v4i tau phosphoryl hoa, tot hon 14 tau hyperphosphoryl

hoa, trong d6 khang thé nay hodc doan lién két epitop ctia chung chon loc cho mé tip
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goc axit amin IA, trong d6 R 1a chudi bén cua axit amin cé trong tu nhién.

H
"LLL/HN N N N}l
H H
(@]
O
= P/O
=
o .0 \Oe
H
1A

Khéng bi rang budc bai ly thuyét cu thé, tin ring khang thé theo sang ché chon
loc cho md tip axit amin IA khi md tip nay la cAu hinh chdp nhén boi tau bénh 1y. Theo
do, md tip axit amin [Athuong la trinh tu dugc nhan dién chon loc boi khang thé theo
sang ché. Theo d6, khia canh c¢6 loi theo sang ché nhdm dén khang thé hodc doan lién
két epitop cta ching ma lién két véi tau phosphoryl hoa, t6t hon 14 tau hyperphosphoryl
hoa, trong d6 khang thé nay hodc doan lién két epitop ctia chung chon loc cho mé tip

gdc axit amin IB, trong d6 R 1a chudi bén ctia axit amin c6 trong tu nhién.

Theo phuong an co ban cta khia canh nay cia sang ché, sang ché nhim dén
khéng thé hodc doan lién két epitop ctia chiing ma lién két v6i tau phosphoryl hoa, tdt
hon 14 tau hyperphosphoryl héa, trong d6 khéng thé nay hodc doan lién két epitop cla
chung chon loc cho mo tip gdc axit amin IB, trong d6 R 1 chudi bén ctia axit amin cé

trong ty nhién nhu, nhung khong gidi han ¢ IC or ID.

0 R
H
HN N VZ'L,_
‘7‘2,2‘/ N N
H
) o)
@)
= ¢
=
o\ /,o \o@
H
IB
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NH,
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Sang ché con d& xudt phuong phap lam giam hinh thanh dam réi protein tau &

bénh nhan, bao gom viéc dung cho bénh nhén can diéu tri nay, lugng cé hiéu qua chita

bénh clia khang thé theo sang ché, hoic doan lién két epitop ctia ching.

Mot khia canh theo sang ché nham dén phuong phép diéu tri bénh do protein tau

bang cach st dung khang thé theo sang ché, hodc doan lién két epitop cua chung. Co
ban la, bénh do protein tau dugc chon tr nhém bao gém bénh Alzheimer, Bénh hat ua
bac (AGD), Chung rdi loan tAm than, cu thé 1a Ching rdi loan tAm thin do AD hoic
Chung rdi loan tAm than & bénh nhan mic AD, hoi chung tdm than cta bénh nhan méc

chimg mat trf thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa sut tri tué tran-thai duong
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(FTD hodc bién thé ctia chiing), TBI (tran thuong so néo, cép hodc man tinh), Thoai hoa
v6 ndo va hach nén (CBD), Bénh Pick, Bénh do protein tau lién quan dén tudi tac so cép
(PART), Ching mét tri do tudi gia ddm rdi soi than kinh chiém wu thé, Chimg mat tri
do chin thuong dau lap lai, Tén thuong ndo man tinh do chén thuong, dot quy, phuc hoi
sau dot quy, thodi hda than kinh lién quan dén bénh Parkinson, Hoi chung liét rung
Parkinson lién két véi nhidm séc thé, Bénh Lytico-Bodig (Ho6i chimg Parkinson — sa sut
tri tu€ phtrc hop Guam), U hach than kinh dém va u té bao hach, Di dang mang mém,
Hoi ching parkinson sau viém ndo, Viém ndo toan bd xo hoa ban cép, Bénh Huntington,
bénh nio chi, bénh xo ciing ndo cu, Bénh Hallervorden-Spatz va roi loan thoai hoa than
kinh do du thira séc t& ndu nhuém véi mot sd thude nhudm chét béo. Co ban hon 13,
bénh do protein tau dugc chon tr nhém bao gém bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac
(AGD), Chimg rdi loan tdm than, cu thé 1a Ching rdi loan tim than do AD hodc Chimg
rdi loan tAm thin & bénh nhan méic AD, hoi chiimg tam than cua bénh nhan mac chimg
mét tri thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa st tri tué tran-thai duong (FTD
hodc bién thé cua chung), TBI (trén thuong so ndo, cép hoac man tinh), Thoai héa vo
ndo va hach nén (CBD), va Bénh Pick. Cu thé 13, bénh do protein tau c6 thé duoc chon
tir bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac (AGD), Chung rdi loan tAm than do AD hodc Chung
rdi loan tm than & bénh nhan mic AD, va hoi ching tam than cua bénh nhan méc chung

mét tri thé Levwy.

Theo d6, khia canh khac theo sang ché nhdm dén khang thé theo sang ché hozc
doan lién két epitop cta ching, dé dung trong diéu trj bénh do protein tau. Co ban 14,
bénh do protein tau dugc chon tir nhém bao gém bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac
(AGD), Chuing ri loan tAm than, cu thé 1a Chung rdi loan tdm than do AD hozc Ching
rdi loan tdm thdn ¢ bénh nhan mic AD, hdi ching tam than cta bénh nhan mac chung
mét tri thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa st tri tué tran-thai duong (FTD
hodc bién thé cua chung), TBI (trén thuong so ndo, cép hodc man tinh), Thodi hoa vo
ndo va hach nén (CBD), Bénh Pick, Bénh do protein tau lién quan dén tudi tac so cép
(PART), Chitng mét trf do tudi gia ddm rdi soi thn kinh chiém wu thé, Chimg mat tri
do chén thuong dau lap lai, Tén thuong ndo man tinh do chén thuong, d6t quy, phuc hoi
sau dot quy, thoai hoa than kinh lién quan dén bénh Parkinson, Hoi ching liét rung
Parkinson lién két véi nhidm séc thé, Bénh Lytico-Bodig (Hoi chimg Parkinson — sa stt

tri tu¢ phic hop Guam), U hach than kinh dém va u té bao hach, Di dang mang mém,
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Hoi chiing parkinson sau viém ndo, Viém néo toan bg xo hoa ban cép, Bénh Huntington,
bénh ndo chi, bénh xo cing ndo cu, Bénh Hallervorden-Spatz va roi loan thoai hoa than
kinh do du thira sic t6 nau nhudém véi mot sb thudc nhudm chat béo. Co ban hon 13,
bénh do protein tau dugc chon tr nhdm bao gbébm bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac
(AGD), Chung rdi loan tAm than, cu thé 1a Chung rdi loan tAm than do AD hodc Chung
rdi loan tAm than & bénh nhan méac AD, hoi chung tam than cua bénh nhan mac chung
mat tri thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa sit tri tué tran-thai duong (FTD
hodc bién thé cua chung), TBI (trén thuong so ndo, cép hodc man tinh), Thoai hoa vo
ndo va hach nén (CBD), va Bénh Pick. Cu thé 14, bénh do protein tau c6 thé dugc chon
tir bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac (AGD), Ching rdi loan tAm than do AD hodc Ching
rdi loan tAm than & bénh nhan mic AD, va hoi chtng tAm than ctia bénh nhan méc chimng

mét trf thé Levwy.

Khia canh khéc theo sang ché nhdm dén khang thé theo sang ché hoic doan lién
két epitop ctia chung, két hop cuing voi nhau voi chat mang, chat pha lodng, ta duoc
va/hodc chét 6n dinh duge dung. Cac khang thé theo sang ché, hodc doan lién két epitop
ctia chung, c6 thé dugc sit dung trong liéu phap dé diéu tri bénh do protein tau. Co ban
la, bénh do protein tau dugc chon tir nhém bao gém bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac
(AGD), Chung roi loan tdm than, cu thé la Ching roi loan tam than do AD hoic Chtng
rdi loan tAm than & bénh nhan mac AD, hdi chimg tim thin ctia bénh nhan mic ching
mat tri thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa sut tri tué tran-thai duong (FTD
hozc bién thé cua chung), TBI (trin thuong so ndo, cp hodc man tinh), Thoai hoa vo
nfo va hach nén (CBD), Bénh Pick, Bénh do protein tau lién quan dén tudi tac so cép
(PART), Chimg mét tri do tudi gia dam rdi soi than kinh chiém wu thé, Ching mét tri
do chin thuong dau lap lai, Tén thuong nfo man tinh do chén thuong, dot quy, phuc héi
sau dot quy, thodai hoa than kinh lién quan dén bénh Parkinson, Hoi chung liét rung
Parkinson lién két vdi nhidm sac thé, Bénh Lytico-Bodig (Hoi chimg Parkinson — sa stt
tri tué phirc hop Guam), U hach than kinh dém va u té bao hach, Di dang mang mém,
Hbi chimg parkinson sau viém ndo, Viém nio toan bo xo hda ban cap, Bénh Huntington,
bénh ndo chi, bénh xo cting ndo ct, Bénh Hallervorden-Spatz va roi loan thodi héa than
kinh do du thira sc t6 ndu nhudm véi mot sé thude nhudém chit béo. Co ban hon la,
bénh do protein tau dugc chon tr nhém bao gém bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac

(AGD), Chting rdi loan tdm than, cu thé la Chung rdi loan tAm than do AD hodc Chung
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rbi loan tim thin & bénh nhan méc AD, hdi chimg tim than ctia bénh nhan mac chimg
mat trf thé Levwy, Liét trén nhan tién trién (PSP), Sa sut tri tué tran-thai duong (FTD
hodc bién thé cta chung), TBI (trén thuong so ndo, cép hodc man tinh), Thoéi hoa vo
ndo va hach nén (CBD), va Bénh Pick. Cu thé 14, bénh do protein tau c6 thé dugc chon
ti bénh Alzheimer, Bénh hat ua bac (AGD), Chimg r6i loan tim than do AD hoic Chimg
rdi loan tim than & bénh nhan mic AD, va hoi chung tam thin ctia bénh nhan mac chung

mét tri thé Levwy.

Diéu tri dugc dé xuat bdi sang ché cd thé 1a man tinh va bénh nhéan cé thé duoc

didu tri it nhét 2 tuan, nhu it nhét trong 1 thang, 6, thang, 1 ndm hodc hon.

Cac khang thé theo sang ché c6 thé, vi du, 1a c4c khang thé don dong duoc tao ra
boi phuong phéap khdi té bao lai duge mo ta 1an dau tién boi Kohler va cong su, Nature
256, 495 (1975), hodc c6 thé 1a cac khang thé don dong dugce tao ra boi phuong phap
ADN téi t6 hop hodc phuong phap khac, hodc hon tot hon 14 c6 thé duoc tao ra bang
phuong phap mai duge boc 16 ¢ day (Hinh 9). Cac khang thé don dong c6 thé con dugc
phén lap tr thu vién khang thé thé thuc khuan st dung k§ thuat duoc mo ta trong, vi du,
Clackson va cong su, Nature 352, 624-628 (1991) va Marks va cong su, J. Mol. Biol.
222, 581-597 (1991). Céc khang thé don dong co thé thu duoc tir ngudn thich hop bat
ky. Do d6, vi du, cac khang thé don dong c6 thé thu dugc tir khéi té bao lai dugc didu
ché tr té bao lympho B 14 lach cua chugt thu dugc tir chudt duoc gay mién dich béng
khang nguyén cé loi, vi dy, dudi dang té bao biu hién khang nguyén trén bé mat, hodc
axit nucleic ma hoa khang nguyén c6 lgi. Cac khang thé don dong c6 thé con thu dugce
tir khdi t& bao lai din xuét tir té bao biéu hién khang thé clia nguoi dugc gay mién dich
hodc tir dong vat cé va khong phai nguoi nhu chudt cdng, tho, cho, ciru, dé, dong vat

linh trudng, v.v.

Theo mét phuong an, khang thé theo sang ché 1a khang thé nguoi hoa. Khang thé
ngudi héa don dong nhim dén protein tau ¢ thé duoc tao ra b?mg cach st dung chudt
chuyén gen hodc chuyén nhiém sic thé mang céc phan ctia hé mién dich ctia nguoi hon
la hé cua chudt. Chudt chuyén gen va chuyén nhiém sic thé nay bao g@)m chudt dugc dé
cép & déy 1a chudt HuMAb (Khang thé don dong ngudi hoa) va chudt KM, tuong (meg,

va & day goi chung la "chudt chuyén gen".

Chudt HUMAD chura vi tri nho gen immunoglobulin cua nguoi ma ma hoa trinh
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tu immunoglobulin viing bién doi va ving hiang dinh chudi nang (1 va Y) ving bién doi
va ving hang dinh chudi nhe khéng duoc sip xép lai ctia nguoi (i), cing voi dot bién
nhim dich ma bat hoat vi tri chudi p va K ndi sinh (Lonberg, N. va cdng su, Nature 368,
856-859 (1994)). Theo do, chudt thé hién giam biéu hiéu IgM hodc K ctia chudt va dap
(g ching ngira, gen chuyén chudi ning va chudi nhe ctia nguoi duge dua vao, trai qua
viéc chuyén d6i nhom va dot bién x6ma dé tao ra cac khang thé IgG, k don dong ai luc
cao ctia nguoi (Lonberg, N. va cong su (1994), trudc ddy; xem & Lonberg, N., Handbook
of Experimental Pharmacology 113, 49-101 (1994), Lonberg, N. va Huszar, D., Intern.
Rev. Immunol. Tép 13 65-93 (1995) va Harding, F. va Lonberg, N., Ann. N. Y. Acad.
Sci 764 536-546 (1995)). Ché pham cua chuét HUMADb duge mé ta cu thé trong Taylor,
L. va cong su, Nucleic Acids Research 20, 6287-6295 (1992), Chen, J. va cong su,
International Immunology 5, 647-656 (1993), Tuaillon va cong sy, J. Immunol. 152,
2912-2920 (1994), Taylor, L. va cong su, International Immunology 6, 579-591 (1994),
Fishwild, D. va cdng su, Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996). Cling xem M¥
5,545,806, M§ 5,569,825, My 5,625,126, M§ 5,633,425, My 5,789,650, My 5,877,397,
My 5,661,016, My 5,814,318, My 5,874,299, My 5,770,429, M§ 5,545,807, WO
98/24884, WO 94/25585, WO 93/1227, WO 92/22645, WO 92/03918 va WO 01/09187.

Chudt HCo7, HCo12, HCo17 va HC020 c6 su pha v& JKD trong gen chudi nhe
(kappa) noi sinh cua chung (nhu duge mo ta trong Chen va cong sy, EMBO J. 12, 811-
820 (1993)), su pha v& CMD trong gen chudi ning ndi sinh clia chung (nhu duge mo ta
trong Vi du 1 cia WO 01/14424), va gen chuyén chudi nhe KCoS5 kappa ctia ngudi (nhu
dugc mo ta trong Fishwild va cdng sy, Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996)).
Ngoai ra, chuot HCo7 c¢6 gen chuyén chudi nang ctia ngudi HCo7 (nhu duge md ta trong
My§ 5,770,429), chuot HCo12 cé gen chuyén chudi ning ctia ngudi HCol2 (nhu duoc
mo ta trong Vi du 2 cia WO 01/14424), chuét HCol17 c6 gen chuyén chudi ning cta
nguoi HCol7 (nhu duge mo ta trong Vi du 2 cua WO 01/09187) va chudt HCo20 cé
gen chuyén chudi nang ctia ngudi HCo20 . Chudt thu duge biéu hién gen chuyén chudi
ning immunoglobulin va chudi nhe kappa cta ngudi trong nén dong hop dé pha vo vi

trf chudi ning va chudi nhe kappa ctia chuot.

Trong ching chudt KM, gen chudi nhe kappa ctia chudt ndi sinh duge phd v&
dong hop nhu duoc md ta trong Chen va cong su, EMBO J. 12, 811-820 (1993) va gen

chudi nang noi sinh ctia chudt duge pha vos déng hop nhu dugce mo ta trong Vidu 1 cua
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WO 01/09187. Chiing chudt nay mang gen chuyén chudi nhe kappa ctia ngudi, KCos3,
nhu dugc mo ta trong Fishwild va cong su, Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996).
Chung chudt ny cling mang chuyén nhidm séc thé chudi ning ctia ngudibao gdm doan
nhiém sic thé 14 hCF (SC20) nhu dugc md ta trong WO 02/43478. Chudt HCol2-
Balb/c, HCo17-Balb/c va HC020-Balb/c c6 thé duoc tao ra béng cachlaiHCol12, HCol17
va HC020 dén KCo5[J/K](Balb) nhu duge mé ta trong WO 09/097006.

Chudt rTg4510 1a md hinh bénh do protein tau tao ra kiém soat thoi gian va khong
gian d6i v4i biéu hién gen chuyén protein tau dot bién. Trong ching chudt KM, gen
chudi nhe kappa néi sinh cia chudt duge pha v& dong hop nhu duge mé ta trong Chen
va cong suw, EMBO J. 12, 811-820 (1993) va gen chudi nhe ning ndi sinh ctia chudt duoc
pha v& ddng hop nhu duge mo ta trong Vi du 1 cia WO 01/09187. Chung chudt nay
mang gen chuyén chudi nhe kappa ctia nguoi, KCoS, nhur duge mo ta trong Fishwild va
cong su, Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996). Chiing chudt nay con mang chuyén
nhiém sic thé chudi ning cta ngudi bao gdm doan nhiém séc thé 14 lién két epitop hCF

(SC20) nhu dugc mé ta trong WO 02/43478.

Té bao lach tir cac chudt chuyén gen nay c6 thé duoc st dung dé tao ra khi té
bao lai ma tiét ra khang thé nguoi hoa don dong theo k¥ thuat da biét. Cac khang thé
don dong hodc da dong ngudi hoa theo sang ché, hoic khangh té, theo sang ché ¢ nguon
géc tir cac loai khac ma c6 thé con duoce tao ra chuyén gen thong qua tao ra dong vat co
vi khong phai nguodi hodc cdy khac ma chuyén gen déi voi trinh ty chudi ning
immunoglobulin va chudi nhe cé loi va tao ra khang thé & dang tai tao dugc tur do. Lién
quan dén viéc san xuit gen chuyén & dong vat, cac khang thé co thé tao ra trong, va téi
sinh tu, stta cua dé, bo, hodc ddng véat cd vu khac. Xem vi du M§ 5,827,690;
M¥5,756,687;, M$5,750,172 va M§5,741,957.

Khéng thé theo sang ché c6 thé 1a cta isotyp bét ky. Viéc chon isotyp thuong
dwoc hudéng dén boi chirc nang hiéu lue mong mudn, nhu dwa vao ADCC. Cac isotyp
vidu laIgGl, IgG2, IgG3, va IgG4. Hodc 1a ving hing dinh chudi nhe ctia nguoi, kappa
hodc lambda, c6 thé dugc str dung. Néu mubn, nhom khang thé khang protein tau theo
sang ché ¢6 thé duge chuyén dbi bang phuong phap di biét. Vi du, khang thé theo sang
ché ma ban dau 1a IgM c6 thé 1a nhom dugc chuyén ddi thanh khang thé IgG theo sang
ché. Hon nita, k¥ thuat chuyén d6i nhém cé thé duoc st dung dé chuyén dbéi mot nhém

phu IgG sang nhém khac, vi du tu IgGl sang 1gG2. Do d6, chirc ndng hiéu luc cua cac
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khéang thé theo sang ché co thé thay ddi bang cach chuyén ddi isotyp thanh, vi du, IgG1,
IgG2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE, hodc IgM khang thé dé dung cho chita bénh khac
nhau. Theo mét phuong 4n khang thé theo sang ché la khang thé IgG1, vi du IgGl, k.
Khéang thé duge noéi la cua isotyp cu thé néu trinh tu axit amin hau nhu twong dong véi

isotyp do, so vai isotyp khac.

Theo mét phuong an, khang thé theo sang ché 1a khang thé chiéu dai day du, tdt
hon 1a khang thé IgG, cu thé 1a khang thé IgG1, k. Theo phuong 4n khac, khang thé theo

sang ché 1a khang thé doan lién két epitop hoic khang thé chudi don.

Cac khang thé va doan lién két epitop cua chung cé thé thu duoc vi du béng viéc
phan doan lién két epitop sir dung k¥ thuat thong thuong, va phéan doan lién két epitop
duoc sang loc ddi voi tinh hitu ich theo cach gidng nhu duge mo ta & day cho toan bo
khang thé. Vi du, doan lién két epitop F(ab')>cé thé duoc tao ra bang cach xtr ly khang
thé bang pepsin. Poan lién két epitop F(ab')tao thanh co thé duge xir Iy dé lam giam
cdu disulfua dé tao ra doan lién két epitop Fab' . Poan lién két epitop Fab co6 thé thu
duoc bang cach xur ly khang thé IgG bang papain; doan lién két epitop Fab' thé thu duoc
bing c4ch tiéu hoa pepsin cua khang thé IgG. Poan lién két epitop F(ab') con cé thé
duoc tao ra béng cach lién két Fab' duoc md ta dudi ddy thong qua lién két thioete hoic
lién két disulfua. Doan lién két epitop Fab' 1a doanlién két epitop ctia khang thé thé thu
duoc bang cach cat lién két disulfua ctia ving ban léctia F(ab'),. Poan lién két epitop
Fab' thé thu duoc bang cach xur ly doan lién két epitop F(ab")2 véi tac nhan khur, nhu
dithiothreitol. Poan lién két epitop cua khang thé con c6 thé duge tao ra béng cach biéu
hién axit nucleic ma hoa doan lién két epitop nay trong té bao tai té hop (xem vi du
Evans va cong sy, J. Immunol. Meth. 184, 123-38 (1995)). Vi duy, gen kham ma hoa mot
phén doan lién két epitop an F(ab')2 c6 thé bao gdm trinh ty ADN ma hoéa ving CHI
vung ban 1& ctia chudi H, sau d6 codon chan dich ma dé tao ra phén tu doan lién két

epitop cua khang thé cit cu nay.

Theo mot phuong an, khang thé khéng-tau la khang thé hoa tri mot, tdt hon 1a
khang thé hoa trj mot nhu duoc mé ta trong W02007059782 (duogc két hop & day bing
cach vién dén toan bd) co su xda bd ving ban 1&. Theo d6, theo mot phuong an, khéng
thé 1a khang thé hoa tri mot, trong d6 khang thé khang protein tau dugc tao thanh bing
phuong phap bao gdm: 1) tao ra cdu tric axit nucleic ma héa chudi nhe néu & khang thé

hoa tri mot, cdu tric nay bao gdm trinh ty nucleotit ma hoa ving VL cta khang thé
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khang protein tau ddc hiéu khang nguyén dugc chon va trinh tu nucleotit ma hoa viung
CL hing dinh cua Ig, trong d6 trinh tu nucleotit ma hoa ving VL ctia khang thé dic hiéu
khang nguyén dugc chon va trinh tu nucleotit ma héa vung CL cuta Ig lién két hoat dong
v&i nhau, va trong do, trong truong hop kiéu phu IgG1, trinh tu nucleotit ma hoa ving
CL duogc bién dbi sao cho ving CL khong chira bét ky any axit amin c6 kha ning taoh
tanh lién két disulfua hodc lién két cong hoa tri v&i peptit khac bao gom trinh tur axit
amin tuong dong ctia ving CL véi sy ¢6 mat ciia polyclonal human IgG hozc khi ding
cho dong vat hodc con nguoi; ii) tao ra cAu truc axit nucleic ma hoa chudi ndng néu o
khang thé héa tri mot nay, cau tric nay bao gém trinh tu nucleotit ma hoa vung VH cua
khéng thé dac hiéu khang nguyén duoc chon va trinh tu nucleotit ma héa ving CH hing
dinh cua Ig ctia nguoi, trong d6 trinh ty nucleotit ma hoéa ving CH dugc bién dbi sao
cho ving tuong tng v&i ving ban 1& va, khi duoc yéu cau béi kiéu phu Ig, cac ving
khéc ctia ving CH, nhu ving CH3, khong bao gom bat ky gbc axit amin ma tham gia
vao viéc hinh thanh lién két disulphua hoc lién két gitta chudi nang on dinh khong cong
hoa tri v6i cac peptit khac bao gdm trinh tu axit amin twong dong ctia ving CH cua Ig
cua nguoi voi su c6 mat cua [gG da dong cua nguoi hode khi dung cho dong vat con
ngudi, trong do trinh tu nucleotit ma héa ving VH ctia khang thé dic hiéu khang nguyén
duogc chon va trinh tu nucleotit ma héa ving CH cua Ig lién két hoat dong véi nhau; iii)
tao ra hé biéu hién té bao dé tao ra khang thé hoa tri mot ndy; iv) tao ra khang thé hoa
tri mot bang cach dong biéu hién chu tric axit nucleic cta (i) va (ii) trong té bao cua hé
biéu hién té bao cua (iii).

Tuong tu, theo mot phuong an, khang thé khéang-tau theo sang ché la khang thé

hda tri mot, ma bao gom:

(i)  ving bién dbi ctia khéng thé theo sang ché nhu dugc md ta & day hoic

phan lién két epitop cta ving nay, va

(i)  ving CH cua immunoglobulin hodc ving cta né bao gdm ving CH2 va
CH3, trong d6 ving CH hodc ving cia né duoc bién dbi sao cho sao cho ving tuong
mg v&i ving ban 1é va, néu immunoglobulin khong phai 1a kiéu phu IgG4, viing khéc
ctia ving CH, nhu ving CH3, khong bao gom gdc axit amin bat ky, ma c6 kha ning tao
thanh lién két disulfua voi ving CH twong dong hodc lién két gitta chudi nhing cong
hoa tri hodc 6n dinh khong cong héa tri khéc véi ving CH tuong dong voi sur co mit

cua IgG da dong cua ngudoi.
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Theo phuong 4n khac, chudi ning néu & khang thé don dong theo sdng ché duoc

bién doi sao cho toan bd vung ban 1€ duge xoda bo.

Theo phuong an khéc nita, trinh tu khang thé hoa tri mot duoc bién ddi sao cho

n6 khong bao gdm bat ky vi tri nhan dbi véi glycosyl hoa lién két N.

Sang ché con bao gdm "Khang thé hai ddc hiéu", trong d6 ving lién két khang-
tau (vi du, ving lién két khang-tau ctia khang thé don dong khang tau) 1a mot phan cua
khung hai déc hiéu hoa tri hai hodc da hda tri man nham dich nhiéu hon mot epitop, (vi
du epitop thir hai c6 thé bao gdm epitop ctia phan nhan chuyén hoat tinh, sao cho Khang
thé hai dac hiéu c6 thé thé hién ting cudong chuyén bao qua hang rio sinh hoc, hang rao
méu nio). Do dé, theo phuong 4n khéc nira, Fab hoa tri mot ctia khang thé khang protein
tau c6 thé duoc ndi véi Fab hodc scfv bd sung ma nhim dich protein khac dé tao ra
khang thé hai dic hiéu. Khéang thé hai dic hiéu c6 thé co chic nang kép, vi du chirc
ning chita bénh tao ra boi ving lién két khang tau va chirc nang van chuyén ma cé thé
lién két voi phan tir nhan dé tang cuong van chuyén qua hang rio sinh hoc, nhur hang

rao mau nao.

Cac khang thé va doan lién két epitop ctia chung theo sang ché, con bao gém
khang thé chudi don. Céc khang thé chudi don 14 peptit trong d6 ving Fv chudi nang va
chudi nhe dugc ndi. Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuat Fv chudi don (scFv) trong
d6 chudi ning va chudi nhe trong Fv cua khéng thé khang protein tau theo sang ché
duoc ndi voi lién két peptit linh hoat (thuong bang khoang 10, 12, 15 hodc hon gbc axit
amin) trong chudi peptit don. Phuong phép tao ra cac khang thé nay duoc moé ta trong
vi du M¥ 4,946,778, Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, tap
113, Rosenburg va Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994), Bird
va cOng su, Science 242, 423-426 (1988), Huston va cong su, PNAS USA 85, 5879-
5883 (1988) va McCafferty va cong su, Nature 348, 552-554 (1990). Khang thé chudi
don ¢6 thé 14 hda tri mot, néu chi st dung VH va VL don, hai hoa tri, néu st dung hai
VH va VL, hodc da héa tri, néu st dung nhiéu hon hai VH va VL.

Cac khang thé va doan lién két epitop ctia chung duoc mé ta ¢ day cé thé duoc
bién dbi bang cach bao gdm cé thé duoc bién ddi biang cach bao gdm bat ky sé thich
hop clia axit amin cai bién va/hodc két hop vai chat thé lién hop. Tinh thich hop trong

bdi canh nay thudong duge xac dinh bai kha ning co ban duy tri it nhat tinh chon loc tau
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va/hodc tinh ddc hidu tau két hop voi khang thé khang protein tau b me khong dugc
din xuét. Viéc bao gém mdt hodc nhiéu modified axit amin c6 thé ¢6 loi dé, vi du, lam
tang chu ky ban ra huyét thanh polypeptit, lam giam tinh khéang nguyén polypeptit, hodc
tang tinh 4n dinh luu trix polypeptit. (Cac) axit amin dugc bién dbi, vi du, dong dich ma
hodc sau dich mé trong qua trinh tao ra tai t6 hop (vi dy, glycosyl hoa lién két N & mod
tip N-X-S/T trong qué trinh biéu hién trong t& bao dong vat cé vii) hodc bién d6i bang
cach tong hop. Céc vi du khong gi¢i han vé axit amin bién dbi bao gém axit amin
glycosyl héa, axit aminsulfat, axit amin prenyl hoa (vi du, farnesyl hoa, geranyl-geranyl
hoa), axit amin axetyl hda, axit amin axyl hda, axit amin PEGyl héa, axit amin biotin
hoa, axit amin carboxyl hoa, axit amin phosphoryl hoa, va tuong tu. Tham khao thich
hop dé hudng dan chuyén gia trong linh vuc vé bién dbi axit amin dugc cung cép trong
toan bo tai liu. Phuong phap vi du duge thay trong Walker (1998) Protein Protocols
On CD-Rom, Humana Press, Totowa, NJ. Axit amin bién ddi c6 thé, vi du, duoc chon
tir axit amin glycosyl héa, axit amin PEGyl hoa, axit amin farnesyl hoa, axit amin axetyl
héa, axit amin biotin hda, axit amin lién hgp voi géc lipit, hodc axit amin lién hop voi

tac nhan dan xuat hitu co.

Céc khang thé va doan lién két epitop ctia chung theo sang ché, c6 thé con duogc
bién d6i héa hoc bang cach lién hop cong héa tri voi polyme dé vi du lam ting chu ky
ban rd tudn hoan cua chung. Cac polyme vi du, va phuong phap gin chung vao peptit,
dugc minh hoa trong vi du My 4,766,106; M§ 4,179,337; My 4,495,285 va My
4,609,546. Céc polyme minh hoa bd sung bao gém polyol polyoxyetyl hoa va polyetylen
glycol (PEG) (vi du, PEG v6i khdi lugng phén tir nam trong khoang tir khoang 1,000
dén khoang 40,000, nhu tir khoang 2,000 dén khoang 20,000, vi du, khoang 3,000-
12,000 g/mol).

Céc khang thé va doan lién két epitop ctia chung theo sang ché c6 thé con dugc

dung trong phuong phép chan doan hodc phdi tir tao anh chan dodn .

Theo mdt phuong &n, cic khang thé va doan lién két epitop ctia chiing theo sang
ché bao gém mot hodc nhiéu axit amin dén nhan phong xa duogc dé xuit. Khéng thé
khéang protein tau dan nhan phong xa co thé duge st dung nhim ca muyc dich chan doan
va chita bénh (1ién hop voi cac phan tir dan nhan phéng xa la déu hiéu co thé khac). Cac
vi du khéng giéi han vé cc nhin nay bao gdm, nhung khéng giéi han & bismuth (2'*Bi),

cacbon (''C, 13C, C), crom (°'Cr), ¢6 ban (*’Co, °Co), dong (**Cu), dysprosi (‘**Dy),
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erbi ('®Er), flo (**®F), gadolini ("**Gd, *°Gd), gali (®®Ga, ¢’Ga), germani (%*Ge), vang
("®Au), holmi (***Ho), hydro (CH), indi ("''In, '"2In, 'BIn, "5In), T 6t ("2'1, 21, 1251, 1317,
iridi ("92Ir), sét (*Fe), krypton (3'™Kr), lanthan ('*°La), luteli ('”Lu), mangan (**Mn),
molybden (*’Mo), nito ('*N, N), oxy ('30), paladi ('®*Pd), phospho (**P), kali (*’K),
praseodym ('42Pr), promethi ('*Pm), rheni (‘% Re, '*®Re), rhodi (!%Rh), rubidi (*'Rb,
82Rb), rutheni (¥*Ru, ’Ru), samari ('3*Sm), scandi (*’Sc), seleni ("°Se), natri (**Na),
stronti (#*Sr, ¥Sr, *2Sr), luu huynh (¥S), techneti (*Tc), thali (3°'T1), tin (''*Sn, ''7Sn),
xenon ('*3Xe), ytterbi (1Yb, '°Yb, '77Yb), ytri (°°Y), kém (%°Zn) va zirconi (*Zr).
Zirconi (3Zr) 1a dic biét ¢6 loi. Phuong phép dé diéu ché axit amin dan nhan phong xa
va din xudt peptit lién quan la d& biét trong linh vuc (xem vi du Junghans va cong su,
in Cancer Chemotherapy va Biotherapy 655-686 (2nd edition, Chafner va Longo, eds.,
Lippincott Raven (1996)) va US 4,681,581; US 4,735,210, US 5,101,827; US 5,102,990
(US RE35,500), US 5,648,471 va US 5,697,902. Vi du, ddng vi phéng xa c6 thé duoc
lién hop bang phuong phap T cloamin (Lindegren, S. va cong su. (1998) "Chloramine-
T In High-Specific-Activity Radioiodination Of Antibodies Using N-Succinimidyl-3-
(Trimethylstannyl)Benzoate As An Intermediate", Nucl. Med. Biol. 25(7):659-665;
Kurth, M. et al. (1993) "Site-Specific Conjugation Of A Radioiodinated Phenethylamine
Derivative To A Monoclonal Antibody Results In Increased Radioactivity Localization
In Tumor", J. Med. Chem. 36(9):1255-1261; Rea, D.W. et al. (1990) "Site-specifically
radioiodinated antibody for targeting tumors", Cancer Res. 50(3 Suppl):857s-8615s).

Sang ché con dé xuat cac khang thé khang-tau va doan lién két epitop ctia ching
ma duge dan nhan phét hién dugc st dung nhan huynh quang (nhu chelat dat hiém (vi
du, chelat europi)), nhan loai fluoresxein (vi duy, fluoresxein, fluoresxein isothioxyanat,
5-carboxyfluoresxein, 6-carboxy fluoresxein, diclotriazinylamin fluoresxein), nhan loai
rhodamin (vi du, ALEXA FLUOR® 568 (Invitrogen), TAMRA® hoéc dansyl clorua),
VIVOTAG 680 XL FLUOROCHROME™ (Perkin Elmer), phycoerythrin;
umbelliferon, Lissamin; xanin, phycoerythrin, Texas Red, BODIPY FL-SE®
(Invitrogen) hodc chét tuong tu cla ching, tat ca trong sb chung thich hop dé phat hién
quang hoc. Nhan phat quang hda hoc co thé duoc dung (vi dy, luminol, luxiferaza,
luxciferin, va aequorin). Chén doén va phat hién nay cé thé con duoc thuc hién bé‘mg
cach ghép d6i phan tir chan doédn theo sang ché véi chit phat hién dugc bao gbm, nhung

khong gidi han ¢, cac enzym khéac nhau, enzym bao gbm, nhung khéng giéi han &,
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horseradish ~ peroxidaza, phosphataza  kiém, beta-galactosidaza, hodc
axetylcholinsteraza, hodc vdi phic nhdm prosthetic nhu, nhung khéng giéi han ¢,

streptavidin/biotin va avidin/biotin.

Nhan phat quang hoa hoc cé thé duoc st dung (vi du, luminol, luxiferaza,
luxiferin, va aequorin). Chéan doan va phat hién nay co thé con duoc thuc hién béng cach
ghép d6i phan tir chin doan theo sang ché v&i chat phat hién dugc bao gdbm, nhung
khong giéi han &, cic enzym khac nhau, enzym bao gdm, nhung khong giéi han o,
horseradish ~ peroxidaza, phosphataza  kiém, beta-galactosidaza, hodc
axetylcholinsteraza, hodc vdi phitc nhém prosthetic nhu, nhung khong gidi han &,
streptavidin/biotin va avidin/biotin. Nhén thuan tir cling cé thé duoc st dung, va tot hon
1a duoc phét hién sir dung Chup positron cit 1ép (PET) hodc chup cit 16p bing birc xa
don photon (SPECT). Nhén thuén tir nay bao gdm, nhung khong giéi han & hop chét
chira ion thuén tir cia Nhom (Al), Bari (Ba), Canxi (Ca), Xeri (Ce), Dysprosi (Dy), Erbi
(Er), Europi (Eu), Gandolini (Gd), Holmi (Ho), Iridi (Ir), Lithi (Li), Magié (Mg),
Mangan (Mn), Molybden (M), Neodymi (Nd), Osmi (Os), Oxy (O), Paladi (Pd), Platin
(Pt), Rhodi (Rh), Rutheni (Ru), Samari (Sm), Natri (Na), Stronti (Sr), Terbium (Tb),
Thuli (Tm), Tin (Sn), Titan (Ti), Gang (W), va Zirconi (Zi), va dic biét la, Co™, CR*?,
Cr*3, Cu™?, Fe*, Fe*?, Ga™, Mn™3, Ni*2, Ti*3, V'3, va V*, kim loai truyén positron st

dung Chup positron cat 16p khac nhau, va ion kim loai thuan tir khong phéng xa.

Do d6 theo mdt phuong an khang thé khang-tau hozc doan lién két tau ctia chung
theo sang ché co thé duoc dan nhan véi nhan huynh quang, nhan phat quang héa hoc,
nhén thuén tir, nhan d@ng vi phéng xa hodc nhan enzym. Khang thé dén nhan cta doan
c¢6 thé dugc st dung dé phat hién hodc do su c6 méat hodc lugng cua protein tau trong
ndo clia d6i tuong. Phuong phép nay co thé bao gdm viéc phat hién hodc viéc do su tao
anh trong co thé cua khang thé khang protein tau hodc doan lién két tau lién két voi
protein tau nay va cé thé bao gdm su tao anh ngoai co thé ctia khang thé khang protein
tau hodc doan lién két tau lién két véi tau.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén vecto biéu hién ma héa mot hodc nhiéu
chudi polypeptit ctia khang thé theo sang ché hodc doan lién két tau ctia chung. Vecto
biéu hién nay c6 thé duoc dung dé san xuét tai td hop cac khang thé hodc doan lién két

epitop clia chiing theo sang ché.
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Vecto biéu hién trong bdi canh cta sang ché c6 thé 1a vecto ADN hoac ARN
thich hop bét ky, bao gdm vecto axit nucleic nhidm sic thé, khong nhiém sic thé, va
téng hop (trinh ty axit nucleic bao gdm b thich hop clia céc yéu td kiém soat biéu hién).
Céc vi du v& vecto nay bao gdm dén xuit ctia SV40, plasmit vi khuan, ADN thé thuc
khuén, baculovirut, plasmit nAm men, vecto dan xuat tir t6 hop plasmit va ADN thé thuc
khuén, va vecto axit nucleic virut (ARN hodc ADN). Theo mot phuong an, khang thé
khéang protein tau-ma hda axit nucleic chira trong vecto ADN hodac ARN tran, bao gdm,
vi du, yéu td biéu hién tuyén tinh (nhu dugc mo ta trong, vi du, Sykes va Johnston, Nat
Biotech 12, 355-59 (1997)), vecto axit nucleic nén (nhu dugc mo ta trong vi du US
6,077,835 va/hodc WO 00/70087), vecto plasmit nhu pBR322, pUC 19/18, hodc pUC
118/119, vecto axit nucleic kich thudc nhé "mudi" (nhu duge md ta trong, vi du,
Schakowski va cong su, Mol Ther 3, 793-800 (2001)), hodc lam cau tric vecto axit
nucleic két ta, nhu ciu truc két tia CaPO4 (nhu duge mé ta trong, vi du, WO 00/46147,
Benvenisty va Reshef, PNAS USA 83, 9551-55 (1986), Wigler va cong su, Cell 14, 725
(1978), va Coraro va Pearson, Somatic Cell Genetics 2, 603 (1981)). Céac vecto axit
nucleic va viée st dung chung 1a dé biét trong linh vuc (xem vi du US 5,589,466 va US

5,973,972).

Theo mot phuong én, vecto thich hgp dé biéu hién céc khang thé khéng-tau hodc
doan lién két epitop clia chiing theo séng ché trong té bao vi khuan. Cac vi du vé vecto
nay bao gém vecto biéu hién nhu BlueScript (Stratagene), vecto pIN (Van Heeke &
Schuster, J. Biol. Chem. 264, 5503-5509 (1989), pET vectors (Novagen, Madison, WI),

va tuong tu.

Céc vecto biéu hién c¢6 thé con hodc tiy ¥ 1a vecto thich hop dé biéu hién trong
hé ndm men. Bét ky vecto thich hop dé biéu hién trong h¢ nidm men c6 thé duoc sir dung.
Cac vecto thich hop bao gdm, vi du, vecto bao gdm gen khéi dong cau thanh hodc quy
nap nhu yéu tb alpha, oxidaza rugu va PGH (xem trong: F. Ausubel va cong su, ed.
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing va Wiley InterScience New
York (1987), Grant va cdng su, Methods in Enzymol 153, 516-544 (1987), Mattanovich,
D. va cong su. Methods Mol. Biol. 824, 329-358 (2012), Celik, E. va cong su.
Biotechnol. Adv. 30(5), 1108-1118 (2012), Li, P. va cdng su. Appl. Biochem.
Biotechnol. 142(2), 105-124 (2007), Boer, E. va cdng su. Appl. Microbiol. Biotechnol.
77(3), 513-523 (2007), van der Vaart, J.M. Methods Mol. Biol. 178, 359-366 (2002), va
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Holliger, P. Methods Mol. Biol. 178, 349-357 (2002)).

Trong vecto biéu hién theo sang ché, khang thé khang protein tau-ma héa axit
nucleic c6 thé bao gdm hoic két hop véi gen khoi dong, gen ting cuong, va yéu td gitp
biéu hién khéc. Cac vi du vé cac yéu t6 nay bao gdm gen khoi dong biéu hién manh (vi
du, gen khoi dong/gen tang cuong CMV IE cua nguoi cling nhu gen khoi dong RSV,
SV40, SL3-3, MMTYV, va HIV LTR), trinh tu két thuc poly (A) hi¢u luc, géc sao chép
cho san phdm plasmit trong E. coli, gen chiu khang sinh lam chét déanh dau chon loc,
va/hodc vi tri tach dong thich hop (vi du, a da lién két). Axit nucleic con c¢6 thé bao gom
gen khoi dong quy nap déi dién véi gen khoi dong ciu thanh nhue CMV IE (chuyén gia
trong linh vuc hiéu rang thuat ngit ngay 1a mo ta thuc té ctia mirc do biéu hién gen dudi

diéu kién nhit dinh).

Theo khia canh khéac nita, sang ché dé cap dén té bao chu nhan thuc hodc nhan
s tai t6 hop, nhu transfectoma, ma tao ra khang thé hodc doan lién két epitop ctia chung
theo sang ché nhu duoc xac dinh & day hodc phén tir hai dic hiéu theo sang ché nhu
duogc xac dinh & day. Céac vi du vé té bao chu bao gém té bao ndm men, vi khudn, va té
bao dong vat céd vu, nhu té bao CHO hodc HEK. Vi du, theo mot phuong an, sang ché
d& xudt té bao bao gdm axit nucleic tich hop 6n dinh vao bd gen té bao ma bao gdm trinh
tu md hoa dé biéu hién khang thé khang -tau khang thé theo sang ché hodc doan lién
két epitop cua chung. Theo phuong an khéc, sang ché dé xuat té bao bao gdm axit nucleic
khong tich hop, nhu plasmit, cosmit, phagemit, hodc yéu t6 biéu hién tuyén tinh, ma bao
gdm trinh ty ma héa biéu hién cua khang thé khang-tau hozc doan lién két epitop clia

chung theo séng ché.

Theo khia canh khac, sang ché dé cip dén phuong phap tao ra khang thé khang
protein tau theo sang ché, phuong phéap nay bao gdm cac budc gom a) nudi cay khoi té
bao lai hodc té bao chii theo sang ché nhu duoc mo ta trén ddy, va b) tinh ché khang thé

theo sang ché tir moi truong nuoi cay.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén ché pham ma, nhu thuat ngit duoc st
dung & day, bao gdbm khang thé khang protein tau nhu duoc xac dinh & day, va co ban
khong c6 khang thé phat sinh tw nhién ma hoic 1a khong ¢ kha nang lién két véi protein
tau hodc khong thay doi vé vat chat chirc ning khang protein tau ctia ché pham. Do dd,

ché phim nay khong bao gdm huyét thanh phat sinh tu nhién, hodc din xuit tinh ché
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ctia huyét thanh nay, ma bao gdm hdn hop cta khang thé khéng protein tau va khang
thé khac ma khong thay ddi chic ning cua khang thé khéng protein tau ctia ché pham,

trong d6 chuc ndng nay la:
(1) co ban khong c6 kha nang lién két voi protein tau khong phosphoryl hoa;

(i)  co ban khong co kha ning lién két véi protein tau ma duge phosphoryl

hoa & S404 va khong duoc phosphoryl hoa & S396;
(iii)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl héa & S396;
(iv)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl héa & ca S396 va & S404;

(v)  kha nang phan biét chon loc gita gdc protein tau duoc phosphoryl hoa
S396 va S404 sao cho n6 co ban khong ¢ kha nang lién két gbe duoc phosphoryl hoa
404;

(vi)  kha ning lién két protein tau hyperphosphoryl héa tir ndo bénh Alzheimer
cua nguoi;
(vii) kha nang phéan biét gilta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia nguoi;

va/hodc

(viii) kha ning, khi dugc sir dung nhu duge mo ta & day véi chiét xuat rTg4510
ngh¢o mién dich tir chudt chuyén gen, dé lam giam dic hiéu dai protein tau
hyperphosphoryl hoéa 64kDa va 70kDa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam dai
protein tau 55 kDa hon 10% hodc kha nang, khi dugc str dung nhu dugc mo ta & day voi
chiét xudt tir ndo AD ngudi xét nghiém tir thi, dé lam giam dic hiéu dai tau
hyperphosphoryl héa S396 phosphoryl héa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam
dai protein tau khong hyperphosphoryl hda hon 10%.

Sang ché cy thé 1a d& cap dén ché pham clia khang thé khéng protein tau nay cé
su thay ddi cdu trac & trinh tu axit amin (& bat ky trong s6 CDR cua no, ving bién dbi,
gbc khung va/hodc ving hang dinh) so véi ciu tric cta khang thé khang protein tau cé
trong tu nhién, trong d6 su thay dbi ciu triic nay tao ra khéng thé khang protein tau thé
hién chtrc nang thay doi dang ké (cu thé 14, hon a20% khac biét, hon 40% khac biét, hon
60% khac biét, hon 80% khéc biét, hon 100% khéc biét, hon 150% khac biét, hon 2 lan
khac biét, hon 4 1an khéc biét, hon 5 1an khéc biét, hodc hon 10 lan khac biét vé chirc

nang) so véi chire nang dugc thé hién bdi khang thé khang protein tau cé trong tu nhién
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nay; trong d6 chirc nang nay la:
(1) co ban khéng c6 kha nang lién két véi protein tau khong phosphoryl hoa;

(i)  co ban khéng c¢6 kha ning lién két véi protein tau ma duoc phosphoryl

hoa & S404 va khong dugc phosphoryl hoa & S396;
(iii)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl héa & S396;
(iv)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl hda & ca S396 va & S404;

(v)  kha niang phan biét chon loc gitta gbc protein tau dugc phosphoryl hoa
$396 va S404 sao cho no co ban khong c6 kha ning lién két gbc dugc phosphoryl hoa
404,

(vi)  kha nang lién két protein tau hyperphosphoryl héa tit ndo bénh Alzheimer
cuia nguoi;

(vii) kha nang phén biét gitta protein tau bénh ly va khong bénh ly cua nguoi;
va/hodc

(viii) kha nang, khi dugc st dung nhu duge mo ta ¢ day vai chiét xuat rTg4510
nghéo mién dich tir chudt chuyén gen, dé lam giam ddc hiu dai protein tau
hyperphosphoryl héa 64kDa va 70kDa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam dai
protein tau 55 kDa hon 10%; hodc kha nang, khi duogc sir dung nhu duge moé ta ¢ day
voi chiét xuét tir ndo AD ngudi xét nghiém tir thi dé lam giam dic hiu dai tau
hyperphosphoryl héa S396 phosphoryl hoa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam
dai protein tau khong hyperphosphoryl hda hon 10%.

Thuat ngit "co ban khong c6" khang thé phat sinh tu nhién dé cap dén su véng
mit hoan toan cua khang thé phat sinh tu nhién nay trong ché phdm, hodc bao gém nong
d6 ctia khang thé phat sinh tu nhién nay trong ché pham ma khong anh hudng vat chat
dén dac didm lién két cua ché phdm. Khang thé duoc noi la "dugc phan 1ap" néu no
khong c6 ban sao phat sinh tu nhién hodc dugc phan ntacsh hodc tinh ché tir nhiéu thanh
phén ma di kém ndé mot cach tu nhién.

A

Thudt ngft "khang thé phat sinh tu nhién", nhu dé cap dén ché pham nay, dé cap
dén cac khang thé (bao gdm khang thé phat sinh tu nhiéncé trong ngudi sdng hodc dong

vat khéac, 1a trinh tu tu nhién véi chltc ndng cua hé mién dich ctia ching,
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Do d6, ché pham theo sédng ché khong loai trir, va thay vao do rd rang bao gom,
ché phdm nay chtra khang thé khang protein tau va khang thé bd sung dugc thém c6 chu
y ¢6 kha nang lién két voi epitop ma khong co trong tau. Ché pham nay cu thé 1a bao
gdm phuong 4n ctia chiing trong d6 ché phdm thé hién hiéu qua tang trong viéc diéu tri
bénh Alzheimer (AD), Bénh hat ua bac (AGD), Liét trén nhan tién trién (PSP), va Thodi
hoéa vo ndo va hach nén (CBD). Ngoai ra, sang ché nham dén ché phdm ma chira khang
thé khang khang thé tau, hodc doan lién két epitop ctia chiing, nhim dé dung trong diéu
tri Chimg r6i loan tdm than, cu thé 1a Chung rdi loan tim than do AD hoic Chimg rdi
loan tAm thin & bénh nhan méc AD, va hoi chung tdm than cua bénh nhan méc chung
mét trf thé Levwy. Ngoai ra, ché phim theo séng ché chia khang thé khang khang thé
tau, hodc doan lién két epitop cua chung, ma cé thé dung trong diéu tri dot quy, phuc

hoi sau dot quy, thoai hoa than kinh lién quan dén bénh Parkinson.
Theo khia canh khéc nita, sang ché dé cap dén duoc phém bao gém:

(1) khang thé protein tau, hodc doan lién két epitop cua chung, déu duoc xéac
dinh & day, hodc ché phim, nhu thut ngit dugc x4c dinh & ddy, ma bao gdm khang thé

khéng protein tau nay hodc doan lién két epitop ctia chung; va
(ii)  chat mang duoc dung.

Duoc phim co thé duoc diéu ché voi chat mang hodc chét pha loang duge dung
cling nhu bat ky ta duge va phu gia da biét khac theo k§ thuat thong thuong nhu dugc
mo ta trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 22nd Edition, Gennaro,

Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 2013.

Chat mang hodc chét pha lodng duoc dung cling nhu bét ky ta duoc va phu gia
d3 biét khac co thé thich hop voi hop chét duoc chon theo sang ché va cach dung duoc
chon. Tinh thich hop d6i véi chat mang va cac thanh phﬁn khac cua dugc phém duoc
xac dinh dua trén viéc khong co6 tdc dung phu dbi voi dac diém sinh hoc cua hop chét
duoc chon hodc dugc phém theo sang ché (vi du, tac dung co ban it (10% hodc it hon
trc ché tuong ddi, 5% hodc it hon e ché twong ddi, v.v.)) ddi véi lién két epitop .

Duoc pham theo sang ché c6 thé con bao gdm chit pha lodng, chéat don, mudi,
chat dém, chét phéan rad (vi du, chét phan rd khong ionic, nhu Tween-20 hodc Tween-
80), chét 6n dinh (vi dy, duong hodc axit amin khong protein), chét bao quan, chat him

md, chit hoa tan, va/hoic vat liéu khac thich hop dé chua trong duoc phdm. Chat pha
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lodng duoc chon dé khong anh huong hoat tinh sinh hoc ctia két hop. Cac vi du vé chat
pha lodng nay la nudc chung cat, nudéc mudi dém phosphat sinh 1y, dung dich Ringer,
dung dich dextroza, va dung dich Hank. Ngoai ra, dugc phém hodc ché phém con c6 thé
bao gdm chat mang khac, hoic chat 6n dinh khong doc t6, khong chita bneehj, khong
khang nguyén va tuong trr. Ché pham c6 thé con bao gom dai phén tir 16n, chuyén hoa
cham, nhu protein, polysaccarit gidng chitosan, polylactic axit, polyglycolic axit va
copolyme (vi dy, sepharoza chirc nang latex, agaroza, xenluloza, va tuong tu), axit amin

polyme, axit amin copolyme, va két tu lipit (vi dy, giot nho dau hoic liposom).

Mt lidu dung thuc t€ ctia thanh phan hoat tinh trong dugc pham theo sang ché
c6 thé thay d6i sao cho thu duoc luong thanh phﬁn hoat tinh ma hiéu qua dé dat duoc
dép tng chita bénh ddi v6i bénh nhan cu thé, ché phdm, va cch ding. Mtc liéu dung
dugc chon s€ phu thudc vao tinh bién ddi cua cac yéu td tac dong vat ly hda hoc bao
g6m hoat tinh cua ché phém cu thé theo sang ché duoc dung, hodc amit cia chung,
duong dung, thoi gian dung, tbc do bai tiét ctia hop chét cu thé duge dung, thoi gian
diéu tri, cac thudc khéc, hop chét va/hodc vat liéu dung trong két hop voi ché phém cu
thé dugc ding, do tudi, gidi tinh, can ning, tinh trang, sttc khoe chung va tién st y té
trude do clia bénh nhan duoc diéu tri, va cac yéu t6 twong tu di biét trong linh vuc y

hoc.

Dugc phim c6 thé dugc dung bang duong ding va cach dung thich hop bat ky,
bao gém: dung ngoai rudt, tiép xuc, qua duong miéng hoic trong miii d6i voi diéu tri
phong bénh va/hodc chita bénh. Theo mdt phuong an, duoc phém theo sang ché duoc
ding ngoai rudt. Cau "dung ngoai rudt" va "dugc dung ngoai rudt" nhu duge str dung &
day nghia 1a cach dung khac v6i cach diing trong rudt va tiép xuc, thuong bang cach
tiém, va bao gém tiém va truyé‘:n biéu bi, trong tinh mach, trong co, trong dong mach,
ndi tiy mac, trong thuong than, trong hoc mat, trong tim, trong da, trong bung, trong
gan, qua khi quan, dudi da, dudi biéu bi, trong khop, dudi khédp, dudi mang nhén, trong

cdt song, ndi sg, trong nguc, ngoai mang ciing va qua xuong ung.

Puong dung thich hop khac dbi voi hop chét theo sdng ché trong co thé va trong

dng nghiém 1a da biét trong linh vuc va cé thé dugc chon bai chuyén gia trong linh vuc.

Theo mdt phuong an dugc phém dugc dung béng cach tiém hoéc truyén trong

tinh mach hoac dudi da.
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Chit mang dugc dung bao gdm bét ky va tat ca cac dung moi, moi trudmg phan
tan, chét bao, tic nhan khang khudn va khang ndm, tic nhan déng truong, chat chdng
oxy hoa va tac nhan tri hodn hp thu thich hop, va twong tu ma thich hop vé sinh 1y voi
hop chét theo sang ché.

Vi du ctia chat mang nude va khong nudc thich hop cé thé dugc dung trong duoc
phém theo sang ché bao gém nude, nude mudi, nude mudi dém phosphat, etanol,
dextroza, polyol (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol, va tuong tu), va hdn
hop thich hop cua ching, dau thuc vat, nhu dau 6 liu, dau ngo, dau lac, dau hat bong, va
diu vimg, dung dich keo carboxymetyl xenluloza, gdm tragacan va este hitu co tiém
duoc, nhu etyl oleat, va/hodc nhiéu dém khéc. Cac chit mang khéc 1a da biét trong linh

vue dugc.

Chét mang duoc dung bao gdm dung dich nudc vo tring hodc chit phan tan va
bot vo trung cho ché pham tiy ing ctia dung dich tiém v trung hodc chét phéan tan. St
dung mdi truong va tac nhan nay ddi véi cac chat hoat tinh duge 1a da biét trong linh
vuc. Trir trong pham vi ma bét ky méi trudong hodc tac nhan thong thuodng khong thich
hop v6i hop chit hoat tinh, viéc st dung ching trong dugc phdm theo séang ché ciing

bao gom.

Tinh long chinh xac c6 thé duoc duy tri, vi du, béng cach st dung vat li¢u bao,
nhu lexithin, bang cach duy tri kich thudc hat can thiét trong truong hop phén tan, va

bang cach sir dung chét hoat dong bé mit.

Dugc phém theo sang ché c6 thé con bao gdm chat chdng oxy héa duge dung vi
du (1) chat chdng oxy hoa tan dugc trong nude, nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua,
natri bisulfat, natri metabisulfit, natri sulfit va tuong tu; (2) chét chéng oxy hoa tan duoc
trong dau, nhu ascorbyl palmitat, hydroxyanisol butyl héa (BHA), hydroxytoluen butyl
hoa (BHT), lexithin, propyl galat, alpha- tocopherol, va tuong tu; va (3) tac nhéan tao
chelat kim loai, nhu axit xitric, etylendiamin tetraaxetic axit (EDTA), sorbitol, axit

tartaric, axit phosphoric, va tuong tu.

Duoc phdm theo sang ché co thé con bao gém téc nhan déng truong, nhu duong,

polyalcohol, nhu manitol, sorbitol, glyxerol hodc natri clorua trong ché pham.

Duogc phém theo sang ché ¢6 thé con chira mot hodc nhiéu ta duoc phu thich hop

cho dudng dung nhu chit bao quan, tic nhan tham wét, tac nhan nhii hoa, tic nhan phan
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tan, chét bao quan hodc chat dém, ma c6 thé lam tang tudi tho hodc tinh hiéu qua cua
dugc phdm. Hop chét theo sdng ché ¢ thé duoc diéu ché voi chit mang ma s& bao vé
ché phdm chdng lai giai phong nhanh, nhu ché pham giai phong kiém soat, bao gdm vat
cdy, miéng &p da, va hé phan phdi vi nang. Cac chat mang nay c6 thé bao gdbm gelatin,
glyxeryl monostearat, glyxery! distearat, polyme thoai bién sinh hoc, thich hop sinh hoc
nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va riéng
axit polylactic hodc v&i sap, hodc cac vat lidu khac da biét trong linh vuc. Phuong phép
diéu ché cac ché pham nay thuong l1a da biét ddi voi chuyén gia trong linh vuc. Xem, vi
du, Sustained va Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel
Dekker, Inc., New York, 1978.

Theo mdt phuong an, hop chat theo sang ché c6 thé duoc diéu ché dé dam bao
su phan phdi dung trong co thé. Chat mang dugc dung dé ding ngoai rudt bao gdm dung
dich nudc vo trung hodc chat phan tan va bot vo trung cho ché phdm tuy y cta dung
dich tiém vo tring hodc chit phan tan. St dung méi truong va tac nhan nay déi voi chét
hoat tinh duoc 1a d& biét trong linh vuc. Trir trong pham vi ma bat ky moi truong hoac
tac nhan thong thudong khong thich hop voi hop chat hoat tinh, viée st dung chung trong
duoc pham theo sang ché ciing bao gdm. Cac hop chét hoat tinh bd sung c6 thé ciing

duoc két hop vao ché pham.

Duogc phim dé tiém thuong phai 1a vo trang va 6n dinh dudi cac diéu kién san
xut va luu trit. Ché phidm ma c6 thé duoc phdi ché thanh dung dich, vi nhii twong,
liposom, hodc cdu tric dugce yéu cau khéc thich hop v6i ndng d6 thude cao. Chat mang
c6 thé 1a dung méi nude hodc khong nude hodc moi truong phan tan chira vi du nude,
etanol, polyol (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol, va twong tu), va hon
hop thich hop cta ching, dau thue vat, nhu dau 6 liu, va este hitu co tiém duoc, nhu etyl
oleat. Tinh long chinh xé4c c¢6 thé dugc duy tri, vi du, bang cach sir dung chét bao, nhur
lexithin, bang cach duy tri kich thudc hat can thiét trong truong hop phén tén, va bang
cach st dung chit hoat dong bé mat Trong nhiéu truong hop, wu tién la bao gdm tac
nhan déng truong, vi du, dudng, polyalcohol nhu glyxerol, manitol, sorbitol, hodc natri
clorua trong ché pham. Viéc hap thu kéo dai ctia ché pham tan dugc c6 thé mang khoang
bang cach bao gdm trong ché phdm tac nhan lam chdm hap thu khang thé vi du, mubi
monostearat va gelatin. Dung dich tiém vo tring c6 thé dugc diéu ché bang cach két hop

hop chét hoat tinh véi luong cin trong dung moéi thich hop véi mot hoic két hop cua cac
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thanh phan vi du nhu liét ké & trén, khi yéu cdu, sau do bang cach vi loc vo trung. Thong
thuong, chit phan tan dugc didu ché biang cach két hop hop chét hoat tinh vao chat dan
thubc vo tring ma chira méi trudong phén tan bazo va thanh phan can thiét khac vi du tir
céc loai dugce liét ké & trén. Trong truong hop bot vo tring cho ché pham ctia dung dich
tiém duoc vo trung, vi du phuong phap diéu ché 1a lam kho trong chan khong va dong
khd (lam kho lanh) ma thu dugc bdt cua thanh phé‘m hoat tinh cong véi thanh phan mong

mudn bd sung tir dung dich loc vo trung trudce cua ching.

Dung dich tiém duoc v6 trung ¢6 thé duge didu ché bang céch két hop hop chat
hoat tinh vai luong cén trong dung moéi thihes hop véi mot hoidc két hop céc thanh phén
duoc liét ké & trén, khi can, sau d6 vi loc v6 tring. Thong thudng, chat phan tan duoc
diéu ché bang cach két hop hop chat hoat tinh vao chét din thude v6 tring ma chita moi
truong phan tan bazo va thanh phé‘m can thiét khéc vi du tir cac loai duoc liét ké o trén.
Trong trudong hop bot vo tring cho ché pham cta dung dich tiém dugce vé tring, vi du
phuong phép diéu ché 1a lam khé trong chan khong va dong khé (lam kho lanh) ma thu
dugc bot ca thanh phan hoat tinh cong voi thanh phan mong muén b6 sung tir dung

dich loc v trung trude cua ching.

Ché d6 ding lidu trong phuong phap diéu tri trén va st dung duge mo ta & day
duogc didu chinh dé tao ra dép mg mong mudn tbi vu (vi du, ddp tmg chita bénh). Vi du,
vién thude don c6 thé duge ding, mot vai lidu ding chia nho cé thé duge cho dung theo
thoi gian hodc lidu c6 thé dugc giam hodc ting theo ty 1& nhu dugc chi ra theo yéu cau
cta tinh hudng chita bénh. Ché phdm dung ngoai rudt c6 thé duoc diéu ché dudi dang
don vi liéu dung dé d& dang st dung va ddng nhét liéu dung. Dang don vi liéu dung nhu
dugc st dung & day dé cap dén don vi riéng biét ve vat ly nhu lidu ding don nhét cho
for dbi tugng duoc xir ly; moi don vi chita lugng dinh trudce ctia hop chét hoat tinh duoc
tinh dé tao ra hiéu qua chita bénh mong mudn lién quan dén chat mang dugc can thiét.
MBS ta d6i voi dang don vi liu dung theo sang ché duoc chi dinh béng va phu thudc truc
tiép vao (a) diac diém duy nhét cua hop chét hoat tinh va hiéu qua chita bénh cu thé can
dat duoc, va (b) gidi han vbn ¢6 trong linh vuc tao ra hop chét hoat tinh nay dé diéu tri

d6 nhay & c4 thé.

Liéu dung hiéu qua va ché do liéu dung d6i voi cac khang thé hodc doan lién két
epitop cua chung theo sang ché, phu thudc bénh hodc tinh trang duoc diéu tri va c6 thé

dugc xac dinh boi chuyén gia trong linh vue. Vao ngay bat ky dugc cho liéu dung duoc
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dua ra, liéu ding c6 thé nam trong khoang tir khoang 0,0001 dén khoang 100 mg/kg, va
thuong xuyén hon 1a tir khoang 0,01 dén khoang 5 mg/kg, cua khéi lugng co thé chu.
Vi du, lidu dung c6 thé 1a 1 mg/kg khdi luong co thé hoc 10 mg/kg khéi luong co thé
hodc trong khoang 1-10 mg/kg khdi lugng co thé. Do d6 liéu ding vi du bao gdm: tlr
khoang 0,1 dén khoang 10 mg/kg/khdi lugng co thé, tir khoang 0,1 dén khoang §
mg/kg/khdi lugng co thé, tir khoang 0,1 dén khoang 2 mg/kg/khdi lugng co the, tir
khoang 0,1 dén khoang 1 mg/kg/khdi lugng co thé, vi du khoang 0,15 mg/kg/khdi luong
co thé, khoang 0,2 mg/kg/khdi lugng co thé, khoang 0,5 mg/kg/khdi luong co the,
khoang 1 mg/kg/khéi luong co thé, khoang 1,5 mg/kg/khdi lugng co thé, khoang 2
mg/kg/khdi luong co thé, khoang 5 mg/kg/khdi lugng co thé, hodc khoang 10
mg/kg/khéi luong co thé.

Béc s§ c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé xac dinh dé dang va quy dinh
lugng hiéu qua cua dugc phdm can thiét. Vi du, bac s§ 6 thé bét dau tir liéu khang thé
hodc doan lién két epitop ctia chung theo sédng ché dugc ding trong duoc phdm & cac
murc thip hon murc yéu cau nhim dat duge hidu qua chira bénh mong mudn va tang dan
lidu dung dén khi dat duoc hiéu qua mong mudn. Néi chung, liéu hang ngay thich hop
cta ché pham theo sang ché c6 thé 1a luong hop chat ma 1a liéu thip nhat hiéu qua dé
tao ra hi€u qua chira bénh. Liéu hiéu qua nay thuong sé phu thudc vao céc yéu té dugc
md ta ¢ trén. Viéc dung co thé vi du la trong tinh mach, trong co, trong mang bung, hodc
dudi da. Néu muén, liéu hang ngay hiéu qua ctia duge phdm cé thé duge dung thanh
hai, ba, bdn, ndm, sau hodc nhiéu lidu phu duogc dung tach biét 6 khoang cach thoi gian
thich hop trong ngay, tiy ¥, dudi dang liéu dung don vi. Mc du ¢6 thé dung riéng hop

chét theo séang ché, tét hon 1a dung hop chét lam duge pham nhu duge mo ta & trén.

Céc khang thé dan nhan hozc doan lién két epitop cua chung theo sang ché co
thé duogc st dung nhdm muc dich chan doéan dé phat hién, chan doan, hodc theo ddi bénh
hodc rdi loan. Séng ché dé xuét viéc phat hién hodc chin doan bénh hodc rdi loan thodi
héa than kinh hodc nhén thuc, bao gdm nhung khong giéi han & bénh Alzheimer, Bénh
hat ua bac (AGD), Liét trén nhéan tién trién (PSP), va Thoai héa vo ndo va hach nén
(CBD), bao gdm: (a) kiém tra su ton tai cia doan AB pyroglutamat héa trong mau té bao
hodc mé ctia ddi tugng st dung mot hozc nhiéu khang thé ma lién két ddc hiéu véi tau;
va (b) so sanh muc khang nguyén vi mic ddi ching, vi du muc trong mau md binh

thuong, nho d6 viée taing muc kiém tra clia khang nguyén so véi mire doi chung cua
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khéng nguyén chi bdo bénh hodc rdi loan, hodc chi bdo muc d6 tram trong cua bénh

hodc roi loan.

Céc khang thé hodc doan lién két epitop cta ching theo sang ché co thé duoc
dung dé thir nghiém protein tau hodc doan cta protein tau trong mau sinh hoc str dung
phuong phap hoa mé mién dich da biét trong linh vuc. Phuong phép dira trén khang thé
khac hitu dung dé phat hién protein bao gdm xét nghiém mién dich nhu xét nghiém mién
dich lién két enzym (ELISA) va xét nghiém mién dich danh déu phéng xa (RIA) va thi
nghiém trén co s& nén phat hién ¢& trung binh (MSD). Nhan khang théthich hop c6 thé
duge su dung trong b kit va phuong phép nay, va cac nhan da biét trong linh vuc bao
gdm nhin enzym, nhu phosphataza kiém va glucoza oxidaza; nhan dong vi phong xa,
nhu I 6t('31, ), cacbon (**C), luu huynh (*S), triti *H), indi ('*'In), va techneti
(®*"Tc); va nhin phéat quang, nhu luminol va luciferaza; va nhan huynh quang, nhu

fluoresxein va rhodamin.

Su ¢6 mat cua céac khang thé khang tau dan nhan hodc doan lién két tau ctia chung
c6 thé dugc phat hién trong co thé nhim muc dich chin doan. Theo mdt phuong 4n,
chin doan bao gdm: a) viéc dung cho déi tugng luong hiéu qua cla phén tr dan nhén
nay; b) doi trong khoang thoi gian sau khi dung dé cho phép phan tir ddn nhan tap trung
& vi tri (néu c6) ctia ling phit AR va cho phép phan tir dan nhéan da lién két dugc loai dén
murc nén; ¢) xac dinh muic nén; va d) phat hién phéan tir dan nhan & d6i tuong, sao cho
viéc phat hién phan tr dan nhan trén muc nén chi ra ring ddi tuong c6 bénh hodc réi
loan, hodc chi ra mirc d6 tram trong ctia bénh hogic rdi loan. Theo phuong 4n nay, phan
tr duoc dan nhan véi gbe tao anh thich hop dé phat hién bang cach str dung hé tao anh
cu thé da biét ddi v6i chuyén gia trong linh vue. Mt nén cé thé dugc x4c dinh bang
nhiéu phuong phép da biét trong linh vuc, bao gém viéc so sanh lugng ctia khang thé
dan nhén phat hién dugc cho gia tri tiéu chuén dinh trude cho hé tao anh cu thé. Phuong
phép va hé théng ma c6 thé dung trong phuong phap chén doan theo sang ché bao gom,
nhung khong gisi han &, chup cit 16p vi tinh (CT), quét toan than nhu chup positron cét
16p (PET), tao anh cong hudng tr (MRI), va chup siéu am.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat khang thé don dong, hozc doan lién két
epitop cua chung, nhu duogc xac dinh ¢ day dé dung trong liéu phép chita bénh.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét khang thé don dong, hodc doan lién két
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epitop cua chung, nhu duge xéc dinh & day dé ding trong diéu tri, chan doan hoic tao

anh bénh do protein tau.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat khang thé don dong, hodc doan lién két
epitop cua chung, nhu dugc xac dinh ¢ day dé dung trong diéu tri bénh Alzheimer,
Bénh hat wa bac (AGD), Liét trén nhén tién trién (PSP), va Thoai hoa vo ndo va hach
nén (CBD).

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat khang thé don dong, hodc doan lién két
epitop cua chung, nhu dugc xac dinh & day dé dung trong viéc san xut thudc dé didu

tri, chdn doén hosc tao anh bénh do protein tau.

Tét hon 1, thube 1a dé diéu tri bénh Alzheimer (AD), Bénh hat ua bac (AGD),
Liét trén nhan tién trién (PSP), va Thoai hoa vo ndo va hach nén (CBD) tét nhat 1a bénh
Alzheimer (AD). Thubc tét hon 1a ciing dé diéu trj Ching rdi loan tim than, cu thé la
Ching rdi loan tdm than do AD hodc Chung rdi loan tim than & bénh nhan méc AD, va
hoi chung tdm than ctia bénh nhan méc ching mét tri thé Levwy.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xudt phuong phéap diéu tri, chan doan hodc tao
anh bénh Alzheimer hodc bénh do protein tau khac & dbi tuong, phuong phap nay bao
gdm viée dung thude khang thé don dong hodc doan lién két epitop ctia chiing nhu dugc
xac dinh & déy, cho d6i tuong vai luong cé hidu qua.

Theo phuong an dugc uu tién, viéc diéu tri 12 man tinh, tot hon 14 trong it nhat 2
tudn, nhu it nhit trong 1 thang, 6, thang, 1 nam hozc hon.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét bo kit bao gém khang thé, hoic doan cua
chung, nhu dugc xéc dinh & day dé dung trong liéu phap chita bénh.

Céc phuong &n

1. Khang thé don dong, hoic doan lién két epitop cua ching, c6 kha ning
lién két dic hiéu mién dich véi gde duoc phosphoryl héa 396 ctia protein tau ctia nguoi,
nhu gdc phosphoryl héa 396 néu & SEQ ID NO:33.

2. Khang thé theo phuong an 1 gdm c6 khang thé nguyén ven.

3. Khang thé hoac doan lién két epitop ciia chung theo phuong an 1 hogc 2
bao gdm hodc gdm c6 doan lién két epitop dugc chon tir nhém bao goém: doan Fv (vi

du Fv chudi don va Fv lién két disulphua); doan twong tu Fab (vi du doan Fab, doan
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Fab’ va doan F(ab)2); ving (Fv)2-CH3 thé nho, va khang thé ving (vi du viing bién doi
VH don hodc VL ving bién doi).

4. Khang thé hoic doan lién két epitop ctia ching theo phuong 4n bat ky néu
trén, trong d6 khang thé duoc chon tir nhém bao gém khang thé cta kiéu phu IgGl,

IgG2, IgG3, hodc IgG4.

S. Khang thé don dong hodc doan lién két epitop ctia chiing theo bat ky trong

sO cac phuong an néu trén ma la cia nguoi hode dugc nguoi hoa.

0. Khéang thé don dong, hodc doan lién két epitop cua chung, theo mdt
phuong 4an bt ky trong s cac phuong 4n néu trén trong d6 khéng thé hoic doan lién

két epitop thé hién mot hodc nhiéu trong sb cac cc dic tinh sau day
(a)  tinh chon loc va tinh déc hiéu ddi véi protein tau bénh ly ctia nguoi,

(b)  ai luc lién két (KD) ddi v&i p-Tau 386-408 (pS396/pS404) (SEQ ID
NO:33) nam trong khoang 0,5-10 nM, nhu 1-5 nM hodc 1-2 nM

7. Khéng thé don dong, hodc doan lién két epitop cta chung, theo mot
phuong 4n bit ky trong sé cac phuong an néu trén, trong d6 khang thé nay co ban khong
lién két gbe duoc phosphoryl héa 404 trén protein tau (SEQ ID NO:33).

8. Khang thé don dong, hodc doan lién két epitop ctia ching bao gdm:

(a) CDR1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:1 hodc trinh tur
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:2 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(c) CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:3 hoic trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 1 khac

biét axit amin;
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(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:4 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéac biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(e) CDR2 chubi nang c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:5 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hozc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin; va

63) CDR3 chudi ning c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:6 hodc trinh tu
axit amin ¢6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéac biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac

biét axit amin.

9. Khéng thé don dong theo phuong 4n 8, bao gbm ving bién doi chudi nang
néu ¢ SEQ ID NO:8 hoac trinh tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin,
hoac khong nhiéu hon 3 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit
amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac biét axit amin va/hodc ving bién d6i chudi nhe néu
& SEQ ID NO:7, ¢6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 3
khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon
1 khac biét axit amin.

10.  Khang thé don dong, hodc doan lién két epitop clia ching, bao gdm:

(a) CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9 hoic trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 1 khéac
biét axit amin;

(b)  CDR2 chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:10 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

©) CDR3 chudi nhe ¢ trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:11 hodc trinh tu

axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
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axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(d)  CDRI chubi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12 hodc trinh
tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc
biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1
khac biét axit amin;

(e) CDR2 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13 hodc trinh
tu axit amin c¢6 khong nhidu hon 4 khac biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 1
khéc biét axit amin; va

(H) CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:14 hoéc trinh
tu axit amin c¢6 khong nhidu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1

khéc biét axit amin.

11.  Khéng thé don dong theo phuong 4n 10, bao gdm vung bién ddi chudi
nang néu ¢ SEQ ID NO:16 hodc trinh tu axit amin ¢6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit
amin, hodc khdng nhiéu hon 3 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét
axit amin, hoac khong nhiéu hon 1 khéc biét axit amin va hodc ving bién ddi chudi nhe
néu & SEQ ID NO:15 hoac trinh tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin,
hodc khéng nhiéu hon 3 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit
amin, hoac khong nhiéu hon 1 khéc biét axit amin.

12.  Khang thé don dong, trong d6 doan lién két epitop bao gom:

(a) CDR1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:17 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét
axit amin, hodc khong nhidu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 1 khéc
biét axit amin;

(b) CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:18 hoic trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéc

biét axit amin;
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(c) CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:19 hoic trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéc
biét axit amin;

(d)  CDRI chudi nang c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:20 hoc trinh
tu axit amin cé khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodc khdong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 1
khac biét axit amin;

()  CDR2 chudi ning c6 trinh tir axit amin néu & SEQ ID NO:21 hodc trinh
tu axit amin cé khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1

khac biét axit amin; va

63) CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:22 hoic trinh
tu axit amin cé khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hoic khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1

khac biét axit amin.

13.  Khang thé don dong theo phuong an 12, bao gém ving bién d6i chudi
nang néu ¢ SEQ ID NO:24 hodc trinh tu axit amin c¢6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit
amin, hoac khong nhiéu hon 3 khac biét axit amin, hosc khong nhiéu hon 2 khéac biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéc biét axit amin va hodc ving bién d6i chudi nhe
néu & SEQ ID NO:23 hoac trinh tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin,
hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit
amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéc biét axit amin.

14.  Khéang thé don dong, hoic doan lién két epitop ctia ching bao gom:

(a) CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:25 hodc trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét
axit amin, hoac khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(b) CDR2 chudi nhe ¢d trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:26 hoic trinh tu

axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét
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axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(c) CDR3 chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:27 hoic trinh tu
axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét
axit amin, hoac khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac
biét axit amin;

(d)  CDRI chudi ning c6 trinh tir axit amin néu & SEQ ID NO:28 hodc trinh
tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 1

khac biét axit amin;

(e) CDR2 chudi ning c6 trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO:29 hodc trinh
tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khéac
biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1
khac biét axit amin; va

63 CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:30 hogc trinh
tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac
biét axit amin, hodac khong nhiéu hon 2 khac biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 1

khéc biét axit amin.

15.  Khang thé don dong theo phuong an 14, bao gém vung bién ddi chudi
nang néu & SEQ ID NO:32 hodc trinh tu axit amin c¢6 khong nhiéu hon 4 khac biét axit
amin, hodc khong nhiéu hon 3 khac biét axit amin, hodc khéng nhiéu hon 2 khac biét
axit amin, hodc khong nhiéu hon 1 khéc biét axit amin va hodc ving bién d6i chudi nhe
néu & SEQ ID NO:31 hoac trinh tu axit amin c6 khong nhiéu hon 4 khéc biét axit amin,
hodc khong nhiéu hon 3 khéc biét axit amin, hodc khong nhiéu hon 2 khac biét axit

amin, hodc khong nhiéu hon 1 khac biét axit amin.

16.  Khang thé hodc doan lién két epitop clia ching theo mot trong sé cac
phuong an 1 dén 7, trong d6 khang thé nay hoic doan cua ching canh tranh v&i khang
thé hodc doan lién két epitop cua chung duoc xac dinh trong Phuong 4n 8-15 dé lién

két véi protein tau cua nguoi .

17.  Khéang thé hodc doan lién két epitop ciia chiing theo phuong 4n bét ky néu
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trén bao géom vung Fc.

18.  Khang thé hoic doan lién két epitop ctia ching theo phuong 4n bat ky néu

trén con bao gdm gde dé lam ting chu ky ban dan trong co thé.

19.  Khang thé hodc doan lién két epitop ctia chung theo Phuong én 18, trong
d6 gbe dé lam tang chu ky ban dan trong co thé duge chon tir nhém bao gdm polyetylen

glycol (PEG), albumin huyét thanh ngudi, nhém glycosyl hoa, axit béo va dextran.

20.  Khang thé hoic doan lién két epitop cua ching theo phuong én bat ky néu

trén trong d6 khang thé con bao gdm gbe phat hién duge.

21.  Khang thé hoic doan lién két epitop ctia chung theo Phuong 4n 20 trong
d6 gbe phat hién duge duge chon tir nhém bao gdm: nhan huynh quang; nhan phat quang

hda hoc; nhan thuan tlr; nhan déng vi phong xa; hodc nhan enzym.

22.  Khang thé hoic doan lién két epitop cta ching theo cic Phuong an 20

hodc 21 trong d6 gdc phét hién duge bao gbm hoidc gébm dong vi phéng xa.

23.  Khang thé hoic doan lién két epitop ctia ching theo Phuong 4n 22 trong
do déng vi phong xa dugc chon tir nhéom bao gém 99mTec, 111In, 67Ga, 68Ga, 72As,
897Zr, 1231 va 201TL

24.  Khéng thé hodc doan lién két epitop cla chung theo Phuong én 21 trong

d6 gbe phat hién duge bao gdm hozc gdbm dong vi thuan tir.

25.  Khéng thé hodc doan lién két epitop ctia ching theo Phuong én 24 trong
d6 ddng vi thuan tir duoc chon tir nhom bao gom 157Gd, 55Mn, 162Dy, 52Cr va 56Fe.

26.  Khéng thé hodc doan lién két epitop ctia ching theo bét ky trong sb céc
Phuong an 20 dén 25 trong d6 géc phét hién dugc dugc phat hién boi k¥ thuat tao anh
nhu SPECT, PET, MRI, tao anh quang hodc siéu am.

27.  Khang thé hoic doan lién két epitop cua ching theo bat ky trong s6 cac
Phuong &n 20 dén 26 trong d6 géc phét hién dugc duoc n6i véi khang thé hodc doan
lién két epitop ciia ching mot cach gian tiép, thong qua gdc lién két.

28.  Khang thé hodc doan lién két epitop ctia chiing theo Phuong 4n 27 trong
dé géc lien két duoc chon to nhom bao gém ddn xudt cua 1,4,7,10-

tetraazaxyclododexan-1,4,7,10,tetraaxetic axit (DOTA), deferoxamin (DFO), dén xuét
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cua dietylentriaminepentaaxetic — axit (DTPA), ddin  xuidt cia  S-2-(4-
Isothioxyanatobenzyl)-1,4,7-triazaxyclononan-1,4,7-triaxetic axit (NOTA) va din xudt

cua 1,4,8,11-tetraazaxyclododexan-1,4,8,11-tetraaxetic axit (TETA).

29.  Khang thé don dong, hodc doan lién két epitop clia ching trong d6 chudi
nang duogc chon tir nhdm bao gém SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:24, SEQ
ID NO:32, va SEQ ID NO:35, va chudi nhe dugc chon tit nhém bao gém SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:23, va SEQ ID NO:36-

30.  Khang thé don dong, hodc doan lién két epitop ctia chung bao gdm

(@  CDRI chudining bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gbém

SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:20, va SEQ ID NO:28,

(b)  CDR2 chudi ning bao gém trinh tu axit amin dugc chon ti nhém bao gbm
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:29; va

(©) CDR3 chudi nang bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gém

SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:22, va SEQ ID NO:30; va

(d)  CDR3 chudi nhe bao gém trinh tu axit amin duoc chon tir nhom bao gém
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:19, va SEQ ID NO:27.

31. Khang thé theo sang ché, hoic doan lién két epitop ctia ching theo mot

phuong 4n bét ky trong s6 cac Phuong 4n 1 dén 7 bao gdm
a) CDRI1 chudi ning bao gom trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:20;
(b)  CDR2 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:21;
(¢c)  CDR3 chudi ning bao gém trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:22; va
(d)  CDR3 chudi nhe bao gdm trinh tyr axit amin néu & SEQ ID NO:19.

32.  Phaén tlr axit nucleic phén ldp ma hda khang thé hodc doan lién két epitop

cta chung nhu duge xac dinh theo bat ky trong sd cac Phuong 4n 1 dén 31.
33.  Phéan tt axit nucleic theo Phuong an 32 trong d6 phan tir la phéan tir cADN.

34.  Vecto bao gdm phén tir axit nucleic nhu duge xé4c dinh theo Phuong én
32 hodc 33.

35.  Té bao chu tai t6 hop bao gém phan tir axit nucleic nhu duge xac dinh
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theo bét ky trong sé cac Phuong an 32 dén 34.

36.  Phuong phap tao ra khéng thé hodc doan lién két epitop nhu duoc xic
dinh theo bat ky trong s6 cac Phuong an 1 dén 31, phuong phap bao gém viéc nuéi ciy
t& bao chu nhu duge x4c dinh trong Phuong 4n 35 dudi cac diéu kién ma cho phép biéu

hién khéng thé ma hoa hodc doan lién két epitop ctia ching.

37.  Ché phdm bao gdm khang thé hodc doan lién két epitop cta ching theo
mot diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong do ché phdm nay co ban khong cé
khang thé phat sinh tu nhién ma hoac 14 khong c6 kha nang lién két v6i protein tau hodc
khong thay dbi vé& vat chit chic nang khang protein tau ctia ché phdm, trong d6 chirc

ning nay duoc chon tir nhom bao gdm:
(1) co ban khong c¢6 kha ning lién két voi protein tau khong phosphoryl hoa;

(i)  co ban khong c6 kha ning lién két voi protein tau ma dugc phosphoryl

hoa & S404 va khong dugc phosphoryl hoa & S396;
(i)  kha ning lién két v6i protein tau phosphoryl héa & S396;
(iv)  kha nang lién két véi protein tau phosphoryl hoa & ca S396 va & S404;

(v)  kha nang phan biét chon loc giita gbc protein tau duge phosphoryl hoa
$396 va S404 sao cho né co ban khong co kha nang lién két gdc duge phosphoryl héa
404;

(vi)  kha nang lién két protein tau hyperphosphoryl héa tir ndo bénh Alzheimer
cuia nguoi;

(vii) kha ning phan biét gifta protein tau bénh ly va khong bénh ly cua nguoi;
va/hoéac

(viii) kha nang, khi dugc st dung nhu duge mo6 ta & day voi chiét xuit rTg4510
nghe¢o mién dich tir chudt chuyén gen, dé lam giam dic hiéu dai protein tau
hyperphosphoryl héa 64kDa va 70kDa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam dai
protein tau 55 kDa hon 10% %; hodc kha nang, khi dugc stir dung nhu duge mo ta ¢ day
véi cac chiét xuét tir ndo AD kham nghiém tur thi ctia nguoi, dé lam giam dac hiéu dai
protein tau S396 phosphoryl hoa hyperphosphoryl héa it nhit 90%, trong khi d6 khong
lam giam dai protein tau khong hyperphosphoryl hoa hon 10%.
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38.  Ché phim bao gdm khang thé hodc doan lién két epitop ctia chiing theo
mot diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay hodc doan lién két
epitop cua chung c6 su thay doi cdu tric trong trinh tu axit amin, so voi cau tric cla
khang thé khang protein tau cé trong tu nhién, trong dé su thay doi ciu tric nay khién
khang thé nay hodc doan nay thé hién chirc niang thay ddi so véi chic niang dugc thé
hién bang khang thé khang protein tau cé trong tu nhién nay, trong d6 chiic ning nay

duogc chon tir nhom bao gé)m:
(1) co ban khong c¢6 kha ning lién két voi protein tau khong phosphoryl hoa;

(i)  co ban khong c6 kha nang lién két voi protein tau ma duge phosphoryl

hoa & S404 va khong dugc phosphoryl hoa ¢ S396;
(iii)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl héa & S396;
(iv)  kha nang lién két voi protein tau phosphoryl hoa & ca S396 va & S404;

(v)  kha nang phan biét chon loc gitta gbc protein tau duoc phosphoryl hoa
S396 va S404 sao cho no co ban khong c¢6 kha ning lién két gde duge phosphoryl héa
404;

(vi)  kha nang lién két protein tau hyperphosphoryl héa tir ndo bénh Alzheimer
cla nguoi;

(vii)  kha ndng phén biét gitta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia nguoi;
va/hodc

(viii) kha nang, khi dugc sir dung nhu duoc mo ta & day véi chiét xuat rTg4510
nghéo mién dich tir chudt chuyén gen, dé lam giam ddc hiéu dai protein tau
hyperphosphoryl hoa 64kDa va 70kDa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam giam dai
protein tau 55 kDa hon 10%; hodc kha néng, khi dugc st dung nhu duge mo ta ¢ day
v61i chiét xudt tir nio AD kham nghiém tir thi ctia nguoi, dé 1am giam dic hi¢u dai protein
tau S396 phosphoryl héa hyperphosphoryl héa it nhat 90%, trong khi d6 khong lam
giam dai protein tau khong hyperphosphoryl hoa hon 10%.

39.  Duoc phim bao gdm khang thé don dong hodc doan lién két epitop cuia
ching nhu duge xac dinh theo bat ky trong s& cic Phuong an 1 dén 31, hodc ché pham

nhu duge x4c dinh theo bét ky trong sé cac Phuong 4n 37-38; va chat mang duoc dung.

40.  Khang thé don dong, hodc doan clia ching, theo bt ky trong sb céc
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phuong 4n 1-31, ché pham theo bat ky trong s6 cac Phuong an 37-38, hodc dugc pham
theo phuwong an 39, dé dung trong y hoc.

41.  Khéng thé don dong, hodc doan cta chung, theo bat ky trong s6 cac
phuong an 1-31, ché pham theo bt ky trong s cac Phuong an 37-38, hodc dugc pham
theo phuong 4n 39, dé ding trong diéu tri bénh do protein tau.

42, Khang thé don dong, hoac doan cta chung, ché phém, hodc dugc phém,
theo phuong an 41 trong d6 bénh do protein tau dugc chon tir nhém bao gém bénh
Alzheimer, Bénh hat ua bac (AGD), Liét trén nhén tién trién (PSP), Thoai héa vo ndo
va hach nén (CBD), Chung rdi loan tAm thén, cu thé 1a Chung rdi loan tAm than do AD
hodc Chung rdi loan tAm thdn & bénh nhan mic AD, va hoi chimg tim than cua bénh

nhan méc chimg mét tri thé Levwy.

43. St dung khang thé don dong, hodc doan cua ching, theo bat ky trong sd
cac phuong 4n 1-31, ché phdm theo bét ky trong sé cac Phuong 4n 37-38, hodc dugc

pham theo phuong 4n 39 trong san xuat thudc dé diéu tri bénh do protein tau.

44. St dung khang thé don dong, hodc doan ctia chiing, ché pham, hoic dugc
pham theo phuong an 43 trong d6 bénh do protein tau duoc chon tir nhém bao gbém bénh
Alzheimer, Bénh hat ua bac (AGD), Liét trén nhén tién trién (PSP), Thoai héa vo néo
va hach nén (CBD, Chimg rdi loan tdim thin do AD hodc Chung réi loan tim than &

bénh nhan mic AD, va hoi chimg tdm thin ctia bénh nhan mic ching mat tri thé Levwy.

45.  Phuong phap diéu tri bénh Alzheimer hodc bénh do protein tau khéac & dbi
tuong, phuong phép nay bao gdm viéc ding khang thé don dong, hoic doan ctia chung,
theo bét ky trong s6 cac Phuong 4n 1-31, ché pham theo bat ky trong s6 céc Phuong an
37-38, hodc duoc phim theo phuong én 39 cho dbi tuong véi lugng c6 hidu qua.

46.  Phuong phap theo phuong an 45, trong d6 viéc diéu tri 1a man tinh.

47.  Phuong phép theo phuong 4n 46, trong do diéu tri man tinh la trong it nhat
2 tuén, nhu it nht trong 1 thang, 6, thang, 1 ndm hodc hon.

48.  Phuong phap theo mot phuong n bat ky trong sd cac Phuong an 45 dén

47, trong d6 doi tuong la nguoi.

49. B kit bao gdm khang thé don dong, hodc doan ctia ching, theo bat ky

trong s6 cac phuong an 1-31, ché pham theo bét ky trong s6 cac Phuong 4n 37-38, hodc
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duoc phdm theo phuong an 39 dé dung trong y hoc.

50. Khang thé don dong, hodc doan cta chung, theo bat ky trong sb cac
Phuong an 1-31, ché phdm of bit k¥ trong s cac Phuong 4n 37-38, hodc duge pham
theo phuong an 39 dé ding trong viéc phat hién hodc do sy céd mat hodc lwong cua

protein tau nay trong ndo ctia déi tuong.

51.  Khéng thé don dong, hodc doan cua chung, ché phfflm hodc dugc phém
theo phuong én 50, trong d6 viéc phat hién hodc do nay bao gbm su tao anh trong co

thé cua khang thé khang protein tau nay lién két v&i protein tau nay.

52.  Khéng thé don dong, hodc doan cta ching, ché phém hoac duoc phém
theo phuong an 50, trong do6 viéc phét hién hodc do nay bao gém su tao anh ngoai co

thé ctia khang thé khang protein tau hodc doan ctia chung, lién két voi protein tau nay.

53.  Khang thé don dong, hodc doan lién két epitop cua ching, c6 kha nang
lién két dic hiéu mién dich véi gbe duge phosphoryl héa 396 ciia protein tau ctia ngudi
(SEQ ID NO:33) v6i sy 6 mat cua protein tau cia nguoi phosphoryl hoa at residue 404
but khong dugc phosphoryl hoa ¢ residue 396.

54.  Khang thé don dong hodc doan lién két epitop ctia chiing ma thé hién lién
két ddc hiéu mién dich véi protein tau cia ngudi bao gém gde phosphoryl hoa 396 theo
tiéu chi kiém tra: i) khang thé co ban khong lién két véi protein tau khong phosphoryl
hoa; ii) khang thé co ban khong lién két véi protein tau phosphoryl héa & 404 khi 396 is
khéng duoc phosphoryl héa; iii) khang thé lién két voi protein tau phosphoryl héa &
396; va iv) khang thé lién két voi protein tau khi ca 396 va 404 dugc phosphoryl héa.

55.  Khang thé don dong, phéat sinh lai peptit phosphoryl héa hai lan:
TDHGAEIVYK P'SPVVSGDTP'SPRHL (SEQ ID NO:37) bao phii cac gbc 386-410
clia protein tau 2N4R, hodc doan lién két epitop cua ching, c6 kha nang lién két dac
hiéu mién dich v&i gde duge phosphoryl hoa 396 ctia protein tau cuia nguodi (SEQ ID
NO:33).

56.  Khang thé don dong theo phuong an 55, trong d6 khoi té bao lai dugc sang
loc voi protein tau bénh ly va khong bénh ly clia ngudi dé phan lap céc dong vo tinh ma
déu 1) ddc hiéu mién dich dbi voi mbi phospho-epitop S396 va ii) nhén dién dac hiéu

protein tau hyperphosphoryl hoa tir ndo bénh Alzheimer ctia nguoi, trong d6 cac khang
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thé nay c6 kha ning phan biét gifta protein tau bénh ly va khong bénh ly ctia ngudi.

57.  Phuong phap loai bé protein tau hyperphosphoryl héa tir dam réi dém réi
nay bao gdm protein tau hyperphosphoryl héa phuong phdp nay bao gdm viée cho
protein tau hyperphosphoryl héa tiép xuc véi khang thé, khang thé nay chon loc cho
protein tau c6 gbc 396 phosphoryl héa, dé tao ra dam rdi duge lam nghéo 90% cua

protein tau hyperphosphoryl hoa.

58.  Phuong phap tri hodn su tién trién ctia bénh Alzheimer & bénh nhan
phuong phép nay bao gdbm viéc lam giam hodc viéc bét di su tich tu protein tau bénh ly
& bénh nhan nay, phuong phép nay bao gdm viéc dung khang thé ma loai bé protein tau

vi gbe 396 phosphoryl hoa.

59.  Phuong phap tri hodn su tién trién ctia bénh Alzheimer & bénh nhan
phuong phap nay bao gdm loai bé protein tau ma tao hat cho protein pau bénh ly, trong

d6 protein tau cé gbc 396 phosphoryl héa dugc loai bo.

60.  Phuong phéap didu tri bénh nhan mic bénh Alzheimer bao gém viéc loai
bo protein tau hyperphosphoryl héa tir dam rbi dam rbi nay bao gdm protein tau
hyperphosphoryl hdéa va protein tau binh thuong bing cach cho protein tau
hyperphosphoryl hoa tiép xtc voéi khang thé chon loc cho protein tau cé gbc 396
phosphoryl héa.

61.  Phuong phép theo bat ky trong s6 cac Phuong én 57 dén 59 bao gom viéc
str dung khang thé nhu duoc xac dinh theo mot phuong an bat ky trong sd cac Phuong
an 1 dén 31, 40-42 hodc 50 dén 56.

62.  Khang thé don dong phan lap, hoic doan lién két epitop phan l&p cua
chung, c¢6 kha nang lién két dic hiéu mién dich véi gde duge phosphoryl hoa 396 cta
protein tau cua nguoi (SEQ ID NO:33).

63.  Khang thé don dong tai tb hop ctia ngudi hodc tai to hop ngudi hda, hode
doan lién két epitop phén lap ctia chung, c¢6 kha nang lién két ddc hiéu mién dich véi
gdc duogc phosphoryl héa 396 cua protein tau cua ngudi (SEQ ID NO:33).

64. Khang thé don dong tai t6 hop, hodc doan lién két epitop cuia chting, phét
sinh déi véi peptit phosphoryl héa hai lan: TDHGAEIVYK {p} SPVVSGDT{p}SPRHL
(SEQ ID NO:37) bao phu céc gbc 386-410 cua protein tau 2N4R, trong d6 khang thé
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don dong tai t6 hop nay, hodc doan lién két epitop ctia chung, c6 kha nang lién két dic
hiéu mién dich v6i gbc duge phosphoryl héa 396 cua protein tau ctia nguoi (SEQ ID
NO:33).

65.  Duoc phdm bao gdm khang thé don dong phan lap, hodc doan lién két
epitop phén lap cua ching, trong d6 khang thé don dong phan lap nay, hodc doan lién
két epitop phén 1ap cua ching 1a nhu duge xac dinh theo mot phuong én bat ky trong

sO cac phuong an trén.

66.  Khang thé kham don dong hogc doan lién két epitop phan lap cua ching,
¢6 kha nang lién két dic hiéu mién dich véi gbe duge phosphoryl héa 396 cla protein

tau cua nguoi (SEQ ID NO:33).

67. Khang thé, hodc doan lién két khang nguyén ctia ching, nhu duge xac
dinh theo bét ky trong s cac Phuong 4n 1-31 va 51-56 ma dugc tao ra hodc san Xudt
trong dong té bao nhu dong té bao cua ngudi, dong té bao ctia dong vat c6 vi khong
phai nguoi, dong té bao con trung, nAm men hozc vi khuan.

68. Khéang thé, hoic doan lién két khang nguyén ctia chung, theo phuong én
67 duoc tao ra trong dong té bao CHO, dong té bao HEK, dong té bao BHK-21, dong té
bao cua chudt (nhu dong té bao u tiy), dong té bao sarcoma xo, dong té bao PER.C6,
dong té bao HKB-11, dong té bao CAP va dong té bao HuH-7 clia nguoi.

Vi du thue hién sang ché
Vi du 1: Chiing ngira cho chudt bing phospho-peptit 396/404

Chudt C56/BL6 va FVB duogc ching nglra bang 10 pg tau 386-408 phosphoryl
héa (pS396/pS404) duoc lien hop bing P30 (SEQ ID NO:37)duge diéu ché trong chat
bd tro TiterMax.

Chudt (ching C56/BL6 va FVB, cai va duc. Chudt 2 dén 3 thang tudi duoc ching
ngira bang tau phosphoryl hoa 386-408 dugc lién hop vai epitop peptit P30.

Peptit tau 386-408 phosphoryl héa (pS396/pS404) duoc lién hop voi P30 sinh
mién dich duoc duge didu ché trong TiterMax (400 pg/ml peptit duge tron 1:1 thé
tich:thé tich) theo huéng dén cua TiterMax/nha cung cap va chudt duoc tiém dudi da
bang 20 pg peptit (100 ul) ctia khdng nguyén. Chudt d6i ching duoc tiém chi bang chét
bd tro. Tt ca chudt dugc chung nglra bing peptit duge ting cudng bang 0,5 ug
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peptit/Titermax (10 pg/ml peptit duge didu ché nhu dugc mé ta & trén va tiém) cach
thang. Chudt cubi ciung duoc ting cuong bing Tau 386-408 phosphoryl hoa
(pS396/pS404) duge lién hgp véi P30 ma khong cé Titermax 3 ngay trude khi dung
hop té bao lach voi cac té bao SP-2. Khéi té bao lai duge chon loc cho cac chu ky tao
dong lai sau khi biéu hién su lién két duong tinh véi dia ELISA ma dé dugc pht bang 1
ng/ml tau 386-408 phosphoryl héa (pS396/pS404), va co hoat tinh lién két uu tién voi
cac khang nguyén S1 va P3 tur dich ly giai ndo AD va TG4510 (duoc md ta dudi day
trong Vi du 3). Lién két nay dugc so sanh véi hoat tinh lién két activity ctia cac khang
thé nay véi dich ly giai ndo tir chudt dbi chung, st dung phuong phép tham tach khe va
céc dia ELISA hoac MSD dugc phu béng dich ly giai néo.

Vi du 2: Tao thé lai

Chuot dugc ting cuong bang Tau 386-408 phosphoryl héa (pS396/pS404) dugc
lién hop v6i P30 ma khong cé Titermax 3 ngay trude khi dung hop té bao lach véi cac
té bao SP-2. Khdi té bao lai duoc chon loc cho cac chu ky tao dong lai sau khi lién két
duong tinh véi dia ELISA ma da dugc phu bang 1 pg/ml tau 386-408 phosphoryl hoa
(pS396/pS404), va hoat tinh lién két uu tién voi cac khang nguyén S1 va P3 tu dich ly
giai ndo AD va TG4510 khi so sanh véi dich ly gidi ndo tir chudt d6i chimgstr dung
phuong phép thdm tach khe va céc dia ELISA hoic MSD dugc phu bang dich ly giai

ndo.
Vi du 3: Phan tich thim tach Western va thim tach khe cac khang thé dic hiéu
Phén doan sinh hoa Tau

Céac m6 ndo tir ngudi hodc chudt rTg4510 chudt biéu hién qua murc tau ctia P301L
dot bién ctia ngudi duoc ddng nhét trong 10 thé tich nudce mudi dugc dém Tris chira cac
chét trc ché proteaza va phosphataza nhu sau: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4); 274 mM NaCl;
5 mM KCl; 1% hdn hop chét e ché proteaza (Roche); 1% hdén hop chat trc ché
phosphataza I & II (Sigma); va 1 mM phenylmetylsulfonyl florua (PMSF; Sigma). Dich
dong nhit duoc ly tim & 27,000 x g trong 20 phut & nhiét do 4°C dé thu dugc cac phan
doan dich ndi (S1) va vién vén. Céc vién vén duoc dong nhat lai trong 5 thé tich dém
mubi cao/sucroza (0,8 M NaCl, 10% sucroza, 10 mM Tris/HCI, [pH 7,4], | mM EGTA,
1 mM PMSF) va ly tdm nhu trén. Phin ndi duoc thu nhén va u véi sarkosyl (ndng do

cubi 1%; Sigma) trong mot gio & 37°C, sau khi ly tim ¢ 150,000 x g trong mot gio &
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4°C thu duoc vién mén khong tan trong sarkosyl, goi la phan doan P3. Vién von P3
duoc huyén phu lai trong dém TE (10 mM Tris/HCI [pH 8,0], I mM EDTA) dén thé

tich twong dwong voi mot nira thé tich ban déu duge sir dung cho dich dong nhét ndo.
Thém tich Western va khe

Chiét xuit md phan doan S1 va P3 dugc hoa tan trong dung dich dém mau SDS
chira 0,1 M DTT. Cac mau duge xt ly nhiét (95°C trong 10 phut) dugc tach béng dién
di trén gel trén gel 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE (Invitrogen) va chuyén lén mang PVDF
(BioRad Laboratories, Hercules, CA). Cac mau thdm tach khe duge cham truc tiép lén
mang nitroxenluloza (Amersham, Pittsburgh, PA) ¢ ndng do da biét trén cic mau. Ca
mang thim tach Western va khe dugc phong bé trong 5% sita khd khong béo trong TBS-
Tween (0,5%) pH 7,4, sau khi G trong 1 pg/ml D1.2 hodc C10-2 qua dém ¢ 4 °C. Cac
mang duoc rira va i voi IgG khang chudt duge lién hop vai peroxidaza (1:5000; Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Cac khéng thé lién két duoc phat hién nho st dung
hé phat quang hoa hoc tang cuong (ECL PLUS kit; PerkinElmer). Phan tich dinh lugng
va béng mét phan ing mién dich thAm tach Western va khe dugc thuc hién b?mg hé phan
tich LAS-4000 BioImaging két ndi véi méy tinh (Fujifilm, Tokyo, Nhat) va phan mém
Multi Gauge v3.1 (Fuyjifilm). Tai trong protein dugc diéu chinh bang thé tich cac phan
doan ban dau va c6 thé duoc chuyén dbi thanh trong lugng uét mé ban dau. Céc két qua

nhu duge thé hién trén Hinh 1 va Hinh 2.

Vidu 4: Sang loc va chon loc céc khang thé 396/404 nho st dung vat liéu bénh 1y nguoi

duoc lam bat dong

Phin ndi thé lai duoc sang loc lién két khang thé trén cac dia nunc phu bang 1
ng/ml peptit tau phosphoryl hoa 386-408 (pS396/pS404) nho sur dung 0,1 M dém
cacbonat pH 9.

Phan ndi duong tinh sau d6 dugc pha lodng 1:50 -1:800 trong PBS, 0,1 % BSA
va 0,1 NP40 dé lién két trén cac dia ELISA hoic MSD phu bang khang nguyén ly giai
ndo (vién vén P3, xem Vi du 3) lan luot tir AD va chudt déi ching khoe manh (HC).
Khéang nguyén dich ly giai ndo dugc pha lodng 1500 lan trong Pém carbonat 0,1 M pH9
trude khi w/phu cac dia ELISA hodc MSD. Cac 18 sau d6 duoc phong bé trong 2 gior &
nhiét do phong (PBS, 3 mg/ml BSA, 0,1% NP-40) va hoat tinh lién két khang thé duoc
phat hién bang IgG khang chudt duge lién hop véi HRP (DAKO) va sulfotag (MSD,
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san pham #) theo hudng dan ctia nha cung cap. Viéc chon loc cac khang thé (D1-2, C5-
2, C8-3 va C10-2) pha lodng trong PBS v&i 0,1% BSA dugc mo ta bang dap tmg liéu va
hoat tinh lién két phan tir nano — phén tir dudi nano dugc thé hién véi cac dia phti khéng
nguyén AD-P3 con duge mo ta ddi voi hoat tinh lién két dé chon loc peptit dbi ching
va dac hiéu. Cac két qua nhu dugc thé hién & Hinh 3.
Vi du 5: Tinh ddc hiéu peptit va ai luc lién két

Cac khang thé duong tinh véi lién két voi tau bénh ly con duge mo ta d6i voi &
luc biéu kién (IC50) va tinh chon loc/ddc hiéu véi khoang epitop phospho-peptit (p).
Céc dfa MSD duoc pht bang 100 ng/ml tau 386-408 phosphoryl hoa (pS396/pS404)
nhu duoc mé ta & trén. Cac khang thé khang tau phosphoryl héa duge phén tich trong
cac thor nghiém dap Ung lidu dé nhén biét cac néng do khang thé tao ra muc tin hiéu
phan tich thich hop (thuong 1a 5.000-20.000 RU trong MSD tuong tng véi 0,5-2% tin
hiéu thiét bi t&i da hodc tin hiéu OD la 1,0 — 1,5 & 450 nm trong ELISA. Viéc chon loc
cac khang thé dugc U v6i céc ndng do dugc phan cap (0-1000 nM) tau 386-408
phosphoryl hoa (pS396/404) trong 2 gio/nhiét do phong. Cac phan tmg sau dé duoc ap
dung cho cac dia MSD dugc phu peptit phu bang 100 ng/ml peptit tau 386-408
phosphoryl hoa (pS396/pS404) nhu dugc mo ta ¢ trén va do hoat tinh lién két. Gia tri
IC50 t cac thir nghiém e ché twong tmg véi ai luc biéu kién (apparent affinities -KD)

gifta 10 -100 nM.

Tinh ddc hiéu va tinh chon loc phospho: Nong d6 thich hop cua khéng thé don
dong dugc U véi 100 nM tau 386-408 phosphoryl héa, phosphoryl hoa kép
(pS396/pS404), khong phosphory!l héa hodc monophosphoryl hoa (pS396 hodc pS404)
va phan tich vé hoat tinh lién két (thtr nghiém (e ché). Peptit tau phosphoryl héa déi
chimg (tau phosphoryl hoa 260-270 (pS262) hodc tau phosphoryl hoa 240-270 (pS262)
va tau tai to hop, protein khong phosphoryl hoa dugce phén tich dé so sanh. Tat ca cac
khang thé duong tinh v6i khéang nguyén AD-P3 thé hién su uu tién manh peptit tau 386-
408 phosphoryl héa (pS396/pS404) va tau phosphoryl hoa peptit monophosphoryl hoa
386-408 (pS396) va khong c6 hoat tinh lién két d6i véi peptit mono-phosphoryl hoa tau
phosphoryl hoa 386-408 (pS404) va peptit tau khong phosphoryl héa 386-408. Peptit
tau phosphoryl héa 240-270 va tau phosphoryl héa déi chimg. Céc két qua nhu dugc thé
hién & Hinh 4 va Hinh 32.
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Vi du 6: Xac dinh ddc tinh mo6 hoc cta cac khang thé béng hoa mdé mién dich

M5 nio chudt duoc thu nhan tir chudt rTg4510 8 thang tudi (qué biéu hién P301L-
tau clia nguoi dudi gen khoi dong CamKII) va chudt cung Iira khong chuyén gen (khong-
Tg), duge cb dinh trong paraformaldehyt 4% va nhtng trong parafin. Céac mau vo nio
trude ctia ndo ngudi nhung trong parafin dugc nhan tir Tissue Solutions (Glasgow, Anh).
MO tir nguoi cho dugce chan doan bénh Alzheimer giai doan cudi duoc so sanh véi nguoi
cho dbi chimg khéng bi loan tri ciing tudi. Cac doan day bén um duoc khir parafin va
dua vao tim kiém khéng nguyén bang cach chiéu vi song cac doan nay trong dung dich
dém Xitrat 10 mM, pH 6, trong 10 phut. Peroxidaza néi sinh duoc phong bé bang hydro
peroxidaza 1% sau do bang huyét thanh lon binh thuong 5% trong
PBS/1%BSA/0,3%Triton X-100 (PBS-BT). Cac doan dugc U qua dém & 4 °C véi cac
khang thé D1.2 va C10-2 pha lodng trong PBS-BT ¢ mdt loat céc nong do. Cac doan
duoc ria trong PBS, 0,25% BSA, 0,1% Triton X-100, trudc khi duoc t voi khang thé
khang chudt thu cép cta lon dugc biotin héa (E0464; DAKO, Glostrup, Pan Mach) ¢
1:500 trong 1 gid. Sau khi ria thém, kit phic hgp StreptAvidin-Biotin (Vector
Laboratories, Burlingame, Canada) dugc dung va hoat tinh mién dich duoc hién thi béng
diaminobenzidin. Cac doan dugc phan chit nhuém béng hematoxylin. Két qua nhu dugc
thé hién & Hinh 5.

Vi du 7: Tinh chon loc cua cac khéng thé déi véi tau bénh Ly

Céc dia MSD duoc phii biang khéng nguyén P3 dugc hoa tan tir ndo AD (pha
lodng 1:1500) hodic ndo TG4510 (pha lodng 1:3000). Céc két qua nhu dugc thé hién &
Hinh 6.

Viée phét hién dugce thuc hién nhu duoc mé ta trong Vidu 4 6 trén.
Vi du 8: Thir nghiém két hat té bao HEK

Céc té bao HEK293 dugc chuyén nhiém nhanh bing tau ctia ngudi -P301L-
FLAG trong céc dia 6 15 24 gid sau khi cdy, tiép theo 1a 24 gio U bang dich dong thé ndo
trong 24 nita, sau d6 phan cit va cdy lai céc t& bao va thu gom sau 24 gio nita. Cac té
bao duoc ly giai va nghién bang soéng siéu 4m trong PBS, bd sung 1% triton X, Phos-
stop va dém chit uc ché phosphataza va proteaza hoan toan (Roche) va siéu ly tdm o
100,000 x g trong 30 phut. Vién vén duge huyén phu lai trong SDS, nghién bang song

siéu &m va siéu ly tdm trong 30 phut ¢ 100,000 x g. Phén ndi dugc phan tich bang thim
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tach western. Cac té bao bidu hién tau ctia ngudi -P301L thé hién tau khong tan (phan
doan SDS, phat hién bang E1/FLAG), qua phosphoryl hoa (phét hién bang D1.2}pS396)
khi két hat v6i dich ddng thé ndo tong tir chudt chuyén gen bing tau rTgd510. Céc té
bao duge xtr ly bang dich dong thé ndo d6i ching tlr chudt thé hién su khong c6 mit cia
tau hyperphosphoryl hoa két tu ctia nguoi . Ngoai ra, dich ly giai té bao tong cia cac té
bao HEK293 nh¢ st dung thir nghiém két tu tau tir Cisbio. Thir nghiém nay duogc dua
trén huynh quang phén giai theo thoi gian nho str dung cung khang thé cho ca khang thé
ngudi cho (lién hop Tb3+) va khang thé ngudi nhéan (lién hop d2) trong FRET. Mau 10
ul duoc trén véi 10 ul hdn hop khang thé va u trong 20 gid. Pia dugc doc trén may doc
dia Pherastar dé danh gid huynh quang phan giai theo thoi gian (tin hiéu FRET dugc
do/tich hop sau khi chuyén anh séng kich thich). Tht nghiém nay danh gia tau két tu &
ca vat lidu md xé tir ngudi, chudt rTgd510 va & céc té bao HEK duge két hat véi tinh
ddc hidu va do nhay cao. Cac két qua nhu dugc thé hién & Hinh 7 va thé hién rang hiéu
qua két hat khong bi suy giam bdi viéc xu ly béng HEL, nhung bi ddo ngugc mot phﬁn
boi viée xir ly bang cac khang thé tau (C10-2>D1.2>hACI36-2B6-Abl).

Vi du 9: Dao nguge dap ung chirc néng (dién sinh ly hoc (elphys)) in-vivo d6i voi D1.2
va C10-2

Dénh gia dién sinh ly hoc in vivo ctia qua trinh truyén qua sinap va tinh mém déo
& ving CA1 ciia hdi hai ma & chudt déi chimg rTgd510 va tTA 4,5 dén 5,5 thang cho
thdy réng 1) viéc truyén qua sinap nén bi anh hudng déng ké & chudt rTgd510 so véi
chu6t tTA, va ii) su thudn loi clia xung bét cap bi giam dang ké & chudt rTgd510 so voi
chuot tTA.

Tét ca cac thir nghiém dugc tién hanh theo Huéng dan ctia Hoi ddng Cong dong
chung chau Au (86/609/EEC) ddi véi viéc cham séc va sit dung dong vat thi nghiém va
ludt phap Ban Mach quy dinh vé viée thur nghiém trén dong vat.

Chuot rTg4510 va tTA duc (Taconic Europe A/S) 5 dén 5,5 thang tudi dugce st
dung trong nghién ctru nay vao thoi didm cua hd so. Chudt duoc nhét theo nhém & nhiét
@6 dugc kiém soat (22 + 1,5°C) va diéu kién 4m (55-65%) va git trong chu ky sang/tdi
12:12 (sang lac 06:00h). Thirc an va nude duge cho theo nhu cAu.

Céc dong vét duoc gdy té bang cach tiém trong bung (i.p.) uretan (1,2 g/kg).
Chudt sau d6 dugc treo 1én khung dinh vi, than nhiét dugc diéu chinh dén 37,5°C nho
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dém lam a4m, va so duogc 16 ra. DAy bach kim duuoc dit trong xuwong tran dé dung lam
d6i chtmg, va mot 16 khac dugce khoan dé 10ng dién cuc ghi va kich thich vao hoi hai
ma, & céc toa do sau theo ban dd Paxinos va Franklin (Paxinos and Franklin, 2001): ghi,
1,5-1,7 mm sau thop, 1,0-1,2 mm bén canh duong trung tdm, 1,4-1,7 mm dudi bé mat
ndo; kich thich, 1,8-2,0 mm sau thop, 1,5-1,7 mm bén canh duong trung tam, 1,3-1,7
mm dudi bé mat ndo. Cac con vat duge dé trén khung dinh vi sudt toan bd qua trinh ghi

va muc do gy té cua chung duoc kiém tra déu dan.

Thé truong (fEPSP) duoc tao ra & CAl bing cach kich thich dién phan bén
Schaffer moi 30 gidy, va do sau cua dién cuc ghi duge didu chinh cho dén khi fEPSP
am duoc ghi dép lai xung vudng don cuc. D9 dbc cta fEPSP duge tao ra thuong duge

do gitra 30 va 70% bién d¢ t6i da ctia fEPSP.

Khi fEPSP t6i wu duoc tao ra, su truyén synap co s¢ dugc danh gia béng mbi
quan hé gitta cuong d¢ kich thich va do dbc fEPSP goi ra (méi quan hé dau vao-dau ra).
Cuong do6 kich thich khac nhau 1a 0, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, va 500 uA, va
dugc ap dung lién tuc theo thir ty tang dén, voi 2 dén 3 lan lap & moi cuong do. Su
truyén synap co s& duoc phat hién 1a bi suy giam dang ké & chudt rTg4510 so voi chudt

tTA.

Su thuén tién bét cap xung, tinh mém déo synap ngén han dugc cho la phu thude
vao co ché true khép than kinh, duge danh gi thém & chudt rTgd510 va tTA. Vin tat
1, mot ciip kich thich voi khoang cach gitta kich thich (IST) thay dbi tir 25 dén 1000 ms
dugc 4p dung cho phén bén Schaffer, va d6 déc ctia fEPSP thir hai duoc so sanh véi do
déc cta fEPSP tht nhét. Su thuan loi duoc quan sit & tat ca ISI, véi su thuan loi téi da
& cac ISI 50 va 75 ms. Tha vi 1a, quan sat dugc PPF thép hon déng ké & chuot rTg4510
khi so véi chudt tTA.

Cac suy giam dugc nhan biét & su truyén synap co s va su thuan 1o1 bt cdp xung

& chudt rTgd510 con duge st dung 1am chi béo dé kiém tra hiéu luc khang thé.

Céc bién ban duoc thuc hién ¢ tat ca cac thr nghiém 2 dén 4 ngay sau khi dung
4 liéu khang thé hai 1dn mot tuan trong 2 tudn, theo dudng bung. Su truyén synap co so
va su thun loi bt cip xung dugc ghi & ca hai hdi hai ma & mdi chudt khi c6 thé, va
duoc st dung thém dudi dang thir nghiém riéng. Cac két qua nhu duogc thé hién & Hinh

8 va cho théy su dao nguoc thuédn loi bat cap xung sur dan truyén synap co so cua khang
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thé giam o thé truong dugc tao ra & CAL.
Vi du 10: Tiéu mién dich tau tir phan chiét ndo rTg4510

60 ug khang thé C10-2 cuia chudt va nguoi hoa duge lam bat dong vao 300 ul
dich huyén pht Dynabead tir tinh (Kit két tia mién dich Dynabeads Protein G Novex,
L6 s6 10007D). Sau khi rira k¥, céc hat duoc tron véi 60 ul phan chiét ndo rTg4510 va
U & nhiét @6 phong trong 10 phut. Céc hat tir duoc tach ra ti phin chiét nay va cac phan
chiét dugc phan tich bang tham tach western. Su tiéu béng mC10-2 va hC10-2 loai bd

cac cum tau lan luot 12 99 va 99,5%. Céc két qua nhu dugc thé hién ¢ Hinh 12.
Vidu 11: Thr nghiém két hat t& bao HEK st dung céc phﬁn chiét tiéu mién dich

Céc té bao HEK293 duoc chuyén nhiém nhanh bing tau-P301L-FLAG ctia ngudi
trong céc dia 6 18. Sau 24 gid cac té bao dugce u trong dich ddng thé ndo ma da dugc tidu
mién dich nho str dung C10-2 nguoi hoa hodc cua chudt. Sau 24 gio cac té bao duoc céy
lai va thu gom sau 24 gi¢ nfta. Cac té bao duoc ly giai va nghién bang siéu am trong
TBS, bd sung 1% triton X, chat trc ché phosphataza va proteaza (Roche) va siéu ly tam
& 100.000 x g trong 30 phut. Vién von duge huyén phu lai trong 1% SDS, nghién béng
siéu 4m va siéu ly tam trong 30 phut ¢ 100.000 x g. Phén ndi duoc phén tich bang thim
tach western. Céc té bao biéu hién tau -P301L ctia ngudi cho thay tau khong tan (phan
doan SDS, phat hién bing E1/FLAG), qué phosphoryl héa (tau D1.2/pS396, chay &
trong lugng phan tir cao hon) khi két hat v&i dich dong thé ndo tong tir chudt chuyén
gen tau rTgd510. Céc t bao dugce xtr ly bang dich ddng thé ndo dbi chimg tir chudt tTA
cho thdy sur khong c6 mit ctia tau két tu hyperphosphoryl héa cua ngudi. Ngoai ra, dich
ly giai té bao tdng cta cac t& bao HEK293 dugc phan tich nhe st dung thir nghiém két
tu tau tir Cisbio. Viéc tiéu bing céc khang thé HEL va hHEL khong anh hudéng dén viéc
két hat, trong khi tiéu bang khang thé mC10-2 va hC10-2 ngan chin su két tu 88 va 96%
va tau khong tan 97 va 100%. Cac két qua nhu dugc thé hién & Hinh 13.

Vi dy 11: Tiéu mién dich tau tir phan chiét ndo rTg4510

100 pg khang thé C10-2, D1.2 va Tau5 ctia chudt (Invitrogen) dugc lam bét dong
vao 500 pl huyén phu Dynabead tir tinh (Kit két tha mién dich Dynabeads Protein G
Novex, 16 6 10007D). Sau khi rira k¥, cac hat dugce tron véi 100 pl rTgd510 phén chiét
ndo rTgd510 va i ¢ nhiét dd phong trong 10 phut. Céc hat tir dugc tach ra tir phén chiét

nay va cac phan chiét dugc phén tich bang thdm tach western. C10-2 va D1.2 khong loai
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bd tau binh thuong tir cac dich dong thé, nhu khéng thé Tau5 c6 ban trén thi trudng lam
duoc. Tréi lai, hai khang thé theo sang ché loai bé dic hiéu tau qué phosphoryl hoa
(64kDa) khoang 95%, tic 1a tau phosphoryl héa & serin 396. Cac két qua nhu dugc thé
hién & Hinh 14.

Vi du 12: Tiéu mién dich tau tir dich chiét nfo ctia nguoi bi bénh Alzheimer

100 pg khang thé C10-2 va D1 cua chudt duge lam bat dong trong 500 pl huyén
phtt Dynabead tir tinh (Kit két tia mién dich Dynabeads Protein G Novex, Lo s6
10007D). Sau khi ria k¥, cac hat duoc trén véi 100 ul phan chiét nfo nguoi bénh
Alzheimer va 0 & nhiét do phong trong 10 phit. Cac hat tir dugc tach ra tlr phan chiét
ndy va cac phan chiét duoc phan tich bang tham tach western. D1.2 va C10-2 chi loai
bo mot phan rat nho tau téng trong dich ddng thé ndo (8%). Cac khang thé do tuy nhién
Joai bod dic hiéu tau qua phosphoryl hoa (90%), ddc hiéu cho nguoi bénh AD. Cac két
qua nhu duoc thé hién & Hinh 15.

Vi du 13: Két hat & chudt rTg4510 nho sir dung phén chiét tiéu mién dich

Chudt chuyén gen biéu hién tau dot bién ctia nguoi (P301L ON4R) dudi yéu té
dap ing tet-off & cac no ron duong tinh CamK2 (rTg4510) duoc st dung. M6 hinh nay
binh thuongbét dau phat trién bénh 1y tau & 3 théang tudi, nhung bang cach cho chudt me
an doxyxyclin trong qua trinh mang thai va trong ba tudn dau cta chudt con, bénh phat
trién & giai doan sau (bét d4u sau 6 thang tu6i). Chudt dugc xur 1y trudce bang doxyxyclin
duoc st dung trong cac nghién ctru 1a 2,5 thang tudi & thoi diém tiém. Chuot duoc gay
té béng cach xdng isoflouran dugc c¢b dinh trén khung dinh vi. So dugc 1 ra va diéu
chinh cho dén khi thép va lambda dtng vi tri. L dugc khoan canh so 2 mm (bén phai)
va 2,4 mm sau thop. Pau vat cta xylanh 10 pl (SGE) dugc st dung dé tiem vat lidu két
hat 1,4 mm tir nhan bung dén bé mit ndo & cac toa do néu trén. 2 pl phén chiét tiéu mién
dich, dugc mo ta trong Céac vi du 11 va 12, truyén cham tai chd (1 ul/phut) va xylanh
duge dé trong 5 phut trude khi ldy ra. Vét thuong duogc dong bang miéng dan va chudt
duoc lam 4m khi tinh day. Chudt duoc nhét trong 3 thang va sau d6 giét va dugc ngdm

c¢b dinh bang 4% PFA.

Hoéa mo6 mién dich: Ndo ¢ dinh duoc cit thanh cac doan vong 35 um & NSA va
mdi doan tht 6 dugc nhudém déi véi mé réi tau (nhudm bac Gallyas) va dbi voi tau qua

phosphoryl héa (AT8). No ron nhuém duong tinh (soma) dugc dém & cac mit cling bén
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va dbi bén ctia hdi hai ma ctia ndo. Tét ca cic ving phu ctia hdi hai ma dugc bao gom.
Tam vung duge dém trén mdi ndo. Céc két qua phan anh téng no ron nhuém duong tinh
tir 8 vung. Tin hiéu nén duogc xac dinh & hai chudt khong duge tiém. Nho viée loai bo
tau qua phosphoryl hoa tir dich ddng thé, dich dong thé khong con gay ra su két hat bénh
Iy tau nita. Cac két qua nhu dugc thé hién ¢ Hinh 16. Dinh lugng bénh ly tau ¢ nio
rTg4510 duge két hat bing dich ddng thé ndo rTg4510 (A) hodc AD (B). Trudc khi két
hat, tau qua phosphoryl héa, chtt khong phai Tau binh thuong, da duoc lam giam ¢ dich
ddng thé khoang 90-95% nhd st dung C10-2 hodc D1.2. Nho vigc loai bo tau qua
phosphoryl hoa tir dich ddng thé, dich dong thé khong con gay ra su két hat bénh ly tau

nita,

Dich ddng thé tir ndo rTg4510 hodc Alzheimer c6 thé két hat bénh 1y tau & chuot
rTgd510 & giai doan bénh ly tau ndi sinh chua phat trién. Nho viée loai bo tau qua
phosphoryl hoa tir dich dong thé nho st dung D1.2 hodc C10-2, nhu duge md ta trong
Céac vidu 11 va 12. Hoat tinh két hat duoc loai bo.

Vi du 14: Diéu tri bang khang thé & chudt rTgd510 két hat

Chudt rTg4510 duoc diéu tri bang doxyxyclin (nhu dugec md ta trong Vi du 13)
duoc diéu tri man tinh bang khang thé D1.2 cta chudt hodc khang thé d6i chung, bat
dAu bang 15 mg/kg/tuan lic 2 thang tudi. O 2,5 thang, md ndo rTg4510 duoc dung hop
vao hdi hai ma (nhu duoc md ta trong Vi du 13). Chudt dugc giét 1, 2 va 3 thang sau
khi dung hop nédo va hdéa mé mién dich va phan tich sau dugc thuc hién nhu dugc mo ta
trong Vi du 13. Viéc diéu tri bing D1.2 giam déng ké bénh ly tau 2 va 3 thang sau khi
bit dau két hat. Cac két qua nhu dugc thé hién & Hinh 17.

Pinh luong mé réi sinh noron & hdi hai ma ctia chudt rTgd510 két hat. Bénh Iy
tang theo thoi gian va nho viée diéu tri chudt bang D1.2 bénh ly giam déng ké sau 2 va
3 thang két hat. Binh luong mé rdi sinh noron & hdi hai ma cta chudt rTg4510 két hat.
Bénh ly ting theo thoi gian va nho viée diu tri chu6t bing D1.2 bénh ly giam déng ké
sau 2 va 3 thang két hat.

Dich dong thé tir ndo rTg4510 hodc ngudi bénh Alzheimer c6 thé két hat bénh 1y
tau & chudt 1Tgd510 & giai doan khi bénh 1y tau ndi sinh chua phat trién. Bang cach diéu

tri toan than chudt bé’mg D1.2 su phat trién bénh ly cta tau cé thé duoc giam dang ké.

Vi du 15: Tidu mién dich tau tir phan chiét nio ngudi bénh Alzheimer sir dung khang
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thé tau ngudi hoa

100 pug C10-2 chudt va nguoi hoa cling nhu cac khang thé 2.10.3 va HJ8.5 khéng
thé da biét (ngudn) dugc lam bat dong trong 500 pl huyén phtt Dynabead tir (Kit két tia
mién dich Dynabeads Protein G Novex, Lo s6 10007D). Sau khi rira k¥, cac hat duoc
tron voi 100 pl phan chiét ndo ngudi bénh Alzheimer va G ¢ nhiét do phong trong 10
phit. Céc hat tir dugc tach ra khoi phan chiét va cac phan chiét duoc phén tich bang
thAm tach western va thir nghiém CisBio. C10-2 cua chudt va ngudi hoa loai bo mét
cach hiéu qua 93 va 97 % tau phosphoryl héa pS396, nhung chi 22 va 17% tau tong so
voi khang thé ddi chung hHel. Khang thé 2.10.3 loai bd 91% tau phosphoryl hoa ¢ Serin
396 va 10% tau tong. C6 vé 2.10.3 kém hiéu qua hon trong viéc loai bo mot trong céc
bang qua phosphoryl hda so voi khang thé C10-2 (bang gifta 64kDa). Khang thé HJ8.5
6 dic diém khac biét hon so véi ca hai khang thé C10-2 va 2.10.3, boi viée loai bd phén

16m tau, 89% tdng tau va 88% tau pS396. Cac két qua nhu dugc thé hién & hinh 23-24.

Vi du 16: Tiéu mién dich tau két tu tir phﬁn chiét ndo nguoi bénh Alzheimer st dung

khang thé tau nguoi hoa

Céc phan chiét AD tiéu mién dich dugc md ta trong Vi du 13 ciing dugc phan
tich bang cach s dung thir nghiém két tu tau duoc mé ta trong vi du 10. Cac khéng thé
C10-2 va HJ8.5 hiéu qua hon trong viéc loai bo tau két tu ra khoi vat liéu AD sau d¢ la
khang thé 2.10.3. Theo thtt tu higu luc: HI8.5 (99%), hC10-2 (98%), mC10-2 (96%) va
2.10.3 (90%) déu so sanh voi khang té hHel. Céc két qua nhu duoc thé hién ¢ Hinh 25.

Vi du 17: Tiéu mién dich Tau

25 ug khang thé (ngudi hoa C10-2 hodc 2.10.3) duge lam bat dong trong 125 ul
huyén phtt Dynabead tir (Kit két tia mién dich Dynabeads Protein G Novex, Lo 5O
10007D). Sau khi rtra k§, cac hat dugc phu duge tron véi cac luong thay dbi cua hat
duoc rtra, khong duoc phi. Bét ddu tir hat phu khang thé 100%, twong tng voi 5 ug
khang thé, xubng cac hat 100% khéng dugc phu. Téng luong hat 14 giéng nhau & tat ca
mAu. Cac hat dugc tron voi 20 pl phan chiét AD va u & nhiét do phong trong 10 phut.
Cac hat tir duoc tach tir phdn chiét va céc phan chiét nay dugc chia nho, dong bing

nhanh va gitt & -80 C dén khi str dung.

Phan tich tiéu sir dung tham tach western
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Cac miu duoc dun sdi trong dém tai 1x LDS va 100 mM DTT. Thé tich twong
duong véi 3 pl phan chiét dugc tai 1én gel 4-12% Bis-Tris NuPAGE (LifeTech Novex).
Sau khi dién di, protein duoc thdm tach trén mang Immobilon-FL PVDF (0,45um,
IPFL10100, Millipore). Mang nay duoc phong bé bing dém phong bé SEA
(Prod#37527, Thermo). Cac muc Tau va P-tau duoc déanh gid trong céc mau nho st
dung Tau5 (Abcam ab80579, 1:2000) C10-2 cta chudt (1 pg/ml), P-S199/202
(Invitrogen 44768 G, 1:1000), P-S422 (Abcam ab79415, 1:750), IPN cta ngudi
(1ug/ml). Gapdh va actin dugc sir dung lam d6i chimg tai (Abcam ab9484, 1:2000,
Sigma A5441, 1:20000). Cac khang thé IgG tht cép lién hop véi flophore duge st dung
(IRDye 800CW dé khang nguoi, IRDye 800CW, dé khang tho, IRDye 680 dé khang
chudt, LI-COR biosciences) va tin hiéu dugc dinh luong nho st dung Odyssey CLx va

phan mém Image studio (LI-COR biosciences).

Viée dinh lugng ting bang cling nhu tin hiéu & toan bd cac hang dugc thuc hign
va tir 46 dudmg cong dap g liéu xich ma dugc vé va khi ¢6 thé, tac dung toi da va gid

tri EC50 duogc udce tinh.
Két qua

Ca hai khang thé loai bo phan nho tau tir dich ndo nguoi bénh Alzheimer. 2.10.3,
duoc thiét ké co tinh dic hidu dbi vé&i tau P-S422 loai bo 1én dén 24% luong tau tong,
trong khi C10-2 loai bo 1én dén 15% tau tong (xem Hinh 26).

Ca2.10.3 va C10-2 loai bd hon 90% tau phosphoryl héa & serin 422 mdc du luong
khang thé cin thiét dé giam 50% tau P-S422 khac biét, d6i v&i 2.10.3, can 0,42 pg khang
thé va dbi véi C10-2, can 0,27 pg cho clng tac dung (xem Hinh 27).

C10-2 loai bd cé hiéu qua tau bi phosphoryl héa & serin 396 (Téac dung t6i da:
88% va mot nira tic dung nay dat duoc khi str dung 0,30 pg khéng thé) . 2.10.3 loai bo
céc phan nhé tau bi phosphoryl héa & serin 396 (Téac dung t61 da: 60% va mot nira tac
dung nay dat duoc khi st dung 0,63 pg khang thé)(xem Hinh 28). Piéu nay chi ra rang
tat ca tau bi phosphoryl héa & serin 422, cling bi phosphoryl hoa & serin 396, nhung c6
mdt phéan tau qué phosphoryl héa bi phosphoryl héa & serin 396 trong khi khong c6 mat
serin phosphoryl héa & vi tri 422.

Phén 1én cta tau, duoc loai bo bai C10-2, cling dugc phosphoryl héa ¢ Serin

199/202, vi 69% tau c6 qua trinh phosphoryl hda nay bi anh hudng béi su tiéu mién dich
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(50% bi anh hudng khi str dung 0,34 pg)(xem hinh 29). Su tiéu mién dich 2.10.3 khéng
tao ra dap ung liéu xich ma lén tau P-S199/202 mic du sy gidm tin hiéu duoc théy voi
su ting luong tang ctia khang thé (giam toi da 52% khi st dung luong t6i da khéng thé
(5 ng)(xem Hinh 29).

Dit lidu nay chi ra ring khang thé C10-2 hudng dich dén serin 396 phosphoryl
hoa lién két tap hop 16n hon clia tau qua phosporyl héa sau dé khang thé 2.10.3 hudng
dich serin phosphoryl hoa & vi tri 422.

Vi du 18: Su trc ché trung gian boi khang thé su bat gitt khdng nguyén tau bénh ly dic
hiéu mC10-2 trong dich ly gidi ndo AD
Vit liu va phuong phép
Vit liéu

Dém bao: Dém carbonat pH 8,5, 150 mM NaCL. Dém chédn: 3% BSA (phan doan
V), 0,1% NP40 trong PBS pH7,4. Bém rtra: 0,1 % BSA (phan doan V), 0,1 % NP40

trong PBS, pH 7,4. Khang thé tau ngudi héa tong ctia dé dugce gan dudi sulfo (MSD
D221LA-1, 50 ug/ml)

Phuong phép hd tro dé do su bat giit tau bénh ly ctia khéng nguyén cua nguoi tir
nio AD si dung céac dia C10-2 (budc A) sau khi u khdng nguyén tau vaéi cac noéng do
tang ctia cac khang thé dic hidu pS396 (budc B). Su bat gitr khang nguyén tau va su tic
ché trung gian bai khang thé dugc phat hién nho st dung khang thé tau (téng) khang

ngudi duoc gin dudi sulfo tir MSD

A: Céc dia MSD duoc phu (qua dém & 4C) bang 0,5 ug/ml mC10-2 (khang thé
bit) trong dém bao va sau d6 phong bé trong 1 gid & nhiét do phong) rira 3 lan. (Hinh
30)

B: Cac mau dich ly giai P3 (1:1000 = 2-4 ug/ml protein téng) va/hodc S1(p)
(1:300=20-40 ng/ml protein téng) tir AD (gom tir 3 ngudi bénh) dugc tron véi céc nong
d6 timg béc cta khang thé dic hiéu epitop peptit pS396 va u trong 1 gid & nhiét do
phong. Céc dich phan Gng sau d6 dugc u trong 2 gid trén dia duogc chuan bi trong budc

A. (Hinh 31)

C: Tau duoc bit bdng C10-2 duoc phat hién bang tau clia nguoi duge gan dudi

sulfo. Khang thé tau (1:50) tir MSD theo hudéng dén nha san xuat. Cc dia dugc phén
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tich trén MSD SECTOR® S 600. AD P3 va AD S1(p) dugc thir nghiém trong céc thiét
ké gibng nhau. (Hinh 33/34)
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Béang 6A
chudt C10-2,

+ peptit tau, 10uM

PBS/0,1%BSA
C10-2 3ng/ml
C10-2 10ng/ml
C10-2 30ng/ml
C10-2 100ng/ml
C10-2 300ng/ml
C10-2 1000ng/ml

C10-2 10000ng/ml

33296

trung binh
Tin hiéu
388
366
383
345
357
407
451

870
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tin hiéu
403
384
398
384
401
434
462

920

tin hiéu
373
348
367
306
313
379
439

820
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Bang 6B
chudt C10-2,
+PBS/0,1% BSA
trung binh

Tin hiéu tin hiéu tin hi€u

PBS/0,1%BSA + PBS 303 293 312

C10-2 3ng/ml+ PBS 1881 1890 1871

C10-2 10ng/ml+ PBS 5721 5863 5579
C10-2 30ng/ml+ PBS 11922 12044 11799
C10-2 100ng/ml+ PBS 21833 21925 21741
C10-2 300ng/ml+ PBS 30410 30311 30508
C10-2 1000ng/ml+ PBS 38524 38233 38814
C10-2 10000ng/ml+ PBS 51171 51253 51089
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Bang 6C
dong vo tinh cua chudt PHF 13,

+ peptit tau, 10uM

PBS/0,1%BSA
PHF 13 1000000
PHF 13 300000
PHF 13 100000
PHF 13 30000
PHF 13 10000M
PHF 13 3000

PHF 13 1000

33296

trung binh
Tin hiéu tin hiéu tin hiéu
287 286 287
280 284 276
299 305 292
355 370 340
481 472 490
953 1019 886
2182 2279 2084
6896 7542 6249
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Béang 6D
dong vo tinh ctia chuot PHF 13,
+ PBS/0,1% BSA
trung binh

Tin hiéu tin hiéu tin hi€u

PBS/0,1%BSA + PBS 281 282 280
PHF 13 1000000+ PBS 335 358 312
PHF 13 300000+ PBS 560 568 551
PHF 13 100000+ PBS 852 856 847
PHF 13 30000+ PBS 1579 1661 1496
PHF 13 10000+ PBS 2882 2899 2864
PHF 13 3000+ PBS 5792 6126 5458
PHF 13 1000+ PBS 12639 13654 11624

Bang 6A-6D:Uc ché bat khdng nguyén Tau
Vién dan dén danh muc trinh tu

Don nay bao gdm mot hodc nhidu Danh muc trinh tu theo Diéu 37 C.F.R. 1.821
va tiép theo, dugc bdc 16 ¢ phuong tién doc dugc béng may tinh (t€n tdp tin: 0995.1xt,
tao ngay 23 thang sau 2016, va co6 kich thudc bang 40 kB), tap tin nay duoc két hop &

day bang cach vién dan toan bd.
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YEU CAU BAO HO
1. Phan ti globulin mién dich ¢6 kha nang lién két dac hidu mién dich v6i bién thé duogc
hyperphosphoryl héa cta protein tau ctia nguoi (SEQ 1D NO:33), trong d6 phosphoserin ¢ vi
trf 396 cua tau la can thiét cho su lién két, trong d6 phan tir globulin mién dich nay 1a khang thé
don dong hogc doan lién két epitop cua nd, va trong d6 su phosphoryl hoa Saos clia tau vé co
ban la khéng gia tang su lién két, trong d6 khang thé don dong hoac doan lién két epitop cua

né bao gom:
(a)  CDRI chudi nhe gdm c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:9;
(b)  CDR2 chudi nhe gdm co trinh tur axit amin néu ¢ SEQ ID NO:10;
(c) CDR3 chudi nhe gdm ¢ trinh tyu axit amin néu & SEQ ID NO:11;
(d)  CDRI chudi ning goém c trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:12;
(¢)  CDR2 chudi ning gbm c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:13; va
) CDR3 chudi ning gém ¢é trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO:14. |

2. Phan tir globulin mién dich theo diém 1, trong d6 phan tt globulin mién dich nay

la khang thé don dong hodc khang thé dic higu kép, c6 vung Fe.

3. Phan tir globulin mién dich theo diém 1, trong d6 phan tu globulin mién dich nay
la doan lién két epitop cua khang thé don dong dugc chon tir nhém bao gbém: doan Fv,
doan Fv dugc dung hop véi ving Fe, doan Fab, doan Fab', doan F(ab),, ving bién d6i

Vi don va ving bién d6i VL don.
4. Phan tr globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khang thé dugc nguoi hoa.
S. Phan tir globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khang thé bao gdm:

(1) chudi nhe gém ¢6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:15; hodc

(2) chudi nang gdm c6 trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO:16; hodc -

(3) chudi ning va chudi nhe nay.

0. Phén tr globulin mién dich theo diém 1, trong d6 phan tir globulin mién dich ¢6
kha nang lién két dic hiéu mién dich véi bién thé dugc hyperphosphoryl héa cua protein
tau ctia nguoi (SEQ ID NO:33) nay co tinh chon loc voi mo tip axit amin cua protein

tau dugc hyperphosphoryl héa ¢ trinh tu:

-Y - K - S(dugc phosphoryl hoa) - P -
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trong d6 Y 1a tyrosin, K la lysin, P 1a prolin va S(duogc phosphoryl hoa) 1a serin
véi chudi bén hydroxyl dugce phosphoryl hoa.
7. Phan tt globulin mién dich theo diém 1, trong d6 phén ti nay con bao gbm gbc
dé lam tang chu ky ban rd in vivo ctia phan tir nay.
8. Phén ttr globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khang thé dugc lam cho khang
doan peptit dugc phosphoryl héa hai 14n ctia bién thé duoc hyperphosphoryl héa cta
protein tau ctia nguoi (SEQ ID NO: 33) bao gom it nhét 18 gbc axit amin lién tiép clia
peptit:

TDHGAEIVYK®'SPVVSGDT'SPRHL (SEQ ID NO:37).

9.  Phan tir globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khang thé biéu hién tinh dic
hiéu d6i véi protein tau dugc hyperphosphoryl hda tir bénh nhéan méc bénh Alzheimer
hodc tau bénh Alzheimer it nhét 1én hon 50 14n so véi tau tir d6i chimg khoe manh ngang
tuoi.
10.  Phan tir globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khéng thé la khang thé don
dong duoc biéu hién bing khdi t bao lai ma duoc phén lap béng cach sang loc khodi té
bao lai voi protein tau bénh ly va khéng bénh ly cua nguoi dé phan lap dong v6 tinh ma:

i) ddc hiéu mién dich ddi véi phospho-epitop S396; va

ii) nhan dién dic hiéu tau duge hyperphosphoryl hda tir ndo ctia nguoi méc bénh
Alzheimer;

trong d6 khang thé don dong hodc doan lién két epitop ctia nd c6 kha nang phén
biét gitta protein tau bénh ly va khong bénh ly cua nguoi.
11.  Phén tt globulin mién dich theo diém 1, trong d6 khang thé hodc doan lién két
epitop cta n6 duge dan nhan phét hién dugc.
12.  Phan tir globulin mién dich theo diém 11, trong d6 nhan phat hién duogc 12 nhan
huynh quang, nhdn phat quang hoéa hoc, nhdn thuan tir, nhan dbng vi phong xa hoic
nhén enzym.
13.  Dugc phdm bao gdm phén tir globulin mién dich theo diém 1 va chat mang dugc

dung.

14.  Axit nucleic ma hoa phén tir globulin mién dich theo diém 1.
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<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> CDR 1 Chudi nhe D1.2

<400> 1

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>

<223> CDR 2 Chubi nhe D1.2

<400> 2

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5

<210> 3

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> CDR 3 Chudi nhe D1.2

<400> 3

Ser Gln Ser Thr His Val Pro

1 5

<210> 4

<211> 13

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> CDR 1 Chudi ning D1.2

<400> 4

Lys Ala Ser Gly Asn Thr Phe Thr Asp Tyr Glu Ile His
1 5 10
<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> CDR 2 Chudi ning D1.2

<400> 5

Ala Ile Asp Pro Glu Thr Gly Asn Thr Ala Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 6

<211> 6

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> CDR 3 Chudi ning D1.2

<400> 6
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Ser Arg Gly Phe Asp

1

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

1
Asp

Asn
Pro
Asp
65

Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr
145
Gln
Thr

Arg

Pro

Gln
Gly
Lys
50

Arg
Arg
His
Ala
Leu
130
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
210

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

Gln
1
Ser
Glu
Gly
Lys
65
Met
Thr

Val

Val
Val
Ile
Ala
50

Gly
Glu

Arg

Ser

7
219
PRT
Nhén

Chudi nhe DI1.

7

Ala
Asn
35
Phe
Phe
Val
Val
Asp
115
Thr
Lys
Gly
Ser
Asn
195
Val
8
451

PRT
Nhéan

tao

Ser
20

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
100
Ala
Ser
Asp
Val
Met
180

Ser

Lys

tao

5

5
Ile

Tyr
Ile
Gly
Ala
85

Phe
Ala
Gly
Ile
Leu
165
Ser

Tyr

Ser

Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro
Gly
Asn
150
Asn
Ser

Thr

Phe

Chudi ning D1.2

38
Gln

Thr
His
35

Ile
Lys
Leu

Ser

Ser
115

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Ala
Arg
Arg

100
Ala

Gln
5
Ser
Val
Pro
Arg
Ser
85
Gly

Lys

Gln
Cys
Lys
Glu
Leu
70

Leu

Phe

Thr

Thr
Cys
His
Lys
55

Gly
Asp
Phe
Thr
Ala
135
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
215

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Thr

Asp

Thr
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Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser
Leu
Gly
Val
120
Ser
Lys
Trp
Leu
Glu

200
Arg

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Ala
Ser

Tyr

Pro
120

Leu
Ser
25

His
Ser
Gly
Gly
Ser
105
Ser
Val
Trp
Thr
Thr
185

Ala

Asn

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Trp

105
Pro
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Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val
90

Gly
Ile
Val
Lys
Asp
170
Leu

Thr

Glu

Glu
10

Gly
Val
Thr
Lys
Asp

Gly

Ser

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
Ile
155
Gln
Thr
His

Cys

Leu
Asn
His
Ala
Ser
75

Ser

Gln

Val

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Phe
Lys
Pro
Phe
140
Asp
Asp

Lys

Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala

Gly

Tyr

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
125
Leu
Gly
Ser

Asp

Thr
205

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val

Thr

Pro
125

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu
Ser
Glu
110
Ser
Asn
Ser
Lys
Glu

190
Ser

Pro
Thr

30
Glu

Gln
Thr
Tyr
Thr

110
Leu

Leu
15

His
Gln
Val
Lys
Gln
95

Ile
Ser
Asn
Glu
Asp
175
Tyr

Thr

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Leu

Ala

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser
Lys
Glu
Phe
Arg
160
Ser

Glu

Ser

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Pro



Gly
Lys
145
Leu
Tyr
Gln
Asp
Pro
225
Gly
Ile
Asp
His
Arg
305
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
385
Val
Lys
His

Pro

Cys
130

Gly

Gly Tyr

Ser
Thr
Thr
Lys
210
Pro
Pro
Ser
Asp
Thr
290
Val
Glu
Arg
Ile
Thr
370
Thr
Leu
Thr

Glu

Gly
450

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Ala Ser Gln Gly Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Ala Ser Asn Leu Glu Asp

1

Ser
Met
Val
195
Lys
Cys
Ser
Leu
Pro
275
Ala
Val
Phe
Thr
Leu
355
Cys
Ser
Asp
Ser
Gly
435
Lys
9
11

PRT
Nhan

Asp
Phe
Ser
Ser
180
Thr
Leu
Lys
Val
Thr
260
Asp
Gln
Ser
Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Lys

420
Leu

tao

Thr
Pro
Val
165
Ser
Cys
Glu
Glu
Phe
245
Pro
Val
Thr
Ala
Cys
325
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
405
Trp

Lys

Thr
Glu

150
His

Ser
Pro
Cys
230
Ile
Lys
Arg
Gln
Leu
310
Lys
Lys
Pro
Val
His
390
Gly
Glu

Asn

CDR 1 Chudi nhe

9

10

-
PRT
Nhan

tao

5

CDR 2 Chudi nhe

10

5

Gly
135
Ser
Thr
Val
Val
Ser
215
His
Phe
Val
Ile
Thr
295
Pro
Val
Ile
Ala
Gly
375
Thr
Ser

Lys

Tyr

C10.

Ser

C10.

33296

Ser Ser
Val Thr
Phe Pro
Thr Val

185
Ala His

200
Gly Pro

Lys Cys
Pro Pro
Thr Cys
265
Ser Trp
280
His Arg
Ile Gln
Asn Asn
Lys Gly
345
Glu Gln
360
Phe Asn
Glu Glu
Tyr Phe
Thr Asp
425

Tyr Leu
440

2

Ile Asn

-115-

Val Thr

Val Thr
155

Ala Leu

170

Pro Ser

Pro Ala
Ile Ser

Pro Ala
235

Asn Ile

250

Val Val

Phe Val
Glu Asp

His Gln
315

Lys Asp

330

Leu Val

Leu Ser

Pro Gly

Asn Tyr
395

Ile Tyr

410

Ser Phe

Lys Lys

Leu Asn
10

Leu
140
Trp
Leu
Ser
Ser
Thr
220
Pro
Lys
Val
Asn
Tyr
300
Asp
Leu
Arg
Arg
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Thr

Gly
Asn
Gln
Thr
Ser
205
Ile
Asn
Asp
Asp
Asn
285
Asn
Trp
Pro
Ala
Lys
365
Ile
Asp
Lys

Cys

Ile
445

Cys
Ser
Ser
Trp
190
Thr
Asn
Leu
Val
Val
270
Val
Ser
Met
Ser
Pro
350
Asp
Ser
Thr
Leu
Asn

430
Ser

Leu
Gly
Gly
175
Pro
Thr
Pro
Glu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Ser
Pro
335
Gln
Val
Val
Ala
Asp
415

Val

Arg

Val
Ser
160
Leu
Ser
Val
Cys
Gly
240
Met
Glu
Val
Ile
Gly
320
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
400
Ile
Arg

Ser



C10.

33296

2

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Arg Thr Ile His

10

Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Lys

C10.

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Phe

Lys

2

Pro
Gln
Pro
40

Asp
Thr

Cys

Leu

<210> 11
<211> 7
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> CDR 3 Chudi nhe
<400> 11
Leu Gln His Thr Tyr Leu Pro
1 5
<210> 12
<211> 13
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> CDR1 chudi nd&ng C10.2
<400> 12
1 5
<210> 13
<211> 17
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> CDR 2 Chudi ndng C10.2
<400> 13
Tyr Ile Tyr Pro Gly Asp
1 5
Gly
<210> 14
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> CDR 3 Chubdi ning
<400> 14
Arg Gly Ala Met Asp Tyr
1 5
<210> 15
<211> 214
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Chudi nhe C10.2
<400> 15
Asp Val Gln Met Ile Gln
1 5
Asp Ile Val Thr Met Thr
20
Leu Asn Trp Phe Gln Gln
35
Tyr Gly Ala Ser Asn Leu
50
Ser Arg Tyr Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Met Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Ser Gly Thr
100
Pro Thr Val Ser Ile Phe

115

Pro

Pro
120

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Leu
Glu

105
Ser

-116-

10

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His
Lys

Glu

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser
Thr

Arg

Gln

Ala
Thr
Lys
45

Arg
Ser
Tyr

Ala

Leu
125

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Leu
Asp

110
Thr

15

Leu
15

Ile
Leu
Ser
Glu
Pro
95

Ala

Ser

Gly
Asn
Ile
Gly
Asp
80

Phe

Ala

Gly



Gly
Asn
145
Asn
Ser

Thr

Phe

Ala
130
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

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

Gln
1
Ser
Thr
Gly
Lys
65
Met
Ala
Val
Gly
Lys
145
Leu
Tyr
Glu
Asp
Thr
225
Asp
Asp
Asp
Asn
Trp

305
Pro

Val
Val
Ile
Tyr
50

Gly
Gln
Arg
Ser
Ser
130
Gly
Ser
Thr
Thr
Lys
210
Val
Val
Ile
Val
Ser
290

Leu

Ala

Ser
Lys
Trp
Leu

Glu
195
Arg

16
439
PRT
Nhén

Val
Trp
Thr
Thr
180

Ala

Asn

tao

Val
Lys
Asp
165
Leu

Thr

Glu

Cys
Ile
150
Gln
Thr
His

Cys

Chudi ning C10.2

16

Gln Leu Gln Gln

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu
Arg
Ser
115
Ala
Tyr
Ser
Leu
Val
195
Lys
Pro
Leu
Ser
Glu
275
Thr

Asn

Pro

Ile
20

Trp
Tyr
Ala
Asn
Gly
100
Ala
Ala
Phe
Gly
Ser
180
Thr
Ile
Glu
Thr
Lys
260
Val
Phe
Gly

Ile

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Ala
Lys
Gln
Pro
Val
165
Ser
Cys
Val
Val
Ile
245
Asp
His
Arg

Lys

Glu

Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu
Met
Thr
Thr
Glu
150
His
Ser
Asn
Pro
Ser
230
Thr
Asp
Thr
Ser
Glu

310
Lys

Phe
135
Asp
Asp
Lys

Lys

Ser
Lys
Gln
Asp
55

Thr
Thr
Asp
Thr
Asn
135
Pro
Thr
Val
Val
Arg
215
Ser
Leu
Pro
Ala
Val
295
Phe

Thr

33296

Leu
Gly
Ser
Asp

Thr
200

Asp
Ala
Arg
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Pro
120
Ser
Val
Phe
Thr
Ala
200
Asp
Val
Thr
Glu
Gln
280
Ser

Lys

Ile

Asn
Ser
Lys
Glu

185
Ser

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Trp
105
Pro
Met
Thr
Pro
Val
185
His
Cys
Phe
Pro
Val
265
Thr
Glu

Cys

Ser

-117-

Asn
Glu
Asp
170
Tyr

Thr

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Lys
Asp
90

Gly
Ser
Val
Val
Ala
170
Pro
Pro
Gly
Ile
Lys
250
Gln
Gln
Leu

Arg

Lys

Phe
Arg
155
Ser

Glu

Ser

Leu
Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Ser
Gln
Val
Thr
Thr
155
Val
Ser
Ala
Cys
Phe
235
Val
Phe
Pro
Pro
Val

315
Thr

Tyr
140
Gln
Thr
Arg

Pro

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
Gly
Tyr
Leu
140
Trp
Leu
Ser
Ser
Lys
220
Pro
Thr
Ser
Arg
Ile
300

Asn

Lys

Pro
Asn
Tyr
His

Ile
205

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Thr
Pro
125
Gly
Asn
Gln
Thr
Ser
205
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
285
Met

Ser

Gly

Lys
Gly
Ser
Asn

190
Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Ser
110
Leu
Cys
Ser
Ser
Trp
190
Thr
Cys
Lys
Val
Phe
270
Glu
His
Ala

Arg

Asp
Val
Met
175

Ser

Lys

Gly
15

Asp
Trp
Asn
Ala
Phe
95

Val
Ala
Leu
Gly
Asp
175
Pro
Lys
Ile
Pro
Val
255
Val
Gln
Gln

Ala

Pro

Ile
Leu
160
Ser

Tyr

Ser

Ala
Arg
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Val
Ser
160
Leu
Ser
Val
Cys
Lys
240
Val
Asp
Phe
Asp
Phe

320
Lys



Ala Pro
Asp Lys

Ile Thr
370

Asn Thr

385

Lys Leu

Cys Ser
Leu Ser

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

Gln Ala Ser Gln Asp Thr

1

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

Gly Ala Ser Asn Leu Glu

1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Leu Gln
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Lys Ala
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln

Val
355
Val

Gln

Asn

Val

His

435
17
11
PRT
Nhan

CDR 1 Chudi nhe

17

18

.
PRT
Nhan

CDR 2 Chudi nhe

18

19

7
PRT
Nhan

CDR 3 Chudi nhe

19
His

20
13
PRT
Nhan

CDR1
20
Ser

21
17
PRT
Nhan

Val
340
Ser
Glu

Pro

Val

Leu

420
Ser

tao

tao

tao

325
Tyr

Leu
Trp
Ile
Gln
405
His

Pro

5

5

Ile
Cys
Trp
375
Asp
Ser

Gly

Lys

C5.2

33296

Pro Pro
345

Met Ile

360

Asn Gly

Thr Asp
Asn Trp

Leu His
425

330
Pro

Thr
Gln
Gly
Glu

410
Asn

Lys
Asp
Pro
Ser
395

Ala

His

Ser Ile Asn Leu Asn

Cb.2

Asp

C5.2

Thr Tyr Leu Pro

tao

5

chudi ni&ng C5.2

10

Glu
Phe
Ala
380
Tyr
Gly

His

Gln
Phe
365
Glu
Phe

Asn

Thr

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Arg Thr Ile His

tao

5

CDR 2 Chudi n&ng C5.2

21

10

Met
350
Pro
Asn
Val

Thr

Glu
430

335
Ala

Glu
Tyr
Tyr
Phe

415
Lys

Lys
Asp
Lys
Ser
400
Thr

Ser

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

1

5

-118-

10

15



Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Arg Gly Thr Met Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val Gln Met Ile Gln

1

22

6
PRT
Nhéan

CDR 3 Chudi ning C5.2

22

23
214
PRT
Nhan

tao

5

tao

Chudi nhe C5.2

23

Asp Ile Val

Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro
Gly
Asn
145
Asn
Ser

Thr

Phe

Asn
Gly
50

Arg
Asp
Phe
Thr
Ala
130
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val Gln Leu Gln Gln

1

Trp
35
Ala

Tyr
Met
Gly
val
115
Ser
Lys
Trp
Leu
Glu
195
Arg
24
439

PRT
Nhan

5
Thr Met Thr
20
Phe Gln Gln

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp
70
Ala Thr Tyr
85
Ser Gly Thr
100
Ser Ile Phe

Val Val Cys

Trp Lys Ile
150
Thr Asp Gln
165
Thr Leu Thr
180
Ala Thr His

Asn Glu Cys

tao

Chudi n&ng C5.2

24

Ser Val Lys

Thr Ile His

35

Gly Tyr Ile

50

5
Ile Ser Cys
20
Trp Val Lys

Tyr Pro Gly

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe
Phe
Lys
Pro
Phe
135
Asp
Asp

Lys

Lys

Ser
Lys
Gln

Asp
55

33296

Pro Ser

Gln Ala
25

Pro Gly

40

Asp Gly

Thr Leu
Cys Leu

Leu Glu
105

Pro Ser

120

Leu Asn

Gly Ser
Ser Lys

Asp Glu

185
Thr Ser
200

Asp Ala

Ala Ser
25

Arg Pro

40

Asp Ser

-119-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Ser
Asn
Glu
Asp
170
Tyr

Thr

Glu
10

Gly
Glu

Thr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His
Lys
Glu
Phe
Arg
155
Ser

Glu

Ser

Leu
Tyr
Gln

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr
140
Gln
Thr

Arg

Pro

Val
Thr
Gly

Tyr
60

Ala
Thr
Lys
45

Arg
Ser
Tyr
Ala
Leu
125
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
205

Lys
Phe
Leu

45
Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Leu
Asp
110
Thr
Lys
Gly
Ser
Asn

190
Val

Pro
Thr
30

Glu

Asp

Leu
15

Ile
Leu
Ser
Glu
Pro
95

Ala
Ser
Asp
Val
Met
175

Ser

Lys

Gly
15

Asp
Trp

Met

Gly
Asn
Ile
Gly
Asp
Phe
Ala
Gly
Ile
Leu
160
Ser
Tyr

Ser

Ala
Arg
Ile

Phe



Lys
65

Met
Ala
Val
Gly
Lys
145
Leu
Tyr
Glu
Asp
Thr
225
Asp
Asp
Asp
Asn
Trp
305
Pro
Ala
Asp
Ile
Asn
385
Lys
Cys

Leu

Ala
Gln
Arg
Ser

Ser
130

Lys
Leu
Arg
Ser

115
Ala

Gly Tyr

Ser
Thr
Thr
Lys
210
Val
Val
Ile
Val
Ser
290
Leu
Ala
Pro
Lys
Thr
370
Thr
Leu

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Ala Ser Gln Gly Thr

1

<210>
<211>
<212>

Ser
Leu
Val
195
Lys
Pro
Leu
Ser
Glu
275
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
355
Val
Gln
Asn
Val
His
435
25
11

PRT
Nhéan

Ala
Asn
Gly
100
Ala
Ala
Phe
Gly
Ser
180
Thr
Ile
Glu
Thr
Lys
260
Val
Phe
Gly
Ile
Val
340
Ser
Glu
Pro
Val
Leu

420
Ser

tao

Thr
Ser
85

Thr
Lys
Gln
Pro
Val
165
Ser
Cys
Val
Val
Ile
245
Asp
His
Arg
Lys
Glu
325
Tyr
Leu
Trp
Ile
Gln
405
His

Pro

Leu
70

Leu
Met
Thr
Thr
Glu
150
His
Ser
Asn
Pro
Ser
230
Thr
Asp
Thr
Ser
Glu
310
Lys
Thr
Thr
Gln
Met
390
Lys
Glu

Gly

CDR 1 Chudi nhe

25

26
9
PRT

5

Thr
Thr
Asp
Thr
Asn
135
Pro
Thr
Val
Val
Arg
215
Ser
Leu
Pro
Ala
Val
295
Phe
Thr
Ile
Cys
Trp
375
Asp
Ser

Gly

Lys

C8.3

33296

Ala
Ser
Tyr
Pro
120
Ser
Val
Phe
Thr
Ala
200
Asp
Val
Thr
Glu
Gln
280
Ser
Lys
Ile
Pro
Met
360
Asn
Thr

Asn

Leu

Asp
Asp
Trp
105
Pro
Met
Thr
Pro
Val
185
His
Cys
Phe
Pro
Val
265
Thr
Glu
Cys
Ser
Pro
345
Ile
Gly
Asp

Trp

His
425

Lys
Asp
90

Gly
Ser
Val
Val
Ala
170
Pro
Pro
Gly
Ile
Lys
250
Gln
Gln
Leu
Arg
Lys
330
Pro
Thr
Gln
Gly
Glu

410
Asn

Ser
75

Ser
Gln
Val
Thr
Thr
155
Val
Ser
Ala
Cys
Phe
235
Val
Phe
Pro
Pro
Val
315
Thr
Lys
Asp
Pro
Ser
395

Ala

His

Ser Ile Asn Leu Asn

-120-

10

Ser
Ala
Gly
Tyr
Leu
140
Trp
Leu
Ser
Ser
Lys
220
Pro
Thr
Ser
Arg
Ile
300
Asn
Lys
Glu
Phe
Ala
380
Tyr
Gly

His

Asn
Val
Thr
Pro
125
Gly
Asn
Gln
Thr
Ser
205
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
285
Met
Ser
Gly
Gln
Phe
365
Glu
Phe

Asn

Thr

Thr
Tyr
Ser
110
Leu
Cys
Ser
Ser
Trp
190
Thr
Cys
Lys
Val
Phe
270
Glu
His
Ala
Arg
Met
350
Pro
Asn
Val

Thr

Glu
430

Ala
Phe
95

Val
Ala
Leu
Gly
Asp
175
Pro
Lys
Ile
Pro
Val
255
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
335
Ala
Glu
Tyr
Tyr
Phe

415
Lys

Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Val
Ser
160
Leu
Ser
Val
Cys
Lys
240
Val
Asp
Phe
Asp
Phe
320
Lys
Lys
Asp
Lys
Ser
400
Thr

Ser



<213>
<220>
<223>
<400>

Nhan tao

CDR 2 Chudi nhe
26

C8.3

Gly Ser Ser Asn Leu Glu Asp

1

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

5
27
5
PRT
Nhé&n tao

CDR 3 Chudi nhe
27

C8.

Leu Gln His Ser Tyr Leu Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Lys Ala
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Tyr Ile
1

Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Arg Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Val
1
Asp Ile

Leu Asn

Gly
50
Arg

Tyr

Ser
65

5
28
13
PRT
Nhén tao
CDR1
28
Ser
5
29
17
PRT
Nhan tao
CDR 2 Chudi n&ng
29
Tyr Pro Gly Asp
5

30

6

PRT

Nhén tao

CDR 3 Chubdi ning

30

Ala Met Asp Tyr
5

31

214

PRT

Nhé&n tao

Chudi nhe C8.3
31
Gln Met Ile
5

Met

Gln

Thr
20
Phe

Val Thr

Trp Gln Gln

35

Ser Ser Asn Leu

Tyr Gly Thr Asp

70

chudi ning C8.3

C8.

3

3

33296

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Arg Thr Ile His

10

Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Lys

C8.

Ser
Cys
Lys
Glu

55
Phe

Pro Ser

Gln Ala
25
Pro Gly
40
Asp Gly

Thr Leu

-121-

10

Ser Leu Ser Ala

10

Ser Gln Gly Thr

Lys Ala Pro Lys

Val Ser
60

Ser

Pro Arg

Thr Ile

75

Ser

Ser
Ser
30

Leu

Phe

Leu

15

Leu
15

Ile
Leu

Ser

Glu

Gly
Asn
Ile
Gly

Asp
80



Glu
Thr
Pro
Gly
Asn
145
Asn
Ser

Thr

Phe

Asp
Phe
Thr
Ala
130
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Val Gln Leu Gln Gln

1
Ser

Thr
Gly
Lys
65

Met
Ala
Val
Gly
Lys
145
Leu
Tyr
Glu
Asp
Thr
225
Asp

Asp

Asp

Val
Ile
Tyr
50

Gly
Gln
Arg
Ser
Ser
130
Gly
Ser
Thr
Thr
Lys
210
Val
Val

Ile

Val

Met
Gly
Val

115
Ser

Lys
Trp
Leu

Glu
195
Arg

32
439
PRT
Nhéan

Ala
Ser
100
Ser
Val
Trp
Thr
Thr
180
Ala

Asn

tao

Thr
85

Gly
Ile
Val
Lys
Asp
165
Leu

Thr

Glu

Tyr
Thr
Phe
Cys
Ile
150
Gln
Thr
His

Cys

Chudi ning C8.3

32

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu
Arg
Ser
115
Ala
Tyr
Ser
Leu
Val
195
Lys
Pro
Leu

Ser

Glu

Ile
20

Trp
Tyr
Ala
Asn
Gly
100
Ala
Ala
Phe
Gly
Ser
180
Thr
Ile
Glu
Thr
Lys

260
Val

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Ala
Lys
Gln
Pro
Val
165
Ser
Cys
Val
Val
Ile
245

Asp

His

Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu
Met
Thr
Thr
Glu
150
His
Ser
Asn
Pro
Ser
230
Thr

Asp

Thr

Phe
Lys
Pro
Phe
135
Asp
Asp
Lys

Lys

Ser
Lys
Gln
Asp
Thr
Ala
Asp
Thr
Asn
135
Pro
Thr
Val
Val
Arg
215
Ser
Leu

Pro

Ala

33296

Cys
Leu
Pro
120
Leu
Gly
Ser

Asp

Thr
200

Asp
Ala
Arg
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Pro
120
Ser
Val
Phe
Thr
Ala
200
Asp
Val
Thr

Glu

Gln

Leu
Glu
105
Ser
Asn
Ser
Lys
Glu

185
Ser

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Trp
105
Pro
Met
Thr
Pro
Val
185
His
Cys
Phe
Pro
Val

265
Thr

-122-

Gln
90

Ile
Ser
Asn
Glu
Asp
170
Tyr

Thr

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Lys
Asp
Gly
Ser
Val
Val
Ala
170
Pro
Pro
Gly
Ile
Lys
250

Gln

Gln

His
Lys
Glu
Phe
Arg
155
Ser

Glu

Ser

Leu
Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Ser
Gln
Val
Thr
Thr
155
vVal
Ser
Ala
Cys
Phe
235
Val

Phe

Pro

Ser
Arg
Gln
Tyr
140
Gln
Thr

Arg

Pro

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
Gly
Tyr
Leu
140
Trp
Leu
Ser
Ser
Lys
220
Pro
Thr

Ser

Arg

Tyr
Ala
Leu
125
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
205

Asn
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Thr
Pro
125
Gly
Asn
Gln
Thr
Ser
205
Pro
Pro
Cys

Trp

Glu

Leu
Asp
110
Thr
Lys
Gly
Ser
Asn

190
Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Ser
110
Leu
Cys
Ser
Ser
Trp
190
Thr
Cys
Lys
Val
Phe

270
Glu

Pro
95

Ala
Ser
Asp
Val
Met
175

Ser

Lys

Gly
15

Asp
Trp
Asn
Ala
Phe
95

Val
Ala
Leu
Gly
Asp
175
Pro
Lys
Ile
Pro
Val
255

Val

Gln

Phe
Ala
Gly
Ile
Leu
160
Ser
Tyr

Ser

Ala
Arg
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Val
Ser
160
Leu
Ser
Val
Cys
Lys
240
Val

Asp

Phe



Asn
Trp
305
Pro
Ala
Asp
Ile
Asn
385
Lys
Cys

Leu

Ser
290
Leu
Ala
Pro
Lys
Thr
370
Thr
Leu

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Ala Glu Pro

1
Thr

Gln
Gln
Asp
65

Asp
Ile
Ser
Ser
Ala
145
Gly
Pro
Asp
Arg
Lys

225
Ser

Tyr
Asp
Thr
50

Ala
Glu
Pro
Leu
Lys
130
Asp
Gln
Ala
Arg
Ser
210

Val

Arg

275
Thr

Asn
Pro
Gln
Val
355
Val
Gln
Asn
Val
His
435
33
441

PRT
Nhan

Phe
Gly
Ile
Val
340
Ser
Glu
Pro
val
Leu

420
Ser

tao

Arg
Lys
Glu
325
Tyr
Leu
Trp
Ile
Gln
405
His

Pro

Ser
Glu
310
Lys
Thr
Thr
Gln
Met
390
Lys
Glu

Gly

Val
295
Phe
Thr
Ile
Cys
Trp
375
Asp
Ser

Gly

Lys

Tau No 33 cua ngudi

33

Gly
Gln
35

Pro
Lys
Gly
Glu
Glu
115
Ser
Gly
Lys
Pro
Ser
195
Arg

Ala

Leu

Leu
20

Glu
Thr
Ser
Ala
Gly
100
Asp
Lys
Lys
Gly
Lys
180
Gly
Thr

Val

Gln

Arg Gln Glu

5
Gly

Gly
Glu
Thr
Pro
85

Thr
Glu
Asp
Thr
Gln
165
Thr
Tyr
Pro

Val

Thr
245

Asp
Asp
Asp
Pro
70

Gly
Thr
Ala
Gly
Lys
150
Ala
Pro
Ser
Ser
Arg

230
Ala

Arg
Thr
Gly
55

Thr
Lys
Ala
Ala
Thr
135
Ile
Asn
Pro
Ser
Leu
215
Thr

Pro
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280
Ser

Lys
Ile
Pro
Met
360
Asn
Thr

Asn

Leu

Phe
Lys
Asp
Ser
Ala
Gln
Glu
Gly
120
Gly
Ala
Ala
Ser
Pro
200
Pro

Pro

Val

Glu
Cys
Ser
Pro
345
Ile
Gly
Asp

Trp

His
425

Glu
Asp
25

Ala
Glu
Glu
Ala
Glu
105
His
Ser
Thr
Thr
Ser
185
Gly
Thr

Pro

Pro
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Leu
Arg
Lys
330
Pro
Thr
Gln
Gly
Glu

410
Asn

Val
10

Gln
Gly
Glu
Asp
Ala
90

Ala
Val
Asp
Pro
Arg
170
Gly
Ser
Pro

Lys

Met
250

Pro
Val
315
Thr
Lys
Asp
Pro
Ser
395
Ala

His

Met
Gly
Leu
Pro
Val
75

Ala
Gly
Thr
Asp
Arg
155
Ile
Glu
Pro
Pro
Ser

235
Pro

Ile
300
Asn
Lys
Glu
Phe
Ala
380
Tyr
Gly

His

Glu
Gly
Lys
Gly
60

Thr
Gln
Ile
Gln
Lys
140
Gly
Pro
Pro
Gly
Thr
220

Pro

Asp

285
Met

Ser
Gly
Gln
Phe
365
Glu
Phe

Asn

Thr

Asp
Tyr
Glu
45

Ser
Ala
Pro
Gly
Ala
125
Lys
Ala
Ala
Pro
Thr
205
Arg

Ser

Leu

His
Ala
Arg
Met
350
Pro
Asn
Val

Thr

Glu
430

His
Thr
30

Ser
Glu
Pro
His
Asp
110
Arg
Ala
Ala
Lys
Lys
190
Pro
Glu

Ser

Lys

Gln
Ala
Pro
335
Ala
Glu
Tyr
Tyr
Phe

415
Lys

Ala
15

Met
Pro
Thr
Leu
Thr
95

Thr
Met
Lys
Pro
Thr
175
Ser
Gly
Pro

Ala

Asn
255

Asp
Phe
320
Lys
Lys
Asp
Lys
Ser
400
Thr

Ser

Gly
His
Leu
Ser
Val
80

Glu
Pro
val
Gly
Pro
160
Pro
Gly
Ser
Lys
Lys

240
Val



Lys
Gly
Ser
Ser
305
Lys
Val
Lys
Lys
Lys
385
Gly

Ile

Ser

Ser
Lys
Lys
290
Val
Cys
Glu
Ile
Lys
370
Thr
Asp

Asp

Ala

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

Asp
Asp
Asn
Pro
Asp
65

Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr
145
Gln
Thr

Arg

Pro

Val
Gln
Gly
Lys
50

Arg
Arg
His
Ala
Leu
130
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
210

<210>

Lys

Val
275
Cys

Gln
Gly
Val

Gly
355
Ile

Asp
Thr
Met

Ser

435
34
219
PRT
Nhén

Chudi nhe DI1.

34
Val

Ala
Asn
35

Phe
Phe
Val
Val
Asp
115
Thr
Lys
Gly
Ser
Asn
195
Val

35

Ile
260
Gln
Gly
Ile
Ser
Lys
340
Ser
Glu
His
Ser
Val

420
Leu

tao

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
100
Ala
Ser
Asp
Val
Met
180

Ser

Lys

Gly
Ile
Ser
Val
Leu
325
Ser
Leu
Thr
Gly
Pro
405

Asp

Ala

Thr
5
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala
85
Phe
Ala
Gly
Ile
Leu
165
Ser

Tyr

Ser

Ser
Ile
Lys
Tyr
310
Gly
Glu
Asp
His
Ala
390
Arg

Ser

Lys

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro
Gly
Asn
150
Asn
Ser

Thr

Phe

Thr
Asn
Asp
295
Lys
Asn
Lys
Asn
Lys
375
Glu
His
Pro

Gln

Thr
Cys
His
Lys
55

Gly
Asp
Phe
Thr
Ala
135
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
215
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Glu
Lys
280
Asn
Pro
Ile
Leu
Ile
360
Leu
Ile
Leu

Gln

Gly
440

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser
Leu
Gly
Val
120
Ser
Lys
Trp
Leu
Glu

200
Arg

Asn
265
Lys
Ile
Val
His
Asp
345
Thr
Thr
Val
Ser
Leu

425
Leu

Leu
Ser
25

His
Ser
Gly
Gly
Ser
105
Ser
Val
Trp
Thr
Thr
185

Ala

Asn
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Leu
Leu
Lys
Asp
His
330
Phe
His
Phe
Tyr
Asn

410
Ala

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val
90

Gly
Ile
Val
Lys
Asp
170
Leu

Thr

Glu

Lys
Asp
His
Leu
315
Lys
Lys
Val
Arg
Lys
395

Val

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
Ile
155
Gln
Thr
His

Cys

His
Leu
Val
300
Ser
Pro
Asp
Pro
Glu
380
Ser

Ser

Leu

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Phe
Lys
Pro
Phe
140
Asp
Asp

Lys

Lys

Gln
Ser
285
Pro
Lys
Gly
Arg
Gly
365
Asn
Pro

Ser

Ala

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
125
Leu
Gly
Ser

Asp

Thr
205

Pro
270
Asn
Gly
Val
Gly
Val
350
Gly
Ala
Val

Thr

Asp
430

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu
Ser
Glu
110
Ser
Asn
Ser
Lys
Glu

190
Ser

Gly
Val
Gly
Thr
Gly
335
Gln
Gly
Lys
Val
Gly

415
Glu

Leu
15

His
Gln
Val
Lys
Gln
95

Ile
Ser
Asn
Glu
Asp
175
Tyr

Thr

Gly
Gln
Gly
Ser
320
Gln
Ser
Asn
Ala
Ser
400

Ser

Val

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser
Lys
Glu
Phe
Arg
160
Ser

Glu

Ser



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln
1
Ser
Thr
Gly
Gln
65
Met
Ala
Val
Ser
Lys
145
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
225
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
385

Ser

Gln

Val
Val
Ile
Tyr
50

Gly
Glu
Arg
Ser
Ser
130
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu

Phe

Gly

444
PRT
Nhan

Chudi n&ng hC10.2

35

tao

Gln Leu Val

Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Arg
Ser
115
Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
195
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn

Phe

Asn

Ile
20

Trp
Tyr
Ala
Ser
Gly
100
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
180
Tyr
Arg
Pro
Lys
Val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn

Leu

Val
420

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Ala
Ser
Thr
Pro
Val
165
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
245
Val
Val
Gln
Gln
Ala
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr

405
Phe

Gln
Cys
Arg
Gly
Leu
70

Leu
Met
Thr
Ser
Glu
150
His
Ser
Cys
Glu
Pro
230
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390

Ser

Ser

Ser
Lys
Gln
Asp
55

Thr
Arg
Asp
Lys
Gly
135
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
215
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr

Lys

Cys
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Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Gly
120
Gly
Val
Phe
Val
Val
200
Lys
Leu
Thr
Val
Val
280
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
360
Ala
Thr

Leu

Ser

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Trp
105
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
185
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
345
Val
Val
Pro

Thr

Val
425

-125-

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
170
Val
His
Cys
Gly
Met
250
His
Val
Tyr
Gly
Ile
330
Val
Ser
Glu
Pro
Val

410
Met

Val
Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Thr
Gln
Val
Ala
Ser
155
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
235
Ile
Glu
His
Arg
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
395

Asp

His

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ala
Ala
Gly
Phe
Leu
140
Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
220
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
380
Leu

Lys

Glu

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Val
Thr
Pro
125
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
205
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Ser
110
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
190
Asn
His
Val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Val
Ala
Leu
Gly
Ser
175
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
255
Val
Thr
Val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

415
His

Ala
Arg
Ile
Phe
Tyr
Cys
Thr
Pro
Val
Ala
160
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
240
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400

Gln

Asn
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His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440
<210> 36
<211> 214
<212> PRT
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> hCl0.2 LC
<400> 36
Asp Val Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Met Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Thr Ser Ile Asn
20 25 30
Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Met Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Thr Tyr Leu Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
<210> 37
<211> 23
<212> PRT
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> Tau 386-408 v&i S396 va S404 dugc Phosphoryl hoéa
<400> 37
Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Gly
1 5 10 15
Asp Thr Ser Pro Arg His Leu
20
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S1 P3
rTgd510 wt wt
o *
AD con AD con
51 P3
S1 P3
rigd510 wit rTgd510 wt
@
AD con AD con
S1 P3
Hinh 1
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1. Chlng nglra

2. Chon loc

3. Xép loai

4. Hiéu qua chirc nang
trong 6ng nghiém

5. Hiéu qua chirc nang
trong co’ thé

33296

Chubdt C57/BL6 chiing nglra bang peptit:
PSO-TDHGAElVYK{pSeI‘}PVVSGDT{pSer}PRHL-ConhZ

144 dong vé tinh lién két peptit duwgc xéc dinh

Phan tich dwa trén Dot-Blot va MSD (AD ngudi véi vat liéu déi chirng)

16 dong vé tinh dugc xac dinh

1. Ailyc peptit, tinh chon loc phospho
2. Dic trung hda md mién dich, K&t tiia mién dich

4 dong vd tinh duoc xac dinh

Ngan nglra két tu va tao hat

1. Ngin nglra tao hat va m& rong trong co thé & md hinh tao
hat Tg4510

2. Dao nguoc thi€u hut dién sinh Iy trong co thé

3. Gidm PHF tau & chudt hTau/PS1

Khéng thé don dong dugc tinh ché

Hinh 9
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Twong tac khang thé - khang nguyén

Tui ky nwéc

CDR L3
Tau [392-398]
'
CDRH2 CDRH3

Hinh 11
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ijat Pau Lam‘ Lam‘ Lam‘ Lam\ xCr Iy nhu
danh vao nghéo nghéo nghéo ngheo miylam
dau hC10.2 hC10.2 hHEL mHEL nghéo

Hinh 12A
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510 rtgd rtgd 510
rtg4 depl 510 510 dep
Khong
510 MCl dep deph hC10
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piu  rg4510 rigd510 rigd510 rigasio
vao lam lam lam am
rtg4510 nghéo nghéo nghéo ngnheo
IgG c10.2 D12 Taus
dbi chirng
e

Téng Tau (Tau 5)

P-5396‘ Tau (€10.2)

Hinh 14A
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120 - W Tau5 55 kDa
OTau5 64 kDa
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0 ] 1 ] 1 1
Péu vao lgG déi chirng  C10.2 dwoc lam, D1.2 dwoc lam Tau5
rtg4510 dwgc lam nghéo nghéo nghéo
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100 -
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40 -
20 -
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